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Os analitos determinados apresentaram diferenga#icativas (teste t Student e teste Mann-Whitney,
p<0,05). Os valores de referéncia foram padrongazaliferenciados por espécie animal e categoria
sanitaria. A grande problematica ao pesquisadattifim é ndo possuir dos centros de criacdo nivel
nacional, dados fisiol6gicos dos animais em estfaigando ao pesquisador utilizar referéncias aekad
pelo Sistema Internacional. Devido a caréncia ddoslabibliograficos pareceu-nos interessante a
obtencdo destes pardmetros de forma a auxiliararecterizacdo destes, ajudar a diferenciar animais
categoria Convencional e SPEpecific Pathogen Frée contribuir no diagnéstico de algumas patologias

que possam interferir nos experimentos.
Palavras chavduiotério; bioquimica; plasma; camundongos; condicgmitarias

The analytes determined significant differencesud8nt t test and Mann-Whitney, p <0.05). The
reference values were standardized and differedtiby species and health category. The big proidem
the research scientist does not have the natiomaddbng centers, physiological data in the study of
animals, forcing researchers to use referencestezpby the International System. Due to the latk o
bibliographic data it seemed interesting to obth@se parameters in order to assist in the chaizatien

of these help to differentiate animals category Vemtional and SPF (Specific Pathogen Free) and

contribute to the diagnosis of certain illnessesat thmay interfere with experiments.
Keywords: animal house; biochemical parametersepmasma

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de animais de laboratério em pesquismtifica tem sido de fundamental
importancia, ndo s6 pelos avangos que permite @oecimento dos mecanismos dos processos
vitais, mas também ao aperfeicoamento dos métoelpsedencao, diagndstico e tratamento de
doencas tanto na Medicina Humana como na propriidite Veterinéaria [4, 7, 9,10].

O avancgo tecnolégico e o aprofundamento de conleetoncientifico trazem consigo a
necessidade dos pesquisadores dominarem com megisdo o0 desenvolvimento da pesquisa,
numa busca cautelosa pelo controle das variaveipossam interferir diretamente no resultado
final de um estudo. Nesse sentido, estudos quéeaval nivel de estresse, grau de ansiedade,
temperatura ambiente e controle sanitario, aprasemalores importantes na influéncia do
perfil bioquimico destes animais [1,2].

Fatores relacionados a metodologia e a amostragédm da espécie animal podem
influenciar nas condigdes ideais de conservacd@edds analisados [8]. Desse modo, temos
como objetivo determinar se existem diferencasisialdgia bioquimica quando utilizamos
animais de mesma espécie, mas linhagens e condigdiedrias diferentes [10].

Curiosamente, poucos laboratorios se dedicam dedst®r seus proprios intervalos de
referéncia quando utilizam plasma/soro de aninaisrnativamente eles adotam os intervalos
de referéncia que constam nas instrucdes de usfalidsantes dos reagentes [35] ou seguem
criadouros internacionais [6].

Criar o proprio perfil de referéncia pode ser digpeso e exaustivo para o laboratorio, pois

seriam necessdarias amostragens acima de 120 amlittsssadios como controle, @eordo
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com linhagem, sexo e idade de cada espécie utllieadforme recomendado pela International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC).

No entanto € possivel realizar rapida revisdo tenialos de referéncia coletando amostras
de 20 animais por linhagem/sexo, determinando @adimear logaritmica para cada dosagem
[4]. O grande problema para quem utiliza animaitableratorios é que essas instru¢cées nao séao
relatadas ao pesquisador deixando este a mercé&fde@ncias humanas. E claro que a
necessidade do estabelecimento de intervalos ei€nefa proprio para cada Biotério € de suma
importancia, pois assim eles refletem as condigégsopulacdo na qual cada teste sera aplicado
[10, 21, 22,28].

2. MATERIAL E METODO
Animais

Os animais foram separados aleatoriamente por(sechos-fémeas) em quantidades de 80
camundongos das seguintes linhagens: C57BI/6 éBadlolos acima de 10 semanas Federation
of European Laboratory Animal Science Associati®ELASA) [7,12,13], provenientes do
Biotério Convencional e SPF do Centro de BiotenisnFMUSP, enviados ao laboratério de
Controle de Qualidade Genética e Sanitaria (CBFMU®$Bra determinacdo das dosagens
bioguimicas.

Parametros Bioquimicos

Procedeu-se a coleta de sangue por puncgdo reitatodpos pré-anestesia com £O
aproximadamente 8Q0 de sangue total / animal, as amostras foram acionddas em
microtubos com anticoagulante EDTA (&cido tretri@ogtna concentracdo de 10 mg/dL.
[20,21].

O plasma foi separado por processo de centrifugdg@BENDORF, 5804) a 2.500rpm / 10
minutos, obtendo-se plasma livre de hemdlise [B8. processos das andlises bioquimicas
constaram das dosagens de: bilirrubina total edémg(DIRETA, INDIRETA), cloretos,
magneésio, triglicérides, transaminases (TGO/TGR)praa, calcio, uréia/BUN, creatinina,
proteinas totais, albumina/globulinas, ferro, fésfoglicose, colesterol total e suas fracbes
(LDL, HDL, VLDL).

Os ensaios foram realizados por sistema de ideag#io-espectrofotométrica em analisador
bioquimico semi-automatizado (COBAS MIRA-ROCHE DINGSTIC SYSTEM), com
utilizacao de Kits comerciais Bioclin /Biosystemkabtest.

3. ANALISE ESTATISTICA

Nas tabelas 1 e 2 estdo descritos a média, o deatlido e os intervalos de confianca (IC)
dos analitos. Nos parametros analisados verificatiferenca significativa entre as linhagens e
categorias sanitarias (p<0.05), utilizando o prograestatistico “prisma 5”, testeStudent
(paramétrico) com indice de confianca de interfieede 90% [9,12].

Para a avaliacdo dos resultados foram empregaabetateste U(ndo paramétrico). O teste
U de Mann-Whitneyé uma alternativa ndo paramétrica ao t-teste grastras independentes.
O procedimento organiza os dados da mesma maneim® ® t-teste para amostras
independentes, assumindo que a variavel em coag#ilerestava pelo menos mensurada em
nivel ordinal. A interpretacédo do teste é essemente idéntica a interpretacao do resultado de
um t-teste para amostras independentes, a ndasertgste U seja baseado em soma de pontos
em lugar de médias.

O teste U é uma das mais sensiveis ndo paraméparaso t-teste utilizando amostras
independentes. De fato, em algumas instancias gfedecer até mesmo maior poder de rejeitar
a hipétese nula que o t-teste. Os resultados pasefmtam considerados estatisticamente
significativos quando o valor de “p” for menor gual a 0,05 (5%).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados estdo demonstrados e resumidodatetas 1 e Zrelacionando as linhagens
(C57BI/6 e Balb/c) convencionais e SPESpecific Pathogen Fre@nde a variavel idade € de
suma importancia [25].

Os resultados encontrados provavelmente sdo padma variante categoria sanitaria.. Estas
diferencas observadas podem ser atribuidas a vatmes: local de coleta, prévia de jejum ou
ndo, tipo de metodologia aplicada, linhagem estadago de alimentacdo, estado ambiental,
estresse, dentre outros, mesmo quando a uniddidaddina andlise for & mesma [23].

Quando comparados os resultados dos animais C5@Bd6hos) convencionais com SPF
(figura 1), encontramos variacdes de perfil. A @macdo plasméatica em relacdo as
transaminases (AST/ALT), ferro, bilirrubina totalfracdes, colesterol total e suas fracoes,
juntamente com os triglicérides, demonstraram juat@utras provas funcionais a hiper-
funcionabilidade do figado, rins, funcéo nutricibeavascular, apresentando-se superiores nas
linhagens convencionais [10, 15,21]. Oioa&tccloretos apresentaram-se diversificados no
seu resultado, hora superior ou inferior aos dscpior outros autores [3,11].

Para os resultados de C57BI/6 (fémeas) convensiat@nparadas com SPF (figura 2),
verificou-se 0 aumento de cloretos, ferro, cal@monia e colesterol LDL, nas dosagens
determinadas resultando certa dispersdo de vajmdendo ocasionar disfuncéo renal, de
figado e talvez comprometimento 6sseo para a géegmnvencional.

Ao compararmos C57BI/6 (machos e fémeas) SPF, méshwgem e categoria sanitaria,
deparamos com grandes semelhangas para a maisriandbtos determinados, apresentando
apenas um aumento de cloretos nos machos e puéghsf hepatica nas fémeas.

Ja para C57BI/6 (machos e fémeas) convencionaflisfancdo aparece no aumento de
cloretos, triglicérides, ferro, colesterol totalLBL para ambos os sexos, diferenciando em
célcio e amobnia para fémeas, levando-nos a crea @g@o hormonal pode ser responsavel pela
tal situacao.

No caso de BALB/c (machos) convencionais x SPFuffig3), verificamos que as
transaminases (ALT/AST), cloretos, triglicérideticase e calcio apresentam-se aumentados
para categoria SPF e o aumento de ferro, colestéable HDL para convencionais.

Os intervalos de referéncia de valores laboragna comparacdo de BALB/c (fémeas)
convencionais x SPF (figura 4), mostraram certoeauonas transaminases (ALT)icose e
triglicérides para categoria SPF e aumento de ,farlaretos, colesterol total e LDL para
categoria convencional.

Analisando BALB/c (machos e fémeas) convencioratiservamos que apresentam grande
semelhanga nos parametros para cloretos, ferresteobl total se diferenciando apenas para
fracdo do colesterol (HDL/LDL), mais uma vez no$iesdando a atencdo na preocupacao
hormonal caracteristica para fémeas.

E finalmente a comparacéo entre BALB/c (machosve#is) SPF, os triglicérides aparecem
aumentados para fémeas e cloretos e calcio patzosac

Assim sendo, sugerimos ao pesquisador maiores dnsdana escolha dos animais,
principalmente em estudos que se fazem necesdatersninadas provas funcionais [1,2].

Quando utilizamos diferentes métodos para detegémmale provas enzimaticas podemos
resultar em valores muito discrepantes [9,10]. Apgaracdo com outros estudogs mesmas
condi¢des de umidade, temperatura e pH demonsuiaragjvariacdes entre espécies, linhagens
e categoria sanitaria determinam valores de refe&ariavel [15, 16,17].

Novas amostras devem ser analisadas quando exigtiserepancias entre as interpretacfes
clinicas ou biolégicas das amostras. Recomendamesag analisesejam individuais e por
linhagem, ndo utilizando pool, visto que cada ahpodera apresentar valores diferenciados de
acordo com sua categoria sanitaria [22].
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Figura 1: Distribuicdo dos valores das provas fun@is obtidas pelas median@$7BI/6 (machos SPF)
x C57BI/6 (machos convencionais)
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Figura 2: Distribuicdo dos valores das provas fuo@is obtidas pelas medianas C57Bl/6 (fémeas SPF)
x C57BI/6 (fémeas convencionais).
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Figura 3: Distribuicdo dos valores das provas fuoriis obtidas pelas medianas Balb/c (machos SPF) x
Balb/c (machos convencionais).
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Figura 4: Distribuicdo dos valores das provas funiis obtidas pelas medianas Balb/c (fémeas SPF) x
Balb/c (fémeas convencionais).

Tabela 1. Valores Bioquimicos de camundongos C678®F e Convencionais oriundos do Centro de
Bioterismo da FMUSP.

LINHAGEM C57BI/6 - SPF C57BI/6
SEXO g o g o
IDADE > 10 sem > 10 sem > 10 sem > 10 sem
PARAMETROS UNIDADE RESULTADOS
ToP/ ALT IL 354041153 24.60%6.56 36.00£7.45 37.00£21.37
TGO/ AST m 60.6:24.14 67.60%29.65 21.11+3.38 23.60%0.26
Biiubing Direta mgid L 0.020.01 0.0220.01 0.6420.11 0.6420.11
Biirubina Toal mgid L 0.570.04 0.4020.11 0.8820.26 0.8810.26
Bilirubina Indireta mgid L 0.50£0.03 0372011 0.24%0.09 0.24%0.00
Amonia mgid L 35.27+7.58 42.108.55 78.18£11.59 69.2829.95
Creatinina mgid L 0.15£0.02 0.1520.02 1.75:0.42 1.6120.18
Uréia mgid L 24.84+4 .56 24.02%6.54 47.106.98 41.7455.99
BUN-Uréia mgd L 4.1320.76 4.00+1.08 7.84x1.16 6.95£1.00
Cloretos mEq/L 98.1221.30 72.50123.45 128.20¢42.74 85.4111.27
Fosforo mg/d L 3.14+1.08 2.3020.65 574:1.35 5 12+1.32
Ferro Sérico mg/d L 1612042560 186.56224.12 | 556 50146.22 244.30+96.30
Glicose mgid L 106.40:23.07 | 101.32¢32.80 | 109.00%26.69 85.40£11.27
Magnésio mgid L 0.6020.00 0.60%0.00 3.19+0.96 3.02£0.99
Colestorol mgid L 67.80£15.24 77.20£20.64 149.80+33.51 58.40£3.44
Triglicérides mgid L 104.40:16.23 | 108.23£3355 | 130.40226.69 99.00£4.33
ViDL mgrd L 20.0020.00 21.60%6.71 26.08+5.34 19.80%0.874
HDL mgid L 42.20£2.99 26.414.45 51.2026.64 26.805.27
DL mgrd L 20.00:4.16 20.00423.67 83.80:23.34 49.62121.52
Proteinas Totaid mgd L 6.15¢17.97 5 240.45 8.53:16.13 7.98+15.00
Abumina gL 437144 4531041 5.42:7.95 5.00£2.45
Globulina mg/dL 1.0654.27 0.8820.26 2.87+1.16 2.981.66
Calco mgd L 10.52%0.22 9.8620.15 6.16:2.73 11.202.33
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Tabela 2. Valores Bioquimicos de camundongos B&PBJfE e Convencionais oriundos do Centro de
Bioterismo da FMUSP.

LINHAGEM Balb/c - SPF Balb/c
SEXO 3 Q 3 Q
IDADE > 10 sem > 10 sem > 10 sem >10 sem
PARAMETROS UNIDADE RESULTADOS
TGP/ ALT m 48.607.58 44.33:4.78 27.00+5.12 31.60+4.50
TGO/ AST m 55.00:24.14 21.66+12.60 24.20%6.11 25.20+7.78
Bilirubina Direta mg/d L 0.1620.01 0.4210.89 0.7620.07 0.7620.07
Bilirrubina Total mg/d L 0.260.06 0.5120.49 0.88:0.26 0.88+0.26
Bilirmubina Indireta mg/d L 0.1020.02 0.370.32 0.12:0.25 0.12:0.25
Ambnia mg/d L 83.6128.48 67.5321.31 81.89:8.50 73.20:8.42
Creatinina mg/d L 0.1220.03 0.1420.09 0.27+0.06 0.24%0.07
Uréia mg/d L 41.98£10.77 41.00£12.46 49.3415.12 42.10%5.07
BUN-Uréia mgld L 6.991.79 6.162.31 8.22+0.85 7.34:0.84
Cloretos mEQ/L 98.16+4.29 99.00£0.81 86.8018.62 116.80£24.76
Fésioro mgld L 4.12+0.06 3.89:1.20 4.95:1.02 3.13:151
Ferro Sérico mg/d L 109.89+23.12 90.00421.60 171.7035.92 177.5052.73
Glicose mg/d L 107.83:10.42 115.0111.34 92.70+15.86 88.6016.44
Magnésio mg/d L 0.93:0.01 0.9920.02 2.77%0.86 1.4210.93
Colesterol mg/d L 74.3319.44 61.03+17.37 119.20+18.78 83.80+8.20
Triglicérides mg/d L 106.33:22.79 101.3310.84 135.10£17.33 69.59:13.05
VLDL mg/d L 21.30:4.47 20.30:2.19 27.02:3.46 13.942.60
HOL mg/d L 38.67£2.42 42.5121.95 50.0020.00 44.00£5.09
oL mg/d L 19.21+7.57 15.7945.27 20.60+15.42 32.40+2.06
Proteinas Totais mgld L 4.760.39 4.2410.18 7.96+3.00 7.7248.24
Albumina mg/dL 2.8410.87 2.740.07 4.96:4.11 5.42£7.43
Globulina mg/dL 1.4310.16 1.5920.15 2.30£2.00 2.48:1.72
Calcio mgld L 11.25:0.73 10.23%2.27 6.711.89 6.71£2.89

* Exames realizados pelo Laboratério de Controle de Qualidade Sanitaria Animal do C.B - FMUSP.

5. CONCLUSAO

Muitos modelos de animais de laboratério vém semilizados para investigar a relacdo
entre a ordem e/ou desordem no metabolismo bioqaidgstes [18,19].

O acompanhamento e avaliacdo do controle bioquirdgplasma/soro, realizados em
animais ditos normais fenotipicamente para as ¢jeha em estudo, apresentaram resultados
que exibem valores analisados num periodo de 2 aghosédia do conjunto de valores obtidos
e variagBes presentesferecem valiosa referéncia para pré-selecdo denadsi para
procedimentos experimentais quando proveniente€eaidro de bioterismo da Faculdade de
Medicina da USP.

Finalmente, a analise comparativa dos nossos aesslidemonstra claramente que variagdes
intraespécies existem, sendo provavelmente resel@a categoria sanitaria, bem como do
manuseio e/ou metodologia aplicados.
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