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ARTIGO ORIGINAL

COMPORTAMENTO MECANICO DO TERCO PROXIMAL D
FEMURES DE RATOS APOS PERIODO DE SUSPENSAO
PELA CAUDA E EXERCITACAO

MECHANICAL BEHAVIOR OF RATS’ FEMORAL PROXIMAL THIRDS AFTER A PERIOD OF
TAIL SUSPENSION AND EXERCISES

Marcos Massao SHIMANO', JOSE BATISTA VoLPON?

RESUMO

A remodelacéo 6ssea pode ser estimulada por forgas mecéanicas
presentes nas atividades fisicas normais. Neste trabalho foi anali-
sado o comportamento mecanico do tergo proximal de fémur de
ratas submetidas a suspensao pela cauda e posterior treinamento
em esteira. Sessenta e seis ratas da raga Wistar foram usadas.
Primeiramente os animais foram criados por noventa dias e divi-
didos em cinco grupos (dois controles e trés experimentais). Os
animais do grupo Controle | foram sacrificados com 118 dias de
idade. No grupo S (suspenso) os animais foram suspensos pela
cauda por 28 dias e sacrificados. No grupo Controle Il os animais
foram sacrificados com 139 dias de idade. No grupo S-L (suspen-
so-liberado) as ratas foram liberadas 21 dias apds a suspensao.
No grupo S-T (suspenso-treinado) apos o periodo de suspensao
0S animais passaram por treinamento em esteira durante 21 dias.
Para anélise do comportamento mecanico do osso foi aplicada uma
forca vertical na cabeca femoral até a ruptura. A fratura foi analisada
por raios-X. A suspensao causou um decréscimo da forga maxima
e, o treinamento e a liberagdo apds a suspensdo causaram a re-
cuperagao das propriedades mecanicas. Mas, o padrao de fratura
nao apresentou diferenca entre 0s grupos experimentais.

Descritores: Simulacao de Auséncia de Peso; Condicionamento
Fisico Animal; Biomecénica, Fémur; Ratos.

Citagao: Shimano MM, Volpon JB. Comportamento mecanico do tergo proximal
de fémures de ratos apds periodo de suspensao pela cauda e exercitacdo. Acta
Ortop Bras. [periddico na Internet]. 2007; 15(5):254-257. Disponivel em URL:
http://www.scielo.br/aob.

INTRODUGAO

Segundo Bikle et al.", a osteogénese pode ser estimulada por
pequenas deformacdes na arquitetura dssea, provocadas por
forcas mecanicas aplicadas durante a atividade fisica normal, que
pode atuar diretamente na taxa de remodelamento 6sseo. Ja, a
hipocinesia (diminuicdo das atividades) leva a um processo de
diminuicao desta taxa®. Portanto, um ambiente ou situacdo com
menor quantidade de estimulos mecéanicos produz modificagdes
na estrutura éssea. Exemplos desta situagao séo observados em
viagens espaciais (exposicao de astronautas ao ambiente de menor
forca gravitacional), imobilizagdes ortopédicas e a permanéncia
prolongada de pacientes no leito que, segundo Holick®, podem
causar perdas significativas da densidade mineral e da massa
6ssea. Nestes casos, 0 esqueleto ndo necessita de toda sua
massa 6ssea para manter a integridade estrutural, e desenvolve a
osteopenia, que podera levar a fraturas ésseas, apés o retorno as
atividades fisicas normais®.

Durante os v6os espaciais, que duram mais de um més, os astro-
nautas sdo submetidos a perdas significativas da massa 6ssea e
da densidade mineral 6ssea nas partes do esqueleto que suportam
0 peso corporal, principalmente a coluna vertebral e os membros
inferiores. Estudos mostraram que estas perdas séo consequiéncias
do sub-carregamento do peso observado no ambiente de menor
forga gravitacional®9.

Trabalho realizado no Departamento de Biomecanica, Medicina e Reabilitagao do Aparelho Locomotor (Laboratério de Bioeng
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SUMMARY

Bone remodeling can be stimulated by mechanical forces pres
normal physical activities. In the present research, we investi
the mechanical behavior of the proximal femur of rats prev
maintained in tail suspension and later, submitted to physic
ercise on a treadmill. Sixty-six Wistar rats were used. Firstl
animals were raised until the age of ninety days and then di
into five groups (two control groups and three experimental grc
The animals allocated to Control | group were killed at 118 d
age. Inthe S group, the animals were suspended by tail for 28
In Control Il group, the animals were killed at 139 days of a
group S-L (suspended and released) the rats were kept free
days after tail suspension. In group S-T (suspended and tra
after tail suspension period, the rats were trained in a treadmill
days. For analysis of the mechanical behavior of the bone, forc
applied on the femoral head until failure. The fracture was eval
by x-ray. Suspension caused a decrease of the maximum loac
treadmill training and post-suspension release caused the rec
of mechanical properties. But, the fracture line pattern did not
any difference among the experimental groups.

Keywords: Weightlessness Simulation; Physical Conditic
Animal; Biomechanics; Femur; Rats.

Citation: Shimano MM, Volpon JB. Mechanical behavior of rats’ femoral p
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A idéia de utilizar a suspensao dos membros posteriores de
para estudar as consequéncias do descarregamento e ulteric
regamento ocorridos durante e apds voos espaciais, teve ini
década de 70 pela National Aeronautics and Space Administ
(NASA)-Ames Research Center.

Em 1987, Wronski e Morey-Holton® compararam a suspe
pelo quadril e a suspenséo pela cauda, em ratos. Concluirar
a resposta do sistema esquelético varia de acordo com o m
de suspensao. O modelo que mais se aproximou dos e
provocados pela menor gravidade foi a suspensao pela ¢
sendo também, o0 que menos causou problemas com o sis
de fixagao.

O descarregamento dos membros posteriores de ratos, ¢
suspenséo pela cauda, € um modelo aceito pela comun
cientifica para simular os efeitos de vdos espaciais. O prc
mento de operacao padrao para descarregamento com aplic
em ratos jovens e adultos foi atualizado e aprovado pela Na
Aeronautics and Space Administration (NASA), Ames Res
Center (ARC), Institutional Animal Care and Use Commite
Agosto de 20017

Apesar das sérias implicagées da perda de massa 0ss
conseqlentemente, a pré-disponibilidade do esqueleto hui
a fratura no retorno as atividades normais, ainda nao existe
contramedida estabelecida que mantenha a integridade ¢
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durante longos periodos de sub-carregamento do peso sobre a
estrutura 6ssea®. O exercicio fisico é a contramedida mais estu-
dada para amenizar ou prevenir a atrofia muscular e a perda de
massa 6ssea. Estudos em animais com treinamento em esteiras
relataram que houve aumento da massa 6ssea® 9.

O quadril € uma articulagdo muito importante e esta envolvido di-
retamente nos problemas relacionados a perda de massa 6ssea,
pois, € um dos locais com maior indice de fraturas". Portanto, o
objetivo deste trabalho foi analisar o tergo proximal de fémures de
ratos quando submetidos a suspensao pela cauda e posterior trei-
namento em esteira, por meio de ensaio mecanico e radiografia.

MATERIAL E METODO

Este trabalho foi realizado de acordo com os principios éticos da
experimentagao animal adotado pela Comissao de Etica em Expe-
rimentacao Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo (protocolo n°038/2003).
Ratas matrizes da raga Wistar (Rattus norvegicus albinus), prenhes
e na fase final de gestagao, foram separadas e, ap6s a parturigao,
foram selecionados seis filhotes fémeas para cada rata mae e os
demais desprezados. As ratas maes permaneceram em gaiolas
individuais, juntamente com os filhotes até a idade do desmame
(21 dias).

Aos 90 dias de idade, os animais foram divididos nos seguintes
grupos: -Grupo Controle-l (CONT-I) — os animais foram criados
e observados até 118 dias de idade; -Grupo Suspenso (S) — os
animais foram suspensos pela cauda durante 28 dias e, portanto,
sacrificados aos 118 dias de idade; -Grupo Controle Il (CONT-II)
—os animais foram mantidos até 139 dias de idade; -Grupo Suspen-
so-liberado (S-L) — os animais ficaram em suspensao pela cauda
durante 28 dias e, depois liberados nas gaiolas por mais 21 dias.
O sacrificio ocorreu em seguida, aos 139 dias de idade;

-Grupo Suspenso-treinado (S-T) — os animais ficaram em suspen-
sao pela cauda por 28 dias €, depois, foram exercitados em esteira
e sacrificados a seguir, aos 139 dias de idade.

Suspensao do animal

Os animais dos grupos S, S-L e S-T foram suspensos pela cauda
durante 28 dias e, todos os procedimentos para suspensao do
animal pela cauda foram baseados no trabalho de Silva e Volpon(2),
que utilizaram um modelo de suspensao elaborado a partir do
descrito por Kasper et al.(®),

Para a preparagdo da cauda do animal para suspensao, os ratos
foram anestesiados com uma aplicacao intramuscular da combi-
nacéo de ketamina e xilazina na proporgao de 30mg/kg e 3mg/kg,
respectivamente. Sob anestesia, a cauda do animal foi lavada e
aplicada tintura de benjoin em toda a pele. Em seguida, a cauda foi
envolvida com espuma adesiva (Reston®), desde sua origem até os
dois tergos proximais, com o objetivo de proteger a pele. Sobre a
espuma foi aplicada uma bandagem elastica Coban® - modelo 1582
da marca 3M®, tensionada homogeneamente, de modo a envolver
toda a espuma. Sobre o envoltério da tira elastica foi colocado um
cordéo estreito fixado por enfaixamentos adicionais, de modo a
formar uma alca que serviu para prender o0 animal ao sistema de
suspensao, por meio de uma presilha. Com o animal ainda aneste-
siado, a extremidade distal da cauda néo enfaixada foi amputada,
para evitar necrose. Apés os procedimentos de preparacéo da
cauda foi aplicado ketoprofeno intramuscular no membro posterior
(analgésico e antiinflamatorio) na dose de 3,5mg/kg. Esta aplicacéo
foi repetida uma vez ao dia, por trés dias consecutivos.

O sistema de suspenséao foi composto por uma gaiola de duas
partes e um sistema de fixagdo do animal. A parte inferior da gaiola
foi formada por uma caixa de acrilico transparente para permitir
a visualizacéo e controle do animal, aberta superiormente. Sobre
essa caixa foi colocada uma gaiola de grade metalica na posigao
invertida, com encaixes nas laterais para garantir a fixagdo com
a caixa de acrilico. O sistema de fixagcdo do animal foi encaixado
na parte superior da gaiola e foi composto por uma presilha, um

®

da suspensao foi ajustada para que o animal pudesse apo
membros anteriores no solo (Figura 1).

gaiola de metal

sistema de
fixagdo

\\\
caixa de acrilico

transparente animal suspenso

Figura 1 - Desenho esquematico do animal suspenso pela cauda na ¢

Treinamento

O treinamento foi realizado em uma esteira motorizada, com
por seis baias individuais, com altura de 15,0cm, largura inter
10,0cm e comprimento de 50,0cm.

Para a exercitacao dos ratos na esteira foi seguido o prot
utilizado por Norman et al.®. O periodo de treinamento foi ini
no dia seguinte ao término da suspenséo, com 10 minutos. F
acrescidos cinco minutos por dia até chegar aos 60 minut
treinamento diarios. A velocidade média da esteira foi de 17n
na posigao horizontal. Os animais foram submetidos a este |
colo por 3 dias consecutivos, seguidos por um dia sem treinar
(descanso/recuperagao).

Anadlise mecanica

Apds o periodo de experimento, os animais foram pesados e d
foram submetidos a eutanasia com dose excessiva de tiop
O fémur esquerdo foi retirado, limpo das partes moles, pes:
identificado para, entdo, ser envolvido em gaze umedecic
solucéo fisiologica e conservado a —20°C.

Doze horas antes do inicio dos processos de preparagao
realizagdo do ensaio mecanico, os 0ssos foram retiradc
temperatura de —20°C e mantidos em geladeira com tempel
média de 1°C e, duas horas antes, foram mantidos em tempe
ambiente que variou entre 25°C e 27°C, para entrar em equ
térmico com o meio ambiente. Para a realizagdo dos ensai
necessaria a inclusao em acrilico da extremidade distal dos fér
para a fixacdo na posicao vertical.

Para isso foi elaborado e confeccionado um acessoério metalice
inclusdo em acrilico de até seis fémures (Figura 2). O acessé
confeccionado em latdo e aluminio. Antes de iniciar os prc
mentos de inclusdo, o acessorio foi untado com éleo minera
evitar aderéncia do acrilico no metal.

i
¢

'
<

Figura 2 - Desenho esquematico do acessorio confeccionado para a in
da porcéo distal dos fémures dos ratos em acrilico. (A) Acessorio desmc
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Os fémures foram colados na base com cola epdxi (5 minutos)
e presos com elasticos para manté-los na posigao vertical até a
cura da cola. Apds, os elasticos foram cortados e o acessério foi
fechado para o recebimento do acrilico. Foi utilizado o acrilico au-
topolimerizante JET-Classico® na proporcéo volumétrica de 2,0ml
de pé para 1,0ml de solvente, os componentes foram misturados
e vazados no acessorio. A polimerizagdo completa ocorreu em
aproximadamente seis minutos e, durante todo o processo, 0
conjunto foi refrigerado em um recipiente com agua gelada, além
de manter umedecida a parte exposta do fémur. Apds a polime-
rizagao completa do acrilico, o acessorio foi aberto e o conjunto
acrilico-osso foi retirado.

Ensaio mecanico

Os ensaios foram realizados em uma maquina universal de ensaio
EMIC®-10000N. Para a obtengao das forgas exercidas foi usada
uma célula de carga com capacidade méaxima de 50kgf e as defor-
magcdes foram captadas pelos sensores internos de deslocamento
da maquina.

O conjunto acrilico-osso foi preso em uma morsa acoplada a base
da maquina universal de ensaio. Foi aplicada uma forga vertical
com um acessoério de 2 mm de didmetro na cabeca femoral até
que houvesse fratura. A velocidade de aplicacéo da forga foi de
0,7mm/min (Figura 3).

Destes ensaios foram obtidos graficos forca x deformagao de
onde foi possivel obter como propriedades mecanicas a rigidez
e a forga maxima.

Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa SigmaStat®
v.2.03. Inicialmente a aplicagéo dos testes estatisticos, foram
realizadas andlises de normalidade e de igualdade de variancia.
Para realizar a comparacéo dos grupos CONT-1 x CONT-Il e dos
grupos CONT-I x S foi utilizado o teste t de Student. Outra compa-
racao realizada foi entre os grupos CONT-Il x S-L x S-T, neste caso
foi utilizado o teste de analise de variancia ANOVA de uma via (One
Way Analysis of Variance) para dados paramétricos. Em todas as
analises foi usado o valor de 5% como nivel de significancia.

Analise radiografica

Apos a realizagdo dos ensaios mecanicos, o conjunto acrilico-osso
foi radiografado por um equipamento de radiografia odontolégica,
na incidéncia antero-posterior com tempo de exposicéo de 0,15
segundo. A tensdo nominal maxima do equipamento foi de 70kVp
e a corrente nominal maxima de 10mA. Foi utilizado filme radio-
gréfico periapical — oclusal — M2 (5cm x 7cm). A distancia entre o
foco radiogréfico e o filme foi de 5cm.

Para revelagédo do filme radiogréafico foram utilizados os procedi-
mentos de rotina, com o cuidado para que todos os filmes ficassem
0 mesmo tempo no revelador e no fixador. As radiografias foram
digitalizadas com 1200 dpi de resolucéo. Aimagem do tergo proxi-
mal do fémur foi ampliada e a fratura analisada quanto ao trago.

Acessorio para aplicacdo de forca
T 1 r

®

RESULTADOS

Para os resultados finais foram considerados todos os animai
nao apresentaram problemas durante os procedimentos e
mentais. Estes problemas foram: peso muito abaixo da méc
inicio dos procedimentos (um animal do grupo CONT-I, um a
do grupo S e um do grupo S-L); morte por causa desconhecid
animal do grupo CONT-I); ruptura da cauda durante a suspe
(trés animais do grupo S, dois do grupo S-L e um do grupo
perda excessiva de peso durante os procedimentos (um a
do grupo S-L) e dois animais do grupo S-T ndo conseguire
adaptar ao protocolo de treinamento. Além disso, dois resul
foram desprezados (um do grupo S-L e um do grupo S-1
apresentarem comportamento mecanico muito diferente en
Gao aos outros espécimes. Portanto, foram considerados pe
analises 10 (dez) animais do grupo CONT-I, 10 (dez) animeé
grupo S, 12 (doze) animais do grupo CONT-II, 9 (nove) anim:
grupo S-L e 10 (dez) animais do grupo S-T.

Ao comparar os dois grupos controle (CONT-I e CONT-I) |
detectadas diferengas significativas nos valores da rigidez
forga maxima. Na comparagéo entre o grupo CONT-l e 0
S a diferenca significativa foi apenas na forga maxima e na
paragao entre os outros trés grupos, nao foi detectada dife
estatistica (Tabela 1).

Grupos
CONT-I S CONT-II S-L S
Rigidez 209,4 189,8 287,2 269,1 27!
(x10% N/m) +64,5 +66,3 +77,1* +46,7 +6:
Fol
. r.ga 101,5 86,3 115,0 104,9 11!
maxima
+10,5 +13,5* +12,6* +12,9 +1
(N)

*diferenga estatistica com o grupo CONT-|

Tabela 1 - Média + desvio padrdo das propriedades mecénicas obtid
ensaios realizados no tergo proximal do fémur esquerdo dos animais.

O padréo de fratura observado
das radiografias foi semelhante
em todos 0s grupos e, basica-
mente, constituido por um trago
que se iniciou no terco lateral do
topo da cabeca e seguiu em uma
dire¢édo verticalizada no sentido
do colo femoral. Em algumas
radiografias, o traco foi bem
visivel e acompanhado de um
pequeno desvio dos fragmentos.
Em outras, ele era pouco visivel,
mas em caso algum houve sepa-
racdo completa dos fragmentos

Figura 4 - Detalhe de uma radi
obtida apds o ensaio de

(Figura 4). compress&o no tergo proxim
fémures esquerdos, mostra
fratura (seta).

DISCUSSAO

Durante os voos espaciais que duram mais de um més os
nautas sdo submetidos a perdas significativas da massa 6s
da densidade mineral dssea nas principais partes do esqt
que suportam o peso corporal, principalmente a coluna ver
e 0s membros inferiores®. Estudos mostraram que estas p
sdo consequéncias do sub-carregamento do peso observal
ambiente de menor gravidade® ™,

O decréscimo da massa 6ssea pode provocar aumento Nno ris
fraturas, ndo durante o periodo de sub-carregamento, mas no
no as atividades fisicas normais. Portanto, é fundamental con
0 comportamento mecéanico das principais estruturas esquels
responsaveis pela sustentagdo do peso corporal, apos o pe
de hipocinesia. Dai surgiu o interesse em analisar mecanicar
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O rato foi escolhido como animal experimental pela facilidade em
manté-lo em laboratdrio, baixo custo e, principalmente pela possi-
bilidade de simular o sub-carregamento.

A suspensao por 28 dias foi baseada em trabalhos realizados com
animais suspensos pelo mesmo periodo; nestes casos, o tempo
foi suficiente para causar alteragdes significativas na estrutura
Osseal™1),

A cauda foi totalmente amputada apds a suspensao, devido as
lesbes graves causadas pelo sistema de fixagao da cauda. Morey-
Holton e Globus e mais recentemente Knox et al.("® apresentaram
diferentes sistemas de fixacao da cauda para suspenséo do rato,
todos com o objetivo de minimizar a compressao da cauda pelas
faixas. Portanto, danos a cauda do animal ainda sé&o problemas,
embora poucos trabalhos o tenham relatado. Para os préximos
estudos, seria importante testar os novos sistemas de fixagéo, na
tentativa de evitar danos a cauda.

Existem varios estudos com diferentes protocolos de exercicio em
esteira, mas foi seguido o protocolo utilizado por Norman et al.® por-
que estes autores treinaram ratos em esteira apds ficarem suspensos
pela cauda por 21 dias. E, segundo eles, o dia de descanso dos
animais foi importante para recuperacao e evitar danos relacionados
ao excesso de treinamento.

O método convencional para testar mecanicamente o tergo proximal
do fémur de ratos é baseado na aplicagcéo de uma forga axial na
cabega do fémur, entretanto, em 0ssos osteoporoticos, a maioria
das fraturas neste local é resultado de momentos fletores elevados,
gerados por forgas laterais ou forgas torcionais!®. Neste trabalho
foi escolhido o método convencional por nao requerer acessorios
especiais, pelos resultados satisfatérios e também, por estar a meto-
dologia de ensaio bem definida. O maior problema observado neste
tipo de ensaio foi 0 alinhamento dos fémures durante a inclusao, mas,
em trabalhos que utilizaram o mesmo tipo de ensaio® "9, os autores
nao descreveram como realizaram o alinhamento do fémur.

A utilizagado do acessorio para inclusao otimizou o processo, visto
que em outros trabalhos as inclusdées foram feitas individualmen-
te, 0 que demanda mais tempo. Portanto, foi possivel realizar os
ensaios mecanicos no mesmo dia da incluséo, sem necessidade
de novo congelamento.

Macroscopicamente, apods a realizacédo dos ensaios foi obser-
vado o esmagamento da cabecga femoral no local da aplicacéo
da forga, confirmando o que foi descrito por Bloomfield et al. 7.
Portanto, de acordo com estes autores, a propriedade mecénica
que melhor representou o comportamento da regiao ensaiada foi
a forca méxima.

Outro ponto a ser comentado é que, neste caso, a estrutura ensaia-
da é formada por osso cortical preenchida com osso trabecular,
ou seja, ndo é homogénea, o que dificulta a interpretagdo dos
resultados. Além disso, nesta parte do fémur o formato é muito
complexo e causa distribuicao irregular das forgas.
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Comparando os grupos CONT-l e CONT-II foram verificadas
ragoes significativas na rigidez e na forga maxima, portantc
foram realizadas comparagdes entre o grupo S (suspenso)
grupos S-L (suspenso-liberado) e S-T (suspenso-treinado).
Ao comparar o grupo CONT-l com o grupo S foi observada dir
¢ao significativa da forga maxima, o que mostra que a suspe
por 28 dias provocou alteragdes estruturais, o que també
encontrado por Bloomfield et al.(".

Na comparacao das propriedades analisadas nao foram el
tradas diferengas estatisticas entre os grupos CONT-Il, S-L
Portanto, a simples liberacao (grupo S-L) promoveu a recupe
da forca maxima da mesma forma que o treinamento.

Nas radiografias nao foi observada diferenca alguma nos pa
de fraturas, provavelmente porque as alteragdes provocada:s
suspensao, suspensao-liberagéo e suspensao-treinamentc
foram suficientes para altera-la, mas, a aplicagdo de uma
diferente (lateral ou torcional) poderia gerar outros tipos de fre
e até um comportamento mecanico diferente.

As diferencas das propriedades mecanicas entre o grupo C
e o grupo CONT-Il sugerem, de acordo com o trabalho de Bu
et al.?9, que existam diferencas na composigdo microestr
dos ossos de animais de diferentes faixas etérias. Portantc
foi possivel fazer comparagao entre o grupo S (suspenso) cc
grupos S-L (suspenso-liberado) e S-T (suspenso- treinado).
Para os proximos trabalhos, a realizagdo do controle radiog
antes dos ensaios, possibilitaria identificar alteragdes geomé
que tenham ocorrido na regiao do tergo proximal do fémur (:
lacao do colo femoral e achatamento da cabeca femoral).
alteragdes poderdo ocorrer como uma adaptagéo as difer
cargas impostas durante o retorno as atividades normais (liber
ou durante o treinamento.

Deste trabalho, fica evidente a necessidade de novos estudo:
resultados que, somados aos aqui obtidos, levardo a melhor
preensao dos fendmenos que ocorrem nos tecidos 6sseos, L
deixam de ser solicitados mecanicamente e re-solicitados.

CONCLUSAO

Nossos achados indicaram que o sub-carregamento dos mer
posteriores de ratos, provocou danos significativos na forga m:
suportada pelo tergo proximal do fémur, e o retorno as ativid
com ou sem treinamento, recuperou o comportamento mec
da regiao.
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