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Resumo

O desenvolvimento 6sseo nas aves € diferenciado e, radiograficamente, ndo existe uma placa de
crescimento visivel. A densitometria radiografica (DR) é utilizada para avaliar e mensurar a
densidade 6ssea. Foram utilizadas cinquenta e quatro codornas-japonesas (Coturnix japonica) de um
dia de vida e de ambos os sexos. A cada trés dias foram pesados dois animais e, em seguida,
identificados, submetidos a eutanasia e radiografados. Foi utilizada uma escada de aluminio de vinte
e um degraus para a mensuracdo densitométrica. Realizaram-se mensuracdes de comprimento do
umero, radio, ulna, fémur, tibiotarso e tarsometatarso; correlacdo do periodo de postura com a
ocorréncia de hiperostose poliostotica (HP) nos 0ssos longos; bem como avaliacdo densitométrica ao
longo de 80 dias. Houve aumento na densidade Gssea conforme crescimento em comprimento dos
0ss0s em Umero, seguido pelo tibiotarso, ulna e fémur, verificado principalmente no periodo de sete
a 13 dias de vida. No umero e no fémur, houve significativo aumento de densidade dssea também
entre 70 a 79 dias. A partir do 61° dia, foi identificada a presenca de hiperostose poliostética nos
fémures das fémeas. A DR € uma técnica aplicavel em C. japonica como um método acessivel e de
baixo custo. Os resultados confirmam um grande aumento mineral ao longo do crescimento e durante
a postura, confirmando a presenca de HP na espécie.

Palavras-chave: ave; crescimento, densidade 0ssea; fise; radiografia.

Abstract

In birds, bone development is distinct and there is no radiographically obvious growth plate.
Radiographic densitometry (RD) has been used to evaluate and measure bone density. Fifty-four one
day-old Japanese quails (Coturnix japonica), of both sexes, were used. Every three days, two animals
were weighed, identified, euthanized and x-rayed. A 21-step aluminum step wedge was used for
densitometric measurements. The length of the humerus, radius, ulna, femur, tibiotarsus and
tarsometatarsus was measured. Bone density increased as the bones grew in length in humerus
followed by tibiotarsus, ulna and femur between 7 and 13 days of age. The humerus and femur
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increased also between 70-79 days. From day 61 it was possible to identify polyostotic hyperostosis
in female femurs. Radiographic densitometry is an accessible and low cost method applicable in C.
japonica. The results confirm a large mineral deposition increasing during growth and also during
the laying phase, confirming the presence of polyostotic hyperostosis in this specie.

Keywords: avian; bone density; bone growth; fisis; growth;
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Introducéo

Codornas-japonesas (Coturnix japonica) sdo aves domeésticas da ordem dos galinaceos, familia
Fasianidae e género Coturnix®™. A codorna ainda ¢ um modelo animal experimental muito popular e é
utilizada na producéo de carne e ovos®.

Para auxiliar na redugdo do peso corporeo, o sistema esquelético de grande parte das aves é caracterizado
por um alto grau de pneumatizacdo — primariamente envolvendo 0ssos como Umero, coracoide, esterno,
cinturdo pélvico e fémur. O esqueleto é caracterizado por um cortex fino com padréo trabecular muito
delicado. Os 0ssos longos contém ar assim como, em menor grau, outras partes do esqueleto®.

O desenvolvimento 6sseo em aves € diferenciado e, radiograficamente, ndo existe placa de crescimento
visivel como ocorre nos mamiferos. A ossificacdo e o crescimento ocorrem a partir de uma area
cartilaginosa presente nas epifises. Com a persisténcia de partes cartilaginosas nas aves jovens, o esqueleto
é pouco evidenciado radiograficamente®).

A radiografia € um dos exames complementares de maior utilidade no diagndstico e progndstico na clinica
aviaria. E um procedimento ndo invasivo, de baixo custo e facilmente acessivel. As aves possuem sacos
aéreos que favorecem a visualizagdo radiogréfica interna, e por circundarem os érgaos limitam a
mobilidade destes. A radiografia é util para o diagnostico dos distdrbios musculoesqueléticos, assim como
é importante na avaliacdo das doencas dos sistemas respiratério, gastrintestinal, cardiovascular e
urogenital®.

A cortical 6ssea é similar em ambos os sexos, mas, em fémeas, a cavidade medular & muito instavel e é
onde reside a maior reserva de calcio para a formagio da casca do ovo®. O trabeculado Gsseo é
estabelecido no enddsteo e, durante o periodo de postura, aumenta em 20% a quantidade de célcio dos
0ssos longos — fendmeno chamado hiperostose poliostotica (HP), visivel radiograficamente®. Esse
fenbmeno ocorre pelo aumento de estrdgeno sérico (época reprodutivamente ativa das fémeas), levando
ao aumento de radiopacidade das cavidades medulares (principalmente em Umero, fémur e tibiotarso).
Essa intensificacdo de radiopacidade se da pelo aumento da espessura do 0sso compacto e fixacdo do
dep6sito de célcio dentro da cavidade medular®, podendo também ocorrer em machos com tumores nas
células de sertoli e em fémeas com tumores ovarianos, e € necessaria a diferenciacdo de casos
fisiologicos®.

Nas imagens radiograficas tipicas de 0ssos pneumaticos, visualiza-se um cortex radiopaco em torno de
um sistema de pequenas trabéculas Gsseas conectadas e, no exame radiogréfico convencional, ndo é
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possivel identificar alteracBes menores que 30% na mineralizacio 6sseas®. A densitometria radiogréfica
(DR) é utilizada para mensurar a densidade déssea (DO), sendo a DR recurso Util no diagnostico e
orientacdo terapéutica em relacdo ao tratamento de doencas osteometabdlicas, estudo de reparacéo dssea
de fraturas e procedimentos cirdrgicos®?. Devido aos altos custos para se adquirir aparelhos sofisticados
para a realizacdo de exames rotineiros de densidade 0ssea, a DR passa a ser uma op¢ao barata, precisa e
eficiente, sendo necessarios poucos equipamentos para a realizacio de exames de rotina®?.

Visto os diferentes periodos de ossificacdo das diferentes espécies de animais, o objetivo do trabalho foi
determinar o desenvolvimento 6sseo em 0ssos longos em codorna-japonesa, correlacionando com
maturidade e densidade Gssea, e verificar a presenca de hiperostose poliostética na espécie, bem como
avaliar se ha diferenca densitométrica nos 0ssos das fémeas em periodo de postura.

Material e métodos

O estudo foi aceito pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Parand, Brasil, sob protocolo nimero 065/2014.

Foram utilizadas 54 codornas-japonesas (Coturnix japonica), de um dia de vida e ambos 0s sexos,
provenientes da Fazenda Experimental da UFPR. Do primeiro ao 14° dia de vida os animais foram
mantidos em duas gaiolas de aluminio de 50x50x50 cm de tamanho, sendo utilizado jornal como substrato
e mantidos sob temperatura média de 28,7 °C. A partir do 15° dia de vida os animais foram divididos em
sete gaiolas aleatoriamente mantendo temperatura média de 25,3 °C com agua e racdo ad libitum, sendo
racdo de cria/recria até 0 55° dia e racao para postura até o 79° dia de vida. O regime de luz foi estabelecido
em 14 horas por dia, controlado por timer digital programavel (FDD-60/SB2, G20, Santa Catarina).

Tabela 1. Quantidade de calcio. fosforo e proteina bruta nas ragdes fornecidas as codornas-
japonesas (Coturnix japonica) nas diferentes fases do crescimento

Racao Calcio Fosforo Proteina bruta
Cria/Recria 9 ¢/Kg JgKeg 22 g'Kg
Postura 37g’Kg 6.2 g'kg 210g/Kg

A cada trés dias, dois animais foram pesados em balanca de 300 g Pesola® (Rebmattli 19, CH-6340 Baar,
Switzerland), identificados, submetidos a eutanasia com injecéo intramuscular de cetamina e xilazina
(25 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente) com posterior deslocamento cervical e radiografados. Os animais
foram radiografados em posi¢do ventrodorsal (VD) em aparelho digital (Agfa Healthcare CR-30-X,
DS5302, Mortsel, Belgium) com técnica de 40 kVp, 100 mAs“? e distancia aparelho-chassi de 35 cm. Os
corpos dos animais foram presos ao chassi com fita adesiva do tipo micropore no pescogo, asas e membros
pélvicos (Fig. 1). Em todas as radiografias, utilizou-se uma escada de aluminio (penetrémetro) de 21
degraus com altura de 45 mm entre eles (diferentes espessuras de aluminio, liga 6063 ABNT) para
posterior determinacdo da densitometria com o software ImageJ 1.48v (Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA — Public Domain) (Fig. 2) e calibragdo para biometria, sendo este colocado sobre
0 chassi ao lado do animal. Mensuragdes de comprimento de Umero, radio, ulna, fémur, tibiotarso e
tarsometatarso dos membros direito foram feitas em milimetros, utilizando 0 mesmo software.
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Figura 1. Coturnix japonica presa ao chassi para realizacdo de radiografia. P: penetrometro.
Asteriscos marcam as 4areas presas com micropore para correto posicionamento e posterior
interpretacdo (pescogo, asas ¢ membros pélvicos).
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Figura 2. Interface do programa ImageJ com a radiografia de um animal de 43 dias. Pontilhado:
area de interesse (ulna) selecionada para verificar a quantidade de tons de cinza presente na area. P:
barra de ferramentas do programa. R: resultados calculados a partir da area total do osso de
interesse (area) selecionada com a média (mean) de tons de cinza, utilizada para calculo da

densidade oOssea.
Todas as radiografias foram analisadas individualmente pela mesma pessoa para avaliacdo de
radiopacidade dssea, anormalidades, articulagdes, grau de ossificacdo epifisaria e realizacdo do
calculo da DR. As imagens foram processadas no programa ImageJ, no qual em cada radiografia o
software era calibrado pela sele¢do dos 21 degraus de aluminio do penetrémetro para mensuragdo da
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quantidade de tons de cinza presentes em cada degrau. A regido de interesse era delimitada em sua
totalidade, em que se fornecia os tons de cinza presentes no 0sso. Tais resultados foram tabulados em
planilha de Excel e, obtendo-se a quantidade de milimetros de aluminio presente na area de interesse,
os calculos foram realizados. Valores da DO de umero, ulna, fémur e tibiotarso direitos foram
convertidos utilizando-se técnica de Louzada™® (Fig. 3).

Animal 2

Figura 3. Radiografia ventrodorsal de Coturnix japonica aos 43 dias de idade. com a escada de
aluminio (EA) de 21 degraus utilizada para a realiza¢do dos célculos de densitometria. U: imero, R:
radio, Un: ulna, F: fémur. Tt: tibiotarso, Tm: tarsometatarso.

Na asa, as mensuragdes foram feitas da seguinte forma: para o imero, uma linha reta foi feita do meio da
cabega do Umero até proximo a fossa coronoidea. Para a ulna, uma linha paralela foi feita da diafise do
olécrano a diafise da cabeca da ulna e, para o radio, a linha foi feita da cabeca do radio a diafise do processo
estiloide do réadio. Para o fémur, uma linha foi tragada do meio da cabega do fémur ao condilo medial. No
tibiotarso, a linha foi tragada da epifise da area intercondilar anterior até o condilo do tibiotarso e no
tarsometatarso, a linha foi tragcada da articulagdo intertarsiana até a articulacdo metatarsofalangeana.

Para realizacdo da analise estatistica, foram realizados os testes t, regressao linear e ANOVA two-way
com o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.). Para isso, os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos por idades: 1 a 19, 22 a 37, 40 a 58 e 61 a 79 dias de vida, e dentro desses
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grupos, por sexo.

Resultados e discussao

Do primeiro ao quarto dia de vida, ndo foi possivel determinar o tamanho de Gmero, radio e ulna pela
dificuldade em visualiza-los radiograficamente, devido a baixa radiopacidade dos 0ssos nesse periodo.
No sétimo dia, somente o radio ndo era delimitavel. No décimo dia, a mudanca de radiopacidade do
esqueleto foi evidente, sendo possivel a visualizacdo da alula, ossos metacarpianos e fibula. No dia 16,
foi possivel visualizar o inicio da fusdo dos 0ssos tarsais. No 25° dia, 0s carpos ulnares e radiais ja estavam
fusionados. Aos 28 dias, 0s 0ss0s tarsicos apareceram fusionados e as patelas foram visualizadas e, no dia
37, a cabeca do Umero ja pode ser delimitada. Aos 40 dias, 0s 0ss0s tarsicos ja haviam se fusionado a
tibia, formando o tibiotarso e a segunda fileira de tarsos se apresentava fusionada ao metatarso, formando
0 tarsometatarso.

Em contraste aos mamiferos, as epifises de aves em crescimento ndo exibem zonas epifiseais de
ossificacdo, com a excecdo da junta intertarsal. Durante a maturagdo da junta intertarsal, cada um dos
0ss0s tarsais se desenvolve separadamente, a primeira fileira de 0ssos tarsais se funde com a tibia para
formar o tibiotarso e o tarsometatarso se desenvolve da fusio dos 0ssos tarsais distais com o metatarso®?,
No 43° dia, observou-se o fechamento dos digitos e, entre 0 52° e 55° dia, a articulacdo Umero-radioulnar
estava completa. Apesar da grande diversidade de espécies aviarias, sendo mais de 1900 s6 no Brasil®®,
estudos a respeito de maturidade esquelética s3o escassos. Um estudo pioneiro foi realizado por Fowler®®),
quando se verificou que a maturidade esquelética em abutres se da antes dos 60 dias de vida. Porém, tais
animais, além de se tratarem de rapinantes, possuiam doenca osteometabdlica, condicdo que pode ter
influenciado o estudo.

Aos 52 dias, foi possivel visualizar estruturas arredondadas, compativeis com foliculos ovarianos nas
fémeas. Ja nos machos, aos 58 dias verificou-se a presenca de uma area bem delimitada, ovalada, com
radiopacidade reduzida na regido cloacal, condizente com as glandulas cloacais. Apesar de ndo ser o
objetivo do trabalho, tais estruturas persistiram visiveis em todas as radiografias dos machos até o final
do experimento. Foram também observados, no mesmo periodo, sinais de hiperemia e edema cloacal com
a presenca de espuma esbranquigada nas gaiolas, peculiaridade do esperma desses animais.

A visualizagdo do edema de cloaca e da presenga de espuma é uma ferramenta ndo-invasiva de
identificacio da capacidade reprodutiva do macho®”. Santos™® verificou que, a partir dos 55 dias, todas
as células da linhagem espermatica ja se encontram na luz tubular, periodo compativel com os primeiros
sinais de capacidade reprodutiva masculina visualizada em nosso experimento.

Aos 64 dias, as fémeas iniciaram a postura de ovos. Em estudo realizado por Steigner e colaboradores®®),
com diferentes linhagens de codornas-japonesas, o primeiro dia de postura de uma linhagem pesada
(semelhante a utilizada no presente trabalho) foi de 47,2 dias com uma média de peso de 218,1 g. O peso
das fémeas no mesmo periodo foi semelhante (Fig. 4), porém, a postura tardia, se comparada ao trabalho
de Steigner®®, pode ser explicada por fatores como genética, alimentacdo, padréo de energia utilizado,
temperatura®), fotoperiodo, tipo e intensidade de luz®Y. O inicio da postura observado no presente
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experimento também foi mais tardio que o relatado por Padgett e Ivey?, quando foi estabelecido que,
em animais expostos a 14 horas de luz por dia, a maturidade sexual da fémea ocorre entre a sexta e a
sétima semanas de vida. A proximidade da fonte luminosa, a intensidade e o tipo da luz podem ter sido
fatores que diferenciaram a maturidade sexual nos animais avaliados, que ocorreu na nona semana de
vida.

Macho
FEmea

Figura 4. Massa corporea em gramas de Coturnix japonica, machos e fémeas, do pnimeiro ao 79°
dia de vida, mensurados com intervalos de trés dias.

Entre 67 e 70 dias, houve o fechamento da articulacdo fémoro-tibiotarsica. Verificou-se que o
posicionamento do animal (patas com extensao e angulagdo diferenciadas) influencia as imagens, ja que,
por ndo haver fises visiveis e padrdo de distancia articular em aves, a inspe¢do visual é subjetiva,
dependendo da interpretacdo do observador.

O grau de alongamento e de desenvolvimento ¢sseo ndo sdo 0s mesmos em todas as partes dos 0SS0S
longos, sendo a ocorréncia de alongamento maior na epifise e na area proximal, se comparada a diafise.
A regido proximal e as epifises dsseas sdo responsaveis pelo desenvolvimento e alongamento, processo
esse que ocorre por replicagio condrocitaria, maturacao celular e mineralizagio®@3 24,

Neumann® estabeleceu que ndo existe correlagdo entre a intensidade do crescimento e a taxa de
desenvolvimento Gsseo. Entretanto, outros autores afirmam que o desenvolvimento ésseo normal é
influenciado pela alimentaco, genética e aumento do peso vivo®®. Buckner e  colaboradores®”
verificaram a relacdo entre o peso vivo e diversos aspectos do desenvolvimento de tibiotarso e fémur em
machos e fémeas de frangos New Hampshire. Analises de seus dados demonstraram que mais de 98% da
variabilidade do comprimento do tibiotarso e do fémur foram em funcéo do peso vivo.

Segundo Ricklefs®? e Santos™®), o peso dos machos se estabiliza a partir dos 60 dias de idade e o animal
é considerado adulto com 70 dias. Notou-se que o peso vivo das fémeas variou com maior frequéncia, o
que pode ser explicado pela postura de ovos (Fig. 4). Em trabalho realizado por Ricklefs®®, comparando
diferentes padrbes de desenvolvimento de aves (animais precoces, semiprecoces e altriciais), levantou-se
a hipdtese de que o0 aumento do peso corporal e a taxa de crescimento sdo inversamente relacionados ao
grau de maturidade funcional. A taxa de crescimento das diferentes espécies esta relacionada ao peso vivo
do adulto, disponibilidade de alimento, periodo que o animal permanece no ninho e padrdo de
desenvolvimento (precoce, semiprecoce ou altricial). Rapinantes (altriciais) por exemplo, crescem muito
mais rapido que galiformes (como a codorna — animal precoce) de mesmo peso. A energia utilizada por
aves precoces para manter sua atividade e regulacéo de temperatura pode limitar a energia disponivel para
o crescimento. Ricklefs®? ainda sugere que o desenvolvimento dos membros pélvicos determina a taxa
de crescimento da codorna-japonesa e pode definir o ritmo do desenvolvimento das aves.
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Em relagdo as densidades 6sseas, em analise de regressdo linear, comparando a DO do Umero, da ulna,
do fémur e do tibiotarso com os seus respectivos comprimentos em milimetros, houve significancia
(p<0,05), ou seja, a densidade 6ssea aumentou conforme 0s 0ssos aumentaram em comprimento. O maior
coeficiente de correlacdo (0,81) ocorreu no umero, demonstrando que o crescimento do Umero esta
intimamente ligado ao aumento da DO, seguido pelo tibiotarso (0,756), ulna (0,71) e fémur (0,628) (Fig.
5).

Em todos os 0ssos estudados (Umero, ulna, fémur e tibiotarso), o periodo entre o sétimo e 0 13° dia diferiu
das demais idades (p<0,05), podendo haver nesta fase do crescimento maior mobilizac&o de calcio para
osteogénese. No imero e no fémur, também houve diferenca no periodo de 70 a 79 dias, fase que coincide
com o inicio da postura nas fémeas (aos 64 dias). A hiperostose poliostética (HP) (também chamada de
0sso medular) é uma caracteristica fisioldgica observada em fémeas antes da postura e trata-se de um sitio
fisiologico de armazenamento de calcio®. Logo, a densidade 6ssea aumenta pelo acimulo mineral.
Outro fator a ser considerado € a presenca de grandes massas musculares ao redor dos 0ssos longos dos
membros pélvicos. Camargo Filho® escolheu a ulna como o0sso padréo para avaliacdo da DO por possuir
boa espessura e apresentar menor sobreposicao de tecidos moles e penas, reduzindo assim a influéncia
nos resultados. Um dos pontos a se questionar na maior densidade femoral (bem como alta densidade em
tibiotarso — mesmo ndo apresentando diferenca estatistica) € a presenga de grandes massas musculares. A
somatoria da musculatura e do tecido 6sseo culmina com a leitura de uma maior DO pela sobreposic&o.
Deve-se ressaltar que a adi¢éo das densidades dssea e muscular pode ter sido responsavel pelos resultados
obtidos em fémur e tibiotarso.

No periodo de 61 a 79 dias, realizou-se a compara¢do da DO dos fémures de machos e fémeas para
analisar a presenca de HP nas fémeas (Fig. 6). A presenca de HP nas fémeas foi confirmada (p<0,05),
condizendo com a época reprodutiva dos animais, quando as fémeas acumulam célcio nos 0ssos longos
para a formacéo da casca dos ovos.
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Figura 5. Densidade 6ssea de ossos longos de codornas-japonesas ao longo de 79 dias de vida.
Regressdo linear positiva da DO de ulna, imero, fémur e tibiotarso.
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Figura 6. Densidade 6ssea de fémures de codoma-japonesa (Coturnix japonica) de 61 a 79 dias de
vida. *p<0,05.

Conclusao

A DR € uma técnica aplicavel a C. japonica, sendo um método acessivel e de baixo custo que permite
0 estabelecimento de diversos padrdes osteoldgicos e ortopédicos. Os resultados observados
confirmaram um grande aumento de densidade ao longo do crescimento animal, bem como durante
a postura, confirmando a presenca de hiperostose poliostética na espécie. Verificou-se, também,
radiograficamente, a presenca das glandulas cloacais no macho adulto, outra forma de comprovar o
sexo desses animais.
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