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“No semblante de um animal que nao fala, ha todo um discurso que somente um espirito

sabio pode realmente entender.” (Mahatma Gandhi)



Dedico este trabalho a todas as pessoas que contribuem para o fortalecimento de uma

Ciéncia consciente com o bem - estar dos animais de laboratorio.
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Resumo

A sensibilidade e a precisdo dos resultados em pesquisas dependem do uso de animais
padronizados para diversos pardmetros como pré-requisito importante para a reprodutibilidade
em experimentacdo animal. Assim, a determinacdo destes pardmetros em valores de
referéncia em uma populacdo de espécimes mantidas em cativeiro ¢ uma ferramenta de
diagnodstico essencial para estimar suas condi¢cdes de saude e diagnosticar doengas mesmo
antes do aparecimento dos sintomas. Neste estudo foram estabelecidos valores de referéncia
para parametros hematoldgicos e bioquimicos e avaliado o perfil imunolégico de linhagens de
camundongos produzidas nos biotérios do Centro de Pesquisas René Rachou / FIOCRUZ-
Minas e Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio / FIOCRUZ. Foram utilizados 332
camundongos, com idade entre 6 ¢ 8 semanas, das linhagens Swiss webster, BALB/c,
C57BL/6 e Ifn-y"" knockout. Apos a anestesia dos animais foi realizado o procedimento de
pungdo cardiaca para determinagdo de parametros hematoldgicos (hemoglobina, eritrocitos,
hematocrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, concentragdo da
hemoglobina corpuscular média, global e diferencial de leucécitos e plaquetas), bioquimicos
(uréia, creatinina, aspartato transaminase, alanina transaminase, fosfatase alcalina e proteinas
totais) e imunologicos (linfocitos T e subpopulagdes CD4" ¢ CD8" e linfocitos B). A
determinagdo dos pardmetros hematologicos e bioquimicos e a avaliagdo dos perfis
imunologicos foram realizadas por meio do calculo da mediana, média global e dos valores
minimos e maximos obtidos. Os testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram utilizados para
comparagdes entre os grupos e as diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas para um valor de p<0,05. Os resultados deste trabalho demonstraram existir
diferengas estatisticamente significativas no que diz respeito ao sexo, biotério e linhagem na
maioria dos parametros analisados. Contudo, foi possivel perceber uma grande similaridade
dos perfis imunoldgicos, com exce¢do da comparacao feita entre as linhagens. De uma forma
geral, os machos apresentaram valores superiores aos das fémeas em todas as linhagens. Além
disso, a linhagem Swiss webster apresentou os maiores valores de referéncia, evidenciando
assim a variabilidade genética destes animais, enquanto que C57BL/6 apresentou as maiores
diferengas quando comparada com as outras linhagens. Neste contexto, os resultados obtidos
fortalecem a necessidade de estabelecimento de valores de referéncia para cada biotério /
instituicao, pois esta evidenciado que o padrdo sanitario dos animais interfere diretamente na
caracterizagdo de diferentes pardmetros. Adicionalmente, a caracterizagdo desses parametros
por sexo, idade e linhagem permite uma correta validacdo dos experimentos a0 mesmo tempo

em que auxilia na promogao do sucesso da criagdo destes animais em cativeiro.
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Abstract

The sensitivity and accuracy of experimental results in research projects involving murine
models rely on the use of animals that exhibiting standardized laboratorial parameters as
important prerequisites for the data reproducibility in animal experimentation. Thus, the
determination of each parameters and its use as reference values in a population of specimens
kept in captivity is an essential tool to assess their health status as well as to detect potential
diseases even before any symptoms manifest. The current study has established reference
values for hematological and biochemical parameters and has still evaluated immunological
profile of mice strains produced in the animal houses at Research Center René Rachou /
FIOCRUZ-Minas and Breeding Center of Laboratory Animals / FIOCRUZ. We studied 332
mice belong to the Swiss webster, BALB/c, C57BL/6 and Ifn-y knockout strains, aged from 6
to 8 weeks. After the cardiac puncture of the animals, hematological parameters (hemoglobin,
erythrocytes, hematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, mean
corpuscular hemoglobin concentration, platelets, global and differential leukocyte count,
biochemical (urea, creatinine, aspartate transaminase, alanine transaminase, alkaline
phosphatase and total protein) and immunological (T lymphocyte and subpopulations CD4"
and CDS8" and B lymphocytes) were determined. The assessment of these features were
performed by evaluating the median, global mean and minimum and maximum values for
each analyte. Comparisons among distinct groups were performed by Kruskal-Wallis and
Mann-Whitney Tests and the values were considered significant when p < 0,05. These
significance differences were found according to animal gender, animal house and strain in
most parameters. However, regarding the immunological profile, in most cases, it was
possible to observe a great similarity between the groups with exception presented when this
profile was compared among strains. In general, for all the strains, males showed higher
values than females. In addition, the Swiss Webster strain showed a higher range for the
reference values, revealing the genetic variability of these animals. The C57BL/6 strain
showed the greatest differences when compared with the additional strains. In this context, the
results obtained support the need to establish reference values for each animal house /
institution, since it has been evidenced that the health standard of the animals directly
interferes in the characterization of different parameters. Additionally, the characterization of
hematological, biochemical and immunological features by sex, age and strain might allow us
to a correct validation of the experiments as well as help us in promoting the successful

creation of these animals in captivity.
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1 INTRODUCAO

23



A pesquisa cientifica e as atividades relacionadas ao ensino, desenvolvimento
tecnologico, técnicas cirurgicas, diagnostico de enfermidades, produc¢do e controle de
qualidade de imunobioldgicos e farmacos requerem animais de laboratério como uma
ferramenta para avangos na compreensao da vida, na prevencao e no tratamento de doengas.
Para a continuidade do progresso dessas areas, beneficiando a saide humana e animal, ¢ de
fundamental importancia a experimentagdo animal, uma vez que ainda ndo existem
disponiveis sistemas alternativos que permitam a substituicdo completa dos animais
(Majerowicz, 2008).

O camundongo ¢ o modelo experimental mais amplamente utilizado e compreendido
pelos cientistas para testes laboratoriais com propdsito de ensino e pesquisa biomédica
(Andersen et al, 2004). A escolha por esta espécie ndo ¢ aleatoria, caracteristicas como
tamanho, adaptagdo ao cativeiro, facil manejo e manutengdo, baixo custo em relagdo a outras
espécies, alta taxa de reprodugdo e curto periodo de gestacdo sdo responsdveis por esta
preferéncia (De Luca et al, 1996). Além disso, apresentam geracdes de curto periodo, grande
nimero de linhagens isogénicas disponiveis, mapeamento genético completo e propriedades
imunoldgicas bem conhecidas (Zhou & Hansson, 2004; Mazzaccara et al, 2008).

Nas ultimas décadas, com o avango da manipulacdo de células-tronco embrionarias
murinas ¢ a consequente criagdo de modelos geneticamente modificados como os knockouts,
vem sendo possivel entender os mecanismos de muitas doengas humanas e ainda alterar a
expressdo do gene in vivo de diversas maneiras a fim de explorar novas possibilidades no
tratamento de doengas (Zhou & Hansson, 2004; Mazzaccara et al, 2008).

Em pesquisas experimentais, validade e reprodutibilidade sdo influenciadas por trés
variaveis importantes, o padrao genético, sanitario e de ambiente (Regh & Toth, 1998;
Ferreira et al, 2005). Como consequéncia, a sensibilidade e a precisdo desses resultados
dependem do uso de animais de laboratorio padronizados, produzidos em condicdes de
ambiente controlado e¢ submetidos a um programa regular periédico de monitorizagao
genética, de satide e ambiental (Cassel et al, 1981; Melby Jr. & Balk, 1983; Pakes et al, 1984;
Bhatt et al, 1986; Lussier, 1988; Baker, 1998; Weisbroth et al, 1998).

A Federation of Laboratory Animal Science Associations (FELASA) (2002) preconiza
que animais padronizados para diversos pardmetros sdo pré-requisitos importantes para a
reprodutibilidade em experimentagdo animal. Por esta razdo, ¢ de vital importancia que cada
instituicdo estabeleca o monitoramento da satide de seus animais. Neste contexto, embora a

maioria das infec¢des de camundongos seja subclinica, ou seja, sem a manifestacdo de sinais,
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elas sdo extremamente relevantes visto a capacidade desses agentes em interferir na fisiologia
dos animais, promovendo alteragdes da resposta imune, dos parametros histologicos,
nutricionais, bioquimicos e hematoldgicos, além de influenciarem na susceptibilidade a outros
agentes infecciosos (Hsu, 1980; Fujioka et al, 1985; Bhagwant & Johri, 1986; Buret et al,
1990; Lubcke et al, 1992; Pinto et al, 1997; Bugarski et al, 2005).

Considerando a importancia dos camundongos na pesquisa biomédica atual, ¢
surpreendente como pouco se sabe sobre seu fendtipo hematologico, bioquimico e
imunoldgico (Mitruka & Rawnsley, 1979; Frith et al, 1978; Wolford et al, 1986; Loeb &
Quimby, 1999; Hough et al, 2002; Schnell et al, 2002; Zhou & Hansson, 2004). Embora o
estabelecimento de valores de referéncia seja problematico, pois somente sao considerados
animais normais aqueles que estdo dentro de certa distribuicdo e os resultados encontrados
fora dela sdo usados para identificar processos de doencga, ¢ essencial a caracterizacdo correta
destes valores para pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e imunoldgicos em cada
institui¢ao (Brockus et al, 2005).

Ao estabelecer valores de referéncia para qualquer parametro em humanos, algumas
caracteristicas devem ser consideradas, tais como idade, sexo, raga, fatores ambientais, estado
nutricional, grau de atividade fisica, periodo do ciclo menstrual, uso de medicamentos,
existéncia de doenga cronica, etc (Andriolo, 2008). Com relagcdo aos roedores, eles podem
exibir variacdes dos parametros hematologicos, bioquimicos e imunoldgicos relacionadas ao
sexo, linhagem e gendtipo, podendo ser influenciados pela idade, dieta, manejo, ambiente,
entre outros fatores. Por essa razdo, o conhecimento dos valores dos diferentes parametros
fisiologicos € critério importante para a avaliacdo da homeostase, das modificagdes induzidas
por processos patologicos e dos resultados obtidos nos procedimentos experimentais
(Almeida et al, 2008). A determinacdo dos pardmetros hematologicos, bioquimicos e
imunoldgicos em valores considerados normais em uma populagdo de espécimes mantidas em
cativeiro ¢ uma ferramenta de diagnostico essencial para estimar suas condi¢des de satde e
diagnosticar doencas mesmo antes do aparecimento dos sintomas. Além disso, ¢ de grande
relevancia no acompanhamento de tratamentos, fornecendo dados que possibilitam avaliar a
resposta terapéutica (Troiano et al, 2008).

Desta forma, o proposito deste estudo foi estabelecer valores de referéncia
hematoldgicos e bioquimicos de linhagens de camundongos produzidas nos biotérios do
Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) / FIOCRUZ — Minas e do Centro de Criagdo de
Animais de Laboratério (CECAL) / FIOCRUZ. Adicionalmente, foi possivel avaliar os
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parametros imunoldgicos destas linhagens a fim de se conhecer caracteristicas peculiares as
mesmas. Assim, este projeto tornou-se relevante por caracterizar os valores dos parametros
que serdo utilizados como referéncia dentro das condi¢cdes convencionais controladas do
biotério do CPqRR. Além disso, este estudo se consistird em importante ferramenta para a

triagem e diagnostico das condigdes de saude e doenca das colonias de camundongos.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Estabelecer valores de referéncia para parametros hematoldgicos e bioquimicos e
avaliar o perfil imunolégico de camundongos das linhagens Swiss webster, BALB/c,
C57BL/6, Interferon gama knockout (B6.129.Ifn-y"”) produzidos no biotério do CPqRR /
FIOCRUZ - Minas e de animais livres de patogenos especificados (SPF) provenientes do

CECAL / FIOCRUZ.
2.2 Objetivos Especificos
Em camundongos fémeas e machos das linhagens estudadas pretende-se:

Determinar a concentracdo de hemoglobina, contagem de eritrocitos, hematocerito, indices

hematimétricos e numero de plaquetas presentes no sangue;

Determinar a contagem global de leucocitos, nimero percentual e absoluto de linfocitos,

neutrofilos, mondcitos, eosinofilos e basofilos presentes no sangue;
Determinar o perfil sérico dos parametros bioquimicos uréia (URE), creatinina (CRE),
aspartato aminotransferase (AST/TGO), alanina aminotransferase (ALT/TGP), fosfatase

alcalina (FA) e proteinas totais (PT) presentes no sangue;

Avaliar a freqiiéncia percentual de linfocitos T e de suas subpopulagdes T CD4" e CD8" e

linfécitos B (CD19") presentes no sangue.
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3.1 Animais de Laboratorio

Os animais de laboratdrio sdo utilizados em pesquisas envolvendo as mais diversas
areas da pesquisa biomédica, sendo imprescindiveis para o desenvolvimento das ciéncias
bioldgicas e da satide e assim, tendo grande relevancia para as medicinas humana e veterinaria
(Pakes, 1990; De Lucca et al, 1996; Andrade et al, 2002; Majerowicz, 2008; Salgado, 2010).

A aplicacdo de modelos animais ¢ tdo diversa quanto as areas de investigacdo
existentes (Svendesen & Hau, 1994). Para a obtencao de resultados experimentais confiaveis,
a escolha do modelo animal deve ser feita de acordo com o protocolo experimental, adotando
espécies disponibilizadas com qualidade adequada e em menor nimero possivel (Mann et al,
1991; Botting & Morrison, 1997; Gilioli, 2003; Ferreira et al, 2005).

Neste contexto, Russel & Burch (1959) sintetizaram em trés palavras o Principio
Humanitario da Experimentagdo Animal, onde se deve utilizar o menor nimero possivel de
animais (Reduction), substituir o modelo animal por modelos alternativos (Replacement) e
aprimorar as técnicas de pesquisa visando minimizar o sofrimento do animal (Refinement)
(Andrade et al, 2002; National Research Council, 2008). A pesquisa animal conduzida com
¢tica e responsabilidade oferece sempre expectativas para o desenvolvimento de novos
métodos de prevencao, tratamento, cura e controle de doencas, do sofrimento ¢ da dor
(American College of Laboratory Animal Medicine - ACLAM, 2004).

No século passado, espécies de roedores como ratos e camundongos comecaram a ser
utilizados de forma consideravel como modelos a serem adotados na pesquisa devido a
facilidade de acompanhamento das diferentes fases de seu desenvolvimento (De Lucca et al,
1996; Gilioli, 2003). Atualmente, o camundongo ¢ o animal mais amplamente utilizado para
fins de ensino e pesquisa (Andersen et al, 2004). A escolha por esta espécie se justifica pelo
fato de serem mamiferos pequenos, proliferos, de manuseio e manutencdo faceis, com curtas
geragdes e proporcionando assim, um custo reduzido na experimentagdo animal e um maior
numero de animais disponiveis (De Lucca et al, 1996; Mazzaccara et al, 2008; Lapchik et al,
2010; Weiss & Wardrop, 2010). Desde entdo, o camundongo tem desempenhado um papel
fundamental na genética de mamiferos e na pesquisa biomédica. Além disso, a capacidade de
se adicionar e alterar seletivamente o genoma deste roedor, aumentou seu poder como uma
ferramenta para o entendimento das bases genéticas em processos de saude e doengas
humanas. Camundongos isogénicos e mutantes frequentemente possuem sindromes similares

as doencas humanas hereditarias devido a proximidade metabolica e anatomica interna com
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os seres humanos (Hedrich, 2004).

3.1.1 Classificacao genética

Com relagdo a classificagdo genética de camundongos, podemos dividi-los em dois
grandes grupos: nao-consanguineos (heterogénicos ou outbred), caracterizados como
linhagens geneticamente heterozigotas para muitos pares de alelos e criadas em sistemas de
cruzamento randoémico (Poiley, 1960; Chia et al, 2005), como por exemplo, Swiss webster, e
os denominados consanguineos (isogénicos ou inbred), mantidos por sistema de acasalamento
entre irmaos por mais de 20 geragdes consecutivas e formas alélicas homozigobticas para todos
os loci do genoma (Godard & Guenét, 1999), como por exemplo BALB/c e C57BL/6 . E
importante ressaltar que por meio da manipulagdo genética das linhagens isogénicas sao
obtidas todas as colonias de animais transgénicos, knockouts e mutantes induzidos (Feijo et al,
2010), dentre eles, pode-se citar a linhagem Ifn-y('/ 7 knockout. O conhecimento das
caracteristicas genéticas de cada uma destas linhagens ¢ indispensével para a escolha do
modelo mais adequado ao trabalho experimental com camundongos (Taft et al, 2006; Y oshiki
& Moriwaki, 2006). E importante salientar que nas linhagens isogénicas, a heterozigose
residual e a isogenia incompleta podem levar a formacao de sub-linhagens. Além disso, as
mutacoes espontaneas e o isolamento fisico de uma linhagem, separando um ramo parental
por mais de 20 geragdes, também podem originar o aparecimento de sub-linhagens (Valdar et

al, 2006; Champy et al, 2008).

3.1.2 Classificacao sanitaria

No que diz respeito ao padrdo sanitario dos animais de laboratério, podemos
classifica-los conforme a microbiota associada e a complexidade do sistema de barreiras de
protecao nos quais sao mantidos. Desta forma, estes animais sao classificados em axénicos ou
livres de germes, gnotobidticos ou de flora definida, livres de patogenos especificados ou
specific patogens free (SPF), livres de patogenos oportunistas especificados ou specific
oportunistic patogens free (SOPF) e convencionais ou indefinidos (Andrade et al, 2002;
Lapchik et al, 2010). Neste contexto, os animais axénicos sao isentos de microbiota associada,
enquanto que nos gnotobidticos todas as formas de vida associadas sdo conhecidas e ambos

devem ser mantidos em unidades isoladoras com pressao positiva (Trexler & Renolds, 1957).
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Os animais SPF sdo livres de patogenos especificados e os SOPF sdo livres de agentes
patogénicos e oportunistas especificados. A criacao de linhagens com estes padrdes sanitarios
deve ser realizada em ambientes protegidos por barreiras sanitrias rigorosas que
compreendam elementos fisicos, quimicos, instalagdes, procedimentos padronizados e uso de
equipamentos que impecam a entrada de agentes indesejaveis. Ja os animais com microbiota
indefinida sdo denominados convencionais ¢ sdo mantidos em ambientes desprovidos de
barreiras rigorosas (Lapchik et al, 2010). Existe ainda o conceito Virus Antibody Free (VAF)
em que os animais ndo possuem anticorpos sorologicamente demonstraveis contra virus

(Phimister et al, 2003).

3.1.3 Padronizacdo genética e sanitaria

Visando a reprodutibilidade e a qualidade dos resultados experimentais, os animais de
laboratério devem possuir caracteristicas genéticas e sanitarias padronizadas, avaliadas
periodicamente, visando a certificagdo das colonias de criacdo. Necessario se faz a supervisao
constante da aplicagcdo correta das técnicas de manejo € o monitoramento periddico das
condi¢des de saude e de ambiente recomendadas para cada espécie a fim de se propiciar bem -
estar ao animal de forma a ndo interferir em seu equilibrio fisioldégico, bioldgico e
comportamental (Figura 1). Além disso, o emprego de praticas e procedimentos com a
finalidade de barreiras de prote¢do destinado a evitar a contaminacdo do macro e
microambientes e dos animais, também devem ser considerados na produciao de animais com
padroes bioldgicos definidos (Ferreira et al, 2005; Majerowicz, 2005; National Research

Council, 2008).
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Figura 1: Fatores externos que interferem no equilibrio fisioldgico, bioldgico e
comportamental de camundongos. Fonte: Modificada de Lapchik et al, 2010, pag 519.

3.1.4 Monitoramento sanitario

As infec¢des murinas sdo causadas por diversos tipos de agentes que podem ser nao
patogénicos ou patogénicos, induzindo sinais clinicos com morbidade e mortalidade variaveis
(Hedrich, 2004). Assim, além de estabelecer procedimentos e rotinas adequadas em um
biotério, ¢ de fundamental importancia a implantagdo do controle sanitario das coldnias. Esta
monitorizagdo tem o objetivo de checar a presenca de parasitos, bactérias, virus e fungos, a
fim de se alcancar um animal sanitariamente definido que assegure a reprodutibilidade dos
resultados experimentais.

No monitoramento sanitario, a partir da detec¢do do agente em um animal ou grupo de
animais, considera-se que os outros animais da colonia também sejam portadores potenciais
do mesmo agente, desde que a amostragem realizada tenha sido adequada. Para uma correta
amostragem, selecionam-se animais de gaiolas e localizacdes diferentes, comtemplando-se
toda a sala, bem como machos ¢ fémeas de diferentes idades. Em 1976, o Institute Laboratory
Animal Research (ILAR) publicou a féormula N = loga/log (1-P), utilizada como referéncia
para estimar o nimero de animais necessarios para a monitorizacao sanitaria de coldnias
constituidas por 100 ou mais animais, levando-se em consideracdo o grau de confiabilidade na
probabilidade de deteccdo de no minimo um animal positivo na colonia. De acordo com a
FELASA (2002), a periodicidade do monitoramento esta relacionada as circunstancias e
necessidades de cada biotério. Em colonias de animais axénicos, a frequéncia deve ser de

quinze a vinte dias, em gnotobidticos de vinte a trinta dias, em SPF de dois a trés meses e em
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colonias de animais convencionais de seis a doze meses.

Segundo recomendagdes da FELASA (2002), o monitoramento deve estar
fundamentado no potencial patogénico dos microorganismos, nas suas interferéncias nos
resultados experimentais, nas alteragdes fisiologicas provocadas no hospedeiro e,
principalmente, no potencial zoonotico do agente. Contudo, embora a maioria das infecg¢des
seja assintomadtica, pode-se assegurar que potencialmente qualquer agente infeccioso ¢ capaz
de provocar alteracdes nas respostas fisiologicas do animal (Bugarski et al, 2005; Lapchik et

al, 2010).

3.2 Caracterizagdo hematologica, bioquimica e imunolodgica

O padrao fisiologico dos animais pode ser determinado por meio da avaliacdo
sanguinea dos pardmetros hematologicos, bioquimicos e imunologicos (Borjesson et al,
2000). A aquisi¢ao de informacdes acerca da fisiologia de camundongos com fins de
experimentacdo se faz necessaria uma vez que testes hematoldgicos, bioquimicos e
imunoldgicos sdo capazes de determinar a existéncia de alguma patologia, validar drogas,
monitorar tratamentos e também de propiciar a manuten¢do da propria colonia com animais
de qualidade (Majerowicz, 2005). Os parametros hematologicos sdo utilizados em
diagnosticos como biomarcadores, uma vez que podem sugerir lesdes em outros 6rgaos ou
tecidos e ainda, por auxiliarem na cria¢do animal, dado que as altera¢des neste perfil podem
indicar infestagoes e infecgdes ou até mesmo mudangas ambientais (Shahsavani et al, 2010).
A determinagdo dos parametros bioquimicos fornecem importantes informagdes com relacao
ao estado clinico do animal, balanco nutricional, situagdes deficitarias, monitoracdes de
tratamentos e progndsticos (Gonzalez et al, 2001). J& o conhecimento de caracteristicas
imunolégicas ¢ de grande importancia na avaliagdo de desordens imunolédgicas hereditérias e
adquiridas (Alamooti et al, 2010).

O conhecimento dos valores sanguineos referentes a parametros hematologicos,
bioquimicos e imunologicos possibilita a caracterizacdo adequada do perfil de cada espécie e
suas variagdes genéticas. A caracterizacdo correta destes pardmetros em valores de referéncia
deve considerar algumas caracteristicas proprias da espécie como sexo, linhagem, idade,
genotipo, condicdes de saude, estresse, dentre outros (Almeida et al, 2008). Por meio da
comparac¢do destes parametros obtidos de um individuo ou de um grupo de individuos com o

perfil estabelecido, ¢ possivel diagnosticar patogenias no inicio do processo, mesmo antes do
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aparecimento dos sinais clinicos das mesmas. Desta forma, as condi¢des de saude e bem-estar
dos animais sdo atestadas e permitem a obtencdo de resultados cientificos mais consistentes e
confidveis. Neste contexto, a caracterizacdo desses pardmetros permite uma correta validagao
dos experimentos, a0 mesmo tempo em que auxilia na promog¢ao do sucesso da criagdo destes

animais em cativeiro (Troiano et al, 2008).

3.3 Valores de referéncia

A Organizagao Mundial de Saude (OMS), a Federacdo Internacional de Quimica
Clinica (IFCC) e o Instituto de Padronizagdo Clinica e Laboratorial (CLSI) definem valor de
referéncia como um valor (resultado) obtido pela observacdo ou mensuragdo quantitativa de
um analito em um individuo selecionado, com base em critérios bem definidos (Ferreira &
Andriolo, 2008). Estes valores sdo o resultado da quantidade de um certo tipo de analito
obtido de um tnico individuo ou grupo de individuos correspondente & uma descri¢do
declarada que precisa ser divulgada e viabilizada para uso de outros. Esta referéncia pode ser
definida pelo intervalo entre dois valores de percentil, localizado em torno da mediana na
escala de probabilidade. Os limites padroes utilizados em quimica clinica sao os percentis 25
e 75% definidos em um intervalo de confianga de 95% (Wright & Royston, 1999).

Os valores de referéncia com base no individuo sdo valores prévios, de um mesmo
individuo, obtidos quando este estava em um estado definido de saude. Ja os valores de
referéncia com base na populacdo sdo aqueles obtidos de um grupo de individuos - referéncia
sistematicamente definido e sdo usualmente os tipos de valores referidos (Burtis et al, 2008).

Um dos fatores mais criticos em patologia veterinaria ¢ a avaliagdo de valores de
referéncia para a interpretacdo dos resultados obtidos para um determinado individuo. Muitas
vezes, os valores observados sdo comparados com valores de referéncia ja estabelecidos e os
resultados fornecidos sdo tidos como informagdes de progndstico, diagndstico ou relevancia
terap€utica. Portanto, valores inapropriados podem levar a uma decisdo clinica atrasada ou até
mesmo erronea, com efeitos negativos e até mesmo drasticos sobre a evolugao de individuos
(Lefebvre, 2011).

Desta forma, o estabelecimento de valores de referéncia em um laboratorio pode ser
feito por meio da criagdo de seus proprios valores, da validagdo dos dados de bulas reagentes
ou ainda, da utilizacdo de dados disponiveis na literatura (Ferreira & Andriolo, 2008). A
determinag¢do de valores de referéncia proprios ¢ a escolha mais desejavel para a grande
maioria dos testes, pois reflete a real condi¢ao da populagdo estudada, sendo, porém, a mais
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trabalhosa e onerosa. Para essa determina¢do devem ser avaliadas as varidveis biologicas,
definidas como todos os fatores que podem interferir individualmente em uma determinada
condi¢do, promovendo uma variagdo intra-individuo (Solberg & Cpetitclerc, 1988). Apds a
determinagdo destas varidveis, um conjunto de critérios de selecdo mostrara quais individuos
devem ser incluidos no grupo de individuos referéncia. Estes critérios de selecdo incluem a
fonte da populacgao, especificagdes de critérios de saude e as doengas de interesse (Burtis et al,
2008).

Os valores de referéncia devem ser utilizados como uma ferramenta, mas ndo como
unico meio para determinar se os resultados sdo ‘“normais ou anormais”’, ou ainda
se as alteragdes sdo ou ndo resultados de algum procedimento experimental (Weiss &

Wardrop, 2010).

3.4 O sangue e seus componentes

O sangue ¢ um tecido conjuntivo fluido, produzido na medula 6ssea vermelha, cuja
funcdo ¢ estabelecer contato entre as diversas partes do organismo animal servindo como
meio de troca e transporte de substincias essenciais a vida. Este tecido esta contido em um
compartimento fechado, o aparelho circulatério, que o mantém em movimento regular e
unidirecional, devido essencialmente as contragdes ritmicas do coracao (Junqueira &
Carneiro, 2004). Além disto, o sangue ¢ uma das vias utilizadas pelo sistema imune para

exercer seu papel de defesa do organismo frente a invasdes diversas (Goulart, 2006).

3.4.1 Hematologia

O termo hematologia ¢ de origem grega e significa o estudo da fisiologia e patologia
de elementos celulares do sangue (Rodak, 1995; Hedrich, 2004). A hematologia basica
envolve a andlise da concentragdo, estrutura e fungdes dos elementos que compdem o sangue
e seus produtos. Dentre os trés maiores componentes do sangue estdo globulos vermelhos
(eritrocitos, hemadceas), globulos brancos (leucdcitos) e plaquetas (trombdcitos) (Lewis et al,

2006).
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3.4.1.1 Série vermelha

A massa de globulos vermelhos do sangue ¢ mensurada por meio de trés parametros:
gloébulos vermelhos (RBC), hematécrito (HCT) e hemoglobina (HGB). Os eritrocitos de
camundongos sdo geralmente produzidos na medula dssea e no bago, diferentemente de outras
espécies (Hedrich, 2004). Sua principal fungdo € o transporte de oxigénio aos tecidos e, toda a
energia acumulada ¢ direcionada a manutencdo da forma das células, da estrutura das
membranas, das fungdes enzimadticas, da reducdo do ferro na hemoglobina, dentre outras
(Hoffbrand, 2001). Os eritrécitos maduros de camundongos e ratos sdo arredondados,
anucleados, com discos centrais biconcavos, didmetro médio em adultos entre 5 ¢ 7 um,
espessura de 2.1 a 2.13 um e volume variando entre 40 e 50 fL (Figura 2). Quando
comparados com outras espécies de ndo roedores possuem uma maior policromasia e
anisocitose devido ao alto percentual de reticuldcitos circulantes. A contagem de RBC varia
de 7 a 11 x 10%/mm’ em camundongos, sendo mais alta que em outras espécies devido ao seu
pequeno tamanho (Weiss & Wardrop, 2010).

O hematocrito ¢ mensurado por meio do percentual relativo das hemaceas no sangue
total (Bain, 2006) e seus valores em camundongos estdo, em geral, entre 40 e 50% (Weiss &
Wardrop, 2010).

A hemoglobina ¢ o principal componente dos eritrocitos ¢ tem como fungdo o
transporte de oxigénio (O;) dos pulmdes aos tecidos e o retorno do didxido de carbono (CO,)
para os pulmdes. E responsavel também pelo transporte de elétrons, redugdo do oxigénio e
transferéncia do oxigénio para reagdes de hidroxilagdo (Turgeon, 2005). A concentragdo de
hemoglobina ¢ mensurada pelo volume total da mesma nos eritrocitos e todas as suas formas,
funcionais ou ndo, sdo incluidas na determinagdo. Sua concentracdo em camundongos esta
entre 10 e 17 g/dL (Weiss & Wardrop, 2010).

A relagdo entre os parametros da série vermelha pode ser obtida pela analise dos
indices hematimétricos que irdo fornecer informagdes adicionais sobre as hemaceas e
hemoglobina. O volume corpuscular médio (VCM) avalia a média do tamanho (volume) das
hemaéceas, que podem estar em seu tamanho normal (normociticas), diminuidas (microciticas)
ou aumentadas (macrociticas) (Bain, 2006). O VCM de camundongos ¢ de aproximadamente
45 a 55 fm’. A hemoglobina corpuscular média (HCM) corresponde 4 média da quantidade de
hemoglobina em cada eritrocito e em camundongos varia de 13 a 17 pg. Ja a concentragdo da

hemoglobina corpuscular média (CHCM) mensura a concentracdo de hemoglobina nos
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eritrocitos e geralmente estd em torno de 30 e 38 g/dL nesta mesma espécie (Weiss &

Wardrop, 2010).

Figura 2: Esfregaco sanguineo de rato saudavel. Eritrocitos, plaquetas, neutréfilo segmentado
e pequeno linfocito. Corado com Wright. Fonte: Weiss & Wardrop, 2010, pag 856.

3.4.1.2 Série branca

Os leucocitos participam dos processos imunes e inflamatorios e sua quantificagdo em
roedores inclui a contagem total e diferencial. Geralmente sua contagem esta entre 2 ¢ 10 x
10°/mm’. Os principais tipos de leucécitos avaliados durante a contagem diferencial sio
linfocitos, neutrofilos, mondcitos, eosinodfilos e basofilos (Hedrich, 2004; Weiss & Wardrop,
2010).

As células linfoides auxiliam na resposta imune inata do organismo, mas a maioria
delas ¢ responsavel por mediar a imunidade adaptativa (Turgeon, 2005). Em camundongos, os
linfécitos podem ser pequenos (tipicos) ou grandes (atipicos), sendo que os primeiros
possuem pouco citoplasma e nicleo excéntrico com cromatina condensada, enquanto que os
segundos possuem citoplasma mais extenso (Figura 3). Os linfocitos compreendem de 70 a
80% da contagem diferencial de leucdcitos em camundongos, podendo apresentar contagens

acima de 80% em animais jovens (Hedrich, 2004; Weiss & Wardrop, 2010).
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Figura 3: Esfregaco sanguineo de camundongo saudavel. Linfocitos e plaquetas agregados.

Corado com Wright. Fonte: Weiss & Wardrop, 2010, pag 858.

Os neutréfilos apresentam a primeira linha de defesa contra a invasdao de
microorganismos, trauma nos tecidos ou algum sinal inflamatdrio como fagécitos circulantes
e moduladores da resposta imune. Eles tém como mecanismo bésico de a¢cdo a fagocitose e
posterior destruicdo dos agentes estranhos via mecanismos enzimaticos ou dependentes de
oxigénio (Souza et al, 2006). Juntamente com os macrofagos atuam de forma eficaz na
ligagdo entre a resposta imune inata e adaptativa (Scott & Krauss, 2011) . Em camundongos e
ratos, estas células possuem citoplasma palido com granulos corados de rosa mais fraco e
nucleo tipicamente segmentado (Figura 2). Sua contagem em camundongos estd entre 20 e
30% da contagem total de leucdcitos (Hedrich, 2004; Weiss & Wardrop, 2010).

Os mondcitos juntamente com os macrofagos livres e fixados nos tecidos e suas
células progenitoras na medula 6ssea compdem os fagocitos mononucleares. Estas células sao
responsaveis pela fagocitose e destruicao de bactérias. A aderéncia dos mondcitos a superficie
bacteriana ¢ a primeira etapa da ativacdo dessas células e inicio da resposta imunoldgica
(Brandt et al, 2003). Mondcitos de camundongos sdo similares aos de outras espécies e
possuem nucleo pleomoérfico, podendo ser arredondado, recortado ou lobular e citoplasma
extenso, frequentemente contendo vacuolos (Figura 4). Nesta espécie compreendem de 0 a

2% da contagem total de leucocitos (Hedrich, 2004; Weiss & Wardrop, 2010).
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Figura 4: Esfregaco sanguineo de camundongo saudavel. Mondécito. Corado com Wright.
Fonte: Weiss & Wardrop, 2010, pag 858.

Os cosinodfilos sdao células mediadoras da patogénese de muitos processos
inflamatérios juntamente com os basoéfilos, incluindo as infecgdes por helmintos e doengas
alérgicas. Em resposta a estes diversos estimulos, os eosinéfilos sdo recrutados da circulagao
para o foco da inflamacdo, onde modulam as respostas imunes por meio de uma série de
mecanismos, sendo importantes na imunidade inata e também adaptativa (Rothenberg, 2006).
Camundongos e ratos tém citoplasma arredondado e ocasionalmente um ntcleo em formato
de anel que ¢ parcialmente escondido pela presenca de granulos com tonalidade variando do
laranja avermelhado a vermelho. Os granulos sdo grandes, arredondados e uniformes no
tamanho (Figura 5). Seu percentual em camundongos representa de 0 a 7% da contagem total

de leucocitos (Hedrich, 2004; Weiss & Wardrop, 2010).
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Figura 5: Esfregaco sanguineo de rato saudavel. Eosino6filo. Corado com Wright. Fonte: Weiss
& Wardrop, 2010, pag 857.

Os basofilos sdo células idénticas aos mastocitos com relagdo a composicdo e fungao,
no entanto, funcionam de forma independente e sdo imunofenotipicamente
distintas umas das outras, bem como de outras células hematopoiéticas. Sdo granuldcitos
polimorfonucleados que produzem citocinas em defesa contra parasitos e também sdo
responsaveis pela inflamagdo alérgica mediada pela imunoglobulina (Ig) E (Abbas et al,
2008). Apesar de serem bastante distintos, raramente sao observados em esfregacos de sangue
periférico. Os basofilos de camundongos e ratos possuem nicleo lobulado e citoplasma
contendo granulos roxos grandes e arredondados que podem ser numerosos ou ndo, chegando
a obscurecer o nucleo da célula (Figura 6). Sua contagem em camundongos esta entre 0 e 1%

da contagem total de leucécitos (Hedrich, 2004; Weiss & Wardrop, 2010).
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Figura 6: Esfregaco sanguineo de rato saudavel. Basofilo. Corado com Wright. Fonte: Weiss &

Wardrop, 2010, pag 857.

3.4.1.3 Série Plaquetaria

As plaquetas (PLT) sdo células fragmentadas, anucleadas, derivadas do citoplasma de
megacariocitos (Figuras 2 e 3). Além da fun¢do hemostatica, também possuem importante
papel na manutengdo da integridade do endotélio, por meio da liberagdo de citocinas pro-
angiogénicas e fatores de crescimento (Kaplan & Jackson, 2011). As plaquetas de
camundongos podem ser ativadas espontaneamente ou em resposta a um estimulo e o estagio
de ativagdo pode ser linhagem dependente. Nesta espécie possuem didmetro de 1 a 4 um e
tempo de vida de aproximadamente 4 a 5 dias. No esfregago sanguineo, elas possuem
formatos arredondados, oval ou alongados O citoplasma apresenta tonalidade entre rosa claro
e cinza e possui granulos angulares azuis usualmente observados proximo ao centro da célula.
Granulos vermelhos também podem estar presentes. Sua contagem esta entre 900 e 1600 x

10*/mm’ (Weiss & Wardrop, 2010).

3.4.2 Bioquimica

O exame bioquimico tem a finalidade de avaliar as fun¢des metabolicas
desempenhadas pelos 6rgdos e tecidos, bem como evidenciar patologias ocultas (Feldman et
al, 2000). Os perfis bioquimicos do sangue vém sendo utilizados extensivamente em medicina
veterindria ndo somente para a avaliagdo clinica individual, mas também para avaliar

populacdes de animais (Gonzélez et al, 2001). Coles (1986) e Silveira (1988), enfatizaram
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sobre a importancia do emprego destes exames, quando aliados a histéria clinica e ao exame
fisico, como um valioso auxilio diagndstico a elaboracdo de um progndstico e também no
acompanhamento terapéutico de animais de pequeno e grande porte.

Os exames bioquimicos disponiveis na pratica clinica avaliam as fung¢des renal,
hepatica, pancreatica e cardiaca, bem como evidenciam alteragdes no equilibrio hidrico,
eletrolitico ¢ de minerais ¢ também determinam alteragdes no metabolismo enddcrino ¢ da
atividade muscular (Bergonso, 2007).

A avaliagdo renal ¢ determinada pela mensuracdo de uréia e creatinina. A uréia é um
produto do catabolismo de aminoacidos e proteinas. Gerada no figado, ¢ a principal fonte de
excrecdo do nitrogénio do organismo, principalmente pela urina, sendo, portanto, também
utilizada para avaliar fung¢des renais (Burtis et al, 2008). Em camundongos com sete semanas
de idade, a média deste metabdlito encontrada no soro ¢ de 20,7 mg/dL (Rusyn & Threadgill,
The Jacksons Laboratory, 2010). A creatinina ¢ derivada do catabolismo da creatina, existente
em grande quantidade nos musculos esquelético e cardiaco, figado e rins, resultando na
producdo de fosfato inorgénico e creatinina, e esta ¢ normalmente excretada pelos rins,
principalmente por filtracdo glomerular (Guyton & Hall, 2006). Sua dosagem em plasma de
camundongos com oito semanas de idade tem média de 0,28 mg/dL (Riken BioResource
Center, The Jacksons Laboratory, 2008). O aumento da taxa de creatinina no sangue ocorre
em todas as patologias renais em que ha diminuicdo da filtragdo glomerular. A dosagem de
creatinina deve ser realizada em paralelo com a de uréia para uma melhor avaliacdo da
reversibilidade da les@o. A creatinina sérica ndo ¢ marcadamente influenciada pela dieta ou
por hemorragias intestinais, mas uma severa perda muscular podera reduzir sua quantidade
(Bergonso, 2007).

A avaliagdo hepdatica mede as respostas as alteragdes anatomicas ou bioquimicas do
figado (Yen et al, 2005). Dentre os testes utilizados para esta avaliagdo pode-se incluir as
dosagens de alanina aminotransferase (ALT/TGP), aspartato aminotransferase (AST/TGO),
fosfatase alcalina (FA) e proteinas totais (PT). A ALT/TGP ¢ encontrada abundantemente no
figado, em quantidades moderadas no rim e em pequenas quantidades no coracdo e na
musculatura esquelética. Sua origem ¢ predominantemente plasmatica, fazendo com que se
eleve rapidamente apos a lesao hepatica (Schumann et al, 2002). A AST/TGO ¢ encontrada
em diversos orgdos e tecidos, incluindo coracdo, figado, musculo esquelético e eritrdcitos.
Estd presente no citoplasma e mitocOndrias, portanto sua elevacdo indica um

comprometimento celular mais profundo (Schumann et al, 2002). Em pequenos animais, o
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aumento desta enzima ¢ verificado em situagdes de desordens inflamatdrias e degenerativas
da musculatura esquelética, bem como em cardiomiopatias, por exemplo, isquemia,
congestdo, necrose, neoplasia, trauma (Coles, 1986). Segundo Rusyn & Threadgill, The
Jacksons Laboratory, (2010), a dosagem média dos parametros acima citados em soro de
camundongos com sete semanas de idade ¢ de 41 U/L e 152 U/L, respectivamente. A
fosfatase alcalina ¢ composta por um grupo de isoenzimas associadas & membrana, localizada
em varios tecidos, mas somente dois sdo importantes para o diagnostico, o tecido Osseo e
hepatobiliar. Est4 presente no figado (células epiteliais do ducto biliar), ossos (osteoblastos),
intestinos, rins e placenta. Com excecdo dos animais em crescimento ou pacientes com
doenca Ossea, a atividade sérica elevada de fosfatase alcalina tem origem hepatobiliar,
principalmente devido a colestase e necrose por obstrugdo biliar intra - hepatica (Feldman et
al, 2000). As proteinas totais sdo encontradas em todos os componentes de todas as células,
uma vez que sdo fundamentais na estrutura ¢ funcgdes celulares (Ravel, 1995). Elas sofrem
alteragdes de importancia clinica, principalmente nos processos inflamatorios (bacterianos e
imunoldgicos), parasitarios e metabolicos (Silveira, 1988). Em camundongos com seis meses
de idade, a média de FA encontrada no soro ¢ de 86 U/L e de PT no plasma ¢ de 5,22 g/dL
(Yuan & Korstanje, The Jacksons Laboratory, 2008).

3.4.3 Imunologia

As subpopulagdes de leucdcitos e suas respectivas quantificacdes sdo fortemente
reguladas e permanecem relativamente constantes na circulacdo de diversas espécies de
mamiferos. Desta forma, caso haja algum distirbio na homeostase do individuo, processos de
imunodeficiéncia e doencas autoimunes podem ser desencadeados (Petkova et al, 2008). Com
relacdo ao fendtipo imunologico, os linfécitos podem ser classificados em dois tipos
principais, com diversos subtipos, de acordo com o local onde se diferenciam e com os
diferentes receptores presentes em suas membranas. Nos linfocitos B, esses receptores siao
imunoglobulinas e nos linfocitos T sdo moléculas protéicas chamadas TCR (T Cell
Receptors). Além destes, existem também as células Natural Killer (NK) que ndo apresentam
em sua superficie os marcadores que caracterizam os linfocitos T e B. S@o responsaveis pela
resposta a células cancerosas e infectadas por virus, sem a necessidade de estimulo prévio
(Roitt, 2003; Abbas et al, 2008).

A contagem de linfécitos T e de suas subpopulacdes e linfocitos B ¢ amplamente
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utilizada no diagnostico e no monitoramento terapéutico de varias doencas. Além disso, esta
determinagdo ¢ de grande importancia na avaliacdo de desordens imunologicas hereditarias e
adquiridas (Alamooti et al, 2010). Neste contexto, a técnica de imunofenotipagem tem sido
utilizada na contagem das subpopulagdes de linfocitos e também na avaliagdo das fungdes
destes linfécitos, como por exemplo, na ativacao e na proliferacdo de respostas a antigenos
(Alamooti et al, 2010; Curtis et al, 2011). Estas analises podem ser realizadas por meio de
citometros de fluxo, utilizados para avaliar a emissdao de fluorescéncia das células, e que sdo
também denominados de FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter). Alguns aparelhos sido
capazes de separar fisicamente as células, de acordo com as caracteristicas citométricas. As
células da amostra em suspensdo sdo marcadas com anticorpos monoclonais especificos
ligados a fluorocromos, que permitem a identificacdo e a quantificacdo de células pelo
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia (Roitt, 2003; Nakage et al, 2005).

De acordo com Petkova & Roopenian, (2007), a média do percentual de
subpopulagdes de linfocitos totais encontrada no soro de sangue periférico de fémeas e
machos com 6 meses de idade de 32 linhagens avaliadas foi de 19 % para células CD4", 17%

para células CD8", 50% para células CD19" e 5% para células NK.

3.5 Consideragdes pré - analiticas e analiticas

Os testes laboratoriais avaliam as condigdes fisiologicas e o estado de satde de um
determinado individuo. Quando os resultados encontrados estdo acima ou abaixo dos valores
de referéncia, eles sdo considerados anormais, levantando ou confirmando a possibilidade de
uma condicao patologica. Porém, muitas vezes existem condi¢des em que os resultados dos
testes laboratoriais ndo se enquadram nos limites definidos como normais, embora o
individuo ndo apresente uma condi¢do patoldgica (Vieira, 2002). Em andlises clinicas, o
processamento de uma amostra bioldgica obtida adequadamente para fins laboratoriais ¢é
composto por trés fases: pré - analitica, analitica e pds - analitica. Em cada etapa existem
varios fatores de interferéncia que podem provocar falsos resultados experimentais de forma a
comprometer a qualidade e a confiabilidade dos mesmos (Picarelli, 2004).

Neste contexto, em roedores de laboratério muitos fatores pré - analiticos podem
afetar os parametros pesquisados, alterando assim, a avaliagdo dos valores de referéncia
(Weiss & Wardrop, 2010). Tais fatores incluem as particularidades do animal, o processo de

coleta da amostra, bem como a sua manipulagdo. Na andlise dos resultados deve-se considerar
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estes fatores tanto no momento do diagndstico quanto no acompanhamento da resposta ao
tratamento de uma patologia. Dentre estes fatores, pode-se citar as variacdes fisiologicas
relativas a dieta, ritmos bioldgicos, estresse, patologias, além dos problemas relacionados a
coleta das amostras, como o tipo de material utilizado, as condi¢gdes de manuseio,
acondicionamento e as consequéncias na preservacao fisica dos analitos (Vieira, 2002).
Embora os procedimentos pré - analiticos sejam de fundamental importancia nos
resultados dos testes, os analiticos, incluindo o método (equipamentos, reagentes,
calibradores, tipo de dados brutos e método do célculo), o controle de qualidade e o critério de
confianga também devem ser avaliados. O mesmo método analitico deve ser utilizado para
assegurar a comparagao entre os valores de referéncia e os valores observados (Burtis et al,
2008). Caracteristicas da metodologia, como precisdo, exatiddo, sensibilidade analitica,
linearidade, reprodutibilidade e potenciais interferentes devem ser conhecidas e, na medida do
possivel, estar sob controle estrito (Ferreira & Andriolo, 2008). A Tabela 1 apresenta os

principais fatores pré - analiticos e analiticos que interferem nos resultados experimentais.

Tabela 1: Principais fatores que afetam resultados experimentais

Fatores pré - analiticos Fatores analiticos
Sexo Limpeza da vidraria
Dieta Procedimento de pipetagem
Biotério de origem Preparo dos reagentes
Jejum Modificacgdes visuais no reagente
Via da coleta Prazo de validade dos reagentes
Habilidade do técnico Ordem de leitura das amostras
Anticoagulante, matriz da amostra Tempo e temperatura de incubagdo
Instrumento de laboratério e metodologia Manutencao preventiva dos
Estocagem da amostra equipamentos
Manipulacao dos animais antes da coleta Verificagao dos controles
Ordem da coleta, processamento e analise Protocolo correto
Fator de calibragao

Fonte: Weiss & Wardrop, 2010, pag 853; Labtest, 2010.

Na fase pos - analitica ¢ necessario verificar a conformidade dos calculos, se o
resultado encontrado esta dentro da linearidade do método e as dilui¢des das amostras. Além

disso, os relatorios dos resultados devem conter laudos legiveis, impedindo erros em sua
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interpretacdo e a transcri¢ao correta deve ser observada (Harris & Yasaka, 1983).
Portanto, ¢ fundamental que nos grupos controle e experimental todas as condig¢des

supracitadas sejam similares de modo a minimizar as alteragdes demonstradas nas analises.

3.6 Coleta de sangue

A coleta de sangue em camundongos ¢ um procedimento necessario para uma ampla
variedade de estudos cientificos e atualmente, existe uma série de metodologias eficazes
disponiveis (Hoof, 2000; Steel et al, 2008; Aasland et al, 2010). Nestes animais, o volume de
sangue circulante esta entre 6,3 ¢ 8 mL/100 g de peso corporal, com média de 7,2 mL/100 g
de peso corporal (Weiss & Wardrop, 2010). E importante enfatizar que a sangria pode causar
estresse nos animais de forma a impactar nos resultados experimentais (Hoof, 2000). O Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (2003) preconiza que ¢ extremamente importante
que este procedimento seja realizado por pessoal qualificado com habilidade na técnica de
coleta a ser empregada e que saiba minimizar o estresse do animal.

Virios critérios sdo avaliados para selecionar o método da coleta, como a andlise a ser
realizada, o volume total por amostra, a frequéncia de amostragem e se o procedimento ¢
terminal ou de recuperagdo do animal. Em camundongos, esses critérios t€ém maiores
consequéncias devido a certas limitagdes que incluem o seu pequeno porte, o volume de
sangue e a falta de vasos de facil acesso (Schnell et al, 2002). Na Tabela 2, encontram-se as
principais técnicas de sangria empregadas nestes roedores. O local da sangria e o método
aplicado devem ser mantidos durante todo o experimento a fim de se evitar variagdes nos

resultados experimentais (Steel et al, 2008).

Tabela 2: Principais procedimentos de coleta de sangue em camundongos

Com uso de anestésico Sem uso de anestésico Terminal
Veia da cauda Veia safena Puncao cardiaca
Plexo orbital Veia dorsal da pata Veia cava posterior
Veia jugular Veia submandibular Vasos axilares

Fonte: Modificado de Lapchik et al. 2010, pags 581 a 590.
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A fim de minimizar a dor e o estresse do animal, é recomendado que em todas as técnicas
sejam utilizados anestésicos, ou ainda, que os animais sejam sacrificados previamente aos
experimentos até que o manipulador se sinta confortavel e ndo cause danos ao animal (Hoof,

2000).
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Monitoramento sanitario

A fim de se verificar a qualidade sanitdria dos animais produzidos no Biotério de
Produgdo do CPgRR foi realizado o monitoramento sanitario das colonias em cumprimento a
rotina previamente estabelecida no Procedimento Operacional Padrao (POP) BIOT — 18 da
institui¢ao preconizada pelas normas de Boas Praticas de Laboratorio (BPLs). Desta forma,
seguindo recomendag¢des da FELASA, uma amostragem de 10 animais por sala de criagdo do
biotério, totalizando 50 animais, foi enviada ao Servigo de Controle de Qualidade Animal
(SCQA) do CECAL / FIOCRUZ para a avaliagao do estado de satide dos mesmos.

Para a realizacdo do monitoramento sanitario das colonias de roedores foram
utilizados diferentes métodos de diagndstico para detec¢do de agentes patogénicos primarios e
oportunistas como virus, bactérias e parasitos (Tabela 3). O teste de ELISA (teste
imunoenzimatico) foi utilizado como método de sorodiagnodstico na pesquisa de anticorpos
séricos contra virus e algumas bactérias. O monitoramento microbioldgico incluiu também
técnicas de isolamento e identificagdo de bactérias entéricas e respiratdrias por meio do uso de
meios de cultura seletivos e diferenciais. Os métodos de parasitologia empregados foram tteis
na pesquisa e identificacdo de ecto e endoparasitos. Assim, por meio da avaliacdo sanitaria foi
possivel atestar a presenca ou ndo de agentes patogénicos e oportunistas que acometem
camundongos ¢ interferem nos parimetros hematologicos, bioquimicos e imunologicos. E
importante mencionar que o monitoramento sanitario também foi realizado nos animais do
CECAL e que toda a metodologia empregada na avaliagdo dos animais convencionais do
CPgRR foi a mesma adotada para os animais SPF do CECAL, que por sua vez ¢ a mesma
metodologia utilizada na rotina do SCQA. Os resultados do monitoramento sanitario dos
biotérios do CPqRR e CECAL encontram-se nos Anexos 8.1 e 8.2 respectivamente.

Neste contexto, os animais do CPqRR sdo enviados semestralmente para realizacdo da
avaliacdo sanitaria ¢ apds a liberagdo dos resultados, as colonias sdo tratadas com anti-
helmintico de acordo com o protocolo estabelecido por Sueta et al, 2002. Ja no CECAL, as
colonias de animais SPF sdo monitoradas a cada trés meses e, caso seja identificado algum
virus e / ou bactérias, os animais infectados sdo sacrificados e as salas de origem dos mesmos
isoladas e esterilizadas por meio de fumigacdo com éter. Contudo, se o descarte dos animais
infectados ndo for possivel, ¢ realizada a técnica de histerectomia em fémeas gravidas da
linhagem a fim de se eliminar os patdgenos que ndo sdo transmitidos pela via placentaria

como uma forma de recuperagdo do padrdo SPF nos filhotes.
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Tabela 3: Principais agentes pesquisados, amostras e métodos utilizados no monitoramento

sanitario realizado pelo SCQA

Agente pesquisado Amostra Método de diagndstico

Virus

Adenovirus (MAV) Soro ELISA
Citomegalovirus (MCMV) Soro ELISA
Ectromelia virus Soro ELISA
Parvovirus Soro ELISA
Pneumovirus de camundongos Soro ELISA
(PVM)

Poliomavirus Soro ELISA
Reovirus tipo 3 (REO 3) Soro ELISA
Rotavirus (EDIM) Soro ELISA
Sendai virus Soro ELISA
Virus da Coriomeningite Soro ELISA
linfocitica murina(LCMYV)

Virus da Encefalomielite murina ~ Soro ELISA
(Theiler)

Virus da Hepatite Murina Soro ELISA
(MHV)

Virus Diminuto de Soro ELISA
Camundongos (MMV)

Bactérias

Bordetella bronchiseptica Traquéia/Fezes Cultura
Bacillus associados aos cilios Traquéia/Fezes Cultura
respiratorios

Citrobacter rodetium Traquéia/Fezes Cultura
Corynebacterium bovis Traquéia/Fezes Cultura
Klebsiella pneumoniae Traquéia/Fezes Cultura
Mycoplasma pulmonis Soro ELISA
Pasteurella spp. Traquéia/Fezes Cultura
Pseudomonas spp. Traquéia/Fezes Cultura
Salmonella spp. Traquéia/Fezes Cultura
Staphylococcus aureus Traquéia/Fezes Cultura
Streptococcus beta hemolitico Traquéia/Fezes Cultura
(grupo D)

Streptococcus pneumoniae Traquéia/Fezes Cultura
Clostridium piliformis — Tyzzer  Soro ELISA
Parasitos

Ectoparasitas: pulgas, acaros e pélo Estereoscopio
piolhos

Syphacia spp. intestino Microscopio
Aspiculuris tetraptera intestino Microscopio
Rodentolepis nana intestino Microscopio
Tricomonideos intestino Microscépio
Spironucleus muris intestino Microscopio
Giardia muris intestino Microscopio
Entamoeba spp. intestino Microscopio

Fonte: http: //www.cecal.fiocruz.br
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4.2 Animais
4.2.1 Selecéo das linhagens

O biotério do CPqRR atualmente possui 24 linhagens de camundongos das quais
quatro (Swiss webster, BALB/c, C57BL/6 ¢ B6.129.Ifn-y('/') knockout) foram selecionadas
para este estudo. Os animais sdo originarios da Fundacdo Rockfeller, Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP), Universidade Federal Fluminense (UFF) e The Jacksons
Laboratory, respectivamente. A escolha por estas linhagens se justificou pelo fato de serem as
mais utilizadas pelos usuarios da instituicdo e, além disso, por haver disponibilidade de

fornecimento das mesmas de origem SPF a partir de fonte externa.
4.2.2 Tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra para estabelecimento dos valores de referéncia foi
realizado por amostragem aleatéria simples sem reposicdo de acordo com Migonte et al,
(2000), admitindo-se como erro maximo o valor de 5% e levando-se em consideracdo o
tamanho da coldnia de cada linhagem. Desta forma, foram utilizados 22 machos e 22 fémeas
da linhagem Swiss webster, 21 machos e 21 fémeas das linhagens BALB/c e C57BL/6 ¢ 19
machos e 19 fémeas da linhagem Ifn-y™” para cada grupo correspondente (convencional e
SPF) para determinacdo dos perfis hematoldgico e bioquimico. Na avaliagdo imunofenotipica
foram utilizados cinco animais de cada sexo de cada linhagem selecionada, pois o objetivo era
somente a avaliagdo destes valores. Todos os animais deste estudo possuiam entre seis € oito
semanas de idade, por ser esta a faixa etdria em que s@o mais requisitados ao biotério.

Os animais avaliados neste estudo foram divididos em dois grupos distintos. O
primeiro grupo (machos e fémeas) foi composto pelas quatro linhagens de camundongos
convencionais (Swiss webster, BALB/c, C57BL/6 ¢ Ifn-y('/')) provenientes do biotério do
CPgRR (n=166). Ja o segundo grupo (machos e fémeas), utilizado como controle, foi formado
por quatro linhagens SPF (Swiss webster, BALB/c, C57BL/6 ¢ Ifn-y") provenientes do
CECAL (n=166). E importante mencionar que em ambos os grupos foram utilizados os
mesmos animais para realizagdo das avaliacdes hematologicas, bioquimicas e imunologicas.

Portanto, o numero total de animais utilizados neste trabalho foi de 332 camundongos.
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4.2.3 Animais CPgRR

Os animais provenientes do Biotério de Producdo do CPqRR sdo mantidos em um
padrao sanitario convencional controlado dotado de barreiras de protecdo contra a entrada de
patdogenos e macroambiente com temperatura variando entre 20 e 24°C e luminosidade
controlada por timer com fotoperiodo de 12 horas claro / 12 horas escuro. As matrizes sao
mantidas em mini-isoladores, enquanto que os animais destinados ao fornecimento sao
mantidos em caixas de polipropileno. Todos os animais possuem livre acesso a 4gua e ragao
(Nuvilab CR1 Autoclavavel, Nuvital). Os camundongos das linhagens Swiss webster,
BALB/c e C57BL/6 sdao obtidos por meio de colonias de producao do biotério do CPqRR em
que as matrizes sdo provenientes do CECAL e mantidas no sistema de acasalamento
poligdimico um macho x duas fémeas. J4 a linhagem Ifn-y"™ ¢ proveniente da colonia de
fundagdo do proprio biotério do CPqRR. Estas colonias tém como finalidade sua propria
manutengao e todos os acasalamentos sdo monogamicos permanentes, com registro individual

dos animais.

4.2.4 Animais CECAL

Os animais provenientes do CECAL sao mantidos em condi¢gdes sanitarias livres de
patdgenos especificados (SPF), protegidos por barreiras sanitarias rigorosas que impedem a
entrada de agentes indesejaveis presentes no meio ambiente. A manuten¢do das condi¢des
ambientais ¢ feita por meio do controle da temperatura (20° C + 2), umidade relativa do ar
(50% =+ 5), ventilagao (10-15 trocas de ar / hora) e fotoperiodo (12 horas claro / 12 horas
escuro). Os animais sdo mantidos em mini-isoladores ou em caixas de polipropileno e
possuem livre acesso a dgua e racdo (Nuvilab CR1 Autoclavéavel, Nuvital). Este biotério
possui colonia de fundagdo de todas as linhagens criadas, tornando-o auto-suficiente na
obtengdo de suas matrizes. E importante mencionar que a linhagem Ifn-y('/ 7 deste biotério é
proveniente do biotério do CPqRR, porém ja estdo separadas ha mais de 20 geragdes, sendo
entdo consideradas sub-linhagens distintas.

A Tabela 4 mostra as principais diferengas existentes entre os procedimentos e as

barreiras sanitarias adotados nos biotérios do CPqRR e CECAL.
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Tabela 4: Principais diferencas existentes entre os procedimentos / barreiras sanitarias

adotados nos biotérios do CPqRR ¢ CECAL

Procedimentos / Barreiras sanitarias Convencionais SPF CECAL

controlados

CPqRR

Porto de passagem com
descontaminacdo por formol ou acido _ X
peracético
Piso técnico B X
Air Lock _ X
Controle de pressao _ X
Controle da ventilagdo e troca de ar B X
Técnicos separados por salas _ X
Autoclave de fronteira X X
Controle no fornecimento de animais B X
Acesso controlado X X
Quarentena _ X
Separagao fisica das areas limpas e X X
sujas
Adogao de banho para acesso a area X X
limpa
Esterilizacao de uniformes B X
Esterilizagdo de insumos X X
Esterilizagao de gaiolas e bebedouros X X
Racks e estantes ventilados X X
Frequéncia do monitoramento sanitario semestral trimestral

Fonte: Pesquisa direta.
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Apo6s a chegada dos animais provenientes do CECAL ao CPqRR, os mesmos foram
mantidos no biotério por um periodo de sete dias para ambientacdo, a fim de se evitar a
interferéncia do estresse nos resultados experimentais em decorréncia do transporte. A
determinagdo por este periodo também levou em consideragdo a ndo - ocorréncia de infec¢des
nos animais, uma vez que o biotério do CPqRR possui padrio sanitario convencional

controlado.

4.3 Coleta de sangue

O procedimento de coleta de sangue foi sempre realizado no periodo da manha, a fim
de se evitar variagdes nos pardmetros. Inicialmente, o animal foi anestesiado com a
combinagdo dos farmacos Cloridrato de Quetamina 5% e Cloridrato de Xilazina 2%, em
partes iguais, no volume final de 0,1mL, via intraperitoneal, quadrante lateral inferior direito,
utilizando-se agulha 25 x 5 mm. Apds a anestesia geral, cuja profundidade foi avaliada pela
auséncia do reflexo podal, foi realizada a puncdo cardiaca de acordo com Hoff, (2000). A
identificacdo do local da puncao ¢ de 10 a 30° acima do abdémem, lateralmente a cartilagem
xifoide. O volume total de sangue coletado nas linhagens consanguineas foi de
aproximadamente 500uL, enquanto que nas ndo-consanguineas foi de aproximadamente
800uL. Quando o procedimento de sangria total nao levou o animal ao 6bito, 0 mesmo foi
submetido a eutandsia por overdose dos fairmacos acima mencionados, sendo a dosagem de
trés a quatro vezes maior que a dose anestésica, ou seja, 0,3 a 0,4 mL. A verificagdo do 6bito
dos animais foi realizada pela auséncia de sinais vitais como batimentos cardiacos e
movimentos respiratorios. Este procedimento foi realizado sob supervisio da médica
veterinaria Dra. Ana Carolina Peixoto Teixeira, CRMV-MG 5560. As amostras coletadas
foram utilizadas para os procedimentos de avaliagdo dos parametros hematologicos,

bioquimicos e imunoldgicos.

4.4 Determinacdo de parametros hematoldgicos

Os perfis hematologicos foram determinados por meio da realizacdo de hemogramas
no Laboratério de Biomarcadores de Diagnostico e Monitoragdao (LBDM) do CPqRR. As
determinagdes foram realizadas em contador hematologico de células semi-automatico, ABX

Micros ABC Vet, apropriado para mensuracdo de parametros hematologicos veterinarios. O
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equipamento utiliza métodos baseados na variagdo da impedancia gerada pela passagem das
células diluidas em um diluente eletrolitico através de micro-orificios calibrados (parametros
de contagem das células e determinacdo do hematocrito) e na determinagdo
espectrofotométrica apos a lise das células vermelhas com diluente contendo ferricianeto e
cianeto de potassio (pardmetros de dosagem de hemoglobina).

Desta forma, do volume total de sangue coletado de cada animal, aproximadamente
50uL foram retirados e acondicionados em eppendorfs de 1,5mL, previamente identificados,
contendo 5ul. de EDTA (Etilenodiaminotetracético) como anticoagulante. Os parametros
avaliados foram: global de leucdcitos, contagem de eritrocitos, hematocrito, concentragdo de
hemoglobina, indices hematimétricos e niimero de plaquetas. Para verificar a calibracdo do
equipamento foi utilizado o sangue controle ABX Minotrol 16 alto (H), normal (N) e baixo
(L) previamente ao inicio de cada experimento. O sangue controle, por se tratar de uma
preparagdo estavel, fornece um meio Util de monitoramento da precisdo e exatiddo da

instrumentagao de hematologia e dos sistemas de reagentes.

4.4.1 Contagem diferencial de leucdcitos por microscopia oOtica

Apo6s a coleta de sangue total foi realizado o esfregaco sanguineo para contagem
diferencial de leucécitos. A fim de se evitar possiveis variagdes sanguineas como a formagao
de codgulos e alteracdes morfologicas das células e desta forma obter esfregacos de boa
qualidade, este procedimento foi realizado imediatamente apds a pungdo cardiaca dos
animais. Posteriormente, as laminas foram identificadas e coradas com o kit Panotico Répido
LB (Laborclin Ltda, BR) segundo instrucdes do fabricante (www.laborclin.com.br). A
metodologia aplicada na realizacdo da contagem diferencial destas células permitiu
determinar o percentual e o nimero absoluto de linfécitos, neutrofilos, monoécitos, eosindfilos
e basofilos e a leitura das laminas foi realizada com o auxilio de microscopio 6tico no

aumento de 1000x, contando - se no minimo 100 leucdcitos por lamina.

4.5 Determinacao dos parametros bioquimicos

Para determinagdo do perfil bioquimico foram coletados 200uL de sangue de cada
animal em eppendorfs de 1,5mL, previamente identificados e centrifugados a 4.750 g por 10

minutos a temperatura ambiente para obtengdo do soro. Posteriormente, o soro foi
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rapidamente coletado e congelado a -70°C e as amostras que apresentaram hemolise excessiva
foram descartadas.

Todas as andlises bioquimicas foram validadas e realizadas no LBDM por meio de
espectrofotometria, utilizando - se o analisador bioquimico semi-automatico Bioplus-200
adquirido da Bioplus Produtos para Laboratérios Ltda. A avaliagdo da fun¢do renal foi
determinada por meio da dosagem de URE e CRE. Ja para a fungdo hepatica, os seguintes
parametros foram mensurados: AST/TGO, ALT/TGP, FA e PT. A programacdo de todas as
quimicas foi inserida no equipamento utilizado conforme pré-estabelecido pelo fabricante dos
kits (Labtest Diagnostica Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). O volume minimo de amostra
para realizagdo dos testes ¢ de 10uL e o volume de aspiracao da cubeta ¢ de 150uL. Desta
forma, devido a pequena quantidade de amostra disponivel, nas quimicas CRE, AST/TGO e
ALT/TGP, a quantidade total de amostra e de reagentes foi reduzida a 4 e para a dosagem da
FA foi reduzida a ' da quantidade preconizada pelo fabricante. E importante mencionar que
esta reducdo foi devidamente testada durante a validacdo do equipamento e dos Kkits
utilizados. Nas quimicas URE e PT ndo houve modificagdo nos volumes da amostra e
reagentes.

A leitura das quimicas de cada individuo seguiu a seguinte ordem: branco, controles
normal e patoldgico, calibradores (quando aplicavel), amostras (unica). A fim de se verificar a
reprodutibilidade dos testes, foi escolhida aleatoriamente uma amostra / dia para ser lida
novamente no dia seguinte. O branco tem a fung¢do de zerar o espectrofotdmetro e o controle
interno ¢ aplicado na medida da imprecisdo analitica e na verificagdo de desvios da calibragao
dos processos quantitativos. A calibragdo ¢ um processo que visa verificar se a medida obtida
por um instrumento € compativel com o esperado. Desta forma, para verificagdo do controle
interno de qualidade dos ensaios foi utilizado o reagente Controlab Labtest Diagnoéstica
(dosagens normal e patologica) previamente as amostras de soro de animais de cada
parametro e, posteriormente, os resultados das dosagens didrias foram plotados no grafico de
Levey-Jennings e aplicadas as devidas regras de controle.

A metodologia aplicada e a reag¢do utilizada em cada um dos testes podem ser

visualizadas na Tabela 5.
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Tabela 5: Relacdo de analitos, metodologia aplicada, tipo de reagcdo e comprimento de onda
(reagentes Labtest)

ANALITO METODOLOGIA

REACAO A (nm)

Cinética UV-IFCC: ALT catalisa a
transferéncia do grupo amina da alanina
para o cetoglutarato com formacgao de

. ) Cinética Continua
ALT /TGP glutamato e piruvato que ¢ reduzido a

340 nm
L . Decrescente
lactato. A diminuic¢éo da absorbancia ¢
proporcional a atividade da ALT na

amostra.

Cinética UV-IFCC: AST catalisa a
transferéncia do grupo amina do acido
aspartico para o cetoglutarato com

Cinética Continua
AST /TGO formacdo de glutamato e oxalacetato

340 nm
) o Decrescente
que ¢ reduzido a malato. A diminuicdo
da absorbancia é proporcional a

atividade da AST na amostra.

Reacdo de Jaffé: a creatinina reage com

o picrato alcalino formando um o )
o . Cinética de Dois
Creatinina K complexo de cor vermelha. A cor é

510 nm
) Pontos
proporcional a concentragio de

creatinina na amostra.

Browers e Mc modificado: a fosfatase
alcalina em pH alcalino hidrolisa o p-
nitrofenilfosfato liberando p-nitrofenol
Fosfatase Alcalina e fosfato inorganico. A concentragdo de  Cinética Continua 405 nm
p-nitrofenol ¢ proporcional a atividade
enziméatica da fosfatase alcalina na

amostra.

Biureto: ions cobre em meio alcalino

reagem com as ligagdes peptidicas das
) proteinas séricas formando cor purpura. Ponto Final 545 nm
Proteinas Totais ) ) . ~
A cor ¢ proporcional a concentracdo de

proteinas totais na amostra.

Uréia Enzimatico UV: a uréia é hidrolisada Cinética de Dois 340 nm
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pela urease produzindo amoénia + CO,. Pontos
A diminui¢do da absorbancia é
proporcional a concentragao da uréia na

amostra.

Fonte: Labtest, sd.

Os kits das quimicas, controles e calibradores utilizados para a realizacdo dos ensaios
foram adquiridos da Labtest Diagndstica (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) e sua utilizagao

foi realizada de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante (www.labtest.com.br).

4.6 Avaliacdo de parametros imunologicos

Os ensaios ex vivo de imunofenotipagem de linfocitos do sangue foram realizados
utilizando-se 150puL de sangue de cada animal coletadas em eppendorfs de 1,5mL
previamente identificados, contendo EDTA como anticoagulante. O sangue foi transferido
para tubos de poliestireno de SmL (Falcon - BD, EUA), contendo 0,5uL ou 1,0uL do
anticorpo monoclonal marcado com o fluorocromo especifico (Isotiocianato de fluoresceina -
FITC; Ficoeritrina - PE e Complexo proteina piridina clorofila - Percp) para o receptor celular
de interesse (Tabela 6). Posteriormente, as amostras foram incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Apos o periodo de incubagdo, as amostras de sangue foram submetidas a etapa de lise
dos eritrdcitos, utilizando-se 2mL de solugdo de lise comercial (Facs Lysing Solution - FLS -
BD, EUA) diluida dez vezes em agua tipo I. Posteriormente, foi adicionado 1mL de PBS
0,015M, pH 7,4 (SIGMA, EUA) e as amostras foram centrifugadas a 400 g por 10 minutos a
18°C (Centrifuga Beckman, Modelo J-6B, EUA). O sobrenadante foi descartado e as amostras
lavadas com 3mL de PBS 0,015M, pH 7,4. Em seguida, as amostras foram fixadas com
200pL de solucdo fixadora (10 g/L de paraformaldeido; 1% de cacodilato de sodio; 6,67 g/L
de cloreto de sodio, pH 7,2 - SIGMA, EUA). Apos um periodo de 15 minutos a 4° C, os
fenotipos celulares presentes em cada tubo foram determinados com o auxilio do citometro de
fluxo (FACScan - BD, EUA), sendo avaliados 20.000 eventos/tubo. Os resultados foram
expressos em frequéncia percentual de células positivas para o marcador dentro da populagao

de linfocitos totais.
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Tabela 6: Anticorpos utilizados para imunofenotipagem de linfocitos circulantes

Marcador Fluocromo Clone Volume Fungoes

Anti-CD3e PerCP 145-2C11 0,5uL Associado ao receptor de células T
(TCR). Exigido para expressdo na
superficie celular e para transdugao de
sinal pelo TCR. Expresso em timocitos
e linfocitos T.

Anti-CD4 FITC RM 4-5 0,5uL Co-receptor para moléculas do
complexo de histocompatibilidade
principal de classe 1. Expresso em

subgrupos de timdcitos, linfocitos T,
monocitos € macrofagos.

Anti-CD8a R-PE 53-67 1,0uL Co-receptor para MHC de classe 1.
Expresso em subgrupos de timocitos e
linfécitos T citotoxicos e / ou
supressores.

Anti-CD19 FITC 6D5 0,5uL Co-receptor de linfocitos B
conjuntamente com CD21 e CDS].
Expresso em linfocito B.

Anticorpos das marcas Sigma, BD e Caltag

Fonte: CD Reference Chart. 8th HLDA International Workshop, 2004. Mason et al. 2003, D’ambrosio et al.
2003, Ono et al. 2003.

4.7 Considerac0es éticas

Este projeto foi submetido a Comissio de Etica no Uso de Animais da Fundagio
Oswaldo Cruz (CEUA / FIOCRUZ) com ntimero de Licengca LW-20/11 e ao Comité Interno
de Biosseguranga do CPqRR (CIBio). As aprovacdes do projeto pelos referidos orgdos
encontram-se respectivamente nos Anexos 8.3 e 8.4. Todos os procedimentos envolvendo a
utilizacdo de animais seguiram os “Principios €ticos para o uso de animais de laboratoério”

adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A
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manutengdo ¢ o manejo dos animais foram também conduzidos respeitando-se o “Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals”, National Research Council (2008).

4.8 Andlise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do software (GraphPad
Software, Inc, San Diego, CA) para comparagdo entre os grupos. Em cada linhagem de
camundongo, a determina¢do dos parametros hematoldgicos e bioquimicos e a avaliagdo dos
perfis imunologicos foram realizadas por meio do calculo dos valores minimo, 25%, 50% -
mediana, 75% e maximos obtidos, média global e + desvio padrio. Por se tratar de parametros
em que hd uma grande variabilidade entre os animais, todos os dados foram considerados de
distribui¢do ndo paramétrica. Para comparagao entre os sexos e biotérios foi utilizado o teste
Mann - Whitney e para a comparagdo entre as linhagens foi utilizado o teste Kruskal - Wallis
seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunns. O intervalo de confianga foi definido
como 95% e em todos os casos as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas para um valor de p< 0,05.
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5.1 Determinacdo de parametros hematoldgicos

A determinacdo de parametros hematologicos foi realizada em amostras de sangue de
camundongos fémeas e machos das linhagens Swiss webster, BALB/c, C57BL/6 e Ifn-y""
provenientes do CPqRR e CECAL. Na série vermelha foram avaliados os pardmetros HGB,
RBC, HCT, VCM, HCM e CHCM. J4 na série branca foram analisadas a contagem global de
WBC, contagem absoluta e percentual de linfocitos, neutrofilos, monodcitos, eosinédfilos e
basofilos. Além disso, foi determinada também a contagem de PLT. E importante mencionar
que as analises estatisticas foram realizadas entre os sexos em um mesmo biotério/linhagem,
entre as linhagens em um mesmo sexo/biotério e entre animais do mesmo sexo/linhagem em
biotérios distintos. Além disso, salienta-se que nas andlises estatisticas o critério adotado na
utilizacdo da simbologia para demonstrar diferengas estatisticamente significativas foi a
fixagdo do simbolo no maior valor da mediana.

Com relacao a analise de HGB (Figura 7), comparando-se fémeas e machos de uma
mesma linhagem e biotério, foi observado que os machos da linhagem Ifn-y"" provenientes
do CPqRR apresentaram valores superiores aos das fémeas. No CECAL, fémeas das
linhagens Swiss webster, BALB/c e C57BL/6 apresentaram valores superiores aos dos
machos. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, os

) provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos do

machos da linhagem Ifn-y
CECAL. Contudo, as fémeas da linhagem Swiss webster e fémeas e machos de C57BL/6
provenientes do CECAL apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CPqRR.
Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de Swiss
webster apresentaram valores superiores aos apresentados pelas fémeas de C57BL/6 e Ifn-y('/ )
e as fémeas de BALB/c apresentaram valores superiores aos de C57BL/6. J& os machos de
Swiss webster, BALB/c e Ifn-y""” apresentaram valores maiores que os machos de C57BL/6.
Nas linhagens do CECAL, as fémeas de Swiss webster, BALB/c e C57BL/6 apresentaram

valores superiores aos das fémeas de Ifn-y('/ ),
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Figura 7: Determinag¢dao de hemoglobina (HGB) em camundongos fémeas (F) e machos (M)
das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21; M=21)
e Ifn-3"") (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e CECAL. Os resultados estdo expressos em
formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padrdes. (A): Diferengas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, ¢, d):

Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

Com relagao a analise de RBC (Figura 8), comparando-se fémeas e machos de uma
mesma linhagem e biotério, foi observado que somente as fémeas das linhagens C57BL/6 e

Ifn-y('/ )

provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos dos machos. Quando
comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, os machos da
linhagem Ifn-y"" provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos do CECAL.
Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CECAL, somente as fémeas de

C57BL/6 apresentaram valores maiores que as fémeas de Swiss webster.
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Figura 8: Determinacdo de eritrocitos (RBC) em camundongos fémeas (F) e machos (M) das
linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21; M=21) e
Ifn-y('/ 7 (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados estio expressos em
formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes. (A): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, c, d):
Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

Com relagdo a analise de HCT (Figura 9), comparando-se fémeas e machos de uma
mesma linhagem e biotério, foi observado que somente as fémeas da linhagem C57BL/6
provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos dos machos. Quando
comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, os machos de Ifn-y""
provenientes do CPqRR apresentaram valores maiores que os machos do CECAL e as fémeas
da linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos das
fémeas do CPgRR. Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CECAL,
somente as fémeas de C57BL/6 apresentaram valores maiores que os apresentados pelas

fémeas de Ifn-y"™".
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Figura 9: Determina¢do de hematocrito (HCT) em camundongos fémeas (F) e machos (M)
das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21; M=21)
e Ifn-y™” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados estio expressos em
formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes. (A): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, c, d):
Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

Com relagdo a anélise do VCM (Figura 10), comparando-se fémeas e machos de uma
mesma linhagem e biotério, foi observado que no CPqRR as fémeas das linhagens Swiss

webster e Ifn-y('/ )

apresentaram valores superiores aos dos machos e que os machos de
BALB/c apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando comparados animais do
mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, as fémeas das linhagens BALB/c e C57BL/6
provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos das fémeas do CPqRR. Em
contrapartida, os machos de todas as linhagens estudadas provenientes do CECAL
apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CPqRR. Quando comparadas

diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de Swiss webster apresentaram

valores superiores aos apresentados pelas fémeas das outras trés linhagens estudadas e as
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fémeas de Ifn-y""” apresentaram valores superiores aos das fémeas de C57BL/6. J4 os machos
de Swiss webster, BALB/c e Ifn-y('/ 7 apresentaram valores maiores que os apresentados pelos
machos de C57BL/6. Nas linhagens do CECAL, tanto as fémeas quanto os machos de Swiss
webster apresentaram valores superiores aos de BALB/c, C57BL/6 e Ifn-y'" ¢ as fémeas de

BALB/c apresentaram valores superiores aos de Ifn-y('/ )

VCM
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Figura 10: Determinagdo do Volume Corpuscular Médio (VCM) em camundongos fémeas
(F) e machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21),
C57BL/6 (F=21; M=21) e Ifn—y('/') (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e CECAL. Os
resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente
significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
C, D): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CPgRR (p<0,05). (a, b, c, d): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

Com relagdo a analise de HCM (Figura 11), comparando-se fémeas e machos de uma
mesma linhagem e biotério, foi observado que no CPqRR somente os machos de BALB/c
apresentaram valores superiores aos das fémeas. J4 no CECAL, os machos das linhagens

C57BL/6 e Ifn-y"") apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando comparados
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animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, as fémeas das linhagens Swiss
webster, BALB/c e C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos
das fémeas do CPqRR. Em contrapartida, os machos de todas as linhagens estudadas
provenientes do CECAL apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CPqRR.
Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de Swiss
webster apresentaram valores superiores aos das fémeas das outras trés linhagens estudadas e
os machos de Swiss webster, BALB/c e Ifn-y""” apresentaram valores maiores que os machos
de C57BL/6. Nas linhagens do CECAL, tanto as fémeas quanto os machos de Swiss webster e
as fémeas de BALB/c apresentaram valores superiores aos seus correspondentes das linhagens

C57BL/6 e Ifn-y"".
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Figura 11: Determinagdo de Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) em camundongos
fémeas (F) e machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21;
M=21), C57BL/6 (F=21; M=21) ¢ Ifn-y""” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL.
Os resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores
minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas
pretas correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus
respectivos desvios padrdes. (A): Diferengas estatisticamente significativas entre animais de
sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos
(p<0,05). (A, B, C, D): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um
mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, ¢, d): Diferengas estatisticamente significativas entre

as linhagens em um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).
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Com relagao a analise da CHCM (Figura 12), comparando-se fémeas e machos de
uma mesma linhagem e biotério, foi observado no CPqRR que os machos das linhagens
BALB/c ¢ Ifn-y"" apresentaram valores superiores aos das fémeas. No CECAL, os machos
das linhagens C57BL/6 ¢ Ifn-y"” apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando
comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, fémeas e machos da
linhagem BALB/c e machos da linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram
valores superiores aos dos seus correspondentes no CPqRR. Quando comparadas diferentes
linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de Swiss webster apresentaram valores maiores
que os apresentados pelas fémeas de C57BL/6. Ja os machos de Swiss webster, BALB/c e
Ifn-y('/') apresentaram valores superiores aos dos machos de C57BL/6. Nas linhagens do
CECAL, as fémeas de Swiss webster e BALB/c apresentaram valores maiores que as fémeas
de C57BL/6 e Ifn-y"", enquanto que os machos de Swiss webster e BALB/c apresentaram

valores superiores aos dos machos de C57BL/6.
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Figura 12: Determinac¢do da Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) em
camundongos fémeas (F) e machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c
(F=21; M=21), C57BL/6 (F=21; M=21) e Ifn—y('/') (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e
CECAL. Os resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os
valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e méximo das populacdes avaliadas. As linhas
tracejadas pretas correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos
seus respectivos desvios padrdes. (A): Diferengas estatisticamente significativas entre animais
de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos
(p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um
mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, c, d): Diferengas estatisticamente significativas entre

as linhagens em um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

Com relagdo a analise da contagem global de WBC (Figura 13), comparando-se
fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que no CECAL as fémeas
de Swiss webster apresentaram valores superiores aos dos machos e que os machos de
C57BL/6 e Ifn-y"” apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando comparados
animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, os machos da linhagem Swiss
webster provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos dos machos do CECAL
e que os machos de C57BL/6 e Ifn-y"” provenientes do CECAL apresentaram valores
superiores aos dos machos do CPqRR. Quando comparadas diferentes linhagens, as fémeas de
Swiss webster provenientes do CPqRR apresentaram valores maiores que as fémeas de

BALB/c e Ifn-y"” ¢ os machos de Swiss webster apresentaram valores maiores que os
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machos de BALB/c e C57BL/6. No CECAL, as fémeas de Swiss webster também

apresentaram valores superiores aos apresentados pelas fémeas de BALB/c e Ifn-y('/ )

e as
fémeas de C57BL/6 apresentaram valores maiores que as fémeas de BALB/c. Os machos de
C57BL/6 e Ifn-y"” do CECAL apresentaram valores superiores aos dos machos de Swiss

webster ¢ BALB/.
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Figura 13: Determinagao da contagem global de leucocitos (WBC) em camundongos fémeas
(F) e machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21),
C57BL/6 (F=21; M=21) e Ifn—y('/') (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e CECAL. Os
resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente
significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
C, D): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CPgRR (p<0,05). (a, b, c, d): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

Com relagdo a andlise do percentual de linfécitos (Figura 14), comparando-se fémeas
e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que as fémeas da linhagem Swiss
webster do CPqRR apresentaram valores superiores aos dos machos. No CECAL as fémeas

de Ifn-y"" apresentaram valores superiores aos dos machos. Quando comparados animais do
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mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as linhagens. Quando comparadas diferentes linhagens, somente as fémeas
de Swiss webster provenientes do CPqRR apresentaram valores maiores que as fémeas de

BALB/c.

Percentual de linfocitos
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Figura 14: Determina¢do do percentual de linfocitos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21;
M=21) e Ifn-y"” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e¢ CECAL. Os resultados estdo
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem
a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes.
(A): Diferengas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma
linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre
animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a,
b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no

CECAL (p<0,05).

Com relacao a analise da contagem de linfocitos (Figura 15), comparando-se fémeas e
machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que, no CECAL, as fémeas de
Swiss webster apresentaram valores superiores aos dos machos e que os machos de C57BL/6
e Ifn-y"" apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando comparados animais do

mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, os machos de Swiss webster provenientes do
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CPgRR apresentaram valores maiores que os machos do CECAL e os machos de C57BL/6 do
CECAL apresentaram valores superiores aos dos machos do CPqRR. Quando comparadas
diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de Swiss webster apresentaram
valores maiores que as fémeas das demais linhagens e os machos desta mesma linhagem
apresentaram valores maiores que os machos de BALB/c e C57BL/6. J& no CECAL, as
fémeas de Swiss webster ¢ C57BL/6 apresentaram valores superiores aos das fémeas de
BALB/c e os machos de C57BL/6 apresentaram valores superiores aos dos machos das trés

linhagens estudadas.
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Figura 15: Determinacao da contagem de linfocitos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21,;
M=21) e Ifn-y"” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados estio
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e méaximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem
a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes.
(A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma
linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre
animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferencgas
estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a,

b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no

CECAL (p<0,05).

Com relagdo a andlise do percentual de neutrofilos (Figura 16), comparando-se
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fémeas ¢ machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que os machos de Swiss
webster provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos das fémeas. No
CECAL, os machos de Ifn-y""” apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando
comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as linhagens. Quando comparadas diferentes linhagens,
somente as fémeas de BALB/c provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos

das fémeas de Swiss webster.

Percentual de neutrofilos
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Figura 16: Determinagdo do percentual de neutréfilos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21;
M=21) e Ifn-y"” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e¢ CECAL. Os resultados estdo
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem
a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes.
(A): Diferengas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma
linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre
animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a,

b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no

CECAL (p<0,05).

Com relagdo a analise da contagem de neutrofilos (Figura 17), comparando-se fémeas

e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que os machos de Swiss webster
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provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos das fémeas. No CECAL, os
machos de Ifn-y('/ 7 apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando comparados
animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as linhagens. Quando comparadas diferentes linhagens no
CECAL, as fémeas de C57BL/6 apresentaram valores superiores aos das fémeas de Ifn-y™” e

os machos de Ifn-y('/ 7 apresentaram valores maiores que os machos de Swiss webster.
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Figura 17: Determinacdo da contagem de neutrdfilos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21,;
M=21) e Ifn-y"” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e¢ CECAL. Os resultados estdo
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem
a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes.
(A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma
linhagem no CPqRR ¢ CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre
animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a,

b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CECAL (p<0,05).

Com relagao a analise do percentual de monocitos (Figura 18), comparando-se fémeas
e machos de uma mesma linhagem e biotério, ndo foi observada diferenca estatisticamente

significativa entre os sexos. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em
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biotérios distintos, somente os machos de C57BL/6 provenientes do CPqRR apresentaram
valores superiores aos dos machos do CECAL. Quando comparadas diferentes linhagens em
um mesmo sexo/biotério, também nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as

linhagens estudadas.

Percentual de monécitos

SWISS BALB/c C57BL/6 B6.129 Ifn-y-»
%
2_
X1
. | § . a1 e I 1 . |
'1 T T T T T T T T T T T T T T T T
F M F M F M F M F M F M F M F M
CPgRR CECAL CPgqRR CECAL CPqRR CECAL CPgqRR CECAL

Figura 18: Determinagao do percentual de mondcitos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21;
M=21) e Ifn-y"” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados estio
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 50% - mediana e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes. (A): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, c, d):
Diferencgas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

Com relagdo a analise da contagem de mondcitos (Figura 19), comparando-se fémeas
e machos de uma mesma linhagem e biotério, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os sexos. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em
biotérios distintos, somente os machos de BALB/c e C57BL/6 provenientes do CPqRR

apresentaram valores superiores aos dos machos do CECAL. Quando comparadas diferentes
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linhagens em um mesmo sexo/biotério, também ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre as linhagens estudadas.

Monadcitos
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Figura 19: Determinagdo da contagem de mondcitos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21;
M=21) e Ifn-y""” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e¢ CECAL. Os resultados estdo
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 50% - mediana e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padrdes. (A): Diferengas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, ¢, d):

Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

Com relagdo a analise do percentual de eosinodfilos (Figura 20) ndo foram observadas

diferencas estatisticamente significativas entre os sexos, biotérios e linhagens.
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Percentual de eosinofilos
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Figura 20: Determinagdo do percentual de eosindéfilos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21;
M=21) e Ifn-y"” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e¢ CECAL. Os resultados estdo
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 50% - mediana e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padrdes. (A): Diferengas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, ¢, d):
Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

Com relagao a andlise da contagem de eosinodfilos (Figura 21) ndo foram observadas

diferengas estatisticamente significativas entre os sexos, biotérios e linhagens.
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Eosinéfilos
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Figura 21: Determinacdo da contagem de eosinéfilos em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21;
M=21) e Ifn-y"” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e¢ CECAL. Os resultados estdo
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 50% - mediana e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padrdes. (A): Diferengas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, ¢, d):

Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

Com relagdo a analise da contagem de basoéfilos, ndo foi encontrada esta populagdo de

células nas amostras de sangue avaliadas neste estudo.

Com relacdo a andlise da contagem de PLT (Figura 22), comparando-se fémeas e
machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que os machos das linhagens
BALB/c, C57BL/6 e Ifn-y™” provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos das
fémeas. J4 no CECAL, os machos das linhagens C57BL/6 e Ifn-y"” apresentaram valores
superiores aos das fémeas. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em
biotérios distintos, os machos das linhagens BALB/c e fémeas e machos de C57BL/

provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos dos seus correspondentes no
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CECAL. Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de
C57BL/6 apresentaram valores superiores aos apresentados pelas fémeas de BALB/c e Ifn-y('/ i
). Nas linhagens do CECAL, somente as fémeas de Swiss webster apresentaram valores

superiores aos das fémeas de Ifn-y"".
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Figura 22: Determinacdo da contagem de plaquetas (PLT) em camundongos fémeas (F) e
machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6
(F=21; M=21) e Ifn-y""” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados
estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%,
50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente
significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
C, D): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CPgRR (p<0,05). (a, b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).
As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacgdo de

HGB, RBC, HCT, VCM, HCM, CHCM e PLT referente as comparagdes realizadas entre

animais de sexos distintos em uma mesma linhagem e biotério se encontram na Tabela 7.
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Tabela 7: Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao de
HGB, RBC, HCT, VCM, HCM, CHCM e PLT quando comparados animais de sexos distintos

em uma mesma linhagem e biotério

Parametro
Linhagem/Biotério HGB RBC HCT VCM HCM CHCM PLT

CPqRR
Swiss webster F>M
BALB/c F<M F<M F<M F<M
C57BL/6 F<M
Ifn-y"™" F<M F>M F<M F<M
CECAL
Swiss webster F>M
BALB/c F>M
C57BL/6 F>M F>M F>M F<M F<M F<M
Ifn-y"” F>M F<M F<M F<M

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
F - fémeas; M - machos.

As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacgdo da
contagem global de WBC, numero percentual e absoluto de LINF, NEUT, MONO e EOSI
referente as comparagdes realizadas entre animais de sexos distintos em uma mesma linhagem

e biotério se encontram na Tabela 8.

Tabela 8: Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao da
contagem global de WBC, numero percentual e absoluto de LINF, NEUT, MONO e EOSI

quando comparados animais de sexos distintos em uma mesma linhagem e biotério

Linhagem/ Parametro

Biotério % % % %
WBC LINF LINF NEUT NEUT MONO MONO EOSI EOSI

CPqRR

Swiss webster F>M F<M F<M
BALB/c

C57BL/6

Ifn-y"™")

CECAL

Swiss webster F>M F>M

BALB/c

C57BL/6 F<M F<M

Ifn-y"™" F<M F>M F<M F<M F<M

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
F - fémeas; M - machos.

As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacdo de
HGB, RBC, HCT, VCM, HCM, CHCM e PLT referente as comparagdes realizadas entre
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animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos se encontram na Tabela 9.

Tabela 9: Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao de
HGB, RBC, HCT, VCM, HCM, CHCM e PLT quando comparados animais do mesmo sexo e

linhagem em biotérios distintos

Parametro
Linhagem/Sexo HGB RBC HCT VCM HCM CHCM PLT
Swiss webster
F R<C R<C
M R<C R<C
BALB/c
F R<C R<C R<C R<C
M R<C R<C R<C R>C
C57BL/6
F R<C R<C R<C R<C R>C
M R<C R<C R<C R<C R>C
Ifn-y"
F
M R>C R>C R>C R<C R<C

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
F - fémeas; M - machos.

R - CPgRR

C-CECAL

As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagdo da
contagem global de WBC, niimero percentual e absoluto de LINF, NEUT, MONO e EOSI
referente as comparagdes realizadas entre animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios

distintos se encontram na Tabela 10.
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Tabela 10: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao

da contagem global de WBC, niimero percentual e absoluto de LINF, NEUT, MONO e EOSI

quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos

Linhagem/

Parametro

Y%
LINF

Sexo
WBC

Y%
EOSI

%
NEUT

%

LINF NEUT MONO MONO EOSI

Swiss webster
F

M
BALB/c
F

M
C57BL/6
F

M
Ifn-y"

F

M

R>C

R<C

R<C

R>C

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.

F - fémeas; M - machos.
R - CPgRR
C-CECAL

As diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao de

HGB, RBC, HCT, VCM,

HCM, CHCM e PLT referente as comparagdes realizadas entre

animais do mesmo sexo e biotério e linhagens distintas se encontram na Tabela 11.

Tabela 11: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao

de HGB, RBC, HCT, VCM, HCM, CHCM e PLT quando comparados animais do mesmo

sexo e biotério e linhagens distintas

Parametro
Biotério/Sexo HGB RBC HCT VCM HCM CHCM PLT
CPqRR
Fémea A,B>C A>B,C.D A>B,C.D A>C B,D>C
C<D
Macho A,B,D>C A,B,.D>C A,BD>C AB,D>C
CECAL
Fémea A,B,C>D A<C CD A>BCD A>CD A>CD  A>D
B>D B>CD  B>C,D
Macho A>B,.C.D A<C,D A,B>C

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.

A — Swiss webster
B -BALB/c

C- C57BL/6

D - Ifn-y""”
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As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagdo da
contagem global de WBC, nimero percentual e absoluto de LINF, NEUT, MONO e EOSI
referente as comparagdes realizadas entre animais do mesmo sexo e biotério e linhagens

distintas se encontram na Tabela 12.

Tabela 12: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagdo
da contagem global de WBC, numero percentual e absoluto de LINF, NEUT, MONO e EOSI

quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos

Linhagem/ Parametro
Sexo % % % %
WBC LINF LINF NEUT NEUT MONO MONO EOSI EOSI
CPqRR
Fémea A>BD A>B A>B,C,D B>A
Macho AB,C A>B,C
CECAL
Fémea A>B.D B<A,C C>D
B<C
Macho AB>C,D C>A,B,D D>A

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
A — Swiss webster

B -BALB/c

C- C57BL/6

D - Ifn-y“"”

5.2 Determinacdo dos niveis séricos de parametros bioquimicos

A determinacdo dos niveis séricos de parametros bioquimicos foi realizada em
amostras de sangue de camundongos fémeas e machos das linhagens Swiss webster, BALB/c,
C57BL/6 e Ifn-y"" provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Foram avaliados os perfis de URE,
CRE, ALT/TGP, AST/TGO, FA ¢ PT. E importante mencionar que as analises estatisticas
foram realizadas entre os sexos em um mesmo biotério/linhagem, entre as linhagens em um
mesmo sexo/biotério e entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos. Além
disso, salienta-se que nas analises estatisticas o critério adotado na utilizagdo da simbologia
para demonstrar diferengas estatisticamente significativas foi a fixacdo do simbolo no maior
valor da mediana.

Com relagdo dos niveis séricos de uréia (Figura 23), comparando-se fémeas e machos
de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que somente os machos da linhagem

BALB/c provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos das fémeas. Contudo,

84



machos das linhagens Swiss webster ¢ C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram
valores superiores aos das fémeas. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem
em biotérios distintos, tanto os machos quanto as fémeas das linhagens BALB/c e C57BL/6
provenientes do CECAL apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CPqRR.
Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de Swiss
webster, C57BL/6 ¢ Ifn-y('/ Japresentaram valores superiores aos apresentados pelas fémeas
BALB/c. Nas linhagens provenientes do CECAL, as fémeas de BALB/c e C57BL/6
apresentaram valores maiores que os das fémeas de Swiss webster ¢ Ifn-y"”. Ja os machos da

linhagem C57BL/6 apresentaram valores superiores as outras trés linhagens estudadas.

Uréia

SWISS BALB/c C57BL/6 B6.129 Ifn-y-»

100

A*,a,b,d
80

mg/dL

60+

40-

20+

CPqRR CECAL

Figura 23: Determinagdo dos niveis séricos de uréia em camundongos fémeas (F) e machos
(M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6 (F=21;
M=21) e Ifn-y('/') (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e¢ CECAL. Os resultados estao
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e méaximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem
a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes.
(A): Diferengas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma
linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre
animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a,

b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no

CECAL (p<0,05).
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Com relacdo a analise dos niveis séricos de creatinina (Figura 24), comparando-se
fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que os machos da
linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos das fémeas.
Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, os machos da
linhagem Ifn-y"” provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos dos machos do
CECAL. Ja na linhagem Swiss webster, tanto os machos quanto as fémeas do CECAL
apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CPqRR. Quando comparadas
diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas da linhagem Ifn-y” apresentaram
valores superiores as fémeas de Swiss webster e C57BL/6, bem como os machos que também
apresentaram valores maiores que as outras linhagens estudadas, inclusive BALB/c. Nas
linhagens provenientes do CECAL, tanto as fémeas quanto os machos de Swiss webster

apresentaram valores maiores que as demais linhagens estudadas, sendo que entre os machos

somente a linhagem C57BL/6 ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa.
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Creatinina
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Figura 24: Determinacdo dos niveis séricos de creatinina em camundongos fémeas (F) e
machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6
(F=21; M=21) e Ifn-y""” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados
estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%,
50%-mediana, 75% e maximo das populacOes avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente
significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
C, D): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CPgRR (p<0,05). (a, b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

Com relagdo a andlise dos niveis séricos de AST/TGO (Figura 25), comparando-se
fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que as fémeas da
linhagem C57BL/6 provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos dos machos.
Ja no CECAL, os machos de Ifn-y('/ 7 apresentaram valores superiores aos das fémeas. Quando
comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, os machos da
linhagem C57BL/6 e Ifn-y"" provenientes do CECAL apresentaram valores maiores que seus
correspondentes no CPqRR. Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do
CPqRR, as fémeas da linhagem C57BL/6 apresentaram valores maiores que as fémeas de
Swiss webster. Nas linhagens provenientes do CECAL, as fémeas de C57BL/6 apresentaram

)

valores maiores que as fémeas de Swiss webster e Ifn-y""” e os machos de desta mesma
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linhagem apresentaram valores maiores que os machos de Swiss webster.

AST/TGO
SWISS BALB/c C57BL/G6 B6.129 [fn-y)
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CPqRR CECAL CPqRR CECAL CPqRR CECAL CPqRR CECAL

Figura 25: Determinagdo dos niveis séricos de AST/TGO em camundongos fémeas (F) e
machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6
(F=21; M=21) e Ifn-y""” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados
estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%,
50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente
significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
C, D): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CPgRR (p<0,05). (a, b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

Com relagdo a analise dos niveis séricos de ALT/TGP (Figura 26), comparando-se
fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que somente os machos
da linhagem Ifn-y"" provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos das fémeas.
Contudo, machos das linhagens BALB/c e Ifn-y('/ 7 provenientes do CECAL apresentaram
valores superiores aos das fémeas. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem
em biotérios distintos, tanto os machos quanto as fémeas de todas as linhagens estudadas
provenientes do CPqRR apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CECAL.

Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas da linhagem
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C57BL/6 apresentaram valores superiores aos apresentados pelas fémeas de Swiss webster e

") ¢ 0s machos de C57BL/6 apresentaram valores maiores que os apresentados pelos

Ifn-y
machos de Swiss webster. Nas linhagens provenientes do CECAL, as fémeas de C57BL/6

apresentaram valores maiores que as fémeas de Swiss webster e BALB/c.

ALT/TGP

SWISS BALB/c C57BL/6 B6.129 Ifn-y"
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Figura 26: Determinacdo dos niveis séricos de ALT/TGP em camundongos fémeas (F) e
machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6
(F=21; M=21) ¢ Ifn—y('/') (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e CECAL. Os resultados
estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%,
50%-mediana, 75% e maximo das popula¢des avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente
significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
C, D): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CPgRR (p<0,05). (a, b, c, d): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

Com relacdo a analise dos niveis séricos de fosfatase alcalina (Figura 27),
comparando-se fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado no
CPqRR que os machos da linhagem BALB/c apresentaram valores superiores aos das fémeas,

(--)

enquanto que as fémeas de Ifn-y""” apresentaram valores superiores aos dos machos. Ja no

CECAL os machos das linhagens BALB/c e C57BL/6 apresentaram valores superiores aos
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das fémeas, enquanto que as fémeas de Ifn-y"”” apresentaram valores superiores aos dos
machos. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, as
fémeas da linhagem BALB/c e os machos da linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL
apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CPqRR. Quando comparadas
diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas de Swiss webster, C57BL/6 e Ifn-y""
apresentaram valores maiores que as fémeas de BALB/c. Nas linhagens provenientes do
CECAL, as fémeas de Swiss webster apresentaram valores maiores que as fémeas de BALB/c
e os machos de Swiss webster, BALB/c e C57BL/6 apresentaram valores maiores que os

machos de Ifn-y™".

Fosfatase Alcalina

SWISS BALB/c C57BL/6 B6.129 Ifn-y-"

AFxd

Figura 27: Determinagdo dos niveis séricos de fosfatase alcalina em camundongos fémeas
(F) e machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21),
C57BL/6 (F=21; M=21) e Ifn-y""” (F=19; M=19) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os
resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo,
25%, 50%-mediana, 75% e maximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente
significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
C, D): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no
CPgRR (p<0,05). (a, b, c, d): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).
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Com relagdo a analise dos niveis séricos de proteinas totais (Figura 28), comparando-
se fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que somente as fémeas
da linhagem BALB/c provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos dos
machos. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, as
fémeas da linhagem BALB/c provenientes do CPqRR apresentaram valores maiores que as
fémeas do CECAL, enquanto que as fémeas e machos da linhagem Swiss webster
provenientes do CECAL apresentaram valores maiores que seus correspondentes no CPqRR.
Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CPqRR, as fémeas da linhagem
BALB/c apresentaram valores maiores que as fémeas das demais linhagens estudadas e os
machos desta mesma linhagem apresentaram valores maiores que os machos da linhagem Ifn-
v Nas linhagens provenientes do CECAL, as fémeas de Swiss webster apresentaram
valores maiores que as fémeas de C57BL/6 e Ifn-y""” e os machos desta mesma linhagem

apresentaram valores maiores que as outras trés linhagens estudadas.

Proteinas Totais
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Figura 28: Determinacao dos niveis séricos de proteinas totais em camundongos fémeas (F) e
machos (M) das linhagens Swiss webster (F=22; M=22), BALB/c (F=21; M=21), C57BL/6
(F=21; M=21) ¢ Ifn—y('/') (F=19; M=19) provenientes do CPqRR e CECAL. Os resultados
estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%,
50%-mediana, 75% e maximo das popula¢des avaliadas. As linhas tracejadas pretas
correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos
desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto
da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferengas estatisticamente

significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B,
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C, D): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no

CPgRR (p<0,05). (a, b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em

um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao

dos niveis séricos de URE, CRE, AST/TGO, ALT/TGP, FA e PT referente as comparagdes

realizadas entre animais de sexos distintos em uma mesma linhagem e biotério se encontram

na Tabela 13.

Tabela 13: Diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao

dos niveis séricos de URE, CRE, AST/TGO, ALT/TGP, FA e PT quando comparados

animais de sexos distintos em uma mesma linhagem e biotério

Parametro
Linhagem/Biotério URE CRE AST/TGO ALT/TGP FA PT
CPqRR
Swiss webster F<M
BALB/c F<M F>M
C57BL/6 F>M F<M F>M
Ifn-y"”
CECAL
Swiss webster F<M
BALB/c F<M F<M
C57BL/6 F<M F<M F<M F<M
Ifn-y"” F<M F<M F>M

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.

F - fémeas; M - machos.

As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao

dos niveis séricos de URE, CRE, AST/TGO, ALT/TGP, FA e PT referente as comparagdes

realizadas entre animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos se encontram na

Tabela 14.
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Tabela 14: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao
dos niveis séricos de URE, CRE, AST/TGO, ALT/TGP, FA e PT quando comparados

animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos

Parametro
Linhagem/Sexo URE CRE AST/TGO ALT/TGP FA PT
Swiss webster F R<C R>C R<C
M R<C R>C R<C
BALB/c F R<C R>C R<C R>C
M R<C R>C
C57BL/6 F R<C R>C
M R<C R<C R>C R<C
Ifn-y"” F R>C
M R>C R<C R>C

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
F - fémeas; M - machos.

R - CPgRR

C-CECAL

As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao
dos niveis séricos de URE, CRE, AST/TGO, ALT/TGP, FA e PT referente as comparagdes
realizadas entre animais do mesmo sexo e biotério e linhagens distintas se encontram na

Tabela 15.

Tabela 15: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao
dos niveis séricos de URE, CRE, AST/TGO, ALT/TGP, FA e PT quando comparados

animais do mesmo sexo e biotério e linhagens distintas

Parametro

Biotério/Sexo URE CRE AST/TGO ALT/TGP FA PT
CPgRR
Fémea ACDD>B  AB>D A>C A,D>C A,C,D>B  A,C,D>B
Macho A,B,C>D A>C B>D
CECAL
Fémea AD>B,.C A>B,C,.D A,D>C A,B>C A>B A>C,D

A>B,D
Macho A,B,D>C A>C AB,C>D A>B,C,D

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
A — Swiss webster

B -BALB/c

C- C57BL/6

D - Ifn-y”
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5.3 Avaliacao do perfil de parametros imunoldgicos

A determinacdo do perfil de parametros imunoldgicos foi realizada em amostras de
sangue de camundongos fémeas e machos das linhagens Swiss webster, BALB/c, C57BL/6 e
Ifn-y""” provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Foram avaliados os perfis de CD3*, CD4", CD8"
e CD19". E importante mencionar que as analises estatisticas foram realizadas entre os sexos
em um mesmo biotério/linhagem, entre as linhagens em um mesmo sexo/biotério e entre
animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos. Além disso, salienta-se que nas
analises estatisticas o critério adotado na utilizacdo da simbologia para demonstrar diferencas
estatisticamente significativas foi a fixagdo do simbolo no maior valor da mediana.

Com relagdo a analise do perfil de linfocitos T (CD3") (Figura 29), comparando-se
fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que somente as fémeas da
linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos dos machos.
Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, nenhuma
linhagem apresentou diferenca estatisticamente significativa. Quando comparadas diferentes
linhagens provenientes do CPqRR, somente as fémeas de BALB/c apresentaram valores
superiores aos apresentados pelas fémeas de Swiss webter e C57BL/6. Nas linhagens do
CECAL, as fémeas de BALB/c apresentaram valores superiores aos das fémeas de Ifn-y('/ ),

enquanto que os machos desta mesma linhagem apresentaram valores superiores aos dos

machos de C57BL/6.
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Figura 29: Determinagio do perfil de linfocitos T (CD3") em camundongos fémeas (F) e
machos (M) das linhagens Swiss webster (F=5; M=5), BALB/c (F=5; M=5), C57BL/6 (F=5;
M=5) e Ifn-y('/ ?) (F=5; M=5) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados estdo expressos
em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes. (A): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, c, d):
Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL
(p<0,05).

Com relagdo a andlise do perfil de linfocitos T auxiliares (CD4") (Figura 30),
comparando-se fémeas ¢ machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que
somente as fémeas da linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores
superiores aos dos machos. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em
biotérios distintos, nenhuma linhagem apresentou diferenga estatisticamente significativa.
Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CPqRR, somente as fémeas de
BALB/c apresentaram valores superiores aos apresentados pelas fémeas de Swiss webter e
C57BL/6. Nas linhagens do CECAL, os machos da linhagem BALB/c apresentaram valores

superiores aos dos machos de C57BL/6 e Ifn-y"™".
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Figura 30: Determinagdo do perfil de linfécitos T auxiliares (CD4") em camundongos fémeas
(F) e machos (M) das linhagens Swiss webster (F=5; M=5), BALB/c (F=5; M=5), C57BL/6
(F=5; M=5) e Ifn-y('/ ?) (F=5; M=5) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados estio
expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-
mediana, 75% e méaximo das populacdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem
a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes.
(A): Diferengas estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma
linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre
animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferencas
estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a,
b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no

CECAL (p<0,05).

Com relagdo a analise do perfil de linfocitos T citotoxicos/supressores (CD8") (Figura
31), comparando-se fémeas e machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que
somente as fémeas da linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores
superiores aos dos machos. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em
biotérios distintos, ndo houve diferenga estatisticamente significativa em nenhuma das
linhagens estudadas. Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do CECAL,
somente os machos de Swiss webster apresentaram valores maiores que os apresentados pelos

machos de C57BL/6.
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Figura 31: Determinacio do perfil de linfécitos T citotoxicos/supressores (CD8") em
camundongos fémeas (F) e machos (M) das linhagens Swiss webster (F=5; M=5), BALB/c
(F=5; M=5), C57BL/6 (F=5; M=5) ¢ Ifn-y('/ ?) (F=5; M=5) provenientes do CPqRR ¢ CECAL.
Os resultados estdo expressos em formato de graficos de boxes que destacam os valores
minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas
pretas correspondem a média global da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus
respectivos desvios padrdes. (A): Diferencas estatisticamente significativas entre animais de
sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e CECAL (p<0,05). (*): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais do mesmo sexo/linhagem em biotérios distintos
(p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens em um
mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, ¢, d): Diferencas estatisticamente significativas entre

as linhagens em um mesmo sexo no CECAL (p<0,05).

Com relagio a analise do perfil de linfocitos B (CD19") (Figura 32), comparando-se
fémeas ¢ machos de uma mesma linhagem e biotério, foi observado que somente os machos
da linhagem C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores superiores aos das
fémeas. Quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos, as
fémeas da linhagem Swiss webster provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores
aos das fémeas do CECAL. Quando comparadas diferentes linhagens provenientes do
CPgRR, as fémeas de Swiss webster e C57BL/6 apresentaram valores superiores aos
apresentados pelas fémeas de BALB/c. Nas linhagens do CECAL, os machos de C57BL/6

apresentaram valores superiores aos dos machos de Swiss webster e BALB/c.
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Figura 32: Determinagio do perfil de linfocitos B (CD19") em camundongos fémeas (F) e
machos (M) das linhagens Swiss webster (F=5; M=5), BALB/c (F=5; M=5), C57BL/6 (F=5;
M=5) e Ifn-a" (F=5; M=5) provenientes do CPqRR ¢ CECAL. Os resultados estdo expressos
em formato de graficos de boxes que destacam os valores minimo, 25%, 50%-mediana, 75% e
maximo das populagdes avaliadas. As linhas tracejadas pretas correspondem a média global
da linhagem e as linhas continuas cinzas aos seus respectivos desvios padroes. (A): Diferencas
estatisticamente significativas entre animais de sexo distinto da mesma linhagem no CPqRR e
CECAL (p<0,05). (*): Diferencas estatisticamente significativas entre animais do mesmo
sexo/linhagem em biotérios distintos (p<0,05). (A, B, C, D): Diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CPqRR (p<0,05). (a, b, c, d):
Diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens em um mesmo sexo no CECAL

(p<0,05).

As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao
dos perfis de linfocitos T e de suas subpopulagdes CD4" ¢ CDS8" e linfocitos B (CD19")
referente as comparacdes realizadas entre animais de sexos distintos em uma mesma linhagem

e biotério se encontram na Tabela 16.
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Tabela 16: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao
dos perfis de linfocitos T e de suas subpopulagdes CD4" ¢ CDS8" e linfocitos B (CD19")

quando comparados animais de sexos distintos em uma mesma linhagem e biotério

Parametro
Linhagem/Biotério CD3" CDh4" CDS" CD19"

CPqRR

Swiss webster

BALB/c

C57BL/6

Ifn-y"™"

CECAL

Swiss webster

BALB/c

C57BL/6 F>M F>M F>M F<M

Ifn-y""”
Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
F - fémeas; M - machos.

As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao
dos perfis de linfocitos T e de suas subpopulagdes CD4" ¢ CD8" e linfocitos B (CD19")
referente as comparagdes realizadas entre animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios

distintos se encontram na Tabela 17.

Tabela 17: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagdo
dos perfis de linfocitos T e de suas subpopulagdes CD4" ¢ CD8" e linfocitos B (CD19")

quando comparados animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos

Parametro
Linhagem/Sexo CD3" CD4" CDS" CD19"
Swiss webster F R>C
M
BALB/c F
M
C57BL/6 F
M
Ifn-y"” F
M

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
F - fémeas; M - machos.

R - CPqRR

C - CECAL

As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinacao

dos perfis de linfocitos T e de suas subpopulagdes CD4" ¢ CDS8" e linfocitos B (CD19")
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referente as comparagdes realizadas entre animais do mesmo sexo e biotério e linhagens

distintas se encontram na Tabela 18.

Tabela 18: Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) encontradas na determinagao
dos perfis de linfocitos T e de suas subpopulagdes CD4" ¢ CD8" e linfocitos B (CD19")

quando comparados animais do mesmo sexo e biotério e linhagens distintas

Parametro
Biotério/Sexo CD3" CD4" CDS8" CD19"
CPgRR
Fémea A,C<B A,C<B A,C>B
Macho
CECAL
Fémea B>D B>C,D A>C
Macho A,B<C

Fonte: Adaptado de Wirth-Dzieciolowska et al, 2009.
A — Swiss webster

B -BALB/c

C- C57BL/6

D - Ifn-y“"”
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5.4 Estabelecimento de valores de referéncia para parametros hematoldgicos e bioquimicos

101



Tabela 19: Média, desvio - padrao e valores de referéncia de pardmetros da série vermelha e plaquetas de fémeas e machos de linhagens de
camundongos produzidas nos biotérios do CPqRR e CECAL

Linhagem/Sexo Parametro
HGB (g/dL)  RBC (10% mm’) HCT (%) VCM (fm) HCM (pg) CHCM (g/dL)  PLT (10°/mm’)
CPqRR
Swiss webster 14,0+ 1,1 8,4+0,9 422+ 4.4 513+1,3 16,8+ 1,4 33,1+ 1.8 814,5+ 156,0
F (11,8 -16,5) (7,2-10,3) (35,4 -51,2) (49,0 - 53,0) (13,6 — 18,6) (30,4 —36,4) (491,0-1117,0)
M 13,6+1,9 8,2+0,8 39,9+4.2 49.4+2,1 16,6 +12 33,9+ 1,6 911,8 + 142,8
(11,5-16,1) (6,8 —-9,8) (32,8 —47,9) (45,0 - 52,0) (13,9-18,2) (30,3 -35,7) (603,0 — 1144,0)
BALB/c 13,6+ 1,6 9,3+0,9 42,5+54 45,8+ 0,7 14,7+ 0,5 32,1+1,1 726,6 + 132,9
F (10,3 - 16,6) (72-11,2) (33,1 -52,0) (45,0 — 47,0) (13,9-15,5) (30,3 -33,7) (439,0 — 957,0)
M 13,9+ 1,0 9,0+ 0,9 423+3,9 46,9+ 0,8 155+0,8 32,9+ 1,3 899,4 + 99,1
(11,5 —15,6) (7,4—11,1) (34,3 -51,3) (46,0 — 48,0) (14,1 -16,9) (30,5 -35,4) (635,0 - 1118,0)
C57BL/6 12,1 +1,2 8,7+0,9 392 +4,4 45,1 + 1,4 14,0 + 0,8 31,0+ 1,5 910,1 + 143,5
F (9,2-13,5) (7,1 -9.8) (30,5 —45,5) (43,0 — 48,0) (13,0 - 15,9) (29,1 —34.9) (519,0 — 1290,0)
M 11,9+ 0,8 8,6+0,7 38,4+2,9 44,9 +0,9 13,8+ 0,5 31,0+ 1,1 1034 + 143,5
(10,6 — 13,5) (7,3 -9.8) (32,5-43.3) (43,0 — 46,0) (12,8 — 14,7) (29,2 —33.3) (666,0 — 1323,0)
Ifn-y"” 12,6 + 1,1 8,5+0,8 40,1 +3,7 47,63 +1,5 149+ 1,1 31,8 +2.1 697,6 + 1233
F (10,8 — 15,3) (7,1 -10,1) (32,9 — 46,4) (45,0 - 50,0) (12,5-16,5) (28,9 —35.8) (486,0 — 904,0)
M 14,5+2,0 94+18 43,8+ 6,4 46,68+ 1,3 154+0,5 33,1+ 1,0 834,2 +152,5
(12,0 - 18,5) (5.9 - 12,6) (34,5 —56,8) (45,0 — 50,0 (142 -16,1) (30,3 —34,9) (459,0 — 1122,0)
CECAL
Swiss webster 15,1+ 1,1 8,3+0,8 43,4 +3.8 523+ 1,6 18,0+ 0,9 34,6+ 1,2 832,6 + 107,1
F (13,5-16,8) (6,3-9,7) (34,0-51,0) (49,0 — 56,0) (16,6 — 19,8) (32,9 - 36,6) (611,0—979,0)
M 14,1+ 1,5 78+1,0 40,6 + 5,1 51,9+ 1.4 18,0+ 0,8 34,7+ 1,3 889,3 + 127,4
(11,4-17,7) (6,2—-10,5) (33,9 - 53.6) (48,0 — 54,0) (16,6 — 19,5) (32,4 -36,7) (726,0 — 1204,0)
BALB/c 14,7+ 1,4 8,5+ 1,0 41,7+5,0 48,9 + 0,8 17,3+ 1,0 354+1,9 7373 +167,7
F (11,5-17,3) (6,6 —10,7) (32,2 -52,5) (47,0 - 50,0) (14,8 - 18,8) (30,4 —39,4) (300,0 — 969,0)
M 13,9+1,7 82+ 1,1 422+93 49,1+ 1,0 17,0+ 1,0 35,1+ 1,3 723,8 +234,5
(10,1 —18,4) (5,.8-10,5) (28,3 - 68,3) (47,0—-51,0) (14,6 — 18,5) (32,4-37,2) (179,0 — 1025,0)
C57BL/6 14,5+1,.2 9,4+0,8 45,3 +3,76 48,2+0,8 15,4+ 0,4 32,0+ 0,6 705,8 + 123,0
F (12,0 - 16,7) (7,7—-11,0) (37,2 -52.,4) (47,0 — 49,0) (14,7-16,1) (31,0-33,5) (464,0 — 891,0)
M 13,4+1,.2 8,4+0,8 40,7+3,9 48,3+0,7 159+04 32,9+0,7 776,2 + 101,1
(10,5 —15,2) (6,4—9,8) (30,4 — 46,6) (46,0 — 49,0) (15,0 - 16,7) (31,7 —34.,6) (472,0 — 920,0)
Ifn-y™" 129+1,5 8,5+1,3 39.9+59 473+0,6 152 +0,4 32,3+0,8 713,6 + 76,1
F (8,5-15,7) (4,6 -10,3) (21,7 —-49,1) (46,0 — 48,0) (14,3 - 16,0) (30,1 —33.4) (499,0 — 809,0)
M 11,5+3,1 7,1+2,1 342+9,7 482+ 1,6 16,3+ 0,8 33,7+ 1,0 835,7+227,1
(5.4-144) (3.1-9.3) (15,9 —43.4) (46,0 — 52,0) (15,2-17.9) (31,7-35.,1) (334,0 - 1182,0)

F - Fémea, M — Macho
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Tabela 20: Média, desvio - padrdo e valores de referéncia de parametros da série branca de fémeas e machos de linhagens de camundongos produzidas nos
biotérios do CPqRR e CECAL

Linhagem/Sexo Parametro
WBC (10°/mm*)  LINF (%) LINF (uL) NEUT (%) NEUT (uL) MONO (%) MONO (uL) EOSI (%) EOSI (uL)
CPqRR

Swiss webster 6,0+ 1,8 91,7 +4,7 6145,0 + 25930 7,8 +4.6 500,1 + 296,7 0,1+0,2 1,5+72 0,4 +0,7 30,7+ 67,7

F (3,4-9.,8) (80,0 -98,0) (2924,0—13170,0) (2,0 —20,0) (84,0 — 1332,0) (0,0 —1,0) (0,0 — 34,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 296,0)

M 6,2+24 84.8+92 5344,0 + 2418,0 12,3 +6,1 820,3 + 5939 0,2+ 0,6 11,6 + 34,8 0,6+ 1,1 32,9 + 58,0
(3,0-11,2) (62,0 -98,0) (2460,0 —10980,0)  (2,0—24,0)  (213,0 —2528,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 150,0) (0,0 — 4,0 (0,0 —192,0)

BALB/c 2,9+ 14 81,6 £8,4 2407,0 + 1171,0 17,5+7,3 512,8 +341,9 0,5+0,9 9,1+18,2 0,0 0,0

F (1,0 - 5.,5) (63,0-94,0)  (760,0 —5170,0) (6,0-32,0)  (140,0 — 1376,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 58,0)

M 3,6+1,1 80,1 +9,2 2930,0 + 992,0 16,9 + 6,1 581,0 +238.8 1,3+1,9 40,6 + 55,2 0,4+ 1,0 9,1+24,7
(2,0-5,9) (56,0-92,0) (1280,0 —4956,0)  (8,0—32,0)  (288,0—1248,0) (0,0 — 6,0) (0,0 — 168,0) (0,0 — 4,0 (0,0 — 96,0)

C57BL/6 3,9+ 1,0 85,4+72 3354,0 + 864,7 139+ 7,1 583,8 + 75,1 0,6 +0,9 29,6 + 53,6 0,1+0,5 51+16,9

F (1,9 -5.,6) (72,0-98,0)  (1368,0 —4704,0) (2,0 —28,0) (72,0 — 1232,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 196,0) (0,0 —2,0) (0,0 —70,0)

M 3,714 86,1 £5,3 3167,0 £1136,0 132+53 509,3 +307,6 L1+1,6 37,4+ 58,8 0,3+0,7 10,7 + 27,1
(1,5-6,3) (76,0 —98,0)  (1290,0 —5418,0) (2,0 —24,0) (38,0 — 1134,0) (0,0 — 4,0 (0,0 — 192,0) (0,0 —2,0) (0,0 —90,0)

Ifn-y™" 3,1+ 1,4 85,7+5,8 2970,0 + 1350,0 13,8+6,2 530,8 + 489.,6 0,2+0,9 3.4+14,7 0,1+0,5 2,1+£92

F (1,6 —6,1) (74,0 -96,0)  (1440,0 —5467,0) (4,0 —26,0) (96,0 — 1768,0) (0,0 —0,4) (0,0 — 64,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 40,0)

M 3,6+1,3 85,2+ 6,4 3227,0 £1243,0 14,6 + 6,1 564,6 + 350,6 0,2+ 0,9 17,2+ 75,3 0,3+0,8 11,8 +28,1
(1,8 - 6.,3) (72,0-96,0)  (1476,0 —5544,0)  (4,0-26,0)  (128,0 —1600,0) (0,0 —0,4) (0,0 — 328,0) (0,0 —2.,0) (0,0 — 80,0)

CECAL

Swiss webster 52+2,0 88,6 £ 6,0 4604,0 + 1769,0 11,4+6,1 587,9+361,2 0,0 0,0 0,2+0,5 82+22,6

F (2,5-10,3) (74,0 -98,0)  (2400,0 —9064,0)  (4,0—24,0)  (100,0 —1290,0) (0,0 —2,0) (0,0 —76,0)

M 3,6+1,3 86,9+ 7,3 3140,0 + 1239,0 13,8 +8.,5 458,6 +231,5 0,2+0,5 536+ 14,2 0,2+0,5 7.3 +20,7
(1,3-6,2) (74,0 -98,0)  (1040,0 —5684,0) (2,0 —36,0) (22,0 — 885,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 48,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 84,0)

BALB/c 2,7+0,7 85,8+6,5 2396,0 + 846,2 13,9+ 6,5 409,4 +231,5 0,3+0,7 724189 0,1+0,2 12455

F (1,1 -4,0) (62,0-98,0) (1078,0—5015,0) (2,0 —26,0) (22,0 — 885,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 64,0) (0,0 - 1,0 (0,0 —25,0)

M 2,7+0,8 83,1+9,5 2185,0 + 635,0 16,5+9,3 4923 +318,6 0,3+1,0 11,0+ 37,4 0,1+0,4 2,1+9,6
(1,6 —4.,1) (62,0-98,0)  (1050,0 —3360,0) (2,0 —36,0) (34,0 — 1050,0) (0,0 — 4,0) (0,0 — 160,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 44,0)

C57BL/6 45+ 14 85,1+ 6,0 3821,0 + 1262,0 14,6 + 6,1 638,9 +291,9 0,3+0,7 16,6 + 35,8 0,0 0,0

F (2,8 -7.,5) (70,0 -94,0)  (2378,0 —6600,0)  (6,0—30,0)  (192,0 — 1326,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 144,0)

M 57+18 85,6 £ 6,6 4905,0 + 1638,0 14,2 + 6,6 802,0 + 3981 0,0 0,0 0,2+0,5 12,1 +39,0
(2,4-9.2) (66,0 -93,0)  (1980,0 —8464,0)  (7,0—34,0)  (240,0 — 1740,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 174,0)

Ifn-y™" 3,3+09 90,6 + 5,7 3031,0 = 908,0 9,3+57 2928+ 181,7 0,0 0,0 0,0 0,0

F (2,1-52) (76,0 -98,0)  (1722,0 —4628,0) (2,0 —24,0) (86,0 — 792,0)

M 56+1,8 79,6+ 10,3  4447,0 +1529,0 19.3+10,5 956,8 +491,0 0,6+ 1,1 37,1 +86,8 0,3+0,7 15,5+31,2
(2,5-9,1) (60,0-90,0) (2125,0—7830,0)  (8,0—40,0)  (352,0 —2000,0) (0,0 — 4,0) (0,0 — 364,0) (0,0 —2,0) (0,0 — 82,0)

F - Fémea, M - Macho
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Tabela 21: Média, desvio - padrdo e valores de referéncia de parametros bioquimicos de fémeas e machos de linhagens de
camundongos produzidas nos biotérios do CPqRR e CECAL

Linhagem/Sexo Parametro
URE (mg/dL) CRE (mg/dL) AST/TGO (U/L) ALT/TGP (U/L)  FA (U/L) PT (g/dL)
CPqRR
Swiss webster 449 + 7,8 0,3+0,1 112,9 +31,5 95,4 +25,1 195,1 53,3 52+0,6
F (33,0 —59,0) (0,2 —0,4) (57,0 — 199,0) (64,0 — 167,0) (122,0 — 315,0) (4,3-6,7)
M 46,7+ 12,2 0,3+0,1 118,7 + 30,1 97,3+ 18,5 202,0 + 56,4 54+0,8
(20,0 — 65,0) (0,2-0,4) (73,0 — 188,0) (70,0 — 140,0) (116,0 — 298,0) (4,2-8.,1)
BALB/c 31,2472 0,4+0,1 122,1 +20,0 126,2 + 25,8 65,6+ 18,1 6,9+0,5
F (20,0 — 45,0) 0,2-0,7) (89,0 — 172,0) (94,0 — 188,0) (43,0 - 114,0) (5,8 -8,0)
M 41,5+8,6 0,1+0,1 125,6 + 47,1 110,8 + 30,5 154,1 +53.4 58+0,6
(22,0 - 51,0) 0,2 -0,6) (64,0 — 258,0) (75,0 — 193,0) (72,0 — 267,0) (4,8 -17,0)
C57BL/6 46,0 +7,0 0,3+0,1 143,8 +25,9 174,7 + 62,2 161,8 + 54,6 52+1,0
F (36,0 — 60,0) (0,2 -0,6) (110,0 — 199,0) (78,0 — 314,0) (86 0—303,0) (3,6 - 6,8)
M 498 + 6,7 0,3+0,1 117,1 £29,5 174,1 + 78,8 154,1 + 53,4 5,1+0,6
(40,0 — 61,0) (0,2 -0,6) (78,0 — 178,0) (68,0 —332,0) (72,0 — 267,0) (3,7-6,6)
Ifn-y™") 46,6 +7,9 0,5+0,2 116,7 + 36,9 99,6 + 35,9 195,1 £51,2 54+0,7
F (31,0 - 62,0) (0,2-0,9) (70,0 — 194,0) (68,0 —208,0) (100,0 — 303,0) (4,4-1,5)
M 434+56 0,6+0,1 101,2 + 47,0 1352+ 49,4 154,2 + 62,0 50+0,7
(33,0 — 53,0) (0,4—0,8) (59,0 —237,0) (68,0 —235,0) (84,0 —296,0) (3.2-6,0)
CECAL
Swiss webster 38,1 6,8 0,6 +0,1 95,4 +25,1 46,2 + 14,3 183,8 £ 54,2 58 +0,4
F (24,0 — 47,0) (0,4 —0,9) (64,0 — 167,0) (32,0 — 80,0) (108,0 — 303,0) 4,9-6,7)
M 44,4 + 6,6 0,6 +0,1 97,3+ 18,5 51,4+154 211,6 + 63,3 58 +0,4
(32,0 — 55,0) (0,4 —0,9) (70,0 — 140,0) (32,0 — 86,0) (108,0 — 368,0) (5,1 -6,4)
BALB/c 54,6 +5,0 0,4+0,2 126,2 + 25,8 438 +13,1 123,5 + 30,1 53+0,6
F (44,0 — 63,0) 0,2-0,7) (94,0 — 188,0) (26,0 — 80,0) (65,0 — 180,0) (3,3-6,1)
M 51,3+9,0 0,4+0,2 110,8 + 30,5 63,4 +40,7 177,1 + 33,5 53+03
(27,0 — 70,0) (0,2-0,9) (75,0 — 193,0) (32,0 - 178,0) (115,0 — 253,0) (4,8-6,1)
C57BL/6 55,0+ 6,7 0,4+0,1 174,7 622 81,3 +433 161,6 +37,8 50+0,4
F (43,0 — 64,0) 0,2 -0,6) (78,0 — 314,0) (42,0 -215,0) (100,0 — 260,0) (42-5,7)
M 63,6 +9,0 0,5+0,2 174,1 + 78,8 86,0 £ 51,1 199,9 + 37,3 5,1+0,3
(51,0 — 83,0) (0,2-0,7) (68,0 —332,0) (37,0 —210,0) (130,0 — 273,0) 4,7-5,9)
Ifn-y" 457 +5,0 0,4+0,1 100,0 + 35,9 51,7+ 15,4 155,4 39,0 5,0+0,2
F (36,0 — 55,0) (0,3 -0,4) (68,0 —208,0) (26,0 — 78,0) (74,0 — 207,0) 4,7-5,5)
M 48,8 + 6,1 0,3+0,1 1352 +49.4 82,0 +37,1 120,8 + 45,3 5,1+0,4
(39,0 — 62,0) (0,2 —0,4) (68,9 —235,0) (40,0 — 172,0) (49,0 —215,0) (4,2 -6,0)

F - Fémea, M - Macho
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6 DISCUSSAO
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Um dos fatores mais criticos em patologia clinica é a utilizagdo de valores de
referéncia ja estabelecidos para uma determinada populagdo na interpretacao dos resultados
obtidos a partir de um individuo que ndo pertence a este grupo. A populagdo de referéncia a
ser utilizada na determinagdo dos valores ¢ raramente ou insuficientemente descrita, sendo
inviavel sua representatividade na avaliacdo dos individuos testados (Lefebvre, 2011).
Algumas variaveis devem ser consideradas tais como, idade, sexo, ciclo estral, gendtipo, entre
outros (Almeida et al, 2008). Portanto, torna-se essencial a utilizagao de valores de referéncia
especificos no monitoramento das condi¢des de satde, variacdes biologicas, efeitos de drogas
e alteracdes do sistema endocrino (Koga et al, 2005), uma vez que a exata caracterizacdo dos
tragos fenotipicos em animais de laboratorio ¢ de extrema relevancia para a selecdo de
linhagens de camundongos apropriadas para varias analises in Vvivo e para identificacao de
modifica¢des mais precisas com relagcdo aos controles (Mazzacara et al, 2008).

Os parametros hematolégicos, bioquimicos e imunolégicos sdo amplamente utilizados
como indicadores do comportamento fisiolégico do animal em resposta a alteracdes
endogenas e também como biomarcadores de diagnosticos. As alteracdes destes parametros
podem sugerir lesdes em oOrgdos ou tecidos e ainda auxiliar no sistema de criagdo das
espécies, pois estas modificacdes podem indicar infestagdes e/ou infecgdes ou ainda
alteragdes no ambiente (Shahsavani, 2010). A determinagdo destes valores, quando
corretamente interpretados, pode demonstrar precisamente as condigdes do animal no
momento da amostragem (padrdo nutricional, condi¢do de doencas, estresse devido ao
cativeiro ou manejo), bem como a qualidade do seu habitat (Pérez et al, 2003).

Assim, os animais utilizados em experimentacdo devem possuir um padrao adequado
de qualidade, sendo criados ou mantidos em condigdes que minimizem a ocorréncia de
enfermidades, garantam seu padriao genético e reduzam as variagdes ambientais e nutricionais.

Neste contexto, este trabalho caracterizou parametros hematologicos e bioquimicos,
além de avaliar o perfil imunolégico de quatro linhagens de camundongos produzidas nos
biotérios do CPqRR ¢ CECAL. Estudos prévios demonstraram existir variagdo tanto entre as
linhagens de camundongos quanto entre suas idades e sexo no que diz respeito & hematologia,
bioquimica e imunologia (Peters et al, 2002; Champy et al, 2008; Petkova et al, 2008). O
estudo de pardmetros hematoldgicos, bioquimicos ¢ imunoloégicos em diferentes linhagens de
camundongos foi previamente descrito por outros autores (Frith et al, 1980; Almeida et al,
2008; Barrios et al, 2009) que reportaram que a andlise destes resultados ¢ dependente da

idade, sexo e contribui¢do genética. Além disso, o local de coleta do sangue e a metodologia
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utilizada para a realizag@o das analises devem ser mantidos durante todo o experimento, pois
assim como em outras espécies as contagens dos parametros hematolégicos sao menores em
veias centrais € no sangue do coracdo quando comparadas com locais mais periféricos
(Nemzek et al, 2001; Schnell et al, 2002). Desta forma, em nosso estudo foi utilizada a técnica
de puncao cardiaca como método de escolha para a coleta de sangue.

Com relacao a comparagdo entre os sexos, nas analises hematoldgicas em geral, apesar
dos animais exibirem dimorfismo sexual na maioria dos parametros pesquisados, as
diferengas foram pequenas, embora consideradas estatisticamente significativas (p<0,05)
(Tabela 7). As fémeas do CECAL apresentaram de uma forma geral valores maiores que os
machos para a maioria dos parametros analisados da série vermelha do sangue, corroborando
dados disponiveis na literatura (Kile et al, 2003; Schnell et al, 2002; Wirth-Dzieciolowska et
al, 2009), especialmente na linhagem C57BL/6. Neste biotério, a avaliagdo da concentragao
de HGB mostrou ser maior nas fémeas de Swiss webster, BALB/c ¢ C57BL/6. Em estudo
realizado por Zhou & Hansson, (2004), foi verificado que as fémeas de BALB/c e C57BL/6
também possuem valores maiores que os dos machos para este pardmetro. Em machos de
BALB/c do CECAL quando comparados com as fémeas desta mesma linhagem, apesar da
diferenga ndo ter sido estatisticamente significativa (p<0,05), foi observado um desvio muito
elevado (SD + 9,73) para HCT, podendo ter como possivel causa a desidratagdo inaparente de
alguns animais como demonstrado por Rebar, 1993. Ao contrario do que foi visto por
Svenson et al, (2006), na andlise dos indices hematimétricos, somente para o VCM as fémeas
do CPgRR apresentaram valores maiores que os dos machos, enquanto que os percentuais de
HCM e CHCM apresentaram uma tendéncia oposta, com os valores dos machos maiores que
os das fémeas em ambos os biotérios.

J& na série branca do sangue (Tabela 8), Schnell et al, (2002), Wirth-Dzieciolowska et
al, (2009) e Mazzaccara et al, (2008) destacaram que nas contagens de WBC total e
diferencial, os machos geralmente apresentam valores superiores aos das fémeas ¢ nossos
resultados também demonstraram esta tendéncia. De acordo com Kile et al, (2003), uma
maior contagem de WBC em machos pode ser atribuida ao fato de existirem brigas e
consequentemente estresse entre os animais deste sexo mantidos em uma mesma gaiola
durante o desmame, o que faz com que esta populagdo se eleve. Em nosso trabalho, no que
diz respeito a contagem absoluta de neutréfilos e seu percentual em animais das linhagens
Swiss webster provenientes do CPgRR e Ifn-y"” do CECAL, podemos perceber que os

machos apresentaram valores bem distintos aos das fémeas e, além disso, com um valor
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maximo muito elevado que, consequentemente, fez com que os valores de WBC se
mostrassem aumentados. Segundo Chen et al, (2011) a elevagdo da contagem desta populagao
de leucdcitos estd diretamente associada a infec¢des de origem bacteriana. Segundo a
FELASA (2002), a introdu¢do de agentes indesejaveis nas colonias de roedores ¢ devido
principalmente a fatores relacionados a entrada de novos animais sem a realizagdo de
quarentena, bem como de materiais biologicos, defeitos em equipamentos € ao nado
cumprimento dos procedimentos operacionais padronizados pelo corpo técnico. Como pode
ser visto no Anexo 8.1, no monitoramento sanitario dos animais do CPqRR foram detectadas
quatro espécies de bactérias, Citrobacter rodetium, Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma
pulmonis e Streptococcus pneumoniae que podem justificar a elevagdo da populagdo de
neutréfilos. No que diz respeito aos animais do CECAL, podemos verificar no Anexo 8.2 que
no ultimo monitoramento, realizado no més de maio, antes do envio para o CPqRR foram
identificadas quatro espécies de bactérias na amostragem, Pasteurella spp., Staphylococcus
aureus, Citrobacter rodentium ¢ Pseudomonas spp. Este fato pode estar associado ao contato
deste lote de animais com patdgenos bacterianos em decorréncia de uma provavel falha nas
barreiras de conten¢do existentes. Ainda de acordo com a FELASA, (2002) a coldonia de
animais € considerada positiva até que o organismo identificado tenha sido erradicado por
rederivagdo ou pela recolonizagdo com animais provenientes de outras fontes sabidamente
SPF. O patdégeno somente poderd ser considerado erradicado se os resultados do
monitoramento demonstrarem-se negativos durante 18 meses apos o ultimo resultado positivo
para o agente. Com relagdo aos basofilos, Dvorak (2000) publicou que esta populacdo ¢ rara
no sangue e também pouco diferenciada entre os granuldcitos. Portanto, ¢ importante salientar
que em nosso estudo foi verificada a auséncia destas células e que este fato também foi
evidenciado por Kile et al, (2003).

Assim, como em outros estudos (Kile et al, 2003; Schnell et al, 2002), o numero de
plaquetas também foi maior nos machos ¢ no presente trabalho verificou-se uma diferenga
estatisticamente significativa nas linhagens BALB/c do CPqRR e C57BL/6 e Ifn-y('/') de
ambos os biotérios. No entanto, as maiores diferencas entre as médias de fémeas ¢ machos
ocorreram em Ifn-y('/'), com valores de F: 697,6 e M: 834,2 x 10*/mm?® no CPgqRR e F: 713,6 ¢
M: 835,7 x 10°/mm’ no CECAL. Segundo os mesmos autores, a contagem de plaquetas varia
consideravelmente no que diz respeito ao sexo dos animais.

Na andlise dos parametros bioquimicos (Tabela 9) associados as fungdes renais, em

todas as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), os machos apresentaram valores
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superiores aos das fémeas. Vale ressaltar que no perfil de URE os valores minimo, 25%, 50%
- mediana, 75% e maximo das fémeas de BALB/c provenientes do CPqRR ficaram abaixo do
desvio quando comparadas com os machos. Ainda assim, os valores de referéncia de ambos
os sexos foram semelhantes (F: 20-45 e M: 22-51 mg/dL), embora diferencas estatisticamente
significativas tenham sido encontradas. Da mesma forma, nos pardmetros associados as
fungdes hepaticas, a maioria dos machos também apresentou valores superiores aos das
fémeas. Nossos dados corroboram com o estudo realizado por Champy et al, (2008) no que
diz respeito aos parametros URE e CRE, mas demonstrou uma tendéncia oposta com relagao
aos outros parametros. Assim como no estudo realizado por Serfilippi et al, (2003), nossos
resultados demonstraram que os parametros CRE e PT possuem menor variabilidade e
desvios padrdes entre os sexos e linhagens, enquanto que os pardmetros URE, AST/TGO,
ALT/TGP e FA possuem uma tendéncia contraria, possivelmente por caracteristicas proprias
do analito, além daquelas inerentes a metodologia utilizada.

As diferengas entre os sexos podem influenciar nos processos relacionados a
patogénese de lesdes celulares devido a diversos agentes, tais como drogas, toxinas e
infecgdes por virus e, neste contexto, foi demonstrada a participagdo do estrogeno em diversos
aspectos deste fendmeno (Hemieda et al, 2007). Segundo Schnell et al, (2002), as diferencas
encontradas entre os sexos sao provavelmente devido aos efeitos dependentes da coleta, além
daqueles provenientes das diferencas fisiologicas. Geralmente o peso das fémeas ¢ menor que
o dos machos e consequentemente, o volume de sangue disponivel ¢ inferior. Por este motivo,
a coleta de um volume de amostra adequada ¢ relativamente mais dificil em fémeas que em
machos. Desta forma, ocorre uma elevagao de artefatos na amostra devido aos danos causados
as c¢lulas do sangue, além da contaminacao do mesmo por fluidos abdominais principalmente
nas fémeas.

Com relagdo ao perfil imunolégico, as células apresentadoras de antigenos
reconhecem especificamente um antigeno estranho e respondem a este estimulo por meio da
interacao com linfécitos T ¢ B (Alamooti et al, 2010). Para a analise das subpopulagdes de
linfocitos, os resultados foram calculados como percentuais, levando-se em consideracdo a
populacdo de linfocitos totais. Em nosso estudo, nas andlises imunofenotipicas, ndo houve
diferencga estatisticamente significativa (p<0,05) para a maioria dos dados avaliados (Tabela
10). Na determinagio de CD3", CD4" e CDS8", as fémeas de C57BL/6 provenientes do
CECAL apresentaram valores superiores aos dos machos, enquanto que os machos desta

. + . A
mesma linhagem apresentaram valores de CD19" maiores que os das fémeas. Em estudo
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realizado por Petkova et al, (2008) em sangue periférico de 30 linhagens com 6 meses de
idade, foram encontradas diferencas significativas em somente duas linhagens no que diz
respeito aos linfécitos T, mas em 22 linhagens os machos apresentaram valores
estatisticamente maiores de células B que os das fémeas. Apesar de ndo termos constatado
diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em fémeas e machos de todas as linhagens
do CPgRR ¢é possivel perceber uma grande variacdo no percentual de CDS8", especialmente
em C57BL/6. Desta forma, enfatizamos que no monitoramento sanitdrio dos animais do
CPqRR foi evidenciado o oxiurideo Syphacia spp. e segundo Borkow et al, (2000) as
infecgoes helminticas causam uma ativagdo persistente do sistema imune que leva a uma
desregulagdo das subpopulacgdes linfocitarias, com diminuicdo de CD4" ¢ aumento de CDS".
Fato semelhante ocorreu nos machos de BALB/c do CECAL. Nossos dados demonstraram
existir uma grande homogeneidade entre os sexos no que diz respeito as subpopulagdes de
linfocitos.

As diferengas encontradas entre os sexos geralmente se justificam por questdes
hormonais das fémeas. Zhou & Hansson, (2004) propdem que o sexo desempenha um papel
de mediador das reacdes imunes e da progressao das doencas. Eles explicam que pelo efeito
do estrogeno na resposta celular imune, devido a adi¢do de 17B-estradiol, uma proliferagao de
células T ¢ induzida em resposta a concentragao de lipoproteinas de baixa densidade oxidadas
(LDL) nas células do bago de fémeas jovens de camundongos deficientes em apoE. Borkow et
al, (2000) afirmam ainda que as razdes relacionadas ao dimorfismo sexual no sistema imune
sdo complexas e envolvem tanto a programacdo de seu desenvolvimento quanto os efeitos
diretos de esterdides sexuais em células maduras do sistema imunoldgico.

A comparagao entre animais do mesmo sexo e linhagem em biotérios distintos teve
como objetivo identificar a interferéncia de patdgenos nos valores dos parametros estudados.
E importante salientar que na literatura, as informagdes que dizem respeito a este tipo de
comparagdo sdo escassas e por isso, encontramos dificuldade na comparagdo dos resultados
obtidos. Previamente ao inicio dos experimentos, foi realizado o monitoramento sanitario dos
animais do CPqRR e do CECAL. Foram detectados nos animais do CPqRR o Virus da
Encefalomielite Murina (Theiler), Virus da Hepatite Murina (MHV), Virus Diminuto de
Camundongos (MMYV), Citrobacter rodetium, Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma pulmonis,
Streptococcus pneumoniae, Syphacia spp., Tricomonideos e Giardia muris. Ja nos animais
provenientes do CECAL foram encontradas as quatro espécies de bactérias mencionadas

anteriormente. Chamamos a atengdo para a presenga de Syphacia spp. no CPqRR,
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demonstrando assim, a alta prevaléncia deste parasito em colonias mantidas sob condigdes
convencionais, ainda que dotados de barreiras sanitarias (Bazzano et al, 2002). Isto se justifica
pela duracdo do ciclo de vida deste nematddeo, que ¢ curta nesta espécie, induzindo a
infeccdo em um grande nimero de camundongos em curtos periodos de tempo (Flynn, 1973,
Jacoby & Fox, 1984, Scott & Gibbs, 1986, Coghlan et al, 1993, Moulia et al, 1993, Klement
et al, 1996, Zenner, 1998). Desta forma, foi possivel atestar a interferéncia de virus e parasitos
nos parametros estudados dos animais provenientes do CPqRR, uma vez que agentes
bacterianos foram encontrados no CECAL.

Grande parte das patologias de origem infecciosa que acometem animais de
laboratdrio ¢ assintomadtica, entretanto, o sistema imune do animal quando ativado pode
provocar aceleragdo funcional ou supressdo. Quando ocorrem sinais clinicos e lesdes nao
especificas de doengas infecciosas, pode-se associar a causa a processos de nutri¢do, estresse,
desidratagdo, variagoes do ambiente, entre outros.

Com relacao as analises hematologicas, na série vermelha do sangue, para a maioria
dos parametros, fémeas e machos provenientes do CECAL apresentaram valores superiores
aos dos seus correspondentes no CPqRR (Tabela 11). Destacamos que os machos do CECAL
em todas as linhagens foram maiores nos pardmetros VCM ¢ HCM. Em contrapartida, os
machos de Ifn-y('/ 7 do CPqRR apresentaram valores maiores para HGB, RBC ¢ HCT, quando

comparados com o CECAL. Apesar das fémeas de Ifn-y('/ )

ndo terem apresentado diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05), seus resultados foram muito semelhantes aos dos
machos. A diminui¢do dos valores destes pardmetros pode ser atribuida a hemorragia,
hemolise ou diminui¢do da produgdo de eritrécitos (Car & Eng, 2001). Mas, por se tratar de
uma tendéncia identificada nesta linhagem, acreditamos que apesar de os animais possuirem
uma mesma origem e pertencerem a uma mesma linhagem, eles sdo provenientes de colonias
de fundacdes diferentes em que ja foram acasaladas mais de 20 geragdes consecutivas e desta
forma, podemos separa-las em sub-linhagens distintas com caracteristicas hematopoiéticas
proprias.

A determinagdo da série branca demonstrou que somente os machos apresentaram
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os biotérios (Tabela 12). Ao
contrario do que era esperado, machos das linhagens C57BL/6 e Ifn-y('/ ) provenientes do
CECAL apresentaram valores maiores para WBC e linfocitos em nosso estudo. Nossa

hipotese ¢ de que, o biotério do CPqRR, mesmo se tratando de um padrdo convencional

controlado, onde existe uma certa prevaléncia de infeccdes, no momento da amostragem
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tinham-nas controladas. Contudo, nos animais do CECAL, as infec¢des detectadas se
encontravam em um processo agudo, mesmo nao havendo diferenca estatistica na populagdo
de neutréfilos. Em linfocitos, as fémeas e os machos de Swiss webster do CPqRR
apresentaram valores superiores aos dos seus correspondentes no CECAL, embora somente
nos machos os resultados tenham sido estatisticamente significativos (p<0,05). Estes
resultados podem demonstrar uma incidéncia de infec¢do mais acentuada nos animais desta
linhagem proveniente do CPqRR. Apesar da maioria das analises realizadas na populagdo de
monocitos ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), podemos
perceber um maior percentual de células deste parametro nas linhagens BALB/c e C57BL/6
do CPgRR, podendo indicar um possivel processo de inflamagdo com o consequente aumento
de macréfagos para os tecidos (Petkova et al, 2008). A determinagdo plaquetaria mostrou que
os machos das linhagens BALB/c e as fémeas e machos de C57BL/6 provenientes do CPqRR
apresentaram valores maiores que os de seus correspondentes no CECAL. Algumas fémeas e
machos da linhagem BALB/c do CECAL apresentaram valores muito baixos para este
parametro, o que nos leva a suspeitar de um processo de diminui¢do da producdo ou aumento
da destrui¢do desta série nestes animais (Repossini et al, 2012).

Com relagdo a caracterizacdo dos niveis séricos de pardmetros bioquimicos, as fémeas
e os machos apresentaram diferencgas estatisticas semelhantes entre os biotérios (Tabela 13).
Apesar dos animais provenientes do CPqRR apresentarem valores mais baixos para URE,
chamou-nos a aten¢do o fato de que os valores minimo, 25%, 50% - mediana e 75% de
fémeas e machos de BALB/c estarem abaixo da média global e em contrapartida, fémeas e
machos desta mesma linhagem do CECAL apresentaram estes mesmo valores acima da média
global. Situacdo oposta ocorreu na determinagao dos niveis séricos de CRE, onde machos de
Ifn-y””) também provenientes do CPqRR apresentaram os valores minimo, 25%, 50% -
mediana, 75% e maximo acima do desvio, porém com intervalo semelhante ao da fémea (F:
0,2-0,9 e M: 0,4-0,8 mg/dL). O aumento de CRE pode ser devido a hemoconcentragdo no
momento da coleta do sangue (Zhou & Hansson, 2004), o que faz com que a contagem de
RBC se eleve e, como podemos perceber, nesta linhagem a contagem deste pardmetro
também foi mais alta que seu correspondente no CECAL. Além disso, na linhagem Swiss
webster, as fémeas e machos do CPqRR apresentaram todos os seus valores abaixo da
mediana, enquanto que seus correspondentes no CECAL apresentaram a maioria dos valores
acima da mediana. Os resultados para esta linhagem nos mostram a influéncia do sistema de

criacdo e manutencao dos animais, no que diz respeito a variabilidade dos pardmetros.
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Na caracterizagdo das enzimas hepaticas (Tabela 13), somente os machos das
linhagens C57BL/6 ¢ Ifn-y('/ ?do CECAL apresentaram valores superiores aos das fémeas para
AST/TGO. Destacamos a grande diferenga dos valores de referéncia para esta linhagem em
fémeas e machos do CPqRR e CECAL respectivamente (F: 110-199 e M: 78-178; F: 78-314 ¢
M: 68-332 U/L). Por se tratar de uma transaminase inespecifica para identificar lesdes
hepaticas e por termos constatado um grande intervalo de referéncia em ambos os sexos de
animais provenientes do CECAL, podemos suspeitar da interferéncia dos patdogenos
encontrados neste biotério no perfil sérico deste pardmetro. Em ALT/TGP, fémeas e machos
de todas as linhagens provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos dos seus
correspondentes no CECAL. Com estes resultados, levantamos a hipotese de que o Virus
Diminuto de Camundongos (MMV) possa estar interferindo neste pardmetro, por meio de
lesdes causadas no figado, que ¢ um dos 6rgdos alvo da infeccdo. Os valores de referéncia
para fémeas e machos de C57BL/6 do CPqRR (F: 78-314 e M: 68-332 U/L) e CECAL (F:
100-260 e M: 130-273 U/L) apresentaram uma tendéncia contraria ao ocorrido na analise de
AST/TGO, com valores bastante distintos no CPqRR. As fémeas de BALB/c e os machos de
C57BL/6 provenientes do CECAL apresentaram valores maiores que os de seus
correpondentes no CPqRR para FA. Podemos perceber que a maioria das fémeas de BALB/c
do CPgRR apresentaram valores abaixo do desvio e este fato pode sinalizar um processo de
desnutri¢ao ou diminui¢ao da atividade ossea nestes animais (Klein et al, 1993).

Na dosagem de PT podemos verificar que as fémeas e os machos da linhagem Swiss
webster provenientes do CECAL e fémeas de BALB/c do CPqRR apresentaram valores
estatisticamente maiores (p<0,05) que seus correspondentes (Tabela 13). E importante
salientar sobre a homogeneidade dos animais para este parametro, que pode ser justificada
pela metodologia empregada de reagdo de ponto final, que ¢ mais estavel, porém menos
precisa, enquanto que para os outros analitos foi utilizada a metodologia de reagdo cinética.
Ainda assim, podemos identificar em machos de Swiss webster ¢ fémeas de Ifn-y” do
CPgRR e fémeas de BALB/c do CECAL, desvios maiores. Segundo Beetham & Cattel,
(1993), a elevagdo da concentragdo de PT pode ser devido a diversos fatores, dentre eles, a
desidratagdo e a elevagdo de imunoglobulinas. J4 a diminui¢do deste pardmetro pode ser
explicada pela intoxicagdo hidrica, perda renal de proteinas, entre outros. Além disso, a
determinagdo das subfragdes protéicas albumina e globulinas também pode ser utilizada como
uma ferramenta complementar na busca pelo diagnostico (Schnell et al, 2002).

Na avaliagdo do perfil imunofenotipico, ndo houve diferenca estatisticamente
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significativa (p<0,05) para a maioria dos pardmetros analisados (Tabela 14). Somente as
fémeas de Swiss webster provenientes do CPqRR apresentaram valores superiores aos das
fémeas do CECAL na determinagdo do percentual de CD19". Estes resultados demonstram
mais uma vez a homogeneidade relacionada as subpopulagdes de linfécitos. Enfatizamos que
na andlise destes parametros foram utilizados cinco animais de cada sexo e linhagem e desta
forma, o pequeno nimero de diferengas significativas encontradas neste estudo relacionadas a
imunofenotipagem pode estar associado ao tamanho amostral. Contudo, em estudo realizado
por Petkova et al, (2008), somente as diferencas entre as linhagens foram estatisticamente
significativas quando comparados oito animais por sexo em 30 linhagens.

A influéncia genética no fendtipo do animal revela variagdes linhagem - especifica na
determinagdo de pardmetros sanguineos. As linhagens heterogénicas sdo amplamente
utilizadas em estudos envolvendo toxicidade, enquanto que as isogénicas sao rotineiramente
empregadas na avaliacdo de processos biologicos e patologicos (Petkova et al, 2008). Além
disso, a interagdo entre genétipo e ambiente ¢ reconhecida como uma importante fonte de
variagdes experimentais quando caracteristicas complexas sdo mensuradas em camundongos,
embora a magnitude desta interagdo ndo seja avaliada (Valdar et al, 2006). Desta forma, a
comparagdo entre diferentes linhagens do mesmo sexo e biotério teve como objetivo avaliar a
influéncia do background genético do animal nos parametros avaliados. A analise dos nossos
resultados revelou que um alto nimero de diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
foram encontradas na mensuragdo desta comparacao.

Com relag@o a hematologia (Tabela 15), nas séries vermelha, branca e plaquetdria em
geral, os animais da linhagem Swiss webster apresentaram médias superiores aos das outras
linhagens estudadas, evidenciando assim, a interferéncia da variabilidade genética nas
caracteristicas fenotipicas. Na caracterizacdo da série vermelha, a média da concentragdo de
HGB foi bastante semelhante entre todas as linhagens, porém, as fémeas e os machos de
C57BL/6 do CPqRR e fémeas de Ifn-y""” do CECAL exibiram os menores valores para este
parametro. Nas determinagdes de RBC e HCT, somente as fémeas de C57BL/6 provenientes
do CECAL apresentaram valores superiores aos das fémeas de Swiss webster e Ifn-y""”
respectivamente. De acordo com Frith et al, (1980) e Kile et al, (2003) as menores flutuagdes
de valores hematologicos sdo vistas na avaliagdo dos indices hematimétricos e, ao contrario
do que foi visto por estes autores, nosso estudo demonstrou diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre as linhagens, principalmente em Swiss webster do CPqRR e

CECAL que apresentaram valores superiores aos da maioria das linhagens estudadas. Embora
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as maiores diferencas tenham ocorrido na linhagem Swiss webster, podemos observar que Ifn-
v apresentou os maiores valores de referéncia e as menores contagens para todos os
parametros desta série quando comparada com as outras trés linhagens.

Com relagdo a andlise da série branca (Tabela 16), as fémeas de Swiss webster
provenientes de ambos os biotérios apresentaram valores maiores que os das fémeas de
BALB/c ¢ Ifn-y"” para WBC. J4 entre os machos, nio houve uma tendéncia, sendo que os
machos de Swiss webster do CPqRR apresentaram valores estatisticamente maiores (p<0,05)
que os machos de BALB/c ¢ C57BL/6, assim como os machos de C57BL/6 e Ifn-y™” do
CECAL com relagdo aos machos das linhagens Swiss webster ¢ BALB/c. Assim como
observado por Kile et al, (2003) e Wirth-Dzieciolowska et al, (2009), nossos resultados
apresentaram uma grande variagdo na contagem de WBC, particularmente em Swiss webster,
embora tenha nos chamado a atencdo as baixas contagens deste parametro em BALB/c para
ambos os biotérios, contudo com pouca significancia estatistica. De alguma forma, este fato
pode representar a modificacdo de alguma caracteristica genética fixada na sub-linhagem
BALB/c originaria do CECAL, de onde provém as matrizes do CPqRR. Na contagem
percentual de linfocitos podemos destacar amplos valores de referéncia para todas as
linhagens. Ja na andlise absoluta de linfocitos, as maiores diferencas e valores de referéncia
foram observados em Swiss webster. Assim como em WBC, animais da linhagem BALB/c
em geral, também apresentaram contagens absolutas e percentuais mais baixas para linfocitos.
Uma tendéncia contraria ocorreu em BALB/c na caracterizagdo do percentual de neutréfilos,
que obteve as maiores médias, embora estatisticamente significativa (p<0,05) somente quando
comparada com fémeas de Swiss webster do CPqRR. Estes resultados podem refletir uma
maior susceptibilidade desta linhagem as infec¢des de origem bacteriana, uma vez que em
ambos os biotérios foi detectada este tipo de infec¢do. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) nas contagens absolutas e percentuais de monocitos e
eosinofilos.

Kile et al, (2003); Petters et al, (2002) e Wirth-Dzieciolowska et al, (2009)
encontraram uma grande variagdo na contagem automatizada da série plaquetédria entre as
linhagens estudadas. Contudo, uma tendéncia oposta foi observada neste trabalho em que
poucas diferengas foram encontradas nesta sériec. No CPqRR, somente as fémeas de Swiss

(-I-)

webster apresentaram valores maiores que as fémeas de Ifn-y"~, enquanto que no CECAL as

fémeas de C57BL/6 apresentaram valores maiores que as fémeas de BALB/c e Ifn-y™”.

Segundo Wirth-Dzieciolowska et al, (2009) as diferengas encontradas entre as linhagens
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podem ser resultantes do background genético e de mutagdes que podem ocorrer em genes
responsaveis pela hematopoiese.

Quando comparamos o perfil bioquimico das linhagens (Tabela 17) foi possivel
observar que as fémeas e os machos de BALB/c do CPqRR apresentaram valores menores de
URE que as outras linhagens (F: 31,24 ¢ M: 41,52 mg/dL), porém a diferenca foi
estatisticamente significativa somente nas fémeas. Em contrapartida, no CECAL ocorreu o
inverso, BALB/c e C57BL/6 apresentaram respectivamente valores estatisticamente maiores
(F: 54,57 e M: 51,33; F: 54,95 e M: 63,55 mg/dL) quando comparados com Swiss webster e
Ifn-y('/') (F: 38,14 ¢ M: 44,36; F: 45,68 ¢ M: 48,84 mg/dL). Nos machos deste biotério,
animais da linhagem C57BL/6 apresentaram valores superiores aos das outras linhagens
estudadas. Com relagio a dosagem de CRE, fémeas e machos de Ifn-y"” do CPqRR
apresentam valores maiores que as outras linhagens em geral, bem como fémeas e machos de
Swiss webster do CECAL com relagdo as outras linhagens. Apesar das variagdes inter-
linhagens, vale ressaltar que as médias e os desvios mostraram-se semelhantes para este
parametro.

Nos perfis séricos de AST/TGO e ALT/TGP (Tabela 17), a linhagem C57BL/6
proveniente do CPqRR e CECAL apresentaram medianas maiores quando comparadas com as
outras linhagens, sobretudo com Swiss webster. O aumento das medianas foi acompanhado
pelo aumento da média, desvios — padrdoes e valores de referéncia, podendo ser uma
caracteristica da linhagem no que diz respeito as transaminases. Na dosagem de FA os
menores valores foram verificados na linhagem BALB/c, com excegio dos machos de Ifn-y""”
do CECAL. J4 na dosagem de PT, os maiores valores no CPqRR foram apresentados por
fémeas e machos de BALB/c, enquanto que no CECAL, por fémeas ¢ machos de Swiss
webster. Podemos evidenciar neste pardmetro uma grande similaridade entre as linhagens
com relagdo as médias e desvios, principalmente entre C57BL/6 ¢ Ifn-y"”, demonstrando
mais uma vez a influéncia do background C57BL/6 em Ifn-y"".

Frith et al, (1980) demonstraram em seu estudo que de uma forma geral, a linhagem
BALB/c apresentou valores superiores aos de C57BL/6 na determinagdo de parametros
hematologicos e bioquimicos, € em contrapartida, nossos resultados apresentaram uma
tendéncia oposta. Contudo, em estudo realizado por Kile et al, (2003) e Barrios et al, (2009)
em parametros hematoldgicos destas linhagens, a linhagem C57BL/6 também apresentou
valores maiores que BALB/c.

Na avaliagdo imunofenotipica (Tabela 18), os perfis de CD3" e CD4" mostraram-se
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bastante semelhantes, com predominancia de valores maiores para fémeas e machos da
linhagem BALB/c de ambos os biotérios. No perfil de CD8", somente os machos do CECAL
da linhagem Swiss webster apresentaram valores superiores aos dos machos de C57BL/6.
Como era previsto, para a subpopulacdo de linfocitos CD19", animais da linhagem BALB/c
apresentaram os menores valores quando comparados com as outras linhagens, sendo
estatisticamente significativo (p<0,05) com relacao as fémeas de Swiss webster e C57BL/6 do
CPqRR e no CECAL, com machos de de C57BL/6. De uma forma geral, podemos notar uma
similaridade no comportamento entre as linhagens de mesma origem (Swiss webster, BALB/c
e C57BL/6 CPqRR ¢ CECAL) ¢ até mesmo nas sub-linhagens (Ifn-y”” CPqRR ¢ CECAL). E
possivel perceber também que os animais da linhagem Ifn-y('/ 7 seguiram uma tendéncia
semelhante aos animais C57BL/6 na maioria dos parametros estudados, ficando clara a

interferéncia do background C57BL/6 nesta linhagem.
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7 CONCLUSAO
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A avaliagdo dos parametros hematologicos, bioquimicos e imunoldgicos em
camundongos ¢ de grande importancia para uma correta interpretagdo dos dados
experimentais. Nossas andlises demonstraram diferencas nas respostas fisiologicas dos
animais de acordo com o sexo, linhagem, idade e biotério de origem que podem gerar
resultados controversos nos diversos ensaios. Desta forma, o presente estudo proporcionou
importantes informagdes acerca das variagdes nos parametros avaliados fortalecendo assim, a
necessidade do estabelecimento de valores de referéncia para cada biotério / instituicdo
devido as grandes diferencas encontradas em animais com diferentes padrdes sanitarios. Além
disso, auxiliou na investigacdo do estado de saide dos animais ¢ no entendimento de sua
fisiologia. Portanto, este trabalho estabeleceu os valores de referéncia para parametros
hematologicos e bioquimicos e avaliou o perfil imunologico de linhagens de camundongos
consideradas saudaveis dentro dos padrdes sanitarios dos biotérios estudados. Neste contexto,
as condigdes de saude e bem-estar dos animais poderdo ser atestadas e permitirdo a obteng¢ao
de resultados cientificos mais consistentes e confidveis. Por fim, a caracterizagdo desses
pardmetros também auxiliard na promocao do sucesso da criacdo destes animais em cativeiro,
uma vez que contribuird para a implantacdo dos controles hematologico e bioquimico como
atividade de rotina do Biotério do CPqRR, atendendo a uma demanda institucional ja

existente.
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8 ANEXOS
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8.1 Monitoramento sanitario dos animais do biotério do CPgRR
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8.2 Monitoramento sanitario dos animais do CECAL
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8.3 Aprovacao da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEUA / FIOCRUZ)
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8.4 Aprovacdo do Comité Interno de Biosseguranca do CPgRR
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