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Agreda CG. Analise comparativa por meio da densidade optica
radiogréfica entre o grau de osteopenia induzida pela fenitoina e
auséncia hormonal em ratos [dissertacdao]. Sao José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista; 2007.

RESUMO

Por ser a osteoporose uma enfermidade de alta prevaléncia mundial, tem-se a
importancia de estudos que avaliem a repercussdo Ossea proveniente de
supressao hormonal, como também de influéncia de farmacos. Em vista disto, a
proposta desta pesquisa foi realizar a comparagdo radiografica mediante a
avaliacdo da densidade Optica em tons de cinza, entre o grau de osteopenia
induzida por um farmaco e pela castragdo de ratos em dois periodos (trinta e
sessenta dias). Utilizou-se 37 ratos adultos que foram divididos em: grupo I, com
5 fémeas sham; grupo Il, com 5 machos sham; grupo Illl, com 6 fémeas
ovariectomizadas; grupo IV, com 6 machos orquiectomizados; grupo V, com 8
fémeas tratadas com fenitoina a 5mg/kg/dia e grupo VI, com 7 machos tratados
com fenitoina a 5mg/kg/dia. Realizou-se a radiografia da tibia esquerda de todos
0s grupos no periodo inicial, trinta e sessenta dias ap6s o procedimento
cirirgico. Para isso foi utilizado o aparelho de raios X digital Gendex 765DC®,
com 0,032s de tempo de exposigao, distancia focal de 40cm, 65kVp, 7mA, com
feixe incidindo perperdicularmente ao sensor do sistema digital direto RVG
(Trophy). A partir das imagens obtidas realizou-se a mensuragéo dos valores de
densidade Optica de duas areas selecionadas da tibia (metafise e diafise)
mediante a ferramenta histograma do programa Adobe Photoshop®. As médias
das leituras de densidade 6ptica foram submetidas a analise de varidncia
(ANOVA) e teste Tukey (5%). De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se
que nado houve diferencas estatisticamente significantes nos valores de
densidade Optica no método de indugdo a osteopenia pela ovariectomia ou
orquidectomia, ao passo que, na indugdo pela fenitoina houve a indicagéo da
sua ocorréncia tanto em machos quanto em fémeas depois de 60 dias na regido
da diafise.

PALAVRAS-CHAVE: Radiografia digital; osteopenia; fenitoina.



1 INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial,
na atualidade, incluindo a da populagéo brasileira representa decorréncia
direta de avancgos tecnoldgicos em diversos setores, sendo que na area
da saude, as pesquisas de novos farmacos, técnicas e alternativas de
tratamento e prevengdo contra os males do envelhecimento para as
diversas afeccbes patoldgicas, tém papel prioritario para a melhoria da
qualidade de vida dos cidadaos. Dentro deste contexto, o estudo das
alteragbes fisiopatolégicas decorrentes da senescéncia faz-se
imprescindivel para o desenvolvimento da farmacoterapia de processos
patolégicos com a perda de massa muscular, o enfraguecimento do
sistema imunolégico, o declinio da acuidade visual e auditiva, além de
doencas cronicas como hipertensao, diabetes, problemas vasculares e

disturbios sistémicos, como a osteoporose* °*© 88,

A osteoporose € a mais comum das doengas 0sseas,
apresentando, entre estas, a maior incidéncia mundial com grande
repercussao no conjunto de problemas relacionados a saude publica. Isto
se deve ao consideravel grau de morbidade, mortalidade e alto custo
social. Pode ser definida como uma condi¢ao caracterizada pela reducao
da massa e deterioracdo da microarquitetura dssea, resultando no
aumento da fragilidade deste tecido e consequiente aumento do risco de
ocorréncia de fraturas'” °¢ 107 ¢ 109,

Basicamente, pode-se considerar a existéncia de dois
possiveis mecanismos de perda dssea na osteoporose. O primeiro esta
relacionado a ativacdo e aumento da freqiéncia e grau de remodelacao

6ssea decorrente do crescente nimero de unidades remodeladoras,
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ativadas na superficie 6ssea resultando no predominio da reabsorgéo
sobre a neoformagdo ostedide. Este mecanismo € considerado
potencialmente reversivel, podendo-se restabelecer o equilibrio da
atividade remodeladora. No que se refere ao segundo mecanismo
mencionado, freqiientemente, este pode coexistir com o primeiro. Desta
maneira, além do aumento da freqliéncia de ativacdo de reabsorcdo, o
desequilibrio na remodelacdo leva ao decréscimo na formagédo ou
secrecao de matriz organica 6ssea devido a inibicdo da atividade
osteoblastica, resultando desta forma em perda 6ssea irreversivel' 7476 %2,

Sendo assim, medidas para a prevengao e tratamento da
osteoporose incluem dietas ricas em célcio, realizagdo de reposicao
hormonal para mulheres na pré e pds-menopausa, exposicao solar,
ingestdo de alimentos ricos em vitamina D e exercicios regulares. Com
relagdo as medidas farmacolégicas, os medicamentos mais utilizados na
prevencao da perda de massa éssea e ocorréncia de fraturas sdo os
estrégenos sintéticos, raloxifeno e derivados, alendronato e risedronato. O
tratamento da osteoporose estabelecida preconiza o uso de estrogénios,
calcitonina, alendronato, risedronato e teriparatida (PTH), como redutores
dos riscos de fraturas' '+ 47 ¢8’,

Por outro lado, deve-se levar em conta que os
medicamentos acima mencionados sdo de uso prolongado e, por vezes,
poderdo representar um risco de interacdo medicamentosa com outros
farmacos. Além disso, existem substéncias para tratamento de processos
patolégicos sistémicos diversos que podem, eventualmente, apresentar
efeitos adversos e/ou colaterais que interfiram no equilibrio do
metabolismo 6ésseo, levando a quadros de osteopenia induzida por
medicamentos. Neste contexto, sabe-se que pacientes que necessitam da
utilizacao de farmacos anti-epilépticos, tal como, a fenitoina, podem sofrer
diminuicdo da densidade mineral 6ssea, ou seja, a inducao de
osteopenia, considerada um estagio anterior a osteoporose, em que nao

existe ainda o comprometimento avancado da microarquitetura
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éssea24,64,66 e 68.

A fenitoina é um medicamento que tem sido utilizado com
sucesso na clinica, durante cinqlienta anos ou mais, contra todos os tipos
de epilepsia, excetuando-se epilepsia infantil. Este farmaco pode,
eventualmente, ser utiizado em casos de arritmias cardiacas,
particularmente nas ventriculares®. Seu mecanismo de acgdo esta
principalmente relacionado com a depressdo do sistema motor cortical,
sem a ocorréncia de algum efeito na regido sensitiva do sistema nervoso
central. Possui atuagdo direta no Na-K-ATPase, no receptor complexo
GABA A, receptores ionotropicos de glutamato e bloqueio de canais de
célcio. Entretanto, a elucidacdo destas interacbes farmacodinamicas
ainda representam desafio em diversas pesquisas®® "' ¢ %

Os inumeros efeitos colaterais descritos e decorrentes do
uso da fenitoina forneceram dados para que este farmaco fosse
investigado para o tratamento de mais de cem afeccbes patoldgicas,
incluindo dermatolégicas e dores neuropaticas. Contudo, a lista de efeitos
adversos também é vasta e dentre os ja citados, estdo relacionados o
desenvolvimento da hiperplasia gengival, influéncia no sistema
imunolégico, e a longo prazo, a possibilidade de alteragdes cutaneas
faciais, podendo, também, alterar niveis vitaminicos, diminuindo, por
exemplo, os niveis de acido félico, constituindo fator de risco para
diminuicdo da densidade 6ssea® © 8. Além disso, 0 medicamento pode
afetar a pigmentacao, induzir porfiria, induzir outros tipos de desordem de
queratinizagdo inflamatéria, induzir hiperplasia linféide benigna,
pseudolinfoma, e mais raro, o linfoma maligno. A exposicao fetal ao
medicamento pode resultar em mudangas estruturais, comportamentais
do sistema nervoso central, como na sindrome da hidantoina fetal®®®,

Tendo em vista os dados abordados acima, sobre o
farmaco fenitoina, e levando em consideragdo que pacientes que
recebem a ministracdo deste medicamento, sdo um segmento

populacional tangivel ao cirurgido-dentista, deve-se considerar a
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possibilidade da ocorréncia de um diagndstico de osteopenia em 0ssos
cranio-faciais, por parte do profissional da area odontolégica. Sendo
assim, os métodos de diagnédstico por imagem, sobretudo, a radiografia
digital dentaria, representaria uma ferramenta clinica importante na
possivel detecgdo de alteragbes O6sseas focando ndo somente o tecido
dentario. Dentre as vantagens provenientes da utilizacdo da radiografia
digital destaca-se capacidade da produgdo da imagem logo apdés a
exposicao, reduzindo significativamente a dose de radiagdo ionizante, a
qual o paciente é exposto. Além disso, tem-se a eliminagao do filme e do
seu processamento radiografico, a possibilidade de armazenamento na
forma de arquivos em computador, permitindo melhor organizagéo, e
também, a utilizagéo de recursos que permitem a manipulacao da imagem
por meio de programas especificos, adequando-os segundo a

necessidade e a particularidade de cada caso ®'© %,

Toda imagem digital é constituida por pixels (menor
elemento constituinte da imagem), em que o numero de tonalidades de
cinza (contraste) e o tamanho dos pixels (resolugéo espacial) determinam
a resolucao da imagem digital. Cada pixel da imagem representa um valor
de cinza, ou seja, cada pequena area da imagem corresponde a um valor
que indica o nivel de escurecimento ou claridade, numa escala de tons de
cinza, com base na sua densidade 6ptica® . Esta pode ser representada
em um grafico ou histograma em que tem-se a visualizagcdo segundo o
objeto radiografado.

Apesar das vantagens inerentes a radiografia digital acima
mencionadas, sabe-se que existem poucos estudos sobre o possivel
diagnodstico por imagem da massa 6ssea verificada por sistemas digitais
de uso odontoldgico. Desta maneira, no presente trabalho buscou-se
enfatizar a importancia de pesquisas que avaliem o grau de sensibilidade
de um sistema de radiografia digital direto na deteccdo das repercussoes
biolégicas advindas da utilizagdo crénica do farmaco fenitoina,

ressaltando sua frequiente indicagcao clinica para pacientes com crises
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convulsivas. Para tanto, este trabalho teve como objetivo comparar os
efeitos da indugao da osteopenia pela fenitoina e pela castragcao de ratos
utilizando para isso, a avaliacao da densidade éptica em um sistema de
radiografia digital direto.



2 REVISAO DA LITERATURA

Com a finalidade de facilitar e possibilitar a compreensao
do conteudo desta pesquisa, foram feitas divisbes deste capitulo,
abordando aspectos sobre a osteopenia/osteoporose, o0 medicamento
fenitoina, densidade Optica e ainda nogbes bdsicas sobre sistemas
digitais.

2.1 Osteopenia/osteoporose

O osso é um dos tecidos do organismo que possui grande
capacidade de regeneragdo, por restaurar, em sua totalidade, sua
estrutura e funcdo original quando lesionado, incluindo fraturas ou
defeitos locais por meio do processo de regeneracao.

Encontram-se, portanto, células distintas responsaveis
pela formacao, reabsorcdo e manutencao da osteoarquitetura. Sao elas:
os osteoblastos, os osteoclastos e os ostedcitos. Os osteoblastos sdo
responsaveis pela formagao e mineralizagdo 6ssea, sendo derivadas das
células pluripotenciais mesenquimais. Como produtos de sua secrecao
tem-se: a fosfatase alcalina, acido hialurénico, sulfato de condroitina,
osteopontina, osteonectina, sialoproteina 6ssea, pré-colagenase, ativador
de plasminogénio e proteina morfogenética do osso, entre outras*®'’. Por
sua vez, os ostedcitos sdo pequenas células aplainadas contidas dentro
da matriz 6ssea, ligadas umas as outras e a células osteoblasticas

presentes na superficie 6ssea ligadas por canaliculos que contém fluido
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0sseo extracelular. Ao passo que, os osteoclastos sdo células grandes,
multinucleadas, responsaveis pela reabsorcdo O&ssea, derivadas de
precursores hematopoiéticos, capazes de produzir fatores que podem
estimular sua prépria formagcao e atividade'”%2° %,

O desenvolvimento de osteoclastos e seus progenitores
sado dependentes de células osteoblasticas-estromais, responsaveis pela
maior fonte de citocininas, essenciais para a osteoclastogénese, na qual
atuam a interleucina-6 e a interleucina-11, reguladas por esteréides.
Quando ocorre a perda da fungéo gonadal, a formagao de osteoclastos e
osteoblastos aumentam na medula, mediada pelo aumento da
interleucina-6 e também pelo aumento de resposta de células
progenitoras da medula O0ssea, como também de citocinas com
propriedades osteoclastogénicas e osteoblastogénicas. A atividade celular
medular pode também ser alterada pela senescéncia, diminuindo a
habilidade de formacgéo de precursores osteoblasticos. A associacao entre
a desregulagdo do desenvolvimento osteoclastico e osteoblastico na
medula e a interrupcéo do balango entre a reabsorgéo e formagéo dssea,
resulta na perda 6ssea, como descreveram Manolagas e Jilka 52

No que se refere a remodelacao 6ssea, sabe-se que é um
processo fisiolégico de constante aposicdo em que ocorre a remogao
localizada de osso antigo, ou seja, reabsorgdo, e substituicdo por 0sso
recentemente formado. E regulado por diversos fatores, como
mecanismos intracelulares, por influéncia hormonal, fatores locais e
externos. O processo de remodelacao ocorre em pequenos conjuntos de
células chamadas de unidades multinucleares basicas de remodelacao
Ossea caracterizadas pelo acoplamento das fun¢des dos osteoclastos e
osteoblastos. Como primeiro estagio da remodelacdo, ocorre o
recrutamento de células precursoras de osteoclastos. Em seguida, existe
0 reconhecimento das proteinas da matriz 6ssea extracelular por meio de
proteinas de membrana celular chamadas integrinas. O proximo passo é

a ativagdo osteoclastica por fatores liberados pelos osteoblastos.
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Enquanto que na fase de reabsorcdo, os osteoclastos degradam tanto os
componentes minerais quanto os organicos pela secre¢cdo de enzimas
acidas e hidroliticas, liberando fragmentos minerais ésseos e de colageno,
estimulando os osteoblastos a se proliferarem e a sintetizar proteinas da
matriz. Com isso, tem-se completo o ciclo de reabsor¢cdo. Um proximo
estagio, denominado fase de reversao, células da mesma linhagem de
monaocitos e macréfagos preparam a superficie para novos osteoblastos
iniciarem a formacdo éssea, com a producdo de glicoproteina, na qual
osteoblastos podem se unir. Posteriormente, a nova fase da formagéo
Ossea é resultante de uma complexa cascata de eventos que envolvem a
proliferacéo de células mesenquimais primitivas, diferenciacdo em células
precursoras osteoblasticas, maturacdo dos osteoblastos, formacdo de
matriz e mineralizagdo® ¢ *°.

Mecanismos de regeneracdo e remodelagdo Ossea
possuem uma complexa regulagdo hormonal sistémica, repercutindo em
um processo de reagdes em que ions como o calcio podem influenciar,
mesmo que de forma indireta, aumentando sua absorcao intestinal, tal
como descreve lkeda e Ogata®. Tal importancia foi descrita por
Rodriguez et al.”®, na qual estudaram ratos desnutridos submetidos a uma
dieta com 30% de proteinas e diferentes concentragbes de calcio para
evidenciacdao do tamanho corporal e composi¢ao éssea, no caso o fémur,
durante a recuperacao destes. Divididos em grupos que receberam calcio
nas porcentagens: zero; 0,2; 0,4; 0,6; 0,9 ou 1,2% durante 28 dias e tendo
0 peso e o comprimento corpéreo mensurado a cada trés dias, obtiveram
resultados que mostraram que os grupos tinham a relagdo peso/idade
adequados, assim como o comprimento corpéreo/idade, porém a taxa de
ganho de peso era melhor quando o calcio foi administrado em
concentragdao maior que 0,6%. J4 na composicao do fémur evidenciaram
que houve um aumento significativo expressos em mg/0sso nos grupos
de zero a 0,9% de calcio e nao houve diferencas para os grupos de 0,9%

a 1,2%. Com isto, os autores concluiram que a relagao célcio/proteina é
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um fator limitante para o alcance do tamanho normal do corpo, sendo
realizado com uma concentragao de célcio de 1,2%.

Petrikowski e Overton’* em 1995, induziram a osteopenia
um grupo de animais e utilizaram uma dieta com baixo teor de calcio, com
0 objetivo de determinar mudangas que ocorrem na mandibula, no fémur
e no corpo vertebral. Os grupos controle possuiam uma alimentacao
normal. Ratos de cada grupo eram pesados semanalmente e subgrupos
de 12 ratos de cada tratamento foram sacrificados com 18, 24, 36 e 48
semanas. Um grupo separado foi sacrificado com 12 semanas para efeito
comparativo. As mandibulas, os fémures e as vértebras de todos os ratos
foram removidos e radiografados individualmente, mensura¢des da
espessura cortical e largura éssea foram realizadas utilizando radiografias
com um sistema de analise de imagem de video. Evidenciaram diferencas
significantes entre os grupos de tratamento detectada para cada tipo de
0sso. Apesar disso, as mudangas dimensionais foram pequenas. O
trabalho concluiu que a largura cortical mandibular € um indicador incerto
da osteopenia em ratos.

Com relagéao a vitamina K e seus homologos Akiyama et
al.® descreveram que existe repercussdes no metabolismo 6sseo,
sugestivos de prevencdo contra a perda 6ssea em caso de supressao
hormonal decorrente da ovariectomia em ratos. Outro trabalho de
Akiyama et al2, em 1999, indicou que, in vitro, a vitamina Ky, inibe a
reabsor¢cdo Ossea em sistema de cultura de o6rgaos, por inibicdo de
células precursoras de osteoclastos, aumentando a mineralizacdo
induzida por osteoblastos.

1.3 realizaram um estudo com

Em 1999, Matsunaga et a
0 objetivo avaliar o efeito da suplementacao da vitamina K e D na perda
Ossea induzida pela ovariectomia. Utilizaram 5 grupos de ratos fémeas
divididos em ovariectomizados, ovariectomizados com suplementacao de
vitamina K, ovariectomizados com suplementacdo de vitamina D, apenas

suplementagéo de vitamina D e vitamina K e por ultimo, o grupo SHAM. A
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area trabecular éssea da tibia foi determinada mediante histomorfometria,
por microrradiografia e por exame histolégico. Os resultados mostraram
que 0s grupos que receberam suplementacdo de vitamina D e vitamina K
tiveram menor perda éssea, e ainda que nao existiram diferencas
estatisticas significantes entre esses grupos nesse quesito. Concluiram
que a vitamina D e K podem ter um efeito sinérgico na reducao da perda
0ssea, sendo esta informagéo valiosa no tratamento de mulheres na pés-
menopausa com osteoporose.

No que diz respeito a atuagcdo da vitamina D ativa,

lwamoto et al.®®

, afirmaram que apesar de ser utilizada em muitos paises,
como no Japéo, ndo é aprovada nos Estados Unidos pela sua relativa
baixa efetividade e o risco de causar hipercalciuria/hipercalcemia.
Afirmaram ainda que sua melhor agcdo no esqueleto é na
osteoclastogénese, principalmente em estados de alta remodelagéao
6ssea como na deficiéncia estrogénica e que in vivo e em doses
farmacolégicas ndo causaram hipercalcemia, contrariando o0 que se
acreditava em experimentos in vitro, pois sua agao 6ssea é independente
do célcio e do paratorménio. A vitamina D estimula a absorcao intestinal
de célcio e previne a redugdo na maturacao periosteal do ganho ésseo
por indugéo da acumulagéo de célcio para o 0osso endocortical.

Com relacdo a manutencdo da saude 6ssea na vida
adulta, sabe-se que esta diretamente relacionada com os horménios
sexuais estrogenos e andrégenos. Os estrogenos sdo horménios que
produzem numerosas acgdes fisiolégicas, incluindo efeitos no
desenvolvimento, agdes enddcrinas envolvidas no controle da ovulagao,
preparo do trato reprodutor para a fertilizagdo e implantacao do 6vulo e
acoes no metabolismo de minerais, carboidratos, proteinas e lipideos. Tal
deficiéncia deste hormdénio na menopausa € considerada o maior fator
patogénico de desenvolvimento da osteoporose em mulheres. O
mecanismo de acao, todavia ndo é completamente elucidado, porém vem

se fazendo muitos avangos no conhecimento de como o uso de
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estrébgenos e androgenos influenciam na modelagdo e remodelagéo
6ssea na salde e no processo patolégico'’.

Quanto ao mecanismo de atuacao, acredita-se que
envolve interacdo entre uma molécula ligante e um receptor, por exemplo,
receptores estrogénicos em osteoblastos. Sua principal atuacdo é na
reabsorcao éssea pela a capacidade de afetar a fungéo osteoclastica pela
inducdo da apoptose, sugerindo a possivel prevengdo da perda dssea
excessiva antes e apés a menopausa®* 8%

Da mesma forma que hormdnio feminino, os andrégenos
também estdo associados com a redugdo da densidade mineral 6ssea.
Acredita-se que o hipogonadismo seja um importante fator patégeno da
osteoporose, em certas situagdes, majoritaria’’.

Para tanto, a osteoporose foi reconhecida como problema
publico a menos de duas décadas e pode ser definido como uma
diminuicdo da massa 6ssea com deterioracao de sua microarquitetura,
denotando no aumento da fragilidade 6ssea' * ' % © 1% Tampém
podendo ser considerado nao propriamente uma doenga, mas o
resultado de muitas afecgdes, como um distirbio quantitativo, ja que o
0sso0 remanescente € bem mineralizado. Enquanto que, o termo
osteopenia também pode ter referéncia a reducao da massa éssea, de
forma que um paciente com aspecto radiografico osteopénico pode ter
osteoporose, osteomalacia ou ainda outra doenca 6ssea'* 7+ 20:52¢ 95,

A osteoporose pode ser classificada como primaria ou
secundaria. Esta Ultima refere-se ao tipo associado por uma terapia
medicamentosa e representa 10% dos casos. A maioria dos pacientes
estdo englobados na priméria que incluem na osteoporose idiopatica em
criancas e adultos. As formas principais de osteoporose involucional séo a
pds-menopausa e osteoporose senil, também designado em tipo | e I,
respectivamente®®.

A densidade mineral 6ssea (DMO) é a forma comumente

utilizada como diagnéstico da osteoporose em individuos que sofreram
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fraturas no quadril ou na coluna. E mensurada pelo exame de
densitometria por dupla emissdo de raios X (DXA), que utiliza um
equipamento especializado e mede a densidade 6ssea no esqueleto axial
ou periférico. O uso de dois feixes de energia permite que a espessura do
tecido mole possa ser removido, para que apenas se considere a
densidade 6&ssea, sendo considerado de maior acuracia para o
diagnéstico dessa patologia 6ssea, tal como descrito por White'”” em
2002.

Apesar da ampla utilizagdo, Paiva et al.%® descreveram a
desvantagem decorrente da utilizagdo do DXA por também mensurar
todos os componentes minerais incluindo ostedfilos, calcificacoes
vasculares e extravertebrais, o que pode influenciar os resultados da
densidade déssea, dificultando a interpretagdo densitométrica. Seu
trabalho correlacionou os achados radiograficos e densitométricos de
mulheres com osteoporose e avaliou os processos degenerativos e
fraturas vertebrais da coluna lombar. Para isso, o estudo foi retrospectivo
e avaliou 96 mulheres na pds-menopausa com osteoporose
diagnosticada. Realizou-se também a radiografia simples da coluna
toracica e lombar em projecao lateral. Os resultados indicaram que os
ostedfitos e as fraturas de coluna lombar podem superestimar a
densidade dssea, portanto os autores sugerem a complementacdo de
radiografias simples da coluna lombar para minimizar esse efeito.

Outras formas de diagnostico da osteoporose séo
possiveis através densitometria de raios X por emissao Unica de foton,
tomografia computadorizada  quantitativa, ultrasom  quantitativo,
Ressonancia magnética quantitativa, afirmadas por Jergas e Genant®’.

A indicacao da realizacao da densitometria é proveniente
a partir de evidéncias radiograficas de osteopenia, perda de altura, fratura
decorrente de trauma baixo, o uso de terapia prolongada com

corticosterdides, entre outros'*©%’.
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Louzada et al.°®,em 2001, realizaram um estudo que teve
por objetivo determinar e analisar a densidade 6ssea na mandibula de
coelhos castrados mediante a andlise da densitometria Optica
radiografica. Foram utilizados seis coelhos, sendo trés machos e trés
fémeas considerados grupo controle, enquanto outros 12, com machos e
fémeas em proporgdes iguais formaram o grupo que foi castrado aos
cinco meses e acompanhados até os 11 meses. Apds o sacrificio dos
animais, as hemimandibulas foram radiografadas juntamente com uma
escala de aluminio, posteriormente, as imagens obtidas digitalizadas. As
andlises densitométricas foram realizadas na regido do tergco médio,
superior ao incisivo central, por meio de um programa especifico, que
fornecia valores de densidade éptica expressado em niveis de cinza. A
partir destes valores, fez-se a conversdo para valores em espessura de
aluminio. Os resultados ndo mostraram diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos e entre 0s sexos.

Varias partes do esqueleto humano podem estar sujeitas
a diminuicdo da densidade éssea, incluindo a mandibula'®. Pode ser
evidenciado pela porosidade cortical da mandibula, sendo mais
pronunciado em mulheres que em homens, com percentuais de perda
6ssea por ano de 1,5% e 0,9%, respectivamente®.

A importancia da verificagdo da possibilidade da
correlacdo da osteoporose com a massa 6ssea mandibular afeta
diretamente ao cirurgido-dentista. Esta massa mandibular correlaciona-se
com as mensuracdes esqueletais, sugerindo que este fato, reflete melhor
o estado do todo o esqueleto do que a vértebra ou o punho*'2 A
correlagdo do numero de dentes com a massa mandibular é também
vélida, ou seja, pacientes com menor numero de dentes,
conseqlentemente, pouco 0sso mandibular devem ser levados em conta
quanto ao risco de osteoporose, porém nao € apropriado basear-se
somente nessa mensuracao 6ssea, uma vez que existem muitas variaveis

que podem evidenciar uma justaposicao entre os grupos de pacientes
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sem e com osteoporose*'. O trabalho de Taguchi et al.®® em 1995, tendo
como foco o fato descrito acima verificou que em homens nao houve
correlacdo significante. Ja entre as mulheres na sétima década, aquelas
com 15 ou mais dentes mostraram uma significAncia maior entre a largura
da cortical mandibular com aquelas com menos dentes, o que leva a
concluir que pode-se correlacionar este fator em mulheres.

A deficiéncia estrogénica pode também causar mudancgas
na propriedade do osso alveolar, no septo interradicular até o primeiro
molar, o que acelera a destruicdo Ossea alveolar e perda dentaria,
especialmente em pacientes acometidos pela doenca periodontal®'. Em
ratos evidenciou-se perda e fragmentagdo do osso alveolar e diminuigéo
da espessura cortical mandibular, descrito por Tanaka et al.**, em 2003.
Porém, em humanos, a cortical 6ssea mandibular € mais resistente a
reabsor¢do, sendo por isso necessario maior duragdo da deficiéncia do
horménio para a ocorréncia deste fato'*®'%.

Mohajery e Brooks® procuraram determinar se as
mudancas radiogréaficas podem detectar na mandibula em pacientes com
osteoporose pds-menopausa e se essas mudancas podem ser usadas
como ferramenta para diferenciar pacientes normais de pacientes
osteoporéticos. Os individuos foram classificados como osteopordéticos, ou
normais, com base nas mensuragdes da densidade da espinha lombar e
pescogo fémural, determinado por DXA. Mensuragbes da densidade
mineral 6ssea foram realizadas em radiografias panoramicas e periapicais
e expressas em mm de Al. A espessura da cortical do angulo da
mandibula, soalho sinusal e lamina dura dos dentes foram mensurados.
Nao houve diferengas significantes em qualquer mensuragdo entre
pacientes normais e osteoporéticos. Ao passo que mensuragées do 0sso
esqueletal foram mensuradas e correlacionadas um com o outro, sendo
que nao houve nenhuma correlacdo entre mensuragdes do 0SSO

esqueletal e mandibular. Mulheres com moderado grau de osteoporose
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néo puderam ser diferenciadas de mulheres com densidade éssea normal
com o método descrito no artigo.

Quanto a utilizagcdo de recursos mais acessiveis ao
cirurgido-dentista, Law et al.** procuraram avaliar radiografias dentarias
guanto a sinais da osteoporose usando quatro métodos: dimenséo fractal,
microdensitometria, intensidade do pixel e analise da espessura da
cortical da panoréamica. A eficacia desses métodos também foram
comparados com trés técnicas de mensuracdo da densidade éssea para
diagnostico da osteoporose: tomografia computadorizada quantitativa,
densitometria por emissdo Unica e emissao dupla de fétons. A intensidade
do pixel foi significativamente mais efetivo que os outros métodos
dentarios na distincao entre o grupo de pacientes com osteoporose e o
grupo controle, mesmo a dimenséo fractal e a microdensitometria foram
métodos efetivos.

Lane et al.*® tiveram como proposta determinar o curso e
o tempo da deterioragdo da estrutura trabecular e mudangas na
remodelacdo 6ssea em ratos submetidos a ovariectomia. Ratos fémeas
com seis meses de idade tiveram a tibia direita escaneada por
microscopia tomografica de raios X (XTM) no dia zero do experimento.
Os animais foram divididos em dois grupos, em cada grupo 9 eram SHAM
e 11, ovariectomizados. O escanamento foi repetido nos dias 5, 13, 29 e
42 dias pos-operatério no grupo | e nos dias 8, 13, 33 e 50 dias pds-
operatério no grupo 2. As variaveis da estrutura dssea trabecular e os
pontos finais da remodelacao éssea foram calculados por dados do XTM
e padrdes da histomorfometria. A conectividade trabecular diminuiu 27%
nos dias 5 e 8 pds-operatorio e continuou sua diminuigao até o dia 50. O
volume ésseo trabecular diminuiu 25% no dia 8 pds-operatério e
continuou até o dia 50.

Apesar da osteoporose ser uma doenca
predominantemente de mulheres, cerca de 30% de fraturas de quadril e

20% das fraturas em vértebras ocorrem em homens. Os fatores de risco
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para fraturas osteoporéticas em homens incluem baixo indice da massa
corporea, tabagismo, consumo de alcool, terapia de corticosterdide,
inatividade fisica e condicbes que aumentam o risco de quedas. A
diminuicdo da perda éssea com o envelhecimento pode estar relacionado
com a diminuigdo da funcao renal, deficiéncia de vitamina D, aumento do
nivel de paratorménios, baixo nivel de testosterona, baixa ingestdao de
célcio e absorgao. A osteoporose pode ser diagnosticada com avaliagoes
radiograficas da massa Ossea, ou clinicamente quando sintomatico.
Varios marcadores bioquimicos podem ser relacionados com a saude em
homens osteoporoéticos. O tratamento para homens com osteoporose
incluem agentes para a reabsorcdo Ossea ou formagdo e terapia
especifica para entender a condicao patolégica. A testosterona aumenta a
DMO em hipogonadismo em homens e é o mais efetivo quando as
epifises nédo estdo completamente fechadas. Bifosfonatos s&o o
tratamento de escolha para osteoporose idiopatica, como também o
fluoreto de sédio e esterbides anabdlicos. A testosterona em ratos
orquidectomizados preveniu os efeitos do processo patoldgico e o grau de
protecao foi considerado dose-dependente. Tais afirmacdes acima foram
descritas por Eastell et al.° e por Wakley et al.'%

Da mesma forma, condi¢des com deficiéncia de estrogeno
e dieta com baixo indice de célcio, pode afetar o processo cicatricial. Este
fato possui grande importancia clinica quando se considera o tratamento
para fraturas em pacientes com osteoporose devido & menopausa®.
Outro fator decorrente da deficiéncia de estrégenos resulta em alteracoes
da microarquitetura do trabeculado 6sseo em mandibula e tibia de ratos
dentro do prazo de 16 semanas em ratos, como descrito por Yang et
al.'®, em 2003.

Vanderschueren et al.%?8

investigaram os efeitos da
deficiéncia de andrégenos a curto e longo prazo, como também a terapia
de reposi¢cao na homeostase hormonal em ratos machos com 13 meses

(mais velhos). Os animais foram divididos em grupo sham com 28
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espécimes e orquiectomizados com 89. Este ultimo grupo foi dividido em
cinco grupos: 26 ratos que receberam um implante vazio Silastic, e todos
0s outros receberam um implante contendo testosterona, 5a-
dihydrotestosterona, 17p-estradiol ou nandrolona, sendo que cada grupo
tinha de 15 a 16 animais. A metade destes foi sacrificada com um més da
implantacdo (experimento de curto periodo) e os demais foram
sacrificados depois de quatro meses da implantacao (experimento de
longo periodo). Evidenciou-se que a massa 0ssea foi significativamente
diminuida 4 meses apds a orquiectomia, precedida por um rapido
aumento da remodelacdo 6ssea. O rapido aumento da remodelacao
0ssea e a diminuigao lenta da massa 6ssea foi prevenida por andrégenos
aromaticos e nao-aromaticos, por estrégenos e pela nandrolona.

.8 estudaram

Em trabalho posterior, Vanderschueren et a
machos e fémeas “maduros” e machos andrdgeno-resistentes
feminizados( Tfm). Estes foram sacrificados com 120 dias de idade.
Machos jovens e ratos Tfm foram orquiectomizados no primeiro més de
vida e sacrificados aos 120 dias, os fémures direitos foram dissecados,
limpos e escaneados com Hologic QDR-1000. Os ratos orquiectomizados
e os Tfm tiveram pesos corpéreos similares e foram conceituados
intermédios entre o peso corpdéreo normal de um rato macho e de uma
fémea intermédia. Foi realizada o DXA e obtiveram os seguintes
resultados: a massa e a area total fémural foi menor em fémeas, ratos
Tfm e no grupo orquiectomizado comparado com o grupo de machos
intactos. A densidade fémural 6ssea, entretanto, diminuiu em ratos
orquiectomizados em éareas contendo o osso cortical e esponjoso. Estes
achados sao consistentes com + 50% de diminuicao do volume do 0sso
esponjoso em ratos orquiectomizados comparados com 0s demais grupos
na metafise proximal da tibia (area que contém o0sso esponjoso
principalmente). Os autores concluem que a densidade dssea trabecular
pode ser preservada em ratos androgenos-resistentes independente do

0sso ou velocidade de crescimento. Um modesto aumento de
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concentragdes de estrbgeno em animais e/ou sitios de aromatizagédo
podem ser responsaveis pela manuten¢cao do 0sso esponjoso.

Em 2003, Carvalho e Cliquet Jr'2 averiguaram os efeitos
beneficios do ultrassom de baixa intensidade no processo de
osteogénese de fraturas em ratos que foram induzidos a osteopenia
mediante a castragdo. Foi realizado a estimulacdo do ultra-som nos
fémures durante 20 dias com sessdes de 20 min/dia. Procuraram verificar
na primeira parte do estudo a eficacia do modelo de indug¢éo a osteopenia
no osso fémural de ratas em um protocolo de trinta dias. Na segunda
parte, foi avaliado a eficacia do ultrassom de baixa intensidade, sobre a
regido osteopénica dos ratos. Os autores fizeram uso de parametros de
propriedade mecanicas e histologicas. Os resultados mostraram que no
grupo tratado houve formagao 6ssea comparado ao grupo nao tratado,
sugerindo que o ultrassom de baixa intensidade pode interferir
positivamente na osteoporose.

Outro fato a ser descrito, sdo as vantagens da utilizagao
do modelo de experimentagcdo animal com ratos para indugdo da perda
O6ssea, ja que se tem a possibilidade da obtencdo de um estudo
padronizado, acessibilidade financeira, tempo relativamente rapido, ratos
possuem 0sso lamelar, com remodelagdo do 0SSO esponjoso em muitos
sitios similares aos que ocorrem em humanos, a possibilidade de
submeter a testes biomecanicos mediante condicbes padronizadas, a
anatomia do esqueleto do rato possui muitas semelhangas com o
esqueleto humano, a ovariectomia pode produzir alteracées no tecido
esponjoso idénticos ao visto no esqueleto humano durante a menopausa.
Quanto as desvantagens, citam-se: a epifise aberta na idade de 12-24
meses (dependendo de sitios esqueletais), possuem uma pequena
remodelacao intra-cortical, pronunciada modelacao éssea através da vida,
além de ter maior remodelacido 6ssea em muitos sitios do esqueleto em

relacdo ao humano, por exemplo, o final da proximal da tibia®®.
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Em 2005, Mello e Gomide®® investigaram os efeitos da
suplementacao de fluor nas dosagens 0, 20, 40, 60, 80 e 100mg/L em 78
ratas com quatro meses de idade que foram submetidas a ovariectomia
em relagdo as caracteristicas dos o0ssos, por meio de parametros
biomecanicos, propriedades fisicas e quimicas. A ovariectomia promoveu
a osteopenia, observada pela menor resisténcia biomecéanica dos fémures
quando submetidos ao ensaio de flexdo. Observaram também que os
ossos de ratas que ingeriram 40 mg de flior demostraram melhores
caracteristicas fisicas, quimicas e biomecénicas em relagdo a aquelas
que nao foram ovariectomizadas ou que ndo receberam a suplementacao.
Concluiram que o flior promove uma protegdo contra a perda déssea
induzida pela deficiéncia de estrdgenos, causada pela castracao.

Quanto ao tratamento de casos clinicos de osteoporose,
em 2003, Akesson' descreveu, a respeito de novas modalidades
farmacolégicas para o tratamento deste processo patolégico. Como
farmacoterapia para reducdo da perda éssea e diminuigdo do risco de
fraturas tem-se os bisfosfonatos, terapia de reposicdo hormonal,
calcitonina, moduladores de receptores de estrogeno, calcio e vitamina D.
A autora concluiu que a osteoporose é uma condicao multifatorial e a
prevencgao e o tratamento envolvem diversas opg¢des que necessitam do
conhecimento dos mecanismos de agcdo que regulam a atividade das
células 6sseas.

White'””, em 2002, descreveu também que o tratamento
mais efetivo contra a osteoporose € a prevencao por remocgao dos fatores
de risco, incluindo exercicios regulares, ingestao de calcio e vitamina D,
remogao do tabagismo e consumo excessivo de alcool, como também o
uso de medicamentos como os bisfosfonatos que interferem na fungao
osteoclastica, moduladores receptores seletivos de estrogénios e agentes
como o paratorménio que atua na promocao da formacao 6ssea.

Foram relacionados os fatores de risco que podem estar

associados a osteoporose, sendo eles: raga (maior pico de massa éssea
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em afro-americanos que em asidticos e caucasianos); condi¢coes
hormonais (exemplo, mulheres que nao receberam terapia de reposi¢ao
hormonal ou histerectomia); histéria familiar; ingestao de calcio; atividades
fisicas; fatores comportamentais, como o consumo de cigarro e alcool e
alguns medicamentos, como glicocorticéides*’ ¢ '%’.

Em 2006, Sakakura et al.?® avaliaram a influéncia da
ovariectomia de oito semanas depois da colocagdo de implantes de
titineo na integracdo Ossea. Para tanto, utilizaram 38 ratos fémeas em
que foi colocado implante na regido da metafise da tibia. Depois de um
periodo de cicatrizagao de oito semanas os animais foram divididos em
trés grupos: grupo controle com 10 animais, grupo SHAM (falsamente
operados, com 14 animais), e 0 grupo ovariectomizado, com 14 animais.
O grupo controle foi sacrificado para confirmagdo da osseointegragédo do
implante. Depois de 12 semanas ap6s a colocagao do implante, o grupo
SHAM e ovariectomizado foram sacrificados. Foi realizado o DXA para
confirmar a osteopenia. Para avaliagcdo da densidade foram realizadas
incidéncias radiograficas. O nivel de cinza da area adjacente ao implante
foi mensurada através de um programa de imagem e a densidade 6ssea
foi calculada em seis pontos ao lado do implante. As mensuragdes
densitométricas confirmaram a perda da massa 6ssea sistémica no grupo
ovariectomizado. As anadlises individuais das diferentes regides ao redor
do implante mostraram que a densidade era significativamente menor no
grupo ovariectomizado quando comparado ao grupo controle e ao grupo
SHAM. Este estudo mostra a diminuicao da densidade 6ssea radiografica
na regiao circundante do implante de titineo em que este foi colocado 8

semanas antes da ovariectomia em ratos.
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2.2 Fenitoina

A fenitoina é um &cido fraco com solubilidade pequena na
agua. Administrada por via intramuscular, o farmaco precipita-se no local,
proporcionando uma absorgcdo lenta e imprevisivel. Portanto, sua
administragdo deve ser sempre por via oral, ainda assim ocasionalmente,
a absorcao é incompleta. Esta absorg¢do ocorre no trato gastrointestinal,
em que a maior parte do medicamento liga-se a proteinas plasmaticas,
deixando 10% livre e ativo, responsaveis pelos efeitos colaterais como
hirsutismo e ataxia®. Este farmaco é caracterizado por ter uma cinética
nao linear ou de ordem zero, sua eliminacdo é dependente do
metabolismo hepatico, com biotransformacéo variavel de acordo a idade,
ou seja, em adultos a meia-vida varia de 10-34 horas; 5-18 horas em
criangas e de 20-60 horas em recém-nascidos. Seus metabdlitos
possuem eliminagao renal e podem produzir deslocamento da fenitoina
dos seus sitios protéicos, aumentando a biotransformagcao hepatica*.

Apesar da fenitoina ser utilizada para a maioria das
desordens convulsivas, em 1998, Perucca et al.”® descreveram sobre o
paradoxo dos farmacos anti-epilépticos aumentarem a atividade
convulsiva. Os mecanismos sdo pouco entendidos, porém acredita-se no
envolvimento de uma manifestacdo nao-especifica de intoxicagdo pela
substancia, neste caso, esse tipo de reagao € reversivel pela redugéo da
dose ou eliminacao desnecessaria do farmaco.

O mecanismo de agao da fenitoina consiste na depressao
do sistema motor cortical. A molécula estabiliza a membrana neuronal
bloqueando o canal de sédio, prevenindo a entrada do ion necessario
para a geragdo do potencial de acdo e bloqueando o contra-fluxo de
potassio durante o potencial de acdo, impedindo a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios?® *° ¢ % Ocorre também o efeito de

bloquear a entrada de calcio reduzindo a permeabilidade da membrana
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pelo ion. Isso resulta na inibicdo da liberagdo do calcio intracelular,
reduzindo e inibindo a funcdo secretora da célula. Pode atuar no feto
diminuindo a sintese de DNA por inibicdo direta na proliferagéo celular.
Exerce efeitos farmacol6gicos nos canais de sodio, célcio e potéssio,
resultando em efeitos estabilizadores em membranas excitaveis de
neurbnios e miocitos cardiacos. Estas propriedades farmacoldgicas
explicam porque a fenitoina tem se mostrado uma droga efetiva no
tratamento das arritmias ventriculares’®.

A terapia crOnica deste farmaco pode causar nausea,
vémito, dor abdominal, constipagdo, complicagdo hematopoietica fatal,
confusdo mental, acne, eritema multiforme, hepatite e hiperplasia gengival
medicamentosa, pode alterar também o metabolismo da vitamina D.
Discrasias sanguineas sdo incomuns, embora possa causar leucopenia e
supressdo da medula 6ssea® %3¢ 7"

Este farmaco também é usado com sucesso durante anos
no tratamento de epilepsia em mulheres gestantes. Seu efeito deletério
na descendéncia é conhecido como sindrome da hidantoina fetal,
caracterizada por defeitos craniofaciais, deficiéncias de crescimento pré e
pds-natal, microcefalia, defeitos cardiacos, dificuldade de aprendizado e
diminuicdo no quoeficiente intelectual. Em ratos, a fenitoina intra-uterina
causa mudancgas na funcao cognitiva da descendéncia, como também no
desenvolvimento, atividade locomotora, peso corpéreo e cerebral. Em
fémeas evidencia-se a erupgao do incisivo mais severa, geotaxia
negativa, alteragdes na respiracéo e atividade locomotora. Machos foram
mais afetados na abertura de olho, orientacdo olfatéria e diminuicdo do
tempo de resposta®.

Sabe-se também que a fenitoina € um dos farmacos anti-
epilépticos mais utilizados no tratamento de desordens convulsivas e que
apresenta como efeito colateral de extensdo e/ou secundario o
desenvolvimento a longo prazo de hipocalcemia e osteomalacia, podendo

ocorrer a diminuicdo de fosfatase alcalina, da massa 6ssea e aumento da
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taxa de fratura. Também existe a sugestao da correlagdo da hipocalcemia
e osteomalacia com a diminuicdo de niveis biologicamente ativos de
metabdlitos da vitamina D*.

Por outro lado, estudos j& mostraram que a fenitoina em
baixas doses (menores que 5mg/kg/dia a micromolares), estimula a
proliferagdo de osteoblastos tanto em células animais,quanto em estudos
em humanos, ja em doses terapéuticas ocorre a inibicdo da proliferagéo
de precursores de osteoblastos?’ ©2*. Portanto, a fenitoina apresenta acéo
osteogénica tanto in vitro, quanto in vivo, em concentracoes
micromolares®®.

A avaliacdo da possibilidade que baixas doses de
fenitoina sao osteogénicas in vivo, em ratos, foi estudado também por
Ohta et al.®3, em 1995. No primeiro experimento, foram utilizados quatro
grupos de ratos que receberam a administragéo intraperitoneal diaria de
0, 5 ou 150 mg/kg/dia de fenitoina, respectivamente, durante 47 dias.
Observaram que os niveis séricos de fosfatase alcalina e osteocalcina
eram maiores no grupo de 5 e 50 mg/kg/dia. A taxa de aposi¢cdo mineral
da diafise tibial foi significativamente maior naqueles que receberam
5mg/kg/dia. Ao passo que o0 grupo que recebeu 150mg/kg/dia teve
resultados inversos em relacdo a taxa de aposicdo mineral, nivel de
fosfatase alcalina e osteocalcina. Num segundo experimento, trés grupos
de ratos receberam a dose diaria de fenitoina de 0, 1 ou 5 mg/kg/dia
respectivamente por 42 dias. O grupo que recebeu a dosagem de
5mg/kg/dia aumentou significativamente as mensuracées de formacgao
0ssea, nivel sérico de fosfatase alcalina, osteocalcina, taxa de aposicao
mineral da diéfise tibial e volume trabecular 6sseo. Ja& os ratos que
receberam 1mg/kg/dia ndo mostraram aumento desses parametros da
formacdo 6ssea. Porém houve o aumento da superficie osteoblastica
metafiseal, nUmero de osteoblastos, espessura ostedide, surperficie e
volume o0 que ndo ocorreu nhaqueles que receberam 5mg/kg/dia,

sugerindo que a metéfise e a diafise tibial possuem respostas diferentes
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qguanto a resposta dos parametros de formacao dssea, na administragéo
de dosagens diferentes de fenitoina. Nos dois experimentos ndo houve
alteracao do ganho de peso corpéreo decorrentes da administracdo do
medicamento. Concluiram que esta pesquisa tinha os primeiros achados
in vivo que demonstravam evidéncias que a fenitoina em baixas doses
(entre 1 e 5 mg/kg/dia) sdo agentes osteogénicos em ratos.

Diante destes dados, num trabalho posterior Ohta et al.®?,
1995, associaram a possibilidade de que uma dose mitogénica de fluoreto
aumenta significativamente a estimulacdo dose-dependente da
proliferagdo normal de células humanas e a atividade da fosfatase
alcalina na cultura de células. Ainda tinha por objetivo verificar se a
interagdo destes aumentariam a formagdo Ossea nos ratos in vivo.
Utilizaram quatro grupos de ratos machos que receberam injegao intra-
peritonial de 0, 5 mg/kg/dia de fenitoina , 5mg/kg/dia de fenitoina com 50
ppm de NaF e somente 50 ppm de NaF durante 36 dias. Foram
analisados nos niveis séricos de osteocalcina, fosfatase alcalina, calcio,
fésforo e 25(0OH)D3. Foi realizado também o exame histomorfométrico da
tibia, obteve-se mensuracdes da formagcdo Ossea, taxa de aposicao
mineral Ossea, porcentagem de formacdo éssea na superficie. Os
resultados indicaram que quando da associagéao da fenitoina e do fluoreto
ocorre um maior aumento de cada parametro de comparado a acao de
cada composto agindo sozinho, indicando que esses agentes nao
promoveram osteomalacia, e sim estimularam a formacdo Ossea e
aumento do volume trabecular 6sseo sem causar defeitos na
mineralizacao in vivo. A combinagdao pode ser um potencial terapéutico
para o tratamento de perda de massa 6ssea na osteoporose.

Considerando o possivel potencial proliferativo celular e
cicatricional da fenitoina, em 1998, DaCosta et al.'®, determinou a forca
ténsil em ratos machos em um modelo incisional. Evidenciou-se que
ocorreu 0 aumento desta forca em feridas tratadas com fenitoina. O

exame histopatoldgico explica esse fato pelo aumento da infiltragcao de
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fibroblastos com marcacao de infiltrado inflamatério e neovascularizagéo
nas feridas que receberam fenitoina, como ocorre na hiperplasia gengival
provocada também por este farmaco e descrita por autores como
Spolidorio et al.?®. O estudo conclui que a fenitoina altera o curso da
cicatrizacdo e pode beneficiar situagbes clinicas em que existe uma
deposicdo de colageno insatisfatoria. Isto ratifica a sua utilizagao tépica
em Ulceras traumaticas, queimaduras, Ulceras diabéticas, Ulceras de
hanseniase®.

Assim sendo, lkedo et al.*®* em 1999, estudaram o efeito
da fenitoina na diferenciagdo osteoblastica de células em cultura da
calvaria de fetos de ratos na formacdo de nédulo ésseo, crescimento
celular, atividade da fosfatase alcalina, sintese de colageno e expressao
de RNAm da osteocalcina e osteopontina com ou sem dexametasona. O
tratamento das células com fenitoina foi realizado durante 18 dias e é
dose-dependente aumentando o numero de mineralizagdo do nodulo
6sse0 em concentragbes de 12,5-200 umol/L de fenitoina. Ja o
crescimento celular ndo foi afetado pelas mesmas concentragdes de
fenitoina, enquanto a atividade da fosfatase alcalina foi estimulada sendo
dose-dependente e mantida nos niveis mais altos nas células tratadas
com fenitoina. O colageno tipo | também foi influenciado pela fenitoina, o
nivel de RNAm estava aumentado e a porcentagem de colageno
sintetizado também estava aumentado significativamente, (200 p mol/L de
fenitoina). Quando a fenitoina foi colocada em trés diferentes estagios de
cultura celular, do dia 1 ao 6 dia (crescimento), do 7-12 dia
(desenvolvimento da matriz) e do 13-18 (mineralizagédo). Verificou-se que
a formacao de nucleos ésseos ocorreram primariamente no estagio de
crescimento e secundariamente no estagio de desenvolvimento, mas nao
ocorreu no Ultimo estagio. O autor indica que a fenitoina estimulou a
formacédo do nucleo de osteogénese in vitro ndao somente por células

osteoprogenitoras mas também por células osteoblasticas.
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Por outro lado, o fato de farmacos antiepilépticos,
incluindo a fenitoina estarem associados a diminuicdo da densidade
mineral 6ssea com o desenvolvimento de osteopenia ou osteomalacia ou
ainda lesGes atroficas dsseas foi descrito em diversos trabalhos, como o
de Kulak et al.**, Feldkamp et al.?*, Ensrud et al.?', Pack et al.®”, Pack e
Morrell®®. Os autores referidos, seguindo protocolos similares, com
pacientes usudrios crénicos de farmacos anti-epiléticos, de ambos os
sexos analisaram a densidade mineral éssea por meio de DEXA, ou ainda
radiografia digital quantitativa. As areas mensuradas compreendiam
regides como a espinha lombar e ainda o calcaneo.

Além disso, a associacdo da vitamina D em estudos com
farmacos anti-epilépticos em pacientes masculinos, Filardi et al.?®, em
2000, nao evidenciaram diferencas significativas entre os pacientes
tratados e os do grupo controle, sugerindo que a suplementagdo nao é
necessaria para pacientes de regides ensolaradas, pois nestes, a
densidade mineral Ossea e o0s niveis plasmaticos de vitamina D
permaneceram em niveis satisfatérios. Dessa maneira, os autores,
consideraram que diminuicdo da DMO esta, de maneira direta, associada
a uma remodelacao 6ssea acelerada, por exemplo, por anti-epilépticos,
independente de uma possivel hipovitaminose D%.

No que se refere as analises de marcadores bioquimicos
da remodelacao 6ssea, o0 uso cronico da fenitoina também pode alterar os
niveis séricos de fosfatase alcalina, aumentando-os®®. Geralmente os
efeitos da fenitoina e seu maior metabdlito, 5-(4-hidroxifenil)-5-
fenilhidantoina (HPPH) , na atividade reabsortiva de células em cultura
primaria da calvaria de ratos foi examinada in vitro. Ambos, a fenitoina e o
HPPH induziram significativamente a atividade osteoclastica quando
comparada ao grupo controle depois de 72 hrs em cultura de células.
Estes dados podem significar que, in vivo, a fenitoina poderia levar a

perda 6ssea por inducao da reabsorcao deste tecido™.
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Onodera et al.**, em 2001, verificaram os efeitos da perda
Ossea induzida pela fenitoina e sua possivel prevengdo com alfacalcidol
ou calcitrol de ratos em crescimento. A administracdo de 20mg/Kg/dia de
fenitoina por 5 semanas nao alterou a curva de crescimento dos animais
experimentais. Porém, evidenciou-se que houve uma diminuicdo dos
valores de densidade mineral 6ssea nas regides testadas (cabeca da
mandibula, metafise e diafise da tibia, metafise e diafise do fémur). Apos
andlise histomorfométrica, observou-se diminuicdo do volume e da
espessura trabecular éssea e aumento do numero de osteoclastos por
area de superficie 6ssea no 0sso trabecular secundéario da tibia. Nao
houve diferencas significantes na espessura da matriz ostedide. No grupo
na qual foi aplicada a combinagdo da administracdo do alfacalcidol ou
calcitrol com a fenitoina por 5 semanas preveniu-se a reducdo da
densidade 6ssea mineral induzida. Os autores concluiram que a
administragcdo cronica de fenitoina pode causar osteopenia devido a
inibicdo da formacao 6ssea por aceleragado da reabsorgdao em detrimento
da secregcdo de matriz ostedide. Desta forma, a combinagdo do
alfacalcidol ou calcitrol mostraram acdo moduladora na prevencédo da
perda 6ssea em ratos em crescimento.

Num trabalho posterior, Onodera et al.®®em 2002
seguiram protocolo semelhante, porém verificando a menatetrenona como
substancia de acao preventiva do processo de perda éssea induzida.
Verificaram os valores da DMO significativamente menores na diafise e na
metafise da tibia no grupo tratado com a fenitoina, durante as cinco
semanas ja mencionadas. Nesse periodo, mensuraram também, o nivel
serico da proteina vitamina K -dependente, osteocalcina, um marcador da
neo-formacao éssea, que apresentou um decréscimo no grupo tratado.
Combinando a administracdo de menatetrenona (30mg/kg/dia na dieta)
com a fenitoina por cinco semanas houve a redu¢ao da DMO, e o nivel de
osteocalcina estava ligeiramente aumentado. Estes dados sugeriram que

a longo prazo, a exposigdo a fenitoina pode inibir a formagédo éssea,
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sobretudo se for associada a insuficiéncia de vitamina K. Dentro deste
contexto, os achados, podem representar alternativa terapéutica do uso
da menatetrenona em moderado grau de anormalidade O6ssea em
condigbes de osteopenia induzida com farmaco.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Onodera et al.®,
em 2003, realizaram outro estudo, ainda analisando os efeitos da
associagdo da menatetrenona com a fenitoina, assim como de seus
derivados,nessa mesma metodologia em ratos, apenas diferindo 0 0sso
estudado, sendo este fémur de ratos em crescimento. Ap6s analise por
deteccao eletroquimica em cromatografia liquida de alta performance,
constatou-se que os valores de densidade mineral éssea diminuiram
significativamente em todas as porgcoes Osseas fémurais mensuradas
(didfise e metafise) no grupo tratado com fenitoina. Entretanto, a perda
Ossea foi prevenida pela combinagdo da administragdo da fenitoina e
menatetrenona, e niveis séricos de ésseos de menatetrenona. Concluiram
que a fenitoina, a longo prazo, pode inibir a formagao 6ssea concomitante
a insuficiéncia de vitamina K.

Em 2004, Kulak et al.**, realizaram um estudo clinico que
tinha por objetivo avaliar a densidade mineral 6ssea (DMO) e os niveis de
25hidroxi vitamina D em pacientes com epilepsia e usuarios crénicos de
farmacos antiepilépticos, entre estes, a fenitoina em doses médias de
268,7 mg/dia. Avaliaram 58 pacientes emparelhados por idade, sexo e
indice de massa corporal com tempo de tratamento entre dois e 38 anos,
com 29 individuos aparentemente sadios. Ambos os grupos foram
submetidos a anamnese e exame clinico, coleta de amostras de sangue
para dosagens de célcio, albumina, fésforo, creatinina, fosfatase alcalina,
transaminases e gama T. Avaliaram também a DMO na coluna lombar,
fémur e antebrago. Analisaram também a dosagem de 250HD e
paratohormoénio (PTH). Os resultados mostraram que a DMO da coluna
lombar e do fémur foi menor nos pacientes tratados com antiepilépticos,

do que no grupo controle. Os pacientes tratados apresentaram, também,
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0s niveis de fosfatase alcalina mais elevados e niveis de 250HD mais
baixos, porém nao houve correlagdo entre a DMO e os niveis de 250HD.
Ja o uso da fenitoina esteve correlacionado com a maior incidéncia de

fraturas.

2.3 Densidade optica

Dentre os primeiros estudos sobre densidade &ssea
utilizando andlise de tons de cinza de estruturas anatémicas, destaca-se o
trabalho realizado por Duinkerke et al.'®, em 1977. Os autores
compararam os resultados obtidos da analise densitométrica com analise
visual em mandibulas maceradas humanas, na qual produziram lesdes
periapicais artificiais. Para isso, foi removido 0 osso da regido do periapice
das raizes mesial e distal do primeiro molar inferior em seis etapas. Em
cada etapa, realizava-se uma radiografia periapical, totalizando de sete
radiografias, incluindo-se a inicial. Um penetrémetro de aluminio foi fixado
a um dispositivo semelhante a um bloco de mordida, que se encontrava
perpendicularmente a parte extra-oral do posicionador tipo Rinn, sendo
que, este apresentava degraus que variavam de 1,0 a 9,0mm. O
penetrdmetro serviu como padrdao de referéncia para a analise
densitométrica, pois os valores foram expressos em milimetros-
equivalentes-aluminio. Os avaliadores foram dez cirurgides-dentistas,
para tanto, os resultados demonstraram que a analise densitométrica foi
mais coerente, sendo entdo, mais util no diagnostico de lesdes periapicais
durante as fases iniciais, jA que a analise visual deixava duvidas em
funcdo da variabilidade na interpretacao.

A possibilidade de influéncia dos tecidos moles na analise
da densidade 6ssea, foi o objetivo do trabalho de Souza et al.®®, para

isso, utilizaram agua, cera utilidade e musculo bovino como simuladores
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dos tecidos moles, nas quais foram comparados entre si e colocados na
regido retromolar de 15 mandibulas maceradas, posteriormente
radiografadas e as imagens digitalizadas. Ap6s a analise éptica da
densidade Ossea, pelo sistema DentScan-DentView dos simuladores
individualmente, e mesmo quando comparados entre si, verificaram que
os valores das densidades 6pticas obtidos variaram mais em funcao da
variagdo do tempo de exposicdo utilizado para a realizagdo das
incidéncias, do que pelo simples fato da densidade do simulador.
Encontraram também valores semelhantes da cera utilidade com o
musculo bovino e verificaram nao existir diferengas estatisticamente
significativas entre os valores Opticos da densidade éssea com relagédo
aos lados direito e esquerdo das mandibulas estudadas.

Ji o estudo de Bodner et al’ avaliaram
radiograficamente as mudangas que ocorrem durante o processo de
reparagdo 6ssea apds extracdo dos primeiros molares esquerdos de
ratos. Apds a remocao das mandibulas, estas foram expostas a radiagao
com um dispositivo de aluminio, o penetrébmetro, que possuia degraus de
0,5 a 3,0mm. Ap6s a mensuracdo das incidéncias em um densitdmetro
digital, comparou-se a densidade equivalente de aluminio, concluindo que
as imagens indicaram mineralizagdo 6ssea de acordo com os estudos
histol6gicos realizados e que o método radiografico com a utilizagdo do
penetrdmetro evidenciou-se como método seguro e reprodutivel para
avaliar a formacéao e mineralizacdo do tecido 6sseo.

A utilizagdo do penetrbmetro também foi verificada no
estudo de Scarparo et al.¥2, que buscaram desenvolver uma metodologia
para avaliar a densidade éptica da mandibula, por meio de radiografias
periapicais. A escala de aluminio (penetrémetro) possuia sete degraus,
variando entre 4 a 10mm de espessura, e serviu como parametro
comparativo com o tecido ésseo na determinagdo dos valores
densitométricos que teriam sua expressao em milimetros equivalentes de

aluminio (mm-eqg-Al). As radiografias obtidas foram colocadas sobre o
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negatoscépio, e as imagens captadas por uma céamera de video
acopladas ao computador, posteriormente, analisadas quanto a
densidade  éptica, utilizando-se um  programa  desenvolvido
especificamente para esta pesquisa, denominado DENS. Os resultados
obtidos demonstraram que com a utilizagcdo do referido programa,
realizou-se as medidas Opticas de densidade 6ssea e que a fonte
luminosa do negatoscopio influiu como um fator importante na possivel
variabilidade nos resultados das leituras.

Metodologia semelhante ao trabalho acima, foi realizado

por Puppin et al.”

, em 1998, na leitura Optica da densidade 6ssea da
regido de molares inferiores de ambos os lados, de 9 mandibulas secas.
Realizaram a técnica padronizada com filmes periapicais em que foi
adaptado um penetrdmetro de aluminio com 8 degraus de variagéo, para
referéncia de comparagao dos valores obtidos a partir das leituras 6pticas
das densidades do tecido ésseo e da escala de aluminio, de modo que os
resultados fossem expressos em milimetros-equivalente-aluminio.
Posteriormente, as imagens foram captadas por uma céamera de video
com um negatoscopio de luz fluorescente estavel (Visual Plus-VP 6050 V)
e analisadas conforme o programa DENS. Os autores comprovaram que
nao houve diferengas estatisticamente significativas entre os valores das
leituras épticas da densidade Gssea.

Em 1999, Tavano et al.®® avaliaram a densidade
radiogréfica, ou seja, os tons de cinza da imagem radiografica em defeitos
nas tibias de coelhos em que se colocou implantes de polimero derivado
da mamona. As imagens radiograficas digitais das pecas foram obtidas
pelo sistema Digora (Soredex®), que emprega placa de fésforo, na qual é
sensibilizada por um aparelho de raios X convencional e posteriormente a
imagem é processada por meio da leitura realizada por um scanner a
laser do préprio sistema. A densidade éptica das areas selecionadas nos
diferentes periodos de tempo (15, 30, 90 e 120 dias) foi comparada com a

radiopacidade subjetiva obtida de radiografias convencionais. Os autores
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concluiram que a imagem digital oferece boas condigbes de visualiza¢ao
para a realizagdo da interpretacdo radiografica e que a analise da
densidade éptica proporciona a evolugdo e o retardo do processo de
reparo, da mesma forma que ocorre na avaliacdo pelo método
radiogréfico convencional. Com isso, proporciona ao profissional a
obtencdo de valores numéricos para analisar quantitativamente a
evolugéo do reparo 6sseo.

Em 2000, Pavan e Tavano’®, analisaram a densidade
radiografica como substituto da densidade otica no controle de
processamento radiografico de filmes periapicais. Estes foram divididos
em cinco faixas, sendo que uma néao foi exposta, servindo para avaliagdo
da densidade base e velamento e outras quatro faixas foram expostas
com 1, 10, 60, 300 impulsos, nas quais foram processados manualmente.
Na avaliagdo da densidade 6tica utilizou-se o fotodensitémetro e para a
avaliagdo das densidades radiograficas escanearam-se as radiografias e
utilizaram o Digora que forneceu dados para ser comparados com o
método tradicional. Os resultados mostraram que a densidade
radiografica apresentou uma variagao correspondente aos niveis de cinza
e variou conforme o numero de impulsos nas faixas. Conclui-se que as
imagens das radiografias digitalizadas nas diferentes combinagbdes de
temperatura/tempo forneceu grande precisao de resultados e rapidez no
controle de qualidade e podendo substitui o fotodensitbmetro na avalicao
das imagens de filmes radiograficos processados manualmente.

Em 2001, Barros et al.®° avaliaram a densidade éptica da
regido retromolar mandibular de cadaveres que também possuiam tecidos
moles intactos no local de interesse do estudo, por meio de imagens
digitalizadas. Ap6s a realizacdo das radiografias e a avaliagdo das
mesmas por dois sistemas digitais distintos (Digora e DentScan Dent
View), obtiveram resultados que mostraram que na avaliacdo
densitométrica dos sistemas com os mesmo tempos de exposicdo, nao

houve diferengcas estatisticamente significantes, porém, ao diminuir o
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tempo de exposigao para 0,9 s, o DentScan DentView forneceu um valor
médio das densidades menor quando comparado ao tempo anterior.
Apesar disso, concluiram que nao houve diferencas estatisticamente
significantes entre os valores de densidade Optica da regido retromolar
entre lados direito e esquerdo das mandibulas, apesar da diferenca
proveniente da variagdo do tempo de exposicao das radiografias.

Em 2001, Puppin et al.”® realizaram uma pesquisa que
teve como objetivo avaliar a influéncia de valores de cinza na densidade
O0ssea da regido periimplantar em imagens digitalizadas pelo sistema
digital Digora. Para isso, utilizaram as imagens de hemimandibulas
humanas maceradas que foram submetidas a trés situagdes diferentes.
Analisaram hemimandibulas sem implantes; com implantes; com
implantes e interposto a um simulador de tecido mole. Procuraram
detectar alteragbes nos valores médios de densidade éssea sob a
influéncia do implante metélico, de tamanhos diferentes de areas de
andlise (2 x 50 e 6 x 50), da distancia existente entre a area de andlise e 0
implante, e ainda , a influéncia do simulador de tecido. Demonstraram que
o implante metdlico aumentou os valores médios da leitura dos niveis de
cinza da regido periimplantar, além disso, as areas de analise de 2x50
apresentaram valores médios de densidade maiores que a de 6x50, assim
como areas mais proximas ao implante também apresentaram valores
médios de densidade mais elevados que as areas de analise mais
afastadas, por ultimo, verificaram que o simulador de tecido mole
aumentou os valores médios da leitura da densidade 6ssea.

Pereira et al.”?, em 2004 compararam valores médios de
densidade éssea relativa de diferentes regides mandibulares por meio de
niveis de cinza em pixels, em radiografias convencionais digitalizadas.
Utilizaram 6 mandibulas humanas secas que foram submetidas as
tomadas radiograficas padronizadas e com a presenca de um simulador
de tecidos moles. As medicoes das densidades foram realizadas no

programa Image Tool, utilizando o recurso histograma. De acordo com a
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andlise estatistica realizada, constataram que ndo houve diferengas
estatisticas significativas entre os valores médios de pixels nas diferentes
regides analisadas.

Martins et al.>®

, em 2005, realizaram um estudo que teve
como proposta avaliar a influéncia do cetoprofeno no processo de
reparagao 6ssea em tibias de ratos mediante analise da densidade éptica.
Vinte ratos foram divididos em dois grupos (controle e o tratado). O
sistema de radiografia digital utilizado foi o Visualix GX-S-HDI. As
imagens foram adquiridas no periodos inicial, sete,14, 21 e 30 dias pés-
operatorio e analisadas posteriormente no sistema Vix win 1.4. Os valores
médios foram submetidos ao teste ANOVA e teste Tukey com
significancia de 5%. No grupo controle, houve diferenca estatisticamente
significante entre o tempo e a densidade Optica, enquanto no grupo
tratado nédo houve diferengas estatisticamente significantes entre as
medias de densidade oéptica. O trabalho sugestiona a influéncia do
cetoprofeno no processo de reparagao éssea, ja que na primeira semana
o medicamento proporcionou um aumento da densidade O&ptica e
provocou atraso na neoformacao éssea apds o vigésimo primeiro dia.

Moraes et al.>®

, estudaram em 2005, a influéncia do
estresse na reparagao 0ssea em tibias de ratos por meio da avaliagao da
densidade 6ptica em radiografias digitais diretas. Para isso utilizaram vinte
ratos divididos em dois grupos (controle e submetidos ao estresse agudo),
em que foi realizado um defeito ésseo com broca esférica carbide e
radiografados pelo sistema digital direto Visualix Gx-S HDI nos tempos 7,
14 e 21 dias pos-operatérios. Realizaram-se a avaliacao da densidade
optica mediante a ferramenta histograma do préprio sistema digital
referido. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e teste
Tukey ao nivel de 5% de significancia. Com isso, os autores concluiram
que nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos ,

apesar disso observaram que as médias de densidade éptica do grupo de
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ratos estressados foi sempre menor que a do grupo controle denotando a
influéncia do estresse no processo de reparagao 0ssea.

Em 2006, Werkman et al.'%, tiveram como objetivo avaliar
o efeito de um medicamento alopatico, no caso o risedronato € um
homeopéatico (calcarea phosphorica), no reparo de lesbes O6sseas em
ratos submetidos a castracdo. Utilizaram para isso, 84 ratos que foram
separados em quatro grupos iguais, sendo que trés deles foram
submetidos a castragdo e o outro a falsa cirurgia. Apés um més da
cirurgia, realizaram lesGes corticais na tibia de todos os animais no dia
seguinte comegaram os tratamentos experimentais. Os animais foram
sacrificados, aos 7, 14 e 28 dias apds o inicio do tratamento e removidas
as tibias. Realizou-se radiografias digitais e avaliadas a densidade éptica
da regido do defeito mediante o programa Image Tool, ainda fez-se
andlise histologica e histomorfométrica. Mediante os resultados
concluiram que os tratamentos alopatico e homeopatico levaram a
formagdo déssea de aspecto diferente considerando a remodelagao e
maturacao.

1.8% em 2007, avaliaram o efeito do alcoolismo

Silva et a
cronico sobre a densidade dssea radiografica em 20 ratos, mediante a
utilizacdo do sistema digital Digora. Os animais foram divididos em grupo
experimental e controle. Sendo que os do grupo experimental receberam
aguardente na concentracao de 30% por 10 dias, 60% por mais 10 dias e
pura por 40 dias. Apés 60 dias todos os animais foram sacrificados,
removidos os fémures direitos e avaliados nos tercos médio e condilar
pela densidade Optica radiogréafica. Os valores obtidos foram submetidos
ao teste t de Student, verificando diferenga estatisticamente significante.
Estes resultados indicaram valores de densidade dssea radiografica

reduzida no terco médio e céndilar nesses animais.

2.4 Sistemas digitais
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A analise radiografica é de suma importancia na area da
saude, incluindo na Odontologia, para realizacdo de um diagnéstico
correto, elaboragdo de um planejamento e posterior estabelecimento do

tratamento adequado  para cada caso'> *° © %

Com o avango
tecnolégico, ocorreu a possibilidade de aquisicio de imagens
radiogréficas transcritas para linguagem binaria dos computadores e
exibidas no monitor. Essa transferéncia de informagdes analdgicas para o
sistema digital pode ocorrer de forma direta ou indireta. Os métodos
indiretos exigem a aquisicdo das radiografias convencionais que serao
digitalizadas por cameras de video ou escaners®'. A partir da década de
70, surgiu a radiografia digital direta, na qual foi introduzido o conceito de
CCD (“charge-coupled-device” ou dispositivo de carga acoplada) que
tinha a capacidade de converter duplamente a energia primeiramente
luminosa e posteriormente em elétrica. Desta forma o CCD foi utilizado
como um detector sélido com propésitos cientificos, como em telescopios
e satélites'.

Em 1989, Mouyen et al. ®' introduziram o primeiro sistema
de imagem computadorizada direta que foi denominado de
radiovisiografia (RVG). Consistia de um aparelho de raios X convencional
conectado a um microprocessador de tempo de alta resolugcdo, com um
minimo de tempo de exposicao e um sensor intra-bucal, que armazena a
entrada de sinais durante a exposi¢cdo de raios X, mais sensivel que os
filmes radiograficos convencionais. Além disso, nesse trabalho, houve
também o estudo comparativo das propriedades fisicas de uma
radiogréfica convencional com filmes periapicais de sensibilidade D com o
processamento do sistema digital direto em questdo. Concluiram a
capacidade de formacdo da imagem imediatamente apds a exposicao
com uma menor dose de radiacdo no sistema digital que a necessaria

para sensibilizar o filme radiografico.
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O sistema de radiografia digital direta possui como
componentes basicos um aparelho de raios X convencional, um sensor
intra-oral de plastico podendo ser rigido ou ndo, com dimensodes
normalmente aproximadas a de um filme radiografico periapical
convencional. E neste sensor que o feixe de raios X incide e tem-se a
transformacdo da energia ionizante em energia elétrica que sera
transmitida até o conversor analogo-digital, responsavel pela
transformacao dos sinais elétricos em sinais digitais. Posteriormente,
estes sinais serdo estabilizados e potencializados e direcionados a um
programa especifico para a tela do computador'’. E no estagio da
conversdo digital que as informagbes contidas nos sinais serdo
decompostas em pixels, menor unidade formadora da imagem. Cada pixel
da imagem representa um valor de cinza, que corresponde a um nivel de
escurecimento ou claridade da area. Os tons de cinza do sistema digital
direto alcangam 256 tons de cinza, numa escala que se inicia do 0 ( preto)
ao 255 (branco). Mediante o tamanho do pixel tem-se a resolugcao dos
contornos da imagem, ou seja, quanto menor o tamanho deste, maior
serd a nitidez da imagem?®¢%°.

A partir deste fato, tem-se a imensa capacidade deste
sistema em mostrar pequenas diferengas de densidade éptica da imagem,
jA que oferece maior quantidade de nuances de cinza, mesmo que
todavia imperceptiveis ao olho humano. Quanto maior esta quantidade de
tons de cinza, mais sensivel serd a mensuragdo da densidade oéptica e

13 ¢ 27 Isto facilita a

alteracbes mais sutis poderdo ser demonstradas
interpretacdo radiogréafica, sendo que Khademi?’, em 1996, enfatizou a
importancia desta interpretacao e descreveu-a basicamente um processo
de discriminar contrastes, sendo que a captura de uma radiografia com
uma resolucao espacial suficiente para diagndstico ndo representa um
empecilho, porém evidenciou-se a dificuldade em capturar todos os niveis

de cinza de uma imagem.
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Muitos autores ressaltam que a radiografia digital direta é
promissora e apresenta inUumeras vantagens e beneficios para a pratica
clinica, além da utilizacdo para cunho cientifico. Dentre as principais
vantagens descritas pelos autores, destacam-se a redugdo da dose de
radiagéo que chega a ser de 60 a 90% menor, tendo como consequéncia,
também, a diminuicao do tempo de exposicao; a aquisicao de radiografias
praticamente instantdneas, dispensando o processamento quimico,
reduzindo o tempo operatério; a possibilidade de tratamento da imagem
como o0 contraste, a inversdo, o relevo, a rotagcdo, entre outros;
possibilidade de armazenamento das imagens em disco rigido, como
também a impressdo destas; a utilizagdo do recurso de “zoom”, com a
verificacdo de detalhes em maior aumento; a possibilidade de
mensuracao de medidas de forma rapida e eficiente; a verificagdo da
densidade da imagem que sera representativa de alteragdes que
pretende-se verificar nas imagens. Por outro lado, deve-se citar algumas
limitaces destes sistemas, que incluem o custo relativamente alto; falta
de padronizagdo e incompatibilidade entre algumas tecnologias,
dificultando a comunicacéo entre os computadores; o fato do sensor intra-
bucal apresentar uma rigidez que pode causar algum desconforto ao
paciente, além de uma espessura maior. Porém, estas limitagdes tendem
a reduzir-se ou ainda serem amenizadas com o transcorrer do tempo, ja
que a tecnologia estd em constante progressao visando a melhoria desta
tecnologia13,15, 27, 33e103.

Benz e Mouyene, em 1991, compararam duas versdes de
RVG (o mais recente e seu antecessor) e também com o filme periapical
mais sensivel no comércio, segundo as propriedades fisicas verificando a
evolugdo do sistema, evidenciando a melhoria de suas qualidades e
vantagens.

Hintze et al.®'

, em 1994, procuraram comparar a acuracia
de dois filmes radiograficos convencionais (D e E-speed) e dois sistemas

de radiografias digitais diretos (Visualix e RVG) na deteccédo de lesdes
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cariosas no esmalte e na dentina na regido interproximal e ainda
comparar os dois filmes referidos com o sistema digital direto Visualix na
deteccao de lesbes cariosas que atingem dentina na face oclusal. Trés
observadores examinaram 122 superficies proximais in vitro e 2
observadores examinaram 65 superficies oclusais. O diagnostico de leséo
cariosa foi sustentado pelo exame histolégico. A acuracia para
diagnoéstico para cada método radiografico foi expresso mediante a area
de uma curva caracteristica operante. Verificaram que ndo ocorreram
diferencas estatisticamente significantes entre as médias destas areas
para os métodos em questdo tanto na superficie proximal quanto na
oclusal. Com isso, chegaram a conclusdo que a radiografia nao obteve
um bom desempenho da deteccéo de leséo cariosa proximal, diferente na
deteccao em superficies oclusais em que o desempenho foi melhor.

.22, em1995, também descreveram sobre

Farman et a
sistemas digitais diretos, os tipos existentes no mercado, tais como o RVG
e também as formas deste (RVG-S, RVG-Si, RVG-PC, RVG-PCi), o VIXA,
0 Sens-A-Ray, entre outros. Os autores também descrevem sobre a forma
de funcionamento destes sistemas digitais, a caracteristica e qualidade
das imagens produzidas verificando a utilidade no que diz respeito a
utilizagéo para o diagnostico.

Versteeg et al.®® em 1997, descreveram sobre a efic4cia
da radiografia digital na clinica odontolégica, enfatiza a comparagcao com
o filme radiogréfico, ressaltando a qualidade da imagem e do diagnéstico,
a forma de aquisicdo, as aplicacées de programas. Relata também que
imagens digitalizadas necessitam de um processamento adequado, e a
utilizacdo de escaners sofisticados para que a as imagens sejam
consideradas apropriadas para o diagnéstico. Relata as vantagens do
sistema digital direto e concluem o grande potencial deste sistema
principalmente no que se refere a qualidade diagndstica.

Bdscolo et al.’®, em 2001, procuraram avaliar a qualidade

da imagem proveniente de dois sistemas digitais CCD (Sens-A-Ray e o
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CDR), um sistema de armazenamento de fésforo (Digora), além de
comparar com filme digitalizado e com um filme de alta sensibilidade (E-
speed). Foram cinco, os objetos de anélise que foram radiografadas com
50, 60 e 70 kVp e tempos de exposi¢cao de 0,08; 0,13; 0,2; 0,4 e 0,8 s.
Seis avaliadores calibrados analisaram um total de 375 imagens em que
classificaram em uma escala de 0 a 4, quanto a condi¢des de diagnéstico.
Os resultados do estudo mostraram que ocorreu diferengas entre os
sistemas de estudo, sendo que o sistema de armazenamento de fésforo
obteve o melhor desempenho. Concluiram que os sistemas avaliados
possuiam condicoes de oferecer imagens em condigdo ideal para
diagnostico, excetuando-se o Sens-A-Ray.

Em 2001, Clasen e Aun'® realizaram um estudo em que
compararam a eficacia do sistema de radiografia digital direta RVG com a
radiografia convencional com o filme F Insight, no que se refere ao
diagnostico de reabsorgdes radiculares externas. Para isso utilizaram 24
incisivos centrais superiores em que simulou-se reabsor¢cdes radiculares
externas com 0,5, 0,8 e 1,0 mm de didmetro no tergco médio da superficie
radicular, nas faces mesial, vestibular ou distal. Posteriormente,
reposicionaram os dentes nos alvéolos de um cranio macerado e
obtiveram as radiografias pelos dois métodos citados acima. Quatro
examinadores avaliaram as imagens obtidas. Os resultados do trabalho
mostraram que houve diferencas estatisticamente significantes entre os
dois métodos avaliados sendo que o sistema digital proporcionou maior
nimero de acertos por parte dos avaliadores do que a radiografica
convencional, independente da utilizacdo das ferramentas que o sistema
digital propicia.

Berkhout et al.”, em 2004, estudaram cinco tipos de
sistemas de radiografias intra-orais, sendo dois sistemas digitais diretos,
dois sistemas de armazenamento de fésforo e um filme periapical
convencional, quanto a qualidade diagndstica aceitavel, tendo como

variavel o tempo de exposicdo e com isso relacionando a dose de
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exposicdo ao paciente. Para isso utilizaram diferentes regidbes em
mandibula macerada (incisivos, caninos, premolares e molares) para
andlise das imagens das referidas regides em que o tempo de exposicao
era aumentado gradativamente. Sete observadores avaliaram 25 séries
de radiografias em que tinham que classificar quanto ao grau de
radiografia aceitavel para diagnoéstico e apontar o de sua preferéncia.
Como resultado, obtiveram que para o filme convencional, o tempo de
exposicdo mais adequado foi de 0,52, sendo que a média de tempo de
exposicao para a obtencao de radiografias aceitaveis para diagndéstico de
0,23 a 1,02s. Verificaram também que os dois sistemas digitais diretos
requereram o0 menor tempo de exposicao a radiagdo que o filme. Por
outro lado, os sistemas de armazenamento de foésforo necessitaram de
um tempo de exposicdo maior. Os autores concluiram os sistemas digitais

necessitam de um menor tempo de exposi¢do que o filme.



3 PROPOSICAO

A proposta deste estudo foi realizar a analise comparativa
entre o grau de osteopenia induzida pelo medicamento antiepiléptico
fenitoina e pela castracao, tanto em ratos machos como em ratos fémeas,
por meio da avaliagdo da densidade 6ptica radiogréafica em dois periodos,
30 e 60 dias.



4 MATERIAL E METODO

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios
Eticos para a Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos-
UNESP, sob o protocolo n® 032/2005-PA/CEP (Anexo A).

4.1 Animais e grupos experimentais

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados 37 ratos
adultos jovens, sendo 18 machos e 19 fémeas (Rattus novergicus,
variacao albinus, Wistar) com trés meses de vida e peso aproximado de
350g, os quais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia de Sao José dos Campos-UNESP e mantidos em gaiolas
em temperatura ambiente, alimentados com racdo e agua ad libitum.

Estes animais foram divididos em seis grupos:

a) grupo | : cinco ratos fémeas normais-SHAM,;
b) grupo Il: cinco ratos machos normais-SHAM;
c) grupo lll: seis ratos fémeas submetidas a cirurgia de

castragao;
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d) grupo IV: seis ratos machos submetidos a cirurgia de
castragao;

e) grupo V: oito ratos fémeas tratadas com fenitoina na
dose de 5mg/ kg/dia, por via oral mediante gavagem;

f) grupo VI: sete ratos machos tratados com fenitoina na

dose de 5mg/kg/dia, por via oral mediante gavagem.

4.2 Medicamentos

a) Fenitoina — Epelin® (Pfizer);

b) Cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5-6-dihidro-4H-1,3
tiazina-sedativo e relaxante muscular- Anasedan
(Vetbrands);

c) Ketamina base — Dopalen (Vetbrands).

4.3 Anestesia

Os ratos foram submetidos a anestesia, por via
intramuscular, da associacdo de 1,0 mL de cloridrato de tiazina
(Anasedan) para 0,5 mL de ketamina (Dopalen), na dosagem de 0,1mL
para cada 100g de peso corporeo.



54

4.4 Castracao dos ratos machos e fémeas

Os ratos fémeas foram fixados em posigéo lateral em uma
placa de cortica, permitindo a visualizagdo e o facil acesso ao flanco
lateral. O campo operat6rio sofreu tricotomia e antissepsia com alcool
iodado e, logo abaixo da costela, fez-se uma incisdo de 1cm na pele
(Figura 1A) e sequencialmente na camada muscular, possibilitando a
visualizagcao do ovario. Com o auxilio de uma pinga clinica, o ovario foi
tracionado para fora da cavidade abdominal e, apdés amarria da
vasculatura local, realizou-se a excisao (Figura 1B e 1C). Em seguida, a
camada muscular e a pele foram suturadas, sendo esse processo
realizado bilateralmente (Figura 1D, 1E e 1F).

Por outro lado, os ratos machos foram fixados em
decubito dorsal sobre uma placa de cortica, sendo o escroto desinfetadas
com alcool iodado. Realizou-se uma incisdo longitudinal ao longo da linha
média, expondo-se um dos testiculos (Figura 2B). Em seguida, fez-se a
interrupcao do fluxo sanguineo por amarria pediculo vascular, para que
este pudesse ser seccionado (Figura 2C). O mesmo procedimento foi
repetido do lado oposto e a incisdo, suturada com fio de sutura de
algodéo (Figura 2D, 2E e 2F).



FIGURA 1 - Etapas sequenciais do procedimento cirirgico de ovariectomia.

FIGURA 2 - Etapas sequenciais do procedimento cirdrgico de orquidectomia.
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4.5 Medicao da massa corporea dos animais experimentais

Semanalmente todos os animais do grupo V e VI foram
pesados em balanga analitica de forma que a medicagdo estivesse na
dosagem correta acompanhando a evolugdo da massa corpérea dos
mesmos. Os animais dos demais grupos foram pesados antes da cirurgia,
trinta e sessenta dias apds este procedimento, ou seja, nos mesmos dias

correspondentes ao dia dos exames radiograficos.

4.6 Analise da densidade optica radiografica

Para o trabalho, foi utilizado o sistema Radiovisiography,
RVG, (Trophy, vicennes, Franga) (Figura 3) com o auxilio do software
Trophy Windows versdo 5.00. Esse sistema utiliza um sensor intrabucal
CCD (Charge Coupled Device) de dimensbes, 22,2mm de largura por
33mm de comprimento e area ativa de 17mm de largura por 26mm de
comprimento, acoplado a um computador Pentium Il 128 Mb meméria
RAM (Random Acces Memory), disco rigido de 40 Gb.

FIGURA 3 - Sistema de aquisicdo de imagem radiografica digital direta
RadioVisiography, com seus constituintes; a) Dispositivo
intermediario e sensor CCD; b) vista ampliada do sensor CCD.
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O aparelho de raios X utilizado para aquisicdo das
radiografias, foi o 765 DC (Gendex Dental Systems, Dentsply
International, IL, USA), operando com 65kVp, corrente de 7mA, area focal
efetiva de 6¢cm, distancia foco-sensor de 40 cm, e 0,032 s de tempo de
exposi¢ao, com o feixe central de raios X incidindo perpendicularmente ao
sensor. Esse aparelho pertence a disciplina de Radiologia da FOSJC —
UNESP.

Para proceder as incidéncias radiograficas, todos os
animais foram devidamente anestesiados e apoiados sobre uma tabua de
madeira que possuia um espaco especifico para a coloca¢ao do sensor
do sistema digital. Os ratos foram acomodados em decubito ventral, de
forma que a tibias do lado esquerdo deste, ocupasse toda a extensao do
sensor, mantendo assim, um mesmo padrdo de posicionamento para a
aquisicdo da imagem radiografica digital, (Figura 4). As imagens foram
capturadas e armazenadas no formato TIFF (Tagged Image File Format,)
para que nao ocorresse perda de qualidade que poderia prejudicar a

analise das imagens.

A B

FIGURA 4 — Procedimentos radiograficos: a) Posicionamento do animal para a
incidéncia radiogréfica; b) Vista ampliada da coxa esquerda
sobre o sensor CCD.
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Para andlise da densidade o6ptica radiogréfica, utilizou-se
o programa de edicdo de imagens Adobe Photoshop 7.0 (Figura 5)
(Adobe systems incorporated, 345 Park Avenue, San Jose, California
95110, USA). A partir das imagens arquivadas referentes as tibias dos
animais, foi selecionada uma area pré-determinada e padronizada de
tamanho fixo de 20 x 20 pixels, a qual foi posicionada em campo da
regido medular correspondente a metafise e a didfise da peca em
questdo, sem abranger as areas corticais laterais. Dessa forma, utilizou-
se a ferramenta histograma, a qual forneceu a média da densidade &ptica
em pixels, da regido selecionada (Figura 5). Os valores de cinza da
imagem baseiam-se numa escala de 256 possiveis tonalidades de cinza,
variando do preto absoluto com valor zero, ao branco absoluto valendo
255.

A avaliacdo pela mensuracao de cada regiao foi repetida
por trés vezes, com intervalos de uma semana para cada uma delas, pelo
mesmo examinador, previamente treinado, autor principal deste trabalho.
Os dados foram sendo armazenados no programa Excel para posterior
andlise estatistica.
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FIGURA 5 — Imagem da tibia no programa Adobe Photoshop, mostrando a area
da diafise selecionada para mensuragéao e o grafico em histograma
fornecendo a média da densidade Optica radiografica da regido

analisada.

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos por meio da analise da densidade Optica
foram submetidos a analise estatistica descritiva seguida da Analise de
Variancia (ANOVA) e o teste de Comparacdao Multipla de Tukey, com
nivel de significancia de 5% mediante a utilizagdo do programa Excel
2003 para Windows.



5 RESULTADOS

Neste capitulo foram analisados os dados das leituras
das densidades Opticas de todos os grupos quanto ao sexo (macho e
fémea), variacbes de tratamento (SHAM, castracdo e medicacao),
periodos de observacdo experimental (zero, 30 e 60 dias) e a areas
Osseas da tibia delimitadas para analise (metéafise (m) e diéfise (d)).

Os dados foram organizados e demonstrados no
Apéndice A.

Os dados referentes a estatistica foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) com intervalo de confianca de 95%, uma
vez que o objetivo deste teste consistiu em diferengas observadas entre
as médias das amostras sado estatisticamente significantes, sem,
entretanto, especificar os grupos que diferem estatisticamente.

Os resultados da analise de variancia foram

representados na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1 — Valores da ANOVA para os dados de densidade éptica.

Fonte da variacdo 5Q gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 50920,3 35 14549 19,0 9,15E-45 1,49
Entre periodos de observagdao 142148 186 76,4
Total 651351 221

De acordo com a Tabela 1, evidenciou-se o valor de
p<0,05 e, por esta razdo, determinou-se a presenca de diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos avaliados. Em seguida,
aplicou-se o teste de comparagcdo mudltipla de Tukey (5%) a fim de
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identificar os grupos que diferiram estatisticamente. Os resultados foram
representados nas Tabelas 2 a 5.

Tabela 2 — Médias e erros das médias dos valores das densidades épticas dos

grupos experimentais e periodos de observagdo de machos (diafise
de tibia); Teste de Tukey* (p<0,05).

Grupos SHAM (I1) Orquidectomizados (1V) Fenitoina (VI)
Dias Média Erro Média Erro Média Erro
186 2,7 189,7 2,3 200,2 0,8
0 Aa Aa Aa
179,6 4,9 186,3 7 184,2 51
30 Aa Aa Aa
179,8 2.1 184,7 3,4 136,2 9,2
60 Aa Aa Bb

*Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na vertical e mindsculas na
horizontal) diferem entre si.

(Vieira'®', em 2002)

Na Tabela 2 verificou-se que o grupo tratado com
fenitoina na dose de 5mg/kg/dia (VI), por um periodo de 60 dias foi o

unico que diferiu estatisticamente em relagcdo aos demais grupos.
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Tabela 3 — Médias e erros das médias dos valores das densidades épticas dos
grupos experimentais e periodos de observacdo de machos
(metéfise de tibia); Teste de Tukey* (p<0,05).

Grupos SHAM (I1) Orquidectomizados (V) Fenitoina (VI)
Dias Média Erro Média Erro Média Erro
191,8 2,3 196 3,5 199,1 3,1
0 Aa Aa Aa
190,9 3,1 181,2 5,8 187,2 1,8
30 Aa Aa Aa
186,9 1,9 179,6 3 182,6 2,8
60 Aa Aa Aa

*Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na vertical e mindsculas na
horizontal) diferem entre si.

(Vieira', em 2002)

Na Tabela 3, constatou-se a inexisténcia de diferencas
estatisticas entre os grupos avaliados, quando comparados os valores de
densidade éptica radiogréfica nas metafises das tibias.
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Tabela 4 — Médias e erros das médias dos valores das densidades 6pticas dos

grupos experimentais e periodos de observagao de fémeas (diafise
de tibia); Teste de Tukey™ (p=<0,05).

Grupos SHAM (1) Ovariectomizados (lI1) Fenitoina (V)
Dias Média Erro Média Erro Média Erro
174,3 2,2 173,4 2,8 181,9 1,4
0 Aa Aa Aa
179,5 3,6 177,6 4,3 180 1
30 Aa Aa Aa
174,5 3,1 175,9 25 125,3 3,3
60 Aa Aa Bb

*Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na vertical e mindsculas na
horizontal) diferem entre si.

(Vieira'®', em 2002)

A Tabela 4, acima demonstrada revelou que o grupo V,
tratado com fenitoina na dose de 5mg/kg/dia obteve valores estatisticos

significantes aos demais grupos avaliados.

Tabela 5 — Médias e erros das médias dos valores das densidades épticas dos

grupos experimentais e periodos de observacdo de fémeas
(metafise de tibia); Teste de Tukey* (p<0,05).

Grupos SHAM (1) Ovariectomizados (l11) Fenitoina (V)
Dias Média Erro Média Erro Média Erro
184,2 25 178,5 49 194,9 2.4
0 Aa Aa Aa
193 2,3 181,8 2,7 190,2 2,8
30 Aa Aa Aa
189,4 4,2 174,7 2,6 178,7 1,8
60 Aa Aa Aa

*Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na vertical e mindsculas na
horizontal) diferem entre si.

(Vieira', em 2002)
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De acordo com a Tabela 5, verificou-se que, entre os
grupos avaliados, nao houve diferengas estatisticamente significantes.
A seguir, foram representados os resultados acima em

graficos compreendidos nas Figuras 7 a 15.

Médias de Densidade - Machos

195,0

3,1

. 190,0 -
Densidade 1,8

optica 185.0 | B SHAM
5,8 OOrquiectomia
180.0 1 B Fenitoina

175,0 A

170,0 -
Trinta dias - metafise

FIGURA 7 — Grafico das médias dos valores de densidade optica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 30 dias (metéafise
de tibia) em ratos machos.

No gréfico da Figura 7, foram representados as médias
dos valores de densidade 6ptica em machos, no periodo de trinta dias e
na regidao da metéfise. Observou-se maior média de densidade no grupo
SHAM, seguido do grupo tratado com fenitoina na dose de 5mg/kg/dia e,
0 grupo submetido a orquiectomia, respectivamente. Estas diferencgas,

entretanto, ndo foram estatisticamente significantes.
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Médias de Densidade - FéEmeas
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Trinta dias- metafise

FIGURA 8 — Grafico das médias dos valores de densidade éptica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 30 dias (metafise
de tibia) em ratos fémeas.

O grafico acima (Figura 8) corresponde as médias de
densidade Optica radiografica nos trés grupos experimentais, no periodo
de 30 dias, na area de andlise 6ssea correspondente a metéfise em ratos
fémeas. Observou-se o0 mesmo padrao visto no grafico anterior, sendo o
valor maior de densidade no grupo SHAM, seguido pelo grupo tratado
com a fenitoina na dose de 5mg/kg/dia e por ultimo, o grupo de ratas
submetidos a ovariectomia. Contudo, estas diferengcas nao foram
significativas.

Em uma comparacdo, em relacdo ao sexo, dos valores
das médias de densidade Optica radiografica no periodo de trinta dias de
observacdo, na regido da metéfise, nos seis grupos avaliados nesta
pesquisa, evidenciou-se, progressao de valores similares entre machos e
fémeas, nos diferentes grupos, sendo que as fémeas apresentaram um
ligeiro aumento nas médias de densidade éptica em relacao aos machos,
em todos o0s grupos analisados. Tais diferengcas, porém, nao foram

significantes, a analise estatistica.
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Meédias de Densidade - Machos
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FIGURA 9 — Grafico das médias dos valores de densidade éptica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 30 dias (diafise de
tibia) em ratos machos.

O grafico representado na Figura 9 corresponde aos
valores médios de densidade éptica radiografica em machos, dos grupos
SHAM, Orquiectomizados e Fenitoina, no periodo de trinta dias, na regiao
de anadlise da diafise. Evidencia-se que o grupo submetido a castracao
teve um valor meio de densidade maior nesse periodo, seguido pelo
grupo tratado com o farmaco em questao e, posteriormente, pelo grupo
SHAM.
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Médias de Densidade - Fémeas
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FIGURA 10 — Grafico das médias dos valores de densidade Optica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 30 dias (diafise
de tibia) em ratos fémeas.

Por sua vez, no gréfico correspondente as mesmas
variaveis da Figura 9, porém ocorrendo em fémeas, esta representado
pela Figura 10, na qual evidenciou-se que 0 grupo ovariectomizado
apresentou valores médios de densidade éptica, seguido pelo grupo que
recebeu a fenitoina na dose de 5mg/kg/dia e por ultimo, o grupo SHAM.
Embora evidenciadas pequenas diferencas de valores em relacdo ao

sexo, pela analise estatistica, esses valores nao diferiram entre si.
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Médias de Densidade - Machos
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FIGURA 11 — Gréafico das médias dos valores de densidade optica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 60 dias (metafise

de tibia) em ratos machos.

O gréfico da Figura 11 representa os valores médios de
densidade Optica radiografica em ratos machos no periodo de 60 dias, na
regido da metafise, referente aos trés grupos experimentais. Evidenciou-
se maior valor no grupo SHAM, em segundo lugar, no grupo que recebeu
a fenitoina na dose de 5mg/kg/dia, seguido do grupo de animais

orquiectomizados. Tais diferencas nao tiveram significancia estatistica.
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FIGURA 12 — Gréfico das médias dos valores de densidade Optica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 60 dias (metafise

de tibia) em ratos fémeas.

O grafico da Figura 12 apresenta os valores médios de
densidade éptica radiografica em ratos fémeas no periodo de 60 dias, na
regido da metafise, referente aos trés grupos experimentais. Observou-se
maior valor no grupo SHAM, em segundo lugar, no grupo que recebeu a
fenitoina na dose de 5mg/kg/dia, sendo o grupo de animais
ovariectomizados, o que apresentou menores valores de densidade Optica
radiogréfica, seguindo padrao semelhante ao grafico da Figura 11. No

entanto, tais diferencas ndo tiveram significancia estatistica.
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FIGURA 13 — Gréafico das médias dos valores de densidade oOptica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 60 dias (diafise
de tibia) em ratos machos; (*): indica a diferenca estatistica
significante.

O grafico da Figura 13 apresenta os valores médios de
densidade Optica radiografica dos grupos estudados, em ratos machos no
periodo de 60 dias, na regiao da diafise. Constatou-se que o grupo
tratado com o farmaco fenitoina apresentou o menor valor de densidade
Optica em relagdo aos outros dois grupos, sendo que esta diferenga foi
estatisticamente significante. No grafico, esta diferenca indicada por um

(*)-
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FIGURA 14 — Gréafico das médias dos valores de densidade optica e erros das
médias dos grupos experimentais no periodo de 60 dias (diafise
de tibia) em ratos fémeas; (*): indica a diferenga estatistica
significante.

Na Figura 14, o grafico apresenta os valores médios de
densidade 6ptica radiografica em ratos fémeas no periodo de 60 dias, na
regido da diafise. Observou-se menor valor de densidade 6ptica no grupo
tratado com fenitoina (5mg/kg/dia), sendo que tal diferenca em relagéo
aos demais grupos foi considerada estatisticamente significante (*).
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Médias de Densidade - Machos e Fémeas
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FIGURA 15 — Gréfico comparativo das médias dos valores de densidade 6ptica e
erros das médias dos grupos experimentais no periodo de 60 dias
(diafise de tibia) em ambos os sexos; (*): indica a diferenca
estatistica significante.

O gréfico da Figura 15 representa os valores médios de
densidade Optica radiografica analisados comparativamente em ratos
machos e fémeas no periodo de 60 dias, na regiao da diafise dos trés
grupos experimentais. Evidenciou-se que o grupo tratado com a
medicacao estudada obteve os menores valores de densidade 6ptica em
relacdo aos demais grupos, sendo que tais diferencas apresentam

significancia estatistica.



6 DISCUSSAO

Novas tecnologias relativas aos métodos diagndsticos,
vém sendo aprimoradas em diversas areas, como na Odontologia, o que
proporciona bases cientificas sélidas no intuito de maior alcance e
confiabilidade na aplicabilidade clinica em beneficio da populagdo em
geral. Neste cenario, estdo incluidos estudos referentes ao
comportamento de farmacos, ndo somente em relacdo a atuacao direta
destes, mas também nos possiveis efeitos colaterais e/ou adversos dos
mesmos no organismo humano.

Sendo assim, o presente trabalho teve como parte das
propostas, o estudo do farmaco fenitoina. Sua principal indicagdo esta no
tratamento e prevengdo de crises epilépticas, podendo também ser
utilizado para enxaquecas, neuralgia trigeminal, alguns tipos de psicose,
além do tratamento de arritmias cardiacas, como foi evidenciado por
Bhatia e Prakash® em 2004, Ohta et al. ® em 1995, Ribeiro et al.”® em
2003, Scheinfeld®® em 2003. Contudo, apesar de ser um medicamento
que na sua principal indicagéo, tenha efetividade comprovada, deve-se
salientar os inumeros efeitos colaterais e/ou adversos provenientes de
sua ministracdo. Mencionados e estudados por diversos autores, cada um
enfatizando um aspecto desses efeitos, tem-se autores como lkedo et al.
em, 1999; DaCosta et al.’® em 1998, Pedron et al. "' em 2005, Ribeiro et
al.”® em 2003, Spolidorio et al.*® em 2000. Dentre estas manifestacdes
estdo englobadas complicacées dermatolégicas, desordens do sistema
hematopoiético, interferéncia na fisiologia do tecido conjuntivo e na
embriogénese, além de alteracées no metabolismo 6sseo. Com relacao a

este Uultimo, caracteriza-se como efeito secundario e/ou de extensao,
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resultante da ministragéo a longo prazo do farmaco, a possibilidade de
ocorréncia da alteracao da microarquitetura éssea, levando a quadros de
osteopenia, com diminuicdo da massa 06ssea e posterior evolugdo para a
OSteoporOSG.21’24’ 28, 44, 45, 67, 68 € 90

Este efeito adverso e/ou de extensdo mencionado acima
despertou-nos o interesse para o estudo da fenitoina no protocolo
proposto no presente trabalho, ou seja, a possivel indugéo a osteopenia
pelo uso prolongado deste farmaco. A osteopenia é considerada como um
estagio anterior a osteoporose, salientando-se sua importancia clinica
para a prevencao contra o acometimento do processo patolégico ésseo
mais prevalente no contexto mundial®® 74 104¢ 109,

Desta forma, evidencia-se a necessidade de constantes
estudos que avaliem o mecanismo fisiopatoldégico desta enfermidade,
além de formas de diagnostico, medidas preventivas e de tratamento,
como também manifestacdes clinicas e seqlelas observadas pela
ocorréncia de fraturas' * 4 37¢87,

O mecanismo multifatorial que esta vinculado ao
desenvolvimento da osteoporose é descrito por diversos autores tais
como Manolagas e Jilka®® em 1995, Turner et al.*® em 1994, Amadei et
al.* em 2006, Compston'” em 2001. Pode-se constatar, em um contexto
geral, que essa anormalidade dssea esta intimamente relacionada com a
diminuicdo ou mesmo eliminacao da producao hormonal tanto em homens
quanto em mulheres. Isto porque o0s horménios sexuais atuam na
modulacdo de mecanismos de regeneracdo e remodelacdo Ossea,
influindo diretamente na atividade osteoclastica e osteoblastica. Apesar
de verificar-se que a literatura aponta uma necessidade de maiores
pesquisas que expliguem o mecanismo fisiopatolégico da osteoporose,
acredita-se que este processo esteja relacionado a interagdo entre uma
molécula ligante e seu receptor, como por exemplo, a atuacdo de

receptores estrogénicos em osteoblastos® 7% %,
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Portanto, para o desenvolvimento de pesquisas e o
constante estudo da osteoporose, o protocolo mais frequentemente
utilizado é o que envolve modelos de experimentacdo animal, incluindo,
principalmente, a ampla utilizagdo de ratos® ** °° © 77 Para tanto, os
animais devem ser privados da produgdo hormonal mediante o
procedimento cirlrgico de ovariectomia ou orquiectomia. O uso de
modelos de experimentagdo animal também é eficaz na avaliacdo de
testes farmacoldgicos para o tratamento deste processo patoldgico, como
evidenciado no trabalho de Pytlik et al.”” que teve como objetivo, a
avaliagdo do farmaco doxiciclina, jA& que este poderia ter influéncia na
inibicdo da reabsor¢cdo e intensificagdo na formacdo Ossea, nas
propriedades mecanicas de 0ssos de ratos ovariectomizados e induzidos
a osteopenia. Outros estudos que também confirmam a importancia da
utilizacdo de animais experimentais (ratos) no protocolo de castragéao
para pesquisas que visam o desenvolvimento de medidas terapéuticas
contra a osteoporose é o de Akiyama et al.>® em 1993 e 1999, que
estudaram o potencial preventivo da menatetrenona, homdlogo da
vitamina K, contra a perda éssea em ratas ovariectomizadas. Assim,
também, os trabalhos de Iwamoto et al.*® e de Matsunaga et al.**
utilizaram a vitamina K e também a vitamina D em pesquisas tendo o
mesmo propasito ja descrito.

Sabe-se que, em decorréncia da supressao hormonal
em ratos, ocorre a evolugdo a quadros que apresentam muitas
caracteristicas similares & perda 6ssea em humanos. Em 1991, Kalu®®
cita essas similaridades tais como: aumento na taxa de remodelagéo
0ssea, fase inicial de perda 6ssea mais rapida seguida de uma fase muito
mais lenta e também uma resposta terapéutica 6ssea semelhante com
uso de diversos farmacos. Mosekilde®®, em 1995, também afirmou tais
semelhancas e enfatizou outras vantagens da utilizacdo de ratos em
pesquisas, tais como, a facilidade de um estudo com boas condicbes de

padronizacdo, além de propiciar um tempo relativamente menor de
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pesquisa para a obtengéo dos resultados. Tal afirmagé&o € decorrente do
acelerado metabolismo basal de ratos, por ser um animal de pequeno
porte.

Compston'’, em 2001 afirmou que a ovariectomia leva ao
rapido desenvolvimento de perda 6ssea no tecido esponjoso em ratas,
aumentando a atividade osteoclastica, o numero e tamanho de
osteoblastos, decorrendo em aumento da taxa remodeladora éssea
podendo perdurar até um ano apds do ato cirurgico. Outro trabalho que
confirma este fato é o de Tanaka et al.?, em 2003, que realizaram
ovariectomia em ratas com seis meses de idade e, decorrido um ano do
procedimento cirargico, evidenciaram perda Ossea e fragmentacao
trabecular no osso alveolar mandibular.

No estudo em questéo, optou-se pela utilizagdo de ratos
adultos jovens tanto machos, quanto fémeas com trés meses de idade.
Estes animais sdo facilmente disponiveis e preconizados amplamente
pelas normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).
Podem manifestar os efeitos da ovariectomia ou orquiectomia em um
més ou menos, com perda 6ssea de caracteristicas muito proximas ao do
rato senil. Ressalta-se ainda, que ratos em crescimento respondem com
maior taxa de perda 6ssea e em maior magnitude em relagcao a ratos
adultos ap6s a castracdo, tendo por isso a recomendacao para que
estudos de agentes com potencial terapéutico sejam feitos em animais
com ndo mais que seis meses de vida apés a castracdo’’ ¢ 38,

No presente estudo, escolheu-se como parametro de
andlise a tibia por ser um osso longo bastante envolvido na osteoporose.
Outro fator que veio corroborar com esta escolha, foi a melhor
acessibilidade deste osso a metodologia radiografica ja descrita.

Dentre os métodos de diagndstico da osteoporose,
Jergas e Genant®, descreveram os mais utilizados como também
enfatizaram o desenvolvimento dos mais recentes. Estdo relacionados a

densitometria por emissdo Unica de raios X, a tomografia
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computadorizada quantitativa, a ressonancia magnética quantitativa, a
ultra-sonometria 6ssea e a densitometria de dupla emissdo de raios X
(DXA), sendo que estes dois Ultimos ainda sdo os mais utilizados no
Brasil como enfatizou Szejnfeld®’, em 2004.

No exame por DXA ocorre a quantificagédo da densidade
mineral 6ssea de um individuo mediante escores que sdo comparados a
valores de referéncia com o de adultos jovens saudaveis®” © &’ Essas
formas de exames aplicam-se a seres humanos, porém para a realizagao
de pesquisas cientificas com a utilizagdo de animais de pequeno porte,
houve o desenvolvimento de um programa adaptado para estes,
possibilitando o uso do DXA, como foi descrito por Holdsworth et al.*?, em
2000. Entretanto, a dificuldade de acesso a esses recursos, levou-nos a
indagagao sobre o grau de eficacia que um aparelho especificamente de
uso odontolégico, com um sistema de aquisicdo de imagem digital,
poderia oferecer no estudo de alteracbes de densidade déssea. Assim,
sabe-se que este sistema possui acessibilidade e disponibilidade no meio
académico odontoldgico onde estudos de processos que afetam a massa
O6ssea, sdo de suma importancia para o conhecimento do cirurgido-
dentista. Neste contexto, estudos que avaliem a eficacia de tal
aparelhagem sdo extremamente importantes e necessarios, o que justifica
a utilizacdo de um sistema digital direto nesta metodologia de avaliagdo
Ossea.

Adotou-se, nesta pesquisa o sistema Trophy, uma vez
que este oferece capacidade de auxilio ao diagnéstico com imagens
radiograficas que podem ser observadas em monitor de alta resolugéo
com boa qualidade. A radiografia digital direta (RDD) € uma tecnologia
considerada inovadora e desde seu surgimento até a atualidade vém
apresentando rapida evolugao'®.

Neste contexto, os sistemas digitais oferecem definicio e
balanco entre contraste e brilho equilibrados em todas as imagens

observadas, ou seja, permite a manipulagdo com o intuito da melhoria da
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andlise e observacao do objeto de estudo. Esta vantagem proveniente
desse sistema e associado a fatores como a velocidade em que as
imagens s&do adquiridas, a reducdo da dose de radiacdo ionizante ao
paciente, a auséncia de processamento efetuado na camara escura,
propiciam a preservacao do meio ambiente e ainda, o beneficio de
arquivamento da imagem digital na memoéria do computador sem perda da

qualidade13, 15, 33 e 103

O arquivamento dessa imagem permite a
transferéncia para programas de fécil acesso e de dominio publico, como
€ o0 caso do Adobe Photoshop aplicado neste trabalho. A utilizacdo deste
programa, tornou possivel avaliar numericamente a densidade 6ptica do
tecido ésseo, possibilitando uma melhor interpretagdo da imagem. Este
fato aumenta a acuracia para interpretacdo, sendo de grande utilidade,
uma vez que o diagnostico dado por um radiologista é baseado em
avaliagdo subjetiva, podendo estar sujeito a variagbes intra e
interpessoais. Em decorréncia dessa subjetividade podem ocorrer perda
de informagbes devido a natureza sutil do achado radioldgico, fadiga
visual ou mesmo distragao.

No que se refere a interpretacdo da densidade Optica,
sabe-se que o0s tons de cinza da imagem que possuem a mesma
densidade aparecem na mesma tonalidade. Para registro e evidenciagéo,
utiliza-se um histograma representativo da distribuicdo dos niveis de
cinza, sendo esta uma ferramenta presente no préprio programa de

edicao. De acordo com Sarmento et al.?’

, quando se mede a densidade
Optica, se a imagem oferece maior quantidade de nuances de cinza,
mesmo que sejam imperceptiveis ao olho humano, no momento em que
se determina a correspondéncia numérica daqueles tons, a maior
quantidade de tons torna esta mensuragdao mais sensivel e, por isto, com
maior capacidade de mostrar diferencas sutis de densidade, evidentes
apenas quando comparados numericamente.

Quanto ao sensor CCD do sistema digital, sabe-se que

possui ampla latitude em relacdo a radiagéo ionizante, portanto, variacées



79

de posicionamento e no tempo de exposicdo aos raios X podem
influenciar na medi¢cdo da densidade Optica. Tendo conhecimento deste
fato, € necessario o cuidado com a metodologia radiografica para
aquisicao das imagens. Portanto, no presente trabalho, para efetuar uma
andlise da densidade O6ptica mais fidedigna, procurou-se seguir uma
padronizacao, eliminando variaveis que podem influenciar nos resultados.
Utilizou-se a técnica de paralelismo, com distancia focal de 40 cm, sendo
que o posicionamento da tibia do animal estava o mais proximo possivel
do sensor, diminuindo o espacgo entre eles e com isto, buscou-se as
condigdes para a obtengdo de uma imagem com melhor projecao no filme
ou no sensor, que sdo raios X paralelos e incidindo perpendicularmente
ao filme ou sensor e ao objeto. O objetivo consiste em aumentar a
precisao da radiografia, resultando em menor distor¢do da imagem. Nesta
pesquisa, tomou-se o cuidado de adquirir uma imagem isenta da
sobreposicao da fibula com a tibia, ja que os animais foram radiografados
in vivo e anestesiados (Figura 4).

Considerando que este trabalho possuiu apenas o foco
radiografico como exame comparativo e de andlise, enfatiza-se que os
mesmos animais que comecaram a pesquisa foram sacrificados depois de
dois meses e, com isso, houve a oportunidade de acompanhamento e
evolugcdo destes em relacao a massa corporea, eliminando a variavel de
alteracao bioldgica decorrente do proprio individuo (Apéndice B). O fato
do numero de animais dos grupos avaliados neste trabalho serem
diferentes, refere-se a consideracdo por parte dos autores de uma
necessidade maior de animais destinados ao grupo tratado com fenitoina,
ja que o comportamento e a resposta destes ao farmaco poderia
apresentar efeitos idiossincraticos e, portanto, nao relatados na literatura,
que poderiam levar ao Obito do espécime. Tendo em vista esta
possibilidade, considerou-se uma margem de seguranca no tratamento
desses animais, contando com oito espécimes. No periodo experimental

de 30 dias, houve a perda de apenas um macho do grupo tratado com
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fenitoina. J& o grupo SHAM, contou com cinco animais, pois nao se
considerou necessario um numero maior, visto que estes apenas iriam
sofrer o estresse cirargico, ja descrito na literatura. O grupo de ratos
submetidos a castragcdo contou com seis espécimes, ndo sendo
necessario maior numero, pois a resposta biolégica frente ao protocolo de
castracdo ja é conhecido® %-38¢%9,

No que se refere a dosagem e esquema terapéutico
aplicados ao uso da fenitoina nesta pesquisa, adotou-se como sendo
adequada a posologia de 5mg/kg/dia. Esta dosagem corresponde a
transformacao da dosagem terapéutica usualmente ministrada em seres
humanos que sofrem crises convulsivas, para que sejam aplicados em
ratos levando em consideragdo a massa corporal do animal. Embora

.54 em 2001, Onodera et al. & |

outros trabalhos como o de Onodera et a
em 2002 e Onodera et al. ®, em 2003 tenham utilizado a dosagem de
20mg/kg/dia do farmaco, ou seja, quatro vezes maior que a ministrada
nesta pesquisa, reitera-se que esta escolha é decorrente a aplicabilidade
clinica da fenitoina, pois ndo foi uma das propostas deste estudo a
verificacdo de manifestacbes bioldgicas provenientes de uma
superdosagem do farmaco. Teve-se como interesse principal verificar a
ocorréncia da possibilidade da osteopenia em dose eminentemente
terapéutica e ministrada segundo a indicagcao principal do medicamento.
Para tanto, estudou-se muitos trabalhos, como os de Kubota et al.**, em
1999, Ensrud et al.?!, em 2004, Kulak et al. *°, em 2004, Pack e Morrell®®
em 2004, Pack et al. &, em 2005, realizados em humanos, os quais
acompanharam e verificaram a repercussao do uso de farmacos
antiepilépticos, entre eles, a fenitoina, a longo prazo. Outra variavel
interessante de tais trabalhos é a faixa etaria que compreendia a
pesquisa, ja que nao raro, acometia mulheres que estavam recebendo
terapia de reposi¢cao hormonal. Em todos eles verificou-se a associagédo

com a diminui¢cao da densidade mineral 6ssea.
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Outro fato a ser abordado com relagdo ao presente
trabalho é a via de administragao da fenitoina. Este medicamento possui
uma absorcdo mais eficiente pela via oral segundo Kliemann e Monte*,
e além disso, o autor relata que outras vias de administracdo ndo sao
indicadas, visto que o farmaco em questdo pode atuar de forma
imprevisivel e nao ter eficacia na absorgdo. Tendo estes motivos em vista,
e associando ao fato de que procurou-se reproduzir a via de
administragcdo realizada em humanos, optou-se por usar a via de
administracao oral, da mesma forma que o trabalho de McCartney et al.>®
(5mg/kg/dia) em 1999 e contrapondo aos trabalhos de Onodera et al. **®,
que optaram pela via subcutanea e também a outros dois trabalhos
realizados por Ohta et al.%*3 em 1995, que optaram pela via
intraperitoneal. Provavelmente, a escolha dessas vias de administracao
pelos autores mencionados acima, seja referente a facilidade de
manuseio técnico em relagdo aos animais, visto que a administragéo por
via oral mediante gavagem, como foi realizado nesta pesquisa, exige um
maior cuidado e tempo despendido, como também um dominio técnico da
gavagem para que esta seja realizada de forma adequada sem causar
danos nos animais.

Nesta pesquisa utilizou-se ratos machos e fémeas,
visando também, evidenciar se ocorreria diferencas nos valores de
densidade Optica radiografica entre os mesmos, e com isso indicando a
possivel diferenca no comportamento fisiolégico e farmacoldgico a que
foram submetidos. Sabe-se, na literatura, que estas diferencas podem ser
observadas, uma vez que 0 mecanismo de regulagdo hormonal e outras
variaveis, podem ter uma resposta fisiopatologica e farmacoldgica
diferindo entre machos e fémeas. Um trabalho que avalia especificamente
diferencas entre os sexos da prole de ratas tratadas com fenitoina é o de

McCartney et al. >

, 0 qual teve como variaveis de estudo, efeitos
comportamentais e de desenvolvimento tais como: alteragcoes de abertura

de olho, orientacdo olfatéria e tempo de resposta a um estimulo, entre
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outras. Num contexto geral, os autores verificaram que os machos foram
mais afetados no que concerne as variaveis descritas. Com relagdo as
diferencas entre 0os sexos quando aplicado o protocolo de castracdo e/ou
ovariectomia, evidencia-se que existe maior quantidade de trabalhos que
avaliam a osteopenia em ratos fémeas, fato que pode ser relacionado ao
acometimento da osteoporose em maior grau e prevaléncia estatistica em
mulheres na pés-menopausa. Estdo englobados neste quesito, trabalhos

.23 | Carvalho e Cliquet Jr'?, em 2003, Lane et al.

como o de Akyama et a
6 em 1998, Matsunaga et al.>*, em 1999, Mello e Gomide®®, em 2005,
Tanaka et al.*’? em 2002 e em 2003, Yang et al'” % em 2003 e em
2005. Por outro lado, trabalhos que envolvam como foco a avaliagdo em
ratos orquiectomizados encontram-se em menor nimero podendo serem
citados os de Vanderschueren et al.?® e de Wakley et al.'"®. Um trabalho
que avalia ambos 0s sexos, ou seja, na realizagdo da ovariectomia e

orquidectomia é o de Most et al.®°

que verificou que em ambos 0s géneros
ocorreu um aumento osteoclastogénico em ratos, 0 que esta associado
com a fase inicial rdpida da perda 6ssea.

A despeito dos fatos abordados acima, nesta pesquisa,
ao se realizar o teste Tukey, verificou-se que os valores de densidade
Optica radiografica nao foram estatisticamente significantes entre os
sexos, denotando que na metodologia empregada nao foi possivel
observar-se dados a respeito de possiveis diferencas existentes no
processo de perda de massa éssea em machos e fémeas.

Com relacdo a utilizaggdo do sistema digital,
anteriormente ja foram descritos fatores que tornam tal uso favoravel.
Entretanto, faz-se necessério algumas colocagbes em relacdo as
limitagbes inerentes a estes sistemas. Entre elas, podem ser destacadas
o alto custo inicial, sensor constituido com area relativamente pequena e
dimensdes externas consideravelmente grandes dificultando o correto

posicionamento na cavidade bucal'® 1°© 1%,
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Levando em consideracdo todas as caracteristicas dos
sistemas digitais ja abordados, evidencia-se trabalhos que tiveram como
proposito comparar a efetividade deste sistema com o filme periapical, tal
como o realizado por Béscolo et al.'®, em 2001, na qual constatou-se que
os sistemas digitais avaliados, excetuando-se o Sens-A-Ray, ofereceram
imagens em condigbes ideais de diagnéstico. Os sistemas digitais
possuem ampla utilizagdo em diversas areas do setor odontolégico,
incluindo na Endodontia, Dentistica, Implantodontia, como pode ser
evidenciado nos trabalhos de Clasen e Aun'®, em 2001, Gréndahl?’, em
1992, Hintze et al.®', em 1994, Puppin et al.”®, em 2001, Versteeg et al.*,
em 1997. Em trabalhos que envolvem analises radiograficas em tecido
6sseo, foi encontrada maior prevaléncia de estudos nos quais a
realizacdo de defeitos dsseos sdo uma constante, como na pesquisa de
Moraes et al.*®, na qual acompanharam radiograficamente a evolugéo do
processo de reparacdao 6ssea em determinados periodos mediante
andlise da densidade Optica do defeito criado. Esta metodologia também
pode ser evidenciada no trabalho de Martins et al.® que tiveram como
foco avaliar a efetividade de um antiinflamatério no processo de
reparagao 6ssea em defeitos realizados em ratos por meio da densidade
Optica radiografica. Nos referidos trabalhos, torna-se mais evidente e
rapido o acompanhamento do processo de reparo 6sseo, em virtude da
delimitacdo especifica da area. Desta forma, a variacao dos tons de cinza
da regido é analisado no transcurso do processo evolutivo de reparacao,
devendo-se interpretar com subsidios de conhecimento fisiolégico a
ocorréncia de tais fatos. Fato semelhante também ocorre no estudo de

Werkman et al.'®

, em 2006, que avaliou os efeitos terapéuticos de dois
medicamentos no reparo de lesbes dsseas em ratos submetidos a
castracdo por exame histolégico, histomorfométrico e também
radiografico, sendo este ultimo por meio da avaliacdo da densidade éptica
radiografica obtida mediante radiografia digital. Pode-se verificar que

existiu concordancia dos resultados da avaliagcao radiografica com os das
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metodologias de analise, evidenciando-se assim a efetividade desta
metodologia de avaliagdo do diagndstico.

Por outro lado, verifica-se poucos trabalhos na literatura
que analisem alteracbes Osseas sem o envolvimento de defeitos
cirurgicos realizados, ou seja, estudos especificamente em 0ssos

integros. Neste quesito, tem-se o trabalho de Silva et al.®*

, em 2007, que
verificou o efeito do alcoolismo crénico sobre a densidade 6ssea por meio
da avaliagdo da densidade éptica radiografica em ratos e no qual se
utilizou um sistema digital como ferramenta de avaliagdo. O parametro
0sseo de analise, no estudo mencionado, foi o fémur, por ser este um
0sso longo amplamente acometido pela osteoporose. Os autores
escolheram duas areas padronizadas deste osso. A regido da porcao
média de tamanho (60 x 20 pixels) e a regido condilar (20 x 20 pixels).
Tendo a especificagdo como base, no presente trabalho também foram
selecionadas duas areas padronizadas de mesmo tamanho, abrangendo
20 x 20 pixels, dispostos na regidao do terco médio da tibia,
correspondente a diafise, sem o envolvimento das corticais laterais, e na
regido de transicdo entre a porcao condilar (epifise) e a diafise,
denominado de metéafise®*®.

Com relagdo aos resultados desta pesquisa, verifica-se
diferencas estatisticamente significantes e estas estdo dispostas nas
Tabelas de 4 a 7 do teste Tukey, nas quais evidencia-se 0s grupos
heterogéneos. A Tabela 4, correspondente as médias de densidade
Optica nos grupos experimentais, e periodos de avaliacdo em machos na
regido da diafise. Verificou-se que apenas o grupo VI, ou seja, o tratado
com a fenitoina (5mg/kg/dia), diferiu dos demais grupos no periodo de 60
dias. Da mesma forma, pdde-se evidenciar na tabela 6 que ocorreu a
mesma manifestacdo bioldgica em fémeas, ou seja, apenas 0 grupo
tratado com a medicacio proposta, apos 60 dias, diferiu em relagdo aos
demais grupos. Esta diferenca foi representada graficamente nas Figuras

14, correspondente a este aspecto em machos e 15, evidenciado em
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fémeas. No gréfico da Figura 16, pOde-se verificar claramente tais
diferencas do grupo tratado com fenitoina em ambos os sexos, quando
comparados aos demais no periodo de 60 dias, na diafise. Estes
resultados de diminuicdo de densidade éssea, estdo de acordo com o0s
trabalhos de Onodera et al. ®*® em 2001, 2002 e 2003 que realizaram
também uma inducdo a osteopenia pelo mesmo medicamento, tendo
como foco de avaliagéo, a menatetrenona, um homadlogo da vitamina Kz a
fim de verificar a possibilidade de prevengéo do efeito osteoclastogénico
do farmaco.

A ministragéo da fenitoina nos trabalhos referidos acima,
por cinco semanas foi efetiva para a ocorréncia da alteracdo de massa
0ssea, enquanto neste trabalho foi evidenciado aos 60 dias. Outro
aspecto a ser abordado, € que nos trabalhos mencionados encontrou-se
efeito da fenitoina tanto na metafise quanto na diafise femural e/ou tibial,
fato que na presente pesquisa ocorreu apenas na diafise. Nas Tabelas 5
e 7 do teste Tukey, em machos e fémeas na metafise respectivamente,
verificou-se a homogeneidade dos grupos estudados, independente do
periodo avaliado. Estas duas Tabelas foram representadas graficamente
nas Figuras 7 a 13. Nestes graficos, embora ndo se tenha evidenciado
nenhuma diferenga estatisticamente significante na metéfise tanto no
periodo de 30 quanto no de 60 dias, péde-se verificar que houve uma
diminuicdo da densidade éptica quando comparado ao grupo SHAM, que
representa neste caso, o grupo controle. Tais resultados permitem
apontar que neste trabalho, a fenitoina teria tido maior agdo da regiao
diafisaria, ainda que na metodologia empregada, essa foi a Unica
evidenciacdo do efeito do farmaco, embora diferengas de resposta da
metafise e diafise frente ao medicamento poderiam ser esperadas, de
acordo com o trabalho de Ohta et al. %3, em 1995, no qual evidenciou-se,
mediante parametros 6sseos histomorfométricos, que a metafise e diafise
possuem respostas diferentes a alteracées ésseas, sendo, entdo, dose-

dependentes em relacdo a utilizacdo da fenitoina. Fato interessante
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observado no trabalho de Ohta et al.%®, é que estes autores avaliaram
diferentes doses de fenitoina incluindo a dose ministrada nesta pesquisa,
que foi de 5mg/kg/dia. Para doses maiores que esta em questdo, no caso
50 ou 150 mg/kg/dia verificou-se, por parametros bioquimicos, que o nivel
de osteocalcina e fosfatase alcalina estavam aumentados. Estes dados
denotam aumento da remodelacado, ja que estes sdo parametros da
reabsorgdo éssea. Em doses menores, como as de 1 e 5 mg/kg/dia, os
resultados que os autores obtiveram sugeriram que houve formagao
0ssea, tendo, portanto, um potencial osteogénico. Deve-se ressaltar que o
tempo de administragdo no trabalho de Ohta et al.®® foi de 47dias para as
dosagens maiores e de 42 para as menores. Em trabalho posterior a
este, Ohta et al.®?, associaram o fluoreto com mesma dose de fenitoina
usada nesta pesquisa e ministrada por 36 dias, verificando que a
associacdo destes estimulou a neoformagdo éssea. Lau et al.*®, também
evidenciaram em seu trabalho um aumento de marcadores osteogénicos
in vitro (em concentragées micromolares) e in vivo, em humanos.

A variavel comportamental farmacocinética dos efeitos
terapéuticos da fenitoina diante dos resultados desses trabalhos descritos
e somados ao presente estudo, ratificam o fato deste medicamento ser
considerado de cinética de ordem zero, ou seja, ndo possui um
comportamento uniforme quando analisada sua curva dose-resposta para
parametros farmaco-cinéticos, como é o caso da maioria dos outros
farmacos de cinética de primeira ordem, podendo estar sujeito a variagées
de dose, forma de administragéo e variaveis individuais °.

Outro aspecto que deve ser abordado no que se refere
aos resultados desta pesquisa, sao o0s resultados dos grupos
ovariectomizado e orquiectomizado. Como descrito anteriormente,
verificou-se que ndo existiram diferencas significantes entre os grupos
submetidos a castracéo, tanto no periodo de 30 dias, nas duas areas
analisadas, como também no periodo de 60 dias. Apesar disso, nos

graficos das Figuras 7, 8, 9, 11, 12 e 13, de forma geral, pdde-se
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evidenciar que houve sempre uma meédia de densidade 6ptica menor no
grupo castrado, em relagdo aos demais grupos, inclusive quando foi
comparado com o grupo tratado com fenitoina, uma vez que este ultimo
apresentou significancia apenas em diafise de 60 dias em ambos os
sexos, como ja discutido. O fato de n&o termos encontrado significancia
no grupo submetido a castracao pode nao ser indicativo de que nao tenha
ocorrido a diminuigdo da massa 0ssea, pois como ja foi descrito
anteriormente, sabe-se que o modelo experimental de castracdo neste
periodo foi eficaz no estudo da inducdo a osteopenia, em diversos
trabalhos como os de Akyama et al.?® Carvalho e Cliquet Jr'?, Lane et
al.*®, Matsunaga et al.>*, Mello e Gomide®®, Tanaka et al.’", Yang et al.
108109 yyanderschueren et al.®”®® Wakley et al.'? que utilizaram tal
protocolo de inducdo em seus estudos, sendo este intensamente
pesquisado. Como demonstrado por tais autores, a ocorréncia da
diminuicdo da massa 6ssea pode ser evidenciada no periodo de 30 dias
decorrido o procedimento de ovariectomia ou orquiectomia. Portanto, por
dados extensamente discutidos e validados na literatura, torna-se valido
afirmar a possivel ocorréncia de perda Ossea nao detectada pela
metodologia radiografica em nossa pesquisa. Pode-se sugerir que para
a evidenciacdo de diferenga significativa estatisticamente, para tal
metodologia, fosse necessario um periodo maior de observacgao, ou seja,
trata-se da sensibilidade insuficiente apresentada pela forma diagnéstica
para deteccao de perda 6ssea em periodos precoces.

O fato apresentado acima nao invalida a utilizacao do
sistema digital e por sua vez, a avaliagao por meio da densidade éptica
radiogréfica, uma vez que este método foi sensivel em apurar a diferenga
de densidade Optica radiografica causada pela fenitoina. Por isto, ndo é
demasia afirmar que, em vista dos dados considerados, o farmaco em
questado, nas condi¢des utilizadas nesta pesquisa, atuou como um fator
indicativo de diminuicdo da massa 6ssea maior do que a provocada pela

supressao hormonal. Entretanto, apesar do fator indicativo da ocorréncia
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da condigdo osteopénica, nao se pode afirmar de forma conclusiva tal
situagéo, o que proporciona a constatacdo que o exame radiografico deve
atuar como um meio a ser complementado por outros métodos, como
histomorfométrico e  bioquimico como evidenciado nos trabalhos ja
discutidos. Dessa forma, com o conjunto global de informagbes obtidas,
pode-se ter maior contribuicao cientifica do comportamento fisiolégico dos
modelos de estudo, frente a medicamentos que provoquem alteragbes
Osseas, enriquecendo e explicando com maior parciménia as variagées a
que estes animais foram submetidos. Torna-se interessante ressaltar que
uma das observagdes naturais e inerentes a esta pesquisa, embora nao
explicitada como objetivo primordial, foi a avaliagdo do desempenho do
sistema digital na analise de condigcdes clinicas de osteopenia, como meio
eficaz de diagnostico de perda 6ssea. Esta avaliagdo podera, juntando-se
a pesquisas futuras, suprir de respostas as indagagbes referentes a
eficacia dos sistemas digitais diretos frente a necessidade de avaliacdo
clinica do cirurgido-dentista no que se refere ao planejamento de
condutas terapéuticas para pacientes que, eventualmente, estejam
submetidos ao tratamento crénico com farmacos antiepilépticos e,
simultaneamente, necessitados de intervengdes cirlrgicas odontolégicas

gue envolvam a reparagao 0ssea cranio-facial.



7 CONCLUSAO

Baseado nas condigbes experimentais da presente
pesquisa, e a partir dos resultados obtidos, péde-se concluir que:

a) nado houve diferenca estatistica significante nos
valores de densidade Optica radiografica do 0sso
avaliado (tibia) nos grupos ovariectomizado (lll) e

orquiectomizado (1V) nos periodos avaliados;

b) os efeitos da fenitoina (5mg/kg/dia) na perda de
massa Ossea foram observadas radiograficamente
por meio da diminuicdo da densidade Optica
radiografica em ambos os sexos aos 60 dias de
observacao na diafise de tibia;

c) o sistema digital direto Trophy atuou como indicador
da diminuicdo da densidade 6ssea em 0sso integro

provocada pela fenitoina na dose de 5mg/kg/dia;

d) a diminuicdo de densidade 6&ssea em ratos
ovariectomizados e/ou  orquidectomizados  nos
periodos de analise propostos nesta pesquisa nao foi

detectada por meio do sistema digital Trophy.
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Anexo A — Documento comprobatério da aprovagédo da pesquisa pelo
Comité de Etica.



Apéndice A
Tabela 8 - Média, variancia, erro da média e coeficiente de variagdo dos dados
de densidade Optica segundo as variaveis: tratamento, periodo de

observacao e area 6ssea de analise em ratos machos.

Grupo Contagem Média Varidncia erro média Coef Variagdo(%)

MSOm 5 191,8 27,0 2,3 14,1
MS0d 5 186,0 37,5 2,7 20,1
MS30m 5 190,9 47,6 3,1 24,9
SHAM MS30d 5 179,6 119,5 4,9 66,6
MS60m 5 186,9 17,2 1,9 9,2
MS60d 5 179,8 21,3 2,1 11,8
MCOm 6 196,0 72,3 3,5 36,9
mMcod 6 189,7 31,6 2,3 16,7
MC30m 6 181,2 200,9 58 110,9
CASTRADO MC30d 6 186,3 290,1 7,0 155,7
MC60m 6 179,6 55,4 3,0 30,8
MC60d 6 184,7 69,3 3,4 37,5
MFOm 8 199,1 76,4 3,1 38,4
MFod 8 200,2 5,3 0,8 2,6
FENITOINA MF30m 7 187,2 21,8 1,8 11,7
MF30d 7 184,2 185,3 5,1 100,6
MF60m 6 182,6 46,4 2,8 25,4
MF60d 6 136,2 506,9 9,2 372,0

Tabela 9 - Média, variancia, erro da média e coeficiente de variagdo dos dados
de densidade Optica segundo as variaveis: tratamento, periodo de

observacao e area 6ssea de analise em ratos fémeas.

Grupo Contagem Meédia  Varidncia erro média Coef Variagdo(%)

FSOm 5 184,2 31,6 2,5 17,2

FSod 5 174,3 23,9 2,2 13,7

FS30m 5 193,0 26,2 2,3 13,6

SHAM FS30d 5 179,5 64,9 3,6 36,2
FS60m 5 189,4 89,4 4,2 47,2

FS60d 5 174,5 48,3 3,1 27,7

FCOm 6 178,5 1443 4,9 80,8

FCod 6 173,4 47,7 2,8 27,5

FC30m 6 181,8 44,3 2,7 24,4

CASTRADA FC30d 6 177,6 109,9 4,3 61,9
FC60m 6 1747 42,0 2,6 24,0

FC60d 6 175,9 38,6 2,5 22,0

FFOm 8 194,9 44,2 2,4 22,7

FFod 8 181,9 15,1 1,4 8,3

: FF30m 8 190,2 61,3 2,8 32,2
FENITOINA FF30d 8 180,0 8,2 1,0 4,5
FF60m 8 178,7 26,6 1,8 14,9

FF60d 8 125,3 85,2 3,3 68,0




Apéndice B
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FIGURA 16 — Grafico das massas corpéreas dos trés grupos experimentais em

ratos machos.
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FIGURA 17 — Grafico das massas corpéreas dos trés grupos experimentais em

ratos fémeas.
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ABSTRACT

The aim of this research was to compare the osteopenia degree induced by
phenytoin with the castration in rats for thirty and sixty days. Thirty seven rats
were divided into six experimental groups: five Sham female (1); five Sham male
(ll); six female ovariectomy-operated (lll); six male orchidectomy-operated (1V);
eight female phenytoin-treated with 5mg/kg/day (V) and seven male phenytoin-
treated with 5mg/kg/day. Digital radiographs were taken at baseline, thirty and
sixty days from the left tibiae of the all groups. The X-Ray machine used was the
765 DC® with 65 kVp, 7mA, 40 cm distance focus- sensor and exposure time of
the 0,032s. The direct digital device used was the RVG® (Trophy) and the values
of the optical density were obtained from metaphysis and diaphysis tibial using
the histogram of the software Adobe Photoshop. The measurements were
submitted to ANOVA and Tukey test (5%). The results showed no possess
statistically significant difference between ovariectomy-treated and orchidectomy-
treated groups from osteopenia induced, however, the phenytoin medication
indicates this situation in male and female for diaphysis tibial at sixty days.

KEYWORDS: Digital radiographic; bone diseases; phenytoin.
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