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Modelo de inducdo de osteoporose em coelhas —
avaliacdo radiogréfica

[Rabbit osteoporosis induction model - radiographic evaluation]
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A osteoporose é uma desordem metabdlica do
tecido 6sseo, com prevaléncia crescente na
populagdo humana, que se caracteriza por
desequilibrio entre a formacdo e a reabsorcao
0ssea, havendo perda de massa e redugdo da
densidade, acompanhada por danos na
microarquitetura, que aumentam 0s riscos de
fraturas (WHO Study group, 1994). Pode ser
classificada, segundo a causa, em primaria (tipos
I e I) e secundéria. A osteoporose primaria tipo |
estd associada a deficiéncia de estrégeno,
enquanto a tipo Il estd associada ao
envelhecimento, fase em que ocorre deficiéncia
cronica do célcio, aumento da atividade do
paratormdnio e menor formagdo Ossea. A
osteoporose secundaria é a perda 6ssea associada
a processos inflamatorios, alteragfes endocrinas
e uso de drogas (Korkia, 2002).

O modelo experimental descrito como “padrdo
ouro” para estudo da osteoporose utiliza ratas
ovariectomizadas (Thompson et al., 1995).
Entretanto, esse modelo apresenta Varias
desvantagens, como a incapacidade de alcangar a
maturidade esquelética, a falta de um sistema
haversiano e a baixa taxa de remodelacdo no
0sso cortical. Além disso, 0 tamanho do 0sso nao
permite um defeito Osseo critico para melhor
avaliacdo de possiveis tratamentos (Veterano,
2013). Nesse contexto, os coelhos vém sendo
utilizados em estudos experimentais por nao
possuirem tais desvantagens, sendo considerados
um modelo experimental mais adequado para
avaliacdo de alguns tratamentos. No modelo com
coelhas, € necessdria a associacdo da
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ovariectomia com administracdo de
glicocorticoides, entretanto, na literatura, existem
diferentes protocolos com resultados variados e
nem sempre satisfatérios (Castafieda et al., 2008;
Baofeng et al., 2010).

Assim, com o objetivo de estabelecer um modelo
de inducdo de perda Gssea em coelhas para o
estudo da osteoporose, 18 coelhas foram
submetidas a inducdo da osteoporose pela
associacdo de ovariectomia e administracdo de
glicocorticoide. As normas de conduta para 0 uso
de animais no ensino foram seguidas
rigorosamente e o projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (Ceua) da
Universidade Federal de Vicosa, sob protocolo
49/2014.

Para a cirurgia de ovariectomia, 0s animais
foram anestesiados com a associacdo de
quetamina (12,5mg/kg) e midazolam (1mg/kg),
via intramuscular, e mantidos com isoflurano,
administrado por via inalatéria, com o auxilio de
mascara, diluido em oxigénio 100% em
quantidade suficiente para a realizacdo do
procedimento. Para o controle da dor no trans e
no pos-operatorio imediato, foi realizada
anestesia epidural lombossacra, com associa¢do
de lidocaina (0,2ml/kg) e morfina (0,1mg/kg).
Com os animais anestesiados, foi realizada uma
celiotomia mediana retroumbilical de 4cm. Em
seguida, foi realizada incisdo na linha alba, com
exposicdo da cavidade abdominal.

O ovario esquerdo foi exposto e, ap6s a
identificacdo dos vasos ovarianos, nestes foi
realizada hemostasia temporaria preventiva, com
0 auxilio de wuma pinga hemostatica.
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Posteriormente, foi feita a ligadura dos vasos
com fio é&cido poliglicdlico 2-0. O mesmo
procedimento foi realizado no ovario direito. Em
seguida, foi realizada sutura da linha alba, com
fio de nailon 2-0, no padrdo Reverdin, bem como
do subcutdneo, com Vicryl 3-0, no padrdo
simples continuo e, por fim, procedeu-se a sutura
da pele com fio de nailon 2-0, no padrdo Wolff.
A ferida foi, entdo, protegida com curativo e
roupa cirdrgica. A analgesia pés-operatdria foi
realizada com 10mg/kg de tramadol, via
subcuténea, a cada oito horas, durante cinco dias.
A administragdo do glicocorticoide foi iniciada
duas semanas apds a ovariectomia, para que ndo
interferisse na cicatrizacdo da ferida cirdrgica.
Foram administrados, por via intramuscular, na
dose de 1mg/kg de metilprednisolona, em dias
intercalados, durante duas semanas.

Imediatamente antes da ovariectomia e seis
semanas ap6s o término do glicocorticoide,
foram realizadas radiografias do olecrano direito
na posicdo mediolateral, sendo a técnica
radiografica padronizada, com quilovoltagem de
45kv, miliamperagem de 100mA, tempo de 0,07
segundos e distancia foco-filme de 95cm. Todas
as radiografias foram tomadas com um
penetrémetro de aluminio (Fig. 1A), constituido

por cinco degraus, com espessura de 0,3mm
entre cada um deles, posicionado préximo ao
olecrano. As imagens obtidas foram analisadas
no programa Imagel®, para determinacdo da
densidade dssea em milimetros de aluminio (mm
Al), da seguinte forma: foi selecionada uma éarea
de 25 x 200 pixels, com auxilio da ferramenta de
selecdo retangular, em cada degrau do
penetrémetro, sendo, entdo, aferida a tonalidade
média de cinzas. Os valores obtidos foram
armazenados sob a forma de tabelas, e, de posse
da informacdo do nivel de cinza e de sua
respectiva espessura, foi obtida uma regresséo
linear, no programa Excel, em que a coordenada
X é a densidade em mm de Al, e Y o nivel de
cinza (Fig. 1B).

Posteriormente, a ferramenta de sele¢do de area
eliptica foi utilizada para obtencdo do valor do
grau de cinza da regido do defeito no olecrano,
no tamanho de 50 x 50 pixels. Esses valores
foram substituidos na férmula obtida por meio
do penetrdmetro, fornecendo a densidade em mm
de Al da regido desejada. A densidade
radiografica da inducéo foi analisada pelo teste t-
pareado, no programa SigmaPlot 11.0,
considerando-se nivel de significancia de 5%.

Densidade X Grau de cinza

s ®
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Figura 1. (A) Radiografia mediolateral do olecrano de coelho, ao lado do penetrémetro, apds 42 dias do
término da aplicacdo do glicocorticoide. (B) Exemplo do gréafico e da fungdo linear de um animal, obtidos
a partir do grau de cinza dos degraus do penetrémetro. O modelo de inducdo utilizado no presente
trabalho foi baseado em estudos realizados por Castafieda et al. (2008), os quais observaram que, para a
inducdo da osteoporose em coelhas, apenas a ovariectomia ndo é suficiente, sendo necessaria a associagao
com a aplicagdo de glicocorticoide. A densidade radiografica média dos animais antes do processo de
indugdo da osteoporose, ou seja, antes da ovariectomia e do glicocorticoide, foi igual a 2,305+0,488mm
Al. Em contrapartida, 42 dias ap6s o término da aplicagdo do glicocorticoide, a densidade radiografica foi
de 1,575x0,174mm Al, representando uma queda significativa (P<0,05) da densidade ao longo do tempo,
0 que comprova que o protocolo adotado para indugdo da osteoporose foi capaz de desencadear perda
0ssea nesses animais, conforme esperado.

A deficiéncia do estrégeno, associada a
administracdo de glicocorticoide, foi capaz de
promover um desequilibrio entre a reabsorcéo e a

formacdo Gssea, possivelmente por meio do
aumento da produgdo de RANKL, da diminui¢do
de OPG e da diferenciagdo e funcdo dos
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osteoblastos, conforme descrito por Khosla et al.
(2012).

A reducéo da densidade mineral éssea em termos
percentuais foi de aproximadamente 31,6%,
semelhante ao resultado encontrado por Baofeng
et al. (2010), que observaram uma redugdo de
36% na densidade dos animais que receberam
corticoide associado & ovariectomia. E
importante ressaltar que a osteoporose humana é
definida como uma redu¢do na DMO de mais de
2,5 desvios-padrdao (WHO Study group, 1994), o
que seria equivalente a aproximadamente 25%,
indicando que a perda dssea dos animais, no
presente estudo, foi suficiente para ser
caracterizada como osteoporose.

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO Study
group, 1994) também definiu que a densitometria
Ossea € a ferramenta padrdo para o diagndstico
da osteoporose, entretanto, na medicina

veterinaria, existe o inconveniente de que o
paciente a ser examinado deve permanecer, no
minimo, de 10 a 15 minutos imdvel, sendo
necessaria a utilizagdo de protocolos anestésicos
para a realizacdo do exame (Toll et al., 1994).
Por outro lado, a densitometria Optica
radiogréfica, adotada no presente trabalho,
possui vantagens, como baixo custo, rapidez,
precisdo e simplicidade de execugdo, quando
comparada as outras técnicas utilizadas, e vem
sendo amplamente utilizada no diagndstico e
acompanhamento das afeccfes dsseas, com boa
confiabilidade (Prado Filho e Sterman, 2004;
Muramoto et al., 2005).

Com isso, pode-se afirmar que o protocolo
adotado foi suficiente para provocar uma perda
Ossea significativa, caracterizando um modelo
valido para o estudo de novos tratamentos para a
osteoporose.

ABSTRACT

In order to establish a bone loss induction model in rabbits to study osteoporosis, 18 rabbits underwent
ovariectomy and received methylprednisolone 1mg/kg intramuscularly on alternate days for two weeks.
Immediately before ovariectomy up to 42 days after methylprednisolone administration, radiographs of the
right olecranon were taken in the mediolateral position to evaluate the radiographic optical density. Before the
induction of osteoporosis, rabbits presented mean values of radiographic density of 2.305mm Al and at 42 days
of 1.575mm Al. The values obtained were submitted to ANOVA for repeated measures that revealed a
significant drop (P< 0.001) in the density over time, proving that the induction was able to trigger bone loss of
these animals. With this, it can be affirmed that the adopted protocol was enough to provoke a significant bone
loss, characterizing a valid model for the study of new treatments for osteoporosis.
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