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RESUMO

Existem enfermidades em animais vertebrados associadas a estrutura do tecido
0sseo que afetam diretamente o sistema locomotor do animal. Tratando-se de um endo-
esqueleto, o diagndstico dessas patologias torna-se abstruso in vivo. A caracterizacdo
fisica da estrutura do tecido 6sseo de animais sadios torna-se uma grande ferramenta no
diagnostico comparativo de animais vivos. Existem varias técnicas para determinacéo
da densidade mineral éssea, e uma delas que merece destaque € a densitometria dptica;
que vem desenvolvendo muito com o avanco da informatica e possui um baixo custo.

O objetivo desse trabalho foi avaliar e discutir a metodologia da densitometria
Optica, realizando uma comparacdo com o método de imersdo em agua. O método de
imersdo em agua também foi utilizado para avaliar os efeitos do peso, sexo e idade do
grupo de animais na densidade mineral 6ssea de cées sem raca definida (SRD).

As amostras foram cedidas pelo Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu-SP e pelo canil municipal da cidade de
Avraras, sendo de cdes machos e fémeas. Foram utilizadas as partes dos membros anteri-
ores direitos da regido da articulacdo umero-radio-ulnar de cada animal e submetidas
aos métodos citados acima para obtencdo da densidade mineral 0ssea. Posteriormente as
amostras foram moidas para a realizacdo da analise quimica para a determinacdo das
concentragOes de célcio nessas amostras e determinar-se uma possivel correlacdo com a

densidade 6ssea.



O trabalho apresentou para densidade mineral 6ssea média em cdes SRD um va-
lor de 3,080 = 0,582 milimetros de aluminio para 0 método de densitometria Optica e de
1,630 + 0,125 g/cm® para 0 método de imersdo, sendo a correlacdo entre os métodos
dada pela seguinte equacdo: y = 0,197x + 0,824, sendo a densidade mineral 6ssea em
milimetros de aluminio representado por y é a densidade mineral 6ssea em em g/cm®
pela variavel x.

O método de imersdo em agua apesar de ser pouco utilizado na area de densida-
de 6ssea, demonstrou ser de grande utilidade para pesquisa e acompanhamento de ou-
tros métodos como calibragdo e checagem de resultados.

Este metodo pode ser extremamente Util quando se deseja estudar também pe-
quenas variacdes de densidade mineral dssea, pois 0 mesmo apresenta excelente preci-

sdo, e tem uma aplicacao simples e rapida e apresenta um baixo custo.



ABSTRACT

There are some diseases in vertebrates associated with the structure of bone tis-
sue that directly affect the locomotor system of the animal. In the case of an endoskele-
ton, the diagnosis of these diseases becomes abstruse “in vivo”. The characterization of
the physical structure of the bone tissue of healthy animals becomes a great tool in
comparative diagnosis in live animals. There are several techniques for determining
bone mineral density, and one that deserves mention is the optical density. It is a tech-
nique that has been developing a lot with the advancement of information technology
and has a low cost.

The objective of this study was to evaluate and discuss the methodology of opti-
cal density, doing a comparison with the method of immersion in water. The water im-
mersion method was also used to further evaluate the effect of weight, sex and age on
bone mineral density of mongrel dogs.

The samples were provided by the Department of Pathology, Faculty of Veteri-
nary Medicine of Botucatu and the kennel in the city of Araras, being male and female
dogs. Were used the share rights of former members of the joint area humerus radio-
ulnar of each animal and subjected to the above methods to obtain bone mineral density.
Subsequently, the samples were ground for holding the chemical analysis for the deter-
mination of calcium concentrations in these samples and to determine a possible corre-

lation with bone density.



v

The work presented for average bone mineral density in mongrel dogs a value of
3.080 £ 0.582 mm aluminum for the method of optical densitometry and 1.630 + 0.125
g/cm® for the immersion method, and the correlation between the methods given by the
following equation: y = 0.197 x + 0.824, and bone mineral density in millimeters of
aluminum is represented by y in bone mineral density in g/cm® by the variable x.

The method of immersion in water although it is little used in the area of bone
density, proved to be very useful for research and other tracking methods such as cali-
bration and check results.

This method can be extremely useful to study small variations in bone mineral
density, because it has excellent accuracy, and has a quick and easy application and

provides a low cost.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me amparar nos momentos dificeis, me dar forca interior para supe-
rar as dificuldades, mostrar os caminho nas horas incertas e me suprir em todas as mi-

nhas necessidades

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pela bolsa

concedida.

Aos meus orientadores e amigos Prof® Joel Mesa Hormaza e Prof® Marcos Anto-
nio Rezende, por acreditarem em mim, e fazerem parte da minha vida nos momentos

bons e ruins, por serem exemplos de profissional.

Ao Prof® Vladimir Eliodoro Costa e ao funcionario Edson Marcelo Bruder pela
ajuda durante os experimentos do projeto e também as risadas para descontrair 0 nosso

dia a dia.

A0 meu pai, José Ernesto. Ndo importa onde esteja estou certo de que ele esta

torcendo muito por mim.

A minha mae que sempre me incentivou a alcancar caminhos cada vez mais dis-

tantes, sempre dando conselhos e puxdes de orelha. O maior exemplo na minha vida.



Vi

Ao meu avé Guilherme e minhas avos Flavia e Neyde que sempre me incentiva-

ram e me deram carinho.

A minha familia, pela formac&o que me permitiu ter, com os sacrificios que s6

ela sabe quais foram, esta que é meu orgulho e meu suporte em todo momento.

A todos meus amigos que moraram na republica RT e os que ainda moram nela,
pelos bons momentos e pelas “bagungas’, em especial Arthur Nakayama e Murillo

Longo que me aturam desde o primeiro dia de faculdade.

Aos amigos, do Departamento de Fisica e Biofisica, pela companhia nos mo-
mentos académicos e pela agradavel presenga nos momentos de descontragdo. que sem-
pre me ajudaram e me atrapalharam, que acabaram se tornando pessoas importantes

diariamente.

A Universidade Estadual Paulista“Jilio de Mesquita Filho”, ao Instituto de Bio-
ciéncias de Botucatu, ao Departamento de Fisica e Biofisica e aos professores, que me
ajudaram a chegar onde estou hoje e me forneceram toda estrutura necessaria para que

este trabalho pudesse ser desenvolvido.

A todos aqueles que, por um lapso, esqueci de mencionar e que foram importan-

tes para a realizacdo deste trabalho.



Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Foto mostrando: a) Osso apds Processo 1: Limpeza; b)Osso apds

Processo 2: Confeccdo, com divisdo da amostra em 5 partes...........ccoeevevereennnn 19
Figura 2: Imagem de entrada do programa Cromox 3.1 Vet.......ccccccovvvvrinnnne 21
Figura 3: Imagem representando a balanca tarada............ccoecevveninieencniennenn 21

Figura 4: Esquema do arranjo experimental utilizado no método de
N o 110 1= 0[S 22
Figura 5: Grafico da Relacdo da densitometria dptica utilizando amostras de
cdes SRD de porte médio com e sem tecido mole .........cccccveveieeveiicce e, 26
Figura 6:Gréfico da relacdo entre as densidades 6sseas utilizando os métodos de
densitometria Optica e IMEersao €M AQUA...........cerueieirerieieeesieseese e 27
Figura 7: Grafico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, em fun-
cao da posicao das amostras considerando os grupos por faixa de peso............. 30
Figura 8: Grafico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, relacio-
nando a concentracéo de calcio com os grupos por faixa de peso..........c.cceeeue.ee. 31
Figura 9: Grafico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, em fun-
cao da posicao das amostras considerando os grupos por faixa de peso............. 32
Figura 10: Gréfico dos Valores médios da DMO (g/cm®) em cies SRD, em fun-

cdo da posicdo das amostras considerando o0s grupos por faixa de

Figura 11: Gréafico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, relacio-
nando a concentracao de calcio com os grupos por faixa de idade..................... 34
Figura 12: Gréafico dos valores médios da DMO (g/cm?®)) em cdes SRD, em fun-
¢do da posicdo das amostras considerando os grupos por faixa de idade........... 35
Figura 13: Grafico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, em fun-
cao da posicao das amostras considerando os grupos por faixa de idade........... 37
Figura 14: Grafico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, relacio-
nando a concentracdo de calcio com 0S grupos POr SEXO........ccvevveerveireervesieernens 37
Figura 15: Gréfico dos valores médios da DMO (g/cm®)) em cies SRD, em fun-
¢ao da posicao das amostras considerando o sexo do animal.............cccccveeenen. 38
Figura 16: Grafico dos valores médios da porosidade do tecido 6sseo de caes

SRD, em funcao da poSiCA0 da @MOSLIA.........cccevverieieeieieese e 41



VI

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores da densitometria dptica em cdes SRD de porte médio com e
SEM tECTAO MOIE.... .o 25
Tabela 2: Médias e desvios padrdo da DMO em gramas por centimetro cubico
(g/cm®) em cées SRD, considerando 0s grupos por faixa de peso..................... 30
Tabela 3: Valores obtidos da DMO (g/cm®) em cdes SRD, considerando os sub-
grupos em funcéo do peso de acordo com a posiGao na amostra...............c....... 31
Tabela 4: Médias e desvios padrdes da DMO (g/cm®) em cdes SRD,
considerando os grupos por faixa de idade...........ccceevveiiiiiieiie i, 33
Tabela 5: Valores obtidos da DMO (g/cm®) em cdes SRD, considerando os sub-
grupos em funcéo do idade de acordo com a posi¢ao na amostra...................... 34
Tabela 6: Valores Médios e desvios padrdo da DMO (g/cm®) em cédes SRD,
CONSIACIANTO O SEXO....uverviiveiiitiatieseesieie ettt sttt ettt bbbt re e e e e e 36
Tabela 7: Valores obtidos da DMO (g/cm®) em cdes SRD, considerando os sub-
grupos em funcéo do sexo de acordo com a posiGao Na amostra.............cceeue.e.. 38

Tabela 8: Interacdo entre a DMO e os parametros peso, idade, sexo e concentra-
(o2 ol [l o= (o o TSSO 39
Tabela 9: Analise estatistica descritiva da DMO em grama por centimetros

cubicos, para os subgrupos de peso (P1, P2 E P3), idade (A1, A2 e A3) e sexo (M

Tabela 10: Valores obtidos da densidade de particulas, massas secas e volumes

das particulas com seus respectivos valores médios e desvios pa-



SUMARIO
RESUMO |
ABSTRACT 1
AGRADECIMENTOS \%
LISTA DE FIGURAS VIl
LISTA DE TABELAS VIl
1. INTRODUCAO 1
2. REVISAO DE LITERATURA 6
2.1 Tecido Osseo 6
2.2 Importancias fisioldgicas do célcio 7
2.3 Atenuacédo dos raios-X e radiagcdo gama 8
2.4 Evolucédo da mensuracdo da densidade mineral 6ssea 9
2.4.1 Métodos clinicos 9
2.4.2 Métodos laboratoriais 12
3. OBJETIVOS 15

4. MATERIAL E METODO 17



X

4.1 Arranjo experimental e Amostragem 17
4.1.1 Etapa 1: Aspectos metodolégicos. 18

4.1.2 Etapa 2: Densidade mineral 6ssea em fungéo dos parametros peso, idade e

sexo 19
4.2 Metodologia 19
4.2.1 Ensaio da influéncia do tecido mole na densidade mineral 6ssea 19
4.2.2 Técnica de Densitometria Optica 20
4.2.3 Método de Imerséo 21
4.2.4 Método de determinacao da densidade das particulas e porosidade 23
4.3 Analises Quimicas 24
4.4 Andlise Estatistica 24

5. RESULTADOS E DISCUSSAO 25
6. CONCLUSAO 42
7. BIBLIOGRAFIA 43

8. APENDICE 49



1. INTRODUCAO

Os 0sso0s do esqueleto tém muitas funcdes importantes. Estes sdo os principais e-
lementos estruturais do corpo, protegendo Orgédos vitais e fornecendo uma estrutura rigida
para a locomogdo (MORGAN e BOUXSEIN, 2008). A qualidade 6ssea € um termo que se
refere aos efeitos de fatores esqueléticos que contribuem para a resisténcia, mas que nao pode
ser avaliada por medidas da massa, e sim pela sua densidade (HERNADEZ e KEAVENY,
2006).

O conhecimento das propriedades fisicas dos materiais, tais como densidade, u-
midade, porosidade e resisténcia mecanica sdo extremamente importantes para o estudo de
suas estruturas e esta relacionado com seus parametros de qualidade. As propriedades fisicas
dos ossos mostram relagdes importantes da variagdo do metabolismo.

A densidade mineral éssea € um parametro biofisico de grande importancia expe-
rimental e clinica, que permite avaliar o processo de mineralizacdo 6ssea (LOUZADA et al.,
1997). Ela é definida como a raz&o entre a massa e o volume do 0sso, e se mostrou util na
determinacdo do risco de fraturas consequentes da osteoporose e pode ajudar a identificar
individuos que provavelmente se beneficiam com a prevencdo desta doenca (JEFFCOAT et
al., 2000).

A osteoporose € uma doenga caracterizada pela perda da massa e pela deteriora-
cao da estrutura 0ssea e, consequentemente, uma diminuicdo da densidade mineral 6ssea. O
critério mais utilizado para avaliar a osteoporose € definido pela Organizacdo Mundial de Sa-
Ude (BLAKE, 2008 ).



Durante as Ultimas duas décadas, diferentes definicdes de osteoporose tem sido
propostas, incluindo medidas qualitativas e quantitativas (LOFMAN ET al.,2000). Existem
muitas maneiras de avaliar a forca dos 0ssos e estimar o risco de fratura em laboratérios de
pesquisa, poucos sdo praticos na clinica devido ao tempo, equipamentos e especialidades
(DAVISON et al., 2009). Algumas técnicas de imagem tém sido desenvolvidas para quantifi-
car, de maneira mais sensivel a massa 0ssea, estas utilizando radiacbes ionizantes
ou ultrassom. A acuracia e a precisdo variam entre os métodos.

A avaliacdo da densidade mineral dssea é extremamente importante para o diag-
nostico da osteoporose (WILKIE et. al., 2004). A mensuragéo desta é de grande importancia
no diagndstico inicial e prematuro da osteoporose. Como resultado, a técnica de densitometria
Ossea tem se tornado altamente importante nestes casos (GENANT et. al.,1991), assim como
na determinacéo de terapias mais eficazes. (LESLIE et. al., 2005).

Antes do advento de técnicas quantitativas, como a densitometria 6ssea, 0 termo
“osteoporose” era atribuido a um paciente que havia sofrido uma fratura de 0sso que era inex-
plicavel por qualquer outra doenca. Ou seja, um diagnoéstico de osteoporose foi alcancado por
exclusdo. Para muitos médicos e da maioria do publico afetado era visto como uma conse-
quéncia inevitavel do envelhecimento. Em 1947, Albright, reconheceu a osteoporose, até en-
tdo ndo considerada uma doenga, como uma desordem do metabolismo do tecido, que consi-
derou haver uma diminuicdo relativa no anabolismo 6sseo. Ele também reconheceu as contri-
buicGes de envelhecimento, a menopausa, corticosterdides, nutricdo e a diminuicao da tenséo
mecanica como fatores que contribuem para a doenca. A situacdo era que se tinha uma doen-
c¢a, mas ndo havia meios de identificar vitimas ou de seguir a historia natural da perda de 0s-
sea ou de avaliar o impacto de qualquer intervencdo sobre as consequéncias aparentemente
inexoravel da doenca. (WEBBER, 2006).

A primeira manifestacdo do principio da densitometria dssea foi feita pelo fisico
alemdo Wilhelm Conrad Roéntgen, ao radiografar a mao de sua esposa em 1895. Porém as
radiografias convencionais ndo tém sensibilidade suficiente para permitir o diagndstico de
perda da densidade mineral dssea. Varios estudos em humanos demonstraram que perdas
Osseas de 30% a 50% devem ocorrer antes que as alterages sejam detectadas visualmente
(LAUTEN, 2001).

Posteriormente, as técnicas de radiacao ionizante emergiram como as mais uteis e
praticas, na avaliacao rotineira do 0sso e no diagndstico e tratamento de pacientes com osteo-

porose. Naturalmente, outras técnicas de densitometria tém sido aplicadas com sucesso nessa



area e qualquer historia credivel de medicdo de osteoporose remete a outros métodos (GE-
NANT et. al. 1996).

A absorcdo de fotons monoenergéticos (Single Photon Absorptiometry - SPA) foi
o primeiro método pratico de medida ndo invasiva da densidade mineral dssea, estando limi-
tada a medir sitios 6sseos que estivessem imersos em agua ou embebidos em materiais com as
mesmas propriedades de absorc¢do do tecido mole (GRIER et.al., 1996).

A absorcdo de fotons de duas energias (Dual Photon Absorptiometry - DPA) foi
desenvolvida para superar algumas das limitacGes da SPA, podendo medir sitios que nédo este-
jam circundados por uma constante espessura de tecido mole, como a coluna lombar e fémur
proximal, fornecendo a composicdo corporal e mineral total do organismo. Porém, esta técni-
ca conta com a desvantagem pratica do longo tempo do exame (GRIER et al., 1996).

Na medicina veterinaria esses métodos tém sido empregados, mas com alguns in-
convenientes, relacionados ao fato de que o animal ao ser examinado, deve permanecer imo-
vel durante 10 a 15 minutos, sendo necessaria a utilizacdo de determinados anestésicos para a
realizacdo do exame (TOOL et al., 1994).

No caso de diagnosticos mais precisos, em determinadas alteracfes que afetam o
tecido dsseo se faz necessario correlacionar o valor da densidade mineral dssea com os teores
de macronutrientes e micronutrientes no 0sso do animal a ser examinado, objetivando uma
padronizacdo de valores que possam auxiliar no estabelecimento de protocolos terapéuticos
que ajudem na recuperacao das osteopatias (LEAL, 2002).

Outras técnicas tém sido utilizadas para a medida da densidade mineral 6ssea in
vivo, como a tomografia computadorizada quantitativa (Quantitative Computed Tomography -
QCT), que ¢ capaz de medir 0 0sso trabecular, sitios do esqueleto axial e periférico, alcancan-
do alta sensibilidade para diagnosticar perdas de massas dsseas relacionadas com a idade ou
processos doentios. Porém, este € um procedimento caro e a dose de radiagdo empregada é 30
vezes maior que a utilizada na técnica de absorcdo de raios X de duas energias (DXA) (GRI-
ER et.al., 1996).

A densitometria Optica em imagem radiografica é outra técnica que ganhou proje-
¢do na medicina veterinaria decorrente aos avancos da area de informatica (LOUZADA et al.,
1998), porém seus resultados sdo fornecidos numa escala de milimetros de aluminio (mmAl),
e ndo no Sistema Internacional de Unidade (SI), relevando a importancia de uma padroniza-

cao das unidades de medidas para comparagdo com outras técnicas.



A utilizacdo da técnica de densitometria 6ssea tem sofrido modificacbes e a cali-
bracdo desses equipamentos tornou-se importante para obtencdo do resultado confiavel e re-
produtivel. Sendo assim um método semelhante é utilizado como base a fim de checar os re-
sultados obtidos, e a calibracdo dos equipamentos para melhoria da metodologia.

Alguns estudos foram realizados com a técnica de densitometria Optica. Utilizan-
do fragmentos de pecas 0sseas para avaliar esclerose subcondral nas osteoartrites em cavalos
selvagens, através da densitometria Optica radiografica, foi constatado que ha um aumento da
densidade mineral dssea na regido examinada. Este aumento foi justificado pela esclerose do
0sso0 subcondral, causada pelo uso do membro (CANTLEY et al.,(1999).

Frank et al. (2002) examinaram cortes transversais do terco médio da diafise do
Umero de cées de varias idades e encontraram que a quantidade de microdanos e a porosidade
aumentam com a idade, sendo esse aumento relativamente pequeno quando comparado a es-
pécie humana. Com relacdo ao sexo dos animais (fémeas castradas ou ndo e machos castrados
ou ndo), ndo foi observado efeito significativo na porosidade e quantidade de microdanos 6s-
Seos.

Outros modelos animais tém sido amplamente utilizados para correlacionar alte-
racBes “in vivo” na densidade mineral 6ssea com alteracfes patolégicas nos 0ssos. As radio-
grafias convencionais foram superadas, em alguns casos, pelas técnicas de tomografia compu-
tadorizada quantitativa e absor¢do de raios-X duo-energéticos. No entanto, ha alguns empeci-
Ihos no uso dos métodos computadorizados, principalmente em pequenos animais (HAI-
DEKKER et al., 2004).

O céo apesar de ndo ser o0 modelo animal ideal para o estudo da osteoporose, por
causa da sua insuficiéncia para desenvolver significante osteopenia (patologia que consiste na
diminuicao da densidade mineral dos 0sso0s), estd entre 0s animais experimentais mais comu-
mente utilizados para os estudos do metabolismo 0sseo, avaliando tratamentos instituidos para
impedir perdas 0sseas ou restituir massa 0ssea, e avaliar respostas a exercicios fisicos (GRIER
etal., 1996).

Em muitos aspectos, 0 0sso do cdo é um excelente modelo para o estudo das mu-
dancas dsseas relacionadas com a idade na espécie humana. O esqueleto adulto de ambas as
espécies contém uma fracdo similar de osso compacto (80%), e é similar na composicéo e
caracteristicas microscopicas, exibe perda 6ssea mais rapida nas fémeas e mostram respostas
similares a fatores que influenciam o metabolismo 6sseo, como hormdnios, drogas e imobili-
zacdo (DRAPER, 1994).



Outro meétodo bastante utilizado para determinacdo da densidade mineral 6ssea € o
de imersdo em fluidos, baseado no principio de Arquimedes (KEENAN, 1997). Este principio
utiliza medidas da forca de empuxo para determinar o volume da amostra, a explicacdo para
isso é que por ser empuxo uma forga verticalmente dirigida para cima, que tende a equilibrar
0 corpo, o valor numérico fornecido pelo display da balanca em gramas sera igual ao empuxo
em gramas-forga, porém este método é quase que desconhecido quando se trata de densidade
mineral dssea. Keenan, 1997, realizou um estudo comparando um software de analise de den-
sidade mineral dssea para pequenos animais usando DXA com o principio de Arguimedes
(método de imersdo), obtendo como resultado que o principio de Arquimedes é o mais ade-
quado para a avaliacéo in vitro de ossos sem tecido mole (0cos).

Assim o trabalho tem como objetivo propor uma metodologia simples (Método de
Imersdo em Agua) que tem grandes aplicacdes em diversas areas nas determinacdes de densi-
dade, mas ainda pouco aplicada para a mensuragdo densidade mineral éssea.

Ainda neste trabalho pretende-se avaliar e discutir a metodologia da densitometria
Optica realizando uma comparagdo com o método de imersao em agua.

O método de imersdo em agua foi utilizado também para avaliar o efeito do peso,
sexo e idade do grupo de animal na densidade mineral 6ssea de membros anteriores direitos

da regido da articulacdo Umero-radio-ulnar de cées.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo

O tecido 06sseo, denominado de tecido conjuntivo vascular, é constituido de célu-
las e matriz intercelular calcificada, e pode se caracterizar como denso (compacto) ou espon-
joso (trabecular). O 0sso esponjoso é encontrado no interior das epifises ou cabecas de 0ssos
longos e esta sempre envolvido por 0sso compacto. O 0sso esponjoso é assim chamado por
apresentar grandes espagos porosos rodeados por placas 0sseas que se anastomosam. O 0SS0
compacto € muito mais denso do que 0 0SSO esponjoso, sendo Seus espagos Porosos muito
menores e sua organizagdo muito mais precisa e desenvolvida (DOBLARE, 2004).

A matriz intercelular calcificada é constituida basicamente de bases inorganicas
(minerais) e bases organicas (proteinas) se mostrando um tecido muito desenvolvido e
importante no controle de diversos fenbmenos como, por exemplo, suporte de reserva inico,
hematopoiese, além de sustentacio e protecio (DOBLARE, 2004).

Distribuidas em fibras organizadas de forma a darem maior sustentacdo a tensées
aplicadas ao longo do 0sso, a base organica é constituida de colageno, representando valores
na ordem de 90% da constituicdo total e se mostrando uma proteina importante no processo
de mineralizacdo 0ssea. A base inorganica ¢ composta fundamentalmente de calcio e fosforo
sob a forma de fosfato de calcio, agrupados para a formacédo de estruturas cristalinas seme-
Ihantes a hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH).] que sdo depositadas diante as fibras de colageno
no 0sso (CHAN e BASS, 2006).



Caracterizado como um tecido dinamico, o tecido 6sseo se depara com cons-
tantes mudancas estruturais geradas pelos processos de crescimento, modelacdo e remodela-
¢do do osso. Destaque para as mudangas de forma, tamanho, disposi¢édo estrutural e quantida-
de esta o crescimento do tecido, ficando para a modelagdo apenas as mudangas a nivel mi-
croscopico como orientacéo espacial das fibras de colageno para melhoramento de resisténcia
0ssea. A remodelacédo, predominante no tecido ¢sseo trabecular devido a maior area de conta-
to entre o tecido mineralizado e o tecido organico, esta ligado a estimulos externos e internos

e se destaca por ser um processo de regeneracao espontaneo (YOSHIKAWA, 2007).

2.2 Importancias fisioldgicas do célcio

O Ca ¢ o principal mineral do esqueleto e um dos cations mais abundantes no orga-
nismo, representando cerca de 2% do peso corporal, ou seja, de 1000 a 1500 g no individuo
adulto. Aproximadamente 99% do Ca corporal encontra-se no esqueleto, principalmente sob a
forma de cristais de hidroxiapatita [Cal0(PO4)6(OH)2]. O restante (1%) encontra-se nos den-
tes, tecidos moles e no fluido extracelular. Cerca de 1% do Ca 0sseo é livremente intercambi-
avel com o célcio do fluido extracelular. O Ca € absorvido no intestino delgado e sua concen-
tracdo plasmatica é medida pela agdo dos horménios 1,25 - diidroxicolecalciferol (vitamina
D3), calcitonina e horménio da paratiredide (PTH), onde controlam sua absor¢éo, excregéo e
0 metabolismo 6sseo (HENRY, 1995).

A resisténcia 6ssea € dependente dos niveis de calcio plasmaticos, pois, a homeostase
de Ca ¢é fundamental para a manutencao das funcdes vitais em que participa. Caso ndo se te-
nha niveis adequados de Ca, ocorrera estimulo da secre¢do de PTH e sintese de vitamina D,

que estimulardo a reabsorcéo 6ssea (RATH et al, 2000).

Embora a porcentagem de cinzas dos 0ssos varie com a idade, o teor de Ca, que é 0
seu maior constituinte, se mantém relativamente constante, variando pouco entre espécies e
localizag&o anatdmica dos ossos (FIELD, 2000).

O P e 0 Ca em conjunto formam a hidroxiapatita, que € o principal componente da ma-
triz inorganica do 0sso. Estes participam das funcdes celulares como componentes de fosfoli-
pideos da membrana celular, dos acidos nucléicos, do transporte de energia e da regulacdo da
atividade de varias enzimas (Henry, 1995). O intestino delgado realiza a absor¢éo do P, prin-



cipalmente no duodeno. Os niveis sanguineos, assim como os do Ca, sdo controlados pelo
PTH, vitamina D e calcitonina (KARLKAINEN, 1996).

2.3 Atenuacao dos raios-X e radiacdo gama

Um feixe de raios-X e radiagdo gama ao atravessar uma material sofrera atenua-
cdo ( ou Absorcdo) que depende diretamente da espessura e das caracteristicas fisicas do ma-

terial absorvedor.

Para um feixe monoenergético de raios-X ou gama o nimero de fétons que atra-

vessam o material, pode ser dado pela seguinte relacéao:
=1, e™ 1)

Onde | é o nimero de fotons medidos ap6s passagem pelo material, ou intensida-
de do feixe ap0s atravessar o material, 1, € 0 nimero de fétons do feixe medidos na auséncia
do absorvedor, ou intensidade do feixe na auséncia do material, p € o coeficiente de absor¢éao

linear, x é a espessura do material absorvedor e e é a base dos logaritmos neperianos.

Da equacéo (1), pode-se obter:

)
O coeficiente de absorcéo (ou atenuagéo) linear pode ser dado por:

U= P (3)

onde ppy é denominado coeficiente de absorcdo de massa dado em cm®/gep éa
densidade do material. O coeficiente de absorcdo de massa desta forma depende somente das

caracteristicas quimicas e fisicas do material com excecéo da densidade.

O coeficiente de absorcdo linear para 0ssos na energia de 60 keV é de aproxima-
damente 0,660 cm™ e o coeficiente de atenuacéo de massa 0,330 cm?/g. (GROSSKLAUSS,
2008).

Para tecido mole nesta energia de 60keV o coeficiente de absor¢éo linear € da or-
dem de 0,202 cm™



A atenuacdo causada pela massa Gssea para uma mesma espessura aproxima-se de
um valor 4 vezes maior do que a dos tecidos moles. Esse nimero pode ser ainda maior para

feixes de raios-X de menor energia.
2.4 Evolucdo da mensuracéo da densidade mineral dssea

Existem dois tipos de métodos de mensuracdo da densidade mineral 6ssea, os clinicos
e os laboratoriais. Cada um tem a sua vantagem sobre o outro, porém ao trabalhar com os dois

métodos juntos estes podem-se complementar.

Os métodos clinicos possuem uma tecnologia mais sofisticada, que envolve radiacdo
ionizante, possuem um alto custo, sdo métodos indiretos e requerem calibracéo e muitas vezes
ndo apresentam boa preciséo.

Os métodos laboratoriais sdo mais simples, de facil aplicacdo e encaixam nessa parte
de calibracdo, pois eles sdo chamados de metodos diretos, ou seja, ndo precisam ser calibrado.
Entretanto esses métodos exigem a retirada do osso do animal sendo portanto métodos limita-
dos e destrutivos.

2.4.1 Métodos clinicos

A densidade mineral dssea de qualquer material sélido é o seu principal parametro
de qualidade e esta diretamente correlacionada com a sua resisténcia mecanica e também a
doencas. A determinacgdo precisa da densidade mineral 6ssea tem grande importancia em di-
versas areas como engenharia civil, florestal, agronémica, bioldgica.

O estudo destas propriedades fisicas tais como, densidade aparente, porosidade e
umidade possibilitou desde 1963 um grande avango no conhecimento detalhado dos materiais,
fornecendo dados importantes para o desenvolvimento de novas técnicas de controle de quali-
dade e melhoramento das principais propriedades fisicas, em diversas areas da salde e indds-
tria..

O inicio da quantificacdo Gssea clinica através da densitometria 6ssea foi descrito,
no ano de 1963 utilizando a técnica de SPA. A SPA é o método de densitometria Gssea que
tem sido amplamente utilizado para medicdo da massa 6ssea do esqueleto apendicular, quan-
do foi descrito por Cameron e Sorenson (ECKERT,1996), este foi o primeiro método pratico
de medida ndo invasiva, utilizando uma fonte de radionuclideo (lodo-125 ou Americio 241)

para produzir o feixe de foton colimado. Por utilizar apenas um féton monoenergético, essa
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técnica ndo permite a separacdo da atenuacgdo produzida pelo tecido ésseo dos demais tecidos
moles. Em decorréncia disso, essa técnica ndo invasiva € empregada em locais onde o tecido
6sseo seja predominante, como no calcanhar e radio (IBANEZ,2003).

A medida das propriedades fisicas dos objetos consistia unicamente na distingdo
de diferentes materiais em carater radioldgico. Esta limitacéo se fez presente devido a medida
de transmissdo do feixe através da amostra fornecer a densidade e nimero atdmico efetivo
além de outras propriedades de um Unico tecido devido a utilizacdo de um dnico feixe de e-
nergia (IBANEZ, 2003).

A otimizacdo para aperfeicoamento e aplicacGes clinicas péde ser feita em varios
pontos da técnica. Na energia da fonte do radiois6topo com o compromisso de maximizar a
diferenca de seccdo de choque fotoelétrico para materiais 6sseo e tecido mole. A uniformida-
de na espessura do tecido mole e a restricdo da baixa energia dos fotons.

Assim, as condicdes basicas para uma aceitacdo clinica de analisar uma quantida-
de significante de osso de diferentes massas e de diferentes espessuras tornaram a técnica
SPA insatisfatorias (WEBBER, 2006).

Estas condicdes determinaram uma linha de evolucdo das pesquisas da area de
modo que todas as condi¢des pudessem ser satisfatorias. Seu inicio foi introduzido pelo DPA,
onde a restri¢do aos locais periféricos foi superada quando o feixe de fétons monoenergéticos
do SPA foi substituido por um feixe de fétons que contenham pelo menos duas energias dis-
tintas. O requisito para a medicdo da transmissdo em locais de tecidos adjacentes de mesma
espessura foi eliminado e agora, 0 método é capaz de medir espessuras de minerais e tecidos
moles em um unico local. A técnica refere-se a DPA e utiliza a fonte do radioisétopo Gadoli-
nio-153. Este avanco aparentemente pequeno abriu a possibilidade de medir a massa 6ssea em
locais centrais, como a coluna lombar e do fémur proximal. (SWANPALMER, 1998).

A DPA possui limitagdes. O corpo altamente trabecular vertebral ndo pode ser se-
parados dos elementos cortical posterior, e a camada cortical do corpo vertebral ndo pode ser
separada do interior trabecular. Sobrejacentes calcificacdes em tecidos moles e aorta abdomi-
nal podem atenuar o feixe e falsamente aumentar os valores da densidade mineral 6ssea. Além
disso, tanto SPA e DPA exigiram ajuste para decaimento periodico e reposi¢do da fonte, que
tem um alto custo monetario. Apds a substituicdo da fonte, as leituras de densidade mineral
Ossea podem cair em ate 6,2%, consequentemente formulas foram desenvolvidas para com-
pensar o efeito da deterioracdo de origem, preocupando com preciséo e exatiddo do diagnosti-
co.
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O tempo de escaneamento desta técnica € longo, aproximadamente 30 minutos em
locais como quadril e coluna vertebral, a resolugédo espacial da DPA ¢ limitada, sendo SPA e
DPA substituido amplamente pelo DXA, que tem menor custo operacional, maior precisdo e
facilidade de uso.

Ainda limitado pelo fato de distinguir apenas objetos composto por dois distintos
materiais radioldgicos, a idéia de incremento de mais uma faixa de energia para cada restrigdo
imposta pelas propriedades fisicas variaveis foi examinada e demonstrada em phantons, mas
nas aplicacdes in vivo se mostraram inuteis devido a pequena diferenca entre os coeficientes
de atenuacéo linear dos componentes do tecido mole.

O desenvolvimento final em quantificacdo 0ssea foi determinado pela troca da
fonte radiativa por tubos de RX. A partir desse momento surgiram as técnicas de absorciome-
tria de um Unico feixe de RX (Single-energy X-ray Absorptiometry — SXA) e absorciometria
de duplo feixe de RX (Dual-energy X-ray Absorptiometry — DXA), o método SXA emprega
energia de RX para determinar a densidade mineral 6ssea do esqueleto periférico. (KEENAN,
1997), sem necessidade de empregar isotopos radioativos. A vantagem apresentada por essa
técnica € de utilizar aparelhos de menor tamanho, escassa radiacéo y, além de maior velocida-
de de contagem o que condiciona maior precisdo e mais determinacdo e um baixo custo
(MILLER et. al., 1998).

A DXA surgiu como um método de medicdo da densidade mineral 6ssea, com
duplo feixe de raios-X, cada um com diferentes niveis de energia. Um detector mede os RX
que atravessam a regido estudada, e um programa computacional segmenta a area para
quantificacdo e subtrai os valores obtidos com os dois feixes de energia. Os valores de
atenuacdo sao convertidos em medidas de massa mineral dssea através da comparacdo com as
densidades de materiais usados para calibragdo do aparelho. No componente dsseo, determina
0 contetido mineral 6sseo (CMO) numa determinada proje¢@o do 0sso em gramas. Dividindo-
se 0 CMO pela area, obtém-se a densidade mineral 6ssea “areal” (aDMO) em g/cm?, ou seja,
estd ndo é uma densidade mineral dssea real, o verdadeiro deve ter unidade de gramas por
centimetro cubico (g/cm®). (KANIS, 1994; ENGLAND, 2009; KUIJK, 2010)

O método, chamado de DXA, possibilita um incremento de intensidade de fétons,
diminuindo drasticamente o tempo de medida. Ainda, o aumento da precisdo das medidas
imposto pelo aumento da intensidade de fotons e diminuicdo da probabilidade de movimento
do paciente (FELSENBERG, 1998).
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Apesar da evolucdo das técnicas de mensuracéo, elas apresentam algumas desvan-
tagens, como o alto custo financeiro, a tempo de exame e de exposicao a dose de radiacdo ao
paciente. Um método que evoluiu bastante com o avango tecnoldgico é a densitometria dptica,

que atualmente vem sendo aplicada na area de medicina veterinaria.

A densitometria 6ptica € uma técnica que foi desenvolvida para avaliar a
densidade do osso em esqueleto apendicular, mas esta despertou um interesse renovado.
Apresentando uma vantagem na utilizacdo do equipamento de raios-X convencionais, geral-
mente é utilizada a adicdo de uma cunha de aluminio no campo de imagem para a calibracéo.
A imagem radiogréafica é capturada em um computador e depois transformada automatica-
mente com a utilizacdo de uma aplicacdo de software especialmente desenvolvido para medir
a densidade mineral 6ssea (DMO) dependendo do tipo de animal.

A principal vantagem da densitometria Optica é o seu potencial para uso geral e
com ampla disponibilidade de radiografia convencional. (BLAKE, 2001).

2.4.2 Métodos laboratoriais

A fisica do tecido 6sseo é a ciéncia que estuda a matéria 6ssea e suas interacdes
com o meio. As caracteristicas fisicas que podem definir o grau das interacGes da matéria 0s-
sea com 0 meio sdo: a porosidade, que define a porcentagem de vazio dentro do volume apa-
rente; a retratibilidade, que define a variacdo volumeétrica aparente quando alterada a umidade
do meio; a densidade real da substancia 6ssea, que define a razdo da massa pelo volume real;
e a densidade aparente, que quantifica a matéria 6ssea por unidade de volume aparente (COS-
TA, 2006)

Quanto ao grau de interages da matéria com a radiagdo séo definidas por propri-
edades fisicas a secgdo de choque da matéria 0ssea; os coeficientes de atenuacdo linear e de
massa; a rigidez elétrica, magnética e térmica; flexibilidade e etc (YOUNG, 1996)

Para determinacdo das propriedades fisicas que podem definir um grau de intera-
cOes da matéria 6ssea com o meio, métodos laboratoriais praticos sdo empregados, como o
método da imersdo. Este método baseia-se no principio de Archimedes, em que a perda apa-
rente de peso de um corpo imerso em liquido € igual a massa do liquido deslocado. Este mé-
todo € considerado um dos mais precisos e pode ser usado para amostras com formato irregu-
lar, sendo o volume determinado pela variagdo de peso do liquido, em virtude da imerséo da

amostra.
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A densidade real ou das particulas, é representada pela quantidade de massa das
particulas em umidade zero e retratibilidade desconsiderada contida em um volume chamado
de volume das particulas, este, obtido sem a consideracdo dos poros ou agua da amostra atra-
vés do metodo de picndmetro, onde a amostra € moida e submetida a testes laboratoriais para
determinacdo do volume de &gua correspondente a dada massa de amostra utilizada, sendo
representada por po.

A densidade de particulas tem sido determinada predominantemente pela medigéo
do volume de soélidos via deslocamento de liquidos e normalmente usa medidas volumétricas
para essa quantificacéo.

A escolha do método para a determinacéo da densidade de particulas leva em con-
sideracdo aspectos como quantidade do material a ser analisada, disponibilidade de equipa-
mentos e exatiddo requerida na determinacdo, bem como praticidade e tempo de processa-
mento. Os métodos mais usuais para determinacdo da densidade de particulas baseiam-se no
deslocamento de um volume de liquido ou ar por uma amostra de 0sso de massa conhecida.
Outra possibilidade sugere a determinacédo da densidade de particulas pela relacdo entre a po-
rosidade e a densidade do 0sso. ( FLINT & FLINT, 2002).

Dos métodos baseados no deslocamento de liquido, 0 método do picnémetro e
similares geralmente utilizam agua, podendo também ser usado querosene (FORSYTHE,
1975). Tais métodos utilizam cdmara de vacuo ou submetem a amostra a fervura para a retira-
da do ar do interior da suspensdo. O método do baldo volumetrico, por sua vez, utiliza alcool
(KIEHL, 1979; EMBRAPA, 1997), dispensando o uso da camara de vacuo e fervura da sus-
pensdo, em funcdo da maior facilidade de penetracdo do &lcool pelas interfaces dos constituin-
tes da amostra, por apresentar baixa tensao superficial quando comparado a agua.

O método de imersdo em agua tem sido bastante utilizado para determinacdo de
densidade aparente nas areas de biomassa florestal, tecnologia de madeira e fisica de solo,
entretanto para a determinacgdo 0ssea essa técnica ainda € muito pouco utilizada (REZENDE
2003).

A literatura mostra 0 método de Archimedes na determinacdo da medida de den-
sidade de 0sso, musculo e gordura, destacando seus resultados confiaveis (AKAR, 2006)

Os espacos porosos de materiais sélidos sdo sempre constituidos de microporos e
o0 volume total desses é denominado porosidade. A porosidade mede o nivel de compactacao
do material e esta ligada diretamente a densidade aparente do material. Quanto maior a densi-
dade aparente da amostra menor sera sua porosidade.
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Segundo Reichardt (1985), a porosidade € definida pela equacéo:

Vt—-Vs
0= .
vt

100 4)

onde: 4 € a porosidade(%), V€ o volume total do material e Vs é volume da parte
solida do material.

A partir da equacéo 4, podem-se obter as equacdes 5 e 6.

_ Vs
5= (1 - %) 100 (5)
5 :(1— 2o ].100 ©)
Py

Onde: p, densidade aparente do material e p, a densidade das particulas do materi-
al solido, determinado pelo método de picndémetro.

A porosidade, caracterizada como a distribuicdo de poros ao longo de um volume
de um material, pode ser obtida através de métodos nucleares como o espalhamento de raios-x
ou a transmissao de raios gama para medicdo de densidade aparente, quando feito em conjun-
to com o método de picndmetro para determinacdo da densidade das particulas. A porosidade
média é determinada em dada amostra utilizando a equacao 6. (APPOLONI, 2004)
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3. OBJETIVOS

Este trabalho, desenvolvido no Laboratdrio de Fisica Aplicada do Departamento de Fi-
sica e Biofisica do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP, em conjunto com o Depar-
tamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterina-

ria e Zootecnia, UNESP, teve como objetivos especificos:

e Propor um meétodo laboratorial simples (método de imersdo em agua) para a

determinacdo da densidade mineral Gssea.

e Discutir e avaliar os aspectos metodolégicos envolvidos na densitometria opti-

ca utilizada atualmente, apresentando suas vantagens e desvantagens.

e Analisar o efeito do peso do animal, idade e sexo na densidade mineral 6ssea

de cées de porte médio.

e Avaliar as vantagens e limitacdes do método de imersdo em agua para a deter-

minacdo da densidade mineral dssea de animais.
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e Discutir e aprimorar a forma de apresentacdo dos resultados da densitometria
dptica no trabalho.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Arranjo experimental e Amostragem

Na primeira etapa deste trabalho foi realizada a comparacéo entre os métodos de den-
sitometria Optica e de imersdo em agua. Foram selecionados e utilizados 60 membros anterio-
res direitos de caninos, intactos, sendo 32 machos e 28 fémeas, cedidos pelo Departamento de
Patologia da FMVZ (UNESP/Botucatu) e pelo Canil Municipal da cidade de Araras/SP.

No ensaio de correlagdo entre os métodos de densitometria Optica e imersdo em agua
foram utilizados amostras de cées de porte médio (10kg a 25kg), totalizando 38 amostras das
60 obtidas durante o trabalho.

Na segunda etapa foram feitas correlagdes entre a DMO com os parametros peso, ida-
de e sexo de cada grupo de animais, utilizando o método de imersao.

A classificagdo das amostras foi feita em trés grupos, um deles relacionado com o pe-
so, idade e 0 outro com sexo. O primeiro, relacionado ao peso do animal, foi subdividido em
trés subgrupos da seguinte maneira: caes de 10kg até 15kg, de 15,1kg até 20kg e maiores que
20kg, denominados P1(n=24), P2 (n=26) e P3 (n=10), respectivamente.

O segundo grupo, relacionado a idade, também foi dividido em trés subgrupos de ani-
mais com menos de quatro anos, de quatro a sete anos e maiores de sete anos, denominados
Al(n=20), A2 (n=19) e A3 (n=21), respectivamente. E o terceiro em macho (n=38) e fémea
(n=22).
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Os membros foram desarticulados na regido da articulacdo umero-radio-ulnar direitos,
e mantidos congelados na camara fria do Servigo de Patologia do Hospital Veterinario da Fa-
culdade de Medicina Veterinaria da FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu-SP, onde posteri-
ormente foram descongelados na camara refrigerada, para que fossem radiografados.

4.1.1 Etapa 1: Aspectos metodoldgicos.

As analises experimentais foram realizadas em dois laboratdrios pertencentes a
UNESP/Botucatu. No Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria —
FMVZ foram determinadas as medicGes pelo método de densitometria dptica.

No Departamento de Fisica e Biofisica — IBB (Laboratorio de Fisica Aplicada) fo-
ram determinadas as densidades das amostras pelo método de imerséo.

Nessa etapa, as amostras de tecido 0sseo tiveram suas densidades determinadas
pelo método de densitometria Optica. Em seguida, as amostras passaram por um processo de
limpeza, sendo retirados os tecidos moles periféricos: peridsteo, tecido cartilaginoso, entre
outros. O material foi colocado em uma cuba com agua oxigenada (130 volumes) por um pe-
riodo de aproximadamente trés dias para a retirada do restante dos tecidos.

Apos a limpeza, as amostras tiveram suas densidades ésseas novamente determi-
nadas pelo método de densitometria dptica, para comparagdo e possivel correlacdo entre a
presenca de tecido mole e o0 aumento ou diminuicao de sua densidade.

Com a obtencéo apenas do tecido 6sseo, composto de 0sso cortical e trabecular, se
iniciou 0 processo de confeccdo das amostras. Este processo se iniciou com o0 corte dos 0SS0sS
em seu eixo transversal de forma que cada 0sso resultasse em cinco amostras, sendo as duas
extremidades n&o utilizadas nos experimentos (figura 1).

Ap0s o corte, as amostras foram submetidas a lixa para retirada do periosteo, alem
de determinar uma linearidade na superficie das amostras. Estes procedimentos foram realiza-
dos com a intengé@o de observar o comportamento das propriedades ao longo de todo 0 0sso

cortical e melhorar a qualidade final dos resultados.
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Figura 1. Foto mostrando: a) Osso ap6s Processo 1: Limpeza; b)Osso apds Processo 2: Con-
feccdo, com divisdo da amostra em 5 partes.

Posteriormente, a densidade mineral 6ssea das 38 amostras foram determinadas
pelo método de imersdo em &gua, no Laboratério de Fisica Aplicada, os resultados obtidos
por este método comparado com os resultados pelo método de densitometria dptica, com ob-
jetivo de avaliar a precisdo desses métodos e também apresentar os resultados no mesmo sis-

tema de unidade, como Sl e o CGS.

4.1.2 Etapa 2: Densidade mineral dssea em funcéo dos parametros peso, idade e
Sexo

Nesta etapa, as 60 amostras passaram pelo processo de limpeza, e tiveram suas
densidades dsseas determinadas através do método de imerséo.

Com os resultados obtidos, foram feitas analises comparativas de correlagdes en-
tre a densidade mineral dssea e 0s seguintes parametros: concentracdo de calcio no 0sso, peso,

sexo e idade de cada grupo de animais.

4.2 Metodologia

4.2.1 Ensaio da influéncia do tecido mole na densidade mineral 6ssea

Foram selecionados amostras de 10 membros anteriores direitos para a determina-
cdo da densidade mineral dssea, juntamente com o tecido mole, pela técnica de densidade
Optica. Em seguida os mesmos membros passaram pelo processo de limpeza, e feita novamen-

te a determinacdo da densidade mineral dssea. Os resultados foram entdo comparados com o
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objetivo de avaliar a interferéncia do tecido mole na precisdo do método de densitometria

Optica.
4.2.2 Técnica de Densitometria Optica

Foram feitas 38 radiografias da regido distal da diafise do radio e ulna no membro
direito, em incidéncia cranio caudal. Foi utilizado chassi 24 x 30 cm, contendo filme radiogra-
fico inserido dentro de um porta-chassi confeccionado em madeira compensada com espessu-
ra de 3 mm, onde se fixou paralelamente a regido radiografada uma escala de aluminio (phan-
ton) (ANDERSON,1966).

Esse material utilizado como escala referencial densitométrica, constituida de 20
degraus, tendo o primeiro degrau a espessura de 0,5 mm, variando a seguir de 0,5 mm em 0,5
mm, de um degrau para outro, até o vigésimo degrau, cada qual com area de 5 x 15 mm.

A técnica utilizada no aparelho de raios-X em relacdo a kilovoltagem (kVp) foi de
45 kVp e a miliamperagem por segundo (mAs) variando entre 1,3 mAs e 2,5 mAs. Para o
processo de revelacdo foi utilizado uma processadora automatica padrao.

Ap0s a digitalizacdo das imagens do radio e ulna e do phanton, através do Scanner
HP ScanJet 6C5, com adaptador para transparéncia HP ScanJet 6C6, elas foram armazenadas
em um computador, o qual possui o programa computacional (software CROMOX 3.1 vet),
que realizou as leituras e analise da densidade Optica radiografica.

Primeiramente foram demarcados dois pontos no pentdémetro como referéncia de
escala. Em seguida foi selecionada a extremidade distal do radio e ulna do membro anterior
direito, acima da linha metafisaria. Nessa regido foi aberta uma janela, cujo ajuste da largura é
de acordo com os tecidos moles que circundam o 0sso na regido analisada (figura 2). A altura
da janela foi considerada como sendo a metade de sua largura.

Em seguida, foi realizada a leitura dos dados da densidade mineral 6ssea da regido
de interesse, sendo estes valores expressos em milimetros de aluminio (mmAl). Essas leituras
da densidade mineral dssea foram repetidas trés vezes para cada individuo, tendo um valor

médio final.
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Figura 2. Imagem de entrada do programa Cromox 3.1 Vet

4.2.3 Método de Imersao

A densidade foi obtida pela relacdo entre massa e volume das amostras 6sseas, sendo a
massa determinada em gramas, por pesagem, utilizando uma balanca de precisdo da marca
TECNAL-BG 400.

Para a determinacdo do volume, utilizou-se o método de imersdo em agua. Para isso co-
locou-se um béquer contendo agua sobre a balanca, que foi tarada, ou seja: zerada como

representado pela figura 3.

4—[ Beéquer ¢f agua ]

[ Balanga de precisio ]
-

—

A

Figura 3: Imagem representando a balanca tarada.
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Logo apds, a amostra foi fixada por um fio e imersa na agua contida no béquer, toman-
do-se o cuidado para que a mesma ndo encostasse nas paredes e no fundo do béquer como
mostra a figura 4. O valor do volume da amostra em cm® seré igual a0 empuxo em gramas—

forca.

Figura 4: Imagem representando a obten¢do do volume pelo método de Archimedes.

Pelo principio de Archimedes, o valor numérico do empuxo é igual ao peso do volume

de fluido deslocado, portanto ele pode ser calculado pela equagéo 7:

Fe=pVsg (7)

Sendo Fe a forga de empuxo, p a densidade da agua, Vs 0 volume submerso e g a ace-
leracdo da gravidade.

Foram utilizadas as unidades de medida no sistema de unidades CGS*, em que as uni-
dades fundamentais sdo centimetro, grama e segundo.

O empuxo € definido como a forca exercida em um objeto pelo liquido ao qual esta
imerso e que é igual, em mddulo, ao peso do fluido deslocado (REZENDE, 1997). Ao mergu-
Ihar o objeto no liquido determinou-se o peso do fluido deslocado na balanca, que € numeri-
camente igual ao empuxo.

Portanto pela equacdo 7, o volume deslocado € numericamente igual ao empuxo. Co-
Mo no sistema adotado a densidade da 4gua é p=1 g/cm®, e 0 empuxo é dado em gf (grama-

forca), o valor indicado pelo display da balanca sera o volume do objeto dado em cm®.
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Com os dados de massa e volume pode-se obter o resultado da densidade aparente uti-

lizando a seguinte equacéo:

Po = (8)

M
|4

sendo, p, a densidade aparente, M a massa da amostra em gramas e V representa 0 Vo-
lume em cm3 (REZENDE, 2003).

4.2.4 Método de determinacao da densidade das particulas e porosidade

Para a determinacdo da densidade por particulas, foram selecionadas 5 amostras
variando as caracteristicas dos animais, estas foram moidas por um moinho criogénico, e em
seguida colocadas em estufa durante 6 horas a 90°C, para que a umidade fosse 0%.

Um baldo volumétrico de 100 ml foi preenchido com agua deionizada até seu me-
nisco, logo apds essa agua foi retirada e colocada em um Becker. Apds a pesagem da amostra
seca na forma de po, esta foi colocada dentro do baldo volumétrico por meio de um funil e
através deste, foi colocada a &gua novamente até atingir o menisco. O volume das particulas
das amostras do 0sso seco foi obtido através da pesagem da agua restante no Becker, apos o
preenchimento com agua do bal&o contendo as amostras até o0 menisco. Para esse procedimen-
to foram realizados trés repeticdes.

Com esses resultados, foram feitas as medidas das densidades das particulas atra-

vés da equacao (9):

Po =y ©)
P
onde p, € a densidade de particulas (g/cm®), M, é a massa por particulas (g) e Vpéo
volume por particulas (cm®).
Com o valor da densidade de particulas e da densidade aparente foi possivel cal-

cular a porosidade das amostras de 0sso através da equacdo (6) mostrada a seguir:

s=[1-Lo 1100 ()
P
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onde & é a porosidade(%), po ¢é a densidade aparente (g/cm®) e p, é a densidade das

particulas (g/cm®) .

4.3 Analises Quimicas

Foram determinados os teores de Célcio das amostras 6sseas com 0 objetivo de estabe-
lecer correlagbes com a densidade mineral 0ssea. Essas analises foram realizadas usando um
espectrofotdmetro de absorcdo atbmica pertencente ao Departamento de Quimica da UNESP
de Botucatu (NEVES, 2009).

4.4 Andlise Estatistica

Foi utilizada a andlise de Correlacdo de Pearson entre a densidade mineral 6ssea em
g/lcm® e os parametros de peso, idade, sexo e concentracdo de calcio.

O estudo comparativo da densidade mineral 6ssea em g/cm?®, para animais de diferen-
tes peso, idade e sexo, foi feito pelo teste Tukey para a comparacdo dos subgrupos de cada
parametros, utilizando-se andlise de variancia com calculo estatistico P.

As estatisticas realizadas foram consideradas significativas ao nivel de 5%, ou seja ;

para p<0,05.

Foram feitas andlises descritivas das variaveis peso, sexo e idade, calculando valores
de minimo (min) e méximo (max), amplitude, média (x), mediana, desvio padrao (s) e coefi-

ciente de variacdo (CV%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 contém os dados obtidos para a densidade mineral 6ssea pelos dois méto-
dos.

A partir dos dados dessa tabela 1 foi feito o grafico da figura 5. Este grafico mostra os
resultados obtidos através do método de densitometria Optica, para as duas situagdes distintas,
com relacdo ao preparo das amostras com e sem tecido mole. Para os dois casos foi utilizada a
técnica de densitometria dptica de 40 quilovolts (kVp), variando a miliamperagem por segun-
do (mAs) entre 1,3 e 2,5.

Tabela 1. Valores da densitometria optica em cdes SRD de porte médio com e sem te-

cido mole.

Com tecido mole Sem tecido mole

Amostras (DMO mmAl) (DMO mmAl)
1 2,084 1,427
2 2,111 1,741
3 2,164 1,809
4 2,317 1,841
5 2,377 2,056
6 2,886 2,156
7 2,979 2,203
8 2,994 2,165
9 3,364 2,753

(BN
o

3,491 2,847
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Figura 5. Grafico da relacdo da densitometria Optica utilizando amostras de cdes SRD de porte médio
com e sem tecido mole

Pela analise do grafico da figura 5 pode-se verificar a correlacéo linear para esses dois
casos, com um coeficiente de determinacao razoavel, sendo de 0, 872. Este resultado mostra
uma concordancia entre os métodos demonstrando que a influéncia do tecido mole no esque-
leto apendicular, praticamente nao interferiu no diagnostico da densidade mineral 0ssea. Isto
devido a baixa atenuacgdo dos raios-X, causada por este tecido comparado com a atenuacdo do
tecido 0sseo.

Na figura 6, sdo apresentados os dados comparativos de 38 amostras utilizadas para

aplicacdo dos dois métodos utilizados para a medida da densidade mineral dssea.
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Figura 6. Gréfico da relacdo entre as densidades 6sseas utilizando os métodos de densitome-
tria Gptica e imersao em agua

Os resultados da densidade mineral dssea fornecidos pela densitometria éptica foram
dados em milimetros de aluminio (mmAl) e os resultados fornecidos pelo método de imerséo
em 4gua dado em gramas por centimetro cdbico (g/cm?).

A correlacéo realizada pela comparacgdo entre estes dois métodos possibilitou a trans-
formacdo dos valores de densidade em mmAl em g/cm®, pela equagdo y = 0,197x + 0,824
com coeficiente de determinacéo R* = 0,595.

A obtencdo da densidade em gramas por centimetros cubicos foi de grande importan-
cia para uma melhor comparacao de resultados com outros métodos, principalmente com 0s
resultados obtidos por métodos de laboratorios.

O valor de R? reflete a concordancia entre os dois métodos e esté relacionado com a
precisdo desses métodos, apesar de apresentar um valor significativo apenas razoavel quando
se compara 0s dois métodos.

O software ao estipular a DMO em mmAl, estabelce uma relacdo entre a escala de
cinza do tecido 6sseo e do aluminio referente a escala densitométrica utilizado durante o pro-
cedimento, determinando a DMO do tecido 6sseo em mmAl.

Para se obter uma melhor relacdo da DMO entre o tecido 6sseo e o0 aluminio deve-se
levar em consideracdo a equacédo de atenuacdo da radiacdo, levando em consideragéo todos os

parametros, principalmente a espessura da amostra.



28

Sendo as leituras baseadas na Lei de Beer Lambert de atenuacdo de radiacao, e utili-
zando as equacdes separadamente para aluminio e tecido 6sseo pode-se obter:

1) para o aluminio:

Pa= (7)

sendo: p, W, xa = densidade, coeficiente de atenuagcdo de massa, e espessura do aluminio;

lo, la = intensidade dos raios incidentes e emergentes ao longo do aluminio.

2) para o tecido 0sseo:

pt—=— (8)

sendo: p;, 1, xt = densidade, coeficiente de atenuacdo de massa e espessura do tecido
0sseo;

lo, It = intesidade dos raios incidentes e emergentes ao longo do tecido 6sseo

Para os pontos em que la = It, podemos comparar 7 €8, e teremos:

Pt Ut Xt = Pa Ha Xa 9)

ou

Pt= Pa Maxal Hixt (10)

Na aplicacdo da equacdo 11, para obtencéo dos resultados surgiram alguns problemas
de ordem pratica que pode ter limitado os resultados.
O valor do produto px; considerado constante nos calculos de p; independente da es-

pessura dos 0ssos dos animais, proporcionando entao erros de medidas.
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Apresentamos como sugestdo para outros trabalhos considerar o produto px; nos cal-
culos com o objetico de melhlorar a precisao dos resultados. O valor de p sera sempre cons-
tante para uma dada energia de fétons que pode ser fixada pela quilovoltgem.

O valor da espessura 6ssea pode ser medida diretamente por paquimetro. Porém res-
salta-se ainda a dificuldade causada neste caso pela presenca do tecido mole.

O resultado da densidade mineral 6ssea é dado em fungéo da absor¢éo de raios-X, que
depende também da espessura do 0sso na direcdo incidente do feixe de raios-X. Como cada
animal tem uma espessura 0ssea diferente, esta variavel deve influenciar nos resultados dimi-
nuindo a precisdo das analises.

Assim sendo, a densitometria Optica por ser um método mais complexo, envolvendo
radiacdo, a dificuldade na sua aplicacdo, pode estar submetida a varias fontes de fatores de
erros, como: espessura dos 0ssos,dificuldade de um procedimento uniforme para todos os
animais e até pela influéncia dos tecidos moles. A tarefa mais dificil seria entdo minimizar
estes erros, ajustando bem o equipamento e adotando um procedimento uniforme independen-
temente das caracteristicas de cada animal.

Considera-se também que o0 método de imersdo por ser um método laboratorial, apre-
senta uma limitacao de ser aplicado somente em amostras biol dgicas de tecido 6sseo “in natu-
ra”, porém tem todas as condigdes para um bom manuseio e facilidade para a realizacdo de
repeticGes de medidas. As pequenas variacOes de densidade poderdo ser detectadas pelo mé-
todo de imersdo em agua, devido a sua excelente precisdo. O que poderia ndo ser possivel
detectar pela densitometria Optica.

A média da densidade mineral 6ssea para 0 método de densitometria dptica em cées
SRD foi de 3, 080+0, 582 mmAl, enquanto que para 0 método de imersdo em agua a densida-
de mineral ¢ssea foi de 1,630+0,125 g/cm®.

As médias e os desvios padrdo dos resultados obtidos para a densidade mineral dssea
em cdes SRD, em funcdo da concentracdo de célcio, peso, idade e sexo, estdo apresentadas
nas Tabelas 2, 3,4,5,6 e 7, e nas Figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15.

A interacdo da densidade mineral 6ssea com os pardmetros utilizados e a analise des-
critiva sdo apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 2. Meédias e desvios padrdo da DMO em gramas por centimetro cubico

(g/cm®) em cdes SRD, considerando os grupos por faixa de peso.

Grupo por faixa de 3 Concentracéo de
DMO (g/cm?) )
peso Célcio (%)
Py 1,550 £ 0,510 (b) 34,65+1,77(a)
P, 1,670 + 0,740 (a) 33,68+1,12(a)
P3 1,685 £ 0,690 (a) 34,03+3,25(a)
p <0,001** p>0,05"

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
ns nao significativo (p >=0,05)

DMO (g/cm3)
o = N
I3, B =SS, TR RS, B O

o

P1 P2 P3
Grupos classificados por peso corporal do animal

Figura 7. Gréfico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, em fun¢éo da posicao das amos-
tras considerando os grupos por faixa de peso.
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Figura 8. Grafico dos valores médios da densidade mineral 6ssea (g/cm®) em cées SRD, rela-

cionando a concentracdo de céalcio com os grupos por faixa de peso.

Tabela 3.Valores obtidos da densidade mineral 6ssea (g/cm®) em cées SRD, considerando os

subgrupos em funcao do peso de acordo com a posi¢ao na amostra.

Posicéo Subgrupos da DMO (g/cm®) em funcéo do peso do animal.
P1 P2 P3

1 1,394 +0,188 1,538+0,141 1,559+0,120

2 1,557+0,187 1,705%0,173 1,743%0,140

3 1,674%0,177 1,764%0,155 1,776x0,068

4 1,650%0,167 1,720£0,176 1,725%0,079

5 1,491+0,169 1,540+0,143 1,520+0,118
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Figura 9. Gréfico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, em funcéo da posicao
das amostras considerando 0s grupos por faixa de peso.

Os resultados obtidos na tabela 2, demonstrados na figura 7, pela analise entre os sub-
grupos P1, P2 e P3 mostraram que os valores da densidade mineral 6ssea aumentaram com a
elevacdo do peso corporal dos animais, concordando com os resultados apresentados pela
literatura, como mostram os trabalhos de; Vulcano (2008), e Martin et al (1981). Estes dados
também concordam com os obtidos por Lipscomp et al. 2001, que explica que 0 aumento do
peso do animal com seu crescimento, ocorre através de acfes osteogénicas, aumentando sua
massa 0ssea.

Leal (2002) em seu trabalho obteve uma forte correlacdo entre a densidade mineral 6s-
sea e a variavel peso dos animais estudados, ao estabelecer os valores da densidade mineral
Ossea da extremidade distal em cdes de diferentes portes e idades, pela técnica de absorciome-
tria Optica, corroborando os resultados obtidos na tabela 11.

Considerando os animais de acordo com o peso, 0s valores médios obtidos para a den-
sidade mineral dssea pela técnica de imersdo em agua do membro radio-ulnar do cdes SRD
foram: 1,550 + 0,510 g/cm?® para animais de 0,1 a 10 kg, 1,670 + 0,740 g/cm® para animais de
10,1 a 20kg e 1,685 + 0,690 g/cm? para animais maiores que 20,1kg.

Os valores obtidos na tabela 3, expresso na figura 9, para a densidade mineral dssea
ao longo do osso do animal apresentaram menores valores nas regides periféricas, ou seja, nas
epifises, e as maiores densidades foram encontradas na regido central ( diafise), devido a mai-
or predominancia de tecido 6sseo compacto.
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Uma diferenca estatistica significativa (p<0,01) foi encontrada entre os grupos P1,
com 0s grupos P2 e P3, para os animais leves e 0s outros dois mais pesados respectivamente,
como descrito na tabela 2. Na concentracéo de calcio ndo obteve diferenca estatistica signifi-
cativa com a variagdo do peso, isso ocorre devido ao organismo realizar a homeostase do Ca,

mantendo em equilibrio sua concentracdo nos 0ssos e No meio extracelular.

Tabela 4. Médias e desvios padrdes da DMO (g/cm®) em cdes SRD, considerando o0s

grupos por faixa de idade.

Grupo por faixa Concentracao de
) DMO _
de idade Calcio (%)
Ay 1,547 + 0,150 (b) 34,03£2,15(a)
A, 1,655 + 0,100 (a) 34,82+1,54(a)
As 1,673 = 0,090 (a) 32,77£3,48(a)
p < 0,002** p>0,05"

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
ns nao significativo (p >= 0,05)

2,5

DMO (g/cm3)
o -
(6} - (63} N

o

Al A2 A3
Grupo por faixa de idade

Figura 10. Grafico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, em funcéo da posicéo
das amostras considerando 0s grupos por faixa de idade.



Concetragéo de Calcio (%)

40

38

36

34

32

Al

Grupo por faixa de idade

34

Figura 11. Gréficos dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, relacionando a con-

centracdo de célcio com os grupos por faixa de idade.

Tabela 5. Valores obtidos da DMO (g/cm®) em cées SRD, considerando os subgrupos em

funcéo da idade de acordo com a posic¢do na amostra.

Posicéo Subgrupos da DMO (g/cm®) em funcéo da idade
Al A2 A3

1 1,389+0,097 1,555+0,152 1,541+0,125

2 1,576+0,123 1,707+0,137 1,739+0,199

3 1,640+0,245 1,787+0,117 1,794+0,116

4 1,627%0,218 1,714+0,130 1,749%0,145

5 1,505%0,197 1,515+0,127 1,546+0,114
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Figura 12. Gréfico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cdes SRD, em funco da posicéo
das amostras considerando os grupos por faixa de idade.

Os valores obtidos na tabela 4 da densidade mineral 6ssea em funcéo da idade, tiveram
uma elevacgdo na densidade mineral 6ssea com o aumento da faixa etaria, ou seja, quanto mais
velho for o animal maior a sua densidade mineral 6ssea, como mostra a figura 10, Schneider
(2004) utilizando a técnica DXA e TCQ obteve o mesmo resultado utilizando cées jovens e
adultos.

Martin et al., (1981) encontrou um resultado semelhante, verificando um pico de mas-
sa 6ssea em torno do 7 anos de idade, similar ao apresentado no grafico da figura 10.

Porém Lauten et al. (2001) utilizando da técnica DXA, comparou a densidade mineral
Ossea de cdes da raca Beagles de diferentes faixas etarias e obteve um resultado, onde nao
houve diferenca significativa entre da densidade mineral 6ssea com a idade do animal. Resul-
tados semelhantes foram encontrados por Leal (2002) por via da técnica de densitometria op-
tica.

Vulcano (2008) e Zotti (2004) realizaram trabalhos utilizando a técnica de densitome-
tria e DXA respectivamente, encontrando uma forte correlagdo entre a densidade mineral 6s-
sea e a idade, resultado similar apresentado na tabela 8, pelo coeficiente de correlacdo linear
de Pearson.

Considerando os animais de acordo com sua idade, a densidade mineral 6ssea média
pela técnica de imersdo em agua do membro radio-ulnar do cdes SRD mostrados na tabela 4
foram: 1,547 + 0,150 g/cm® para animais com menos de quatro anos, 1,655 + 0,100 g/cm®
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para animais de quatro a sete anos e 1,673 + 0,090 g/cm® para animais com idade superiores a
sete anos.

A tabela 5 contém os valores de densidade mineral 6ssea em funcao da posi¢éo, para
cada subgrupo classificado de acordo com a idade, ficando evidente a diferenga de densidade
entre os tecidos compacto e trabecular, mostrando a rapida diferenciacdo do tecido dsseo in-
terno e externo. Esta diferenca é causada principalmente pela grande presenca de matriz 6ssea
ndo mineralizada na porgédo central de sua estrutura.

A analise estatistica verificado na tabela 4 mostrou uma diferenca significativa da den-
sidade mineral 6ssea com a idade dos animais, comparando o subgrupo Al de animais jovens
e os subgrupos A2 e A3 de animais adultos e de animais idosos respectivamente.

Com relacgdo a concentracdo de calcio ndo houve diferenca significativa com o aumen-
to da faixa etaria, conforme mostra os dados tabela 4, ilustrados na figura 11, como o orga-
nismo se mantém em equilibrio através de processos fisiologicos, a variacdo de célcio se

comporta da mesma maneira, ndo variando com a faixa etaria (RATH et al, 2000 ).

Tabela 6. Valores Médios e desvios padrdo da DMO (g/cm®) em cdes SRD, conside-

rando 0 sexo.

Concentracao de

Grupo por Sexo DMO
Calcio (%)
M 1,623 + 0,680 (a) 33,57+2,32 (a)
F 1,616 + 0,730 (a) 34,21+2,82 (a)
p>0,05™ p>0,05"™

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns ndo significativo (p >= 0,05)
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Figura 13. Gréfico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cées SRD, em funcéo da posicdo

das amostras considerando os grupos por faixa de idade.
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Figura 14. Gréfico dos valores médios da DMO (g/cm?®) em cées SRD, relacionando a con-

centracdo de célcio com 0s grupos por sexo.
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Tabela 7. Valores obtidos da DMO (g/cm®) em cées SRD, considerando os subgrupos em

funcéo do sexo de acordo com a posi¢do na amostra.

Subgrupos da DMO (g/cm?®) em func&o do

Posicéo Sexo
M F
1 1,48940,176 1,490+0,158
2 1,635+0,176 1,673+0,176
3 1,738+0,159 1,739+0,170
4 1,707+0,180 1,631+0,172
5 1,548+0,164 1,486+0,123

Figura 15. Gréfico dos valores médios da DMO (g/cm®) em cédes SRD, em funco da posicéo
das amostras considerando o sexo do animal.
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Pode-se verificar pelos dados da tabela 6 e o grafico exposto na figura 13, que tanto os
animais machos quanto as fémeas obtiveram valores semelhantes para a densidade mineral
0ssea, nao apresentando diferenca significativa. O mesmo resultado foi obtido por Leal (2002)
e Zotti (2004). Essa semelhanca entre os sexos ocorreu conforme o esperado, j& que as fémeas
ndo sofrem perdas de massa 0ssea durante seu ciclo de vida. Em mulheres, apds a menopausa
(SPEROFF, 1996), observam-se perdas de 7% no inicio, e, apds algum tempo, pode atingir
até 15% (CHIRSTIANSEN AND CHRISTENSEN, 1981). As fémeas de cdes ndo possuem
menopausa; portanto, este € um dos fatores que contribuem para a similaridade da densidade
mineral 6ssea em ambos 0S Sexos.

Martin et al. (1981) e Lauten et al (2001) ao analisarem a densidade mineral 0ssea em
relacdo ao sexo dos animais estudados obtiveram correlacéo entre eles, sendo que o macho
apresentava uma maior densidade mineral 6ssea em ambos os trabalhos.

Os valores da densidade mineral 6ssea média pela técnica de imersdo em agua do
membro radio-ulnar dos cdes SRD de acordo com o sexo foram de 1, 623 £ 0, 680 para ma-
choe 1,616 £ 0, 730 para fémea.

Com relagdo aos dados da tabela 7 da densidade mineral ¢ssea ao longo do 0sso a cur-
va do gréfico ilustrado na figura 15, apresenta uma maior densidade na regido central do 0sso
e menor em suas extremidades. O mesmo comportamento foi apresentado nos parametros
peso e idade. Na tabela 6 pode-se verificar que ndo houve influéncia do sexo na concentracéo
de calcio, pois os resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. Como os
caes do género feminino ndo sofrem uma queda de producdo de horménio quando atingem
uma idade avancada (SCHMIDT, 2006), ele ndo sofrera perda de massa 6ssea, sendo assim 0s

resultados obtidos podem ser relacionados a este fator.

Tabela 8. Interacéo entre a DMO e o0s parametros peso, idade, sexo e concentragdo de célcio.

Correlacéo Coeficiente de Correlagdo Significativo
Peso x DMO 0,473 %
Idade x DMO 0,329 **
Sexo x DMO -0,026 ns
Concentracdo de Célcio x
DMO 0,232 ns

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns ndo significativo (p >=.05)
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Tabela 9. Analise estatistica descritiva da DMO em grama por centimetros cubicos, para 0s
subgrupos de peso (P1, P2 E P3), idade (Al, A2 e A3) e sexo (M e F).

Variavéis M F P1 P2 P3 Al A2 A3

N° DE AMOSTRAS 32 28 24 26 10 20 19 21
Menor valor (min) 1,221 1,375 1,211 1,502 1,554 1,221 1,476 1,503
Maior valor (max) 1,789 1,894 1,719 1894 1808 1,738 1,894 1,826
Amplitude (max-min) 0,578 0,519 0,508 0,392 0,254 0,524 0,418 0,323
Média 1,617 1,623 1,550 1,670 1,685 1,547 1,656 1,673
Mediana 1,643 1,624 1,587 1,677 1,694 1539 1,665 1,662
Desvio padréo 0,125 0,128 0,133 0,084 0,086 0,150 0,104 0,087
Coeficiente de Variagéo (CV %) 7,741 7,905 8,580 6,001 5,098 9,628 6,256 5,202

Tabela 10. Valores obtidos da densidade de particulas, massas secas e volumes das particulas

com seus respectivos valores médios e desvios padroes.

Densidade de Densidade
Volume das .
Amostras Massa seca (9) ) 5 particulas aparente
particulas(cm®) 3 3
(g/cm?) (g/cm?)
1 10,37+0,042 4,632+0,283 2,239+0,307 1,788+0,012
2 13,14+0,021 5,816+0,418 2,259+0,313 1,882+0,028
3 13,26+0,011 5,757+0,401 2,303+0,226 1,927+0,013
4 16,38+0,054 7,271+0,507 2,253+0,501 1,904+0,066
5 18,23+0,102 8,237+0,505 2,213+0,503 1,814+0,017
Média 14,2745,421 6,342+1,413 2,253+0,036 1,863+0,059
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Na tabela 10 séo apresentados os resultados obtidos referentes as massas secas (g),
volume das particulas em cm®, densidade das particulas (g/cm®) e densidade aparente das
amostras(g/cm®). O valores médios das densidades das particulas e densidade aparente,
apresentados na tabela 10, foram de 2,253 e 1,863 respectivamente.

Estes resultados concordam com o apresentandos na literatura por Nogueira, 2008 ao
desenvolver um trabalho com ossos de equinos, sendo que a densidade por particulas tem
como caractéristica 0 mesmo valor para 0 mesmo tipo de material.

Utilizando os dados da tabela 10, e a equacdo 3 foi pdssivel determinar a porosidade
0ssea das amostras em cada posicdo, cujo os resultados sdo mostrados na figura 16. O valor
médio obtido foi de 17,424 + 1,999. Nogueira (2008) encontrou um valor médio para a
porosidade do osso de equino de aproximadamente de 14,147 + 4,826. A maior valor da
porosidade encontrado foi nas regides das extremidades, epifises, onde foram encontrados 0s

menores valores para a densidade mineral dssea.

Figura 16. Grafico dos valores médios da porosidade do tecido dsseo de cdes SRD, em funcdo da
posicdo da amostra, a média geral obtida foi de 17,424+1,999.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos pela densitometria dssea para determinacdo da densidade mine-
ral 6ssea, realizada na presenca tecido mole e na auséncia de tecido mole mostraram-se con-
cordantes. Isto significa que a presenca do tecido mole ndo prejudicou as analises da densida-
de mineral 6ssea de forma significativa.

A técnica de densitometria 6ssea foi eficiente e de grande aplicabilidade para a mensu-
racdo da densidade mineral 6ssea, sendo de baixo custo e facil manuseio, porém uma desvan-
tagem € que este ndo leva em conta a espessura do 0sso no calculo da densidade 6ssea.

A densidade mineral 6ssea dada em milimetros de aluminio pode ser transformada em
g/cm® utilizando a seguinte equaco: y = 0,197x + 0,824.

Existe uma correlacdo positiva entre a DMO e 0 peso corporal de cdes SRD; 0 mesmo
pode ser dito com relacéo as faixas etarias

Os dados da densidade mineral 6ssea de cdes SRD ao longo do osso apresentaram uma
maior concentracdo de 0sso trabecular nas regides periféricas, epifises, e maior concentracdo
de osso cortical na parte central, diafise, dos 0ssos do radio-ulna.

Este método demonstrou ser extremamente valioso quando se deseja maior precisdo
nos resultados e pode ser utilizado também de apoio para 0s outros métodos nao destrutivos
na confirmacéo ou néo de resultados e para calibracéo de equipamentos.
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Tabela 11. Dados dos cdes SRD (sexo, idade, peso e valores da DMO), submetidos a mensu-
racdo da densidade mineral éssea pelos métodos de densitometria Optica (mmAl) e imersdo

em agua (g/cm®).

Amostra  Peso Idade Sexo DMO DMO (g/cm?®)

(kg) (mmAl)

A 14 7 F 2,084 1,603
B 22 4 F 2,111 1,514
C 10 4 F 2,164 1,36
D 15 4 M 2,317 1,225
E 12 2 M 2,377 1,457
F 12 4 M 2,886 1,132
G 25 5 M 2,979 1,272
H 16 4 F 2,994 1,294

[ 11 3 M 3,364 1,04

J 15 5 F 3,491 1,58
1A 12 4a5b M 2,149 1,789
2B 14 4 M 2,886 1,499
4D 12 4 M 2,147 1,687
SE 25 7 M 3,923 1,722
6F 30 5 F - 1,801
7G 10 7 M 2,612 1,602
8 H 5 2 F - 1,360
91 4 2 M - 1,441
10J 5 3 F - 1,586
11 K 13 9 M 3,436 1,469
12 L 6,5 5 F - 1,693
13 M 10 10 F 3,078 1,588
14 N 4,5 4 F - 1,382
150 15 10 F 4,499 1,848
16 P 23 M 4,030 1,575
17Q 13 4 M 2,994 1,804
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Tabela 12. Dados dos cdes SRD, submetidos & mensuracao da concentracao de calcio através

de um espectrofotdmetro de absorcdo atdmica.

Amostra Conc. Conc. Conc Diluicdo Massa g/kg %  Média DESVPAD
(mg/L) (g/L Vol. (9)

| A 2,65 0,00265 0,00013 0,01 0,05 261,09 26,11

32,39 8,90
| B 2,39 0,00392 0,00020 0,02 0,05 386,76 38,68
1A A 3,66 0,00366 0,00018 0,02 0,05 368,59 36,86

36,52 0,50
1A B 3,61 0,00361 0,00018 0,02 0,05 361,74 36,17
5 A 3,57 0,00357 0,00018 0,02 0,05 354,85 35,49

35,20 0,40
5E B 3,51 0,00351 0,00018 0,02 0,05 349,24 34,92
10 A 3,50 0,00350 0,00018 0,02 0,05 348,67 34,87

34,42 0,60
10J B 3,47 3,00347 0,00017 0,02 0,06 339,71 33,97
13M A 3,56 0,00356 0,00018 0,02 0,05 356,41 35,64 35 21 0.60
13M B 3,58 0,00358 0,00018 0,02 0,05 347,82 34,78 ’ ’
18R A 3,48 0,00348 0,00017 0,02 0,05 34557 34,56

34,96 0,60
18R B 3,53 0,00353 0,00018 0,02 0,05 353,66 35,37
247 A 3,74 0,00374 0,00019 0,02 0,05 368,55 36,86

36,84 0,00
24Z B 3,72 0,00372 0,00019 0,02 0,05 368,30 36,83
25A A 3,34 0,00334 0,00017 0,02 0,06 327,08 32,71 3093 030
25A B 3,32 0,00332 0,00017 0,02 0,056 331,52 33,15 ’ ’
28D A 3,63 0,00363 0,00018 0,02 0,05 352,75 35,27

35,92 0,90
28D B 3,69 0,00369 0,00018 0,02 0,05 365,60 36,56
30F A 3,57 0,00357 0,00018 0,02 0,06 353,17 35,32

35,05 0,40
30F B 3,52 0,00352 0,00018 0,02 0,06 34791 34,79
390 A 2,10 0,00210 0,00010 0,01 0,05 210,31 21,03

25,28 6,00
390 B 2,96 0,00296 0,00015 0,01 0,05 295,24 29,52
44T A 3,04 0,00304 0,00015 0,02 0,05 284,56 28,46

26,12 3,30
44T B 2,50 0,00250 0,00012 0,01 0,056 237,80 23,78
45U A 3,37 0,00337 0,00017 0,02 0,05 338,72 33,87

33,51 0,50
45U B 3,45 0,00345 0,00017 0,02 0,06 331,53 33,15
46V A 3,18 0,00318 0,00016 0,02 0,06 313,99 31,40 3145 0.10
46V B 3,19 0,00319 0,00016 0,02 0,06 315,08 31,51 ’ ’
50B A 3,62 0,00362 0,00018 0,02 0,056 352,32 35,23

35,68 0,60
50B B 3,63 0,00363 0,00018 0,02 0,05 361,30 36,13
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