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RESUMO

Neste presente trabalho, apresentamos um sistema de vasos comunicantes para
medir o volume corporal de ratos vivos através de um sistema de deteccdao do nivel d“agua por
pesagem hidrostatica. A reprodutibilidade, acuricia, linearidade e confiabilidade do aparato
foram avaliadas em dois diferentes testes: utilizando-se volumes de dgua previamente pesados
ou seis cilindros de aluminio de volumes conhecidos. Ambos os testes foram realizados apds
uma calibragdo prévia. A aplicabilidade do aparato para medir animais vivos (ratos Wistar) foi
testada em um experimento transversal com cinco ratos, anestesiados e ndo-ansetesiados. Foram
realizadas 18 medicdes de volume em cada situacdo (anestesiado e ndo-anestesiado) totalizando
90 medigdes. A adi¢do de volumes d“agua (50-700ml) gerou uma equacdo de regressao com
coeficiente angular de 1.0006+0.0017, coeficiente linear de 0.75%0.81 (R2:0.99999;
SEE=0.58ml) e oscilagcdo em torno de 1ml. As diferencas entre os volumes reais dos cilindros de
aluminio e os volumes medidos pelo sistema foram menores do que 0.4ml. Os erros médios de
volume ficaram entre 0.01% e 0.07%. Em relac@o aos animais vivos, a média+DP das diferencas
obtidas entre os animais anestesiados e ndo anestesiados foi de 0.31ml*+2.34ml (n=90). Estes
dados mostram que a movimentag¢do do animal ndo interfere na medi¢do do volume pelo aparato
proposto e que nem anestesia e nem raspagem dos pélos sdo necessarios para este procedimento.
Contudo, cuidados devem ser tomados para eliminacio das bolhas de ar presas tanto no aparato
como nos pélos dos animais. O aparato proposto para medi¢do do volume corporal de ratos
(AMV) € barato e pode ser utilizado para diversos fins cientificos.

Palavras-Chaves: Volume; Densidade; Rato; Ratos vivos; Pesagem hidrostética.



BUSCARIOLLI, Renato. Apparatus for measuring rat body volume:
A methodological proposition. 2006. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao)
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ABSTRACT

We propose a communicating vessels system to measure body volume in live
rats through water level detection by hydrostatic weighing. The reproducibility, accuracy,
linearity and reliability of this apparatus were evaluated in two tests using either previously
weighed water or six aluminum cylinders of known volume after proper system calibration. The
applicability of this apparatus to measure live animals (Wistar rats) was tested in a transversal
experiment with five rats, anesthetized and non-anesthetized. We took 18 measurements of the
volume under each condition (anesthetized and non-anesthetized) totaling 90 measurements.
The addition of water volumes (50-700ml) produced a regression equation with a slope of
1.000620.0017, intercept of 0.75+0.81 (R2=0.99999 and SEE=0.58ml) and a bias of about 1ml.
The differences between cylinders of known volumes and volumes calculated by the system
were lower than 0.4ml. Mean volume errors were found between 0.01% and 0.07%. Regarding
the live models, the meanESD difference between the volumes obtained for anesthetized and
non-anesthetized rats was 0.31ml+2.34ml (n=90). These data showed that animal movement
does not interfere with the volume measured by the apparatus proposed, and neither anesthesia
nor fur shaving is needed for this procedure. Nevertheless, some effort should be taken to
eliminate air bubbles trapped in the apparatus or the fur. The proposed apparatus for measuring
rat body volume (AMV) is cheap and may be useful for a range of scientific purposes.

Keywords: Volume; Density; Rat; Alive rat; Hydrostatic weighing.
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1 Introdugéo

1.1 IMPLICACOES ENTRE ESTIMULO VS. PERIODO REGENERATIVO

A modulagdo da intensidade, duracdo e freqiiéncia de esfor¢o fisico durante as
sessoes de treino tém o objetivo de aumentar o rendimento em capacidades motoras diversas, que
diferem em ordem de prioridade, dependendo da especificidade do trabalho muscular realizado
(BOMPA, 2001). O principio da sobrecarga € um dos principios do treinamento necessdrios para a
adaptacdo do organismo. Do ponto de vista metabdlico e fisiolégico, sobrecarga significa que o
exercicio realizado deve constituir-se num estimulo estressor suficiente para provocar distirbios
agudos relacionados a fadiga nas células, 6rgdos e estruturas envolvidas com o movimento.

E importante ressaltar que as respostas adaptativas positivas que esperamos que
acontecam nessas estruturas, e que envolvem processo inflamatorio, responsdvel pelo reparo e
regeneracdo dos tecidos, aumentos nas concentracdoes de reservas intramusculares de ATP,
aumentos nas atividades de enzimas-chave do metabolismo e sintese de novas proteinas acontecem
durante o periodo de descanso. Quando este periodo é adequado, a resposta adaptativa leva a
condicdo conhecida como supercompensacdo. Nesse momento, a aplicacdo de novo estimulo conta
com um melhor suprimento energético se os exercicios necessitarem de maior mobilizacao
metabolica ou, ao contrdrio, induz economia de energia em atividades fisicas que ja eram habituais
(FRY et al., 1992; BRUIN et al., 1994). Assim, a aplicagdo do principio da sobrecarga induz fadiga
reversivel (fadiga aguda de treinamento) e a supercompensagdo ocorre com alguns dias de um
periodo de carga de treinamento reduzida ou de descanso (também chamado de micro-ciclo
regenerativo).

Overtraining € um termo geral, que indica um desequilibrio entre cargas de
esforgo fisico e periodo regenerativo, no sentido de aumentos no primeiro, resultando num estado
de fadiga severa e constante (KUIPERS, KEIZER, 1998; STONE et al., 1991). Esse aumento no
nivel de estresse impossibilita a manutencdo da performance num nivel 6timo, mesmo apds um
periodo de recuperacdo maior (PLATEN, 2002). A literatura denomina o overtraining de curta-

duracdo de overreaching. Os sintomas do overreaching podem ser supostamente revertidos por
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um periodo regenerativo mais longo que o normal (FRY et al., 1992; KUIPERS, 1998;
PETIBOIS, 2003; HALSON, JEUKENDRUP, 2004).

O principal problema é que a transi¢do entre fadiga aguda de treinamento,
overtraining de curta-duracio e overtraining de longa-duracio é desconhecida, e pode, ou nao,
levar a instala¢do da sindrome do overtraining, um estado de fadiga prolongado, com um nivel de
performance cronicamente diminuido que pode estar associado com um estado catabdlico
acentuado, sintomas relacionados a alteracdes fisioldgicas, com o processamento de informacdes
psicoldgicas, alteracdes imunoldgicas, bioquimicas e aumento na susceptibilidade a lesdes (FRY
et al.,1992; TIIDUS, 1998; LEHMAN et al., 1998). Como podemos observar, os sintomas do
overtraining podem ser muito variados, mas uma vez o fendmeno instalado, a tUnica forma de
tratamento € o repouso, sendo que a recuperacdo € bastante lenta, podendo levar semanas ou
meses (PETIBOIS, 2003; SMITH, 2004).

Pelo exposto acima, fica evidente que um dos grandes desafios dos profissionais
da drea do esporte é compreender melhor as relagdes entre quantidade 6tima de treinamento e os
fatores que influenciam a recuperacdo, para uma modulacdo correta das cargas de esforgo fisico,
tendo em vista o papel do esporte de rendimento no mundo globalizado. Existem vdrios grupos de
pesquisa estudando esse assunto, mas o unico consenso € que a perda de performance, a despeito
da diminui¢do ou manuten¢do das cargas de esfor¢co € necessdria para o diagndstico (SMITH,
2000).

O monitoramento do treinamento através de biomarcadores sanguineos poderia
indicar esse continuum entre fadiga aguda de treinamento/overreaching/ overtraining, mas nao ha
ainda um consenso sobre a confiabilidade das vérias andlises propostas na literatura. Em nossa
opinido, um dos fatores de dificuldade para a andlise das respostas da musculatura e sua
associacdo com parametros sanguineos que contribuisse para o diagndstico de overtraining, €
ainda ndao haver um protocolo de exercicios descrito para modelos animais que leve claramente a
esse continuum. Conseqiientemente, € também importante que se desenvolvam testes de
performance precisos para ser aplicado em modelos animais submetidos a natagdo como modelo
de exercicio, ja que esta permite a aplicacio de intensidades maiores que os modelos que utilizam

corrida em esteira rolante.



16

1.2 APLICABILIDADE DE EXERCICIOS DE NATACAO EM RATOS E TESTES DE
DESEMPENHO.

A utilizacdo de protocolos de treinamento e testes de desempenho com ratos no
meio aqudtico vem sendo empregada ha muito tempo no meio cientifico, como parametro tanto
de avaliacdo da capacidade fisica quanto do estresse/adaptacdo advindos do exercicio
(McARDLE, MONTOYE, 1966; MATSUMOTO et al.,1996). O primeiro teste de desempenho
em natacdo com ratos foi realizado por HARRIS, INGLE (1940) em estudo com ratos
adrenalectomizados.

O teste até a exaustdo € o mais empregado para determinar adaptacdo dos
animais aos mais variados tipos de exercicios e tratamentos. Baseia-se no pressuposto que o
animal melhor adaptado nada por um periodo de tempo maior, antes de atingir a exaustdo
(McARDLE, MONTOYE, 1966). Na quase totalidade dos estudos o controle da intensidade do
esfor¢o € feito pela adi¢cdo de pesos de chumbo relacionados a um determinado percentual da
massa corporal dos animais, presos ao rabo ou ao redor do térax. Isso possibilita uma sobrecarga

maior, € com isso, uma diminui¢cdo no tempo de exaustao.

Esse teste parte do pressuposto de que o animal mais pesado (de maior massa
corporal) suporta cargas maiores, uma vez que a porcentagem da massa corporal escolhida € fixa
para todos os animais, independente do peso de cada um. No entanto, o ganho de massa corporal
nao é proporcional ao aumento na capacidade de manutencdo de cargas (McARDLE,
MONTOYE, 1966; NAITO, GRIFFITH, 1977), sendo esse dado inerente também aos humanos
(KEY, 1962). Além disso, a aplicacdo de pesos de chumbo de acordo com um determinado
percentual da massa corporal ndo leva em consideracdo o efeito da flutuacdo (empuxo) exercida
quando submergimos um corpo em meio liquido, conforme previsto pelo Principio de

7

Arquimedes: E = d x V x g, onde “d” € a densidade do liquido, “V” o volume do corpo imerso no

liquido e “g” € a aceleracdo da gravidade. Ou seja, o volume do animal também deveria ser

considerado na determinagdo das cargas aplicadas.

Reforcando essa proposta, resultados preliminares obtidos no nosso laboratério
(Labex- Laboratério de Bioquimica do Exercicio) mostraram que com o incremento de cargas
baseado no percentual da massa corporal, a habilidade de ratos sedentdrios em suportar cargas
crescentes era inversamente proporcional a massa de cada animal. Ou seja, os ratos mais leves

(mais novos) nadavam mais tempo até atingirem a exaustdo enquanto que os mais pesados (mais
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velhos) entravam em fadiga mais rapidamente, além de exibir maior dificuldade na execucao do
esfor¢co com o mesmo percentual de carga.

Ha algum tempo McARDLE, MONTOYE (1966) e NAITO, GRIFFITH (1977)
ja sugeriam uma reavaliacdo da metodologia empregada para a aplicacdo de pesos, pois como 0s
animais possuem peso corporal variado, as cargas acabariam ndo sendo ajustadas de maneira
igualitaria. No entanto, esses fatos tem sido seguidamente ignorados, e a quase totalidade dos
estudos continua utilizando a metodologia de aplicacdo de cargas baseadas em um determinado
percentual do peso corporal para determinar a performance de animais apds diferentes protocolos
de treinamento em natacdo (GOBATTO et al., 2001; TERADA et al., 2001; BRAGA et al.,
2004).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um sistema confidvel e
reprodutivel para aferir o volume dos animais, para poder utilizar como pardmetro de carga nio a
massa corporal, mas a capacidade de flutuacdo de cada animal (peso aparente), considerando para
1sso 0 empuxo e o peso da cada rato como referéncia para aplicacdo das cargas. Essa conduta é
fundamental, pois os testes de desempenho para avaliacdo do protocolo de exercicios proposto no
projeto do grupo de pesquisa serdo realizados em meio liquido, onde o empuxo é uma forca

existente.

1.3 AFERICAO DE VOLUME CORPORAL

A densidade ou gravidade especifica corporal é um pardmetro bioldgico
determinado pela razdo entre massa e volume corporal. A determinacdo da densidade €
importante para avaliagdo de mudancas morfoldgicas provocadas pela idade (MYHRE,
KESSLER, 1966), uso de drogas (ROGERS, WEBB, 1980; STONE et al., 1978), diferentes
dietas (DAHMS, GLASS, 1972; KRAYBILL et al., 1952; SCHEER et al., 1947) ou treinamento
(STONE et al., 1978) porque ela tem correlacdo inversa com a porcentagem de gordura corporal
em humanos (BEHNKE et al.,, 1942) e animais (DAHMS, GLASS, 1972). Além disso, a
determinacdo da densidade pode ser de fundamental importincia na aplicacdo de testes de
exaustdo em ratos submetidos a natacio (DAWSON, HORVATH, 1970; HARDIN, 1968;
McARDLE, MONTOYE, 1966; NAITO, GRIFFITH, 1977; SCHEER et al., 1947) uma vez que

o volume e a massa corporal dos animais interferem na flutuabilidade dos animais na dgua. De
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fato, em 1947, SCHEER et al., mostrou que a reprodutibilidade dos testes de performance foi
significativamente maior quando os animais tiveram suas densidades homogeneizadas antes dos
testes. Contudo, a padronizacdo da intensidade de esforco em ratos submetidos a testes de
exaustdo na natagdo ainda se dd pela adicdo de cargas equivalentes a uma determinada
porcentagem da massa corporal ao invés de se utilizar o volume do animal (i.e. densidade)
(BRAGA et al., 2004; GOBATTO et al., 2001; RAJA et al., 2003; TERADA et al., 2001).

Outros estudos no desenvolvimento e validagdo de métodos para medicdo de
volume em humanos e pequenos animais datam do inicio do século XX e abrangem métodos que
incluem deslocamento de ar, hélio-diluicdo e pesagem hidrostitica (BEHNKE et al., 1942;
BOHNENKAMP, SCHMAH, 1931; DAHMS, GLASS, 1972; GNAEDINGER, 1962;
JONGBLOED, NOYONS, 1938; KODAMA, 1971; KRAYBILL et al., 1952; RATHBUN,
PACE, 1945; STERN, 1901; WALSER, STEIN, 1953; WEDGEWOOD et al., 1953).

O método de deslocamento de ar consiste do esvaziamento parcial de uma
camara padrdo conectada a outra cdmara de volume conhecido que contém o corpo a ser medido.
Ap6s conectar as duas cdmaras, a pressdo se equilibra e o volume corporal € calculado através
dos dados de temperatura e pressao obtidos em ambas as cdmaras (GNAEDINGER, 1962; HIX et
al., 1964; KODAMA, PACE, 1963). De acordo com HIX et al. (1964) as possiveis fontes de erro
neste método sdo mudancas de temperatura e da umidade do ar, e baixa precisdo dos sensores de
pressdo. Recentemente, um pletismégrafo de deslocamento de ar (BOD POD), que ndo necessita
de condicdes isotérmicas para realizacdo das medi¢des — uma vez que o ar no interior das
camaras se expande e se comprime adiabaticamente — estd comercialmente disponivel para
medi¢do de volume corporal em humanos (DEMPSTER, AITKENS, 1995; FIELDS et al., 2002;
MCcCRORY et al., 1995).

O método de hélio-dilui¢ao € executado em uma camara de volume conhecido
com um volume fixo de hélio (GNAEDINGER, 1962; HIX et al., 1964; SIRI, 1955; WALSER,
STEIN, 1953). O volume desconhecido de um corpo é determinado por uma célula de
condutancia usada para andlise da concentracdo de hélio (HIX et al., 1964) ou pelo principio da
dilui¢do dos gases (WALSER, STEIN, 1953). No primeiro caso, a determinacdo do volume pela
célula de condutincia é afetada pela umidade do ar e CO,, uma vez que a célula é sensivel a
ambas as varidveis (HIX et al., 1964). Temperatura, absor¢do de hélio pelo corpo e mistura
incompleta do gas interferem na determinacdo do volume no outro método (WALSER, STEIN,

1953).
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A pesagem hidrostitica tem sido a metodologia mais utilizada para
determinacdo de volume em animais. Esta técnica, baseada no principio de Arquimedes, compara
0 peso obtido no ar ao peso aparente obtido em um liquido de densidade conhecida. A principal
dificuldade na utilizacdo deste procedimento € a movimentacdo dos animais durante a medicdo.
Na tentativa de resolucdo desta problematica, a maioria dos estudos utiliza animais anestesiados
(KODAMA, 1971; STONE et al., 1978) ou mortos (DAHMS, GLASS, 1982; RATHBUN,
PACE, 1945; ROGERS, WEBB, 1980). A raspagem dos pélos também ¢ usada para diminuir o
aparecimento das bolhas de ar presas aos pélos (DAHMS, GLASS, 1982; KRAYBILL et al.,,
1952; RATHBUN, PACE, 1945). Contudo, estes procedimentos ndo sdo aplicdveis em estudos
longitudinais que avaliam a densidade individualizada de animais vivos submetidos a condi¢des
especificas de treinamento ou nutricional por varias semanas.

Este estudo apresenta um aparato facil de ser construido para medi¢do de
volume corporal em animais de pequeno porte, que pode medir de maneira acurada e reprodutivel

o volume corporal de ratos vivos sem anestesia € nem raspagem dos pélos.
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2 MATERIAIS e METODOS

2.1 APARATO PARA MEDICAO DO VOLUME CORPORAL DE RATOS (AMV)

O aparato para medi¢ao do volume corporal de ratos (AMV) estd mostrado na

Figura 1.
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Figura 1 - APARATO PARA MEDICAO DO VOLUME CORPORAL DE RATOS (AMV). [A] Proveta com
chumbo dentro; [B] Vaso de Medida; [C] Vaso de vidro para submersdo dos animais; [D] Balanca
digital; [E] Mangueira flexivel para conexdo dos vasos; [F] Tela para retencdo das fezes; [G] Torneira;
[K] Haste de ferro; [H, I, J] Suportes de ferro que fixam o sistema; [h] Variagdo do nivel da dgua antes e
depois da introdug@o do animal no sistema.

O sistema consiste em dois vasos comunicantes cilindricos ligados por uma
mangueira flexivel. O rato é colocado em um vaso [C] e as alteracdes do nivel da dgua sdo
medidas através da pesagem hidrostdtica de uma proveta com chumbo dentro [A] localizada no
outro vaso [B]. A mangueira de conexao dos vasos foi dimensionada para atenuar a transmissao
das oscilagdes causadas pela movimentacdo dos animais e as paredes grossas impedem que o seu

volume interno se altere com a pressdo. O AMV € simples e desmontdvel. Cuidados devem ser
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tomados para que os suportes [H, I, J] estejam fixos e a balanca fique protegida contra a
circulagdo de ar. Vidro ou outro material transparente deve ser utilizado no vaso [C] para que o
animal seja melhor visualizado e a medi¢do facilitada. Para aumentar a linearidade do sistema, as
porcdes que sdo suscetiveis a serem molhadas quando o nivel da dgua sobe, devem ser

cilindricas. As caracteristicas dos principais componentes do AMV estdo descritas na Tabela 1.

TABELA 1
Fungdes, Dimensdes e Especificacdes dos Principais Componentes Do AMV

Descricao do Componente Funcio Comp.(mm) Diametro(mm)

A — Proveta com chumbo Mede o nivel da 4gua 230 29.7

B - Vaso 2 Vaso comunicante no qual localiza-se 510 47.5
a proveta com chumbo

C-Vaso3 Vaso comunicante no qual o animal é 330 68
inserido

D - Balanga Pesagem Hidrostatica * -

E — Mangueira flexivel Conecta os vasos comunicantes 1250 8

F — Tela de retencdo Suporte do animal / Reten¢do das fezes - -

K — Haste de ferro Conecta a proveta ao prato da balanca 200 -

*Especifica¢des da Balanga: capacidade minima = 0.50g, capacidade maxima = 1010g, sensibilidade = 0.01g, funcao
de pesagem hidrostatica

2.2 PROTOCOLO DE MONTAGEM DO AMV

1. Conexao entre os dois vasos [B e C] através da mangueira [E];

2. Adicao de 4gua (1.7 L) no sistema de vasos comunicantes; retirada das bolhas de ar do interior
da mangueira [E] e dos vasos [B e C] através de movimentagdo (inclinando e balangando) do
sistema e fluxo de dgua (250ml) pela torneira [G];

3. Pedurar a proveta com chumbo dentro [A] na balanca [D] através de uma haste [K] e
centralizacdo no interior do vaso [B];

4. Adigao de dgua no vaso [C] até atingir o fundo da proveta [A] no interior do vaso [B] e ser
sinalizado pela balanca [D];

5. Adicdo de dgua (150ml) no vaso [C] até que o nivel da dgua ultrapasse a por¢do abaulada da
proveta e atinja sua por¢ao cilindrica;

6. Taragem da balanca [D] antes do inicio da calibracao.
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2.3 DETERMINACAO DO VOLUME

A introducdo do animal no interior do vaso [C] aumenta o nivel da 4gua [h] no
sistema. Simulagdes nas quais os volumes medidos eram relacionados com as dimensdes dos
componentes otimizaram a sensibilidade do aparato. O volume do rato (Vi) estd relacionado a
variagoes de volume “AVp” e “AV(” dos vasos [B] e [C], respectivamente:

Viato=AVc+ AV — AV — AVE
Onde “AVA” e “AVE’ sdo as variagcdes de volume ocupados pela proveta [A] e pelo cabo da tela
de retencdo das fezes [F], respectivamente.

O aumento no nivel da 4dgua [h] em torno da proveta [A] de diametro “d,”,
causa uma variagdo na leitura da balanca (My,)) de:

Ml = Digua x 7 x (da)* x h/4
onde “Dygy,” indica a densidade da dgua (1g/ml).

Assim, o volume do rato é diretamente proporcional a variacdo mostrada na
balanga:

Viato = Mpax [(d0)* + (dp)” - (da)” - (dp)* V(da)’
Nesta equagdo, “dg” e “d¢” representam os didmetros internos dos vasos [B] e [C], “dA” € o
diametro externo da proveta [A] e “dg” € o didmetro do cabo da tela de retengado das fezes [F].

Desta maneira, My, varia de acordo com o volume do objeto inserido no
sistema. Se os componentes [A, B, C e F] sdo cilindricos na faixa onde ocorre variacdo do nivel
da 4gua, V.4 ndo depende do nivel inicial da d4gua no momento da taragem da balanca. Na
pratica, a medida do volume depende apenas do valor fornecido pela balanga (My,) e da

calibragdo prévia realizada apds o protocolo de montagem.
2.4 CALIBRACAO DO AMV

O objetivo da calibragdo € quantificar uma reta que relaciona o volume do
corpo a ser medido ao valor fornecido pela balanca. Um método de calibracdo prético e preciso
foi desenvolvido utilizando-se seis cilindros de aluminio (cerca de Scm de didmetro x Scm altura)
medidos cuidadosamente com um paquimetro para determinacdo do volume individual. A
calibracdo constitui na introducdo consecutiva dos cilindros no vaso [C] com cuidados para

eliminar eventuais bolhas de ar. Apds a introduc@o de cada pega, esperava-se a estabilizacao do
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sistema (aproximadamente 20s) e registrava-se o valor fornecido pela balanga. Este procedimento
foi adotado até que a ultima peca fosse introduzida. Os valores fornecidos pela balanca
correspondiam a soma de cada uma das pegas e uma regressdo linear foi aplicada a estes dados
para determinagdo da reta de calibracdo. Treze calibragdes deste tipo foram realizadas ao longo
de cinco meses. Vale ressaltar que a calibracdo deve ser realizada quando a parede externa da
proveta estiver molhada. Assim, sugerimos que as pecas de aluminio sejam inseridas todas de

uma Unica vez antes do inicio da calibraco.

2.5 TESTES DO AMV COM AGUA E OBJETOS INANIMADOS

O AMV e suas respectivas calibragdes foram avaliadas em concordancia,
linearidade e acurdcia. Como ndo existem animais com volumes precisamente conhecidos,
volumes padrdo de &dgua quantificados por pesagem prévia (50.002£0.05ml) foram
consecutivamente acrescentados no vaso [C]. Os valores obtidos na balancga foram registrados e a
equacao de calibracdo (obtida com os cilindros de aluminio) foi aplicada para avaliar os volumes
medidos de 4dgua.

Ainda avaliamos a habilidade do AMV para determinar com acuricia e
reprodutibilidade o volume conhecido de objetos inanimados. Utilizou-se cada uma das treze
retas de calibracdo para determinar o volume dos seis cilindros de aluminio ao longo de cinco

meses.

2.6 AVALIACAO TRANSVERSAL DO VOLUME DE ANIMAIS ANESTESIADOS E NAO
ANESTESIADOS

Os protocolos experimentais com animais foram previamente submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (638-1) conforme anexo 1. Para
testarmos a reprodutibilidade das medidas de volume em animais vivos, cinco ratos Wistar
machos de diferentes tamanhos e idades (Tabela 2) foram utilizados em um experimento
transversal. Cada animal foi introduzido seis vezes no sistema, tanto anestesiado como nao
anestesiado. Os experimentos foram realizados em dias distintos, sempre no mesmo horario. Foi
utilizado um rato por dia sendo que o sistema foi previamente calibrado com as pecas de

aluminio.
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Tabela 2 - Idade e Massa dos Ratos Utilizados na Anéalise Transversal

Rato Idade (dias) Massa (g)
1 58 297.87
2 84 343.59
3 120 420.07
4 105 373.59
5 107 375.02

Primeiramente o rato nao anestesiado foi introduzido no vaso [C]. As medidas
foram feitas somente apds o animal estar calmo e adaptado a dgua (35 + 1°C) e as condi¢des do
vaso. O rato foi mantido praticamente submerso por uma tela — semelhante a usada para
contencdo das vezes [F] — sendo que somente seu focinho ndo estava submerso de modo que
pudesse respirar (Figura 2). Trés determinagdes de volume foram realizadas cada vez que um
animal era introduzido no sistema. Cada determinacdo de volume correspondeu a média de 20
medidas tomadas durante 30s e calculada automaticamente por um software embutido na balanca.
Como os ratos foram introduzidos no AMYV seis vezes, 18 medidas foram realizadas com cada
rato. Assim, um total de 90 determinacdes de volume foram realizadas sendo que cada uma durou
cerca de 3 minutos. Apés cada pesagem, o animal era secado com uma toalha e um secador.
Antes de reintroduzi-lo no aparato, o volume de 4dgua retirado do sistema carregado junto aos

pélos, era reposto. A balanca era entdo tarada.

Figura 2 - Rato sendo medido pelo AMV.
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O mesmo procedimento foi realizado quando os animais foram anestesiados por
tiopental sédico (40 mg/kg peso corporal) intraperitonial. Cada rato era introduzido no vaso com
ajuda de uma haste. Foi amarrado fio dental ao dente incisivo do animal com o intuito de manter
seu focinho sobre a superficie da dgua e assegurar sua respiracdo durante a afericdo. Os animais
foram agitados com uma haste introduzida na d4gua que passava entre o rato e as paredes do vaso,
de maneira que as bolhas de ar presas nos pélos pudessem ser liberadas.

Para avaliar a interferéncia das bolhas de ar presas nos pélos dos animais
anestesiados no volume, medidas complementares de volume foram realizadas com um animal
(Rato 1). Seis sessoes de pesagem foram conduzidas, cada uma delas com trés medidas realizadas
antes e trés realizadas depois do animal ter sido agitado por uma haste, resultando em 18
medi¢cdes em cada situagdo. Em todos os casos, o volume do animal foi obtido aplicando-se o

valor obtido na balanga na reta de calibracdo realizada previamente.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Para comparar o volume medido com os padrdes, dois tipos de andlise foram
realizadas. Uma regressao linear entre as duas varidveis relacionou a linha de identidade com o
teste de concordancia dos resultados. Para mostrar as oscilacdes dos volumes medidos das pecas
inanimadas, a andlise proposta por BLAND, ALTMAN (1986) foi realizada, o que também
permitiu a avaliacdo da precisdo e acurdcia da metodologia. Andlise paramétrica ANOVA para
grupos independentes foi utilizada para avaliar o rato 1 anestesiado ou ndo, com ou sem agitacao.

O nivel de significancia considerado foi p < 0.05.
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3 RESULTADOS

3.1 COMPORTAMENTO DO AMV NA MEDICAO DE VOLUMES INANIMADOS

Uma regressao linear tipica entre os volumes dos cilindros de aluminio e os
valores mostrados na balanca resultaram em uma reta de calibracdo com coeficiente angular de
6.87£0.04ml/g e coeficiente linear de 1.70£2.1ml (R2=0.99998 and SEE=0.22ml). Estas
calibragdes foram realizadas 13 vezes ao longo de 5 meses e uma equacdo de reta de ajuste foi
calculada para cada calibragao.

A comparacdo entre as medidas de volume de dgua pelo AMV (utilizando uma
calibracdo prévia com cilindros de aluminio) e por pesagem mostra linearidade e concordancia. A
regressdo linear mostra um coeficiente angular de 1.0006£0.0017, coeficiente linear de
0.75+0.81, R*=0.99999 ¢ SEE=0.58ml. A Figura 3 ilustra o experimento com volumes fixos de

agua.
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Figura 3 - Calibracdo do Aparato com volumes fixos de dgua. Eixo Y: volumes de dgua (50,00 + 0,05ml) inseridos
no aparato. Eixo X: valores mostrados na balanca respectivos aos volumes fixos de dgua.
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A diferenca entre os volumes pesados e os mensurados pelo AMV estd plotada
na andlise de BLAND, ALTMAN, 1986 (Figura 4). As diferencgas entre os volumes mostram uma
média 0.996ml e um desvio padrdao de 0.584ml com oscilagdes de aproximadamente 1ml. Além
da linha que representa a diferenca média, a Figura 4 inclui os limites experimentais observados
equivalentes a +2DP das diferencas entre os volumes. Expressos em percentual do volume

medido, os valores para média+2DP sao 0.262%10.266%.
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Figura 4 - Diferenca entre o volume de dgua medido pelo AMV e o volume pesado (padrdo) comparados pela média
em ambas as medidas. As linhas representam a diferenca média+2DP.

A Tabela 3 mostra os volumes reais dos seis cilindros e a média+2DP dos 13
volumes de cada cilindro medidos pelo AMV ao longo de 5 meses. A diferenga entre o volume
real e o volume medido pelo AMV € menor do que 0.4ml. Os erros médios de volume expressos
em porcentagem, variaram entre 0.01% e 0.07% exceto pata o cilindro 1 (0.36%), mostrando boa
acurdcia do sistema.

A confiabilidade das medidas também foi boa. O coeficiente de variacdo (2DP

Volume AMV/ Volume Real) deu médiatDP de 0.16% * 0.14%.
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Tabela 3 - Volume Real e Volume Médio dos Seis Cilindros de Aluminio Mensurados no AMV
Através de 13 Calibragdes ao Longo de 5 Meses

Volume Real (ml) Volume AMV£2DP (ml) Dif. (ml) Erro Médio CV2DP
107.76 108.148 + 0.461 0.388 0.0036 0.0043
215.56 215.620 +0.456 0.0602 0.0003 0.0021
323.26 323.198 +£0.321 -0.0619 -0.0002 0.001
430.56 430.273 £0.326 -0.2872 -0.0007 0.0008
538.15 538.230 + 0.465 0.0795 0.0001 0.0009
645.81 645.881 +0.326 0.0705 0.0001 0.0005

Dif = Volume AMV — Volume Real;
Erro Médio = (Volume AMYV - Volume Real)/ Volume Real;
CV2DP = 2DP/ Volume Real.

3.2 COMPORTAMENTO DO AMV MEDINDO MODELOS ANIMAIS

Avaliagdo tranversal do volume corporal de animais anestesiados e ndo anestesiados

A Tabela 4 mostra a médiaxDP do volume e da densidade dos ratos,

anestesiados € ndo anestesiados.

Tabela 4 - Volume e Densidade dos Animais Utilizados na Anélise Transversal

Volume Volume Densidade Densidade
Ratos nao-anestesiado anestesiado (ml) nao-anestesiado anestesiado
(ml) (g/ml) (g/ml)

1 289.9+1.0 289.9+1.2 1.027+0.004 1.028+0.004

2 334.3+1.3 334.0+1.5 1.028+0.004 1.029+0.004

3 409.5+1.7 410.4+1.5 1.02620.004 1.02440.004
4 367.1+1.5 365.5+2.5 1.018+0.004 1.022+0.007
5 367.0+1.2 366.7+1.2 1.022+0.003 1.023+0.003

Média+DP dos volumes (ml) e densidades (g/ml) dos ratos (n=5) anestesiados ou ndo (18 medidas em cada condicao).
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A variacdo do volume do rato 1 nas trés condi¢des experimentais (18 medicdes

cada) estd mostrada no histograma da Figura 5.
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Figura 5 - Histograma dos volumes medidos do rato 1 a partir de uma calibragdo prévia. A — Rato ndo-Anestesiado
(preto) e anestesiado (cinza) apds agitacdo. B — Rato anestesiado antes da agitagdo (branco).

A média £2DP das diferencas dos volumes do rato 1 anestesiado sem agitacdo
para retirada das bolhas e o rato 1 ndo anestesiado foi de 5.54mlI+3.92ml e entre o rato 1
anestesiado e agitado e o animal ndo anestesiado foi de 0.07ml+3.06ml. Consequentemente, a
densidade aparente do rato 1 anestesiado e ndo agitado (1.008+0.005g/ml) foi significativamente
menor do que do animal agitado (1.028+0.004g/ml). Além disso, a variagdo do volume no rato 1

anestesiado foi maior antes da agitacao (+3ml) se comparada as medidas apds agitacao (+2ml).
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A Figura 6 apresenta o histograma das 90 diferencas entre as medidas de
volumes dos animais anestesiados e ndo anestesiados realizadas no experimento transversal. Uma

distribui¢do préxima da normal foi observada e a média=DP foi de 0.31ml+2.34ml.
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Figura 6 - Histograma das diferencas de volume entre os ratos anestesiados e ndo anestesiados (n=5). MédiatDP
0.31ml%2.34ml. Total de 90 medidas.

O coeficiente de variacdo, expresso como percentual (CV%) dos volumes dos
animais anestesiados e nao anestesiados foi (médiatDP) 0.45%%0.13% e 0.38%%0.04%,
respectivamente. Os valores de CV% e o pequeno desvio padrao (Tabela 4) indicam uma boa

confiabilidade sobre as repetidas medidas dos animais anestesiados e ndo anestesiados.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, € proposto um novo aparato para medi¢cdo do volume
corporal de ratos que ndo necessita do sacrificio do animal, anestesia ou raspagem dos pélos. Isto
traz vantagens importantes sobre os métodos alternativos existentes. A reprodutibilidade,
acurdcia e sensibilidade do método proposto sdo apresentadas no estudo. Devido ao fato do
aparato ser de facil construcdo, pode ser utilizado para uma série de propoésitos cientificos.

A movimentagdo dos animais sem anestesia tem sido considerada um fator que
prejudica a determinacdo do volume por pesagem hidrostitica (WALSER, STEIN, 1953).
Contudo, os resultados obtidos no AMYV néo suportam essa afirmativa. Os valores das densidades
dos ratos, anestesiados ou ndo, foram similares aos encontrados em outros animais (Tabela 5), o
que corrobora com o fato de que o animal a ser medido pelo AMV ndo precisa ser anestesiado,
uma vez que sua movimenta¢do ndo interfere no procedimento de aferi¢do. Ao contrério, a
movimentacdo dos animais auxiliou na liberacdo das bolhas de ar presas nos pélos. Além disso,
independentemente do volume dos animais (pequeno=289.9+1.0ml; grande=410.4+1.5ml), o
+DP foi baixo, o que evidencia a repetibilidade das medi¢cdes do AMV. A respeito dos animais
vivos, considerando o desvio padrao de +2.34ml (Figura 6), sugerimos que seja utilizada a média
aritmética de duas medidas desde que estas tenham diferencas inferiores a 2ml. Se a diferenca for
superior a 2ml, faz-se necessario uma terceira medida.

Tabela 5. Referéncias de densidades de mamiferos.

P.H. Pesagem Hidrostatica; D.A. Deslocamento de Ar; H.D. Hélio-Diluicdo. * +DP nao informado.

Referéncias Modelo Animal Metodologia A Densidade(g/mL) Idade
Rathbun, 1945 Porco da India (n=50) P.H. Animais Mortos 1.021 a 1.093 -
Scheer, 1947 Ratos Animais Vivos 1.015+* 12 semanas
Kraybill, 1952 Gado (n=30) P.H. Animais Mortos 1.017 a 1.070 -
Walser, 1953 Gatos (n=10) H.D. Animais Vivos 1.023 a 1.087 -
Kodama, 1971 Hamster (n=34) D.A. Animais 1.049 £ 0.010 3 meses
Anestesiados
Stone, 1978 Ratos Sprague Dawley P.H. Animais 1.047+£0.01 a 3 a 6 semanas

(n=14) Anestesiados 1.058 = 0.009
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Parece que o modelo proposto por SCHEER et al. (1947) € o unico utilizado
para afericdo do volume de animais vivos e ndo anestesiados. Este modelo tem funcionamento
semelhante ao AMV, uma vez que mede o deslocamento do nivel da dgua apds a introducao do
animal ndo anestesiado. Neste estudo (SCHEER et al., 1947), as densidades dos ratos foram
mensuradas pela razdo entre massa corporal e a massa de dgua deslocada pelo animal obtida
através de trés transferéncias de dgua. Porém, nenhum comentario foi feito pelos autores no que
diz respeito ao volume residual de d4gua nos vasos, o que poderia levar a erros de medicdo. Além
disso, neste modelo, o rato era mantido completamente submerso e isolado durante o processo de
medi¢do (enchimento total dos vasos, fechamento da valvula, abertura da saida de emergéncia e
finalmente retirada do volume de &dgua correspondente ao volume do animal). Este estudo
(SCHEER et al., 1947) ndo apresenta nenhum tipo de calibracdo com o intuito de determinar a
acurdcia do modelo e nem comenta sobre a possivel interferéncia das bolhas de ar na medigdo,
sendo que sua reprodutibilidade (1%) foi apenas mencionada sem maiores detalhes. Mostramos
que o AMYV possui algumas vantagens em relacdo ao sistema do SCHEER et al. (1947). Nossos
dados (Tabela 3) mostram que o maior erro relativo do AMV foi de 0.4% medindo volumes entre
100ml a 700ml.

As densidades dos cinco ratos apresentadas neste trabalho (Tabela 4) sao
menores do que os minimos valores encontrados em outros artigos com ratos Sprague-Dawley e
ratos Wistar (Tabela 5). Provavelmente isto se deva ao fato de que em nosso trabalho, assim
como no do SCHEER et al., 1947, calculamos a densidade de animais vivos e conscientes, nos
quais o ar preso nos pulmdes, vias aéreas superiores e trato gastrointestinal pode interferir na
densidade, levando a obten¢do de valores menores do que os obtidos com carcaca de animais
mortos e com os pélos raspados (DAHMS, GLASS, 1982). Assim, ndo é recomendado que se
utilize a mesma relagdo que existe a partir da densidade de animais mortos para o calculo indireto
da porcentagem de gordura corporal em animais vivos e conscientes. Definir uma equagdo que
relacione a densidade de animais vivos com porcentagem de gordura corporal ndo foi o objetivo
deste trabalho. Concluindo, nossos dados mostram que o AMV ¢€ confidvel, acurado, reprodutivel
e sensivel. O principio de medi¢do do volume pode ser aplicado para qualquer animal desde que
0 aparato esteja fisicamente dimensionado. O AMV ¢ barato e pode ser usado com animais vivos
possibilitando a avaliacdo longitudinal individual de volume corporal em experimentos que

durem semanas ou meses.
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