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Animais de diferentes criadouros podem apresentar variagdes em seus parametros fisioldgicos. Os objetivos
desse trabalho foram determinar o intervalo de valores de referéncia de parametros bioquimicos e
hematolGgicos de ratos e ratas Wistar (Rattus norvegicus) da Unidade de Produgdo Animal do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba (UPA/IPeFarM/UFPB), bem
como comparar os dados encontrados com dados publicados para outras unidades de produgdo animal
nacionais e internacionais. Foram utilizados animais saudaveis (n=40/género), com 8 a 12 semanas de idade
e peso entre 150 e 300 g. Amostras de sangue total foram obtidas por puncéo intracardiaca e utilizadas para
a quantificacdo de eritrocitos, leucocitos, plaquetas e dos indices hematimétricos. Foram determinadas as
concentrages séricas de glicose, triglicérides, colesterol, proteinas totais, ureia, albumina, creatinina, acido
Urico e a atividade enzimatica da aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina.
Ao comparar os géneros, foram observadas diferencas significativas entre todos os pardmetros avaliados.
Além disso, foram encontradas discrepancias entre os valores obtidos (exceto proteinas totais, acido Urico e
hemacias) e resultados de outros criadouros. E necessario, portanto, que cada biotério determine os valores
de referéncia do perfil fisioldgico de seus animais, considerando os fatores intrinsecos e extrinsecos na
homeostase dos mesmos, a fim de fornecer dados reais para os experimentos de suas instituicdes.
Palavras-chave: ratos Wistar, bioquimica, hematologia.

Animals from different breeding sites may show variations in their physiological parameters. The aims of
this study were to determine the range of reference values for biochemical and hematological parameters of
Wistar rats (Rattus norvegicus) from the Animal Production Unit of the Research Institute for Drugs and
Medicines at the Federal University of Paraiba (UPA/IPeFarM/UFPB), as well as comparing the data found
with published data for other national and international animal production units. Healthy animals
(n=40/gender) with 8 to 12 weeks of age and weight between 150 and 300 g were used. Whole blood samples
were obtained by intracardiac puncture and used for the quantification of erythrocytes, leukocytes, platelets
and hematimetric indices. Serum concentrations of glucose, triglycerides, cholesterol, total proteins, urea,
albumin, creatinine, uric acid and the enzymatic activity of aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase and alkaline phosphatase were determined. When comparing the genders, significant
differences were observed between all parameters evaluated. In addition, discrepancies were found between
the values obtained (except total proteins, uric acid and red blood cells) and results from other breeding sites.
Therefore, it is necessary that each bioterium determines the reference values of the physiological profile of
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their animals, considering the intrinsic and extrinsic factors in their homeostasis, in order to provide real data
for the experiments of their institutions.
Keywords: Wistar rats, biochemistry, hematology.

1. INTRODUCAO

O emprego de animais na investigagdo cientifica € uma préatica milenar, que se originou com 0s
estudos de Hipdcrates e se estende até os dias atuais, constituindo uma das principais fontes para
obtencdo de dados bioldgicos. A elucidacdo dos processos vitais, bem como as descobertas da
insulina, das vacinas, dos medicamentos, dos métodos de prevencdo e diagnéstico de doencas, e
transplante de 6rgdos sdo alguns dos varios avancos adquiridos com as pesquisas in vivo que
mudaram o rumo da medicina humana e veterinaria [1, 2, 3].

Em virtude das discussdes éticas a respeito dos estudos in vivo e da facilidade de aquisicao,
manejo, adaptacdo, manutencdo e observacdo, as espécies mais intensamente utilizadas e
conhecidas no meio cientifico sdo: o camundongo (Mus musculus), o rato (Rattus novergicus), o
hamster (Mesocretus auratus), a cobaia (Cavia porcellus) e o coelho (Oryctolagus cuniculus) [1,
4, 5]. O rato foi um dos primeiros animais a ser domesticado para fins estritamente cientificos, com
estimativa de que seu emprego represente cerca de 30% do nimero total de animais utilizados em
laboratério [6, 7]. Dessa espécie, a linhagem Wistar, albina e heterogénea, € uma das mais
empregadas nos centros de pesquisa, tendo grande aplicacdo no estudo de doengas poligénicas,
como o diabetes mellitus, bem como na oncologia e em estudos relacionados a nutricdo e
envelhecimento [8, 9].

Os animais experimentais possuem necessidades metabolicas, energéticas e nutricionais que
variam de acordo com a regido do planeta e com as condic¢des as quais estdo submetidos. Isso faz
com que diferencas relevantes sejam verificadas nos parametros bioquimicos e hematolégicos, por
exemplo, em animais de mesma espécie e linhagem, sob condig¢des de acondicionamento diferentes
[10]. Em decorréncia disso, variaveis relacionadas com o ambiente, como temperatura, umidade,
iluminagdo e ruido, devem ser padronizadas, dentro dos limites aceitaveis, no intuito de garantir o
bem-estar animal e reduzir as diferengas nos parametros fisiologicos, em estudos in vivo. Essas tém
sido uma prioridade de paises com larga tradi¢cdo em biotérios, os quais determinam os valores de
referéncia dos parametros bioquimicos e hematol6gicos dos animais utilizados em suas institui¢oes
de pesquisa, considerando as variaveis intrinsecas e extrinsecas aos mesmos [7, 11, 12].

A World Health Organization (WHO), International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC) e o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) definem
“valor de referéncia” como o resultado obtido da observagdo ou mensuracdo quantitativa de um
analito em um individuo/animal selecionado, com base em critérios bem definidos. Os valores de
referéncia dos perfis bioguimico e hematoldgico determinam o nimero de células e as taxas dos
componentes ndo celulares do sangue, considerados normais de uma determinada populacgéo. Esses
dados tém orientado as pesquisas farmacol6gicas e toxicoldgicas, no intuito de fornecer
informacdes que subsidiam a relagdo entre a anélise do sangue de animais sadios, doentes e tratados
com amostras em estudo, contribuindo para uma discussdo mais coerente e fiel dos resultados [3,
7].

No Brasil, poucos laboratorios tém se dedicado a estabelecer seus proprios intervalos
fisiologicos, quando se utiliza plasma/soro de animais. Alternativamente, as faixas de valores
utilizadas sdo provenientes da literatura estrangeira, oriunda de paises que mantém um controle
rigoroso de seus biotérios, ou dos dados que constam nas instru¢es de uso dos fabricantes dos
reagentes [13, 14]. Contudo, esses valores ndo sdo fidedignos a realidade brasileira, uma vez que,
apesar de corresponderem a mesma espécie e linhagem, os animais podem expressar diferentes
perfis bioquimico e hematoldgico [10].

Portanto, é imprescindivel que cada instituicdo de pesquisa atualize, periodicamente, 0s
parametros fisioldgicos considerados normais dos animais que sdo utilizados na investigacao
cientifica. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivos atualizar a faixa de valores de
referéncia de pardmetros bioquimicos e hematolégicos dos ratos Wistar (Rattus norvegicus)
provenientes da Unidade de Producdo Animal (UPA) do Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), bem como comparar os
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dados encontrados com dados publicados para outras unidades de produgdo animal nacionais e
internacionais.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos e ratas Wistar (Rattus norvegicus), 40 animais por género, selecionados
de ninhadas diferentes, pesando entre 150 e 300 g, com faixa etéria entre 8 e 12 semanas,
independente do ciclo estral. Os mesmos foram agrupados em gaiolas de polietileno, sob condi¢cfes
controladas de temperatura (21 + 1 °C), com livre acesso a comida (pellets de racdo Presence®) e
agua potavel, e foram mantidos em ciclo claro-escuro de doze horas (luzes acesas as 6:00 da
manh&). Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPB), sob a certidéo n® 2895270218.

Apds jejum alimentar de doze horas, os animais foram submetidos a injecéo intraperitoneal (i.p.)
de xilazina (30 mg/kg) e cetamina (300 mg/kg, i.p.), para coleta de sangue por via intracardiaca,
seguido de eutanasia.

Para a andlise dos parametros bioguimicos (glicose, triglicérides, colesterol total, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FAL), proteinas
totais, ureia, albumina, creatinina e &cido Urico), o sangue foi submetido a centrifugagdo (10
minutos, a 3500 rpm), em tubos com gel separador para obtencdo do soro. J& para as analises
hematologicas (contagem de eritrocitos, largura de distribuicdo dos eritrocitos (RDW),
hemoglobina, hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de leucdcitos,
neutrofilos, linfécitos, mondcitos, eosinéfilos e plaquetas, volume plaquetario médio (VPM),
largura de distribuicdo das plaquetas (PDW), foi utilizado sangue total heparinizado.

Os parametros bioquimicos e hematoldgicos foram determinados utilizando-se kits especificos
(Bioclin®) para o espectrofotémetro 600 plus (FEMTO®) e UV mini-1240 (UV-VIS
SPECTROPHOTOMERS, SHIMADZU®), e para o analisador hematoldgico celular automatico
Hematoclin 2.8 Vet (Bioclin/Midray®), respectivamente. As extensdes sanguineas foram coradas
com coloragdo pandtica para contagem diferencial de leucGcitos em microscopio Optico
(OLYMPUS®).

Os resultados foram expressos como média aritmética + desvio padrdo (DP) da média e
analisada pelo teste de andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste de Tukey. As
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando apresentaram p < 0,05.

Para determinacéo dos intervalos de referéncia, foram estabelecidos os limites inferior e superior
como sendo a média aritmética £ 2 DP, o que abrange 95% dos dados centrais da curva de
distribuigdo Gaussiana, com uma margem de erro em 5% dos casos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros hematolégicos e bioquimicos sdo amplamente utilizados como indicadores
fisiologicos dos animais em resposta a alteracGes enddgenas e como biomarcadores de diagnostico.
AlteracOes nesses parametros podem sugerir, por exemplo, lesdes em 6rgédos ou tecidos especificos,
auxiliar na avaliacdo toxicoldgica de candidatos a farmacos e na deteccao de deficiéncias do sistema
de criacdo das espécies [15]. Os valores de referéncia desses pardmetros, quando corretamente
interpretados, podem demonstrar, portanto, as condi¢cées do animal no momento da amostragem
[16].

A construcdo dos valores de referéncia, no entanto, pode se tornar uma tarefa dispendiosa e
exaustiva para os laboratorios [14], pois, segundo a International Federation of Clinical Chemistry
(IFCC) e a American Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP), a quantidade ideal de
amostras necessarias seria acima de 120 animais saudaveis por género, idade, espécie e linhagem.
Por esse motivo, tais rgdos permitem caracterizacoes preliminares dos animais de laboratério com
um numero inferior, as quais devem ser renovadas periodicamente [17, 18]. No presente estudo
foram determinadas as faixas de valores de referéncia de parametros bioquimicos e hematoldgicos
dos ratos e ratas Wistar (Rattus novergicus) da UPA/IPeFarM/UFPB.
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Os resultados obtidos para os parametros hematol6gicos estdo expressos na Tabela 1, enquanto
o0s dados dos parametros bioguimicos estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 1 — Parametros hematoldgicos de sangue periférico dos ratos e ratas Wistar.

Parametros - Ratos - - Ratas -
Meédia + DP* Faixa Média + DPf Faixa
Hemécias (10%/uL) 7,49 £0,93 5,63 -9,36 7,28+1,13 5,03 -9,54
RDW (%0) 11,22 + 1,46 8,30 14,14 11,18+ 2,15 6,88 — 15,47
Hemoglobina (g/dL) 13,77 + 1,86 10,05 -17,49 12,93 +2,12 8,70 - 17,17
Hematdcrito (%) 42,74 + 553 31,68 — 53,79 40,78 £ 6,49 27,80 — 53,76
VCM (fL) 57,12 + 2,64 51,83 - 62,40 56,05 + 1,89 52,27 — 59,83
HCM (pg) 1842+186  14,70-2213  17,70+0,94 15,82 — 19,57
CHCM (g/dL) 32,34+341 25,53 - 39,15 31,66 + 1,50 28,66 — 34,65
Leucécitos (10%/uL) 7,03 +1,26° 4,52 -9,54 5,08 £ 0,93 3,22 -6,94
Neutrdfilos (%) 26,57 + 4,90 15,77 — 36,38 27,10+ 5,11 16,87 — 37,33
Basofilos (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Eosindfilos (%) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Linfdcitos (%0) 70,38 £ 8,12 54,14 — 86,61 69,38 + 7,78 53,83 — 84,93
Mondcitos (%) 3,13 +0,63 1,88 - 4,39 3,52+0,51 2,50-454
Plaquetas (10%/uL) 798,72 + 102,69 593,33 —-1004,11 742,48 +111,46 519,55 — 965,41
VPM (fL) 5,34 £ 0,26 4,83 -5,86 5,27 £0,40 4,47 —-6,07
PDW (%0) 15,58 + 0,38 15,22 - 16,74 15,87 +£ 0,34 15,20 - 16,54

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média e por faixa de valores (minimo e m&ximo), analisados
por analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. fDesvio padréo.2p < 0.05 comparado ao grupo de
ratas.

Tabela 2 — Pardmetros bioquimicos dos ratos e ratas Wistar.

Parametros — Ratos - — Ratas -
Média + DP* Faixa Média + DP* Faixa
Glicose (mg/dL) 143,71 +£12,75 118,21 - 169,22 155,34+ 19,94 115,47 — 195,21
Triglicérides (mg/dL) 80,48 + 14,86* 50,76 — 110,20 64,97 +12,42 40,12 — 89,82
Colesterol (mg/dL) 60,54 +8,90°  4274-7833 70,68+1214 46,41 94,95
ALT/TGP (U/L) 15,98 + 3,12 9,74 — 22,23 13,65 + 2,45 8,74 — 18,56
AST/TGO (U/L) 51,56 + 9,342 32,87 —-70,24 43,14+6,86 29,42 — 56,85
Proteinas totais (g/dL) 5,95 + 0,68 459-7,31 6,19 + 0,91 4,37 -8,02
Albumina (g/dL) 2,29 £0,332 1,62 - 2,96 2,70 £0,46 1,77 - 3,62
FAL (U/L) 107,72 £ 21,54* 64,95-150,49 57,35+10,89 35,57-79,12
Acido urico (mg/dL) 1,13 +0,23? 0,66 — 1,60 2,06 + 0,36 1,34-2,78
Ureia (mg/dL) 39,16 +4,89 29,39 — 48,93 41,78+7,90 25,97 -57,59
Creatinina (mg/dL) 0,42 + 0,07 0,28 — 0,56 0,41 + 0,07 0,28 - 0,54

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média e por faixa de valores (minimo e maximo),
analisados por andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. YDesvio padrdo. 3p < 0.05
comparado ao grupo de ratas.

Foram observadas diferencas significativas nos perfis hematoldgico e bioquimico entre os
géneros masculino e feminino dos animais avaliados. Os ratos apresentaram valores mais elevados
para a contagem de leucdcitos, a concentragdo de triglicérides e a atividade enzimética de AST e
FAL, quando comparados as ratas; bem como resultados inferiores de &cido Urico, colesterol e
albumina, onde as ratas expressaram concentracfes superiores para tais analitos.

Uma maior contagem de leucdcitos em animais machos pode ser atribuida ao fato de existirem
estresse e brigas entre os animais deste género, mantidos em uma mesma gaiola durante o desmame,
o0 que faz com que esta populacdo de células se eleve [19]. Dados encontrados, em estudos com
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camundongos, sugerem que machos apresentam valores superiores aos das fémeas para a contagem
total e diferencial de leucdécitos [20, 21, 22]. Tal tendéncia foi observada no presente trabalho, onde
maiores valores de leucdcitos foram encontrados nos ratos em relacéo as ratas.

No que diz respeito aos basofilos e eosindfilos, estas populaces raramente sdo contabilizadas
no sangue e pouco diferenciadas entre os granuldcitos [23, 24]. Tal caracteristica também foi
verificada nesse estudo, no qual houve auséncia dessas células nos ratos avaliados.

Outros trabalhos da literatura registraram diferencas significativas nos valores das hemécias,
hemoglobina, hematdcrito e indices hematimétricos relacionadas com o género, para camundongos
Swiss [25]; Swiss webster, BALB/c, C57BL/6J e IFN-y (") [24]; e ratos Wistar [26]. No entanto,
essas variagfes ndo foram observadas na presente pesquisa.

Quanto aos parametros bioquimicos, também ha relatos na literatura de diferencas entre machos
e fémeas, na avaliacdo dos analitos do soro/plasma de roedores. Discrepancias significativas foram
verificadas na avaliacdo de eletrélitos, transaminases, colesterol e glicose entre ratos e ratas Wistar
[27]. Estudos com camundongos C57BL/6J verificaram que 0s machos apresentam concentragoes
mais elevadas de triglicérides, colesterol, lipoproteina de alta densidade e glicose, em relacdo as
fémeas [28]. Ainda, foram encontrados valores superiores para atividade enzimética das
transaminases e FAL em camundongos machos, em quatro linhagens dessa espécie [24]. No
presente trabalho, foram observados valores maiores nos ratos para os triglicérides, AST e FAL,
corroborando os dados da literatura. Essa tendéncia, porém, foi inversa para o colesterol, onde os
valores encontrados foram superiores no soro das ratas. Ainda, variagdes relacionadas com género
e idade de camundongos para albumina e proteinas totais foram observadas na literatura [25].
Divergéncias estas que também foram verificadas no presente trabalho, onde as ratas apresentaram
resultados superiores na mensuragdo de albumina.

Na avaliacdo dos componentes do sangue, deve-se levar em consideragdo, também, a influéncia
dos tracos fenotipicos, incluindo as variaveis do ambiente, como temperatura, umidade, iluminac&o,
ruido, maravalha, ar, &gua, tipo de racéo e de caixa e quantidade de animais por caixa [21, 29]. Isso
porque, em trabalhos que avaliam pardmetros bioquimicos e hematoldgicos de roedores ndo
tratados, se observa grandes variacBes nos valores de referéncia para animais de uma mesma
espécie e linhagem, mas com diferentes tipos de acondicionamentos [30, 31, 32, 33]. Por essa razéo,
torna-se necessario que os biotérios mantenham seu ambiente padronizado, dentro dos limites
aceitaveis, conforme preconizado pela Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais
para Fins Cientificos, garantindo homogeneidade fisioldgica e 0 bem-estar dos animais [34].

E valido salientar, ainda, que os parametros bioquimicos e hematoldgicos podem ser alterados
por diferencas de manuseio e de localizagdo geografica dos roedores, bem como com a linhagem,
género e idade de cada espécie estudada [3, 33, 35]. Tais variaveis tém estimulado paises com longa
tradicdo em biotérios a determinar e divulgar os pardmetros fisiolégicos de seus animais de
experimentagdo, levando em consideragdo fatores intrinsecos e extrinsecos, a fim de servir de
referéncia para os experimentos de suas instituigdes de pesquisa [26]. No Brasil, no entanto, poucos
dados sdo encontrados na literatura. Recentemente, a Universidade Federal de Sergipe (UFS) [32],
a Universidade Tiradentes (UNIT) [3] e a Universidade Federal do Ceara (UFC) [36] realizaram
uma caracterizagdo preliminar das linhagens de animais mantidas em seus biotérios. Tais dados
estdo expressos nas Tabelas 3 e 4, e foram utilizados para fins comparativos, assim como os valores
divulgados pelo laboratério Harlan [37] e pela Charles River [38] (Tabela 5), ambos localizados
nos Estados Unidos.

Pode-se observar diferencas nos parametros hematimétricos, em que os ratos e ratas da
UPA/UFPB expressaram valores inferiores do RDW, em comparagéo aos ratos e ratas do biotério
da UFS; bem como resultados superiores para 0 VCM, em relagdo aos animais do biotério da UNIT.
Ainda, as ratas da UPA/UFPB apresentaram valores inferiores do CHCM, em relagéo as ratas do
biotério da UNIT, e, quando comparadas as ratas do Harlan, as mesmas expressaram valores
inferiores de hemoglobina, hematdcrito e HCM.

Na avaliacdo da série branca, o nimero dos leucdcitos totais dos animais da UPA/UFPB, em
ambos o0s géneros, foi superior, em relacdo aos da Charles River, e inferior, quando comparados
aos da UFS e da Harlan. Para ambos os géneros, ainda, o percentual de neutréfilos dos animais da
UPA/UFPB foi superior, em relacdo aos animais da Harlan e da Charles River. O percentual de
linfécitos dos ratos e ratas da UPA/UFPB, por sua vez, foi inferior, em relagdo aos da Harlan e da
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Charles River. Quanto ao percentual de mondcitos, os ratos e ratas da UPA/UFPB apresentaram
valores superiores, em relacdo aos dados da Charles River, e inferiores, quando comparados aos
animais da UNIT e da Harlan.

Em relacéo a série plaquetéria, os animais da UPA/UFPB apresentaram valores inferiores no
numero de plaquetas, frente os ratos e ratas da UNIT, UFS e da Charles River. Ainda, os valores
do VPM dos animais da UPA/UFPB, em ambos os géneros, foram inferiores, quando comparados
aos da UFS e da Charles River, assim como os resultados obtidos para PDW, em relacéo aos dados
da Charles River, os quais foram superiores aos da UFPB.

No que diz respeito aos pardmetros bioguimicos, também foram verificadas diferengas nos
valores mensurados dos ratos e ratas Wistar da UFPB, quando comparados aos dados da literatura.
A glicemia dos animais da UPA/UFPB, em ambos os géneros, foi superior aos animais da UFS e
inferiores aos dados obtidos da UFC; e superiores nas ratas da UPA/UFPB, em relacdo as ratas da
UNIT, Harlan e da Charles River.

Quanto ao perfil lipidico, as concentragdes de triglicérides obtidas dos animais da UPA/UFPB,
em ambos os géneros, foram superiores aos da Charles River; e superiores, nos ratos, em relacao
aos animais da UNIT, assim como as ratas, quando comparadas as ratas do Biotério da UFC. Os
valores mensurados para colesterol, por sua vez, foram superiores para as ratas da UPA/UFPB
frente os dados da Charles River e do Biotério da UFC; enquanto que, para 0s ratos, as
concentragdes desse analito foram inferiores aos animais da Harlan.

No que tange aos parametros bioquimicos de dano e fungdo hepatica, os resultados obtidos para
atividade de ALT e AST dos animais da UPA/UFPB, em ambos os géneros, foram inferiores aos
dados do hiotério da UNIT, UFS, Harlan, Charles River e da UFC. A atividade da FAL dos ratos e
ratas da UPA/UFPB, por sua vez, foi inferior quando comparada aos animais da Harlan e do
Biotério da UFC; e as ratas também expressaram menor atividade dessa enzima, em relagdo as ratas
do biotério da UNIT e da UFS. Quanto a mensuragdo de albumina, os animais da UPA/UFPB, em
ambos 0s géneros, apresentaram resultados inferiores aos obtidos para os animais da Harlan,
Charles River e do biotério da UFC; e os ratos apresentaram valores inferiores, quando comparados
aos ratos da UFS.

Em relacdo aos parametros bioquimicos de funcdo renal, na dosagem de creatinina, 0s ratos
Wistar da UPA/UFPB apresentaram valores superiores, quando comparados aos ratos da Harlan.
Para a dosagem de ureia, as concentra¢des desse analito no soro dos animais da UPA/UFPB foram
maiores, em ambos os géneros, frente os dados da Harlan e Charles River. Em contrapartida,
guando confrontados com os dados do biotério da UFC, os ratos da UPA/UFPB expressaram
valores inferiores.



Tabela 3 — Parametros hematoldgicos de ratos e ratas Wistar da UNIT?, UFS®, Harlan e Charles River.
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Parametros Biotério da UNIT? Biotério da UFSP Harlan Charles River
Ratos Ratas Ratos Ratas Ratos Ratas Ratos Ratas
Hemécias (10%/uL) 8,65+1,11 7,83 +0,69 8,0+£0,55 7,9+0,34 7,58 + 0,35 8,28 + 0,46 8,39+0,67 8,02+0,53
RDW (%o) - - 15,90+ 1,72 14,79+ 1,24 - - 127+11 122+1.2
Hemoglobina (g/dL) 15,00 £ 1,45 14,33+ 1,19 14,5+0,78 142+053 1467+066 16,30+0,84 157+1,0 15,2+0,9
Hematocrito (%0) 43,30 + 3,51 40,52 + 3,77 442 +2,95 429+214 46,15+2,16 49,73+2,70 450+35 433+31
VCM (fL) 47,75+ 2,89 50,97 £ 2,00 55,5+ 2,22 543+280 6089+162 60,11+1,05 535+24 53,8 +2,3
HCM (pg) 16,51 £ 0,30 18,23+ 1,75 18,2 + 0,57 179+065 19,36+051 19,70+ 0,37 18,7+ 0,8 19,0+0,8
CHCM (g/dL) 34,89 +241 35,76 + 3,87 32,8 +1,09 33,1+1,16 31,79+0,28 32,78+ 0,41 349+1,2 353+1,3
Leucécitos (103/L1L) 7,63 +2,37 496 +1,55 9,712,721 8,3+2,01 1256+2,86 11,90+450 452+181 3,12+1,49
Neutrofilos (%) 33,16 £14,99 24,04 + 14,55 24,8 +7,85 22,3+6,7 9,28 £ 4,45 6,55 + 3,47 155+55 154 +6,4
Basofilos (%) 0,92+0,74 0,01 +£0,03 - - 0,11 £ 0,07 0,10+ 0,08 0,3+0,2 0,3+0,2
Eosindfilos (%0) 1,25+1,09 0,65 + 0,61 1,3+0,82 1,42 +0,75 0,14 £ 0,07 0,54 £ 0,26 1,3+0,8 1,7+10
Linfécitos (%0) 67,36 £ 15,31 73,91+ 16,3 70,0+ 7,37 71,7+721 8148+534 86,83+4,98 80,2 +6,3 80,0+ 6,7
Mondcitos (%0) 5,27 + 3,52 5,33+ 3,79 39+1,31 3,9+ 160 9,01 +2,58 5,99 + 2,46 1,9+0,7 2,0+0,8
Plaquetas (103/H|—) 982,34 + 167,05 971,48 +140,43 1095+ 152,56 1004 +150,9 - - 904 + 137 929 + 133
VPM (fL) - - 7,52 +0,35 7,36 + 0,28 - - 7,7+0,8 7,8+0,9
PDW (%0) - - - - - - 52,9+55 52,7+5,5

Dados expressos como média + desvio padrdo da média. *Universidade Tiradentes; *Universidade Federal de Sergipe.
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Tabela 4 — Parametros bioquimicos de ratos e ratas Wistar da UNIT2, UFS® e Biotério Central da UFC®.

Parametros Biotério da UNIT? Biotério da UFSP Biotério Central da UFC°®
Ratos Ratas Ratos Ratas Ratos Ratas
Glicose (mg/dL) 138,72 + 30,17 114,57 + 36,15 104,0 + 17,18 106,2 + 20,25 187,35 + 38,0 201,38 + 27,43
Triglicérides (mg/dL) 46,87 + 18,73 54,21+ 35,5 89,9 + 29,16 69,8 + 20,75 60,35+ 11,86 51,57 + 8,08
Colesterol (mg/dL) 60,68 = 6,51 64,86 + 11,17 67,4 +8,72 75,1+12,29 62,95 + 14,23 55,86 + 10,53
ALT/TGP (U/L) 57,55+ 11,95 45,47 £ 9,23 48,4 + 6,46 41,0+7,63 54,95 + 9,89 31,95+ 8,59
AST/TGO (U/L) 131,33 + 43,98 107,87 + 53,96 131,7 + 23,09 132,7 £ 27,23 104,35+ 12,8 109,10 + 13,07
Proteinas totais (g/dL) 5,75 + 0,87 6,07 + 0,83 6,2 0,26 6,5+0,29 5,81 + 0,56 5,78 +0,22
Albumina (g/dL) 2,65 +0,30 2,41 +0,76 3,0+0,12 3,1+0,16 4,68 + 0,54 4,79+0,19
FAL (U/L) 91,63 £ 28,70 75,95 + 19,07 127,1 + 35,55 106,9 + 20,69 368,75 + 33,9 250,10 + 36,50
Acido arico (mg/dL) 1,81 +0,67 1,82 +0,59 1,3+0,34 1,6 +£0,39 - -
Ureia (mg/dL) 39,97 £ 6,78 39,17 + 6,43 35,9 + 3,58 43,7 £7,42 53,15+ 11,77 49,76 + 6,01
Creatinina (mg/dL) 0,58 +£0,24 0,57 +0,19 0,5+0,05 0,5+ 0,07 0,33+0,15 0,47+ 0,15

Dados expressos como média + desvio padrio da média. ®Universidade Tiradentes; ®Universidade Federal de Sergipe; “Universidade Federal do Ceara.

Tabela 5 — Parametros bioquimicos de ratos e ratas Wistar da Harlan e Charles River.

Parametros Harlan Charles River
Ratos Ratas Ratos Ratas
Glicose (mg/dL) 159,55 + 23,18 121,66 + 42,41 123,0 £ 38,0 117,0+£ 25,0
Triglicérides (mg/dL) - - 44,0+£21,0 28,0+8,0
Colesterol (mg/dL) 95,19 + 12,67 78,11 + 20,12 58,0 + 13,0 48,0+ 13,0
ALT/TGP (U/L) 76,13+ 11,36 64,28 + 10,23 28,070 25+9,0
AST/TGO (U/L) 131,03 + 44,00 105,66 + 23,01 105,0 £ 20,0 102,0+ 31,0
Proteinas totais (g/dL) 5,89+ 0,16 6,28 + 0,27 6,0+0,5 6,3+0,5
Albumina (g/dL) 2,91+0,14 3,31+£0,24 40+04 4,4+0,5
FAL (U/L) 237,06 + 33,93 112,46 + 28,11 113,0+ 44,0 59,0 + 28,0
Acido Urico (mg/dL) - - - -
Ureia (mg/dL) 12,73 +1,83 13,66 £ 2,14 17,1+29 19,3+ 3,7
Creatinina (mg/dL) 0,23 £ 0,03 0,33 +0,04 0,3+0,1 0,4+0,1

Dados expressos como média + desvio padrdo da média.
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As diferencgas observadas nos resultados do presente estudo frente os dados da literatura podem
ser indicativos de variacGes intraespécies nos animais, decorrentes da influéncia do meio. Contudo,
¢ importante salientar que, em analises clinicas, algumas variaveis podem interferir nos resultados
obtidos para uma amostra bioldgica, incluindo fatores pré-analiticos (jejum, tipo de coleta,
condicBes de manuseio e a preservacdo dos analitos) [39, 40, 41]; analiticos (processamento da
amostra, método empregado, equipamentos, reagentes, calibradores, tipo de dados brutos e método
do célculo) [42, 43]; e pos-analiticos (geragdo do resultado a emisséo do laudo) [44, 45, 46]. Com
efeito, diferencas nos aspectos pré-analiticos e analiticos foram observadas entre os trabalhos da
literatura e a presente pesquisa. O estudo da UFC, por exemplo, diferiu desse trabalho quanto ao
numero de animais (19 animais/género), faixa etaria (6 a 8 semanas), via de coleta do sangue (aorta
abdominal), jejum (ndo aplicado), e os equipamentos utilizados nas analises bioquimicas e
hematolégicas (automatizados).

De maneira semelhante, a pesquisa realizada pela UFS diferiu do presente estudo, ao passo que
empregou uma quantidade de animais variavel, de 11 a 41 ratos para cada parametro, anestesia por
inalacdo de éter e equipamentos automatizados. Em adicéo, a empresa Charles River realizou a
padronizacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos reunindo-se dados laboratoriais dos
grupos controles de 30 estudos (de 2002 a 2007) conduzidos com os ratos Wistar, na faixa etaria
de 8 a 16 semanas. A coleta de sangue, nesse estudo, foi realizada pela aorta abdominal, apds jejum
(tempo ndo informado) e os parametros foram avaliados com metodologias automatizadas, onde o
nimero de animais para os parametros hematologicos variou de 174 a 181 ratos/género e para 0s
bioquimicos de 158 a 165 animais. J4 em relacdo aos dados fornecidos pela Harlan, os detalhes
técnicos ndo foram descritos, sendo informado apenas o nimero de animais, que foi de 40
ratos/género, e a idade, que foi de 7 a 8 semanas.

Valores discrepantes podem ser verificados devido aos diferentes métodos utilizados para 0s
testes enzimaticos, de modo que a comparacao entre estudos, ainda que com a mesma unidade de
medida, s6 é valida se forem utilizados os mesmos substratos, pH e temperatura de reagdo [47].
Estudos revelam gque a metodologia empregada sempre contribui com os resultados laboratoriais
[48] e a generalizacdo dos dados s € possivel em determinadas condigdes especificas de estudo,
com a mesma linhagem de ratos e metodologia [49].

Vérios trabalhos da literatura sugerem, ainda, que o tipo de anestésico, a idade, a via de coleta
e 0 tempo de jejum podem causar diferencas significativas nos valores obtidos para parametros
bioquimicos e hematoldgicos de animais de laboratorio [20, 50, 51, 52, 53]. Com efeito, tais
variaveis devem ser as mais semelhantes possiveis entre os trabalhos que analisam tais parametros,
para uma comparagdo mais coerente dos dados, evitando conclusdes equivocadas [50, 54]. Logo,
as divergéncias metodoldgicas encontradas na padronizacao das UFS, UFC, Charles River, Harlan,
em relagdo ao presente estudo, podem ser responsaveis pelas diferencas entre os resultados obtidos
para 0s parametros bioquimicos e hematoldgicos de tais instituigdes, o que inviabiliza uma
comparagdo exata dos dados.

O trabalho que mais se aproximou, metodologicamente, dessa pesquisa foi o da padronizacao
realizada no biotério da Universidade Tiradentes, onde foram empregados 44
animais/género/linhagem, com faixa etaria de 8 a 12 semanas, os quais foram submetidos ao jejum
de 12 horas, anestesiados com cetamina e xilazina e o sangue foi coletado por puncdo intracardiaca.
A semelhanca técnica encontrada entre o presente estudo e o da UNIT sugeria que os valores de
referéncia dos animais de ambos os trabalhos seriam semelhantes [3, 32]. Em contrapartida, isso
ndo foi observado quando se comparou os dados dos referidos estudos, sendo verificados
concentragdes mais elevadas de glicose, triglicérides, VCM e da atividade enzimatica da FAL dos
animais da UPA/UFPB, em relacdo aos animais da UNIT, bem como resultados inferiores de
mondcitos, plaquetas, CHCM e atividade enzimatica da ALT e AST, respectivamente. Tais
variagdes nos animais de mesma espécie e linhagem, mas de criadouros diferentes, corroboram a
necessidade de se determinar os valores de referéncia especificos para cada biotério, considerando
diferencas de ordem ambiental, manuseio e/ou metodologia empregada [3, 32, 33].

E importante salientar, contudo, que uma comparaco exata entre o presente trabalho e o da
UNIT s6 seria possivel avaliando-se os dados brutos de ambas pesquisas, no intuito de verificar a
significancia das diferencas apontadas. Ademais, é preciso considerar que o fen6tipo hematoldgico
e bioguimico dos roedores ainda é pouco conhecido e uma andlise detalhada dos dados seria
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necessaria para apontar as reais causas dessas diferencas. Algumas varidveis especificas, contudo,
tém sido apontadas, na literatura, como importantes na fisiologia dos roedores, incluindo o préprio
gendtipo e a ninhada de origem desses animais, além de fatores extrinsecos, relativos ao meio [24,
55]. Destes, o tipo de alimentacdo e de maravalha, a interacdo do roedor com o experimentador, a
técnica de manuseio, o periodo do dia em que € realizada a coleta do sangue, bem como o estresse
animal durante o experimento podem influenciar, significativamente, os dados referentes ao perfil
fisiologico dos animais [31, 32, 33, 56]. Assim, pode-se sugerir que varidveis genéticas e
ambientais podem estar relacionadas com as discrepancias nos pardmetros bioquimicos e
hematolégicos encontradas entre os ratos da UPA/UFPB e da UNIT.

Outros trabalhos também verificaram divergéncias significativas nos perfis bioguimicos e
hematoldgicos em animais de acordo com as condi¢cdes ambientais. Ha relatos, por exemplo, de
diferencas nos valores de referéncia na mensuracédo de colesterol, triglicérides, glicose, eletrolitos
e atividade enzimatica da AST e ALT, em camundongos C57BL/6J e BALB/c criados em
diferentes condigBes sanitarias [14]. Ainda, trabalhos realizados no antigo Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica-UFPB verificaram alteragcbes nos pardmetros bioquimicos e
hematologicos de camundongos Swiss e ratos Wistar, ap6s mudangcas nos critérios de
acondicionamento desses animais [7, 26]. De maneira semelhante, pardmetros bioquimicos e
hematoldgicos variaram em camundongos Swiss webster, BALB/c, C57BL/6J e IFN-y (-/-)
mantidos em condigdes diferentes, nos criadouros da Fundagdo Oswaldo Cruz [24].

A interagdo entre 0 genotipo e os aspectos ambientais é reconhecida como uma importante fonte
de variacOes experimentais, quando caracteristicas complexas sdo mensuradas em roedores [56].
Vale salientar que tais divergéncias de dados podem ser verificadas mesmo entre animais mantidos
em condi¢cBes ambientais idénticas, mas originados de diferentes biotérios. Como exemplo,
discrepancias relevantes nos valores de leucdcitos, eritrocitos, plaquetas, linfécitos, mondcitos,
eosinofilos, reticulécitos, VCM, HCM, hematdcrito e hemoglobina foram observadas em estudo
com ratos Wistar obtidos de dois criadouros distintos [55]. E importante salientar que esses ratos
foram mantidos em aclimatag&o idéntica, em mesmo ambiente, durante 3 a 5 semanas, antes da
coleta de sangue, sendo a origem dos mesmos a Unica diferenca entre os grupos. Assim, animais de
mesma linhagem, com mesmo acondicionamento, podem expressar diferencas em seus perfis
fisiologicos devido a interagdo com o meio de origem. Tal interacdo pode levar a alteracdes
genéticas e epigenéticas em genes responsaveis pela hematopoese e pelas caracteristicas
bioquimicas dos animais, ocasionando, portanto, as divergéncias em sua fisiologia. Uma andlise
genética detalhada seria (til para compreender essa variabilidade hematolégica e bioquimica entre
0s animais de mesma espécie e linhagem [24, 55].

Portanto, considerando a influéncia do gendtipo e do meio na fisiologia do animal, torna-se
evidente a necessidade de cada instituicdo de pesquisa estabelecer seus proprios intervalos de
referéncia dos pardmetros bioquimicos e hematoldgicos dos animais de laboratério, em vez de
utilizar dados de outros criadouros. Ainda, conforme recomendado pelo Joint Scientific Committee
for International Harmonization of Clinical Pathology Studies, os intervalos de referéncia devem
ser constantemente revisados sempre que houver mudancas de fornecedor de animais e nos critérios
de acondicionamento dos mesmos [57].

4, CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo sdo dados preliminares de uma caracterizacao de parametros
bioguimicos e hematol6gicos dos ratos e ratas Wistar, provenientes da Unidade de Producédo
Animal do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba.
Tais parametros sdo essenciais para a avaliacdo da homeostase, compreensdo dos processos vitais
e patoldgicos, e comparacdo dos grupos tratados com amostras em estudo e grupos sadios dos
animais empregados para fins experimentais nessa instituicéo.

Ainda, as analises comparativas realizadas nesse estudo demonstraram que animais de mesma
espécie e linhagem podem expressar valores divergentes em seus perfis bioquimico e hematoldgico,
associados com o género e biotério/criadouro de origem, o que pode estar relacionado a fatores
ambientais, genéticos e epigenéticos. Assim, esse estudo corrobora a necessidade do
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estabelecimento de valores de referéncia para cada biotério, considerando género, linhagem e 0s
aspectos metodoldgicos, que devem ser bem padronizados.

E importante frisar que novas determinacdes de parametros fisiologicos devem ser realizadas,
cada vez que os animais s&o mantidos em condi¢Oes experimentais particulares. No entanto, vale
ressaltar que essas divergéncias significativas nos perfis bioguimico e hematologico de animais
obtidos de diferentes unidades de producdo devem ser minimizadas com a implementagdo de
normas padronizadas pelos drgdos regulatérios, no que se refere a aclimatagdo e abordagens
metodoldgicas, com o objetivo de maximizar a reprodutibilidade dos resultados experimentais
encontrados nos diferentes centros de pesquisa.
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