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Resumo

A suspensdo de ratos pela cauda é modelo utilizado para investigar o comportamento dsseo em animais impossibilitados
de se locomoverem. O osso é um tecido adaptativo que se desenvolve em sua estrutura e fun¢io, entre outros fatores, em
resposta a forcas mecanicas aplicadas a ele e demandas metabdlicas que venha sofrer. A auséncia de forgas mecénicas e de
deformacéo 6ssea faz com que ocorra uma diminui¢io na deposigdo de calcio por auséncia de estimulos nos osteoblastos
e ostedcitos, favorecendo a agdo dos osteoclastos, tornando o osso enfraquecido e quebradico. Portanto, a agdo mecanica
¢ necessaria para estimular a resposta dssea local e, assim, proporcionar seu crescimento e remodelamento. O objetivo
deste estudo foi avaliar, através da densitometria radiografica, se a suspensao pela cauda por 15 e 36 dias altera a densidade
mineral 6ssea das vértebras cervical (C,), tordcica (T,) e lombares (L, e L,) de ratos Wistar. Trinta Rattus norvegicus albinus,
adultos, machos, linhagem Wistar, massa corpdrea média de + 350g, foram divididos em 3 grupos: controle (n=10) - nao
suspenso; S, (n=10) - suspenso por 15 dias e S, (n=10) - suspenso por 36 dias. Para andlise densitométrica, as vértebras
foram radlografadas, escaneadas, d1g1tahzadas e analisadas pelo programa computacional Image]. Houve aumento
estatisticamente significante da densidade mineral 6ssea no grupo S, provavelmente pela inquietagdo dos animais a
suspensao, com diminui¢io no grupo S_, fato este hlpotetlcamente hgado a acomodacio dos mesmos, concluindo que a
suspensio pela cauda alterou a densidade mineral 6ssea num primeiro momento com diminui¢do com o passar do tempo.

Palavras-chave: Densitometria radiografica. Coluna vertebral. Ratos. Auséncia de carga.

Abstract

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

Como o osso fornece sustentagdo interna para todo
o0 corpo e inser¢do para musculos e tendoes, suas ca-
racteristicas mecanicas dependem diretamente da
carga a ele submetida’.

Por se tratar de um tecido adaptativo, o tecido 6s-
seo, diante de for¢as mecanicas aplicadas a ele e das
demandas metabdlicas, desenvolve sua estrutura e
fun¢do. Quanto maior for a solicitacio imposta ao
osso pela ativacdo de osteoblastos, maior sera a sua
resposta, tornando-o mais resistente, ao passo que, a
auséncia da solicitagdo dOssea torna-o enfraquecido.
Portanto, a resposta 6ssea local esta diretamente liga-
da ao estimulo da acdo mecanica que ira estimular o
seu crescimento e remodelamento®.

Em estudo prévio, realizado pelos autores des-
te trabalho no Laboratério de Biofisica da UNESP/
Aracatuba, foram analisadas as alteragdes mecanicas
e densitométricas na coluna vertebral de ratos sub-
metidos a suspensdo pela cauda e foram observadas
diminui¢ao dos valores da for¢a maxima admitida e
rigidez nas vértebras dos animais que foram suspen-
sos. Contudo, a andlise da densidade mineral dssea,
realizada com o equipamento DPX-ALPHA, nao foi
suficientemente sensivel para determinar a densidade
na regido de interesse, principalmente devido as pe-
quenas dimensdes das vértebras dos ratos, mesmo o
equipamento possuindo um programa especial para
analise em pequenos animais. Com relagdo a questao
metodoldgica para a avaliagdo da densidade mineral
Ossea em pegas de pequena dimensdo’, considerou a
densitometria radiografica como ferramenta capaz de
avaliar estas pecas se utilizados programas de proces-
samentos de imagens.

A diminuicio da massa dssea ndo ocorre unifor-
memente em todo o corpo, mas é mais acentuada em
determinadas regides como na coluna vertebral, pro-
vavelmente, devido a diminui¢édo das atividades dia-

rias®’, podendo gerar enfraquecimento 6sseo, decor-
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rente de doencas osteometabolicas, como a osteopo-
rose. A osteoporose ¢ caracterizada pela diminuicao
da densidade mineral dssea, com deterioracio da mi-
croarquitetura 6ssea, levando a um aumento da fragi-
lidade esquelética’®. Durante a auséncia de carga no
esqueleto, mesmo em curtos periodos, pode ocorrer
o enfraquecimento 6sseo'!, assim foi proposta deste
estudo utilizar a densitometria radiografica e o pro-
grama computacional de processamento de imagens
“Image J” como método de avaliagdo da densidade
mineral 6ssea das vértebras cervical (C,), torécica (T,)
e lombares (L, e L,) de ratos que foram suspensos pela

cauda por 15 e 36 dias.

Material e Método

A constitui¢do dos grupos experimentais foi dada
por 30 ratos, adultos, machos, espécie Rattus nover-
gicus albinus, linhagem Wistar, com massa corporea
de 350 gramas em média, divididos em grupo con-
trole (C), grupo suspenso pela cauda por 15 dias
(S,;) e grupo suspenso pela cauda por 36 dias (S,,).
Adotou-se o método de suspensdo preconizado em
trabalhos anteriores neste trabalho®*'2. Os animais
dos grupos suspensos permaneceram durante todo
o experimento com os membros toracicos apoiados
no chio da gaiola.

Ap6s o periodo de experimento de cada grupo, os
animais foram eutanasiados e todo o segmento ver-
tebral foi isolado. Para isso, foram retiradas a pele, as
inser¢des musculares e a medula espinhal. Feito isso,
todo o segmento vertebral foi imerso em dgua e deixa-
do em repouso, por trés meses, sob abrigo da luz, para
que ocorresse desintegracao da matéria organica por
microorganismos formados durante o processo.

Apos trés meses, as vértebras foram retiradas do re-
cipiente e escovadas com detergente para a retirada
de qualquer fragmento organico e elementos gordu-
rosos que ainda existissem. Logo apds, os ossos foram

submetidos, por trés dias, a imersiao em solu¢do de



agua oxigenada 20 volumes para clareagdo. A seguir,
as vértebras foram armazenadas em freezer a tempe-
ratura de -20°C. Foi eleita para analise a 3* vértebra
cervical, a 62 tordcica e a 12 e 32 lombares; vértebras
estas, exceto a 1* lombar, por estarem localizadas na
metade dos segmentos cervical, toracico e lombar,
respectivamente.

Foram feitas tomadas radiograficas das vértebras
em analise as quais foram digitalizadas com resolu-
¢a0 200 DPI, em scanner HP" - HP Scanjet G4050 -
acoplado a adaptador para transparéncias da mesma
marca, e as imagens digitalizadas foram armazenadas
com extensdo TIFF (Figura 1).

Como referencial densitométrico nas toma-
das radiograficas, foi utilizada escada de aluminio
(liga6063, ABNT) de nove degraus, colocada pro-
xima as vértebras, na direcao do feixe principal dos
Raios X >,

O programa computacional “Image J” - versdo
1.43u (dominio publico - http://rbs.info.nih.gov/ij)
foi utilizado para contornar toda regido de interesse,

utilizando recurso de defini¢do de area do progra-
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ma, e, assim, determinar o nivel de densidade média,
em tons de cinza (até 256 niveis), das vértebras e dos
degraus da escada de aluminio. Os valores das vér-
tebras foram convertidos para valores relativos a es-
pessura em milimetros de aluminio’*', obedecendo
as etapas descritas abaixo por Louzada’. Desta ma-
neira, a densidade dssea foi expressa em equivalente
de aluminio (mmAl).

Os valores de densidade radiografica foram conver-
tidos para valores de espessura com o auxilio do com-
putador e, assim, a densidade passou a ser expressa
em equivalentes de milimetros de aluminio. Para tan-
to, os dados foram levados a planilha Excel e passa-
ram pelas seguintes etapas: 1) Determinou-se o valor
da Densidade Radiografica (DR) da Regido de Inte-
resse (RDI); 2) Utilizando-se como referéncia o valor
de DR da etapa 1, definiu-se 3 degraus da escada de
aluminio, que foram usados como referéncia densi-
tométrica, cujos valores de DR’s contemplavam o da
etapa 1; 3) Com os valores de espessura e DR dos 3 de-
graus da etapa 2, construiu-se um grafico com a pla-

nilha Excel; 4) Com ferramentas do Excel, definiu-se

Figura 1 - Imagem da tela do computador com o programa “Image J”. Em A, tem-se as
vértebras e a escada de aluminio, utilizada como referencial densitométrico
e em B, a Regido de Interesse circundada na 4? vértebra cervical, utilizando
ferramentas do programa Image J
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a melhor curva que se ajustava aos pontos do grafico
(polindmio do 3° grau). O programa forneceu a equa-
¢ao de ajuste; 5) Utilizando-se a equagao de ajuste da
etapa 4, fez-se a substituicao do valor de X pela DR
da RDI (etapa 1) e determinou-se assim a espessura
equivalente em mmAl para aquele objeto em estudo’.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa
Graphpad Instat 3. Foi realizado analise de variancia
- ANOVA - para os valores de densidade dssea dos
grupos - C, S . e S, - e teste de Tukey, com nivel de

significancia 5%.

Resultados

Os resultados de densidade mineral ssea - DMO,
em mmAl, das vértebras dos animais dos trés grupos
de estudo estao apresentados na tabela 1. De todas as
vértebras dos animais estudados, foram excluidas trés
vértebras por quebrarem durante o processo de arma-
zenamento.

Em andlise separada dos grupos, observou-se que
a densidade 6ssea dos animais do grupo C ¢ maior
na 3* e 1* lombar, seguida da 32 cervical e 6 toracica
respectivamente (Tabela 1).

No grupo S, observou-se permanéncia de maior
densidade mineral dssea na 3°L, seguida pela 1°L e
aproximagao dos valores da 6°T em relagdo a 3*C. O
grupo S, apresentou maior densidade 6ssea na 3°L,
seguida pela 1°L, 3*C e 6°T, sendo que esta ultima
apresentou valor muito préximo ao do grupo C. Na
figura 2 estao representados os valores da densidade

mineral 6ssea (DMO) dos grupos C, S e S, , respec-

36’
tivamente.

Quando confrontadas as vértebras do mesmo seg-
mento entre os grupos, a DMO da 3*C e da 6°T nao
apresentou diferenca significante (p > 0,05) entre os
grupos, figuras 3 e 4, respectivamente. Ao comparar a
DMO das vértebras L1 e L3 entre os grupos, observa-
se que o grupo S . apresenta maior densidade mineral

ossea (p < 0,05) quando comparado ao C e S_, tanto

36’

para L1 (Figura 5) como para L3 (Figura 6).
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A anilise das vértebras do grupo C, que permane-
ceu solto na gaiola, mostrou que a maior densidade
mineral dssea se concentrou em L3, seguida respecti-

vamente por L1, C3 e T6.

Discussao

O tecido dsseo é um tecido adaptativo® e a suspen-
sao pela cauda por 21 dias prejudica a manutengao
das propriedades dsseas', pois um ambiente despro-
vido de estimulos mecanicos produz efeitos diretos na
estrutura dssea alterando sua fung¢ao'®", e a exposicao
a ambientes de microgravidade e também a nao de-
ambula¢do afetam diretamente o sistema musculo-
esquelético, o que gera uma baixa tensdo sobre os
0ss0s e, por consequéncia, menor massa 9dssea seria
necessaria para manter a integridade estrutural do es-
queleto'®, assim, neste experimento, esperava-se que a
densidade mineral éssea dos animais dos grupos S ,
e S, diminuissem em relagdo ao grupo C ao final do
mesmo, entretanto, foi observado um comportamen-
to inesperado dos referidos valores, em que o grupo
S, obteve um aumento nos valores da densidade mi-
neral dssea das vértebras em estudo em relagdo ao
grupo controle. A ordem de densidade mineral dssea
das vértebras ficou distribuida na mesma sequéncia
que o grupo C, onde L3>L1>C3>T6. Tal aconteci-
mento pode ser atribuido devido ao fato dos mem-
bros pélvicos terem ficado livres e mdveis, mesmo
com a suspensdo pela cauda e devido a inquietagao
dos animais diante do posicionamento, o que os levou
a uma constante contra¢gdo dos musculos do tronco,
em especial, do dorso, na tentativa de se livrar da sus-
pensdo. Muitos musculos do dorso do rato, como o
musculo serratil posterior superior e o musculo ser-
ratil posterior inferior, estido inseridos nas vértebras
da coluna e diante da contra¢do dos mesmos, as vér-
tebras acabam sofrendo estimula¢do favorecendo a
osteogénese local®.

Em decorréncia dos valores apresentados no gru-

po S, e sabendo que a conservagdo do metabolismo
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Tabela 1 - Densidade Mineral Ossea, em mmAl, das vértebras (32 Cervical, 6* Toracica, 12 e 3°
Lombares) dos animais do Grupo C, S.eS, - Aragatuba - SP, 2010

DENSIDADE MINERAL OSSEA (mmAl)

Animal < i s
C3 Té L1 L3 C3 T6 L1 L3 C3 T6 L1 L3
1 089 082 143 166 1,06 1,15 1,77 2,14 093 1,00 148 1,73
2 0,76 1,03 1,89 2,01 1,24 1,11 2,223 2,68 0,83 1,08 1,94 2,24
3 0,79 1,10 * 1,85 1,09 1,21 220 2,44 0,80 1,08 * 1,95
4 1,21 1,17 1,81 2,34 1,18 1,05 234 2,64 1,23 1,00 1,87 2,52
5 1,27 094 1,77 2,00 1,16 * 2,27 2,69 1,15 1,00 1,93 1,91
6 091 084 142 1,60 1,08 1,12 248 253 093 080 146 1,71
7 1,07 0,78 1,55 1,99 1,16 1,00 233 2,34 1,21 094 1,66 1,95
8 1,03 084 1,57 1,81 1,07 1,12 254 2,70 1,07 0,79 1,66 1,88
9 1,10 1,06 1,65 2,04 088 091 1,87 198 1,17 095 1,64 1,9
10 1,40 1,16 1,76 2,41 1,18 1,18 2,38 2,66 1,36 1,18 1,37 2,38
Média 1,04 097 165 1,97 1,11 1,10 2,24 248 1,07 098 1,67 2,02
DP 021 015 0,17 026 0,10 0,09 025 025 0,19 0,12 021 0,27
(0% 20,1 15,2 10,2 13,2 9,2 8,6 11,0 10,2 17,5 12,5 125 13,4
*dados perdidos

=

£ mC
E

o m 515
=

=) mS36

C T6 L1 L3

Figura 2 - DMO das vértebras C3, T6, L1 e L3 dos grupos controle; suspenso pela cauda por
15 dias e suspenso pela cauda por 36 dias
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Figura 3 - Comparagio da Densidade Mineral Ossea (DMO) da 32 vértebra cervical (mmAl)
entre os grupos Controle (C), Suspenso por 15 dias (S15) e Suspenso por 36 dias
(S36). Letras iguais implicam em auséncia de diferenca significativa (p > 0,05)
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Figura 4 - Comparagdo da Densidade Mineral Ossea (DMO) da 6° vértebra torécica (mmAl)
entre os grupos Controle (C), Suspenso por 15 dias (S15) e Suspenso por 36 dias
(S36). Letras iguais implicam em auséncia de diferenca significativa (p > 0,05)
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Figura 5 - Comparagio da Densidade Mineral Ossea (DMO) da 12 vértebra lombar (mmAl)
entre os grupos Controle (C), Suspenso por 15 dias (S15) e Suspenso por 36 dias
(S36). Letras diferentes implicam em diferenca significativa (p < 0,05)
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Figura 6 - Comparagio da Densidade Mineral Ossea (DMO) da 32 vértebra lombar (mmAl)
entre os grupos Controle (C), Suspenso por 15 dias (S15) e Suspenso por 36 dias
(S36). Letras diferentes implicam em diferenca significativa (p < 0,05)
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mineral dsseo normal depende de solicitagoes me-
canicas geradas também pelas contragées muscula-
res, era esperado que, ao término do experimento,
os valores de densidade mineral 6ssea das vértebras
do grupo S, fossem ainda maiores que o do grupo
S, Quando analisados, os valores apresentaram
uma regressdo muito préxima dos valores do grupo
C. Mais uma vez, a ordem dos valores de densida-
de mineral dssea das vértebras permaneceu na se-
quéncia L3>L1>C3>T6, porém, com valores muitos
proximos ao do grupo C, como citado anteriormen-
te. Este fato pode, hipoteticamente, ser atribuido a

desisténcia e cansaco dos animais de se livrarem da
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