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VICENTINI, C. R. Analise Densitométrica, Histomorfométrica e Biomecanica
em Fémures de Ratos Submetidos a2 Auséncia de Carga e Atividade Fisica em
Esteira. Aracatuba, 2006. 67f. Mestrado — Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho, Faculdade de Odontologia e Curso de Medicina Veterinaria,

2006.

RESUMO

Diversas situagdes provocam alteragdes significativas na estrutura ossea, tais como a
permanéncia de astronautas no espaco, imobiliza¢des ortopédicas e permanéncia
prolongada de pacientes em leito. A atividade fisica ¢ contra medida para a
recuperagdo dessas alteracdes causadas no sistema 0sseo. O objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia da suspensdo, do treinamento fisico e da movimentacdo livre,
através de analises biomecanicas, densitométricas e histomorfométricas em tergo
meédio de fémures de ratos. Foram utilizados setenta e cinco ratos machos,
distribuidos em cinco grupos experimentais. Destes, dois utilizados como controle CI
(21 dias) e CII (42 dias) e trés suspensos por 21 dias. Dos suspensos um foi
sacrificado logo apos a suspensdo, S, outro foi submetido a periodo de atividade
fisica em esteira por 21 dias, SE, e o terceiro a movimentagdo livre por 21 dias, SL.
A anélise biomecanica ndo expressou diferengas significativas nos grupos SE e SL
em nenhum dos parametros analisados (For¢a Maxima, Rigidez e Resiliéncia), ja o
grupo S apresentou reducdo significativas em todas as propriedades mecanicas
estudadas. Na analise de densidade dssea, pelo Principio de Arquimedes, encontrou-

se diferenca significativa entre o grupo S e CI e em relacdo aos grupos SE e SL.



Ocorreu diferenga entre o grupo SE e SL. Na densidade ossea, pela Densitometria
Radiografica, o grupo S diferiu do CI, SE e SL e ndo ocorreu diferenca entre os
grupos SE e SL. A espessura 6ssea compacta pela andlise histomorfométrica ndo
sugeriu diferenga significativa entre os grupos analisados. A suspensdo de ratos pela
cauda provocou redug¢des importantes nos valores de propriedades mecénicas e
densitométricas do osso, o treinamento fisico em esteira foi mais eficiente que a
movimentagdo livre apenas na varidvel de densidade ossea pelo Principio de

Arquimedes.

Palavra-chave: auséncia de carga; densidade O&ssea; histomorfometria; ensaio

mecanico



VICENTINI, C. R. Densitometry Analysis, Histomorfometry and
Biomechanical in Femurs of Rats Submitted to the weightlessness and
Treadmill Physical Activity. Aracatuba, 2006. 67f. Mestrado — Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Odontologia e Curso
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SUMMARY

Different situations provoke significant alterations in bone structure. The
permanence of astronauts in the space, orthopedics immobilizations and drawn out
permanence of patients in stream bed. The physical activity is against measure for
the recovery of these alterations caused in the bone system. The objective of this
study was to evaluate the influence of the suspension, the physical training and the
released movement, through biomechanical, densitometry and histomorphometry
analyses in mid third of femurs of rats. Seventy-five male rats were used, distributed
in five experimental groups. Of these, two were used as control CI (21 days) and CII
(42 days) three were suspended by 21 days. One of the suspended groups, S, was
sacrificed soon after suspension, other one was submitted to 21 days treadmill
physical exercise, SE, and the third group was submitted to 21 days released
walking, SL. The biomechanical analysis did not express significant differences in
SE and SL groups in none of the analyzed parameters (Maximum Force, Rigidity and
Resilience), the S group presented significant reduction in all the mechanical
properties analyzed. In the bone density analysis by Archimedes method, significant
difference between group S and CI and in relation to groups SE and SL were found.

Differences between group SE and SL occurred. In bone density, by Radiographic



Densitometry, group S differed from the CI, SE and SL and did not occur difference
between SE and SL groups. The histomorphometry analyses had not suggested
significant differences between the analyzed groups. The suspension of rats by the
tail provoked important reductions in the values of mechanical properties and
densitometry of the bone tissue, the treadmill physical training was more efficient
than the released walking only in the variable of bone density by Archimedes
Method.

Keywords: weightlessness; bone density; histomorphometry; mechanical trial.
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INTRODUCAO

Tecido osseo

O sistema dsseo ¢ uma estrutura capaz de crescer, se adaptar e se reparar.
Desempenha vérias e importantes fungdes: suporte, movimento, protecdo, estoque de
minerais e formacao de células sangiiineas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Funcionalmente pode ser dividido em axial e apendicular. Por esqueleto axial
entende-se o conjunto de ossos do cranio, coluna vertebral e quadril e esqueleto
apendicular fazem parte os ossos dos membros. Esta divisdo apresenta aspectos
praticos importantes, uma vez que estes dois setores podem responder de maneiras
diferentes a uma série de estimulos (COWIN, 1988).

O tecido 6sseo pode ainda ser dividido, sob o aspecto morfologico, em
cortical e trabecular. Essa caracteriza¢do ¢ feita ja a nivel macroscdpico, sendo o
cortical um o0sso compacto, enquanto o trabecular, como o préprio nome diz, ¢é
formado por inimeras traves Osseas, tendo um osso esponjoso. O osso cortical é
encontrado, predominantemente, nas diafises dos ossos longos, e recobrindo, com
uma fina camada, a superficie do esqueleto axial, como as vértebras e as pelves. O
0sso trabecular pode ser encontrado nas epifises dos ossos longos, mas predominam
entre as camadas corticais dos ossos chatos, como vértebras e escapula (MARTIN,
1993).

O tecido esquelético ¢ constituido de uma matriz extracelular que contem
componentes organicos (35%) e inorganicos (65%). As células dsseas sdo compostas
de osteoblastos células formadoras de osso. Os osteoblastos se desenvolvem de

células indiferenciadas chamadas de pré-osteoblasto (células osteoprogenitoras), que
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se desenvolvem de células mesenquimais embrionarias. Durante o processo de
formacdo Ossea, ocorre a deposicdo de cristais de hidroxiapatia. Este processo retém
os osteoblastos em lacunas. Apds os osteoblastos serem aprisionados nas lacunas, sua
atividade se reduz, e eles tornam-se células 6sseas maduras chamadas de ostedcitos
(SPENCE,1991).

Mesmo apoés se tornarem calcificados, estes 0ssos precisam necessariamente
passar por extensas remodelagdes, para atender as mudangas de dimensdes do corpo
em crescimento. Esta remodelacdo ¢ efetiva através da reabsor¢do de osso ja
previamente depositado por células grandes chamadas osteoclastos e pela deposigéo
de novo osso em padrdes que se acham de acordo com os requeridos pelo
crescimento. Os osteoclastos, como os osteoblastos, também se originam de células
osteoprogenitoras (AIRES,1999).

A matriz extracelular é composta quase exclusivamente de proteinas (90%), o
colageno, que participa de forma importante no processo de mineraliza¢do ossea. Os
outros 10% correspondem a glicoproteinas, mucopolissacarideos acidos e lipidios.
Os componentes inorganicos da matriz 6ssea sdo compostos fundamentalmente de
calcio e fosfato.

O tecido 6sseo ¢ um tecido dinamico, que estd em constante modifica¢do
devido ao crescimento, a modelagdo e a remodelagdo Ossea.

A remodelacdo 6ssea ¢ um processo continuo, caracterizado pela seqiiéncia
de ativagdo, reabsorcdo e formacao, cujo ciclo demora cerca de 3 a 5 meses para se
completar. Possui como fun¢do a renovacdo do tecido 0sseo sem necessariamente

alterar sua arquitetura, além de participar da homeostase do calcio e de outros ions

presentes no esqueleto.
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Efeitos da “auséncia de carga” sobre a estrutura dssea

Ja ¢ sabido que situagdes como imobilizagdes, vOos espaciais e pacientes
acamados por longos periodos trazem alteragdes ao sistema 6sseo.

Durante periodos de hipocinesia os padrdes de movimento e forga muscular
sdo alterados e isto gera baixa tensdo sobre ossos € musculos, € por conseqiiéncia,
menor massa sera necessdria para manter a integridade estrutural do sistema
musculo-esqueleto (JONHSON, 1998; MOREY-HOTTON e GLOBUS, 1998). De
acordo com Holick, 1998, essas altera¢des poderdo resultar em fraturas quando do
retorno ao ambiente normal.

Segundo Schaffer 2006, durante missdes espaciais, a perda da densidade
mineral 6ssea no terco proximal do fémur e nas vértebras lombares a perda é de 1% a
2% ao més, aproximadamente. Ou seja, uma perda de 20% ao ano, dez vezes mais do
que ocorre com a perda no envelhecimento normal.

Em pessoas que permaneceram em repouso prolongado no leito a estrutura
ossea reproduz efeitos semelhantes aos observados em voos espaciais (LEBLANC et

al., 1990).

Simula¢cdo em animais

O uso de ratos como modelo experimental no estudo de doencas e alteragdes
nas fun¢des do sistema esquelético é comum. Norman et al. 2000 relatam que este
modelo impde certas limitagdes na extrapolacdo dos resultados para humanos, mas as
vantagens ainda sdo superiores as desvantagens.

O modelo de rato suspenso vem sendo usado desde as décadas de 60 para

simular ambientes pobres de estimulos mecanicos.
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Morey, em 1979, elaborou um modelo de suspensdo onde o animal ¢ fixado a
uma malha ortopédica de maneira que os membros pélvicos permaneceram livres
para movimentagdo, porém sem contato com o solo. O autor atingiu seu objetivo,
induzir osteopenia, mas encontrou dificuldades na execu¢do do modelo de
suspensdo, como alteragdes na circulagdo venosa e ulceragdes provocadas pelo
sistema de suspensao.

Musacchia et al. (1980), a partir do modelo criado por Morey 1979,
descrevem modelo onde o rato foi suspenso pelo corpo, através de um pedago de
pano de brim. Neste modelo os animais permaneceram com apoio nos membros
toracicos, e os membros pélvicos ficaram livres. Este modelo foi eficiente e os
animais ndo apresentaram lesdes durante o periodo em que permaneceram em

suspensao (Figura 1).

Figura 1. Modelo de suspensdo pelo corpo. Fonte: MUSACHIA, et al.,1980

Em 1990, Kasper et al., elaboraram o modelo de rato suspenso pela cauda,
fixado ao eixo de suspensdo através de um sistema de roldanas. Os autores relataram
que o sistema criado foi eficaz, pois promoveu limitacdo dos movimentos sem

prejudicar a satde geral do animal (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de suspensdo pela cauda. Fonte KASPER, et al., 1993.

Em agosto de 2001, o procedimento de operagdo padrdo para os efeitos
proporcionados pela auséncia de carga, com aplicagdo em ratos jovens e adultos foi
atualizado e aprovado pela National Aeronautics and Space Administration (NASA),
Ames Research Center (ARC), Institutional Animal Care and Use Commitee.

Silva e Volpon (2004) e Shimano (2006) suspenderam ratos pela cauda, e
para isso usaram enfaixamentos de espuma adesiva e tira elastica até terco médio
desta cauda. O restante da cauda foi amputada, afim de evitar necrose e ulceragdes.
Este modelo permitiu livre movimentagdo aos animais, porém sem o apoio dos
membros pélvicos. Os membros toracicos permaneceram em contato com o piso da
gaiola. O sistema de fixacdo dos animais também foi adaptado a uma caixa de
acrilico como mostra a Figura 3. Os animais permaneceram neste sistema durante 7,

14¢e2l.
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Gaiola de
Metal

Sistema de
fixagdo

Caixa de acrilico
transparente

Rato Suspenso

Figura 3. Desenho Esquematico do rato suspenso pela cauda. Fonte SHIMANO, 2006.

Treinamento

O exercicio fisico ¢ indicado com o intuito de amenizar ou prevenir a atrofia
muscular e a perda de massa 6ssea (NORMAM et al., 2000; YEH et al., 1992;
TUUKKANEN e VAANANEN, 1994; SHIMANO, 2006).

Os efeitos dos exercicios sobre o sistema esquelético dependem de fatores
como o tipo, a intensidade, a duracdo do exercicio e ainda o tipo do osso (cortical ou
esponjoso). Tanto o osso cortical quanto o esponjoso sofrem influéncia do exercicio
fisico.

Viadndnehk (1993) relata que a influéncia da atividade fisica no tecido
esponjoso € mais intensa do que no tecido cortical, devido a enorme quantidade de
trabéculas Osseas.

Exercicios aerobicos tém sido a contramedida para atenuar a perda dssea e

muscular. (NORMAN et al., 2000). Em estudos com animais submetidos ao
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treinamento fisico em esteira, apds periodo de hipocinesia, tem-se observado de
massa Ossea e atenuagdo da perda de massa 6ssea (FLUCKEY et al., 2002).

A atividade fisica, no espago, ainda ndo € suficiente para controlar as perdas
de massa 6ssea e de densidade dssea, um dos motivos pode ser devido a falta de
metodologias de treinamento (CAVANAGH et al., 2005).

Fluckey, em 2002, submeteu ratos a exercicios em esteira concomitantemente
ao periodo de suspensdo por 4 semanas. Os exercicios possuiam resisténcia, e
apresentaram-se eficientes na recuperacio dos valores de densidade mineral 6ssea.

O exercicio fisico prolongado e continuo provocou aumento nos valores de
densidade mineral 6ssea no complexo tibia/fibula de ratos submetidos a corrida em
esteira por 1 hora, 5 vezes por semana, durante 60 dias (YEH et al., 1992). Estes
autores comentaram que muitas vezes o efeito benéfico do exercicio requer um
tempo relativamente longo. De acordo com Shimano (2006), isto é particularmente
verdade quando se trabalha com ratos mais velhos, em que a heterogeneidade da

amostra aumenta.

Ensaio mecanico

O comportamento de um material quando sujeito aos esforcos de natureza
mecanica, sdo definidas por suas propriedades mecanicas, estas, determinam sua
capacidade em transmitir e resistir esfor¢os aplicados (CHIAVERINI,1979)

De acordo com Souza (1974), as propriedades mecanicas de um material
podem ser determinadas por ensaios mecdnicos tais como: tragdo, compressio,
flexdo, cisalhamento e a combinacdo destes.

Virios fatores influenciam os resultados das propriedades mecéanicas no

0SSO0s.
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Sedlin (1965) cita que estes resultados sofrem dependéncia direta do tipo do
osso (trabecular e cortical), da reparagdo dssea, condicdes de armazenamento da
amostra, tratamento aos quais 0s animais passaram, entre outras.

Dentre os ensaios utilizados, o de flexdo em trés pontos € simples, dispensa
acessoOrios especiais, € fornecem parametros fundamentais das propriedades
mecanicas dos 0ssos. O ensaio consiste em colocar o 0sso sob dois apoios, com vao
entre eles e aplicar uma for¢a no osso no ponto médio deste vao (figura 4), obtendo
assim uma curva for¢a versus deslocamento, de onde se avaliard a forca méaxima

admitida, a rigidez e a resiliéncia. No osso no ponto médio deste vao

For¢a Mdxima

Fmax ¢ o maior valor de for¢a observada no ensaio mecanico.

Rigidez

E definida pela deformacio observada no corpo, em resposta a forca aplicada.
Quanto maior a rigidez, menor a deformacao resultante da aplicacdo de uma tensao.
E obtida através da inclina¢io da curva forca versus deformacdo na fase elastica da

curva.

Resiliéncia
A resiliéncia ¢ a energia absorvida pelo corpo na fase elastica e ¢ obtida

calculando-se a area sob a curva for¢a x deformacao.
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v

Figura 4. Maquina Universal de Ensaios Emic utilizada em ensaios mecanico, onde (a) € célula de
carga e (b) o vdo de apoio. A seta indica o osso fémur no vao de apoio pronto para o inicio do

ensaio biomecanico.

Densidade Ossea

Densitometria Radiogrdfica
A densitometria radiografica (DR) fornece meio para mensurar ¢ determinar a
relacdo existente entre a quantidade de luz recebida por uma pelicula sensivel e seu
correspondente enegrecimento, direto ou por um revelador.
A densitometria radiografica vem sendo utilizada para avaliar a densidade
Ossea e ¢ referida como recurso util no diagndstico e orientagdo terap€utica com
vistas ao tratamento de doengas osteometabdlicas, estudo de reparagdes Osseas de

fraturas e procedimentos cirurgicos (LOUZADA et al., 2001).

Principio de Arquimedes - Empuxo
O principio de Arquimedes pode ser utilizado para avaliar a densidade dssea -

d,, usando balanga adequada onde se obtera além da massa Ossea - m, sua massa

aparente - Iy e calculada através da expressio:
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d, = dl x m/(m-m,,)

Martin (1990), Norman et al (2000) e Trebacz (2001) relatam que a densidade
ossea avaliada por este método € simples, de facil execucdo e baixo custo.

Trebacz (2001) estudou a densidade dssea de membros pélvicos de ratos que
estiveram imobilizados por 2 semanas. Avaliou as conseqiiéncias desta imobiliza¢ao
através do Principio de Arquimedes e conclui que a imobilizacdo diminui os valores

de densidade 0ssea.

Histomorfometria

A histomorfometria analisa de maneira quantitativa os componentes da
morfologia ¢éssea como volume, drea, perimetro e espessura. As medidas
histomorfométricas podem expressar a quantidade do tecido dsseo e as taxas de
formacao e reabsorcdo (SHAW, et al.,1986; ESCRIBANO et al., 1996; NORMAN et

al., 2000; HEFFERAN et al., 2003; ALBERTIN, 2004).

As laminas histologicas sdo capturadas e programas computacionais

especializados permitem, através de ferramentas digitais, as mensuragdes escolhidas
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Foi objetivo deste trabalho, analisar as alteragdes densitométricas,
histomorfométricas e biomecanicas em fémures de ratos submetidos a auséncia de carga e
atividade fisica em esteira. Desta maneira foi dividida em 2 estudos que, apresentados na

forma de artigos cientificos, t€ém os seguintes objetivos especificos:

Artigo 1

“Analise Biomecanica em Fémures de Ratos Submetidos 2 Auséncia de Carga e
Atividade Fisica em Esteira.”’

Objetivo Especifico

Analisar a forga méaxima, rigidez e resiliéncia do ter¢o médio de fémures de ratos dos

grupos experimentais através do ensaio de flexdo em trés pontos.

Artigo 2

“Analise Densitométrica e Histomorfométrica em Fémures de Ratos Submetidos
a Auséncia de Carga e Atividade Fisica em Esteira.”**

Objetivo Especifico

Analisar a densidade o6ssea do ter¢o médio de fémures dos ratos dos grupos

experimentais utilizando os métodos Empuxo e Densitometria Radiografica e a

espessura  Ossea compacta desta regido, através da histomorfometria.

! Aceito para publicacio.
** A ser encaminhado para revista especializada.
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ARTIGO 1

Analise Biomecanica em Fémures de Ratos
Submetidos a Auséncia de Carga e Atividade Fisica

em Esteira.
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Analise Biomecanica em Fémures de Ratos Submetidos a2 Auséncia de Carga e
Atividade Fisica em Esteira.*

Carolina Rubio Vicentini2’2, Rossana Abud Cabrera Rosa3, Luciana Del Rio Pinoti

Ciarlinil, Paulo Henrique dos Santosl, Mario Jefferson Quirino Louzada'

Resumo

Foi estudada a influéncia da suspensdo, do treinamento fisico e da movimentagédo livre
sobre as propriedades mecanicas do osso, forca maxima, rigidez e resiliéncia obtidas a
partir de ensaio de flexdo em trés pontos. Foram utilizados 75 ratos machos, distribuidos
em cinco grupos experimentais. Destes, empregou-se dois como controle e trés suspensos
por 21 dias. Destes Suspensos um grupo foi sacrificado logo apds a suspensio, outro foi
submetido a periodo de atividade fisica em esteira por 21 dias e o terceiro a
movimentagdo livre por 21 dias. A forca méxima admitida pelo osso apresentou-se
diminuida com a suspensao, 83,89+14,36N para CI e 123,68+22,97 para CII, mas com a
atividade fisica em esteira ¢ mesmo com a movimentagdo livre foram recuperados os
valores, 103,29+£14,32N e 113,69+17,01IN, respectivamente. A rigidez 6ssea mostrou-se
menor com a suspensio, 127,2429.88x10°N/m, e os valores dos grupos de atividade
fisica e movimentagio livre foram 190,51£47,38x10°N/m, 232,37+48,01x107°N/m,
respectivamente. A resiliéncia no grupo suspenso foi de 19,29+6,97x107J, do grupo da
atividade fisica 24,34+6,80x107J, ¢ para os ossos do grupo da movimentacdo livre
22,73+4,25x10J. Os pardmetros biomecanicos ndo expressam diferencas significativas
nos grupos de atividade fisica em esteira e movimentagdo livre, ja o grupo suspenso

apresentou reducao nas propriedades mecanicas estudadas.

Palavra-chave: auséncia de carga; suspensdo pela cauda; ratos; 0sso; ensaio mecanico.

? Departamento de apoio, produgdo e Saude Animal (DAPSA) da Faculdade de Odontologia de
Aragatuba (FOA)-UNESP-Aragatuba’ Sdo Paulo (SP.). Rua: Clévis Pestana, 793 Bairro Dona Amélia
- CEP 16050-680 Telefone (18) 3636-3200 R. 3627 — Fax (18) 3622-6487 e-mail:
louzada@fmva.unesp.br

3 Disciplina de Anatomia e fisiologia UniSalesiano-Aragatuba

* Trabalho submetido a revista Veterinaria e Zootécnica e aceito para publicagio.
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Introducéo

A compressdo longitudinal exercida no sistema esquelético ¢ um dos fatores
de manutencdo do seu metabolismo mineral désseo. (APPEL, 1990; ASTRAND e
RODAHL, 1980 GALANT et al., 1970) Em animais acometidos por traumas, fraturas do
terco médio de fémur, mielopatias degenerativas e luxagdo coxofemoral, esse
metabolismo é prejudicado e, em muitas vezes, esses animais necessitam de aparelhos
mecanicos; como Orteses, utilizadas nos membros, acometidos para realizarem a marcha.
(ALBUQUERQUE SOUZA e TUDURY, 2003) Assim estudos devem ser realizados para
compreender o comportamento dsseo em animais impossibilitados de se locomoverem.
Um dos modelos que pode ser utilizado para investigar esses acometimentos ¢ a
suspensdo de ratos pela cauda, simulando auséncia de carga ou ambiente de
“microgravidade”. (CARVALHO, 2001; KASPER et al.,1990; MUSACCHIA et al.,
1980; SILVA, 2002) Vérios estudos em fisioterapia veterindria relatam a importancia de
exercicios fisicos em pacientes que permaneceram longos periodos inativos para
possibilitar a deambula¢do. Considerando que na literatura se encontram poucos trabalhos
relacionando a indugdo a inatividade com a realizagdo de atividade fisica, foi objetivo
deste estudo avaliar algumas propriedades mecéanicas em fémures de ratos submetidos a

auséncia de carga e a treinamento fisico em esteira.

Material e Método

Apos a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa, foram utilizados para este
estudo 75 ratos adultos da raga Rattus Novegicus albinus, variedade Wistar, com massa
corporea média de 261,47 + 2,81 g, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aragatuba - SP.

Os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais, conforme o
tipo de tratamento: CI - Grupo controle 1, ratos ndo tratados que permaneceram nas
gaiolas por 21 diase foram eutandsiados; C II - Grupo controle 2, ratos ndo tratados que
permaneceram em gaiolas por 42 dias e foram eutandsiados; S — Grupo Suspenso,
Animais que permaneceram suspensos pela cauda por 21 dias e depois eutanasiados; SE -
Animais permaneceram suspensos pela cauda por 21 dias e, em seguida, passaram por um
periodo de treinamento fisico de 21 dias em esteira e depois eutanasiados ¢ SL - Os
animais permaneceram suspensos por 21 dias e, em seguida, foram colocados em

movimentagdo livre por 21 dias dentro das gaiolas e depois eutanasiados.
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Para o processo de instalagio da suspensdo, os animais foram anestesiados com
inalacdo de éter. Seguindo os procedimentos de Silva 2002, as caudas foram lavadas com
agua e detergente e, apos a secagem, foi aplicada tintura de Benjoim por toda a pele. Em
seguida, as caudas foram envolvidas por espuma adesiva (Reston®), desde sua origem até
os dois tercos proximais, com o objetivo de proteger a pele e evitar lesdes cutdneas. Sobre
a espuma adesiva foi aplicada tira elastica adesiva, tensionada homogeneamente, de modo
a envolver toda a espuma. Sobre o envoltorio da tira eldstica foi colocada uma fita de
tecido resistente (cadar¢o sarjado) a qual foi fixada por tira elastica adesiva e
enfaixamentos adicionais de esparadrapo e barbante, de modo a formar uma alga que
serviu para conectar o animal ao sistema de suspensdo. A conexdo ocorreu através de
presilha metélica, instalada em um eixo suspenso horizontalmente a 33 cm do piso da
gaiola. O acesso a 4gua e a racdo foi “ad libitum”.

Para o treinamento fisico em esteira, os ratos do grupo SE, foram treinados em esteira
motorizada, confeccionada para a realizagdo deste projeto, pelo curso de Engenharia
Mecatronica do Centro Universitario Catolico Auxilium-UniSALESINO-Aracatuba.
Composta por estrutura metalica de 118,0 cm de comprimento e 46,0 cm de largura, seis
baias individuais com altura de 14,0cm, largura interna de 15,0cm e 46,0 cm de
comprimento. A estrutura externa era de acrilico de 5,0mm de espessura, € motor que
permitia velocidade minima de 9,0m/min e maxima de 30,0m/mim. Durante a atividade
fisica dos ratos na esteira foi seguido protocolo de 21 dias de treinamento, tendo iniciado
no dia seguinte ao termino da suspensdo, sendo trés dias consecutivos de treino e um de
descanso. Os exercicios iniciaram com 10 minutos de treinamento ¢ a cada dia eram
acrescidos 5 minutos, até perfazer um total de 60 minutos. (NORMAN et al., 2000) As
massas corporeas foram aferidas, utilizando balanca eletronica (Helmac®, modelo HM
1000, 0,01g) registradas no primeiro ¢ no fim do experimento. Os grupos SE e SL
tiveram suas massas registradas 21 dias pds-suspensao.

Os ratos foram eutandsiados com inalacdo excessiva de éter. Apos o sacrificio, os
membros pélvicos foram dissecados e os fémures direitos retirados e separados das partes
moles circundantes. Apds a dissecagdo, os ossos foram identificados, envolvidos em gaze
umedecida em soro fisioldgico e estocados em “freezer” —20°C. Na ocasido dos ensaios
mecanicos, os 0ssos foram retirados do ‘‘freezer” e mantidos em refrigerador comum 24
horas antes do ensaio. Algumas horas antes de serem testados eles foram mantidos em

temperatura ambiente, até atingir o equilibrio térmico.
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Para os ensaios mecénicos foi utilizada maquina universal de ensaio EMIC® , modelo
DL 3000*, do Departamento de Materiais Dentarios da FOA /Unesp-Aragatuba, com
carga aplicada a uma velocidade de 5 mm/min. O registro de forca e deslocamento foi
realizado pelo sistema computacional pertencente a maquina.

Para analise biomecanica foi determinada, através da curva de for¢ca X deslocamento
(figura 1) a forca maxima admitida pelo fémur, a rigidez (calculada pela inclinagdo da
curva, na fase elastica) e a resiliéncia (energia absorvida pelo osso no ensaio, calculada
pela area sob a curva for¢a x deslocamento) varidveis que expressam caracteristicas
mecanicas do osso tal como resisténcia 0ssea. A distdncia de vao de apoio foi de 20 mm

e a célula de carga utilizada foi de 2000 N.

Fmax

Forca (N)

Deslocamento (mm)

Figura 1 - Desenho esquematico da curva caracteristica, Forca x Deslocamento, obtida no ensaio de flex&o

de trés pontos na maquina universal de ensaios EMIC®.

Para a massa corporal foi aplicado o teste t de Student pareado para comparar os
instantes iniciais e apds os 21 dias de suspensdo dos grupos S, SE e SL. O teste de
Kruskal-Wallis analisou a variacdo da massa corpdrea entre os grupos ¢ ANOVA e teste
de Tukey para comparar os grupos em cada uma das variaveis biomecanicas forca
maxima, rigidez e resiliéncia. Em todas as andlises foi usado o valor de 5% como nivel

de significancia.
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Resultados

Foram colocados em suspensdo 15 animais em todos os grupos, no entanto, dois
ratos do grupo 3 morreram, devido a necrose da cauda.
Massa Corporea

Nao houve diferenca significativa. (P=0,0638) nos valores de massa corpdrea nos
grupos S, ST e SL. A variacdo relativa de massa corporea foi 8,5+ 0,11% para CI, 9,4+
0,16% para CII, -5,6% 0,05% para S, 36,6+ 0,10% para SE e 34,54+0,11% para SL (figura
2).

A andlise estatistica acusou diferenga significativa entre os grupos CI-SE, CI-SL, CI-

SE, CII-SL, S-SE e S-SL.

50 -
Am(%)
40 - -

30 -

20 -

10 - T

0

s |

-10 - Cl Cll S SE SL

Figura 2 - Valores da média e erro padrdo da variacdo da massa corporea (Am) observados nos ratos
dos grupos experimentais CI (controle 21 dias), CII (controle 42 dias), S (21 dias de suspensdo), SE
(21 dias de suspensdo seguidos de 21 dias de treinamento fisico em esteira) e SL (21 dias de

suspensao seguidos de 21 dias de movimentagdo livre). Aragatuba — SP, 2006.

For¢a Mdxima

Os valores da for¢ga méxima admitida pelo terco médio dos fémures no ensaio de
flexdo foram 116,54+15,25N para CI, 123,68+22,97N para CII, 83,89+14,36N para S,
103,29+14,32N para SE e 113,69+£17,01N para SL. Ocorreu diferenca significativa entre
os grupos CI-S, CII-S e S-SE e S-SL. (Tabela 1).

Rigidez
O valor médio da Rigidez nos ossos do CI foi 225,3i26,95x10'3N/m, nos ossos do
CII foi 256,1+49,88x10°N/m, para o grupo S foi 127,2429,88x10°N/m, para os ossos do
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SE foi 190,5+47,38x10”°N/m, e para os ossos do SL foi 232,3+48,01x10”°N/m A analise
estatistica acusou diferenca significativa entre os grupos CI-S, CII-S, CII-SE, S-SE, S-
SL (Tabela 1).

Resiliéncia

O valor médio da Rigidez para o CI foi 28,43i5,41X10'2J , para os ossos do CII foi
29,83+4,61x10%J, para o grupo foi S 19,29+6,97x107J, para o SE foi 24,32+6,80x107J, ¢
para o SL foi 22,73+4,25x10%]). A anélise estatistica acusou diferenca significativa entre

os grupos CI-S, CII-S e CII-SL (Tabela 1).

Tabela 1. Valores da média e desvio padrdo das propriedades mecanicas for¢a maxima (N),
rigidez (10°N/m) e resiliéncia (10°J) admitidas pelo ter¢o médio de fémures direito de ratos
através da andlise biomecénica flexdo em trés pontos nos grupos controles e experimentais
CI (controle 21 dias), CII (controle 42 dias), S (21 dias de suspensdo), SE (21 dias de
suspensdo seguidos de 21 dias de treinamento fisico em esteira) e SL (21 dias de suspensdo

seguidos de 21 dias de movimentagao livre). Aracatuba — SP, 2006.

Grupos For¢ca Maxima (N) Rigidez (103N/m) Resiliéncia (10'3 J)
Cl 116,54+15,25% 225,30126,952"b 28,44ﬂ:5,41*"b
cla 123,68+22,97* 256,16+49,88" 29.84+4.61°
S 83,89ﬂ:14,37b 127,29+29,88° 19,29+6,97¢
SE 103,30+14,32° 190,51+47,38" 24,34+6,80%>°
SL 113,69+17,01% 232,37i48,01"’b 22,73ﬂ:4,25b’C

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Discusséo

O modelo de suspensdo de ratos pela cauda, mantendo seus membros pélvicos em
auséncia de carga, vem sendo utilizado em medicina humana, visando compreender a
perda de massa dssea e muscular em pacientes que permaneceram acamados, € também
em pesquisas relacionadas com a permanéncia de astronautas no espago, por periodos
prolongados. (KASPER et al.,1990, SILVA, 2002) Essas pesquisas s3o uteis para

determinar medidas de prevencdo ou tratamento da osteopenia, ndo somente nos
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astronautas e em pacientes que ndo realizagdo a descarga de peso nos membros inferiores
(COWIN, 1998; STHLE, 1998) , mas também em medicina veterinaria, em animais
acometidos por fraturas, luxagdo, traumatismos em coluna vertebral e aqueles
impossibilitados de locomog¢do (FETTER et al., 2004).

Os animais selecionados para o presente trabalho foram ratos adultos, com massa
corporal média de 261,19g, considerada adequada para o tamanho da gaiola e para o
sistema de suspensao. O tamanho do fémur facilitou a manipulacio e o desenvolvimento
dos ensaios biomecanicos. A facil obtencdo, manipulacdo e adaptagdo aos protocolos de
pesquisa contribuiram para a escolha desse animal.

Os resultados referentes a variacdo da massa corpdrea demonstraram que os ratos
ndo tiveram um estresse importante, pois ndo se obteve diferenca significativa dos
grupos controles em relacdo ao S. Estes valores concordam com os resultados dos
seguintes autores Desplanches et al. (1987), Morey-Holton e Globus (1998), Norman et
al. (2000) e Trebacz (2001). Estudos relatam que nos primeiros sete dias de suspensdo os
animais apresentaram maior perda de massa corpdérea em relagdo ao 14° e 21° dias de
suspensdo, sugerindo um estresse inicial ¢ uma adaptagdo ao sistema de suspensio no
final do 14° e 21° dia experimental (DESPLANCHES et al., 1987; MOREY-HOLTON e
GLOBUS, 1998; SILVA, 2002).

Neste estudo avaliamos a massa corporal somente no 1° ¢ no 21° dia de suspensao,
observamos menor movimentagdo ¢ consumo de dgua e ragdo nos animais suspensos nos
primeiros dias de experimento. Comparando os valores iniciais e finais da massa
corporea dos grupos que permaneceram em suspensdo (S, SE e ST), ndo ocorreram
diferencas significativas entre os valores, concordando com os estudos de Norman et al.
(2000).

Analisando a varia¢do relativa de massa corpérea do CII com os grupos SE e SL
(treinamento em esteira € movimentagdo livre, respectivamente) observou-se diferenga
significativa entre eles, com acréscimo de massa corpdrea nos grupos SE e SL,
provavelmente devido a recuperagdo pds-suspensdo. Esses resultados contrariam os
encontrados nos estudos de Frateschi (2002) que ao comparar a massa corpdrea de ratos
imobilizados e treinados com ratos imobilizados e ndo treinados ndo verificou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

Em medicina veterinaria, assim como na medicina e odontologia humana, avaliar a
quantidade de densidade mineral ossea ¢ de fundamental importancia, principalmente,

para relacionar estes resultados com a fragilidade e conseqiientes lesdes 6sseas (PRADO
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FILHO; STERMAN, 2004). Assim, este trabalho analisou as propriedades mecanicas de
o0ssos, quando submetidos a ensaio de flexao de trés pontos, de animais que passaram por
um periodo de suspensdo e atividade fisica em esteira.

Para avaliar a alteragdo da resisténcia dssea, as variaveis eleitas foram: forgca maxima
admitida, a rigidez e a resiliéncia. Carvalho, em 2001, relatou, em seus estudos, a
escolha pelo ensaio por ser simples e de facil realizag@o, sendo suficiente para as analises
propostas. Para a realizagdo deste ensaio, foi aplicada uma carga de for¢a com
velocidade de 5 mm/min, com distdncia do vao de apoio de 20 mm. A velocidade ¢ a
distancia do apoio variam de acordo com o tamanho do material bioldgico utilizado,
assim, Trebacz (2001) relata que empregou uma carga aplicada de 2 mm/min e distancia
de vao de apoio usada foi de 15 mm, devido ao tamanho do material utilizado. Ja Silva
(2002) utilizou em seus estudos uma velocidade de 0,25mm/mim e a distancia entre os
pontos de 2,5mm.

Os resultados dos ensaios mecéanicos de forca méxima admitida demonstraram que a
suspensdo pela cauda provocou maior fragilidade 6ssea, quando comparado aos grupos
controles e aos grupos de treinamento fisico e movimentag@o livre. Com relacdo aos
grupos SE e SL, esperava-se diferenca significativa entre o efeito do tratamento fisico e
movimentagdo livre, no entanto, os valores apresentados demonstraram recuperacdo da
massa 6ssea diminuida tanto pelo exercicio quanto pela movimentagao livre.

Nos estudos de Frateschi (2002), ratos imobilizados por 21 dias apresentaram menor
resisténcia 6ssea em relacdo ao seu controle. Neste estudo o grupo controle de 42 dias
também demonstrou menor forca em relacdo aos animais que permaneceram 21 dias
imobilizados seguidos de atividade fisica e movimentagdo livre. Assim, os resultados
citados mostraram que a resisténcia do osso ficou diminuida com a imobilizacdo e
aumentada com o treinamento ¢ movimentacdo livre, restaurando assim no 0sso, 0S
valores das propriedades mecanicas que foram estatisticamente iguais aos dos grupos
controles.

Silva (2002) relatou que 21 dias de suspensdo também foram suficientes para
provocar importantes alteracdes na for¢a méaxima e rigidez ossea.

A rigidez ficou diminuida com a suspensdo e aumentada nos ossos dos grupos de
treinamento na esteira, movimentagao livre, controle de 21 dias e controle de 42 dias,
estando de acordo com Carter e Hayes (1977), Evans e Vicentelli (1969), Frateschi
(2002), Galante et al. (1970), Martin e Boardman (1993) e Silva (2002).
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A rigidez foi significativamente diferente entre os grupos CII e o SE, demonstrando a
recuperagdo da massa 6ssea com o treinamento fisico. J4 em relagdo aos grupos CII e ao
SL, ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Nao ocorreu diferenga entre o
grupo SE e SL, mostrando que tanto a atividade fisica quanto a movimentagdo livre
recuperaram os valores.

Os resultados referentes a resiliéncia demonstraram que os valores do grupo
suspenso(S) foram menores que o grupo controle de 21 dias (CI), mostrando que o grupo
S foi capaz de absorver menos energia que os demais. Entre o grupo suspenso (S) € os
grupos de atividade fisica (SE) e movimentacdo livre (SL), os valores das médias
apresentou - se maior, porém ndo significativos, evidenciando recuperagio parcial desta
propriedade mecanica. Ocorreu diferenca significante entre o controle de 42 dias (CII)
com o grupo que permaneceu 21 dias suspenso seguido de 21 de movimentagdo livre
(SL). No entanto, ndo ocorreu diferenca entre os grupos SE e SL. As médias mostraram
que o grupo suspenso ficou com valores menores que os grupos CI, CII, SE, e SL,
concordando com Kaneps et al.(1997) que relatam a perda e degradacdo das
propriedades mecanicas pds — periodo de suspensdo, ja que resulta na perda do tecido
0sseo. Esses resultados estdo de acordo com os trabalhos de Frateschi (2002) ja que a
imobilizagcdo também se apresentou com valores menores nos grupos controle de 21 e 42
dias, imobilizagdo seguida de trabalho fisico e movimentacgdo livre.

Os resultados das médias apresentados no ensaio biomecanico, flexdo em trés pontos
nas variaveis estudadas, for¢a maxima admitida pelo osso, rigidez e resiliéncia sugeriram
que ndao ha diferenca significativa entre o treinamento fisico em esteira e a
movimentagao livre. Esses dados sdo de extrema importancia aos profissionais da satde
humana e veterindria que trabalham na reabilitacdo de pacientes acometidos em

situacdes que levam a uma auséncia total ou parcial de carga em seus membros.

Conclusio
A suspensdo de ratos pela cauda provocou reducdes importantes nos valores de
propriedades mecénicas do o0sso, o treinamento fisico em esteira e a movimentagao livre

ndo promoveram diferenca significante nos parametros biomecanicos estudados.
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Analise Densitométrica e Histomorfométrica em Fémures de Ratos Submetidos

a Auséncia de Carga e Atividade Fisica em Esteira

Carolina Rubio Vicentini*®, Luciana Del Rio Pinoti Ciarlini', Mério Jefferson Quirino
Louzada'

Resumo

O ambiente desprovido de estimulos mecanicos resultara em alteragdes na manutengao
do metabolismo mineral normal dos ossos. O propdsito deste estudo foi avaliar a
influéncia da suspensdo, do treinamento fisico e da movimentagao livre em ratos através
da Densidade Ossea e da Histomorfometria. Para a avaliacdo da Densidade Ossea foi
utilizado a Densitometria Radiografica (DR) e o Principio de Arquimedes — Empuxo.
Foram utilizados 75 ratos machos, distribuidos em 5 grupos experimentais. Dois grupos
foram controles e trés experimentais. Os animais do grupo CI permaneceram por 21 dias
em caixas proprias para animais de laboratdrio, e serviram de controle para o grupo S
onde os animais permaneceram suspensos por 21 dias. O grupo CII controle 42 dias,
serviu de comparag@o para os animais dos grupos SE (suspensdo, seguida de atividade
fisica em esteira) e animais do grupo SL (suspensdo seguida de movimentacdo livre em
esteira). Na DR a densidade 6ssea mostrou-se diminuida com a suspensdo, 1,10340,250
mmAl, ocorreu aumento desses valores com o treinamento em esteira, 1,647+0,285, e
com a movimentagdo livre, 1,503+0,292 mmAl . Nao ocorreu diferenca significativa
entre realizar atividade fisica em esteira e movimentar-se livremente na gaiola. A
suspensdo pela cauda também provocou diminuigdo, 1,423+0,049 g/crn3, nos valores de
densidade 6ssea quando analisadas pelo método do Empuxo. A atividade fisica em

esteira ¢ a movimentagdo livre aumentaram esses valores, no entanto realizar atividade

* Departamento de Apoio, Produgdo e Saude Animal (DAPSA) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba
(FOA)-UNESP-Aragatuba Sao Paulo (SP.). Rua: Clévis Pestana, 793 Bairro Dona Amélia - CEP 16050-
680 Telefone (18) 3636-3200 R. 3627 — Fax (18) 3622-6487 e-mail: louzada@fmva.unesp.br

> Disciplina de Anatomia e Fisiologia UniSalesiano-Aragatuba
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fisica foi mais eficiente que movimentar—se livremente. Em relacdo a histomorfometria

nao ocorreu diferenca entre os grupos.

Palavra-chave: Densidade 0ssea ; suspensdo pela cauda; ratos; osso; histomorfometria
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Introducio

O crescimento e desenvolvimento 0sseo sdo processos fisiologicos que ocorrem no
individuo desde o inicio da vida intra-uterina e prolongam-se até a idade adulta. Os
processos de formagdo e mineralizacdo dssea sdo eventos que apresentam altas taxas
metabolicas e, por ocorrerem durante longo periodo de tempo, estdo sujeitos a influéncia
de fatores intrinsecos e fatores extrinsecos. (APPEL, 1990) Um dos fatores responsaveis
pela manuten¢do do metabolismo mineral normal dos ossos € a compressdo longitudinal
exercida sobre eles. Esta pressdo estimula o crescimento 0sseo por oposi¢do. A descarga
da massa corporea resulta em maior espessura do osso ¢ maior densidade da diéfise
(ASTRAND & RODAHL, 1980; GALANT et al, 1970). Contudo exposi¢do a
ambientes que induzem o esqueleto humano a auséncia de carga (descarregamento
mecanico) modifica 0o metabolismo 6sseo-muscular. De acordo com Vico, 1998 as
caracteristicas fisicas do tecido podem variar consideravelmente por depender
diretamente da carga que este tecido estd submetido. Em pacientes acamados,
imobilizados, e com restrigdes a deambulacdo e ainda em astronautas no espago o
metabolismo 6sseo sera modificado devido a auséncia de descarga da massa corpodrea,
situag@o que propiciard a instalacdo da osteopenia, ¢ podera resultar em fraturas. Holick
(1998) relata que astronautas expostos a microgravidade e pacientes que permaneceram
acamados tiveram perda de massa dssea semelhantes, da ordem de 1 a 5%.

A remodelagdo Ossea ¢ sensivel as forcas mecanicas geradas no osso durante a
atividade fisica normal, podem estimular a osteogénese e suprir as alteracdes causadas
pela auséncia de carga (SILVA, 2002). O exercicio fisico ¢ indicado com o intuito de
amenizar ou prevenir a atrofia muscular e a perda de massa 6ssea (NORMAM et al.,
2000; YEH et al., 1993; TUUKKANEN & VAANANEM, 1994; SHIMANO, 2006).

Submeter animais a condicdo de auséncia de carga, através de sua suspensdo pela cauda,
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e submeté-los a atividade fisica apos o periodo de hipocinesia tem sido de grande
importancia na elaboragdo de propostas de avaliacdo e estudos para a prevengdo e/ou
tratamento de osteopenia. Assim, foi proposta deste estudo realizar andlises
densitométricas e histomorfométricas em fémures de ratos submetidos a auséncia de

carga e a treinamento fisico em esteira.

Material e Método

Animais

Com a devida aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa, foram utilizados setenta e
cinco ratos adultos, da ragca Rattus Novegicus albinus, variedade Wistar, com massa
corpérea média de 261,47 + 2,81g, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia
da Universidade Estadual Paulista - UNESP / Campus de Aragatuba - SP.

Os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais, conforme o tipo de
tratamento: CI - Grupo controle 1, ratos ndo tratados que permaneceram nas gaiolas (com
cinco animais) por 21 dias e foram sacrificados; CII - Grupo controle 2, ratos ndo
tratados que permaneceram em gaiolas (com cinco animais) por 42 dias e foram
sacrificados; S — Grupo Suspenso, Animais que permaneceram suspensos pela cauda por
21 dias e depois sacrificados; SE - Animais permaneceram suspensos pela cauda por 21
dias e, em seguida, passaram por um periodo de treinamento fisico de 21 dias em esteira e
depois sacrificados e SL - Os animais permaneceram suspensos por 21 dias e, em
seguida, foram colocados em movimentagao livre por 21 dias dentro das gaiolas e depois

sacrificados.
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Procedimentos para Suspensdo

Para o processo de instalagdo da suspensdo, os animais foram anestesiados por
inalagdo de éter. Seguindo os procedimentos de Silva, 2002 suas caudas foram lavadas
com agua e detergente e, apoOs a secagem, foi aplicada tintura de Benjoim por toda a pele.
Em seguida, as caudas foram envolvidas por espuma adesiva (Reston®), desde sua origem
até os dois ter¢os proximais, com o objetivo de proteger a pele e evitar lesdes cutaneas.
Sobre a espuma adesiva foi aplicada tira elastica adesiva Coban® (modelo 1582 da marca
3M®), tensionada homogeneamente, de modo a envolver toda a espuma. Sobre o
envoltdrio da tira elastica foi colocada uma fita de tecido resistente (cadarc¢o sarjado) a
qual foi fixada por tira elastica adesiva e enfaixamentos adicionais de esparadrapo e
barbante, de modo a formar uma alga que serviu para conectar o animal ao sistema de
suspensdo. A conexdo ocorreu por meio de presilha metélica, instalada em um eixo
suspenso horizontalmente a 33 cm do piso da gaiola.

N s ~ ~ - ® LY
O acesso a dgua e a ragdo (Ragdes e Concentrados Primor ) foi a vontade.

Treinamento Fisico

Para o treinamento fisico dos ratos do grupo SE, uma esteira motorizada foi
confeccionada especialmente para este projeto pelo curso de Engenharia Mecatronica do
Centro Universitario Catolico Auxilium-UniSALESINO-Aragatuba. A esteira foi
composta por estrutura metalica de 118,0cm de comprimento e 46,0cm de largura, seis
baias individuais com altura de 14,0cm, largura interna de 15,0cm e 46,0cm de
comprimento. A estrutura externa era de acrilico de 5,0mm de espessura e foi utilizado
um motor elétrico que permitia uma variagdo de velocidade de 0,15m/s a 0,5m/s. Neste
experimento utilizou-se velocidade de 0,45m/s. Para a atividade fisica dos ratos na esteira

foi seguido o protocolo utilizado por Norman et al., 2000. Foi seguido protocolo de 21
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dias de treinamento, tendo iniciado no dia seguinte ao término da suspensdo, sendo trés
dias consecutivos de treino € um de descanso. Os exercicios iniciaram com dez minutos
de treinamento e a cada dia eram acrescidos cinco minutos, até perfazer um total de

sessenta minutos (Quadro 1).

Quadro 1. Esquema dos dias e periodiza¢do do treinamento

Dias 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Tempo de
treinamento A 10 15 20 * 25 30 35 * 40 45 50 * 55 60 60 * 60 60 60 * 60 Q
(Minutos)

A Ultimo dia de suspenséo, * descanso dos animais, @ eutanasia dos animais.
Obtencgdo do Material Biologico

Os ratos foram sacrificados com inalagdo excessiva de éter. Apos o sacrificio, os
membros posteriores foram dissecados e os fémures direitos retirados e separados das
partes moles circundantes. Apds a dissecag@o, os ossos foram identificados, envolvidos

%3

em gaze umedecida em soro fisiologico e armazenados em “freezer” —20°C. Na ocasido
dos ensaios mecanicos, os 0ssos foram retirados do ‘’freezer” e mantidos em refrigerador

comum vinte e quatro horas antes do ensaio. Algumas horas antes de serem testados, os

ossos foram mantidos em temperatura ambiente até atingir o equilibrio térmico.

Densitometria Ossea

Para as andlises de densidade dssea foram utilizadas duas metodologias: a) forma
indireta, através da Densitometria Radiografica (DR); b) forma direta, utilizando o
“Principio de Arquimedes” (Empuxo). Para a DR foram obtidas imagens radiograficas
por meio do aparelho de raios X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA), operando
com 60 Kvp, 8mA, 0,2 segundos. A distancia foco-filme foi de 20 cm, com incidéncia do

foco de radiagd@o perpendicular ao plano do filme-objeto. As imagens digitais dos fémures
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direito foram obtidas através da placa Optica do sistema digital Digora (Soredex, Orion
Corporation, Helsinki, Finland). Sobre cada placa optica foram colocados os fémures,
uma escada de aluminio e a identificagdo. Esta escada ¢ um referencial densitométrico, de
9 degraus, cada degrau com 5x25mm” de 4rea (liga 6063, ABNT).

As leituras das placas Opticas sensibilizadas foram efetuadas em scanner a laser do
proprio equipamento Digora, e as imagens manipuladas no software Digora for
Windows 1.51. As analises de densidade radiografica foram realizadas no ter¢o médio da
regido diafisaria. Foi padronizada a 4rea de 20x70 pixels para a leitura tanto no terco
médio do fémur quanto na escada de aluminio. Selecionada a area, o programa
apresentava a respectiva densidade radiografica. Foram efetuadas cinco repetigdes de
medidas em cada radiografia e calculadas as médias dessas repetigdes, correspondendo
assim a densidade radiografica do osso. Estes valores estavam expressos em niveis de
cinza (de 0 a 256 tons) e convertidos em milimetros de aluminio (mmAl) através de
equacdes obtidas pelo grafico de dispersdo relacionando os valores de densidade
radiografica de cada degrau de aluminio e sua espessura correspondente, conforme
descrito por Louzada et al., (1998). A equagdo de cada item foi obtida a partir de trés
valores do grafico: o valor da radiopacidade do degrau de aluminio mais préximo ao da
radiopacidade do item, o degrau acima e o degrau abaixo. Para cada imagem radiografica
foi feito um grafico de dispersao (Figura 1).

O célculo da densidade pelo Principio de Arquimedes foi feito com auxilio de
balanca de precisdao, onde foram medidas as massas frescas dos fémures (m) e, depois,
quando estes estavam submersos em agua destilada (mg). Os valores foram utilizados na
seguinte expressdo matematica: d. = d; x m / (m — my), onde: d. = densidade do corpo; d,

= densidade da 4gua destilada (1g/cm’).
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Figura 1. Imagem obtida pelo sistema digital Digora, onde se observa a identificagdo (a), a escada
de aluminio utilizada como referéncia densitométrica (b), o fémur (c) e a seta indicou a regido
onde foram realizadas as analises densitométricas.

Histomorfometria

Para a andlise histomorfométrica os fémures foram fixados em paraformaldeido 4%
tamponado, Fluka®, em seguida foram descalcificados em EDTA® 10%, e processados
no auto-processador Shandon Elliott®, modelo Duplex Processer, durante 13 horas,
seguindo uma escala formol, dlcool, xilol e parafina até atingirem o ponto de corte; a
seguir, foram incluidos em parafina’, por meio do auto inclusor, Reichert-Jung®, modelo
8044, posteriormente foram realizados cortes histologicos com espessura de 4um
(micrémetros) na regido do terco médio por meio do micrétomo American Optical®,
modelo 820. Os cortes foram corados com hematoxilina (7 min.) e eosina (1 min.). As
laminas foram analisadas em microscopio Leica®, modelo DMLS, objetiva 5x. Como
ndo era visualizado todo o corte histoldgico, foram capturadas duas imagens deste, ¢ a
espessura de cada parte determinada como apresentada na Figura 2. Estas imagens foram

capturadas com auxilio do sistema computacional de analises de imagens Leica IM50°,

% CRQ — Cromato Produtos Quimicos
7 Alkimia®
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importadas para um computador para analises pertinentes, através do programa Image-

Pro Plus®, versdo 4.5. O programa utilizado para esta analise foi o Image Tool®, versido

3.0.

<>

vh

Figura 2 Esquema do corte histologico do fémur de rato. Os retdngulos destacam a regido capturada

pelo programa computacional. A espessura total do osso compacto da regido diafisaria foi obtida
através da soma de a + b.

Analise Estatistica

ANOVA e teste de Tukey foram utilizados para comparar os grupos em cada uma
das variaveis estudadas. Em todas as analises foi usado o valor de 5% como nivel de

significancia.

Resultados

Dos 15 animais colocados em suspensdo, dois morreram como conseqiiéncia de

necrose da cauda.
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Densidade Ossea
Densitometria Radiografica (DR)

As médias e desvios padrdo das densidades, pela densitometria radiografica, no
ter¢o médio dos fémures foram: 1,569+0,402 mmAl, para CI; 1,520+£0,209 mmAl, para
CII; 1,103+£0,250 mmAl, para S; 1,647+0,285 mmAl, para SE e, 1,503+0,292 mmAl,
para SL. Ocorreu diferenca significativa entre os grupos CI-S, CII-S, S-SE e S-SL
(Tabela 1).

Principio de Arquimedes (Empuxo)

As médias e desvios padrido das densidades, pelo Principio de Arquimedes, nos
0ssos dos grupos foram: 1,34+0,037 g/cm3, para CI, 1,345+0,029 g/crn3 para CII,
1,260+0,057 g/cm3 para S, 1,423+0,049 g/cm3 , para SE e 1,327+0,054 g/cm3 para SL A
analise estatistica acusou diferenca significativa entre os grupos CI-S, CI-SE, CII-SE, S-
SE, S-SL e SE-SL. (Tabela 1)

Tabela 1. Valores de densidade 6ssea (média+DP) no ter¢o médio dos fémures direito de
ratos, obtidos pela DR e Empuxo nos grupos experimentais.

Densidade Ossea

Método Cl Cll S SE SL
DR

mmAl)  1,569+0,402* 1,520+0,209* 1,103+0,250" 1,647+0,285" 1,503+0,292"

Empuxo

(g/em®) 1,340+0,037° 1,345+0,029" 1,260+0,057° 1,423+0,049"  1,327+0,054"

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Histomorfometria

A tabela 2 apresenta os valores das espessuras na diafise femoral dos ratos dos
grupos estudados, nos locais previamente determinados.

Na Tabela 3 estdo os valores da espessura total, (média=DP), da parte Ossea
compacta dos grupos estudados. A espessura para o grupo CI foi 649,714+35,35um, para
o CII foi 641,054+51,02pum, 308,65+144,48um no grupo S, 308,07£85,71um, para o SE e
322,55+£57,97um para o SL. A andlise estatistica ndo acusou diferenga significativa entre

0S grupos.

Tabela 2. Valores de espessura (a ¢ b) obtidos no ter¢o médio de fémures de ratos nos
grupos CI, CII, S, SE e SL.

Animais CI CII S SE SL
a b a b a b a b a b
1 312,81 318,75 325,96 329,01 141,11 249,03 250,40 227,56 318,00 382,36
2 303,76 307,98 - - T T 300,03 307,29 365,77 384,26
3 358,35 335,19 320,47 311,65 194,464 473,55 275,33 250,44 336,84 288,62
4 310,27 296,68 391,48 355,32 231,308 201,28 318,31 312,94 351,87 350,05
5 328,12 321,94 335,26 287,50 T T 330,95 330,81 305,27 301,84
6 309,48 291,06 355,56 325,01 264,78 305,74 296,60 288,59 296,48 324,42
7 333,53 343,90 277,78 291,67 340,95 346,67 346,39 312,20 273,37 277,72
8 352,30 342,96 300,38 339,05 369,61 352,93 313,45 33845 321,80 309,04
9 348,88 339,02 306,97 331,20 270,66 261,47 362,70 343,62
10 351,57 312,08 334,69 335,34 361,64 516,81 413,70 390,80 300,15 348,26
11 356,07 323,48 - - 336,66 284,16 - - 286,19 271,40
12 327,47 309,69 334,28 303,76 284,71 395,98 - - - -
13 - - - - - - 390,80 319,47 - -
14 - - - - - - 337,01 353,35 359,62 292,26
15 326,22 284,58 286,89 272,30 231,24 29040 282,39 258,07 330,49 303,86
Média 332,21 317,48 324,52 316,52 275,64 341,65 317,38 303,95 323,73 321,36
DP 19,51 19,52 32,04 2532 76,76 98,14 46,98 45,77 30,55 37,51

(1) morte dos animais; (-) dados ndo analisados.
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Tabela 3. Valores da (média=DP) da espessura total da parte éssea compacta do terco
médio de fémures direito de ratos nos grupos CI, CII, S, SE e SL.

Espessura (um)’

Cl Cll S SE SL
Média 649,71 641,05 617,30 621,35 645,10
Desvio
Padrao 35,35 51,02 144,48 85,71 57,97

(") Nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Na Figura 4 estdo mostradas imagens das laminas histologicas onde foram
realizadas as medidas de espessura. Os valores indicaram uma diferenca acentuada entre

as espessuras dos lados do grupo S, como pode ser observado na figura.
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Ladob Lado a

Cl

Cll

SE

SL

Figura 4. Imagens das laminas histoldgicas, aumento 5x, mostrando a regido onde
foram feitas as medidas das espessuras 6sseas. Os cortes foram corados com HE.
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Discussao

Inimeros estudos sobre as alteragdes dos sistemas 0sseo ¢ muscular relacionados a
atrofia 6ssea e muscular vém sendo realizados. Essas pesquisas tomaram destaque
quando se procurou compreender melhor as modificacdes organicas em astronautas que
permaneciam em ambiente de baixa gravidade, no espago, por periodos prolongados,
situacdo que evidencia perda significativa da massa e da densidade mineral Ossea
(KASPER et al.,1990; SILVA, 2002; COWIN, 1998; STHLE, 1998). Em individuos que
permanecem acamados por longos periodos e/ou ainda em situagdes que os levam a
restricdo da atividade fisica, essas pesquisas podem ser uteis para determinar medidas de
prevengdo ou tratamento da osteopenia instalada. O modelo experimental rato suspenso
pela cauda, aceito desde a década de setenta pela NASA (“National Aeronautics and Space
Administration”), a Agéncia Espacial Norte Americana, ¢ metodologia utilizada para
simular ambiente de auséncia de carga causando alteragdes Osseas e musculares.
(MOREY, 1979; KASPER et al., 1993; MOREY-HOLTON e GLOBUS, 1998;
NORMAM et al., 2000; MOREY-HOLTON e GLOBUS, 2002; SILVA ¢ VOLPON,
2004).

O modelo de suspensdo pela cauda utilizado neste estudo promoveu facil adaptagao
dos animais ao sistema de fixacdo, ndo apresentando diminui¢do significativa de massa
corporea nem alteragdes comportamentais. Contudo dois animais do grupo S (suspenso)
morreram no decorrer do estudo, e isto pode ter sido por necrose da cauda. A amputagao
da cauda seguiu o mesmo protocolo utilizado nos trabalhos de Norman et al.(2000), Lara
(2003), Silva e Volpon (2004), que nao relataram perdas de animais em seus estudos por
esse motivo.

Para a recuperacdo da atrofia ¢ssea induzida pela auséncia de carga, foi realizado

treinamento fisico em esteira, seguindo estabelecido por de Norman et. al. (2000).
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Dentre os varios protocolos existentes (SHAW, et al., 1987; TUNG-FU et. al., 2004;
FLUCKEY, et al, 2002; VAN DER WIEL et al., 1995), a op¢do por este se deu por
preconizar dias de treinamentos seguidos por dia de ndo treinamento (descanso),
evitando fadiga muscular e danos relacionados com o excesso de treinamento. Durante a
execugdo deste protocolo alguns animais resistiram ao treinamento e, por este motivo,
foram excluidos do estudo.

Para a avaliacdo da densidade 0ssea, utilizamos a densitometria radiografica (DR),
que, segundo Louzada (1998) é metodologia capaz de avaliar varia¢cdes de massa Ossea
com excelente precisdo e baixo custo, o que faz esta técnica promissora em aplicagdes
clinica e experimental. A metodologia utilizando o sistema digital Digora mostrou-se
propicia, principalmente pelas dimensdes da regido estudada. Esse método de avaliagdo é
amplamente utilizado em estudos odontologicos (SOUZA et al., 2004).

Ao comparar o grupo CI com o grupo S, observamos diferenca significativa nos
valores, ou seja, a suspensdo por 21 dias foi suficiente para provocar diminui¢do da
densidade dssea. Também ocorreu diferenga significativa entre o grupo S em relagdo aos
grupos SE e SL, mostrando que o treinamento fisico em esteira € a movimentacao livre
proporcionaram um aumento efetivo da densidade ossea.

O fato de nao ter ocorrido diferenca significativa entre o CII em relacdo aos grupos
SE e SL demonstra que tanto o exercicio fisico em esteira quanto a movimentacao livre
foram eficientes para recuperar a densidade 0ssea a niveis normais.

Ao se comparar o grupo SE com o grupo SL ndo encontramos diferencas
estatisticas, aparentando que fazer atividade fisica em esteira ou movimentar-se
livremente ndo traz diferencas significativas. Estes resultados ndo corroboram com a
“esperada” eficiéncia preconizada pelo uso do treinamento fisico em esteira. As causas

para esta igualdade nos resultados ndo estdo evidentes. O treinamento fisico em esteira
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por 21 dias, a velocidade, a duracdo da atividade fisica e ainda a ndo inclinacdo da
esteira sdo fatores que podem ter contribuido com esses resultados. Por outro lado, os
animais do grupo SL podem ter adquirido densidade dssea semelhante ao SE por estarem
em gaiolas individuais e amplas que permitiram uma maior atividade.

Infelizmente os resultados encontrados nao puderam ser confrontados na literatura,
uma vez que nao encontramos trabalhos que relacionam osso compacto, hipoatividade,
treinamento fisico em esteira e densidade Ossea avaliada pela densitometria radiografica.

A densidade dssea também foi avaliada de forma direta, através de Principio de
Arquimedes, método simples de facil execucdo e baixo custo. (MARTIN, 1990;
NORMAN et al., 2000; TREBACZ, 2001) Os resultados mostraram que a suspensdo
pela cauda, grupo S, provocou redugdes significativas de densidade 6ssea, deixando os
0ssos mais frageis, quando comparados com o grupo CI. O grupo SE e SL apresentaram
diferencga significativa quando comparados com o grupo S, evidenciando que a atividade
fisica e movimentagdo livre foram suficientes para aumentar os valores de densidade
6ssea diminuida com a suspensdo. Os valores expressos pelo grupo SE e grupo SL
tiveram diferengas significativas entre eles devido ao treinamento fisico ter sido mais
eficiente do que a movimentagao livre.

Nos estudos de Trebacz (2001), a movimentagdo livre por quatro semanas nao foi
suficiente para recuperar a densidade Ossea em animais que permaneceram em
imobilizacdo por duas semanas. Usando esse mesmo método de investigagdo de
densidade 6ssea - empuxo, Norman et al. (2000) relatam que ndo encontraram diferenga
entre os grupos estudados.

Ao se comparar os resultados encontrados pelas densitometria Radiografica e pelo
Principio de Arquimedes observamos discrepancias entre os resultados. A densidade

ossea pela densitometria radiografica nos grupos SE e SL foram estatisticamente iguais,
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ao contrario da densidade dssea determinada pelo empuxo. As explicagdes que nos
parecem mais plausiveis ¢ que a andlise feita pelo método do empuxo leva em
consideragdo todo o osso, regido compacta e esponjosa. Ja a densitometria radiografica
foi realizada somente na regido diafisaria, com predominancia de tecido compacto. De
acordo com VAANANEHK (1993), ha uma diferenca na velocidade de remodelagio
Ossea entre 0Sso esponjoso € compacto, esta diferenca pode ter causado a diferenca entre
o grupo SE e SL detectados pelo empuxo.

Na analise histomorfométrica, mensuramos a espessura 6ssea compacta da diafise
femoral. Inicialmente, ndo houve o interesse da diferenciacdo anatdmica das regides que
estavam sendo mensuradas, nosso objetivo era simplesmente determinar a espessura.
Entretanto ao avaliar os resultados do grupo S, observamos um elevado desvio padrio.
Este valor elevado pode ser compreendido pelas diferencas acentuadas das espessuras
entre os lados analisados. Alguns animais apresentaram em um dos lados espessura
pequena quando comparada com o outro lado. Nos estudos de Escribano et al. (1996)
também foram mensuradas 2 regides de interesses, estas ndo foram nomeadas, apenas
citadas. Ja nos estudos de Shaw et al. (1986), a espessura do osso compacto foi
mensurada e identificada as regides anterior, posterior, medial e lateral.

Nos estudos de Norman et al. (2000) o grupo controle € o grupo que permaneceu
21 dias em treinamento fisico apresentaram maior espessura de regido de metafisaria
proximal da tibia, em relacdo aos animais do grupo que permaneceu suspenso por 21
dias e o grupo que apos 21 dias de suspensdo treinou em esteira por mais 21 dias. Seus
estudos ndo demonstraram diferenca entre o grupo suspenso € o0 grupo suspenso com
treinamento fisico em esteira.

Shaw et al. (1986) mostraram em seus estudos diferenca significativa da espessura

cortical anterior do grupo controle em relagdo ao grupo suspenso seguido de
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movimentagdo livre, também relatou diferenca entre o grupo controle o grupo suspenso
seguido de treinamento fisico, estes resultados foram em relagdo a regido compacta do
osso fémur. No mesmo estudo, estes autores encontraram resultados diferentes em
relagcdo a tibia, dos mesmos animais, ocorreu diferenga da espessura cortical da regido
médio-lateral do grupo controle em relagdo ao grupo suspenso seguido de movimentagao

livre e do grupo suspenso seguido de treinamento fisico em esteira.

Conclusao

Os resultados demonstraram que a suspensdo pela cauda causou diminui¢do da
densidade 6ssea avaliada pela DR e Empuxo. A histomorfometria ndo acusou diferenga
nas espessuras dos grupos, entretanto traz indagacdes quanto ao efeito nas regides
avaliadas.

O treinamento fisico em esteira foi mais eficiente que a movimentagéo livre apenas
na variavel de densidade dssea pelo Principio de Arquimedes. Nas variaveis densidade
Ossea radiografica e histomorfometria ndo ocorreu diferenga entre fazer atividade fisica

em esteira e movimentar-se livremente.
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