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AVALIACAO DA DENSIDADE MINERAL OSSEA DE VERTEBRAS DA
COLUNA VERTEBRAL DE RATOS WISTAR SUBMETIDOS A SUSPENSAO
DA CAUDA POR 15 E 36 DIAS

Resumo: A suspensédo de ratos pela cauda é modelo utilizado para
investigar o comportamento 0sseo0 em animais impossibilitados de se
locomoverem. O o0sso é um tecido adaptativo que se desenvolve em sua
estrutura e fungcdo, entre outros fatores, em resposta a forcas mecanicas
aplicadas a ele e demandas metabdlicas que o mesmo venha sofrer. A
auséncia de forcas mecanicas e de deformacédo 6ssea faz com que ocorra uma
diminui¢cdo na deposicéo de calcio por auséncia de estimulos nos osteoblastos
e osteocitos, favorecendo a acdo dos osteoclastos, tornando 0 0sso
enfraquecido e quebradico. Portanto, a acdo mecénica é necessaria para
estimular a resposta O0ssea local e, assim, proporcionar seu crescimento e
remodelamento. O objetivo deste estudo foi avaliar, através da densitometria
radiografica, se a suspenséo pela cauda por 15 e 36 dias altera a densidade
mineral 6ssea das vértebras cervical (Cs), toracica (Ts) e lombar (L1 e L3) de
ratos Wistar. Trinta Rattus norvegicus albinus, adultos, machos, linhagem
Wistar, massa corporea média de + 350g, foram divididos em 3 grupos:
controle (n=10) - ndo suspenso; S35 (n=10) - suspenso por 15 dias e Sz (N=10)
- suspenso por 36 dias. Para analise densitométrica as vértebras foram
radiografadas, escaneadas, digitalizadas e analisadas pelo programa
computacional ImageJ®. Houve aumento estatisticamente significante da
densidade mineral 6ssea no grupo Sis, provavelmente pela inquietacdo dos
animais a suspensao, com diminuicdo no grupo Sgze, fato este hipoteticamente
ligado a acomodacdo dos mesmos, concluindo que a suspensdo pela cauda
alterou a densidade mineral 6ssea num primeiro momento com diminuigdo com

0 passar do tempo.



Palavras-chave: densitometria radiogréafica; coluna vertebral; ratos; auséncia

de carga.

EVALUATION OF BONE MINERAL DENSITY OF VERTEBRAE COLUMN OF
WISTAR RATS SUBJECTED TO SUSPENSION OF TAIL FOR 15 AND 36
DAYS

Summary: The suspension of rats by the tail model is used to investigate the behavior
of bone in animals unable to move around. Bone is an adaptative tissue that
develops in structure and function, among other factors, in response to mechanical
forces applied to it and metabolic demands that it will suffer. The absence of
mechanical forces and deformation of bone that occurs causes a decrease in calcium
deposition in the absence of stimuli on osteoblasts and osteocytes, favoring the action of
osteoclasts, making bones weak and brittle. Therefore, the mechanical action is
necessary to stimulate local bone response and thus provide growth and
remodeling. The aim of this study was to evaluable by radiographic densitometry,
the tail suspension for 15 and 36 days alter the bone mineral density of cervical
vertebrae (C3), thoracic (T6) and lumbar (L1 and L3) of Wistar rats. Thirty Rattus
norvegicus albinus, adult, male, Wistar strain, average body mass + 350g, were divided
into 3 groups: control (n = 10) - not suspended; S;5 (n = 10) - suspended for 15 days and
Sss (N = 10) - suspended for 36 days. For densitometric analysis vertebrae were
radiographed, scanned, digitized and analyzed by the computer program
ImageJ ®. There was a statistically significant increase in bone mineral density
in group Sis, probably by the restlessness of the animals to the suspension,
with a decrease in group Sz, and this hypothetically is linked to the
accommodation of the rats, concluding that the tail suspension altered bone

mineral density in first time with a decrease over time.

Keywords: radiographic densitometry, spinal column, rats, unload



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo dos mais resistentes e rigidos do
nosso corpo, sendo o principal constituinte do mesmo. Tem diversas funcdes,
dentre elas, a de protecdo para os 6rgdos vitais, alojamento e prote¢do para a
medula dssea, suporte para as partes moles, armazenamento e fornecimento
de minerais, apoio aos musculos esqueléticos para movimentacdo do
organismo e serve como sistema de alavancas que pode aumentar as forcas
geradas na contragdo muscular. Tem estrutura dindmica e se renova
continuamente sendo sensivel as influéncias metabdlicas, nutricionais,
enddcrinas e a fatores mecéanicos, tais como tensao (GUYTON e HALL, 2002).

O o0sso € composto por 10% de agua, 30% de matriz de colageno e
aproximadamente 60% de mineral. A capacidade que 0 0sso tem para suportar
forcas esta ligada a quantidade absoluta de seus componentes bem como
estes componentes se correlacionam (ATHANASIOU et al.,, 2000 apud
RODRIGUES, 2003). A formacdo do tecido ésseo se da principalmente por
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Os osteoblastos e ostedcitos sédo
células formadoras de 0sso, sendo que os osteoblastos sédo células jovens que
estdo localizadas na superficie Ossea enquanto que o0s ostedcitos séao
osteoblastos maduros localizados na matriz mineralizada. Ja os osteoclastos
séo células que fazem a reabsorcdo Ossea (KAPLAN et al., 1994) através de
tineis que s&o cavados pelas mesmas na cortical 6ssea, sendo esta
reabsorgéo processo normal para o reparo 6sseo (DOBLARE et al, 2004).

O osso responde a estimulos variados e durante toda a vida passa por
constante processo de regeneracdo (GUYTON e HALL, 2002). Diante de
mudancas na demanda mecanica, 0 0sso pode alterar suas propriedades e
formato, pois & auto-reparador, se diferindo de outros materiais estruturais
(KAPLAN et al., 1994).

Turner (2000) relata que a deposi¢do de osso é parcialmente regulada

pela quantidade de tensdo mecéanica a ele imposta, sendo que auséncia de



carga mecanica promove aumento no processo de reabsor¢ao 6ssea reduzindo
assim a massa 6ssea. Corroborando com os achados de Carvalho et al. (2002)
0s quais afirmam que, por se tratar de um tecido adaptativo, o tecido ésseo,
diante de forgas mecénicas aplicadas a ele e das demandas metabdlicas,
desenvolve sua estrutura e funcdo, sendo que, quanto maior for a solicitagdo
imposta ao 0ss0, maior sera a sua resposta tornando-o mais resistente, ao
passo que, a auséncia da solicitacdo 6ssea torna-o enfraquecido. Portanto, a
resposta 0ssea local esta diretamente ligada ao estimulo da acdo mecéanica
que ird estimular o seu crescimento e remodelamento.

Diante de estresse mecanico, os osteoblastos dos 0ssos se apresentam
mais ativos, tornando os 0ssos mais fortes e resistentes por desencadearem
reacOes fisiolégicas que modificam seu tamanho e estrutura. O estresse
mecanico causa ainda microfraturas, que servem como estimulo para
remodelacdo Ossea, a0 passo que a auséncia deste estresse causa um
enfraquecimento do mesmo. Este desuso, como ocorre em pacientes
acamados ou impossibilitados de se locomoverem, pode levar a osteoporose
pela falta de sustentacédo de peso (GUYTON e HALL, 2002).

Frequentemente o tecido 6sseo é lesado, podendo agravar-se em
fraturas, situacdo caracterizada pela perda da continuidade 6ssea que pode ser
completa ou incompleta. O processo de regeneracdo 6ssea se da através da
proliferacao celular e deposi¢do de sais de calcio restabelecendo assim a sua
arquitetura e funcionalidade, entretanto, o processo biolégico de reparo pode
ser lento (retardo de consolidacdo) ou até mesmo ndo se desenvolver
(pseudoartrose) resultando em deficiéncia ou incapacidade para o individuo
(DOBLARE et al, 2004).

Um dos mecanismos primarios de sobrevivéncia é o reparo tecidual nos
organismos vivos. Dentre estes mecanismos, o reparo tecidual entra como um
processo constante de reabsor¢cdo e formacao 6ssea, necessario para manter
o equilibrio mineral 6Osseo, caracterizando assim 0 0sso como tecido
permanentemente ativo (SZEJNFELD, 2000).



A compressao longitudinal, produzida pelo efeito da gravidade sobre o
arcabougco 0sseo, € um dos fatores responsaveis pela manutencdo do
metabolismo mineral normal, pois estimula o crescimento 6sseo por aposicao.
Diante de situacdes onde ha a descarga de peso, 0 0sso tem um aumento da
espessura e da densidade da diafise (MCARDLE et al., 2003). Todavia, quando
0 sistema musculo-esquelético é exposto a ambientes de microgravidade, o
mesmo € afetado diretamente alterando o seu metabolismo. Este fato ocorre,
pois ambientes de microgravidade geram baixa tensdo sobre os 0ssos levando
0S Mesmos a uma menor massa 0ssea necessaria para manter a estrutura
esquelética integra (JOHNSON, 1998).

O modelo que simula atrofia muscular e desgaste 6sseo de forma ideal é
aquele que permite livre mobilidade ao animal restringindo os movimentos dos
membros pélvicos (KASPER et al., 1993). Segundo Vico et al. (1998), a carga a
qgual o tecido esta submetido é diretamente responsavel pelas caracteristicas
fisicas do mesmo.

Além disso, pode-se verificar que o tecido 6sseo apresenta plasticidade
que o faz capaz de responder a estimulos, adaptando-se na regeneracao de
fraturas e/ou posteriormente as enfermidades dos ossos (BARREILO et al.,
2009).

Diante da curiosidade sobre como se comportariam as vértebras em
animais em ambiente com auséncia de carga, este trabalho foi realizado. Para
tanto se realizou levantamento bibliografico da musculatura esquelética da
regido que constitui a coluna vertebral de diversos animais, onde o objetivo foi
trazer conhecimento sobre os pontos de origem e inser¢do dos musculos em
guestdo bem como os ossos envolvidos e funcionamento biomecanico dos
mesmos. Neste capitulo sdo apresentados alguns animais e suas estruturas
anatdémicas, dando importancia maior ao rato, uma vez que este foi 0 animal

utilizado no estudo experimental apresentado no segundo capitulo.



1.1 CONSIDERACOES SOBRE A COLUNA VERTEBRAL DE CAO, EQUINO
E RATO

Segundo Getty (1986), os 0ssos que constituem a coluna vertebral de
um cao sao 0ssos irregulares, que consistem de uma cadeia mediana, impar, e
sdo denominados de vértebras. Estas estdo dispostas a partir do cranio a
extremidade da cauda, sendo divididas em cinco regides as quais recebem
nomes de acordo com sua localizagdo, a saber: cervical, toracica, lombar,
sacra e caudal. Em uma dada espécie, o numero de vértebras é perfeitamente
constante para cada regido, como citado por Dyce (1997), que relata 7
vértebras cervicais, 13 toracicas, 7 lombares e 3 sacras. O mesmo autor ainda
descreve que, em geral, a variagdo mais comum que pode ocorrer € a reducao
para seis vértebras lombares.

Kdnig e Liebich (2002) também relatam que as vértebras sdo 0SsS0s
irregulares, constituidas centralmente por uma substancia esponjosa e
envolvida na sua superficie por uma substancia 6ssea compacta.

No conjunto das vértebras méveis do eqiino, aparecem dois grupos de
articulacbes; a primeira é formada pelos corpos das vértebras e a segunda,
pelos processos adjacentes. As vértebras estdo unidas por meio de discos
intervertebrais, estruturas que consistem de tecido fibroso e fibrocartilaginoso
em sua periferia @ um nucleo pulposo macio central, que ocupam 0 espaco
entre os corpos de duas vértebras adjacentes. Estes sdo mais finos na regido
toracica, mais espessos nas regides cervical e lombar e mais espessos ainda
na regiao caudal. Associados aos discos ha o ligamento longitudinal ventral
gue se localiza na regido ventral dos corpos vertebrais e dos discos
intervertebrais e o ligamento longitudinal dorsal, que esté disposto no assoalho
do canal vertebral da segunda vértebra cervical até o sacro. Estes ligamentos
se dispbem de forma a unir os arcos e 0S processos; sendo alguns

considerados especiais por limitar apenas a unir uma articulacdo, e outros



considerados comuns, por estender-se ao longo de quase toda a coluna
vertebral ou uma consideravel parte da mesma (GETTY, 1986).

Getty (1986) descreve os movimentos da coluna vertebral, excluindo
aqueles da articulacdo atlanto-axial, como sendo de flexdes dorsais, ventrais,
laterais e de rotagdo e afirma que os movimentos de uma Unica articulagdo sao
curtos, mas quando somado 0os movimentos de outras articulagdes, o resultado
€ um grau de amplitude maior.

A constituicdo da coluna vertebral de um rato é dada por sete vértebras
cervicais, treze toracicas, seis lombares, quatro sacrais e, de vinte e sete a
trinta vértebras caudais (Figura 1) e os musculos do tronco sédo dados sob as
seguintes aspectos — musculo cutaneo do tronco, musculos do térax, musculos
do abdébmen e muasculos caudais. A por¢ao carnosa que cobre o tronco do rato,
compreendida entre a regido toracica e lombar € chamada muasculo cutaneo
maximo, tendo parte de suas fibras originadas no tubérculo menor do amero e

une fibras provenientes da superficie do masculo peitoral.

Torécica

_ Lombar Sacral

Caudal

FIGURA 1- Vista lateral da coluna vertebral de esqueleto de rato Rattus
norvegicus albinus abordando as regides cervical, toracica, lombar, sacral e
caudal (Fonte propria).

O musculo cutdneo maximo surge debaixo da pata cranial como um

musculo bastante robusto que entdo irradia posteriormente sobre a superficie



dorsal, lateral e ventral do tronco. As fibras dorsais cobrem os ombros e se
estendem até a linha dorsal média, a massa muscular lateral se torna muito
mais fina antes de inserir sobre a regido glutea, com fibras convergindo a base
da cauda (Figuras 2 e 3). Finalmente, das fibras que se espalham
ventralmente, algumas acabam na fascia dos musculos extensores e superficie

medial da coxa, enquanto algumas se estendem a linha média ventral.

FIGURA 2- Vista lateral de Rattus norvegicus albinus evidenciando o musculo cutaneo
maximo (Greene, 1955).

FIGURA 3- Vista dorsal de Rattus norvegicus albinus
evidenciando os musculos subcutdneos dorsais com a fascia
removida a esquerda (Greene, 1955).



Dos musculos do térax, apenas trés parecem serem importantes para
serem descritos, ou seja, musculo serratil posterior superior, misculo serratil
posterior inferior e musculo diafragma. O musculo serratil posterior superior
(Figura 5) surge a partir do ligamento nucal, dos processos espinhosos das
duas primeiras vértebras torcicas e da fascia dorsolombar e tem sua inser¢ao
entre a 42 e a 92 costelas. O serratil posterior inferior (Figura 4) decorre dos
processos espinhosos das vértebras toracicas e lombares por meio da fascia
lombar e esté inserido entre a 92 e a 132 costelas.

O diafragma origina-se da cartilagem de todas as falsas costelas, da
ultima costela verdadeira, e da superficie superior da cartilagem ensiforme e é

inserido entre as costelas e a coluna.

FIGURA 4- Vista dorsal de Rattus norvegicus albinus
evidenciando musculos subcutaneos dorsais com a fascia
removida a esquerda (Greene, 1955).

O musculo abdominal estd dividido em dois grupos — grupo dos
muUsculos ventro-laterais que inclui os obliquos externo e interno do abdémen,
o reto abdominal e piramidal e, o grupo dos musculos posteriores que inclui os

psoas maior e menor, o iliaco e o quadrado lombar. No grupo dos musculos



ventro-laterais, os obliqguos externo e interno ndo tém sido mostrado de
maneira suficiente para garantir qualquer referéncia nas figuras.

O mauasculo abdominal obliquo externo surge pela digitacdo alternando
com o serratil magno, a partir da quarta para a décima segunda costela e da
fascia lombar. Sua insercao € bastante extensa, espalhando-se como uma fina
folha sobre as superficies ventral e lateral do corpo. Passando ventralmente e
posteriormente, suas fibras sdo inseridas na crista do ilio a partir do qual se liga
na regido inguinal, fixando o ligamento inguinal na parte anterior do corpo do
pubis. Outra por¢do do musculo também é inserida na parte anterior do corpo
do pubis, mas é separado da por¢do mencionada acima por uma regido
triangular, o anel abdominal externo. Anterior a esta Ultima parte, as fibras
passam ventralmente ao reto para a linha Alba e, ainda mais anteriormente, as
fibras se misturam com o reto.

O masculo abdominal obliquo interno esta intimamente ligado ao
musculo transverso abdominal, localizado diretamente abaixo dele, sendo
extremamente dificil distinguir seus anexos. Os muasculos surgem da fascia
dorso-lombar, da crista do ilio e do ligamento inguinal, e projeta-se
anteriormente sendo inserido na cartilagem das falsas costelas e tanto na linha
Alba quanto na sinfise pubica.

O musculo transverso abdominal liga-se diretamente sob o obliquo
interno. Surge a partir da superficie interna das costelas posteriores, da fascia
dorso-lombar, da crista do ilio e do ligamento inguinal e insere-se na linha Alba
por uma aponeurose a qual passa abaixo do musculo reto abdominal.

O musculo reto abdominal é uma faixa muscular plana, fina, que cujo
comprimento estende-se da superficie ventral da sinfise puabica até a
extremidade anterior do 0sso esterno. Esta inserido nas primeiras costelas,
terco médio da clavicula e no manubrio do esterno (Figura 6). Na regido
abdominal é separado do musculo correspondente do lado oposto da linha
Alba. O musculo cruza a linha média, alternando com fibras do musculo reto
abdominal do lado oposto, dando uma impressionante interdigitacdo sendo

coberto pelo musculo adutor longo.



FIGURA 6- Vista lateral dos musculos profundos da parede toracica de
Rattus norvegicus albinus (Greene, 1955).

O musculo piramidal surge parcialmente da crista pubica e suas fibras
espalham-se largamente para inserir na bainha do reto abdominal. No grupo de
musculos posteriores do abdémen, ha quatro musculos — psoas maior, psoas
menor, iliaco e quadrado lombar. O psoas maior origina-se da superficie lateral
da coluna e da superficie ventral dos processos transversos de todas as
vértebras lombares. O musculo é distintamente separado em uma parte interna
e externa, por alguns dos ramos do plexo lombar. Sua insercéo é no trocanter
menor do fémur. O psoas menor surge a partir da superficie lateral da coluna
da segunda a sexta vértebra lombar e esta inserido na eminéncia ilio-pectineal.
O masculo iliaco surge da quinta e sexta vértebra lombar e insere-se
juntamente com o psoas maior no trocanter menor do fémur (Figura 7). O
musculo quadrado lombar é formado por uma por¢do média e outra lateral e é
separado pelo processo transverso das vértebras lombares. A porcdo medial é
composta de cinco feixes tendo sua origem da seguinte forma: T10 alL2, T11l a
L3, Tl2al4,L1al5elL2al6. A porcdo medial € composta de duas costelas
inferiores e insere-se na borda do ilio.
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FIGURA 7- Musculos da regido lombar de um rato (Greene, 1955).

O ultimo grupo de musculos que constituem o tronco do rato € o grupo
dos musculos caudais que é constituido pelos muasculos flexor breve e longo da
cauda, musculos abdutor interno e externo da cauda e musculos extensor
interno e externo da cauda.

O masculo flexor breve da cauda origina-se da superficie ventral de
todas as vértebras sacrais e das primeiras quatro ou cinco vértebras caudais
(Figura 8). Varios tenddes se desenvolvem caudalmente com o musculo flexor
longo e inserem sobre a superficie flexora das vértebras caudais.

O musculo flexor longo da cauda (interno) tem inicio na superficie ventral
da coluna e da diapdfise das vértebras caudais a partir, inclusive, da quinta
vértebra lombar (Figura 8). Numerosos tendfes se desenvolvem e se inserem
sobre as vértebras caudais.

O musculo abdutor interno da cauda origina-se da metade inferior da
superficie medial e borda ventral do ilio e insere através do tenddo ao longo da
superficie ventral da cauda com o0 muasculo flexor da cauda.

O masculo abdutor externo decorre da superficie medial do ramo
ascendente do pubis e sinfise pubica e é inserido ao longo da superficie lateral

da base da cauda.
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Muasculo extensor externo da cauda (lateral). Suas fibras tém origem
profunda da diap6fise das vértebras sacrais e caudais. Os longos tenddes finos
desenvolvem-se a partir destas fibras e passam para a parte dorsal das
vértebras caudais mais caudalmente.

O musculo extensor interno da cauda (medial) tem sua origem no
processo espinhoso das vértebras sacrais e de poucas vértebras caudais. Seus
tenddes se inserem no dorso da vértebra e mais caudalmente. Nenhum desses

musculos € mostrado em desenhos (GREENE, 1955)

FIGURA 8- Musculos flexores longo e breve da cauda de um rato (Greene, 1955).

Diversos musculos estdo dispostos no dorso do cédo ao longo de toda
sua coluna vertebral facilitando a sua movimentacdo. Além da movimentacao,
0Ss mulsculos tém o importante papel de dar estabilidade as articulacdes
vertebrais juntamente com os ligamentos. Neste grupo de musculos estdo o
musculo eretor da espinha que inclui o iliocostal (toracico e lombar), o masculo
longo (cervical, toracico e lombar) e o musculo espinhal, os multifidos, os

interespinhais e os intertransversais. Volta-se a atencao aos multifidos que
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consistem em porcdes cervical, torécica e lombar e que se situam ao lado das
espinhas vertebrais. Numerosos feixes originam-se nos processos transversos,
articular e mamilar e direcionam-se craniodorsalmente se inserindo na borda
caudal da espinha, dando origem as por¢cdes toracica e lombar. Na regido
cervical as separag¢des ndo sdo tao distintas. Os musculos situam-se sobre o0s
processos articulares cervicais, cranialmente até o axis (GETTY, 1986 — vol.2).

No homem, a coluna vertebral constitui-se de vértebras, ligamentos,
musculos e discos intervertebrais. Os discos sao estruturas com as funcdes de
amortecer pressdo e sustentar peso e, devido a estas fungdes, encontram-se
intercalados entre as vértebras. Estes discos variam de formato e espessura ao
longo da coluna e nas regides cervical e lombar apresentam-se em formato de
cunha. Para que a coluna exerca com precisdo suas funcdes de flexibilidade e
rigidez, a mesma apresenta curvaturas concavas na cervical e na lombar
(BRACCIALLI, 2000).

A coluna humana é composta de 33 vértebras: 24 pré-sacrais, sendo 7
cervicais, 12 toracicas, 5 lombares, e 5 sacrais fundidas e pelo céccix, formado
de 4 vértebras rudimentares fundidas entre si, sendo que a 1" vértebra
coccigea, um pouco mais volumosa, se articula com o apice do sacro através
de um disco intervertebral rudimentar. Os musculos do dorso estdo dispostos
em grupos anterior e posterior. Os musculos do grupo anterior, pré-vertebrais,
incluem musculos do pescoco e da parede posterior do abdome. Os do grupo
posterior, poés-vertebrais, compreendem varios muasculos dispostos mais
superficialmente (trapézio e grande dorsal), em posicdo média (levantador da
escapula, rombodides e serrateis posteriores) e mais profundamente
(interespinhais, intertransversais e levantadores das costelas) (RUBINSTEIN,
2010).

A carga mecéanica provoca microdeformacdes oOsseas, que estimulam
células osteoblasticas e, consequentemente, promovem adaptacées nos 0ssos,
muitas vezes relacionadas com uma menos reabsor¢do 6ssea e um aumento

na formacao 6ssea local. No entanto, o estimulo para formacao dssea depende
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do namero e freqiiéncia das deformacdes aplicadas no osso (CARVALHO et al.
2002).
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Densidade mineral éssea de vértebras de ratos Wistar suspensos pela cauda por 15 e 36
dias.

Bone mineral density in vertebrae of rats suspended by the tail for 15 and 36 days.
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Resumo: A suspensao de ratos pela cauda ¢ modelo utilizado para investigar comportamento
0sseo em animais impossibilitados de se locomoverem. O 0sso é tecido adaptativo que se
desenvolve em estrutura e fungdo em resposta a forcas mecénicas impostas a ele, portanto, a
acdo mecanica é necessdria para estimular resposta 6ssea local proporcionando seu
crescimento e remodelamento. O objetivo deste estudo foi avaliar, através da densitometria
radiogréfica, se a suspensdo pela cauda por 15 e 36 dias altera a densidade mineral ¢ssea-
DMO das vértebras cervical (Cs), toracica (Ts) e lombar (L; e Ls3) de ratos Wistar. Trinta
Rattus norvegicus albinus, adultos, machos, Wistar, massa média de + 350g, foram divididos
em 3 grupos: controle (n=10) - ndo suspenso; S;s (n=10) - suspenso por 15 dias, Sz (N=10) -
suspenso por 36 dias. Para analise densitométrica as vértebras foram radiografadas,
escaneadas, digitalizadas e analisadas pelo programa computacional ImageJ®. Houve aumento
estatisticamente significante da DMO no grupo Sis, provavelmente pela inquietacdo dos
animais & suspensdo, com diminuicdo no grupo Sz, fato este hipoteticamente ligado a
acomodacao dos mesmos, concluindo que a suspenséo pela cauda alterou a densidade mineral
Ossea num primeiro momento com diminui¢do com o passar do tempo.

Palavras-chave: densitometria radiografica; coluna vertebral; ratos; auséncia de carga
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Abstract: The suspension of rats by the tail model is used to investigate bone behavior in
animals unable to move around. Bone is adaptive tissue that develops in the structure and
function in response to mechanical forces imposed on it. Therefore, the mechanical action is
needed to stimulate local bone response providing growth and remodeling. The aim of this
study was to evaluate by radiographic densitometry, the tail suspension for 15 and 36 days
alter the bone mineral density-BMD of cervical vertebrae (C3), thoracic (T6) and lumbar (L1
and L3) of Wistar rats . Thirty Rattus norvegicus albinus, adult, male, Wistar, average mass +
350g, were divided into 3 groups: control (n = 10) - not suspended; S15 (n = 10) - suspended
for 15 days, S36 (n = 10) - Suspended for 36 days. For densitometric analysis vertebrae were
radiographed, scanned, digitized and analyzed by the computer program ImageJ®. There was
a statistically significant increase in BMD in group Sis, probably by the restlessness of the
animals to the suspension, with a decrease in group Sse, and this hypothetically linked to the
same accommodation, concluding that the tail suspension altered bone mineral density at first
to decrease with over time.

Key words: radiographic densitometry, spine, rats, unload

INTRODUCAO

A suspensdo de ratos pela cauda é um dos modelos utilizados para investigar o
comportamento 6sseo em animais impossibilitados de se locomoverem. Esta suspensdo
também serve para simular a auséncia de carga sofrida por individuos quando em ambiente de
“microgravidade” (MUSACHIA et al., 1983; KASPER et al., 1993; SILVA, 2002;
VICENTINI et al., 2007).

Como o osso fornece sustentagdo interna para todo o corpo e inser¢do para musculos e
tenddes, suas caracteristicas mecanicas dependem diretamente da carga a ele submetida

(VICO, 1998).
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Por se tratar de um tecido adaptativo, o tecido dsseo, diante de forcas mecanicas
aplicadas a ele e das demandas metabélicas, desenvolve sua estrutura e fun¢do. Quanto maior
for a solicitacdo imposta ao 0sso pela ativacdo de osteoblastos, maior sera a sua resposta
tornando-o0 mais resistente, ao passo que, a auséncia da solicitacdo 0ssea torna-o enfraquecido.
Portanto, a resposta 0ssea local esta diretamente ligada ao estimulo da agdo mecénica que ird
estimular o seu crescimento e remodelamento (CARVALHO et al., 2002).

Em estudo prévio/piloto realizado pelos autores deste trabalho no Laboratério de
Biofisica da UNESP/Aragatuba, foram analisadas as alteracGes mecénicas e densitométricas
na coluna vertebral de ratos submetidos a suspensdo pela cauda e foram observadas
diminuicdo dos valores da for¢ca méxima admitida e rigidez nas vértebras dos animais que
foram suspensos, contudo, a analise da densidade mineral dssea, realizada com o equipamento
DPX-ALPHA, ndo foi suficientemente sensivel para determinar a densidade na regido de
interesse, principalmente devido as pequenas dimensdes das vértebras dos ratos, mesmo o
equipamento possuindo um programa especial para analise em pequenos animais. Com
relagdo a questdo metodoldgica para a avaliagdo da densidade mineral 6ssea em pegas de
pequena dimensdo, LOUZADA (2009) considerou a densitometria radiografica como
ferramenta capaz de avaliar estas pecas se utilizados programas de processamentos de
imagens. Deste modo, diante da importancia que circunda o tema e a dificuldade
metodoldgica encontrada por estes autores em estudo prévio/piloto, foi proposta deste estudo
utilizar a densitometria radiografica e o programa computacional de processamento de
imagens “Image J” como método de avaliacdo da densidade mineral Gssea das vértebras
cervical (Cs), toracica (Ts) e lombar (L; e L3) de ratos que foram suspensos pela cauda por 15

e 36 dias.

MATERIAL E METODOS
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A constituicdo dos grupos experimentais foi dada por 30 ratos, adultos, machos, espécie
Rattus novergicus albinus, linhagem Wistar, com massa corpérea de 350 gramas em média,
divididos em grupo controle (C), grupo suspenso pela cauda por 15 dias (Sis) e grupo
suspenso pela cauda por 36 dias (Sgs). Adotou-se 0 método de suspensdo preconizado por
RISO (2008), SILVA (2002) e VICENTINI et al. (2007) neste trabalho. Os animais dos
grupos suspensos permaneceram durante todo o experimento com os membros cervicais
apoiados no chdo da gaiola.

Apos o periodo de experimento de cada grupo, os animais foram eutanasiados e todo o
segmento vertebral foi isolado. Para isso, foi retirada a pele, as inser¢es musculares e a
medula espinhal. Feito isso, todo o segmento vertebral foi imerso em agua e deixado em
repouso, por trés meses, sob abrigo da luz, para que ocorresse desintegracdo da matéria
organica por microorganismos formados durante o processo.

Apos trés meses, as vértebras foram retiradas do recipiente e escovadas com detergente
para a retirada de qualquer fragmento organico e elementos gordurosos que ainda existissem.
Logo ap6s, os ossos foram submetidos, por trés dias, & imersdo em solucéo de 4gua oxigenada
20 volumes para clareacdo. A seguir, as vértebras foram armazenadas em freezer a
temperatura de -20°C. Foi eleita para analise a 3? vértebra cervical, a 62 toracica e a 1% e 32
lombar; vértebras estas, exceto a 12 lombar, por estarem localizadas na metade dos segmentos
cervical, toracica e lombar, respectivamente.

Foram feitas tomadas radiogréaficas das vértebras em analise as quais foram digitalizadas
com resolucdo 200 DPI, em scanner HP® - HP Scanjet G4050 - acoplado a adaptador para
transparéncias da mesma marca, e as imagens digitalizadas foram armazenadas com extensao

TIFF (Fig. 1).
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Como referencial densitométrico nas tomadas radiograficas foi utilizada escada de
aluminio (liga 6063, ABNT) de nove degraus, colocada proxima as vértebras, na direcdo do
feixe principal dos Raios X (LOUZADA, et al., 1998a; LOUZADA, et al., 1998b).

O programa computacional “Image J®” - versio 1.43u (dominio puUblico -
http://rbs.info.nih.gov/ij) foi utilizado para contornar toda a regido de interesse, utilizando
recurso de definigdo de area do programa, e, assim, determinar o nivel de densidade média,
em tons de cinza (até 256 niveis), das vértebras e dos degraus da escada de aluminio. Os
valores das vértebras foram convertidos para valores relativos a espessura em milimetros de
aluminio (LOUZADA, et al. 1998a; LOUZADA, et al. 1998b), obedecendo as etapas
descritas abaixo por LOUZADA (2009). Desta maneira, a densidade 6ssea foi expressa em
equivalente de aluminio (mmAl).

Os valores de densidade radiografica foram convertidos para valores de espessura com
0 auxilio do computador e, assim, a densidade passou a ser expressa em equivalentes de
milimetros de aluminio. Para tanto os dados foram levados a planilha Excel e passaram pelas
seguintes etapas como descrito por LOUZADA (2009): 1) Determinou-se o valor da
Densidade Radiografica (DR) da Regido de Interesse (RDI); 2) Utilizando-se como referéncia
0 valor de DR da etapa 1 definiram-se 3 degraus da escada de aluminio, que foram usados
como referéncia densitométrica, cujos valores de DRs contemplavam o da etapa 1; 3) Com 0s
valores de espessura e DR dos 3 degraus da etapa 2 construiu-se um grafico com a planilha
Excel; 4) Com ferramentas do Excel definiu-se a melhor curva que se ajustava aos pontos do
grafico (polindmio do 3° grau). O programa forneceu a equagédo de ajuste; 5) Utilizando-se a
equacéo de ajuste da etapa 4 fez-se a substituicdo do valor de X pela DR da RDI (etapa 1) e

determinou-se assim a espessura equivalente em mmAl para aquele objeto em estudo.
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Para a analise estatistica foi utilizado o programa Graphpad Instat 3. Foi realizado
analise de variancia — ANOVA - para os valores de densidade ¢ssea dos grupos — C, Sis € Sss

— e teste de Tukey, com nivel de significancia 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de densidade mineral 6ssea — DMO, em mmAll, das vértebras dos animais
dos trés grupos de estudo estdo apresentados na Tab.1.

Em andlise separada dos grupos, observou-se que a densidade 6ssea dos animais do
grupo C é maior na 3% e 12 lombar, seguida da 3?2 cervical e 62 toracica respectivamente. Na
Fig. 2 estdo representados os valores da densidade mineral dssea (DMO) dos grupos C, Sis e
Sse, respectivamente.

No grupo Sis observou-se permanéncia de maior densidade mineral Gssea na 32L
seguida pela 1%L e aproximacdo da 6T em relacdo a 32C. O grupo Sss apresentou maior
densidade dssea na 3%L seguida pela 12L, 32C e 6°T, sendo que esta Ultima apresentou valor
muito préximo ao do grupo C.

Quando confrontadas as vértebras do mesmo segmento entre 0s grupos, as vértebras do
grupo S;sapresentaram maior densidade mineral 6ssea se comparadas as vértebras do grupo C
e do Szs.

A analise das vértebras do grupo C, que permaneceu solto na gaiola, mostrou que a
maior densidade mineral Gssea se concentrou na vértebra 32L, seguida respectivamente por
L1, C3eT6.

Como citado por CARVALHO et al. (2002) o tecido dsseo é um tecido adaptativo e,
neste experimento, esperava-se que a densidade mineral 6ssea dos animais dos grupos Sis e
Sss diminuisse em relagcdo ao grupo C ao final do mesmo, entretanto, foi observado um

comportamento inesperado dos referidos valores, onde o grupo S;s obteve um aumento nos
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valores da densidade mineral 6ssea das vértebras em estudo em relacdo ao grupo controle. A
ordem de densidade mineral 6ssea das vértebras ficou distribuida na mesma sequéncia que o
grupo C, onde L3>L1>C3>T6. Tal acontecimento pode ser atribuido devido ao fato dos
membros pélvicos terem ficado livres e mdveis, mesmo com a suspensao pela cauda e devido
a inquietacdo dos animais diante do posicionamento, 0 que 0s levou a uma constante
contragdo dos musculos do tronco, em especial, do dorso, na tentativa de se livrar da
suspensdo. Segundo GREENE (1955) muitos musculos do dorso do rato, como o0 musculo
serratil posterior superior e 0 musculo serratil posterior inferior, estdo inseridos nas vértebras
da coluna e diante da contracdo dos mesmos, as vertebras acabam sofrendo estimulagéo
favorecendo a osteogénese local.

Em decorréncia dos valores apresentados no grupo Sis, era esperado que, ao término do
experimento, os valores de densidade mineral 6ssea das vértebras do grupo Sss fossem ainda
maiores que o0 do grupo S;s, porém, novamente ocorreu um comportamento inesperado dos
valores em questdo. Quando analisados, os valores apresentaram uma regressdo muito
préxima dos valores do grupo C, contrariando o que se era esperado. Mais uma vez, a ordem
dos valores de densidade mineral Ossea das vértebras permaneceu na sequéncia
L3>L1>C3>T6, porém, com valores muitos proximos ao do grupo C, como citado
anteriormente. Este fato pode, hipoteticamente, pode ser atribuido a desisténcia e cansago dos
animais de se livrarem da suspensdo e, por fim, acomodacdo a situagdo, diminuindo desta
forma, as contracGes musculares e ndo transferindo as vértebras a estimulacéo necesséria para
causar deposicdo Ossea, mas sim, auséncia na deposicdo, levando os valores a regredirem

muito préximos dos valores do grupo C.

CONCLUSAO
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O estudo demonstrou, pela densitometria radiografica, que a suspensdo de ratos pela
cauda causou aumento estatisticamente significante da densidade mineral 6ssea em um

primeiro momento, com diminui¢cdo com o passar do tempo.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA
Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal

(CEEA) em 28/03/2006 de acordo com o protocolo 24/06.
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Figura 1. A - Imagem da tela do computador com o programa “Image J”. Na foto tém-se
as vértebras e a escada de aluminio, utilizada como referencial densitométrico. B - Regido
de Interesse circundada na 4@ vértebra cervical utilizando ferramentas do programa Image

J.
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TABELA 1. Densidade Mineral Ossea, em mmAl, das vértebras (32 Cervical, 62

Tordcica, 1% e 3% Lombares) dos animais do Grupo C, Sis € Sss.

DENSIDADE MINERAL OSSEA (mmAl)

C 515 836

Animal | C3 T6 L1 L3 C3 T6 L1 L3 C3 T6 L1 L3
1 0,89 0,82 143 166 1,06 1,25 1,77 2,14 093 1,00 1,48 1,73
2 0,76 1,03 1,89 2,01 1,24 111 223 2,68 0,83 1,08 1,94 2,24
3 0,79 1,10 1,85 1,09 1,21 220 244 0,80 1,08 1,95
4 121 1,17 181 2,34 118 105 234 264 123 100 1,87 2,52
5 1,27 0,94 1,77 2,00 1,16 2,27 2,69 1,15 1,00 193 191
6 091 0,84 142 160 1,08 1,12 2,48 2,53 093 080 146 1,71
7 1,07 0,78 1,55 1,99 1,16 1,00 2,33 2,34 121 094 166 1,95
8 103 0,84 157 1,81 1,07 1,12 254 2,70 1,07 0,79 166 1,88
9 1,10 1,06 165 2,04 0,88 091 1,87 198 1,17 0,95 1,64 1,90
10 140 1,16 1,76 2,41 1,18 1,18 2,38 2,66 1,36 1,18 1,37 2,38

Meédia 1,04 097 165 1,97 1,11 1,10 2,24 2,48 1,07 0,98 1,67 2,02
bp  |0,21 0,15 0,17 0,26 0,20 0,09 0,25 0,25 0,19 0,12 0,21 0,27
Cv 20,1 152 10,2 132 92 8,6 110 10,2 175 125 125 134
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Figura 2— DMO das vértebras C3, T6, L1 e L3 dos grupos controle; suspenso pela cauda por

15 dias e suspenso pela cauda por 36 dias.
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