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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi estabelecer valores de referéncia de alguns
parimetros fisioldgicos (bioquimicos, hematoldgicos e urindrios) de ratos provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringi, Estado do Parani. Foram utilizados
ratos machos, normais e saudiveis da linhagem Wistar, com peso de 200 a 220 g. Foi
avaliado o perfil hematoldgico (leucdcitos: totais, mononucleares e polimorfonucleares) e a
determinagio bioquimica de virios constituintes plasmdticos (aspartato aminotransferase,
alanina aminotransferase, glicose, creatinina, fosfatase alcalina, fosfatase 4cida, uréia,
colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos, teste de tolerincia i glicose GTT) e urinirios
(glicose, creatinina). E imprescindivel que cada laboratério estabeleca seu conjunto de
valores de referéncia dos animais normais, de acordo com a dieta, a linhagem, o sexo ¢ a
idade de cada espécie utilizada. Assim, através deste trabalho, o pesquisador pode identificar
desvios dos pardmetros, facilitando a escolha dos animais para o estudo.

Palavras-chave: ratos, anélise bioquimica plasmitica, perfil hematoldgico, parimetros urindrios.

ABSTRACT. Reference values of some physiological parameters in the rats of the
Central Biotery at the State University of Maringa, State of Parana. The present work
was carried out to establish reference values for some physiological parameters (biochemical,
hematological and urinary) in rats proceeding from the Central Biotery at the State University of
Maringi, State of Parani. Normal male Wistar rats weighing 200-220 g were used. The
hematological profile (total leukocytes, mononuclear and polymorphonuclear cells count), the
clinic chemistry (aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, glucose, creatinine,
alkaline phosphatase, acid phosphatase, urea, cholesterol, HDL-c, triglycerides, glucose tolerance)
and urinary parameters (glucose and creatinine) were determined. Each laboratory should
establish a database of reference values for their animals, according to diet, strain, sex and age for
each species used. Thus, in this work, a database is provided regarding reference values of some
physiological parameters in rats for use in experimental investigations.
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Introdugio

Geralmente, os valores de parimetros fisiol6gicos
dos animais de experimenta¢io sio determinados em
paises com longa tradi¢dio na manutencio de
biotérios. Desta forma, esses valores passam a ser
admitidos como constantes para os animais de uma
mesma linhagem, espalhados pelos mais diversos
paises (Pinheiro et al., 1997/98).

Apesar de que cada espécie de animal possui
mecanismos préprios de controle dos valores de
pardmetros fisiolégicos, é sabido que podem exibir
variagbes que estio relacionadas ao sexo, linhagem e
gendtipo, podendo estas variagdes serem decorrentes

de diversos fatores como: idade, dieta, manuseio, e
ambiente. Adicionalmente, os animais experimentais
podem se comportar de modo diferente, dependendo
das condicdes a que sio submetidos, sendo também
passiveis de sofrerem influéncia de virios fatores
ecolégicos, caracteristicos de cada regido do planeta
(Menendez apud Pinheiro et al., 1997/98).

Virios trabalhos da literatura apresentam valores
de referéncia de alguns parimetros fisiolégicos
(bioquimicos, hematolégicos, peso, dieta, etc.)
obtidos de ratos Wistar normais; dentre estes
podemos citar: Wolford et al. (1986); Amaral et al.
(1995/96); Lillie et al. (1996); Pinheiro et al.
(1997/98). Analisando estes trabalhos, é possivel
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observar algumas discrepincias entre alguns
parimetros avaliados, o que confirma as variacoes
intraespécies, decorrentes de diferencas geogrificas e
de manuseio, anteriormente citadas. Neste contexto,
¢ imprescindivel que cada laboratério ou biotério
estabeleca um conjunto préprio de valores de
referéncia dos animais normais controles, de acordo
com a linhagem, sexo, idade de cada espécie
utilizada. Segundo Wolford et al. (1986), o
conhecimento destes parimetros é muito importante
na pré-selecio dos animais, na avaliagio e observagio
dos resultados obtidos nos procedimentos
experimentais, assim como na andlise das
modifica¢des induzidas por processos patoldgicos.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer
valores de referéncia de alguns parimetros
fisiolégicos que possam ser utilizados pelos
laboratérios de pesquisa que utilizam ratos Wistar,
provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringi, Estado do Parani.

Material e métodos
Animais e parametros fisiologicos avaliados

Os dados foram obtidos de ratos machos,
adultos, normais ¢ saudiveis da linhagem Wistar,
pesando 200-220 g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringi,
Estado do Parand. E importante relatar que os dados
apresentados neste trabalho sio provenientes de
resultados experimentais, obtidos de animais
controles utilizados em estudos realizados no
Laboratério de Inflamagio do Departamento de
Farmicia e Farmacologia da Universidade Estadual
de Maringi durante aproximadamente cinco anos.

Foram analisados os seguintes parimetros
fisiolégicos: (1) sangue: contagem global e diferencial
de leucécitos, e andlise bioquimica (glicose,
triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, uréia,
creatinina, atividade das enzimas fosfatases (dcida-
FAC e alcalina-FALC), aspartato amino transferase
(AST), alanina amino transferase (ALT) e teste de
tolerancia a glicose (GTT); (2) urina: volume urinirio
de 24 de horas, glicose e creatinina.

No final do periodo experimental, através de
necropsia dos animais, determinaram-se o peso de
varios 6rgios e as razdes. Peso de 6rgios / 100 g de
peso corporal.

Contagem global e diferencial de leucécitos no sangue

O sangue foi coletado da extremidade distal da
cauda e da veia cava inferior do animal. A contagem
global dos leucdcitos foi realizada em cimaras de
Neubauer, a partir de amostras de sangue diluidas na
propor¢io de 1:20 em liquido de Turk. Para a
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dilui¢io, foram utilizadas pipetas conta-glébulos de
Thomas. O material assim obtido foi homogeneizado
em agitador magnético, durante 45 segundos. A
contagem diferencial das células da série leucocitiria
foi realizada em esfregagos de sangue fixados e
corados pelo método pancrémico de Leishman. As
células foram contadas em microscépio Optico,
usando-se objetiva de imersio em dleo.

Coleta de sangue para avaliagao bioquimica

O sangue foi coletado de animais alimentados ou sob
jejum de 15 horas. Os ratos foram anestesiados com
pentobarbital (Hypnol 3%®, Fontover, i.p.) na dose de
40 mg kg' de peso corporal e o sangue foi coletado
através de pungio da veia cava inferior, utilizando-se
seringa heparinizada. O plasma foi separado apds
centrifugacio das amostras a 2500 rpm por 10 minutos.

Determinacao da glicemia

A determinagio dos niveis plasmaiticos de glicose
foi realizada em aliquotas de plasma (10 wuL),
utilizando método enzimitico colorimétrico da
glicose-oxidase (Gold Analisa®). A glicemia foi
avaliada em animais alimentados e sob jejum de 12
horas. Os resultados foram expressos em mg dL™.

Determinagao da concentragio de colesterol total

O colesterol total foi determinado pelo método
enzimitico colorimétrico de colesterol-oxidase
(Gold Analisa®). Neste método, a colesterol-oxidase
catalisa a oxidagio do colesterol produzindo o
peréxido de hidrogénio. Através de uma reagio
oxidativa catalisada pela peroxidase, o peréxido de
hidrogénio reage com 4-aminoantipirina ¢ fenol,
formando um complexo de cor vermelha
(quinoneimina), onde a intensidade de cor ¢
proporcional 2 concentragio de colesterol na
amostra. Os resultados foram expressos em mg dL™.

Determinagao da concentragao de colesterol HDL

Os quilomicrons ¢ a lipoproteina de muito baixa
densidade (LDL) se precipitam quantitativamente.
Apés  centrifugagio, o sobrenadante contém as
lipoproteinas de elevada densidade (HDL), cujo
colesterol é quantificado espectrofotometricamente,
utilizando o mesmo método de dosagem do
colesterol total descrito acima. Os resultados foram
expressos em mg dL™.

Determinagao da concentragao de triglicerideos

Os triglicerideos foram determinados pelo método
enzimitico colorimétrico da glicerol-3-fosfato-oxidase
(Gold Analisa®). Neste método os triglicerideos sofrem
agao das lipases, resultando na molécula de glicerol, e
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este ¢ posteriormente convertido em glicerolfosfato,
que é oxidado a dihidroacetona e dgua oxigenada por
agio da glicerol-3-fosfato oxidase. Através de uma
reagio oxidativa catalisada pela peroxidase, a dgua
oxigenada reage com a 4-aminoantipirina ¢ 4-
clorofenol, produzindo a quinoneimina (vermelha),
em que a intensidade de cor é proporcional 2
concentragio de triglicerideos na amostra. Os

resultados foram expressos em mg dL™.

Determinagao da concentragao de uréia no plasma

A determinagio da concentragio de uréia no
plasma foi
enzimitico colorimétrico (Gold Analisa®). Neste
método, a uréia é hidrolisada pela urease em fons
amdnia e CO, Em meio alcalino, os fons amoénia

realizada através de um método

reagem com salicilato e hipoclorito de sédio, para
formar indofenol. A absorbincia do complexo

formado, medida em 600 nm, ¢é diretamente
proporcional A concentragao de uréia na amostra.

Determinac¢ao da concentrac¢ao de creatinina no plasma

A determinacio da concentragio de creatinina no

plasma foi realizada através de um método
enzimitico colorimétrico (Gold Analisa®). Neste
método a creatinina reage com o picrato alcalino,
formando um complexo que ¢ medido
fotometricamente. A adi¢io de um acidificante
abaixa o pH, promovendo a decomposi¢gio do
picrato de creatinina ¢ deixando inalterada a cor
derivada dos cromdgenos, que também é medida
fotometricamente. A diferenga entre a leitura
fotométrica antes e apés a acidificagio permite

quantificar a concentra¢io de creatinina verdadeira.
Determinagao da concentragao das transaminases e
fosfatases

A atividade de fosfatases (icida-FAC e alcalina-
FALC) e de (aspartato
transferase - AST e alanina amino transferase - ALT)

transaminases amino
no plasma foi determinada utilizando kit comercial
(Gold Analisa®), por método Cinético Colorimético.

Coleta de urina para avaliagao bioquimica

Os animais foram mantidos em gaiolas
metabdlicas por perfodo de 24 horas com
alimentacio e dgua 2 vontade. Foram determinados
os seguintes pardmetros: volume urindrio, glicose e
creatinina. Para determinacio do volume urinirio, a
urina de 24 horas foi coletada em frascos de vidro e

o seu volume medido em proveta graduada.

Determinacao da glicosiria

A determinagio da glicosiria foi realizada em
aliquotas de wurina (10 wL), utilizando método
enzimitico colorimétrico da glicose-oxidase (Gold
Analisa®). A glicostiria foi avaliada em animais
alimentados.

Determinacgao da concentragao de creatinina urinaria

A concentragio de creatinina na urina foi
determinada pelo mesmo método descrito acima, ou
seja, para determinagio da concentragio de
creatinina no plasma.

Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Os animais sob jejum de 15 horas ¢ anestesiados
com pentobarbital sédico (Hypnol 3%®, 40 mg kg™ de
peso corporal, via intraperitoneal) foram submetidos 4
laparatomia e exposigdio da veia cava inferior.
Inicialmente foi coletada uma amostra de sangue (1
mL) que foi utilizada para a determinagio da glicemia
basal (tempo zero). Apds esta coleta os animais
receberam dose tnica de glicose (0,5 g kg de peso
corporal) por via endovenosa. Amostras de 0,5 mL de
sangue foram coletadas ap6s 5, 10, 20, 30 ¢ 60 minutos
da injecio de glicose. Estas amostras foram
centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. A glicemia
foi determinada pelo método enzimdtico colorimétrico
da glicose-oxidase (Gold Analisa®). Os resultados
foram avaliados por meio da curva glicémica.

Resultados

Todos os dados demonstrados foram obtidos de
ratos da linhagem Wistar. O ntimero de leucdcitos
no sangue dos animais estd apresentado na Tabela 1
e 2. Os dados apresentados nas Tabelas 3, 4 ¢ 5 sio
referentes aos parimetros bioquimicos analisados. A
Tabela 6 mostra o peso dos rins, figado, coragio e
pulmio. Nas tabelas estio demonstrados o nimero
de animais por grupo (N), a média e o desvio padrio
da média (DP) dos parimetros avaliados. A curva

glicémica referente ao teste de tolerincia i glicose
(GTT) é mostrado na Figura 1.

Tabela 1. Contagem global e diferencial de leucécitos no sangue
de ratos.

Células mm™ N Média Desvio Padrio

Leucécitos totais 32 9402 1662,0

Polimorfonucleares 32 2082 751,5
(21,6%)

Mononucleares 32 7323 1213,0
(78,3%)

O sangue foi coletado da extremidade distal da cauda dos animais. N= ntmero de
animais por grupo. Os resultados representam a Média + Desvio Padrio da Média, em
valores absolutos e relativos (%).
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Tabela 2. Contagem global e diferencial de leucdcitos no sangue
de ratos.

Células mm™ N Média Desvio Padrio

Leucdcitos totais 15 6383 763

Polimorfonucleares 15 1580 553
(24,75%)

Mononucleares 15 4803 255
(75,24%)

O sangue foi coletado da veia cava inferior dos animais. N= ndimero de animais por
grupo. Os resultados representam a Média * Desvio Padrio da Média, em valores
absolutos ¢ relativos (%).

Tabela 3. Parimetros bioquimicos no plasma de ratos sob jejum
de 15 horas.

Parimetros Unidade N Média Desvio Padrio
Colesterol total mgdL?! 51 87 18,1
Colesterol HDL mgdL' 37 48 11,4
Triglicerideos mgdL' 38 82 24,7

Uréia mgdL' 35 48 7,6
Creatinina mgdL! 42 05 0,07
Glicemia mgdL! 64 108 17,4
Glicemia® mgdL' 32 136 11,3

Valor da glicemia em ratos alimentados; N = ntimero de animais por grupo. Os

resultados representam a Média + Desvio Padrio da Média.

Tabela 4. Atividade das enzimas fosfatases (4cida-FAC e alcalina-
FALC) e de transaminases (aspartato amino transferase - AST e alanina
amino transferase - ALT) no plasma de ratos. sob jejum de 15 horas.

Parimetros Unidade N Médias Desvio Padrio
FAC UL’ 19 32 40,3

FALC UL’ 42 124 6,1

AST UL’ 38 81 11,7

ALT UL! 42 51 12,3

N = ni@imero de animais por grupo. Os resultados representam a Média + Desvio

Padrio da Média.

Tabela 5. Parimetros bioquimicos na urina de 24 horas de ratos
alimentados.

Parimetros Unidade N Média Desvio Padrio
Volume de urina mL 20 6,3 1,5

Glicose mgdL' 17 132 9,2
Creatinina mgdl!' 26 672 12,8

N = nt@imero de animais por grupo. Os resultados representam a Média + Desvio

Padrio da Média.

Tabela 6. Peso dos 6rgios de ratos (g 100 ¢! de peso corporal).

Orgios N Médias Desvio Padrio

Rins* 12 0,61 0.04

Figado 12 2,90 0.34

Coragio 12 0,32 0.02

Pulmio 12 0,53 0.07

N = ntmero de animais por grupo. * Valor correspondente ao peso de ambos rins

(direito e esquerdo). Os resultados representam a Média + Desvio Padrao da Média.
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Figura 1. Teste de tolerincia a glicose (GTT) obtidos de ratos
normais, sob jejum, antes e apés administragio de glicose (via
endovenosa - 0,5 mg kg). Cada ponto representa a Média =
Desvio Padrio de 25 animais.
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Discussao

Neste trabalho  foi  estabelecido  alguns
parimetros fisiolégicos e bioquimicos de referéncia,
de ratos normais da linhagem Wistar do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringj,
Estado do Paranid. A anilise dos dados mostrou
pequenas variagdes individuais quando cada
parimetro foi avaliado No entanto, quando
comparado os resultados do presente estudo com
aqueles apresentados na literatura, ficou claro que
alguns resultados sio semelhantes, enquanto outros
sao discordantes. Por isso, a importincia de
estabelecer valores de referéncia préprios para cada
biotério ou laboratério.

Com relagio ao perfil hematolégico, ¢
importante ressaltar que a contagem do ntmero de
leucdcitos circulantes foi maior em amostras de
sangue coletadas da cauda quando comparadas as
amostras coletadas da veia cava inferior do animal
(Tabelas 1 e 2). Resultados similares foram relatados
por outros autores (Nemzek et al., 2001; Doeing
et al., 2003). A razio para esta diferenca nio ¢
claramente entendida. Segundo Northern et al.
(1994), a diferenga observada poderia ser atribuida 2
demanda imunolégica do hospedeiro nos virios
locais onde as amostras de sangue sio coletadas
(cauda, olho, coragio). Outra teoria é que a
resisténcia vascular e estase sanguinea, gerada pela
maior drea de superficie nos leitos capilares, pode ser
responsivel pela maior contagem de leucdcitos nas
amostras de sangue coletadas da cauda (Quimby ez al.,
1948). Além disso, tem sido sugerido que o estresse
induzido pelo préprio procedimento, no momento da
coleta das amostras de sangue, poderia interferir na
contagem de leucdcitos (Doeing et al., 2003).

Os resultados da concentragio plasmitica de
glicose dos animais sob jejum, demonstrados na
Tabela 3, estio de acordo com os apresentados em
outros trabalhos (Wolford et al., 1986; Sharp e La
Regina, 1998; Cardenas, 2005).

Os valores de creatinina plasmatica deste estudo
(Tabela 3) sio inferiores aos descritos por Novelli ef
al. (1998), porém sio similares aqueles apresentados
por Wolford et al. (1986). Doyama et al. (2005)
encontraram valores de colesterol total e colesterol-
HDL semelhantes aos do presente estudo (Tabela
3). Entretanto, com relagio aos valores de
triglicérideos (Tabela 3) estes foram superiores aos
dos mesmos autores. A concentracio de uréia
plasmitica (Tabela 3) avaliada neste estudo se
assemelhou 2 de Matos et al. (2005).

Os resultados obtidos para a atividade da enzima
fosfatase alcalina (Tabela 4) foram superiores aos
encontrados por Cardenas (2005). Os valores da
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atividade das  transaminases (AST e ALT)
apresentados na Tabela 4 foram superiores aos
encontrados por El Demerdash et al. (2004), porém
semelhantes aqueles apresentados por Wolford et al.
(1986).

Duncan e Prasse (1982) salientam que os
diferentes métodos utilizados para a realizagio de
testes enzimdticos variam, fornecendo valores muito
vezes discrepantes. Por isso a comparagio com
outros estudos, mesmo quando a unidade utilizada
for a mesma, sé serd valida se os mesmos substratos,
pH e temperatura de reagio forem utilizados.
Adicionalmente, Haldelman ¢ Blue (1993)
observaram que a metodologia utilizada sempre
interfere com os resultados laboratoriais. Lillie ef al.
(1996) relatam ainda, que os resultados sé podem ser
generalizados em determinadas condigdes especiticas
de estudo, com a mesma linhagem de ratos, idade ¢
dieta, assim como a metodologia, que poderiam
interferir nos resultados.

Finalmente, a andlise comparativa dos nossos
resultados com aqueles apresentados na literatura
demonstra claramente que variages intraespécies
existem, sendo provavelmente resultantes de
diferengas de ordem ambiental, bem como de
manuseio  ¢/ou  metodologia empregada.  E
imprescindivel ~ que  essas  variagbes  sejam
consideradas durante a pré-selecio dos animais, na
avaliagio e observagio dos resultados obtidos nos
procedimentos experimentais, assim como na anilise
das  modificagdes  induzidas por  processos
patoldgicos.

Conclusao

O acompanhamento e a avaliagio do controle
bioquimico do plasma, urina e de leucdcitos, feitos
em ratos machos, normais e saudiveis da linhagem
Wistar, com peso entre 200 a 220 g, procedentes do
Biotério Central da UEM, apresentou resultados
que exibem os valores analisados por um periodo de
cinco anos. A média do conjunto de valores obtidos,
sua distribuicio e variagdes oferece valiosa referéncia
para a pré-sele¢io de animais para procedimentos
experimentais.
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