ALTERACOES DENSITOMETRICAS E MECANICAS EM FEMURES DE RATAS
SUBMETIDAS A ESTRESSE TERMICO.

DENSITOMETRIC AND MECHANICAL CHANGES IN FEMURES OF RATS MEDIATES
COLD STRESS-INDUCED.

FABRETTI* K. J.}; LEITE, C. M? DORNELLES, R. C. M.3; LOUZADA, M. J. Q.%

Resumo

Baseado na hipotese de que variagfes bruscas de temperatura, manejo, alimentacédo ou
outros fatores estressantes podem resultar em aumento do metabolismo celular do corpo,
por ativacdo do sistema simpético, o presente estudo teve por objetivo avaliar a
densidade mineral 6ssea e parametros biomecanicos relacionados a resisténcia 6ssea em
fémures de ratas submetidas a estresse térmico. Ratas Wistar adultas com massa
corporal entre 250-300g foram mantidas em caixas individuais a temperatura (24 + 0,5°C),
luz (12h claro/12h escuro; luzes acesas as 6h) e exaustédo (10 trocas do volume do ar da
sala/ hora) controladas, com agua e racdo ad libitum. Foram distribuidos em dois grupos:
C (n=10), controle; E (n=10), submetidos a 4°C durante 3 horas/dia por oito semanas.
Sacrificados, os fémures foram removidos e refrigerados. Foi feita andlise densitométrica
utilizando-se a técnica de absorcéo de raios-x de duas energias (DEXA®) e conseguinte
ensaio mecanico destrutivo antero-posterior em flexdo de trés pontos com maquina de
ensaio universal EMIC®. Foram obtidos os valores de forca méaxima - Fmax
(145,00+21,00N), contetido mineral 6sseo — CMO (0,38+0,05g), Area (1,63+0,20cm?) e
densidade mineral 6ssea — DMO (0,24+0,02g/cm?) para o0 grupo C e Fmax
(125,32+13,04N), CMO (0,32+0,049), Area (1,44+0,14cm?) e DMO (0,22+0,02g/cm?2) para
0 grupo E. A Andlise estatistica (Teste t Student) registrou diferenca significativa entre os
grupos confrontados (Area, p=0,0310; CMO, p=0,0097; Fmax, p=0,0265). Com base na
metodologia empregada, concluimos que a submissao de ratas a estresse térmico (47C)
durante 3h/dia por oito semanas proporciona diminuicdo significante nos parametros
analisados, prejudicando a qualidade do tecido 0sseo.
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Abstract

Abrupt variations of temperature handling, feeding or others stressfull factors can result in
increased rates of the cellular metabolism for the whole body and for activation of the nice
system. The objective of the present study was evaluate bone mineral density and
biomechanics parameters related to the bone strength in femurs from rats submitted to
thermal stress. Female Wistar adult rats (250-300 g body mass) were maintained in plastic
individual cages in a room with controlled temperature (24+ 0,5°C), exhaustion (10
changes of air volume/hour), with 12/12 h light/dark cycle and food/water ad libitum. They
were divided into two groups: control (n=10) and submitted to 4°C during three days (3
hours/day). After the sacrifice the femurs were cleaned and frozen (- 20°C) until analyses.
It was made densitometric analysis being used the Dual energy Xray absorptiometry
(DEXA®) and subsequent destructive mechanic test in bending of three points with
machine of universal rehearsal EMIC®. Were they obtained the values of maximum force -
Fmax (145,00+21,00N), bone mineral content - CMO (0,38+0,059g), Area (1,63+£0,20cm?)
and bone mineral density - DMO (0,24+0,02g/cm2?) for the group C and Fmax
(125,32+13,04N), CMO (0,32+0,04q), Area (1,44+0,14cm?) and DMO (0,22+0,02g/cm?) for
the group E. The statistical analysis did it register significant difference among the
confronted groups (Area, p=0,0310; CMO, p=0,0097; Fmax, p=0,0265). With base in the
used methodology, did we end that the submission of female rats to it stresses thermal
(4°C) during 3 hours/day for eight weeks does provide significant decrease in the analyzed
parameters, harming the quality of the bone.
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Introducéo

Variacbes bruscas climaticas, de manejo, alimentacdo ou outros fatores
estressantes podem resultar em taxas aumentadas do metabolismo celular por todo o
corpo, por ativacdo do sistema simpatico, causando as mais diversas alteracoes
fisioldgicas nos individuos (GUYTON, 2006).

Em espécies homeotérmicas, o sistema de regulagdo térmica coordena defesas
contra o frio e 0 calor e mantém a temperatura corporal interna dentro de uma estreita
variacao ideal para as funcdes fisioldgicas e metabdlicas (ALBERGARIA, 2007).

A influéncia da atividade do sstema neuroenddcrino sobre o sistema imune foi
explicada magistralmente por Hans Seyle em um artigo que se tornou um marco na
histéria do estudo do estresse (REICHE et al.,, 2004). Seyle (1936) descreveu o
desenvolvimento de uma sindrome decorrente da exposi¢cdo de um animal a um conjunto
muito diversificado de estimulos nocivos, que incluia exposicdo ao frio, injuria tecidual,
excesso de exercicios e intoxicacbes. Recorda-se que os achados de necroscopia
caracteristicos dessa sindrome incluiam hipertrofia das glandulas adrenais, aparecimento
de Ulceras gastricas e, curiosamente para a época, atrofia de érgaos linféides, como timo,
baco e linfonodos. Como tais achados eram independentes do estimulo empregado,
Seyle concluiu que representavam uma resposta organica a injuria, denominando-os
coletivamente de 'sindrome de adaptacdo geral', posteriormente chamada de estresse
(ALVES & NETO, 2007).

Desse trabalho nasceram dois conceitos fundamentais sobre o estresse: 1) a
resposta aos estressores tinha carater adaptativo e representava uma tentativa do
organismo de acomodar-se a uma nova situacao; e 2) ela ndo dependia do estimulo, isto
€, era estereotipada. E sabe-se que a resposta do organismo aos diversos mecanismos
de estresse é a ativacao do sistema simpatico (ALVES & NETO, 2007).



Material e Métodos

Foram utilizadas 20 (vinte) ratas Wistar adultas provenientes do Biotério Central do
Campus da USP de Ribeirdo Preto, com peso corporal entre 250-300g, serdo mantidas
em caixas individuais em ambiente de temperatura (22 + 0,5°C), luz (12h claro/12h
escuro; luzes acesas as 6:00h) e exaustdo (10 trocas do volume do ar da sala/ hora)
controladas, com agua e racao ad libitum.

Os animais foram distribuidos em dois grupos: C (n=10), controle; E (n=10),
submetidos a 4°C durante 3 horas/dia por oito semanas. As ratas submetidas ao estresse
serdo transportadas em suas caixas individuais até uma camara fria a 4° C onde
permanecerdo durante 3 horas/dia, por quatro semanas, ou por oito semanas ou apenas
por 3 horas. As ratas do grupo controle serdo movidas a uma localizacdo proxima da
camara fria, e retornardo ao seu local de origem apoés 3 horas.

Os animais foram sacrificados, os fémures removidos, conservados em solucdo
salina 0,9% e refrigerados. Foi feita analise densitométrica utilizando-se a técnica de
absorcao de raios-x de duas energias (DEXA®) e conseguinte ensaio mecanico destrutivo
antero-posterior em flexdo de trés pontos com maquina de ensaio universal EMIC®. Os
resultados foram analisados estatisticamente (Teste t nao-pareado).

Resultados e discussao

Os valores obtidos estdo demonstrados nas Figuras 1 e 2 abaixo, sendo forgca
méaxima - Fmax (145,00 + 21,00N), contetdo mineral 6sseo — CMO (0,38 + 0,05g), Area
(1,63 £ 0,20cm?) e densidade mineral 6ssea — DMO (0,24 + 0,02g/cm?) para o grupo C e
Fmax (125,32 £ 13,04N), CMO (0,32 + 0,049), Area (1,44 = 0,14cm?) e DMO (0,22 +
0,02g/cm?) para o grupo E.

A Analise estatistica dos dados (Teste t de Student) registrou diferenca significativa
entre os grupos confrontados (Area, p=0,0310; CMO, p=0,0097; Fmax, p=0,0265).
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Figura 1. Contetido Mineral Osseo (CMO), Area e Densidade Mineral Ossea (DMO).
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Figura 2. Forca Maxima (média = desvio padréo).

Concluséao

Baseado nos resultados observados e na metodologia empregada, podemos
concluir que a submissdo de ratas a estresse térmico (4?C) durante 3h/dia por oito
semanas proporciona diminuicdo significante nos parametros Fmax, CMO e Area,
prejudicando a qualidade do tecido 6sseo.
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