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“Langa o barco contra o mar
Venha o vento que houver

E se virar, nada

Pega a mala que couber
Vira a estrada sem saber

E se perder, calma

Langa o barco contra o mar
Venha o vento que houver

E se puder, voa”

(O velho e o mar - Rubel)



RESUMO

Objetivo: O objetivo do presente estudo ¢ desenvolver, validar e tornar reprodutivel
regides de interesse anatomicas padronizadas para densidade mineral dssea (DMO) e
conteudo mineral 6sseo (CMO) de joelho de ratos em diferentes tempos da osteoartrite
(OA) formulando um guia de recomendagdes técnicas para utilizagdo do Absorciometria
de raios X de dupla energia, (DXA). Metodologia: Foram utilizados 7 ratos machos da
raca winstar divididos em 2 grupos intitulados Osteoartrite (OA) (n=6) e Teste (T) (N=1).
O grupo OA grupo foi submetido a transe¢do do ligamento cruzado anterior para indugao
da OA na 14° semana. Os animais foram anestesiados e escaneados pelo DXA na 14°, 19°
e 24° semanas. Posterirormente ao escaneamento todas as imagens dos animais foram
analisadas utilizando o software no modo pequenos animais especifico e de alta resolugdo
(resolucdo: 311 pm?) e foram confeccionadas regides de interesse anatdmicas nos 0ssos
frequentemente associados a OA de joelho fémur e tibia as regides de interesse foram
intituladas Fémur Distal e Tibia Proximal. Em sequéncia, foi desenvolvido, validado e
tornado reprodutivel o guia de recomendagdes técnicas com normatizagdes e
padronizagdes das técnicas para utilizagdo do DXA contendendo orientagdes especificas
para o pré e pos teste e confeccao de regides de interesse. Os avaliadores forem divididos
em dois grupos com 2 integrantes cada um os avaliadores foram classificados em
experientes e inexperientes. Foram realizados treinamentos para realizacdo do
posicionamento do animal e selecdo de regides de interesse para os avaliadores
experientes e inexperientes. Os avaliadores realizaram as atividades propostas seguindo
o novo guia de recomenda¢do confeccionados sem nenhuma interferéncia da
pesquisadora utilizando o rato do grupo T. Resultados: As validagdes das regides de
interesse em conjunto da formulag¢do das recomendacdes técnicas formularam uma base
valida e confiavel para avaliar a DMO e CMO em diferentes tempos de OA de joelho.
Conclusao: Os usos das regides de interesse validadas e do guia de recomendacdes
tornam analises objetivas e menos tendenciosa aumentando a eficiéncia nas
padronizagdes de pesquisas.

PALAVRAS-CHAVE: Osteoartrite, Absorciometria de raios X de dupla energia,

regido de interesse, validacao



ABSTRACT

Objective: The aim of the present study is to develop, validate and make reproducible
standardized anatomical regions of interest for bone mineral density (BMD) and bone
mineral content (BMO) of rat knee at different times of osteoarthritis (OA) by formulating
a guide to recommendations techniques for using dual energy X-ray absorptiometry
(DXA). Methodology: 7 male winstar rats were used, divided into 2 groups entitled
Osteoarthritis (OA) (n=6) and Test (T) (N=1). The OA group underwent transection of
the anterior cruciate ligament for OA induction in the 14th week. The animals were
anesthetized and scanned by DXA at the 14th, 19th and 24th weeks. After the scan, all
images of the animals were analyzed using the software in specific and high-resolution
small animal mode (resolution: 311 pm?) and anatomical regions of interest were made
in the bones often associated with OA of the knee, femur and tibia. they were named
Distal Femur and Proximal Tibia. In sequence, the technical recommendations guide was
developed, validated and made reproducible, with norms and standardizations of the
techniques for using the DXA, containing specific guidelines for the pre and post-test and
preparation of regions of interest. The evaluators were divided into two groups with 2
members each, the evaluators were classified as experienced and inexperienced. Training
was carried out to perform the positioning of the animal and selection of regions of
interest for experienced and inexperienced evaluators. The evaluators carried out the
proposed activities following the new recommendation guide made without any
interference from the researcher using the group T mouse. Results: The validations of the
regions of interest together with the formulation of technical recommendations
formulated a valid and reliable basis for evaluating the BMD and CMO at different times
of knee OA. Conclusion: The uses of the validated regions of interest and the
recommendations guide make analyzes objective and less biased, increasing the
efficiency of research standardization.

KEYWORDS: Osteoarthritis, Dual energy X-ray absorptiometry, region of interest,
validation
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1.INTRODUCAO

Atualmente muito se discute sobre o papel do osso subcondral no inicio e
progressdo da Osteoartrite (OA). Segundo Jung et al (2018), na OA alteragdes no 0sso
subcondral contribuem para a dispersdo das for¢as mecanicas de carga na articulagdo,
além disso, em sua pesquisa foram encontrados osteoclastos ativos durante o processo
patologico da OA. No processo fisiopatologico da OA o osso subcondral sofre uma
desregulacao na homeostase entre osteoblastos e osteoclastos (BOUDENOT et al., 2014)
0 que que resulta na diminui¢ao da espessura na placa 6ssea subcondral e osso trabecular,
mineralizacdo da matriz 6ssea e diminuicdo da densidade mineral 6ssea (DMO) e
conteudo mineral 6sseo (CMO) (BOTTER et al., 2011; ZHEN et al., 2013; KARSDAI et
al., 2014).

Para compreender o comportamento do osso subcondral, as modalidades de
imagem radiografica ndo convencionais demonstram com precisdo as alteracoes
fisiopatologicas in vivo do osso subcondral, incluindo principalmente a dual energy X-
ray absorptiometry (DXA) (BARR et al., 2015). O DXA tornou-se uma das melhores
técnicas para avaliar a DMO e CMO in vivo, e pesquisas indicam o0 DXA como um
equipamento rapido e eficaz para analise da DMO e CMO do joelho (SEPRIANO et al.,
2015; MURPHY, BRESNIHAN, FITZGERALD, 2001). O DXA pode analisar a
composi¢ao e espessura dos 0ssos com uma eximia precisao e exatidao (KARAHAN et
al., 2002). Além disso, o software de analise DXA permite analises de regides de interesse

anatomicas relacionada a doenga estudada (BOUDENOT et al., 2014).

No entanto, quando se trata de pequenos animais o DXA apresenta algumas falhas
devido a falta de referéncia em relagdo ao crescimento do animal e falta de um método
patronizado para posicionamento correto realizar as regides de interesse anatomicas que
dificultam a replicabilidade metodoldgica das pesquisas e validagdo das proprias
(BOULDENOT 2014; KARAHAN et al., 2002). Além disso, ndo foram encontrados
valores de referéncia para OA assim como, delineamento da area necessaria ou formatos
especificos para formulagdo de regides de interesse anatomicas (BOULDENOT et al.,

2014; KARAHAN et al., 2002; MURPHY; BRESNIHAN; FITZGERALD, 2001).
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Hé uma necessidade que dados de pesquisas sejam informativos e que apresentem
replicabilidade e comparagdes, ha uma crescente necessidade que esses dados
possibilitem e melhorarem a utilidade translacional de dados de modelos pré-clinicos e
mesologicos (MALFAIT & LITLLE, 2015), facilitando a comunicagdo entre
pesquisadores de todo o mundo.

Dessa forma, hd uma necessidade de recomendagdes técnicas que formulem uma
metodologia padronizada para utilizagdo do DXA em pesquisas longitudinais em
pequenos animais que inclua as principais lacunas encontradas na literatura como
padronizacdo do método de realizacdo de regides de interesse e posicionamento do
animal. Isso proporcionaré aos pesquisadores cometer menos erros durante seus periodos
experimentais durante as pesquisas com o0 DXA o que facilitara a disseminagao de dados
cientificos globais e a redu¢cdo do niumero de animais utilizados em pesquisas semelhantes
fornecendo pesquisas que sejam informativas possibilitando replicabilidade e

comparacoes.

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo € o de desenvolver, validar e tornar reprodutivel um

guia de recomendagdes técnicas para utilizagdo do DXA para OA de joelho de ratos.

2.2 Objetivo Especifico

Desenvolver e validar regides de interesse anatomicas padronizadas para DMO e

CMO de joelho de ratos em diferentes tempos da OA.
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3. METODOLOGIA

FASE 1 - Padronizac¢io das regioes de interesse e posicionamento do animal

3.1 Validacao de Métodos Alternativos

Nosso projeto estd em sintonia com as recomendagdes éticas da resolucao
normativa CONCEA n° 17.2014, pois segue o principio apresentado no Art. 2°. Para os
efeitos desta Resolucdo Normativa, considera-se: I — Método Alternativo: qualquer
método que possa ser utilizado para substituir, reduzir ou refinar o uso de animais em

atividades de pesquisa.

3.2 Animais

Seguindo nosso protocolo em nosso estudo foram utilizados 7 ratos machos Wistar
(rattus norvegicus) livres de patdgenos com peso inicial de (360+10g) e idade inicial de
12 semanas do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), que
permaneceram agrupados em gaiolas plasticas (2 animais por gaiola), com livre acesso a
agua e racdo. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Fisioterapia
(UFSCar), com as condigdes ambientais controladas (luminosidade: ciclo de 12h
(escuro/claro) em ciclo invertido ha temperatura de 26°C e umidade de 40% (KARAHAN
et al., 2002). O experimento foi conduzido de acordo com recomendagdes éticas
internacionais (National Research Council, 1996) e o projeto foi encaminhado ao Comité
de Etica em Experimentac¢io Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos e foi aproado

sob nimero: 1017090919 (ID 001342) (Anexo A).

3.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos intitulados Osteoartrite (OA) (n= 6) e

Teste (T) (n=1).
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3.4 Modelo Animal de Osteoartrite

O modelo animal de OA utilizado foi o da transecdo do ligamento Cruzado
Anterior (TLCA). Apenas o grupo OA foi submetido ao procedimento cirurgico. A TLCA
foi realizada bilateralmente com os animais sob anestesia (injecdo intraperitoneal de
solugdo de xylazina 8 mg/Kg/peso corporal e ketamina 60 mg/Kg/peso corporal),
seguindo as recomendagdes éticas internacionais (National Research Council, 1996).
Previamente a cirurgia, os joelhos dos animais foram tricotomizados e uma incisao de
aproximadamente 1 cm na regido medial do joelho foi realizada. Em seguida a patela foi
deslocada medialmente e o joelho flexionado a fim de expor o LCA. Com tesoura
oftdlmica o LCA foi seccionado. Posteriormente, a patela foi recolocada e os tecidos
suturados (GALOIS et al.,, 2004). Um teste de gaveta anterior positivo validou a
transec¢do do TLCA, que foi realizada por dois pesquisadores com intuido de reduzir o

viés de percepcao individual.

3.5 Avaliacdao no DXA

Foi utilizado o equipamento de Densitometria Ossea Dual-Energy X-
Rayabsorptiometry (DXA) da marca Hologic (Sistema de densitometria dssea de alta
performance - modelo Discovery A - Bedford, MA, USA). Em todas as avaliacdes, os
animais foram anestesiados (injecao intraperitoneal de solug¢ao de xylazina 8 mg/Kg/peso
corporal e ketamina 60 mg/Kg/peso corporal), seguindo as recomendagdes éticas
internacionais (National Research Council, 1996), para realizar o exame de densitometria
6ssea DXA na op¢ao do escaneamento de corpo total para pequenos animais. Todas as
imagens dos animais foram analisadas utilizando o software no modo de pequenos
animais especifico e de alta resolugdo (resolugdo: 311 pm?) para mensurar a DMO e CMO

da epifise do osso subcondral.

3.6 Desenho Experimental

O grupo OA iniciou as andlises com 14° semanas de idade onde foi realizado 0 DXA

e em seguida realizado a TLC, ap0s isso os grupos realizaram o escaneamento nas 19° e
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24° semanas sequentes. Durante todo o processo experimental os animais nao sofreram

nenhuma intervencao, apenas ficaram livres nas gaiolas com livre acesso a agua e racdo
Gliier et al (1995) (Figura 1).
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Figura 1. Delineamento Experimental.

3.7 Posicionamento do animal no DXA

Os ratos foram posicionados em decubito ventral na mesa nua seus membros
anteriores foram alocados em decubito palmar, os membros posteriores foram alocados
lateralmente com os joelhos levemente flexionados enquanto os pés foram posicionados
em decubito plantar (KARAHAN et al.,, 2002 & BOUDENOT et al., 2014), O

posicionamento foi estabilizado pelo uso de fita crepe nas patas inferiores, anteriores,

cabeca e rabo.

3.8 Avaliacao da densidade mineral 6ssea e conteido mineral 0sseo

Foi realizado na opg¢ao do escaneamento de corpo total no modo de pequenos
animais de alta resolugdo (resolugdo: 311 pum?). O escaneamento de corpo total de cada

animal foi realizado 3 vezes sem movimentacdo do animal na maca para posterior
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confeccdo das medias como sugerido por (MURPHY et al., 2001; NAGY et al., 2001;
HAWKINS et al., 2009) em pesquisas previas.

3.9 Definicoes de regioes de Interesse para analise de OA de joelho no DXA

Posterior ao escaneamento de corpo total as imagens dos animais foram analisadas
utilizando o software no modo de pequenos animais especifico e de alta resolucao
(resolucdo: 311 um?). Esse procedimento foi realizado para selecionar regides de interesse
que abordem dois dos principais ossos atingidos pela OA de joelho fémur e tibia 9
(BOUDENOT et al., 2014). As regides de interesse foram intituladas Fémur Distal (FD)
e Tibia Proximal (TP) para o lado direito e esquerdo: Fémur Distal Direito (FDD) e Fémur

Distal Esquerdo (FDE) e Tibia Proximal Direita (TPD) e Tibia Proximal Esquerda (TPE)

Descrigao da mensuracao das regides de interesse:

TP: Um quadrado foi desenhado manualmente. Dois lados devem ser desenhados
acima dos planaltos tibiais com o topo localizado nas espinhas intercondilares. Dois
outros lados foram desenhados ao redor do osso trabecular subcondral localizados perto
cabeca da fibula. A area média deve ser de 32,9 (31.4, 34.4) mm>.

FD: Um segundo quadrado foi desenhado manualmente. Dois lados estardo acima
dos condilos femorais e um terceiro lado separaréa os condilos femorais da patela. A linha
mais proxima produziu uma linha reta em continuidade ao condilo posterior e a ultima

linha. A area média deve ser (32,5, 35.7) mm?.

FASE 2: CONFECCAO DO GUIA DE RECOMENDACOES TECNICAS

3.10 Desenho experimental baseado na literatura

A confeccao do guia foi baseada na metodologia padrao de dois estudos, um de
validacdo de uma nova classificacdo para degeneracao de discos intervertebrais
(RUTGES et al., 2013) e outro também de validacdo, porém, de pontuacdo
ultrassonografico para OA de joelho (RIECKE et al., 2014).
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3.11 Geracao de itens

Para aumentar a qualidade do guia de recomendagdes, foi utilizado sistema de
classificagdo de PRITZKER et al., 2006. Que aborda os seguintes principios:
simplicidade, utilidade, escalabilidade, extensdo e comparabilidade. Simplicidade diz
respeito ao guia ser simples e reprodutivel, ser capaz de ser aplicado facilmente por
pesquisadores com niveis variados de experiéncia. Utilidade, o guia devera ser util para
avaliacdo experimental da OA. A escalabilidade, o guia devera ser escalavel e apresentar
fases e etapas que facilitem a sua interpretacao. Extensibilidade, o guia devera ser capaz
de abranger e acomodar as necessidades de pesquisadores de diversos niveis e ser passivel
de insercao de novos componentes quando reaplicavel. Comparabilidade o guia deve ser

capaz de ser harmdnico e relacionado eventualmente com sistemas de avaliagdo similares.

3.12 Confeccao do Guia

Em seguida, com base na literatura, testes e pilotos prévios, experiéncia do grupo
de pesquisa e reunides do nosso grupo de pesquisa, um novo guia de recomendacdes
técnicas foi desenvolvido. Foi confeccionado o guia de recomendagdes que possibilite a
padronizagao e replicabilidade de dados em pesquisas que envolvam a utilizagdo do DXA
com ratos com recomendacdes mais abrangentes como: posicionamento correto do
animal, forma correta de realizar o escaneamento evitando erros, peso minimo indicado
pelo aparelho, idade minima do animal, anestésicos apropriados para pesquisas
longitudinais e recomendagdes especificas para ratos com OA do joelho como melhores
maneiras de padronizar e realizar a regides de interesse com base nos principais 0ssos

atingidos pela doenga ( Apéndice C).

3.13 Treinamento para o posicionamento dos animais no DXA

Nesta etapa quatro avaliadores independentes, sendo dois avaliadores experientes
(possuem experiéncia com o DXA) e dois avaliadores inexperientes (ndo possuem

experiéncia com o DXA) realizaram o treinamento com intuito de evitar a subjetividade



22

de cada avaliagdo individual, e assim padroniza-la para todos os avaliadores, desde os
inexperientes até o pesquisador experiente.

Foram realizados dois encontros, com intervalo de uma semana e com a
participacdo de todos os avaliadores. No primeiro momento os avaliadores foram
treinados por meio de uma apresentagao onde foi exemplificado o que ¢ 0 DXA e vérias
radiografias aleatorias foram apresentadas aos avaliadores com diferentes
posicionamentos de ratos no DXA, e assim, os avaliadores as classificaram como
posigdes corretas ou incorretas sem nenhuma explicagdo quanto as caracteristicas
necessarias para o posicionamento correto. Posteriormente, foi apresentado aos
avaliadores as imagens que apresentavam posicionamento correto e depois, foi indicado
0 que estava incorreto nas imagens. Em conjunto com os avaliadores foram formulados
cinco parametros essenciais para o escaneamento correto (Apéndice A)

No segundo momento, foi repetido esse treinamento sobre o posicionamento
correto do animal utilizando o DXA e os avaliadores posicionaram o animal e realizaram

0 escaneamento.

3. 14 Avaliacao para a posicao dos animais no DXA

Apb6s um més do treinamento, quatro avaliadores os mesmos que realizaram o
treinamento descrito anteriormente, sem nenhuma explicacdo utilizardo o guia de
recomendacdes técnicas para OA de joelho de ratos confeccionado no estudo para
posicionar o animal, realizando o escaneamento 3 vezes seguidas sem movimentacao do

animal no DXA (Apéndice C).

3.15 Treinamento para as regioes anatomicas e as regioes de interesse

Nesta etapa os quatro observadores da etapa anterior realizaram o treinamento. No
primeiro momento os avaliadores foram treinados quanto as referéncias anatomicas tendo
como base fémur e tibia. Inicialmente os avaliadores identificaram com base em imagens
onde o fémur e tibia estdo localizados no copo humano. Posterior a isso, cinco 0ssos
semelhantes foram mostrados e os avaliadores classificaram qual na opinido deles era o

fémur e a tibia.
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No segundo momento, foi realizado uma apresentacao utilizando o software 3D
Rat Anatomy v1.30b que auxiliou na explicagao sobre identificacdo dos ossos que devem
ser identificados para confeccdo das regides anatomicas envolvidas na OA do joelho.

No segundo momento, uma semana depois foi demonstrado como confeccionar
e reproduzir regides de interesse no software no modo de pequenos animais especifico e
de alta resolugdo (resolugdo: 311 um?) do DXA. Os avaliadores foram e auxiliados
orientados a confeccionarem trés formas geométricas distintas e posteriormente foi
apresentado as formas das regides de interesse corretas e os avaliadores confeccionaram.
Cada regiao de interesse deveria ser realizada cinco vezes por cada avaliador (Apéndice

B).

3.16 Avaliacao das regioes de interesse

Ap6s um més do treinamento os quatro avaliadores, os mesmos que realizaram o
treinamento, sem nenhuma explicagdo utilizaram o guia de recomendagdes técnicas para
OA de joelho de ratos confeccionado no estudo para a selecdo das regides de interesse

(Apéndice C).
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Figura 2. Delineamento Experimental para treinamento e avalia¢do final.

3.17 Eutanasia

Ao final do experimento todos os animais foram submetidos a eutanasia seguindo

as recomendagoes presentes nas diretrizes da pratica de eutandsia do CONCEA. O método
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fisico utilizado foi decapitacdo. Anterior a realizagdo da eutanasia os animais foram
anestesiados (injecdo intraperitoneal de solugcdo de xylazina 8 mg/Kg/peso corporal e
ketamina 60 mg/Kg/peso corporal), seguindo as recomendagdes éticas internacionais

(National Research Council, 1996).

3.18 Certificacdo da reprodutibilidade do guia

Para assegurar a reprodutibilidade do guia foi utilizado as andlises estatisticas
propostas por Gliier et al (1995) no artigo " Accurate assessment of precision errors: how
to measure the reproducibility of bone densitometry techniques™" que tem como intuito a
diminui¢do dos erros em analises de DMO E CMO no instrumento. O artigo sugere a

utilizagdo de avaliacdo de precisdo, coeficiente de variacdo e confiabilidade.

3.19 Analise Estatistica

Os dados da fase 1 foram analisados no software R (R Core Team, 2021), sendo
realizados os seguintes procedimentos: pré-processamento, manipulagcdo, andlise e
producdo de graficos. Foram estudados os padrdes existentes nos dados por meio do
calculo das variaveis estatisticas: média, desvio padrdo, intervalo de confianga e
coeficiente de variagdo utilizando o pacote “Rmisc” (HOPE, 2013). Os efeitos gerais dos
fatores regides e tempo analisados pelo DXA foram estudados pela andlise de variancia
(ANOVA) das varidveis area, CMO e DMO utilizando-se o pacote estatistico “ExpDes”
(FERREIRA et al., 2021), considerando os fatores e interagdes significativos a p < 0,05
pelo teste de F.

Os dados da fase 2 foram estudados os padrdes existentes nos dados por meio do
calculo das variaveis estatisticas: média, desvio padriao, intervalo de confianca e
coeficiente de variagdo utilizando o pacote “Rmisc” (HOPE, 2013). Os efeitos gerais dos
fatores regides, tempo e nivel de experiéncia nas propriedades avaliadas pelo DXA foram
estudados pela andlise de variancia (ANOVA) das varidveis area, contetido mineral 6sseo
(CMO) e densidade mineral 6ssea (DMO) utilizando-se o pacote estatistico “ExpDes”
(FERREIRA et al., 2021), considerando os fatores e interagdes significativos a p < 0,05
pelo teste de F.
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A confiabilidade intra e inter-observador foi avaliada pelo calculo do Coeficiente
de Correlacao Intraclasse (CCI) para a avaliagdo de dois tipos de confiabilidade: inter e
intra-observadores, assim como os valores do limite inferior e superior do intervalor de
confianga a 95 % de probabilidade. Foi utilizado o teste paramétrico de Pearson para os
resultados das medi¢des de area, conteudo mineral 6sseo e densidade mineral Ossea
realizadas por individuos treinados e ndo-treinados segundo o protocolo de analise do
DXA. Por fim, os dados foram compilados em tabelas e graficos confeccionados

utilizando-se o pacote “ggplot2” em alta resolugao (dpi = 600) (Wickham et al., 2020).

4. RESULTADOS

Os resultados indicados nas tabelas 1, 2 e 3 indicam um resumo da analise de
variancia conforme as semanas estudas em composi¢ao aos fatores conhecidos como
regido e tempo e fatores desconhecidos residuais (erro experimental). Podemos
compreender que em relacdo ao as regides de interesse anatdmicas apresentam valores
de area, CMO e DMO diferentes em rela¢do ao tempo analisando do estudo (p<0,05)

demonstrando valores de variabilidade dos dados.

Considerando o proposto por Gliier et al., 1995 & PIMENTEL-GOMES, 2009
as melhores variaveis sdo as que apresentam indice de variag@o entre 1 e 10%. Para

variavel area as regides de interesse que apresentaram menores valores foi a variavel

TPE (5,86 ¢ 7, 50%) (Tabela 1).
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Tabela. 1. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade
(desvio padrao, erro padrao da média, coeficiente de variacao e intervalo de confianga)
da area da regido de interesse realizada com o DXA em trés tempos.

Recifo  Tempo Area Des. Erro padrio Intervalor de Coeficiente de
g P média Pad. da média confianga (95 %) varia¢ao
2)
(semanas) (cm?) (%)
14 1,9 0,11 0,04 0,11 5,86
TPE 19 1,8 033 0,14 0,35 18,62
24 1,7 0,13 0,05 0,13 7,50
14 1,8 0,21 0,09 0,22 11,48
TPD 19 1,9 033 0,14 0,35 17,79
24 1,6 0,21 0,09 0,22 12,93
14 1,7 0,19 0,08 0,20 11,51
FDE 19 1,6 0,22 0,09 0,23 13,74
24 1,4 035 0,14 0,37 26,26
14 2,0 0,39 0,16 0,41 19,91
FDD 19 1,6 0,26 0,11 0,28 17,05
24 1,5 048 0,19 0,50 30,94

Em relagdo as medidas da variabilidade CMO o menor valor foi o TPE (4,78
e 8,17%), (Tabela 2). Além disso, o nosso protocolo de avaliagdo do DXA desencadeou
uma diminui¢do da DMO e CMO no intervalo de 14, 19 e 24 semanas onde os resultados
da DMO e CMO apresentaram resultados decrescentes com o passar das semanas em

nosso modelo animal de OA (Tabelas 1,2 ¢ 3).
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Tabela. 2. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade (desvio
padrdo, erro padrdo, coeficiente de variagdo e intervalo de confianga) do conteudo mineral
osseo (CMO, g) da regiao de interesse realizada com o DXA em trés tempos.

Regido Tempo CMQ Des Erro padrﬁo Intervalor de Coe;ﬁcjente de
médio da média confianga (95 %) variagao
(semanas) (2) (%)
14 0,4 0,02 0,01 0,02 4,78
TPE 19 0,3 0,05 0,02 0,05 14,99
24 0,3 0,02 0,01 0,02 8,17
14 0,4 0,06 0,02 0,06 16,44
TPD 19 0,3 0,10 0,04 0,10 30,43
24 0,3 0,04 0,02 0,04 14,61
14 0,2 0,03 0,01 0,03 14,63
FDE 19 0,2 0,02 0,01 0,02 12,90
24 0,1 0,07 0,03 0,07 54,27
14 0,3 0,06 0,02 0,06 22,03
FDD 19 0,2 0,04 0,01 0,04 19,08
24 0,2 0,06 0,02 0,06 33,28

Ja em relagdo ao coeficiente de variagdo a DMO apresentou bons resultados em

todas as variaveis estudadas em ordem crescente os melhores resultados foram TPE
(4,73%), FDE (4,75%), TPE (7,31%), FDD (9,07%) e novamente TPE com (9,11%)
(Tabela 3).
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Tabela. 3. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade (desvio
padrdo, erro padrdo, coeficiente de variacdo e intervalo de confianga) da densidade
mineral 6ssea (DMO, g/cm?) da regido de interesse realizada com o DXA em trés tempos

Intervalor

in DMO Des. Erro padrao Coeficiente de
Regido Tempo L1 1 de confianga -
médio  Pad. da média variagao
(95 %)
(semanas) (g/em?) (%)
14 0,2 0,01 0,01 0,02 7,31
TPE 19 0,2 0,02 0,01 0,02 10,57
24 0,2 0,01 0,01 0,02 9,11
14 0,2 0,03 0,01 0,03 14,65
TPD 19 0,2 0,04 0,02 0,04 22,64
24 0,2 0,01 0,00 0,01 4,72
14 0,1 0,01 0,01 0,01 10,95
FDE 19 0,1 0,01 0,00 0,01 4,75
24 0,1 0,01 0,00 0,01 10,40
14 0,1 0,03 0,01 0,03 22,77
FDD 19 0,1 0,03 0,01 0,03 20,92
24 0,1 0,01 0,00 0,01 9,07

Na tabela 4 ¢ possivel verificar a andlise do efeito da regido e o fator experiéncia
com as variaveis utilizadas nesse estudo area, DMO ¢ CMO podemos observar que a
apenas na CMO houve interse¢do entre regido e experiéncia ou seja, o avaliador
experiente e inexperientes apresentaram comportamentos distintos. Em contraposi¢@o nas
analises na area ¢ DMO os demais itens os avaliadores inexperientes e experientes

apresentaram efeitos isolados da regido e experiéncia.

Tabela 4. Resumo da anélise de variancia
das medidas realizada no DXA em fungdo
das regides de interesse e nivel de

experiéncia

Fonte de variacao A CMO DMO
cm? g g/cm?

Regido p<0,01 p<0,01 p<0,01

Experiéncia p<0,01 p<0,01 p<0,01

Regido*Experiéncia ns  p<0,05 ns
lindica significancia a p <0.01, 0.05 ¢ 0.10
pelo teste F. “ns” indica que a causa de
variacao ¢, no geral, ndo significativa.
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Com relacdao as regidoes de interesse da variavel area e o item coeficiente de
variagdo temos que as regides de interesse que apresentaram menores variabilidade, ou
seja, maior confiabilidade para os avaliadores experientes foram FDD (3,64%) e TPE
(5,95%) e para os avaliadores inexperientes TPE (1,93%) e FDE (5,92%). No entanto, o
coeficiente de variagdao no geral apresentou muita variabilidade tanto para os experientes

quanto para experientes (Tabela 5).

Tabela 5. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade
(desvio padrido, erro padrdo, coeficiente de variagdo e intervalo de confianga) da
variavel area das diferentes regides de interesse realizadas com o DXA por pessoas
experientes e inexperientes

Intervalor de

Area Des.  Erro padrao Coeficiente
L4 L confianga L
Regido Experiéncia média Pad. da média 95 %) de variacao
(cm?)

--------- (%)
FDD Nao 0,80 0,15 0,07 0,24 18,42
Sim 0,98 0,04 0,02 0,06 3,64
FDE Nao 0,79 0,13 0,06 0,20 16,17
Sim 1,20 0,41 0,20 0,65 33,95
TPD Nao 0,85 0,04 0,02 0,06 4,33
Sim 1,21 0,32 0,16 0,51 26,47
TPE Nao 0,76 0,01 0,01 0,02 1,93
Sim 1,10 0,06 0,03 0,10 5,92

Nos resultados da média global obtivemos na varidvel CMO um resultado
interessante ja que os resultados dos avaliadores demostravam que os inexperientes
explicitaram que os resultados das regides de interesse eram muito heterogéneos para
todas as regides de interesse. Em contraposi¢do os avaliadores experientes demostraram
que os resultados foram homogéneos para todas as regides. Contudo, novamente, os
inexperientes apresentaram menores valores comparados aos experientes. Ja
considerando as regides de interesse em relacdo a confiabilidade temos que as regides que
apresentaram melhores confiabilidade para os avaliadores experientes foram FDD

(6,52%) para os avaliadores inexperientes FDE (8,56%) (Tabela 6)
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Tabela 6. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade
(desvio padrio, erro padrdo, coeficiente de variagdo e intervalo de confianca) do
variavel conteudo mineral 6sseo (CMO, g) das diferentes regides de interesse
realizadas com o DXA por pessoas experientes e inexperientes

Erro Intervalor de

CMO Des. N Coeficiente
. . médio Pad. P adraq da confianga de variagao
Regido Experiéncia média (95 %)

(8) (%)
FDD Nao 0,10 0,01 0,01 0,02 11,51
Sim 0,16 0,01 0,01 0,02 6,52
FDE Niao 0,11 0,01 0,00 0,01 8,56
Sim 0,16 0,03 0,02 0,05 19,46
TPD Niao 0,14 0,01 0,01 0,02 10,55
Sim 0,19 0,04 0,02 0,07 22,86
TPE Niao 0,13 0,00 0,00 0,00 0,22
Sim 0,20 0,02 0,01 0,03 10,14

Tendo em vista a variavel DMO regido que apresentou melhores resultados de
confiabilidade para avaliadores experientes foram FDE (4,19%) e TPE (4,21%) e para
avaliadores inexperientes foram TPE (2,90%) e TPD (6,25%) (Tabela 7).

Tabela 7. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade
(desvio padrdo, erro padrao, coeficiente de variacao e intervalo de confianga) da
variavel densidade mineral 6ssea (DMO, g/cm?) das diferentes regides de interesse
realizadas com o DXA por pessoas experientes e inexperientes

Erro Intervalor de
DMO padrao Coeficiente

Média Des. Pad. da conﬁa;nc;a de variagdo
Regido Experiéncia média (95 %)
(g/cm?) —--=-mmmmmmeo

------------ (%)

FDD Nao 0,12 0,00 0,00 0,00 0,54
Sim 0,16 0,02 0,01 0,03 11,82

FDE Nao 0,15 0,03 0,02 0,05 20,69
Sim 0,15 0,01 0,00 0,01 4,19

TPD Nao 0,17 0,01 0,01 0,02 6,25
Sim 0,17 0,02 0,01 0,03 11,01

TPE Nao 0,18 0,01 0,00 0,01 2,90

Sim 0,19 0,01 0,00 0,01 4,21
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As figuras de 3 a 7 apresentam um resumo das médias conforme as regidoes de
interesse estudas em relagdo aos avaliadores experientes e inexperientes. Demonstrando
de forma visual e intuitiva o desempenho dos avaliadores experientes ou inexperientes

em determinadas variaveis.

No item 4area nos ndo obtivemos diferenca estatistica entre as areas das regides
estudadas, porém, houve uma tendéncia estatistica relevante nos resultados em relagao a
experiéncia e ndo experiéncia dos avaliadores onde os avaliadores experientes
apresentaram valores maiores de média e os inexperientes independe das regides
apresentaram menores valores menores o que indicando que o fator experiéncia ¢
relevante e influenciou nos resultados. No entanto, o intervalo de confianga apresentou

resultados semelhantes tanto para os experientes quanto para experientes na variavel area

(Figura 3).
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Figura 3. Grdfico de barras com média e intervalo de confianca para as varidveis Area
(ecm?), Contetido Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com
medidas realizadas no DXA para a regido Global (tamanho total da imagem) (as letras

comparam medidas realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a
p<0,05).



32

Com a média global do FDD demostrada graficamente na (Figura 4) observamos
que em todas as variaveis estudadas em relacdo as regidoes de interesse houve uma
propensado de os avaliadores experientes mostrarem maiores resultados de média global.
Ademais, em relagdo ao intervalo de confianca as varidveis apresentaram resultados

muito variaveis.
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Figura 4. Grdfico de barras com média e intervalo de confianca para as varidveis Area
(ecm?), Contetido Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com
medidas realizadas no DXA para a regidao Fémur Distal Direito (FDD) (as letras

comparam medidas realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a
p<0,05)

Iniciamos no grafico 5 com a possibilidade de observar a tendéncia de os
avaliadores experientes mostrarem maiores valores de resultados de média global.
Podemos observar também que para a variavel FDE o intervalo de confianga para os

experientes apresentou resultados novamente varaveis.
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Figura 5. Grafico de barras com média e intervalo de confianca para as variaveis Area

(em?), Contetido Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com

medidas realizadas no DXA para a regiao Fémur Distal Esquerdo (FDE) (as letras

comparam medidas realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a

p<0,05)

Com as figuras 6 e 7 observamos novamente a predisposi¢do de os avaliadores

experientes mostrarem maiores resultados de média global o que implica que os

resultados dos avaliadores experientes foram estatisticamente melhores em comparagao

aos avaliadores inexperientes ilustrando novamente que a experiéncia ¢ um fator de

implica nos resultados.
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Figura 6. Grdfico de barras com média e intervalo de confian¢a para as varidveis Area
(em?), Contetido Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com
medidas realizadas no DXA para a regido Tibia Proximal Direita (TPD) (as letras
comparam medidas realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a

p<0,05)

Podemos observar também que para as variaveis FPD e FDE a intervalo de

confianga para os experientes apresentou resultados maiores comparados aos experientes

em todas as variaveis, apontando uma maior imprecisao isso pode indicar que novamente

que o fator possuir experiéncia implica resultados (Figura 6 e 7)
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Figura 7. Grdfico de barras com média e intervalo de confianga para as varidveis Area
(em?), Contetido Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com
medidas realizadas no DXA para a regido Tibia Proximal Esquerda (TPE) (as letra
comparam medidas realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a
p<0,05)

Como a da média global dos experientes apresentou uma tendéncia sempre a
médias maiores isso demonstra que a experiéncia ¢ um fator relevante. Porém, os
resultados do intervalo de confianga apresentam resultados bastantes varidveis para
ambos experientes e inexperientes. Ademais, os resultados de confiabilidade em algumas
regides de interesse para os avaliadores inexperientes foram muito divergentes (FDE:
area: 33,95; TPD: DMO 20, 69; FDD: DMO 11,82; TPE CMO 10,14 p<0,05(Tabelas 2,
3 e 4)) essas caracteristicas implicam ha espacgo para melhoria do estudo que podera ser

aprimorada. .



36

Houve alta correlacio para ambas as avaliagdes realizadas pelos dois
observadores em relagdo as areas de interesse estudadas pelo indice de correlagdo de
Pearson para experientes os melhores resultados foram das regides area com média CCI
de 1,0 e CMO com média CCI e 1,0 e para o inexperiente temos resultados semelhantes
regido area com média CCI 1,0 e para variavel CMO com média CCI 1,0 compreendendo

intervalo de confianca de 95% como mostrado na tabela 8.

Tabela 8. Confiabilidade intra e inter-observador de todas as
avaliagOes realizadas

Confiabilidade! Experiéncia Variavel LIC LSC
Area  0,9999 0,9998 1,0000
Experiente DMO 0,3842 -0,3238 0,8163
Intra-observador CMO 11,0000 0,9999 1,0000
Area 11,0000 1,0000 1,0000
Inexperiente DMO 0,6946 0,1155 0,9213
CMO 1,0000 1,0000 1,0000
Area  0,9991 0,9975 0,9996
Inter-observador Ambos DMO 0,4707 0,0356 0,7558
CMO 1,0000 0,9999 1,0000
r - indice de correlagdo de Pearson; LIC — Limite Inferior da
Correlagao; LSC — Limite Superior da Correlagdo, que compreende

o intervalo de confianca de 95 % dos resultados

1

Ademais, a confiabilidade inter-observador média do nosso guia para avaliadores
experientes e inexperiente também foi excelente, com um CCI médio de 0,91 para

variavel area e CCI média 1,0 para CMO (Figura 7).
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Figura 8. Confiabilidade intra e inter-observador de todas as avalia¢des realizadas
.A barra de erro no entorno da média da correlagao indica o LIC — Limite Inferior da
Correlagdo; e o LSC — Limite Superior da Correlagdo, para o intervalo de confianca
de 95 % dos resultados

5. DISCUSSAO

Em nosso estudo foram encontrados resultados positivos envolvendo a validagao
de regides de interesse para DMO e CMO e obtivemos sucesso em relagdo a identificagao
de confiabilidade considerando os parametros indicados pelo estudo *'Accurate
assessment of precision errors: how to measure the reproducibility of bone densitometry
techniques™> (GLUER et al., 1995) que tem como intuito a diminuicdo dos erros em

analises de DMO ¢ CMO no DXA.

Nosso modelo experimental de OA mostrou ser um bom para discutir o papel do

0sso subcondral na progressao da OA uma vez que o nosso resultado encontrado
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corrobora com os achados na literatura. Karahan et al 2002 realizou analises em trés
periodos de seis em seis semanas entre os grupos controle e OA demonstrou que a queda
DMO e CMO foram altamente correlacionadas com o aumento tempo em ambos os
grupos. Além disso, no estudo de Rieger et al (2017) apresentaram resultados semelhantes
a0 nosso, uma vez que concluiram que a DMO e CMO diminuiram significativamente

com o tempo.

Uma caracteristica interessante nos resultados consiste também nos fatos das areas
apresentarem sempre resultados menores com o passar das semanas isso pode ser
explicado pela fisiopatologia da OA estar desempenhando um papel na diminui¢ao do
0sso com a perca da DMO e CMO o que resultaria em menores areas. A literatura
demostra que com a progressao da OA o osso subcodral ¢ geralmente associado a
remodelagdo Ossea excessiva, incluindo esclerose 6ssea subcondral, cistos e formagao de
ostedfitos (WANG et al., 2017; DUAN et al., 2017). E na pesquisa de Borges et al (2017)
os autores observaram também que as modificagdes estruturais lineares evolumétricas
significativas 0sseos subcondrais e osteofitos apresentaram mudangas progressivas em
uma pesquisa longitudinal de 36 semanas. Outra caracteristica sobre a areas a ser
apontado ¢ a diferenca de tamanho entre fémur e tibia seus formatos diversificados podem
ser o resultado de uma maior variabilidade e diferenca entre as regides de interesse em
relacdo as areas.

O maior diferencial e contribuicdo da nossa pesquisa em relagdo a literatura diz
respeito ao nosso estudo buscar por padronizar o posicionamento do animal e das regides
de interesse para OA de joelho de ratos ja que autores previamente descreverem que a
falta de padronizagdo foram limitagdes de seus estudos. FULLER et al (1992) descrevem
que a falta de precisdo na posicao utilizada durante o escaneamento resultou em variagdes
os resultados finais assim como, JEBB (1993) evidencia que hé necessidade de padroes
nas posicdes para que os resultados sejam mais precisos do que os obtidos por eles. Assim
como, TOTHILL et al (1994) detalhou que mudangas na propor¢ao e precisdo durante o
posicionamento do animal pode resultar em erros estatisticos. Dessa forma, nosso estudo

vem para preencher essas lacunas indicadas pelos autores anteriores.

Além disso, em nosso estudo nds confeccionamos e validamos um guia de
recomendacdes técnicas para OA de joelho ser reprodutivel para avaliadores experientes
e inexperientes. Na literatura sobre validagdes de instrumentos como o DXA poucos

estudos apresentam uma validagao mais extensa e aprofundada. A pesquisa de Bouldenot
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et al (2014) que possuia como objetivo avaliar o efeito preventivo do exercicio de
treinamento intervalado no osso subcondral e ostedcitos em modelo de iodoacetato
monossddico experimental de OA. O equipamento utilizado para as andlises foram o
DXA focando na DMO e CMO como variaveis principais, os autores realizaram regides
de interesse na tibia e fémur. Os resultados sugeriram que 0 DXA ¢ um bom instrumento
para analise de regido de interesse de OA de joelho e para defini¢ao de regides de interesse
de ossos como fémur e tibia. Apesar dos resultados positivos apresentados a pesquisa foi
possivel observar que os autores ndo realizaram analises que comprovem uma validacao
da posicao utilizada para escaneamento nem das regides de interesse, deixando lacunas
que dificultam sua a replicabilidade metodoldgica, dessa forma, nosso estudo apresenta
resultados mais completos e de facil repicagem metodologica.

Na revisdo de literatura de SHIEL et al (2018) que objetivava identificar e avaliar
sistematicamente métodos e protocolos usados para reduzir erros técnicos e bioldgicos
em estudos publicados que investigaram a confiabilidade DXA para avaliar a composi¢ao
corporal. A revisao compreendeu dados desde a concepgdo das plataformas utilizadas até
julho de 2017, 12 estudos preencheram os critérios de elegibilidade. Quatro dos artigos
foram considerados de alta qualidade e para ser incluso nessa sessao era necessario que
os estudos que fornecessem evidéncias que indicassem uma confiabilidade teste-reteste
muito alta. Os autores concluiram que que existem poucos artigos de alta confiabilidade
no tema resultando em variagdes metodoldgicas substanciais que dificultariam a
replicabilidade das metodologias aplicadas devido principalmente ao fato de todos os
artigos utilizarem padrdes diferentes para analise principalmente porque ndo houve

nenhum artigo onde o protocolo de posicionamento especifico foi relatado.

Como demonstrado nos estudos anteriores a padroniza¢d@o no posicionamento e
regides de interesse com resultados em base estatistica de confiabilidade sao exclusivos
do nosso estudo, uma vez que a maior parte dos estudos encontrados na literatura nao
demonstram essas caracteristicas em suas metodologicas. Além disso, nosso estudo ¢é
reprodutivel para avaliadores de diferentes niveis tanto experientes como inexperientes e
uma caracteristica interessante encontrada na literatura em pesquisas que envolvam
validacdo de guias relacionados a equipamentos em sua maioria ndo incluem
pesquisadores com avaliadores inexperientes durante as avaliagdes nas pesquisas. Nas
pesquisas de RIECKE et al (2014), KARAHAN et al (2002), MURPHY; BRESNIHAN;
FRITZGERALD (2001), BARRY etal (2019) NAGY;PRINCE;JING (2001) e GRASSI



40

etal (2017) todas apresentaram dados reprodutiveis apenas para avaliadores experientes

uma vez que em nenhum estudo foi realizado avaliagdes entre experientes e inexperientes.

Nosso estudo resultou em bons resultados, o CCI mostrou-se excelente
confiabilidade intra e interobservador para avaliadores experientes e inexperientes em
todas as variaveis estudadas. Assim, confiabilidade foi avaliada afim de verificar a
reprodutibilidade entre individuos com experiéncias variadas quanto avaliagdes do DXA.
Uma vez que, confiabilidade reflete ndao apenas o grau de correlacdo, mas também a
concordancia entre as avaliagdes, ou seja, relacdo de variancia real pela variancia de erro
(KOO e LI, 2016). Portanto, foram realizados teste e treinamento entre todos os
avaliadores, utilizando ferramentas e formularios de avaliagdes prévias, como realizado
nos estudos de validagdoes (RUTGES et al., 2013; GERWIN et al., 2010) o que
demonstrou bons resultados da confiabilidade entre os avaliadores e entre as regides de

interesse.

Portando, o guia de recomendagdes técnicas realizado nesse estudo apresenta
métodos informativos e padronizados que possibilitam a replicabilidade e comparagdes,
proporcionando aos pesquisadores cometerem menos erros durante o periodo
experimental em pesquisas semelhantes o que facilitard a comunicagdo entre

pesquisadores de todo o mundo.

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, desenvolvemos e validamos regides de interesse anatdmicas para
utilizacdo do DXA em OA nas variaveis DMO e CMO e confeccionamos um guia de
recomendacdes técnicas para utilizagdo do DXA para ratos. Os usos das regides de
interesse validas podem tonar andlise de resultados estudos mais objetivas e menos
tendenciosa. Além disso, elas permitem analises padronizadas de pesquisa basica e
translacional e podem aumentar a eficiéncia e padronizagdes de pesquisas. O uso deste
guia ira auxiliar na padronizagdo e validacao tornando os estudos mais replicaveis entre

pesquisadores de todo mundo.
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APENDICE C

GUIA DE RECOMENDACOES TECNICAS

Caracteristicas necessarias para os animais serem submetidos ao DXA

Recomendamos a utilizaram de ratos com 15 semanas de vida cerca de 120 a 140
dias de idade para inicio do estudo devido a maturidade dssea encontrada nos animais
com essa idade. Recomenda-se também que os animais estejam com o peso inicial de 350
a 399 gramas pois com pesos inferiores os resultados encontrados podem sofrer alteracdes
e desbalanceamento resultando em dados ndo passiveis de analise concreta (KARAHAN
et al., 2002). Recomendamos que os animais sejam medidos do rabo até¢ o ponto médio
do focinho com uma fita métrica e que peso seja anotado posterior a anestesia esses itens
devem ser realizados anteriormente ao inicio do escaneamento para que o tamanho e peso
adicionados aos formulérios do software sejam o correspondente de forma integra ao

animal.

Contraindicacoes e limitacoes

Nao ha contraindicagdes especificas para a realizagdio de DXA em ratos
identificado na literatura devido ao fato de as doses de radiagdes serem pequenas. Na
literatura ¢ recomendado a utilizagdo de ratos com peso inicial entre 350 a 399 g e idade

superior 120 dias (KARAHAN et al., 2002).

Utilizacao do rat step quality control phantom para manobrar o DXA

A utilizag¢do do rat step phantom (hologic P/N 0-10-0758 Ver. 004) 280 — 0180
Rev.002 foi necessaria para manuten¢ao da manobragem do equipamento. Ao utilizar o
quality control phantom para pequenos animais. O sistema operacional do software se
adapta ao tamanho ¢ necessidades desses animais aumentando a qualidade e
confiabilidade dos resultados finais quando comparado ao hologic DXA quality control

Phantom para humanos.



Cuidados com os animais submetidos ao DXA

Baseado na experiéncia descrita na literatura recomenda-se que o clico cartesiano
animais seja invertido para que o escaneamento ocorra no periodo escuro do ciclo quando
os animais estdo acordados (GERBAIX et al., 2010). Para utilizagdo do DXA nao ha
restri¢ao hidrica ou alimenticia logo, os animais podem estar com livre acesso a agua e
comida com exce¢do de 12h antes de realizar o escaneamento quando os animais devem
ser submetidos a jejum de dgua e comida. Para realizacdo do exame € necessario que 0s
animais estejam anestesiados (inje¢do intraperitoneal de solu¢do de xylazina 8
mg/Kg/peso corporal e ketamina 60 mg/Kg/peso corporal) com intuito de diminuir
qualquer estresse para o animal. A dose menor de anestésico indicada ¢ baseada na
experiéncia do grupo de pesquisa e da literatura para manuten¢ao de animais com estudos

com periodos cronicos com minimizagao de perdas.

Preparacao do DXA para scaneamento de small animal

Baseados na experiéncia contida na literatura e em testes realizados pelo grupo de
pesquisa sugere-se que os animais sejam alocados na bancada sem nenhum tipo de suporte
com excecao da fita adesiva posicionada em locais estratégicos (patas dianteiras, traseiras
e rabo) para que o animal ndo se desloque durante o processo de escaneamento qualquer
outro suporte ou objeto alocado na bancada alterard os resultados finais os deixando
aumentados o que resultara em resultados incorretos, inadequados e nao passiveis de

analises concreta (ARAUJO, C.M 2018; CUSTODIO J.F,2019).

Posicionamento correto do animal no DXA para analise de OA

O rato posicionado em decubito ventral na mesa nua membros anteriores devem
alocados em decubito palmar com uma distancia de 3 cm de abertura entre a cabega e as
patas. Os ombros devem apresentar uma adugdo, ha necessidade de uma flexao de

cotovelo e pronacdo do antebraco. Os membros posteriores devem ser alocados



lateralmente com os joelhos apresentando uma leve flexao e o tornozelo deve permanecer
em posi¢do neutra enquanto os pés devem ser posicionados em decubito plantar com
distanciamento de 1,5 cm do calcanhar ao inicio do rabo hd uma necessidade do quadril

apresentar rotacao lateral. (Figura 1).

4

E necessario cuidado para evitar colocar pressao excessiva no joelho e
articulacdes do quadril. (KARAHAN et al., 2002 & BOUDENOT et al.,2014), O
posicionamento foi ser estabilizado pelo uso de fita crepe nas patas inferiores, anteriores,

ponto médio entre cabega e nariz e rabo (Figura 1).

Figura 1. Demonstra¢do do posicionamento correto do animal no DXA para

escaneamento e posterior analise das regioes anatomicas de interesse.



Quantidade de escaneamentos para diminuicdo da variabilidade

O escaneamento de corpo total de cada animal deve ser realizado 3 vezes sem
movimentagdo do animal na maca para posterior confec¢ao das medias como sugerido

por (MURPHY et al., 2001; NAGY et al., 2001; HAWKINS et al., 2009).

Mensuracio e definicao das regioes de interesse

Descricao da mensuragao das regides de interesse:

TP: Um quadrado serd desenhado manualmente. Dois lados serdo desenhados
acima dos planaltos tibiais com o topo localizado nas espinhas intercondilares. Dois
outros lados serdo desenhados ao redor do osso trabecular sub-condral localizados perto
cabeca da fibula. A area média deve ser de 32,9 (31.4, 34.4) mm?.

FD: Um segundo quadrado serd desenhado manualmente. Dois lados estardo
acima dos condilos femorais e um terceiro lado separard os condilos femorais da patela.
A linha mais préxima produziu uma linha reta em continuidade ao condilo posterior e a

ultima linha. A area média deve ser (32,5, 35.7) mm?. (Imagem 2)

O procedimento deve ser iniciado pela TPD deve-se espelhar o quadrado e realizar

a TPE e o mesmo procedimento deve ocorrer para FDD e espelhamento para o FDE.




Imagem 2. Laudo esquematico da avaliagdo dlo conteudo mineral osseo e densidade
mineral ossea dos ratos. A regido Rl corresponde a tibia proxima direita (TPD) e a e
regido R2 corresponde a Tibia Proximal Esquerda (TPE) e as regioes R3 e R4
correspondem ao fémur distal direito (FDD) e fémur distal esquerdo (FDE)
respetivamente.
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Pro Reitoria comissso de Etica no Uso de Animais |
. Universidade Federal de S&o Carlos ;
3 Pesquisa UFHOJA_H

FORMULARIO 1/4

CPF: 34686092809 Finalidade: Pesquisa

Titulo da Dual bsorpti :D Ivi lidaca dutibilidade d dacdes técni

roposta ual energy x-ray a sorptiometry: Desenvolvimento, validacao e reprodutibilidade de recomendacdes técnicas para
E)Portugués)- osteoartrite de ratos

Titulo da Dual bsorpti : Devel lidation and ducibility of technical dations f
roposta ual energy x-ray a sorptiometry: Development, validation and reproducibility of technical recommendations for
E)inglés)' osteoarthritis rat model

Responsavel: Fernando Augusto Vasilceac

Celular: 16-996099688 e-mail: fervasilceac@ufscar.br

CV. Lattes: http://lattes.cnpq.br/1220838672192063

Area: Gerontologia Campus: Sao Carlos
Experiéncia: Sim : 4 anos ano(s) Treinamento:  Sim : 12 mes(es)
Vinculo: Aluno de Graduacao

Obj. Académico: Mestrado Patente: Nao

Grande area: Interdisciplinar especifica: Salde e bioldgicas
Patrocinio: Governamental Patrocinador:  CAPES

Chefe de Depto: Marcia Regina Cominetti e-mail: mcominetti@ufscar.br

FORMULARIO 2/4

Instituicao participante: 1: Universidade Federal de Sao Carlos

Resumo: Objetivo: desenvolver, validar e tornar reprodutivel técnicas e regides de interesse para utilizacdo do DXA para anélise de
joelho de ratos em diferentes tempos da OA confeccionando um guia ao final do estudo. Metodologia: O projeto serd divido em 2 fases:
Fase 1:Desenvolvimento contendo duas etapas. 12 Etapa: Experimentacao o grupo Osteoartrite (OA) grupo sera submetido a transecdo
do ligamento cruzado anterior para indugao da OA na 142 semana. Os animais serao anestesiados e escaneados pelo DXA na 142, 192 e
249 semanas. Posterirormente ao escaneamento todas as imagens dos animais serdo analisadas e serao confeccionadas regides de
interesse no fémur e tibia identificando as varidveis densidade mineral 6ssea e contetdo mineral ésseo. 22 Etapa: Confeccdo de uma
nova recomendacao sera realizado as normatizacdes e padronizacdes das técnicas para utilizacdo do DXA em ratos e orientacdes
especificas para regides de interesse de ratos com OA de joelho. A Fase 2: Validacao serd dividida em 2 etapas. 12 Etapa: Verificacdo e
Avaliacdes serao realizadas os treinamentos com pesquisadores experientes e inexperientes no uso do DXA para posicionamento do
animal e selecdo de regides de interesse. 22 Etapa: Reprodutibilidade Nesta etapa um novo grupo realizara as atividades propostas no
novo guia de recomendacao sem nenhum treinamento. Serdo realizadas analises estatisticas nesta etapa também: avaliacdo de
precisao, coeficiente e variacao, confiabilidade e correlacao.

Objetivos: O objetivo deste presente estudo é desenvolver, validar e tornar reprodutivel técnicas e regides de interesse para utilizacao

1D 1017090919 |Pagina 1 de 6|



Pro Reitoria comissso de Etica no Uso de Animais |
. Universidade Federal de S&o Carlos
3 Pesquisa UFHO’A_F.

do DXA para analise de Joelho de ratos em diferentes tempos da Osteoartrite confeccionando um guia de recomendacdes ao final do
estudo.

Justificativa e relevancia: Embora haja resultados positivos em pesquisas, varios autores descrevem lacunas quanto ao uso do DXA em
relacdo aos seus resultados e replicabilidade (NORCROSS & VAN-LOAN, 2004). Fuller et al (1992) observaram que ao realizar andlises
com todas as varidveis incluidas no DXA foi possivel observar que a falta de precisdo na posicao utilizada durante o escaneamento
resultou em variacOes os resultados finais. Logo, apesar da pesquisa concluir que que o DXA permite analises de corpo total de forma
vdlida ele ndo se apresentou uma ferramenta reprodutivel. JEBB (1993) observou havia uma nao replicabilidade metodolégica em
relacdo ao DXA guando analisados tecidos moles como a gordura e realizaram uma pesquisa com intuito de identificar se o DXA era um
equipamento adequado para andlises de gordura. Os resultados finais indicaram que o DXA possibilita a andlise do tecido mole
individualmente, porém, em relacdo as regides de intense os pesquisadores concluiram que hd uma grande necessidade de padrées nas
posicdes sendo elas dorsais ou ndo para que os resultados sejam mais precisos do que os obtidos por eles. TOTHILL et al (1994)
realizaram uma pesquisa utilizando DXA de trés fabricantes, usados para medir a composicao dos tecidos moles e comparabilidade entre
si e com outros equipamentos. Os autores identificaram mudancas na proporcao e precisao in vivo ao comparar as trés versdes do DXA.
Na revisdo de literatura de SHIEL et al (2018) que objetivava identificar e avaliar sistematicamente métodos e protocolos usados para
reduzir erros técnicos e biolégicos em estudos publicados que investigaram a confiabilidade DXA para avaliar a composicao corporal. A
revisdo compreendeu dados desde a concepcdo das plataformas utilizadas até julho de 2017 12 estudos preencheram os critérios de
elegibilidade. Quatro dos artigos foram considerados de alta qualidade e para ser incluso nessa sessdo era necessario que os estudos
que fornecessem evidéncias que indicassem uma confiabilidade teste-reteste muito alta. Os autores concluiram que a evidéncia de
poucos artigos de alta confiabilidade no tema resulta em variacdes metodoldgicas substanciais que dificultariam a replicabilidade das
metodologias aplicadas substanciais que dificultariam a replicabilidade das metodologias aplicadas devido principalmente ao fato de
todos os 7 artigos utilizarem padrdes diferentes para analise principalmente porque ndo houve nenhum artigo onde o protocolo de
posicionamento especifico foi relatado. Ademais, o software aplicdvel para analisar pequenos animais como o rato foi projetado
unicamente para fins de pesquisa e suas populacdes de referéncia ndo estdo disponiveis. Além disso, hd relatérios insuficientes sobre
anatomia corpo, bem como o esqueleto apendicular dos animai que incluem diferentes estagios de seu desenvolvimento (KARAHAN et
al., 2002). Nao foram encontrados na literatura dados para referéncia populacdes de ratos e nem sobre para valores de referéncia que os
pesquisadores deveriam utilizar no equipamento para estes animais.

Portanto, a uma necessidade que dados de pesquisas devem ser informativos devem replicabilidade e comparacées, hd uma crescente
necessidade que esses dados possibilitem e melhorarem a utilidade translacional de dados de modelos pré-clinicos e mesoldgicos
(MALFAIT& LITLLE, 2015), facilitando a comunicacdo entre pesquisadores de todo o mundo. Portando, o objetivo do presente estudo é
validar técnicas para utilizacdo padronizada do DXA considerando diferentes regides de interesse em diferentes periodos da doenca em
ratos com OA do joelho. Relevancia: O desenvolvimento de regides de interesse técnicas in vivo para analisar com precisao a DMO e
CMO em locais focais nos 0ssos poderiam aumentar a compreensdo dos processos de doenca e fornecer um método para avaliar
mudancas na estrutura éssea durante a patogénese de doencas ou respostas cronolégicas a tratamentos (KARAHAN et al., 2002). Além
disso, novas estratégias terapéuticas para OA incluem modificacdo da densidade e alteracOes patolégicas da lesdo do subcondral osso
(STAPLETON et al., 2017). Além disso, uma metodologia padronizada proporcionara a pesquisadores a cometer menos erros durante
seus periodos experimentais e facilitard a disseminacdo de dados cientificos globais. Ademais, Nosso projeto esta sintonia as
recomendacdes éticas da resolucdo normativa CONCEA n? 17.2014 pois segue o principio apresentado no Art. 22, Para os efeitos desta
Resolucao Normativa, considera-se: | [] Método Alternativo: qualquer método que possa ser utilizado para substituir, reduzir ou refinar o
uso de animais em atividades de pesquisa. Com a confec¢do do nosso guia de recomendacdes além de padronizacdes em pesquisas,
havera menos erros pelos pesquisadores e por consequéncia menos mortes de animais que sao frequentes em pesquisas longitudinais
auxiliando assim no refinamento e reducao do nimero de animais. Portanto, fica evidente, que hd uma necessidade crescente de
pesquisas que busquem por ferramentas mais acessiveis que auxiliem aos profissionais da salde a realizarem o diagndstico precoce em
um equipamento que seja mais acessivel financeiramente para as instituicdes como o DXA.

Delinenamento experimental: Serdo utilizados 20 ratos machos Wistar (360+10g) do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo
Carlos, que permanecerdo agrupados em gaiolas plasticas, com livre acesso a dgua e racao. Os animais serdo mantidos no biotério do
Departamento de Fisioterapia (UFSCar), com as condi¢fes ambientais controladas (luminosidade: ciclo de 12h claro/escuro). O
experimento sera conduzido de acordo com recomendacgfes éticas internacionais (National Research Council, 1996) e o projeto sera
encaminhado ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o0 Carlos.Os animais serdo divididos em 2
grupos 2 grupos para Fase 1 Osteoartrite (OA) (n= 8) 1 grupo para fase 2 intitulados Teste com (n= 4). O modelo animal de OA utilizado
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sera o de TLCA. O grupo OA sera submetido a procedimentos cirdrgico apds os anestésicos injecao intraperitoneal de solucao de xylazina
20 mg/Kg/peso corporal e ketamina 90 mg/Kg/peso corporal. Serd utilizado o equipamento de Densitometria Ossea (DXA - dual-energy x-
rayabsorptiometry) da marca Hologic (Sistema de densitometria éssea de alta performance - modelo Discovery A - Bedford, MA, USA). O
equipamento fica alocado no Departamento de Fisioterapia/UFSCar sob responsabilidade da Prof2Dr2 Stela Mércia Mattiello (DFisio) e do
ProfeDre Fernando Augusto Vasilceac (DGero). Os 8 animais restantes serdo urilizados na segunda etapa da pesquisa pelos avaliadores
durante o treinamento das regides de interesse e posicionamento dos animais. Em todas as avaliacdes os animais serdao anestesiados
(halotano e pentobarbital sédico (50 mg / kg do peso corporal do animal) e realizaram o exame de densitometria dssea DXA na opcao do
escaneamento de corpo total para pequenos animais. Todos as imagens dos animais serdao analisadas utilizando o software de pequenos
animais especifico e de alta resolucao (resolugdo: 311 m?) para mensurar a DMO e CMO da epifise do osso subcondral. Em todas as
avaliacbes os animais serdo anestesiados com halotano e pentobarbital sédico (50 mg / kg do peso corporal do animal) e sera realizado
na opcao do escaneamento de corpo total para pequenos animais de alta resolucao (resolucdo: 311 ?m?). O escaneamento de corpo total
de cada animal serd realizado 3 vezes sem movimentacdo do animal.

Espécie: Ratos heterogénicos  Sexo: Machos Peso: 35023999 idade: 12 a 12 semanas
Linhagem: Wistar Instalagao: Gaiola Tipo de cama: maravalha N por drea: i;%?icc))llz- Hloe N: 12

Animais eutanasiados e/ou abatidos: 12 (100,00%)

Origem: Biotério Central da UFSCar

Dimensdes da instalacao: 41x34x18cm (comprimento, profundidade, altura) (altura x largura x profundidade, volume, etc...)
Informacdes da procedéncia: Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos,

Manutencao: Biotério da Fisioterapia (UFSCar) divididos em gaiolas plasticas.

Condicdes de alojamento:

Manutencao: Os animais serdao mantidos no Biotério da Fisioterapia (UFSCar) divididos em gaiolas plasticas
Condigdes do Alojamento: lluminacdo: ciclo de 12 horas claro/escuro

Alimentacgao: racao peletizada

Fonte de agua: filtrada

Ventilacao: ar condicionado

Local do experimento:

Departamento de Fisioterapia - Laboratério de Anédlise da Fungao Articular

Local do experimento: Biotério Departamento de Fisioterapia - Laboratério de Analise da Funcao Articular

Procedimentos: Procedimento: Biotério UNESP responsavel Prof. Dr. Laurival Antonio de LUCA Junior ] lucajr@foar.unesp.br - Endereco: R.
Humaitd, 1680, Araraquara - SP, 14801-385 - (16) 3301-6300 [J CNPj: 48.031.918/0026-82. [J Site:
http://www.foar.unesp.br/#!/administracao/comissoes/bioterio/

Justificativa do uso dos procedimentos e da espécie: O desenvolvimento de regides de interesse técnicas in vivo para analisar com
precisdo a DMO e CMO em locais focais nos 0ssos poderiam aumentar a compreensao dos processos de doenca e fornecer um método
para avaliar mudancas na estrutura dssea durante a patogénese de doencas ou respostas cronoldgicas a tratamentos (KARAHAN et al.,
2002). Além disso, novas estratégias terapéuticas para OA incluem modificacdo da densidade e alteracdes patoldgicas da lesao do
subcondral osso (STAPLETON et al., 2017). Além disso, uma metodologia padronizada proporcionard a pesquisadores a cometer menos
erros durante seus periodos experimentais e facilitard a disseminacao de dados cientificos globais. Portanto, fica evidente, que ha uma
necessidade crescente de pesquisas que busquem por ferramentas mais acessiveis que auxiliem aos profissionais da salde a realizarem
o diagnéstico precoce em um equipamento que seja mais acessivel financeiramente para as instituicées como o DXA.

Destinacdo: Sao Carlos Ambiental - Servico de limpeza urbana e tratamento de residuos
Envolve organismos genéticamente modificados? N&o.
Envolve manipulagao de agentes radioativos? Nao.

Cronograma do estudo, inicio previsto para: 10/2019 com término previsto para: 12/2020
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FORMULARIO 3/4

Invasividade: Gl 3 - Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de intensidade intermedidria.
Estresse intencional? Nenhum estresse provocado

Dor intencional? Sim, havera dor intencional causada nos animais (Curta duracdo).
Dor aguda, de intensidade leve na articulacao do joelho apés a cirurgia de inducao da osteoartrite.

Farmaco para dor: Nenhum

Justificativa para o ndo uso de analgésico para dor: Devido a dor de leve intensidade optamos por nao utilizar nenhum medicamento nos
animais pois as caracteristicas anti-inflamatérias dos medicamentos interferir no procedimento

Haverd procedimento cirdrgico? Sim, havera uma UNICA cirurgia.
De indugao da osteoartrite (cirurgia de transecgao do ligamento cruzado anterior de ambos os joelhos dos ratos)

Farmaco utilizado na cirurgia: Anestésico

Nome do principio ativo (Denominacdao Comum Brasileira): Xilazina (DCB 09207)
Dose administrada: 8 mg / kg

Via de administracao: Intraperitoneal

Frequéncia do uso: 1x

Duracao do uso: 1 dia

Farmaco utilizado na cirurgia: Anestésico

Nome do principio ativo (Denominagdo Comum Brasileira): Cetamina (DCB 01936)
Dose administrada: 60 mg/kg

Via de administracao: Intraperitoneal

Frequéncia do uso: 1x

Duracao do uso: 1 dia

Havera observacdo na recuperacdo dos animais? Sim.
6 horas

Farmaco utilizado no pés-operatério: Anestésico

Nome do principio ativo (Denominacdo Comum Brasileira): Xilazina (DCB 09207)
Dose administrada: 8 mg/ kg

Via de administracao: Intraperitoneal

Frequéncia do uso: 4x

Duracao do uso: 1 dia

Farmaco utilizado no pds-operatério: Anestésico

Nome do principio ativo (Denominacdao Comum Brasileira): Cetamina (DCB 01936)
Dose administrada: 60 mg/ kg

Via de administragao: Intraperitoneal
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Frequéncia do uso: 2x
Duragao do uso: 1 dia

Farmaco utilizado no pdés-operatério: Anestésico

Nome do principio ativo (Denominacdo Comum Brasileira): Xilazina (DCB 09207)
Dose administrada: 8 mg/kg

Via de administracao: Intraperitoneal

Frequéncia do uso: 2x

Duracao do uso: 1 dia

Justificativa para o ndo uso de analgésico no PO: Embora haja dor de leve intensidade em experiencias anteriores do grupo de pesquisa
ndo obtivermos resultados positivos na melhora da dor. Além disso, a utilizagdo de medicamentos fora do protocolo estabelecido poderd
gerar alteragoes.

Havera outro tipo de cuidado no PO? Nao.
Exposicao/inoculacado de substancias ou organismos que ndo farmacos? Nao.

Serd utilizado alguma outra droga, substancia, extrato, vitamina ou suplemento? NAO, n&o utilizo outras drogas, substancias, extratos ou
vitaminas.

H4 extracdo de material biolégico? N&o.
Os animais serao eutanasiados? Sim.

Substancia utilizada 1: Xylazia
Via de administracao: Intraperitoneal
Dose administrada: 8mg/kg/peso

Substancia utilizada 2: Ketamina
Via de administracao: Intraperitoneal
Dose administrada: 60 mg/kg/peso

Substancia utilizada 3:
Via de administracao:
Dose administrada:

Método de eutandsia: Decapitacdo

Método restrito: Ao final do experimento os animais serao eutanasianados seguindo as recomendacdes presentes nas diretrizes da
pratica de eutanasia do CONCEA. O método fisico utilizado serd decapitacdo posterior a realizagdo os animais serdo anestesiados
(injecao intraperitoneal de solucao de xylazina 8 mg/Kg/peso corporal e ketamina 60 mg/Kg/peso corporal), seguindo as recomendacdes

éticas internacionais (National Research Council, 1996).

Método de descarte: Sao Carlos Ambiental - Servico de limpeza urbana e tratamento de residuos
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Documentos anexados ao sistema

Titulo do documento: Termo de Compromisso
Nome do arquivo: Termo de Compromisso Camila_Marques

Titulo do documento: Projeto de Pesquisa
Nome do arquivo: Projeto_Mestrado_Camila_Marques_de_

Titulo do documento: FormConcea_28.08.2019
Nome do arquivo: FormConcea_28.08.2019.pdf

Titulo do documento: FormConcea_15.10.2019
Nome do arquivo: FormConcea_15.10.2019.pdf

TS ES
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Descricio do experimento: fornecida pelos autores

Objetivo: desenvolver, validar e tornar reprodutivel técnicas e regides de interesse para
utilizagdo do Dual Energy X-Ray Absorptiometry (DXA) para andlise de joelho de ratos
em diferentes tempos da Osteoartrite (AO) confeccionando um guia ao final do estudo.
Metodologia: O projeto foi divido em 2 fases: Fase 1: Desenvolvimento contendo duas
etapas. 1° Etapa: Experimentacio utilizando 8 ratos em um grupo Osteoartrite (OA),
sendo este submetido a transecao do ligamento cruzado anterior para indu¢ao da OA na
14* semana. Os animais foram anestesiados e escaneados pelo DXA na 147, 19* e 24°
semanas. Posterirormente ao escaneamento, todas as imagens dos animais foram
analisadas e confeccionadas regides de interesse no fémur e tibia, identificando as
variaveis area da regido de interesse (area), densidade mineral 6ssea (DMO) e conteudo
mineral 6sseo (CMO). 2% Etapa: Confeccio de um novo guia de recomendacées, onde
foram realizadas as normatizagdes e padronizacdes das técnicas para utilizagao do DXA
em ratos e orientagdes especificas para regides de interesse de ratos com OA de joelho.
A Fase 2: Validacao - foi dividida em 2 etapas. 1* Etapa: na Verificacao e Avaliagoes
foram realizados os treinamentos com pesquisadores experientes € inexperientes no uso
do DXA para posicionamento do animal e sele¢do de regides de interesse. 2° Etapa:
Reprodutibilidade - nesta etapa um novo grupo realizou as atividades propostas no novo
guia de recomendacdo sem nenhum treinamento.

1. Objetivo do relatdrio estatistico

O presente relatorio estatistico teve por objetivo analisar os dados provenientes de
medicdes no DXA das fases 1 e 2 supracitadas, considerando-se: 1- as avaliagdes dos
joelhos de ratos em diferentes regides do animal e tempos da osteoartrite por meio de
testes de agrupamento, estatisticas descritivas, correlagdo e regressdo; 2- comparar o
efeito do treinamento no DXA nas medidas area, CMO e DMO por meio de teste de
agrupamento de médias e estatisticas descritivas.

2. Procedimento estatistico

2.1.Delineamento e esquema experimental
2.1.1. Fasel

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente ao acaso (DIC), com esquema
de parcela subdividida (split plot) no tempo (5x3). Na parcela, considerou-se o efeito do
fator regides de interesse (5 niveis: Global - Tamanho Total da Imagem; TPE- Tibia
Proximal Esquerda; TPD- Tibia Proximal Direita; FDE- Fémeur Distal Esquerdo; FDD-
Fémur Distal Direto). Na subparcela (dentro de cada parcela) foi estudado o efeito do
fator tempo em que foram feitos escaneamentos dos animais no DXA (3 niveis: 14, 19 ¢
24 semanas).



2.1.2. Fase?2

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente ao acaso (DIC), com esquema
fatorial 5x2. Para o primeiro fator, considerou-se o efeito do fator regides de interesse (5
niveis: Global - Tamanho Total da Imagem; TPE- Tibia Proximal Esquerda; TPD- Tibia
Proximal Direita; FDE- Fémeur Distal Esquerdo; FDD- Fémur Distal Direto). No
segundo fator, foi estudado o efeito do nivel de experiéncia do usudrio que realizava os
escaneamentos dos animais no DXA (2 niveis: experiente e inexperiente).

2.2. Analise estatistica e visualiza¢ao dos dados

Os dados foram analisados no software R (R Core Team, 2021), sendo realizados os
seguintes procedimentos: pré-processamento, manipulacdo, analise e produgdao de
graficos. Foram estudados os padrdes existentes nos dados por meio do calculo das
variaveis estatisticas: média, desvio padrdo, intervalo de confianca e coeficiente de
variacao utilizando o pacote “Rmisc” (Hope, 2013). Os efeitos gerais dos fatores regides,
tempo e nivel de experiéncia nas propriedades avaliadas pelo DXA foram estudados pela
analise de variancia (ANOVA) das variaveis area, conteudo mineral 6sseo (CMO) e
densidade mineral 6ssea (DMO) utilizando-se o pacote estatistico “ExpDes” (Ferreira et
al., 2021), considerando os fatores e interagdes significativos a p < 0,05 pelo teste de F.
Os efeitos de cada um dos niveis do fator regides, tempo e experiéncia foram desdobrados
pelo método de agrupamento de médias pelo teste de tukey, a p<0,05. Adicionalmente,
foram calculados os coeficientes de correlacao linear de Pearson para estudo do grau de
relagcdo entre as variaveis area x CMO x DMO no nivel geral e dentro do fator regido. E
realizados os ajustes de modelos de 1° e 2° grau para analisar o efeito do tempo na
variabilidade e confiabilidade dos dados, considerando-se as métricas desvio padrao e
coeficiente de variacdo. Os dados que ndo seguiram os pressupostos da andlise de
variancia foram pré-processados utilizando o pacote estatistico de transformagao de dados
“BestNormalize” (Peterson, 2020). Por fim, os dados foram compilados em tabelas e
graficos confeccionados utilizando-se o pacote “ggplot2” em alta resolugdo (dpi = 600)
(Wickham et al., 2020).



3. Resultados
1. Fase 1
Tabela 1. Resumo da analise de variancia

das medidas realizada no DXA em funcgao
das regides de interesse e tempo

Fonte de variagio A~ CMO DMO

cm? g g/em?
Regido p<0.01 p<0.01 p<0.01
Tempo p<0.01 p<0.01 p<0.01
Regidao*Tempo ns ns ns

lindica significancia a p <0.01, 0.05 ¢ 0.10
pelo teste F. “ns” indica que a causa de
variacao ¢, no geral, ndo significativa.

Tabela. 2. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade (desvio
padrao, erro padrao da média, coeficiente de variacao e intervalo de confianga) da area
da regido de interesse realizada com o DXA em trés tempos

Regido  Tempo A’re'a Des.  Erro pa}d?ﬁo da  Intervalor de confianca Coeﬁc.ien}e de
média Pad. média (95 %) variacao
(semanas) (cm?) (%)
14 83,8 Aa 2,44 1,00 2,56 2,91
Global 19 77,7 Aab 3,70 1,51 3,88 4,76
24 71,0 Ab 1,56 0,64 1,63 2,19
14 1,9 Ba 0,11 0,04 0,11 5,86
TPE 19 1,8 Bab 0,33 0,14 0,35 18,62
24 1,7 Bb 0,13 0,05 0,13 7,50
14 1,8 Ba 0,21 0,09 0,22 11,48
TPD 19 1,9 Bab 0,33 0,14 0,35 17,79
24 1,6 Bb 0,21 0,09 0,22 12,93
14 1,7 Ca 0,19 0,08 0,20 11,51
FDE 19 1,6 Cab 0,22 0,09 0,23 13,74
24 1,4 Cb 0,35 0,14 0,37 26,26
14 2,0BCa 0,39 0,16 0,41 19,91
FDD 19 1,6 BCab 0,26 0,11 0,28 17,05
24 1,5BCb 048 0,19 0,50 30,94

*Letras maiusculas comparam regidoes € minusculas comparam os tempos dentro de cada
regido pelo teste de tukey a p<0,05.
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Figura 1. Grafico do tipo boxplot da varidvel area (Area, cm?) em funcdo das areas de
interesse e tempos (letras maitisculas entre parénteses comparam regioes de interesse e
minusculas comparam os tempos em semanas, considerando-se teste de tukey a p<0,05)



Tabela. 3. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade (desvio
padrdo, erro padrdo, coeficiente de variagdo e intervalo de confianga) do conteudo mineral
0sseo (CMO, g) da regido de interesse realizada com o DXA em trés tempos

Regido Tempo CMO Des. Pad. Erro pzild.réo da  Intervalor de confianca Coeﬁc'ien}e de
médio média (95 %) variacao
(semanas) (2) (%)
14 13,8 Aa 0,73 0,30 0,76 5,26
Global 19 11,9 Ab 1,24 0,51 1,30 10,44
24 10,3 Ac 0,66 0,27 0,69 6,37
14 0,4 Ba 0,02 0,01 0,02 4,78
TPE 19 0,3 Bb 0,05 0,02 0,05 14,99
24 0,3 Be 0,02 0,01 0,02 8,17
14 0,4 Ba 0,06 0,02 0,06 16,44
TPD 19 0,3 Bb 0,10 0,04 0,10 30,43
24 0,3 Be 0,04 0,02 0,04 14,61
14 0,2 Ca 0,03 0,01 0,03 14,63
FDE 19 0,2 Cb 0,02 0,01 0,02 12,90
24 0,1 Cc 0,07 0,03 0,07 54,27
14 0,3 Ca 0,06 0,02 0,06 22,03
FDD 19 0,2 Cb 0,04 0,01 0,04 19,08
24 0,2 Cc 0,06 0,02 0,06 33,28

*Letras maiusculas comparam regidoes € minusculas comparam os tempos dentro de cada
regido pelo teste de tukey a p<0,05.
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Figura 2. Grafico do tipo boxplot da varidvel conteudo mineral 6sseo (CMO, g) em
funcdo das areas de interesse e tempos (letras maiusculas comparam regides de interesse
e minusculas comparam os tempos em semanas, considerando-se teste de tukey a p<0,05)



Tabela. 4. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade (desvio
padrdo, erro padrdo, coeficiente de variagdo e intervalo de confianca) da densidade
mineral 6ssea (DMO, g/cm?) da regido de interesse realizada com o DXA em trés tempos

Regido Tempo DMO Des. Pad. Erro pa}dﬁlo da Intervalor de Coeﬁc.ien}e de
médio média confianca (95 %) variacao
(semanas) (g/em?) (%)
14 0,2 Ba 0,00 0,00 0,00 2,26
Global 19 0,2 Bb 0,01 0,00 0,01 6,23
24 0,1 Bb 0,01 0,00 0,01 5,63
14 0,2 Aa 0,01 0,01 0,02 7,31
TPE 19 0,2 Ab 0,02 0,01 0,02 10,57
24 0,2 Ab 0,01 0,01 0,02 9,11
14 0,2 Aa 0,03 0,01 0,03 14,65
TPD 19 0,2 Ab 0,04 0,02 0,04 22,64
24 0,2 Ab 0,01 0,00 0,01 4,72
14 0,1 Ca 0,01 0,01 0,01 10,95
FDE 19 0,1 Cb 0,01 0,00 0,01 4,75
24 0,1 Cb 0,01 0,00 0,01 10,40
14 0,1 Ca 0,03 0,01 0,03 22,77
FDD 19 0,1 Cb 0,03 0,01 0,03 20,92
24 0,1 Cb 0,01 0,00 0,01 9,07

*Letras maiusculas comparam regidoes € minusculas comparam os tempos dentro de cada
regido pelo teste de tukey, a p<0,05.
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Figura 4. Grafico de regressao com indice de correlacdao linear de Pearson (R) entre
variaveis medidas (Area vs CMO, Area vs DMO ¢ CMO vs DMO) no DXA e suas
corregdes dentro de cada regido medida (a confiabilidade da medida ¢ dada pelo p < 0,01,
0,05 ou “ndo significativo” (ns) e a qualidade do ajuste da regressdo aos dados pelo
coeficiente de determinagdo (R?))
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DXA e o coeficiente de determinagdo (R?) para as diferentes regides de interesse (a
qualidade do ajuste da regressao aos dados ¢ dada pelo coeficiente de determinagdo (R?))
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Figura 6. Anélise de regressdo entre tempo e o desvio padrdo das variaveis medidas (Area,
Contetdo Mineral Osseo (CMO) e Densidade Mineral Ossea (DMO)) no DXA e o coeficiente
de determinagdo (R?) (a qualidade do ajuste da regressao aos dados ¢ dada pelo coeficiente de
determinagdo (R?))

2. Fase 2

Tabela 7. Resumo da analise de variancia das
medidas realizada no DXA em funcao das
regides de interesse e nivel de experiéncia

Fonte de variagio A CMO DMO

cm? g g/em?
Regido p<0,01 p<0,01 p<0,01
Experiéncia p<0,01 p<0,01 p<0,01

Regido*Experiéncia ns  p<0,05 ns
lindica significancia a p <0.01, 0.05 e 0.10 pelo
teste F. “ns” indica que a causa de variagdo ¢é, no
geral, ndo significativa.




Tabela 6. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade
(desvio padrao, erro padrao, coeficiente de variacdo e intervalo de confianca) da variavel
area das diferentes regides de interesse realizadas com o DXA por pessoas experientes
e inexperientes

Intervalor de

A’r ca Des. Pad. Erro pe,ld?ao da confianca (95 Coeﬁc}enNte
ix A média média o de variagdo
Regido Experiéncia %)
(cm?) (%)
FDD Nio 0,80 Bb 0,15 0,07 0,24 18,42
Sim 0,98 Ba 0,04 0,02 0,06 3,64
FDE Nio 0,79 Bb 0,13 0,06 0,20 16,17
Sim 1,20 Ba 0,41 0,20 0,65 33,95
Global Nio 70,37 Ab 2,70 1,35 4,30 3,84
Sim 71,58 Aa 0,37 0,18 0,58 0,51
TPD Nio 0,85 Bb 0,04 0,02 0,06 4,33
Sim 1,21 Ba 0,32 0,16 0,51 26,47
TPE Nio 0,76 Bb 0,01 0,01 0,02 1,93
Sim 1,10 Ba 0,06 0,03 0,10 5,92

*Letras mailsculas comparam regides e minusculas comparam niveis de
experiéncia pelo teste de tukey a p<0,05.

Tabela 7. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade
(desvio padrao, erro padrao, coeficiente de variacdo e intervalo de confianca) da variavel
contetido mineral 6sseo (CMO, g) das diferentes regides de interesse realizadas com o
DXA por pessoas experientes e inexperientes

Intervalor de

CMO médio Des. Pad. Erro pz?dyao confianga (95 Coeﬁqen}e
i o da média de variacao
Regido Experiéncia %)

(€9) (%)
FDD Néo 0,10 Db 0,01 0,01 0,02 11,51
Sim 0,16 Ba 0,01 0,01 0,02 6,52
FDE Néo 0,11CDb 0,01 0,00 0,01 8,56
Sim 0,16 Ba 0,03 0,02 0,05 19,46
Global Nio 11,66 Aa 0,12 0,06 0,19 1,00
Sim 11,82 Aa 0,07 0,03 0,11 0,58
TPD Nio 0,14 Ba 0,01 0,01 0,02 10,55
Sim 0,19 Ba 0,04 0,02 0,07 22,86
TPE Néo 0,13 BCb 0,00 0,00 0,00 0,22
Sim 0,20 Ba 0,02 0,01 0,03 10,14

*Letras mailsculas comparam regides e minusculas comparam niveis de
experiéncia pelo teste de tukey a p<0,05.



Tabela 8. Medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade/confiabilidade
(desvio padrao, erro padrao, coeficiente de variacdo e intervalo de confianca) da variavel
densidade mineral 6ssea (DMO, g/cm?) das diferentes regides de interesse realizadas
com o DXA por pessoas experientes e inexperientes

Erro Intervalor de .
15[2/([12 Des. Pad. padraoda confianga (95 dcgif;rcifrgs
Regido Experiéncia média %) ¢
(g/cm?) (%)
FDD Nio 0,12 Db 0,00 0,00 0,00 0,54
Sim 0,16 Da 0,02 0,01 0,03 11,82
FDE Nio 0,15 CDb 0,03 0,02 0,05 20,69
Sim 0,15 CDa 0,01 0,00 0,01 4,19
Nio 0,16 BCb 0,00 0,00 0,01 2,29
Global
Sim 0,17 BCa 0,00 0,00 0,00 0,07
TPD Nio 0,17 ABb 0,01 0,01 0,02 6,25
Sim 0,17 Aba 0,02 0,01 0,03 11,01
TPE Nio 0,18 Ab 0,01 0,00 0,01 2,90
Sim 0,19 Aa 0,01 0,00 0,01 4,21

*Letras maitsculas comparam regides € minusculas comparam niveis de
experiéncia pelo teste de tukey a p<0,05.
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Figura 7. Grafico de barras com média e intervalo de confianca para as variaveis Area (cm?),
Conteudo Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com medidas
realizadas no DXA para a regido Global (tamanho total da imagem) (as letra comparam
medidas realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a p<0,05)
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Figura 8. Grafico de barras com média e intervalo de confianca para as variaveis Area (cm?),
Conteudo Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com medidas
realizadas no DXA para a regido Fémur Distal Direito (FDD) (as letra comparam medidas
realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a p<0,05)
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Figura 9. Grafico de barras com média e intervalo de confianca para as variaveis Area (cm?),
Conteudo Mineral Osseo (CMO, g) e Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com medidas
realizadas no DXA para a regido Fémur Distal Esquerdo (FDE) (as letra comparam medidas
realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a p<0,05)
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Figura 10. Grafico de barras com média e intervalo de confianca para as variaveis Area (cm?),
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Figura 10. Grafico de barras com média e intervalo de confianca para as variaveis Area (cm?),
Conteudo Mineral Osseo (CMO, g) ¢ Densidade Mineral Ossea (DMO, g/cm?) com medidas
realizadas no DXA para a regido Tibia Proximal Esquerda (TPE) (as letra comparam medidas
realizadas nos dois niveis de experiéncia pelo teste de tukey a p<0,05)
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Descriciao do experimento: fornecida pelos autores

Objetivo: desenvolver, validar e tornar reprodutivel técnicas e regides de interesse para
utilizacdo do Dual Energy X-Ray Absorptiometry (DXA) para andlise de joelho de ratos em
diferentes tempos da Osteoartrite (AO) confeccionando um guia ao final do estudo.
Metodologia: O presente relatério refere-se a seguinte fase: A Fase 2: Validacao - foi
dividida em 2 etapas. 1* Etapa: na Verificacao e Avaliagdes foram realizados os treinamentos
com pesquisadores experientes e inexperientes no uso do DXA para posicionamento do
animal e sele¢do de regides de interesse. 2° Etapa: Reprodutibilidade - nesta etapa um novo
grupo realizou as atividades propostas no novo guia de recomendacdo sem nenhum
treinamento.

1. Objetivo do relatorio estatistico

O presente relatorio estatistico teve por objetivo analisar os dados provenientes de medigoes
no DXA da fase 2, considerando-se: a confiabilidade inter e intra-observador de individuos
treinados e nao treinados no DXA das medidas area, CMO e DMO por meio do coeficiente
de correlacao de Pearson e intervalo de confianca a 95 % de probabilidade.

2. Procedimento estatistico

2.1.Delineamento e esquema experimental

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente ao acaso (DIC), com esquema
fatorial 5x2. Para o primeiro fator, considerou-se o efeito do fator regides de interesse (5
niveis: Global - Tamanho Total da Imagem; TPE- Tibia Proximal Esquerda; TPD- Tibia
Proximal Direita; FDE- Fémeur Distal Esquerdo; FDD- Fémur Distal Direto). No segundo
fator, foi estudado o efeito do nivel de experiéncia do usudrio que realizava os escaneamentos
dos animais no DXA (2 niveis: experiente e inexperiente).

2.2. Analise estatistica ¢ visualiza¢cao dos dados

Os dados foram analisados no software R (R Core Team, 2021), sendo realizados os seguintes
procedimentos: pré-processamento, manipulacdo, analise e producdo de graficos. A
confiabilidade intra e inter-observador foi avaliada pelo calculo do Coeficiente de Correlacao
Intraclasse (CCI) para a avaliacdo de dois tipos de confiabilidade: inter e intra-observadores,
assim como os valores do limite inferior e superior do intervalor de confianca a 95 % de
probabilidade. Foi utilizado o teste paramétrico de Pearson para os resultados das medicdes
de area, conteudo mineral 6sseo e densidade mineral 6ssea realizadas por individuos treinados
e ndo-treinados segundo o protocolo de anélise do DXA. Por fim, os dados foram compilados
em tabelas e graficos confeccionados utilizando-se o pacote “ggplot2” em alta resolugéo (dpi
= 600) (Wickham et al., 2020).



Resultados

A correlagdo linear de Pearson trata da medida da direcdo ¢ do grau com que duas variaveis
quantitativas se associam linearmente em uma amostra. Os limites inferiores e superiores do
intervalo de confianca indicam o grau de representatividade do valor médio da correlagdo (r). O
valor do indice de correlagao vaide -1 a 1.

No caso do seu uso como medida de confiabilidade, os valores proximos de 1 indicam a
concordancia de resultados das medi¢des. Valores proximos de -1, indicam que quando alguém
mediu que para uma regido o valor foi alto, a outra mediu um valor baixo. Entdo, existe uma
tendéncia decrescente, mas os resultados ndo concordam. Se os valores sdo proximos de 0, ndo ha
concordancia nem tendéncia nos resultados.

A correlagdo intra-observador, considerando o nivel de experiéncia com o aparelho DXA, mostra
se os resultados das medigdes dos observadores ¢ coerente entre os usuarios do aparelho com o
mesmo nivel de experiéncia para a mesma variavel resposta (ex.: area). Por exemplo, se quando um
usuario experiente mediu um valor elevado de area para uma regido e o outro também indicou isso,
entdo a corre¢do ¢ proxima de 1. Se houve concordancia para boa parte dos usuarios e medigdes
(repetigdes) , entdo os limites inferiores e superiores do intervalo de confianca t€m valores préoximos
da média da correlagdo (r), sendo proximo de 1.

A correlacdo chamada de inter-observador, indica a concordancia dos resultados de usuarios do
DXA com niveis de experiéncia diferente. Essa correlagdo indica se usuarios do aparelho, com e
sem treinamentos, tiveram resultados que concordavam quando altos e baixos. Quando a correlacao
¢ positiva e proxima de 1, quer dizer que concordavam. Quando a correlagdo € negativa e proxima
de -1, indica que quando um usuério inexperiente media um valor alto para uma regido, o usuario
treinado poderia estar apresentando o valor baixo, por exemplo. Isso quer dizer que nao
concordavam, mesmo tendo uma tendéncia na relacdo entre os resultados das duas classes de
usuarios. Quando o valor ¢ proximo de 0, entdo ndo existe tendéncia, nem concorddncia dos
resultados apresentados pelas duas classes de usuarios.

Uma observacao importante, € que quando temos valores muito baixos concentrados (ex.: variavel
area das diferentes regides) e poucos valores muito altos (ex.: varidvel area do global), entdo
acontece de aumentar “artificialmente” o indice de correlagdo. Isso aconteceu quando incluimos a
medicdo do global. Isso acaba dificultando nosso entendimento da real confiabilidade das medigoes
utilizando o método proposto para as outras regides analisadas, cujos resultados foram baixos.
Sendo assim, da perspectiva do entendimento da qualidade dos resultados do método, seria melhor
apresentar o resultado sem o global ou mostrar os dois resultados, explicando essa questdo. Outro
ponto importante, ¢ que o numero limitado de usuarios no ensaio pode comprometer a avaliagao de
confiabilidade do método. Para melhor compreensao da confiabilidade do método, seria interessante
aumentar o nimero de usudrios e repeticdes para reduzir/diluir erros devidos ao operador, ie, erros
que nao estio associados ao método em si.




Tabela 1. Confiabilidade intra e inter-observador de todas as avaliacdes
realizadas (inclui medigdes do global)

Confiabilidade! Experiéncia Varidvel r LIC LSC
Area  0,9999 10,9998 1,0000
Experiente DMO 0,3842 -0,3238 0,8163
CMO 11,0000 0,9999 1,0000
Area  1,0000 1,0000 1,0000
Inexperiente DMO 0,6946 0,1155 09213
CMO 1,0000 1,0000 1,0000
Area 09991 0,9975 0,9996
Inter-observador Ambos DMO 0,4707 0,0356 0,7558
CMO 1,0000 0,9999 1,0000
"'r - indice de correlacdo de Pearson; LIC — Limite Inferior da Correlacao;
LSC — Limite Superior da Correlagdo, que compreende o intervalo de
confianca de 95 % dos resultados

Intra-observador

Tabela 2. Confiabilidade intra e inter-observador de todas as avalia¢des
realizadas (ndo inclui medi¢des do global)

Confiabilidade! Experiéncia Varidvel r LIC LSC

Area 03193 -0,4972 0,8359
Experiente DMO 0,3800 -0,4434 0,8556
CMO 0,2132 -0,5784 0,7980
Area -0,1839 -0,7866 0,5983
Inexperiente  DMO 00,6939 -0,0212 0,9393
CMO 0,6539 -0,0942 0,9300
Area -0,3434 -0,7171 0,1835
Inter-observador Ambos DMO 0,4698 -0,0337 0,7832
CMO 10,6129 0,1683 0,8503

"'t - indice de correlacdo de Pearson; LIC — Limite Inferior da Correlacio;

LSC — Limite Superior da Correlagdo, que compreende o intervalo de
confianca de 95 % dos resultados
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Figura 1. Confiabilidade intra e inter-observador de todas as avaliagdes realizadas (inclui
medicoes do global). A barra de erro no entorno da média da correlagdo indica o LIC —
Limite Inferior da Correlagdo; e o LSC — Limite Superior da Correlagdo, para o intervalo
de confianga de 95 % dos resultados
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Figura 2. Confiabilidade intra e inter-observador de todas as avaliag¢des realizadas (ndo
inclui medi¢oes do global). A barra de erro no entorno da média da correlagao indica o
LIC — Limite Inferior da Correla¢do; e o LSC — Limite Superior da Correlacdo, para o
intervalo de confianga de 95 % dos resultados
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