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RESUMO

Objetivos: Realizar a analise hematologica de roedores, sem intervengdo, para estabelecer
um parametro de referéncia nos valores de hemograma de grupos controles utilizados em pesquisas
experimentais. Metodologia: Avaliou-se os valores de hemograma, indices hematimétricos,
plaquetas e proteina plasmatica total de 40 animais (20 de cada sexo) Rattus novergicus linhagem
Wistar, provenientes do biotério da Universidade Luterana do Brasil, campus Canoas. Foram
utilizados ratos adultos pesando entre 240g e 300g no momento da eutandsia. Os animais foram
submetidos a jejum de trés horas antes da coleta do sangue, através de pungao cardiaca e as amostras
foram analisadas pelo método automatizado. Resultados: Observou-se pequenas variagcdes das
médias entre os géneros dos animais do nosso biotério. Contudo, os valores diferencias por grupo
de células brancas obtiveram as maiores diferencas de valores entre os estudos, principalmente
a contagem de neutrdfilos. Conclusao: Os resultados desse estudo podem ser utilizados como
parametros para os valores de referéncia no grupo controle em comparagdo com os grupos de
intervengdo em pesquisas experimentais realizadas no mesmo biotério.
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Hematological analysis of Wistar rats to reference parameter of control groups
in experimental research

ABSTRACT

Objective: To carry out a hematological analysis of rodents, without intervention, in order
to establish a reference parameter in the blood count values of control groups used in experimental
research. Methods: Complete blood count, hematimetric indices, platelets and plasma protein
values of 40 (20 of each sex) Rattus norvegicus animals, of the Wistar type, from the vivarium of
the Lutheran University of Brazil, campus Canoas, were assessed. Adult rats weighing between
240 g and 300 g were used at the time of euthanasia. The animals were fasted three hours prior to
blood collection through cardiac puncture, and the samples were analyzed using the automated
method. Results: There were small variations in the means between the genera of the animals of
the vivarium; however, if compared to the values obtained in other Brazilian vivaria, they had
little variability or even no difference if the respective standard deviations are taken into account.
However, the differential values by white cell group had the largest differences in values between
the studies, especially in the neutrophil count. Conclusion: The results of this study can be used
as parameters for the reference range in the control group as compared to intervention groups in
experimental research carried out in the same vivarium.

Keywords: wistar rats; reference range; complete blood count; hematology; animal
experimentation.

INTRODUCAO

O estudo em modelo animal tem sido amplamente utilizado para pesquisas em
diversas areas da satde (1) sendo que os roedores sdo os mais utilizados por possuirem
caracteristicas fisiologicas e genéticas semelhantes a dos humanos (2).

No entanto, os valores de referéncia de exames hematoldgicos de ratos sao variadas
e dependentes da metodologia empregada. Desta forma, isso influéncia diretamente nos
resultados laboratoriais e os resultados podem ser generalizados somente em condigdes
especificas, como mesma linhagem de ratos, idade, dieta e metodologia de coleta de
sangue e analise empregadas (3).

Os valores de referéncia da bioquimica do sangue em ratos nio-tratados ou de
grupos controle sdo dados de grande valor e podem ser utilizados como referéncia em
diversos estudos, tais como os de avaliagdes de efeitos farmacologicos e toxicoldgicos.
Com isso, o conhecimento dos valores dos diferentes parametros fisiologicos ¢ critério
significativo para a avaliagdo da homeostase e modificagdes induzidas por processos
patologicos, além de permitir a avaliagdo e comparabilidade com os resultados de
procedimentos experimentais (4).

A padronizacao do processamento e analise das amostras de sangue de cada biotério
podera minimizar a variabilidade e aumentar a validade externa dos resultados, podendo
ser utilizados como parametro no grupo controle de amostras em outros estudos em modelo
animal, que tenham as mesmas condi¢des ambientais e caracteristicas na compara¢ao com

22 Stomatos, Vol. 26, N° 50, Jan./Jun. 2020



os grupos de intervencdo. Para isso, ¢ imprescindivel que cada laboratério ou biotério
estabeleca um conjunto proprio de valores de referéncia dos animais.

Ainda, considerada a regulamentag@o para o uso de animais em experimentac¢ao
cientifica, a lei n® 11.794/08 (Lei Arouca), que estabelece procedimentos para o uso
cientifico de animais (5), somado aos rigores e pareceres dos Comissdes de Etica no
Uso de Animais (CEAUSs) das Institui¢des de ensino e pesquisa, que sao regulamentados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), torna-se
importante otimizar o uso de animais nos grupos controle em pesquisa experimental.

Destarte, no caso da analise hematoldgica e bioquimica do sangue, considerado os
padroes de referéncia laboratoriais, por exemplo, dos valores de hemograma em humanos
uma alternativa ¢ estabelecer parametros de valores hematimétricos a serem utilizados
como referéncia nos grupos controle em pesquisa experimental em modelo animal com
uso de ratos da linhagem Wistar, que sao comumente utilizados em odontoldgica para
analise de biocompatibilidade de materiais, entre outros e, principalmente, pelo seu
porte e quantidade disponivel nos biotérios brasileiros. Desta forma, o presente estudo
verificou o perfil hematologico de ratos adultos da linhagem Wistar sem intervengdo
com o objetivo de estabelecer um parametro de referéncia dos valores de hemograma e
proteinas plasmaticas totais para grupos controle utilizados em pesquisa experimental
em modelo animal.

MATERIAIS E METODOS

A realizagdo desta pesquisa, sob delineamento laboratorial em modelo animal,
aprovada sob parecer n° 2014-10P da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Luterana do Brasil, campus Canoas, RS (CEAU-ULBRA) foi realizada
no Biotério central da ULBRA.

Animais e Bioterismo

Foram utilizados 40 animais, sendo 20 de cada sexo, com nimero estabelecido
a partir do calculo amostral com base na diferenga entre os sexos, Rattus novergicus
linhagem Wistar foram identificados com niimeros nas caudas e separados conforme sexo
e distribuidos de forma aleatoria, em oito gaiolas com capacidade de até cinco animais
e mantidas em estante ventilada com temperatura controlada (22°C) e ciclo claro-escuro
de 12h. A maravalha foi trocada trés vezes/semana e a ragdo (Nuvilab®) e agua filtrada
foram disponibilizadas ad libitum.

Os animais foram acompanhados por um veterinario do biotério durante o periodo
de crescimento até atingir seis semanas de idade, considerada idade adulta, e pesando
entre 240g a 300g na data da eutandsia que ocorreu conforme os preceitos estabelecidos
pela CEUA-ULBRA (6) (Manual de Utilizagdo de Animais de Experimentagio CEUA
ULBRA, 2015), quando foram submetidos a jejum de trés horas e, apds, coleta do sangue
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realizada por pungdo cardiaca, com volume de aproximadamente Sml e colocados em
tubos de coleta padrao contendo anticoagulante EDTA sédico a 10%.

Parametros bioquimicos avaliados

Para analise do hemograma foram verificados os valores do eritrograma (série
vermelha) pela contagem de hemacias/eritrocitos, hematocrito (Micro-Ht), hemoglobina
(Hb), indices hematimétricos como, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentrag@o de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
amplitude de distribui¢do das hemacias (ADA/RDW). O leucograma (série branca) foi
analisado pela contagem total dos leucocitos e pela diferenciagdo celular na contagem
de neutrdfilos, eosinofilos, basdfilos, mondcitos e linfocitos. Ainda, foram obtidas as
contagens de plaquetas ¢ proteina plasmatica total (PPT) e, para cada parametro, foram
expressos os valores da média e desvio padréio.

As amostras foram analisadas pelo método automatizado passando pelo processo de
homogeneizagao (Homogeneizador de tubos Fanem, modelo 270T), por cinco minutos,
e, apos, pelo contador de células calibrado para espécie no analisador hematologico
veterinario Poch-100iV Diff (Roche), para dosagem da hemoglobina. A contagem
de leucocitos foi realizada por esfregagos corados com panotico rapico (Newprov)
e observados em microscopio Optico (Zeiss). A microscopia com aumento de 100x
objetiva de imersao foi utilizada para contagem manual de células, diferenciagao celular
e obtengdo do valor absoluto de cada célula da série branca. Os valores de PPT foram
obtidos por refratometria.

RESULTADOS

Os valores hematologicos obtidos da amostra estdo expressos na tabela 1. As
médias dos parametros hematologicos por micro-hematocrito e por diferencial leucocitario
dos ratos foram comparadas aos resultados de outros estudos que foram realizados em
Biotérios de Institui¢des de Ensino e Pesquisa brasileiros (3,4,7,8) (Tabela 1).
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DISCUSSAO

A analise hematoldgica realizada obteve valores de hemograma, plaquetas e
proteina plasmatica total dos animais provenientes do Biotério central da ULBRA, os
quais permitiram comparar com os valores relatados de outros estudos de biotérios de
outras Instituigdes de pesquisas. E, tais resultados podem servir como valores ou padrdo
de referéncia para grupos controle de outros estudos que realizam comparagdo com grupos
experimentais de outras pesquisas que utilizem este tipo de modelo animal.

Confrome a defini¢do da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), da Federagio
Internacional de Quimica Clinica (IFCC) e do Instituto de Padronizagdo Clinica e
Laboratorial (CLSI), o valor ou resultado de referéncia ¢ um valor obtido pela observagao
ou mensurac¢ao quantitativa de um analito em um individuo selecionado, com base em
critérios bem definidos (9). O que foi realizado no presente estudo, considerado os critérios
como estabelecer o tamanho da amostra, a padronizagao dos procedimentos de bioterismo
e o rigor nos procedimentos de coleta das amostras de sangue e do processamento e
andlise das amostras.

Os parametros hematoldgicos em modelo animal podem variar entre as linhagens
e cepas diferentes de uma mesma espécie e também pelo método utilizado na coleta do
sangue (10). Linhagens de animais de experimentagdo, quando padronizadas, atuam
como ferramentas capazes de simular as complexas interagdes de orgdos e sistemas,
possibilitando a compreenséo in vivo dos eventos relacionados ao desenvolvimento da
doenga (11).

Os resultados verificados neste estudo mostraram pequenas variagdes entre os
géneros dos animais, entretanto ao compararmos os valores obtidos de outros biotérios
(Diniz, 2006; Branco, 2011; Melo, 2012; Lima, 2014), verificamos que os valores médios
se apresentaram bastante proximos entre os estudos. Os valores que apresentaram maior
diferenga podem, de forma geral, serem decorrentes de varidveis metodologicas como
diferentes métodos de coleta de sangue, equipamentos e reagentes utilizados como, por
exemplo, a utilizagdo do método manual ou automatizado de analise. Outro fator a ser
considerado ¢ a auséncia de padronizagio quanto a dieta, tempo de jejum e estresse dos
animais no momento da coleta conforme relatado na literatura (Messias, 2009; Melo,
2012).

Dentre os parametros hematoldgicos avaliados a contagem de eritrdcitos, tanto para
machos como para fémeas, apresentou valor médio de 8,4x10%uL (+0,4) ¢ 8,1x10%uL
(+0,4) respectivamente, os quais apresentaram valores médios com pouca variabilidade
ou, ainda, sem diferenc¢as quando analisado os seus respectivos desvios padrao de
outros estudos. Da mesma forma, os valores de micro-hematocrito e hemoglobina
respectivamente de 44,9% (£2,8) ¢ 15,1 g/dl (+0,5) para machos e 42,8% (+2,1) ¢ 14,6g/
dl (+0,6) para fémeas. Sendo estes dois ltimos parametros, determinantes para avaliagdo
da presenc¢a de anemia quando seus valores apresentam diminuigao.

Na contagem de células da série branca, o nimero de leucoécitos totais apresentou
valores médios de 7,9x10%/uL (2,1) para machos e 6,3x10%/uL (2,2) para as fémeas,
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estando também em conformidade com os valores expressos nos outros estudos
(3,4,7,8). Contudo, se analisarmos os valores diferencias por grupo de células brancas,
tanto das células envolvidas nos processos agudos da inflamacgao (neutréfilos, basofilos
e eosindfilos) como dos processos cronicos (linfocitos e mondcitos) entre os estudos,
podemos verificar que as maiores diferencas ocorreram nestas contagens. Isso, talvez
possa ser explicado pelo tipo de metodologia empregada na contagem diferencial das
células, sendo o método de contagem por microscopia Optica com aumento de 1000x
utilizado neste estudo, depende do exame visual que pode apresentar variabilidade e
limitagdo na comparagdo entre os estudos.

A contagem de neutroéfilos foi a que apresentou maior diferenga com outros
estudos. O que pode estar relacionado especificamente ao método utilizado de contagem,
automatizado ou ndo. No método ndo automatizado a contagem ¢ efetuada no esfregaco,
onde existe uma distribui¢ao irregular das células, diferentes tamanhos e aderéncia
entre os diversos tipos de leucdcitos, especialmente dos neutrdfilos e mondcitos que se
concentram nas margens do esfregaco e podendo levar a erros de artefato de técnica.
Além disso, na metodologia ndo automatizada sdo contadas entre 100 a 200 células
por esfregago, diferente do método automatizado que ¢ em torno de 20.000 células,
agrupadas e contadas através da passagem por uma micro-abertura gerando emissao
de pulsos elétricos com posterior correcdo para a diluigdo utilizada e os leucocitos sdo
diferenciados por coloragao (3,10,12)

A contagem diferencial das células neste estudo por método nao automatizado,
mesmo sendo realizada por um patologista veterinario experiente, treinado e calibrado
para o método, com a repeticdo da contagem de células com intervalo de 14 dias,
apresentou limitagao pois, se considerarmos que cada examinador pode seguir protocolos
de contagem celular diferente ou, ainda, estar sujeito a erros de artefato de técnica do
esfregaco, a contagem diferencial de globulos brancos pode ser considerada uma limitagao
para comparacdo dos estudos que utilizam o método nao automatizado para a contagem
diferencial de células brancas.

Os valores médios de PPT obtidos neste estudo ndo puderam ser comparados porque
nenhum outro estudo verificado na literatura realizou analise deste parametro. Todavia,
na comparacgdo da contagem de plaquetas entre os estudos, foi observada diferengas
principalmente com outros dois estudos (3,7) que apresentaram menores valores médios de
plaquetas. Essas diferencas podem ser causadas por diversos fatores, entre eles, o estresse
dos animais provocado pela manipulagdo que estd relacionado aos efeitos negativos
dos glicocorticoides liberados durante eventos estressores continuos (13). Contudo, a
variabilidade dos valores médios foi semelhante a outros dois estudos (4, 8).

A literatura sugere que parametros internacionais podem ser utilizados como
referéncia na auséncia de valores padronizados dos biotérios, entretanto, deve-se levar
em consideragdo que o ambiente ¢ a latitude geografica do planeta influenciam nos
valores de normalidade dos animais (14). Portanto, frente a analise dos resultados obtidos
neste estudo, nos parece evidente que para garantir a confiabilidade dos experimentos
devemos utilizar valores de referéncia padronizados para cada biotério, com animais
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criados sob condigoes ideais e mantidos em ambientes controlados (15). Desta forma,
podemos considerar que os valores de hemograma, contagem de plaquetas e PPT obtidos
nesta amostra sem nenhum tipo de intervengao podem ser considerados como padrao de
referéncia no grupo controle para comparagdo com os grupos de intervencao em pesquisa
experimental com a utilizagao de ratos adultos Wistar com as mesmas caracteristicas
anatOmicas, fisiologicas e condi¢des ambientais.

CONCLUSOES

Os resultados verificados na analise hematologica do presente estudo podem ser
considerados como valores de referéncia para os grupos controle que utilizam amostra de
sangue de ratos Wistar adultos de ambos os sexos na comparagao com 0s outros grupos
utilizados em pesquisa experimental realizadas em biotérios que mantenham as mesmas
condi¢des ambientais, afim da padronizagao dos valores de normalidade do hemograma,
contagem de plaquetas e proteina plasmatica total ¢ otimizag¢@o no uso de animais em
pesquisa experimental.
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