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Modelo de suspensao pela cauda e seu efeito

em algumas propriedades mecéanicas do osso do rato.
Model of tail suspension and its effect in some mechanical properties of the rat bone.

ADRIANA VALADARES DA SiLvA’, JOSE BATISTA VOLPON?

RESUMO

A manutencao do metabolismo mineral normal dos ossos é um
resultado de vérios fatores inclusive das solicitagbes mecanicas que
sao aplicadas aos 0ssos pelas contracdes musculares e pela forga
da gravidade. O proposito desta investigacao foi estudar um modelo
de suspensao de rato pela cauda que simulasse assim as alteragoes
esqueléticas que podem acontecer em um ambiente de microgravi-
dade. O modelo foi analisado em termos de tolerancia do animal e
dos efeitos sobre a resisténcia mecéanica do complexo tibia-fibula.
Apbs a realizagao do ensaio de flexdo em trés pontos, foram obtidos
0s principais parametros mecanicos (carga e deflexao no limite méa-
ximo, carga e deflexao no limite elastico, rigidez e resiliéncia). Foram
utilizadas cinglenta e trés ratas fémeas, distribuidas em quatro gru-
pos conforme o periodo de suspenséao (controle, 7, 14 e 21 dias). O
modelo de suspensao mostrou-se eficaz com boa adaptagao dos
animais e promoveu um enfraquecimento significativo nos 0ssos prin-
cipalmente no periodo de 21 dias.

Descritores: Simulagao de microgravidade; Osso; Ratos.

INTRODUCAO

H4& evidéncias significativas de que um ambiente destituido de
estimulo mecénico produza efeitos diretos na estrutura e fungao 6s-
seas®.

De acordo com Johnson®), periodos de sete ou quatorze dias de
auséncia de contato com o solo séo suficientes para promover alte-
racdes dsseas, principalmente naqueles que servem de apoio para o
peso corporal como, por exemplo, o fémur e a tibia.

Portanto, a remodelagéo éssea é extremamente sensivel a alte-
racbes de tensdes mecanicas geradas dentro do tecido 6sseo.

A aplicacéo de forcas mecanicas durante uma atividade fisica
normal pode ser definida como estimulo mecéanico e causa peque-
nas deformacdes na arquitetura éssea, o que estimula a osteogéne-
se. A atividade fisica pode atuar diretamente na formacéo 6ssea. Ja,
a imobilizagao leva a um processo de reabsorgao do 0sso® ™,

Estudos do efeito do repouso prolongado no leito sobre o meta-
bolismo do calcio mostraram que 0 aumento de calcio na excrecao
urinaria que ocorre durante um confinamento prolongado ao leito nao
€ devido a inatividade, mas sim a auséncia de compressao longitudi-
nal sobre os 0ssos longos, causada pelo tipo de decubito™.
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SUMMARY

The maintenance of the normal metabolism of minerals in the bone
is a result of several factors including the mechanical demands that
are applied to the bones by muscle contractions and gravity force. The
proposal of this investigation was to study a model of tail suspension
of rats thus simulating the skeletal alterations that may occur in a mi-
crogravity environment. The model was analyzed in terms of animal
tolerance and the ensuing effects on the mechanical resistance of the
tibiofibular complex. After a three-point bending test in flexion the main
mechanical parameters were obtained, (load and deflection at the ul-
timate limit, load and deflection at the yielding point, stiffness and re-
silience). 53 adult female rats were used and distributed in four groups
according to the length of time in suspension (control, 7, 14 and 21
days). The model of suspension was efficient with good animals adap-
tation and it caused a significant weakness of bones mainly in the 21-
day period.

Keywords: Weightlessness simulation; Bone, Rats.

INTRODUCTION

There are significant evidences that an environment with no me-
chanical stimulus may produce direct effects in the bone structure and
function®.

According to Johnson, periods of seven or fourteen days without
any ground contact are enough to promote bone alterations, specially
in those ones that support the body weight such as the femur and the
tibia.

Therefore, the bone remodeling is extremely sensitive to alterations
of the mechanical tension generated in the bone tissue.

The use of mechanical forces during a normal physical activity can
be defined as a mechanical stimulus that causes small malformations
in the bone architecture, stimulating the osteogenesis. The physical
activity may directly act in the bone formation. But the immobilization
leads to a bone reabsorption process® .

Studies on the effect of the long resting-on-the-bed periods on the
calcium metabolism showed that the calcium increase in the urine
excretion during this long period of confinement doesn’t occur due to
the lack of activity. It occurs because of the longitudinal compression
on the long bones caused by the type of decubitus.

In order to live or explore the environment with its different climates
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Para que o homem possa viver ou explorar ambientes de diferen-
tes climas ou atmosferas, precisa adaptar-se fisiologicamente a es-
ses ambientes. InUmeras pesquisas estdo sendo realizadas com o
intuito de descobrir qual a influéncia da gravidade na nossa evolugao
e 0 papel que ela representa na fisiologia“®.

As experiéncias realizadas em v6os orbitais sdo muito limitadas.
Por isso a NASA (National Aeronautics and Space Administration) tem
realizado diversos estudos na tentativa de determinar os mecanis-
mos de atrofia muscular e desgaste 6sseo que acontecem em indivi-
duos expostos a microgravidade, tentando simular as condicdes em
vOo espacial®.

Varios modelos foram empregados para simular as modificagoes
que ocorrem em um ambiente de microgravidade. O sistema de ele-
vagao pelo corpo e o modelo de suspensao pela cauda do animal
sédo os dois mais utilizados. Kasper et al.® e Musacchia et al.t"? afir-
maram que o modelo ideal seria aquele que permitisse livre mobili-
dade ao animal, porém com certa restricdo aos movimentos dos
membros posteriores, ou seja, 0 modelo de suspensao pela cauda
do animal. Nessa situagao os membros posteriores dos animais per-
manecem com livre movimentagao, porém sem contato com o solo.
De acordo com a pesquisa realizada por Morey-Holton e Globus",
animais que permanecem em situacdes de microgravidade simula-
da apresentam alteragtes fisioldgicas semelhantes a animais que
estiveram em vbos espaciais. Portanto, o modelo de suspensao de
rato pela cauda é considerado um modelo efetivo para avaliar os
mecanismos fisiologicos e celulares do sistema musculo-esqueléti-
co, que se alteram em resposta a um novo estimulo.

O comportamento mecéanico do osso pode ser estudado pela
realizagao de ensaios mecanicos do tecido ésseo, que sdo impor-
tantes, pois fornecem parametros fundamentais sobre a resisténcia
dessas estruturas®.

O objetivo geral deste estudo foi avaliar um modelo de suspen-
sao de rato pela cauda que simulasse as alteragdes no esqueleto
que ocorrem em um ambiente de microgravidade e analisar sua efe-
tividade em termos de tolerancia do animal a repercussao da sus-
penséo sobre a resisténcia mecéanica do 0sso. E o objetivo especifi-
co foi realizar ensaios mecanicos em flexao do complexo ésseo ti-
bia-fibula apoés diferentes tempos de suspenséo pela cauda e deter-
minar a variagdo de algumas de suas propriedades mecanicas.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado de acordo com as normas da comissao
de pesquisa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo-Preto- USP. Fo-
ram utilizadas ratas fémeas adultas jovens da raca Rattus Norvegi-
cus albinus, variedade Wistar, com peso corporal médio de 250 gra-
mas. Inicialmente os animais foram mantidos em gaiolas comuns,
em numero de cinco em cada uma e, ao atingirem o peso desejado,
foram transferidos para gaiolas individuais especiais. Nestas gaiolas
foram mantidos com os membros posteriores suspensos de modo a
permitir o apoio apenas com 0s membros anteriores para a locomo-
Gao e acesso a agua e a ragao.

Os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais,
conforme o tipo de tratamento. Sendo que o grupo 1 (controle) foi
constituido por animais que nao receberam tratamento especifico.
No grupo 2 os animais permaneceram em suspensao durante 7 dias,
no grupo 3 o periodo de suspenséo foi de 14 dias e dias e no grupo
4 a suspensao foi de 21 dias. Todos o0s animais foram sacrificados
apobs o periodo e as tibias associadas as fibulas foram submetidas
ao ensaio mecanico de flexdo em trés pontos.

Técnica de suspensao

Para o processo de instalagao da suspensao, os animais foram
anestesiados com inalagdo de éter etilico. Inicialmente, a cauda do
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and temperatures, men need a physiological adaptation. Innumerous
investigations have been performed aiming to discover the influence
of the gravity in our evolution and its role in physiology?.

The experiments performed in orbital flights are very limited. There-
fore NASA (National Aeronautics and Space Administration) has per-
formed several studies trying to determine the mechanisms of the
muscular atrophy and the bone attrition that occur in individuals ex-
posed to microgravity, simulating the space flight conditions(?.

Several models were applied to simulate the alterations that occur
in a microgravity environment. The system of elevation by the body
and the model of tail suspension of the animal are the most used.
Kasper et al.® and Musacchia et al.(? assured that the ideal model
would be the one which enabled free mobility of the animal but with a
certain restriction of posterior members movements, i.e., the model of
tail suspension of the animal.

In this situation, the posterior members of the animal remain with
free movements but without ground contact. According to the research
performed by Morey-Holton and Globus™”, the animals that remain in
simulated microgravity situations present physiological alterations sim-
ilar to the animals that were in space flights. Therefore, the model of
tail suspension of the rat is considered an effective model to evaluate
the physiological and cellular mechanisms of the musculoskeletal sys-
tem that change responding to a new stimulus.

The bone mechanical behavior can be studied by the performance
of mechanical tests of the bone tissue that are important because they
provide the fundamental parameters on the resistance of these struc-
tures®.

The general aim of this study was to evaluate a model of tail sus-
pension of the rat that could simulate the alterations in skeletal in a
microgravity environment analyzing its effectiveness referring to the
animal tolerance and the suspension repercussion on the mechanical
resistance of the bone. The particular aim was to perform mechanical
tests by flexing the tibia-fibula bone complex after different intervals of
time of tail suspension in order to determine the variation of some of its
mechanical properties.

Material and Methods

The paper was performed according to the rules of the research
committee of the Medical School of Ribeirdo Preto — USR The experi-
ment used female adult young rats, from the race Rattus Norvegicus
albinus, variety Wistar and mean weight of 250 gr. At first, the animals
were maintained in common cages, in number of five in each one.
When they reached the ideal weight, they were transferred to special
individual cages. In these cages, they were maintained with the poste-
rior members suspended in order to enable the support using the an-
terior members only for the locomotion and water and ration access.

The animals were divided into four experimental groups, accord-
ing to the type of treatment. The Group 1 (control) was formed by ani-
mals that didn’t receive any specific treatment. In the group 2, the an-
imals remained in suspension for 7 days; in the group 3 the suspen-
sion period was of 14 days and in the group 4 the suspension was of
21 days. All the animals were killed after this period and the tibias as-
sociated with the fibulas underwent the three-point bending mechani-
cal test in flexion.

Suspension technique

The animals were anesthetized with etilic ether inhalation in order
to install the suspension process. At first, the animal tail was washed
with water and detergent and after drying, Benjoim tinck was applied
in the whole skin. After that, the tail was enfolded by an adhesive spu-
ma (Reston®) from its origin until the two proximal thirds, approximately,
aiming to protect the skin and avoid cutaneous injuries.
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animal foi lavada com agua e detergente e, apds estar seca, foi apli-
cada tintura de Benjoim em toda a pele. Em seguida, a cauda foi
envolvida por uma espuma adesiva (Reston?) desde sua origem até
0s dois ter¢os proximais, aproximadamente, com o objetivo de pro-
teger a pele e evitar lesdes cutaneas.

Sobre a espuma adesiva foi aplicada uma tira elastica adesiva
que foi tensionada homogeneamente de modo a envolver toda a es-
puma. Sobre o envoltério da tira elastica foi colocada uma fita elasti-
ca estreita que foi fixada por enfaixamentos da tira elastica adesiva e
enfaixamentos adicionais de esparadrapo e barbante de modo a for-
mar uma alga que serviu para conectar o animal ao sistema de sus-
pensao.

Em seguida, com o animal ainda anestesiado, a extremidade distal
da sua cauda que nao estava enfaixada foi amputada com auxilio de
uma cisalha, com objetivo de evitar necrose no local durante o perio-
do em que o animal fosse permanecer suspenso.

Gaiola utilizada

O sistema de contengdo dos animais foi constituido por uma
gaiola composta por duas partes. A parte inferior foi formada por
uma caixa com 35cm de largura, 35cm de comprimento e 21,5cm de
altura, aberta superiormente, fabricada em acrilico transparente, para
permitir melhor visualizagao e controle do animal. Foi feita uma per-
furacdo na lateral dessa caixa para introdugéo do bico do reservato-
rio de agua.

Sobre essa caixa de acrilico, foi colocada, em posicéo invertida,
uma nova caixa de grade metalica com, 35,5cm de largura, 35,5cm
de comprimento e 24cm de altura. Essa caixa superior foi confeccio-
nada com encaixes nas laterais para garantir perfeita fixagao com a
caixa de acrilico. O componente superior foi utilizado ainda como
suporte para o sistema de fixacao do animal. As duas gaiolas foram
acopladas de modo que ficassem encaixadas pelas aberturas, for-
mando um compartimento Unico.

O tamanho da gaiola permitiu aos animais livie movimentagao
com os membros dianteiros, porém mantendo os membros posteri-
ores suspensos, sem apoio no piso da gaiola ou nas laterais.

Apds a montagem da gaiola, foi confeccionado um eixo de sus-
pensao O sistema de fixagao foi composto basicamente por uma
haste rosqueada de ago retilinea, com 40cm de comprimento e 4,5mm
de diametro. Na regido central dessa haste foi encaixada uma presi-
Iha que tinha, na outra extremidade, um encaixe para a alga eléstica
que fazia parte do sistema de acoplamento do animal (Figura 1B).

Foi colocada em cada extremidade da haste uma pequena cha-
pa de aluminio fixada com duas “porcas” para delimitar o espago de
movimentagao do animal no interior da gaiola (Figura 1C), sendo
que o limite de curso para o animal se movimentar foi de 25cm. Essa
haste foi fixada transversalmente na gaiola superior, no maior diame-
tro, tendo varios acessorios compostos por porcas, arruelas e por-
cas borboleta (Figura 1A), com a finalidade de fixa-la as grades da
gaiola e permitir 0 ajuste da excursao lateral e altura de acordo com
o tamanho do animal.

Apds a preparacéo e montagem completa da gaiola, os animais
foram pesados e colocados em suspensao. A presilha colocada na
barra de suspenséo foi presa ao eléstico fixado a cauda do animal
(Figura 2).

No assoalho da gaiola, foi colocada serragem para higienizacao
e também a ragéo do animal, que foram trocadas diariamente. O
fornecimento de dgua ao animal, como descrito anteriormente, foi
feito com a fixagao de uma garrafa na parede lateral. Durante a movi-
mentacao dos animais acontecia um deslizamento da presilha que
permaneceu conectada a cauda e fixada na haste de ago. Os ani-
mais puderam, entdo, movimentar-se em um angulo de 360° com
livre acesso a agua e a ragdo e sem se apoiar nas paredes laterais.
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Adhesive elastic strip was applied on the adhesive spuma. The
strip was tensioned homogeneously enfolding all the spuma. A narrow
elastic ribbon was placed on the elastic strip, fixed by bandages of the
adhesive elastic strip and additional bandages of court plaster and
twine in order to form a handle used to connect the animal to the sus-
pension system.

After that, with the animal still anesthetized, the distal border of its
tail that wasn’t bandaged was amputated by a shear, aiming to avoid
the local necrosis during the period the animal was suspended.

Applied cage

The restraint system of the animal was constituted by a two-part
cage. The lower part was formed by a box with 35 cm of width, 35 cm
of length and 21,5 cm of height, open in the upper extremity. It was
made in transparent acrylic to enable a better visualization and animal
control. It was made a lateral perforation to introduce the water source
point.

Another box with metallic bars with 35,5 of width, 35,5 cm of length
and 24 cm of height was placed in an inverted position on this acrylic
box. This superior box was made with lateral sockets to assure a per-
fect fixation of the acrylic box. The superior component was used as a
support for the fixation system of the animal. The two cages were con-
nected to fit perfectly by the opening, forming a unique compartment.

The size of the cage enabled the animals to perform free move-
ments using the anterior members but maintaining the posterior mem-
bers suspended without a support on the cage floor or on the sides.

After assembling the cage, it was made a suspension axle. The
fixation system was basically composed by a straight steel twisted shatft,
with 40 cm of length and 4,5 mm of diameter. In the central part of this
shatft, in the other extremity, a clasp was fit with a socket to the elastic
handle which was part of the connection system of the animal (Figure
1B).

A small aluminum plate was placed in each extremity of the shatft,
fixed by two “nuts” delimiting the movement space of the animal in the
cage (Figure 1C). The course limit to the animal movement was of 25
cm. This shaft was fixed transversally in the superior cage, in the larger
diameter, and presented several attachments such as nuts, washers
and butterfly nuts (Figure 1 A) with the proposal of fixing it to the cage
bars enabling the adjustment of the lateral excursion and height ac-
cording to the animal size.

After the preparation and complete assembly of the cage, the an-
imals were weighted and placed in suspension. The clasp placed on
the suspension bar was united to the elastic fixed to the animal tail
(Figure 2).

Sawdust for the hygiene and also the animal ration were placed on
the cage floor and replaced diary. The provision of water to the animal,
as previously described, was made by the fixation of a botile on the
lateral wall. During the animal movements, there was a displacement
of the clasp that remained connected to the tail and fixed on the steel
shaft. The animals could move to a 360° angle with free access to
water and ration and without a support on the lateral walls.

Mechanical Tests

The rats were weighted and killed by excessive inhalation of sulfu-
ric ether in order to collect the material. After that the posterior mem-
bers were dissected and weighted; the right and left tibio-fibular units
were cleaned and removed from the soft parts around. The tibia and
fibula bones remained connected and were distally merged in the rat.
Therefore, the periosteum and the articular cartilage of the borders
were preserved and the dissection of the muscles was performed care-
fully in order to avoid bone damages.

After the dissection, the bones were enfolded in a bandage hu-
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Ensaio Mecanico

Para a coleta do material, os ra-
tos foram pesados e mortos com ina-
lagdo excessiva de éter sulfurico.
Depois, os membros posteriores fo-
ram dissecados e as unidades tibio-
fibulares direita e esquerda retiradas
e limpas das partes moles circundan-
tes e pesados. Os 0ssos tibia e fibu-
la permaneceram conectados e no
rato, sao fundidos distalmente. Por-
tanto, o periésteo e a cartilagem arti-
cular nas extremidades foram preser-
vados e a dissecagéo dos musculos
foi realizada com cuidado para evitar
danos aos 0ssos.

Apds a dissecacao, os 0ssos fo-
ram envolvidos em gase umedecida
em soro fisioldgico e estocados em
“freezer” a temperatura aproximada
de -20° C.

Ensaio de flexdo em trés
pontos

Para os ensaios mecanicos foi
utilizada a maquina universal de en-
saio do Laboratério de Bioengenha-
ria da Faculdade de Medicina de Ri-
beirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo. Vinte e quatro horas antes os
ossos foram retirados do “freezer” e
mantidos em um refrigerador comum.
Algumas horas antes de serem tes-
tados, eles foram retirados e manti-
dos em temperatura ambiente, para

entrar em equilibrio térmico, ainda Figure 1C - Detail of the blocking system to delimit the clasp excursion.

envolvidos com gases umedecidas
em soro fisiolégico.

O conjunto tibia-fibula de cada
lado foi submetido a flexdo simples
com trés pontos de apoio. O ponto
de aplicacao da carga foi na face pos-
terior datibia, sendo que a face ante-
rior permanecia voltada para baixo e
a distancia entre os pontos de apoio
foi de 2,5cm. Foi aplicada pré-carga
de 200 g, com tempo de acomoda-
cao de 1 minuto, na direcéo vertical,
de cima para baixo.

A carga foi aplicada a uma velo-
cidade de 0,25mm/min e registrada
por uma célula de carga de 200 kgf
(Kratos®) acoplada ao amplificador
CAE 201 Sodmex® até que houvesse
quebra da tibia. A fibula nao foi sub-
metida diretamente a carga. Todos os
ensaios foram realizados em condi-
coes semelhantes e, durante todos
eles, os 0ssos foram mantidos ume-
decidos em soro fisioldégico para evi-
tar o ressecamento.
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Figura 1A - Eixo de suspensdo montado com todos os acessorios.
Figure 1A - Suspension axle assembled with all the accessories

L R e e R

Figura 1B: Detalhe da presilha que desliza no eixo e serve de
acoplamento do animal.
Figure 1B - Detail of the clasp which slides in the axle and is
used to the animal’s connection

Figura 1C: Detalhe do sistema de bloqueio para delimitacdo da
excursao da presilha.

Figura 2 - Vista da gaiola ilustrando todo o sistema de suspensao e o
posicionamento do animal.
Figure 2 - View of the cage showing all the suspension system and the
animal’s position.
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midified by physiological serum
and stocked in “freezer” in an ap-
proximate temperature of -20° C.

Three-point bending me-
chanical test in flexion

In these mechanical test, it
was used a universal test machine
ofthe Bioengineering Laboratory of
the Medical School of Ribeirao Pre-
to of the Universidade de S&o Pau-
lo. 24 hours before, the bones
were removed from the “freezer”
and kept in a common refrigera-
tor. Some hours before being test-
ed, they were removed and kept
under ambient temperature in or-
der to get the thermal equilibrium.
They were still enfolded in a ban-
dage humidified by physiological
serum.

The tibia-fibula set of each side
underwent three-point bending in
simple flexion. The load applica-
tion point was the posterior side of
the tibia and the anterior side was
turned down. The distance be-
tween the support points was 2,5
cm. It was applied a pre-load of
200 g, with an accommodation
time of 1 minute, vertically, from top
to bottorn.

The load was applied in a
speed of 0,25 mm/min and regis-
tered by a load cell of 200 kgf (Kra-
tos®) connected to the CAE 201
Sodmex® amplifier, until the tibia
fracture. The tibia wasn't directly
submitted to the load. All the tests
were performed in similar condi-
tions and during all of them the
bones were kept humidified by
physiological serum in order to
avoid drying up.

Mechanical parameters
analysis

To each test, a load x deflec-
tion graphic was built and the fol-
lowing mechanical parameters
were obtained. elastic limit, maxi-
mum limit, rigidity and the energy
absorbed by the bone in the elas-
tic phase (resilience) (Figure 3).

Statistical analysis

Animals weight

The animals weight of the
groups 2, 3, and 4, individually, was
analyzed before and after the sus-
pension, using the t test of Student
paired.
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Analise dos parametros mecanicos

Para cada ensaio foi construido o gréfico carga x deflexéo e
obtidos os seguintes parametros mecanicos: limite elastico, limite
maximo, rigidez e a energia absorvida pelo 0osso na fase eléstica
(resiliéncia) (Figura 3).

Analise estatistica
Pesos dos animais

O peso dos animais dos grupos 2, 3, e 4, individualmente, foi
analisado antes e depois da suspensao, utilizando o teste t de Stu-
dent pareado.

A comparacéo estatistica dos pesos dos animais antes da sus-
pensao foi realizada aplicando o teste de ANOVA para comparagao
simultanea entre os grupos e o método de Student-Newman-Keuls
para comparacao entre os pares de grupos. Os mesmos testes fo-
ram aplicados na comparacéo entre 0s grupos 2, 3 € 4 apos a sus-
pensao.

Pesos das pecas

A comparagado estatistica dos pesos das pecas foi realizada,
aplicando o teste de ANOVA para comparacéo simultanea entre os
grupos e o método de Student-Newman-Keuls para comparagao en-
tre os pares de grupos.

Propriedades mecanicas

Para a anélise estatistica da carga e deflexao do limite eléstico,
deflexdo do limite méximo e resiliéncia foi utilizado o teste ANOVA
para comparagao simultanea entre os grupos e o método de Stu-
dent-Newman-Keuls para comparagao entre os pares de grupos.

A carga do limite méximo e rigidez apresentaram uma distribui-
Gao n&o parameétrica, portanto, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis
para a comparagao simultanea entre os grupos e o método de Dunn
para comparagao entre os pares de grupos. O nivel de significancia
foi estabelecido em 5%.

RESULTADOS

Foram colocados em suspensao 45 animais, sendo que, durante
a fase experimental, dois morreram. Estes animais foram os primei-
ros colocados em suspensao, a extremidade da cauda nao foi am-
putada o que resultou em necrose, devido a compressao excessiva
causada pelo sistema de fixagado do animal ligado ao eixo de sus-
pensédo. Portanto, a morte desses
animais pode estar relacionada com
a necrose da cauda. Depois, todos
0s animais tiveram a extremidade da
cauda amputada e nao surgiram
mais complicacoes.

Portanto, foram ensaiados 0s 0s-
sos tibia e fibula direita e esquerda
de 43 animais submetidos a suspen-
s&0, somando 86 testes. Desses ani-
mais 14 pertenciam aos grupos 2 e 3
e 15 ao grupo 4. Foram, também,
analisados 10 animais do grupo con-

trole, sendo que, nesses, foram en- o ia

The statistical comparison of the animals’ weight before the sus-
pension was performed by the ANOVA test to simultaneous compari-
son among the groups and the Student-Newman-Keuls method to
compare the pairs of groups. The same tests were applied in compar-
ison to the groups 2, 3 and 4 after the suspension.

Parts weight

The statistical comparison of the parts weight was performed ap-
plying the ANOVA test to simultaneous comparison among the groups
and the Student-Newman-Keuls method to compare the pairs of groups.

Mechanical properties

For the statistical analysis of the load and deflection of the elastic
limit, deflection of the maximum limit and resilience, ANOVA test was
used to simultaneous comparison among the groups and the Student-
Newman-Keuls method to compare the pairs of groups.

The load of the maximum limit and rigidity presented a non-para-
metrical distribution, therefore it was applied the Kruskal-Wallis test to
simultaneous comparison among the groups and the Dunn’s method
to compare the pairs of groups. The level of significance was settled in
5%.

RESULTS

45 animals were placed in suspension, and two died during the
experimental phase. These animals were the first to be placed in sus-
pension. The tail border wasn’t amputated resulting in necrosis due to
the excessive compression caused by the fixation system of the ani-
mal connected to the suspension axle. Therefore, the death of these
animals may be related to the tail necrosis. After that, all the animals
had their tails extremities amputated and there weren’t more compli-
cations.

The right and left tibia and fibula bones of 43 animals that under-
went suspension were tested, in a total of 86 tests. Of these animals,
14 were from the groups 2 and 3 and 15 from group 4. Ten animals of
the control group were also analyzed and only the right side was test-
ed in these ones.

To obtain the final results, the graphics presenting atypical behav-
iors were discharged what generally reflects the technical problems
occurred during the test. Therefore, of the 96 tests 87 were used for
the final analysis.

Animals weight

By analyzing the animals weight val-
ues, it wasn't observed any statistical
difference among the groups at the be-
ginning of the experiment (p = 0,054).
The mean weight of the animals from the
group 1 (control) was 257,3 g; in the
group 2, it was 245,1 g, in the group 3, it
was 246,8 g and in the group 4 it was
260,4 g.

At the end of the experiment, the
overall weight of the group 2 (7 days of
suspension) presented a significant sta-
tistical difference comparing to group 4

saiados apenas o lado direto. -

Para obtengao dos resultados fi-
nais foram descartados os graficos
que apresentaram comportamentos
atfpicos o que, geralmente reflete pro-

Figura 3 - Grafico carga x deflexdo, a partir do qual sdo obtidas
as principais propriedades mecénicas do ensaio de flexdo em
trés pontos.

Figure 3 - Load x deflection graphic. From this graphic,
the main mechanical properties of the essay of flexion

Deflexao / Deflection (21 days of suspension). Therefore, be-
tween group 2 and group 3 there wasn’t
any statistical difference as well as be-
tween groups 3 and 4. After the suspen-

sion, the mean weight of the animals in

in three points are obtained.
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blemas técnicos ocorridos durante o ensaio. Sendo assim, do total
de 96 ensaios foram aproveitados 87 para a anélise final.

Peso dos animais

Analisando os valores do peso dos animais, observou-se que
nao houve diferenca estatistica entre os grupos no inicio do experi-
mento (p=0,054). A média de peso nos animais do grupo 1 (contro-
le) foi de 257,3 g, no grupo 2 foi 245,1 g, no grupo 3 foi de 246,8 g e
no grupo 4 foi 260,4 g.

No final do experimento o peso do grupo 2 (7 dias de suspen-
sédo) global apresentou diferenca estatistica significante em relagéao
ao grupo 4 (21 dias de suspenséo). Porém entre os 2 e grupo 3 néo
houve diferenca estatistica, assim como entre os grupos 3 e 4. Apds
a suspensao, a média de peso nos animais do grupo 2 foi de 234,3
g, no grupo 3 foi 241,1 g e no grupo 4 foi 256,0 g.

O peso dos animais em cada grupo foi também analisado, antes
e apds o periodo de suspensdo. O grupo 2 apresentou diferenca
significativa (p=0,006). No grupo 3 nao houve diferenca significante
(p=0,061) e, no grupo 4, observou-se que houve diferenca signifi-
cante (p=0,024).

Peso das Pecas

Analisando os valores do peso das pegas (tibia-fioula), obser-
vou-se que houve diferenga entre todos grupos (p=0,0140). A média
do peso das pegas nos animais do grupo 1 (controle) foi de 0,864,
no grupo 2 foi 0,77g, no grupo 3 foi 0,79g e no grupo 4 foi de 0,76g.
O grupo 1 apresentou diferenga quando comparado a todos o0s ou-
tros grupos: Grupo 1 e Grupo 2 (p=0,035), Grupo 1 e Grupo3
(p=0,020) e Grupo 1 e Grupo 4 (p=0,0015). Quando comparamos
0s grupos 2, 3 e 4 nao observamos diferenca: Grupos 2 e 3 (p=0,332),
Grupos 2 e 4 (p=0,948) e Grupos 3 e 4 (p=0,275).

ENSAIO MECANICO

A partir dos gréficos carga x deflexdo, foram obtidos os valores
das propriedades mecanicas dos ensaios de flexdo em trés pontos
dos ossos tibia e fibula do grupo controle e de ratas submetidas aos
diferentes periodos de suspenséo (7, 14 e 21 dias).

A Figura 4 mostra o valor médio da carga no limite elastico (LE)
obtido nos ensaios dos ossos tibia e fibula das ratas do grupo 1
(controle) que foi de (46,75+5,00)N, para o grupo 2 foi (41,39+5,59)N,
para o grupo 3 foi (37,58=7,25)N e para o grupo 4 foi (32,17+5,27)N.
A comparagao simultanea entre todos os grupos foi estatisticamente
diferente (p=0,009). Apds andlise dos valores da carga no LE foi ve-
rificado que houve diferenga significante entre o grupo1 (controle) e
0 grupo 2 (p=0,0064), entre o grupo 1 (controle) e o grupo3
(p=0,0085) e entre o grupo 1 (controle) e o grupo 4 (p=0,0096). Pode-
se observar, também, diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos 2 e 3 (p=0,029), entre os grupos
2 e 4 (p<0,0011) e entre os grupos 3 e 4
(p=0,002) .

Carga no Limite Elastico
Load in the elastic limit

group 2 was 234,3 g, in group 3 was 241,17 g and in group 4 was 256,0
g.

The animals’ weight in each group was also analyzed, before and
after the suspension period. The group 2 presented significant differ-
ence (p=0.006). In the group 3, there wasn’t any significant difference
(p=0.061) and in the group 4 there was a significant difference
(p=0.024).

Parts weight

By analyzing the parts weight values (tibia-fibula), it was observed
a difference among all groups (p=0,0140). The mean parts weight of
the animals in the group 1 (control) was 0,86 g, in the group 2 was
0,77 g, in the group 3 was 0,79 g and in the group 4 was 0,76g. The
group 1 presented difference when compared to all the other groups:
Group 1 and Group 2 (p=0.035), Group 1 and Group 3 ( p=0,020)
and group 1 and group 4 (p=0.0015). When the groups 2, 3and 4 are
compared it isn’t observed any difference: groups 2 and 3 (p=0,332),
groups 2 and 4 (p=0,948) and groups 3 and 4 (p=0,275)

MECHANICAL ESSAY

From the load x deflection graphic, the mechanical property val-
ues of the flexion tests were obtained in three points of the tibia and
fibula bones of the control group and of the females rats that under-
went different suspension periods (7, 14 and 21 days)

Figure 4 shows the mean load value in the elastic limit (EL) ob-
tained in the tests with tibia and fibula bones of the rats of the group 1
(control) that was (46,75+5,00)N. In the group 2 it was (41,39+5,59)N,
in the group 3 it was (37,58=7,25)N and in the group 4 it was
(32,17=5,27)N. The simultaneous comparison among all the groups
was statiscally different (p=0,009). After analyzing the load values in
EL, it was verified that there was a significant difference between the
group 1 (control) and the group 2 (p=0,0064), between the group 1
(control) and the group 3 (p=0,0085) and between the group 1 (con-
trol) and the group 4 (p=0,0096). It was also observed a statistically
significant difference between the group 2 and 3 (p=0,029) , between
the groups 2 and 4 (p<0,0011) and between the groups 3 and 4
(p=0,002).

The deflections in EL presented mean values of
(0,478+0,046)x10°*m in the group 1 (control), (0,484+0,075)x10°m
in the group 2, (0,457=0,099)x10°m in the group 3 and
(0,455+0,094)x10°m in the group 4. The simultaneous comparison
among all the groups wasn't statiscally different (p=0,580). By com-
paring the deflection values in EL, it was verified that there wasn't a
statiscally significant difference among the groups. The values were:
(p=0,816) between the groups 1 and 2, (p=0,529) between the groups
1and 3, (p=0,464) between the groups 1 and 4, (p=0,291) between
the groups 2 and 3, (p=0,485) between the groups 2 and 4 and
(p=0,928) between the groups 3 and 4 (figure 5).

The load mean value in the maximum
limit (ML) was (60,01+7,84) in the group 1
(control), (51,29=+.4,37)N in the group 2,

As deflexdes no LE no grupo 1 (contro-
le) apresentaram valores médios de
(0,478+0,046)x10°m, para o grupo 2
(0,484+0,075)x10°m, para o grupo 3
(0,457+0,099)x10°m, e, para o grupo 4

48,75

Py

Ly = i was statiscally different (p=<0,001). It

(51,05+.8,78)N in the group 3 and
(43,77=.4,49)N in the group 4. The simul-
taneous comparison among all the groups

= could be observed that there was a statis-

HHH

(0,455+0,094)x10°m. A comparagao simul-

cally significant difference between the

tanea entre todos o0s grupos néo foi estatis-
ticamente diferente (p=0,580). Comparan-
do os valores das deflexdes no LE, foi verifi-
cado que nao houve diferenca estatistica-
mente significante entre os grupos. Os va-
lores obtidos foram: entre o grupo 1 e o gru-
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Figura 4 - Comparagao entre os valores médios das
cargas no limite eldstico nos diferentes grupos.
Figure 4 - Comparison among the mean values of
the loads in the elastic limit in different groups.

group 1 and 2 (p=<0,001), 1 and 3
(p=0,008) and 1 and 4 (p=<0,001). There
was also a statiscally significant difference
between the groups 2 and 4 and 3 and 4,
but there wasn't difference between the
groups 2 and 3. (Figure 6).
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po 2 (p=0,816), entre o grupo 1 e
0 grupo 3 (p=0,529) e entre o gru-
po 1 e o grupo 4 (p=0,464), entre
0s grupos 2 e 3 (p=0,291),2e 4
(p=0,485), entre os grupos 3 e 4
(p=0,928) (Figura 5).

O valor médio da carga no li-
mite maximo (LM) no grupo 1 (con-
trole) foi (60,01+7,84), para o gru-
po 2 foi (561,29+.4,37)N, para o
grupo 3 foi (51,05+.8,78)N e para
0 grupo 4 foi (43,77=.4,49)N. A
comparagao simultanea entre to-
dos os grupos foi estatisticamente
diferente (p=<0,001). Pode-se
constatar que houve diferenca es-
tatisticamente significante entre o
grupo 1 e o grupo 2 (p=<0,001),
entre o grupo 1 e o grupod
(p=0,008) e entre o grupo 1 e o
grupo 4 (p=<0,001). Pode-se ob-
servar que também houve diferen-
ca estatisticamente significante
entre 0s grupos 2 e 4 e entre 0s
grupos 3 e 4, porém néo houve di-
ferenca entre o grupo 2 em rela-
cao ao grupo 3 (Figura 6).

As deflexdes no LM dos ensai-
0s das ratas do grupo 1 (controle)
apresentaram valor médio de
(0,697+0,071)x10°m, para o gru-
po 2 foi (0,729+0,088)x10°m, para
o grupo 3 (0,711x0,075)x10°m e
para o grupo 4 (0,765+0,114)x10°
’m. A comparagao simultanea en-
tre todos os grupos nao foi esta-
tisticamente diferente (p=0,105).
Os valores das deflexdes no LM
foram comparados e constatou-se
que nao houve diferencga estatisti-
camente significante entre os gru-
pos. O valor obtido entre o entre o
grupo 1 e o grupo 2 foi (p=0,306),
entre o grupo 1 e o grupo 3 foi
(p=0,615) e entre o grupo 1 e o
grupo 4 (p=0,086). Nao houve di-
ferencga estatistica entre os grupos
2e 3 (p=0,481), entre os grupos 2
e 4 (p=0,176), e entre 0os grupos 3
e 4 (p=0,098) (Figura 7).

O valor médio da rigidez nos
ensaios do grupol (controle) foi
(102,99+17,88)x10°N/m, para o
grupo 2 foi (87,36+12,04)x10°N/m,
para o grupo 3 (82,89+19,78)x10°N/
m e, para o grupo 4, foi
(71,18=11,47)x10°N/m. A compa-
racdo simultanea entre todos os
grupos foi estatisticamente diferen-
te (p<0,001). Comparando os va-
lores da rigidez foi verificado que
houve diferenca estatisticamente
significante entre o grupo 1 e o gru-
po 2 (p=0,004), entre o grupo 1 e
o grupo 3 (p=0,008) e entre o gru-
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Figura 5 - Comparacao entre os valores médios das
deflexées no limite elastico nos diferentes grupos.
Figure 5 - Comparison among the mean values of the
deflections in the elastic limit in different groups
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Figura 6 - Comparagdo entre os valores médios
das cargas no limite maximo nos diferentes grupos.
Figure 6 - Comparison among the mean values of the
loads in the maximum limit in different groups
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Figura 7 - Comparagéo entre os valores médios
das deflexbes no limite maximo nos diferentes grupos.
Figure 7 - Comparison among the mean values of the

deflections in the maximum limit in different groups.

Rigidez
Regidity
140
120
_ 100
5 80 J‘_.__ — _47
b —
E o 102,99 a;rala =i
40 = 2 8280 _ _ |7118
20 =
0 =
Grupo Grupo Grupo Grupo
Group 1 Group 2 Group 3 Group

Grupos / Groups

Figura 8 - Comparagéao entre os valores médios
da rigidez nos diferentes grupos.

Figure 8 - Comparison among the mean values of rigidity

in different groups.

The deflections in ML in the tests
of the rats presented a mean value
of (0,697=0,071)x10°m in the group
1 (control), (0,729+0,088)x10°m in
the group 2, (0,711+0,075)x10°m in
the group 3 and the
(0,765+0,114)x10 in the group 4.
The simultaneous comparison
among all the groups showed that
there wasn't statiscally significant
difference among the groups. The
obtained value between the group 1
and 2 was (p=0,306), (p=0,615)
between 1 and 3 and (p=0,086)
between 1 and 4. There wasn't sta-
tistic difference between the groups
2 and 3 (p=0,481), 2 and 4
(p=0,176) and 3 and 4 (p=0,098)
(Figure 7).

The mean value of rigidity in the
tests was (102,99+17,88)x10°N/m in
the group 1, (87,36 +12,04)x10°N/m in
the group 2, (82,89+19,78)x10°N/m in
the group 3and (71,18+11,47)x10°N/
m in the group 4. The simultaneous
comparison among all the groups
was statiscally different (p<0,001).
By comparing the rigidity values, it
could be observed that there was a
statistically significant difference
between the groups 1 and 2
(p=0,004), 1 and 3 (p=0,008) and
1 and 4 (p<0,001). There was a
statistic difference between the
groups 2 and 4 but there wasn't dif-
ference between the groups 2 and
3 or 3and 4 (Figure 8).

The calculated resilience
presented a mean value of
(1,041=0,116)x102J in the tests of
the group 1 (control),
(0,933+0,229)x102J in the group
2, (0,803=0,270)x102J in the group
3 and (0,648+0,335 )x104J in the
group 4. The simultaneous compar-
ison among all the groups was
statiscally different (p=0,002).
There wasn’t a statistic difference
between the group 1 and 2 (p=
0,168). However there was a differ-
ence between the group 1 and the
group 3 (p=0,011) and between the
groups 1 and 4 (p=0,001). There
was a statistically significant differ-
ence between the groups 2 and 4,
but there wasn't difference between
the groups 2 and 3 or 3 and 4. The
obtained values between the
groups 2 and 3 were (p=0,105),
(p=0,002) between the groups 2
and 4 and (p=0,052) between the
groups 3 and 4. (Figure 9).
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po 1 eogrupo 4 (p<0,001). Houve diferen-

DISCUSSION

ca estatistica entre os grupos 2 e 4, porém Desnaiiniy y
n&o houve diferenca entre os grupos 2 e 3; ” . Thet;’esearch rel(;ted toﬁt]h? astronautsf
e 0 grupo 3 em relagéo ao grupo 4 (Figura . stay in the space Shows that a Seres o
8). Siaa {: B :lr'_ musculoskeletal a/terfat/ons may really oc-
Sa ) £ os gl gt i cur, even after returning to the Earth. This

A resiliéncia calculada nos ensaios do =, oo (RS oss| _ || research can be useful in order to determine
grupo 1 (controle) apresentou valor médio 02 ; - 0648 prevention measures or a treatment to 0s-
de (1,041x0,116)x10J, para o grupo 2 o teopenia, not only for astronauts but also to

(0,933+0,229)x102J, para o grupo 3 S5
(0,803+0,270)x102J e para o grupo 4
(0,648+0,335)x102J. A comparagao simul-
tanea entre todos os grupos foi estatistica-
mente diferente (p=0,002). Nao houve di-
ferenga estatistica entre o grupo 1 e o gru-
po 2 (p=0,168). Porém, houve diferenca
entre o grupo 1 e o grupo 3 (p=0,011) e entre 0 grupo 1 e o0 grupo 4
(p=0,001). Houve diferenga estatisticamente significante entre os gru-
pos 2 e 4, porém néo houve diferenga entre os grupos 2 e 3 e 0s
grupos 3 e 4. Os valores obtidos entre os grupos 2 e 3 foram
(p=0,105), entre os grupos 2 e 4 (p=0,002), € entre os grupos 3 e 4
(p=0,052) (Figura 9).

DISCUSSAO

As pesquisas relacionadas com permanéncia dos astronautas
no espacgo mostram que realmente ocorre uma série de alteragbes
musculo-esqueléticas, mesmo apos o retorno a Terra. Essas pesqui-
sas podem ser Uteis para determinar medidas de prevengao ou tra-
tamento da osteopenia, ndo somente para astronautas, mas tam-
bém para pacientes com osteoporose ou ainda pacientes que ne-
cessitam permanecer acamados por longos periodos® ',

A maior importancia desta pesquisa esta relacionada com a ne-
cessidade da compreensao e manipulagao da forgas que agem so-
bre o corpo humano como ténus muscular, resisténcia externa, atri-
to, com intuito de identificar fatores de risco, estabelecer medidas
preventivas e instituir medidas terapéuticas de reabilitagdo adequa-
das ao enfraquecimento dsseo provocado pela inatividade.

Martin et al.(9 fez comparacao entre os dados obtidos em ani-
mais que permaneceram em suspensao. As semelhancas encontra-
das nos testes sugerem que o modelo de suspensao é vélido, princi-
palmente para analise de alteragdes musculo-esqueléticas.

Nosso modelo de suspensao foi desenvolvido a partir do descri-
to por Kasper et al.®, com algumas modificagoes. Um exemplo foi a
haste utilizada no eixo de suspensao. Em nosso estudo piloto, reali-
zado de acordo com a descrigao original, ela era lisa, o que dificulta-
va o controle do deslocamento dos animais, vez que eles deslizavam
involuntariamente até mesmo quando estavam dormindo. Essa has-
te foi entdo substituida por uma rosqueada, o que permitiu maior
estabilidade do animal durante sua movimentagao e ainda facilitou a
fixacao do eixo de suspensao. O tamanho da gaiola foi elaborado de
tal forma a impedir que os animais se apoiassem em qualquer parte
da gaiola. O sistema de suspensao pela cauda foi desenvolvido mi-
nuciosamente para evitar que ocorresse qualquer tipo de lesao na
cauda do animal.

No levantamento bibliogréfico foi observado um ndmero muito
pequeno de trabalhos que realizaram ensaios mecanicos em animais
que permaneceram em ambientes de simulacao de microgravidade.

O objetivo deste trabalho surgiu do interesse em analisar as alte-
racbes O0sseas ocorridas durante perfodos de permanéncia em am-
bientes de microgravidade, ou de restricdo da atividade fisica, por
meio do ensaio de flexdo em trés pontos. Esse ensaio foi escolhido
por se mostrar eficiente nas andlises propostas e também por ser
simples.
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Figura 9 -Comparac&o entre os valores médios
da resiliéncia nos diferentes grupos.
Figure 9 - Comparison among the mean values of
the resilience in different groups.
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patients presenting osteoporosis or need-
ing to rest in bed for long periods?™.

The most important in this research is
related to the necessity of understanding
and managing the forces that act on the
human body such as the muscular tone, the
external resistance, the friction. The aim is to identify the risk factors
settling prevention and therapeutical measures of rehabilitation ade-
quate to the bone weakness caused by inactivity.

Martin et al.” compared the data obtained in animals that under-
went suspension. The similarities found in the tests suggest that the
suspension model is valid, mainly to the analysis of musculoskeletal
alterations.

Our suspension model was developed from Kasper et al.® papers
with some changes. An example was the shaft used in the suspension
axle. In our pilot study, performed according to the original description,
it was smooth, what caused difficulty in controlling the animals’ move-
ments since they slid unintentionally even while sleeping. This shaft
was then substituted by a twisted one, what enabled a greater stability
of the animal during its movements making it easier the suspension
axle fixation. The cage size was projected in order to obstruct the ani-
mals support in any part of the cage. The system of tail suspension
was meticulously developed in order to avoid any lesion in the animal
tail.

During the bibliographical research, there were only few papers
performing mechanical tests in animals maintained in microgravity sim-
ulation environment.

The aim of this paper came from the interest in analyzing the bone
alterations occurred during stays in microgravity environment or in pe-
riods of physical activity restriction, by the essay of flexion in three points.
This essay was chosen because it appears effective in the purposed
analysis and because it is simple.

The animals selected for this paper were adult-and young since
they present a reasonable size of the tibia and fibula, facilitating the
management and fixation of the samples to a better view of the events
occurred during the mechanical essay.

The mean weight of each animal was 250 gr., This size was con-
sidered adequate for the cage size and for the suspension system
developed in this paper.

In Desplanches et al.® results, the animals presented a higher
loss of weight during the first days of suspension but, after fourteen
days, most of them restored the lost weight.

In our paper, the analysis of the animals weight variation among
the groups and in different periods inter-groups showed that, at first,
there was a significant weight loss which is natural and expected be-
cause of the stressing condition of the animal. However, after that it
occurred a partial recovery showed by the significant weight increase
in the group 4, when the mean weight is analyzed at the beginning and
at the end of the experiment.

This is clear when we compare the present increase between the
final mean weight in the groups 2 and 3. The analysis of the weight in
the group 3 (14 days) shows that it is a transitional period.

Summarizing, regarding the weight analysis, our results showed
that at first the animal was resentful with the new imposed condition
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Os animais selecionados para esse trabalho foram adultos-jo-
vens, pois apresentam um tamanho razoavel de tibia e fibula, o que
facilita a manipulagao e fixacdo das amostras, para melhor visualiza-
cao dos eventos ocorridos durante o ensaio mecanico.

O peso médio de cada animal foi de 250 gramas. Esse tamanho
foi considerado adequado para o tamanho da gaiola e para o siste-
ma de suspensao elaborado neste trabalho.

Nos resultados de Desplanches et al.®, os animais tiveram maior
perda de peso nos primeiros dias de suspensdo mas, apés quator-
ze dias, a maioria deles recuperou o peso perdido.

Em nosso trabalho, a anélise da variagdo do peso dos animais
entre os grupos e, em diferentes periodos inter-grupos, mostrou que,
no inicio, houve perda significativa do peso, o que é natural e espera-
do devido a condigao estressante a que o animal é submetido.
Entretanto, depois, ocorre recuperagao parcial mostrada pelo incre-
mento significativo de peso no grupo 4 quando se analisa o peso
medio do inicio e final do experimento, nesse grupo. Isto também
fica patente quando se compara o incremento existente entre o0 peso
médio final dos grupos 2 e 3.

A anélise do peso no grupo 3 (14 dias) mostra que esse periodo
¢ transicional.

Em resumo, quanto a analise do peso, nossos resultados mos-
traram que o animal, inicialmente, ressente-se bastante da nova con-
digao que Ihe é imposta mas que, depois, sofre adaptacéo, recupe-
rando-se quase que totalmente ao final de 21 dias. Esse mesmo re-
sultado foi observado por Morey-Holton e Globus™ que relata uma
manutencgao de peso dos animais apds a adaptagdo a suspenséo.

A pergunta que se faz a seguir € se seria conveniente manter
esses animais em suspenséo por periodos mais prolongados, com
a finalidade de verificar se haveria recuperagao completa do peso.
Com essa medida, provavelmente, haveria complicacdes relaciona-
das principalmente com o préprio sistema de fixagado da cauda, que
teria que ser refeito, e, talvez, outras complicagoes, por exemplo res-
piratorias.

As médias do peso das pegas (tibia e fibula) obtidas para o en-
saio foram analisadas e o grupo 1 (controle) apresentou diferenca
estatistica em relagao aos outros grupos, o que se explica pela pro-
vavel hipotrofia 6ssea sofrida com a imobilizacéo.

Analisando em conjunto as propriedades mecanicas, verifica-se
que, exceto pela deflexdo no limite eléstico e no limite méximo, hou-
ve diminuigcao de todas elas do primeiro para 0 quarto grupo, o que
indica diminuicao global da resisténcia 6ssea aos esforgos aplica-
dos, mostrando a efetividade do sistema de suspensao em provocar
o enfraquecimento do o0sso, que foi mais acentuada no periodo mais
longo. Ou seja, 0s animais safram do sistema com o 0sso enfraque-
cido o que é muito importante em termos do que fazer a seguir, no
caso de se considerar seres humanos a serem submetidos a um
processo de reabilitacdo em decorréncia da exposicao a uma condi-
cao de microgravidade real ou em funcao de acamamento prolonga-
do ou em grandes imobilizacdes. Nesse sentido, esses dados forne-
cem subsidios para, em condigcdes experimentais, serem testados
varios programas ou técnicas de reabilitacdo que devem, sempre,
otimizar o bindmio “menor tempo e menor risco”. Assim, outros tra-
balhos poderéo ser desenvolvidos a partir desta experiéncia, inclusi-
ve com o ensaio de drogas que possam atuar no metabolismo 6s-
seo.

Fazendo um detalhamento dos dados obtidos com o ensaio me-
céanico, nota-se que a alteragdo mais precoce surgida foi da carga
no limite de elasticidade, enquanto que as outras foram tardias e
mais bem caracterizadas aos 21 dias, sendo que o grupo de 14 dias
realmente representou uma fase de transigao, da mesma maneira
que com relagao ao peso corporal e, portanto, nao se presta para
analise definitiva. Como a deflexdo nao foi alterada também aos 21
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but after that it underwent adaptation and recovered almost totally at
the end of 21 days. The same result was observed by Morey-Holton e
Globus™ that report maintenance of the animals’ weight after the ad-
aptation to the suspension.

The question that follows is if it would be convenient or not to main-
tain these animals in suspension for longer periods aiming to verify the
probable complete recovery of weight. By this measure, probably, it
would present complications related to the tail fixation system, that
would have to be remade or maybe other complications such as respi-
ratory ones.

The mean weight of the parts (tibia and fibula) obtained for the
essay were analyses and the group 1 (control) presented a statistical
difference compared to other groups. This can be explained by the
probable bone hypertrophy caused by the immobilization.

Analyzing the mechanical properties as a whole, it was verified that,
except to the deflection in the elastic system and the maximum limit,
there was a decrease in all of them from the first to the fourth group,
indicating an overall decrease of the bone resistance to the applied
force. This shows the effectiveness of the suspension system in caus-
ing the bone weakness, more stressed for the longer period. There-
fore the animals finish the experiment present bone weakness. This is
an important factor in order to determine the following step in case of
evaluating human beings undergoing a rehabilitation process due to a
real microgravity condition exposure or due to a long period of rest in
bed or immobilization.

This way, the data provide grants to test several programs or reha-
bilitation techniques in experimental conditions in order to optimize
the concepts “shorter time and shorter risk”. So, other papers can be
developed from this experiment including the drug essay that can act
in the bone metabolism.

By detailing the data obtained with the mechanical essay, it was
verified that the earlier alteration was the one of the load in the elastic-
ity limit, while the other alterations were later and well characterized in
21 days. The fourteen-day group really represented a transition phase
even regarding the body weight and therefore it should not be useful
for the definitive analysis.

As the deflection didn’t present alterations in 21 days, it can sug-
gest that a longer time of suspension would be more adequate to modify
it. From the same reasoning used in the weight analysis, there would
be a necessity to test other intervals in order to optimize this period but
maybe a limiting factor is the animal tolerance.

However, twenty-one days appear to be a good experimentation
period since at the end of this time, important properties such as the
maximum load and rigidity will be significantly altered. These proper-
ties strictly show the bone weakness and the higher risk of fractures
and, in a rude way, are equivalent to the finds of other authors in other
circumstances®.

The detailed relationship between the type of mechanical property
and the microstructure of the bone is still to be determined but overall
it depends on the type/quality of the collagen and the mineral part,
mainly the calcium. Therefore, it is difficult to explain, regarding the
microstructure, what happens to the bone with the suspension that
can significantly weaken it but doesn't interfere in its deflection capac-
ity. We think this should be a reason for a new investigation.

In the literature, Morey-Holton and Globus"" mention that micro-
gravity environment or those ones that simulate its effects promote a
decrease in the formation and in the reabsorption of the bone. These
mechanisms should directly act in the collagen quantity. Other factor
that may interfere in the bone resistance is the spacial distribution of
the collagen and the formation of the bone gills that, according to Wolff’s
Law, depends on the mechanical requests.

We only need to find if 21 days are enough to observe these alter-
ations.
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dias, pode-se sugerir que um tempo maior de suspensao seria mais
adequado para modifica-la. Usando o mesmo raciocinio empregado
para o peso, para otimizar esse periodo haveria necessidade de tes-
tar outros tempos mas, talvez, um fator limitante seja a tolerancia do
animal.

Entretanto, em termos praticos, 21 dias parecem ser um bom
periodo de experimentacéo, pois ao fim deste tempo, importantes
propriedades como carga maxima e rigidez estao significativamente
alteradas e estas propriedades expressam com rigor o enfraqueci-
mento do 0sso e maior risco de fraturas sendo, grosso modo, equi-
valente ao ja encontrado por outros, em outras circunstancias®.

A relagdo minuciosa entre o tipo de propriedade mecanica e a
microestrutura do osso ainda estéa por ser determinada, mas depen-
de globalmente do tipo/ quantidade de colageno e da parte mineral,
principalmente o calcio. Assim, fica dificil explicar, em termos de mi-
croestrutura, 0 que acontece ao 0SSO Com a suspensao a ponto de
enfraquecé-lo significativamente mas nao interferir em sua capaci-
dade de deflexdo. Cremos que esse assunto deva ser motivo de in-
vestigacao.

Na literatura, Morey-Holton e Globus™ referem que ambientes
de microgravidade ou que simulem seus efeitos promovem tanto di-
minuigao na formagao quanto na reabsorgao do 0sso. Esses meca-
nismos atuariam diretamente na quantidade de colageno. Outro fa-
tor que pode estar interferindo na resisténcia éssea é a propria distri-
buicéo espacial do coladgeno e formagéo das lamelas ésseas que,
de acordo com a Lei de Wolff, depende das solicitagdes mecanicas.
Resta saber se 21 dias sao suficientes para que estas modificagoes
sejam percebidas.

Outras pesquisas podem ser realizadas a partir do modelo de-
senvolvido neste trabalho. Como por exemplo, testar tempos mais
longos de exposigdo a suspenséo, caracterizar melhor do ponto de
vista metabdlico as alteracdes encontradas no metabolismo do cal-
cio e fosforo, estudar modificagdes na microestrutura do osso apos
a suspensao, testar diferentes métodos de reabilitagdo usando o
modelo aqui estudado e ainda testar a influéncia de substancias que
atuam positivamente na neoformacéo 6ssea, como os disfosfana-
dos.

CONCLUSAO

O modelo de suspenséo elaborado neste trabalho mostrou ser
eficaz, simples e com boa tolerancia dos animais.

A hipoatividade provocada causou redugoes significativas nos
valores da maioria das propriedades mecéanicas no 0sso, levando ao
seu enfraguecimento.
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