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1 INTRODUCAO

A pesquisa biomédica contemporanea depende fundamentalmente da utilizacdo de
modelos animais padronizados para a elucidagdo de mecanismos fisiopatolégicos e o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (Andrade et al., 2002). Neste
contexto, o rato de laboratorio (Rattus norvegicus), especificamente a linhagem
heterogénica Wistar, consolidou-se como o modelo experimental mais difundido
mundialmente devido a sua facilidade de manejo, curto ciclo reprodutivo e, sobretudo,
pela homologia fisiol6gica e genética com a espécie humana (Carvalho et al., 2009).
No entanto, a validade dos dados obtidos a partir desses modelos € intrinsecamente
dependente da estabilidade fisiologica dos animais, a qual é sensivel a multiplas
variaveis ambientais e de manejo (Melo et al., 2012). No Brasil, pais de dimensdes
continentais, a criacdo e manutencao de animais de laboratério ocorrem em condicdes
climaticas e infraestruturais heterogéneas, gerando microambientes distintos nos
biotérios que influenciam diretamente os parametros bioldgicos basais (Oliveira et al.,
2021).

Apesar dessa variabilidade latente, é pratica comum na pesquisa nacional a utilizac&o
de valores de referéncia hematologicos e bioquimicos provenientes de literatura
internacional ou de compéndios genéricos (Sganzerla et al., 2020). Nas ultimas
décadas, a comunidade cientifica tem reconhecido a existéncia de uma crise global
de reprodutibilidade, caracterizada pela dificuldade sistematica de replicar resultados
experimentais previamente publicados. No Brasil, a Brazilian Reproducibility Initiative
(BRI) evidenciou que uma parcela consideravel dos estudos biomédicos apresenta
desafios de replicacado, reforcando a necessidade urgente de maior rigor metodolégico

e padronizacédo de protocolos (Carneiro et al., 2020).

Entre os fatores determinantes para esse cendrio, destaca-se a variabilidade néo
controlada nos parametros fisioldgicos de animais de laboratério. Essa questédo é
frequentemente subestimada em delineamentos experimentais que desconsideram as
particularidades ambientais, sanitarias e operacionais inerentes aos diferentes
biotérios de criacdo, gerando inconsisténcias nos dados basais (Costa et al., 2021).
Além do rigor cientifico, a garantia da estabilidade sanitaria e do bem-estar animal
constitui uma obrigacéo legal e ética (Brasil, 2023). A Lei n® 11.794/2008 (Lei Arouca)

e as normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
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(CONCEA) atribuem ao Médico Veterinario, na funcdo de Responsavel Técnico, a
competéncia privativa de assegurar que as instalacbes e o manejo minimizem o
estresse e a dor, garantindo a integridade ética dos modelos biolégicos (Amaral et al.,
2025). Dessa forma, o presente trabalho propde uma andlise critica sobre a
variabilidade dos parametros fisiologicos de ratos Wistar em biotérios brasileiros,
investigando como fatores nutricionais, ambientais e metodoldgicos afetam a

confiabilidade dos dados e a reprodutibilidade cientifica (Dantas et al., 2006).
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 BIOTERISMO: CONCEITO E IMPORTANCIA NA PESQUISA COM ROEDORES

O bioterismo é uma ciéncia multidisciplinar que define as condi¢Bes ideais de
instalacdo, manejo e controle sanitario para a criacdo e manutencdo de animais
destinados a experimentacgéo cientifica (Andrade et at., 2002). A fung¢éo primordial de
um biotério é garantir a estabilidade do meio interno e externo dos animais,
minimizando varidveis ambientais que possam interferir na resposta biologica e
comprometer a reprodutibilidade dos dados (Melo et al., 2012). Nesse contexto, 0s
roedores representam a classe de animais mais utilizada mundialmente, devido a sua
fisiologia comparavel a humana e a facilidade de manutencdo em ambientes
controlados (Carvalho et al., 2009). A linhagem Wistar de Rattus norvegicus, por
exemplo, tornou-se um padrdo global para estudos biomédicos por apresentar
caracteristicas genéticas e fenotipicas bem definidas, o que facilita a padronizacdo
dos ensaios (Sengupta, 2013). No entanto, a qualidade do modelo animal depende
estritamente da infraestrutura do biotério e da competéncia técnica da equipe em
manter barreiras sanitérias eficientes contra patdgenos que afetam a saude da colénia
(Amaral et al., 2025).

2.1.1 Bioterismo, Bem-Estar Animal e Regulamentacao

A relacao entre bioterismo e bem-estar animal é indissociavel, pois o sofrimento ou o
estresse cronico alteram parametros fisioldgicos e comportamentais, invalidando o
animal como modelo cientifico confiavel (Balcombe, 2006). No Brasil, essa premissa
€ regulamentada pela Lei n°® 11.794/2008 (Lei Arouca) e fiscalizada pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), que exige o
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cumprimento de normas rigidas de alojamento e manipulacdo (Amaral et al., 2025).
As diretrizes atuais incorporam o principio dos 3Rs (Replacement, Reduction,
Refinement), obrigando os pesquisadores a refinarem seus métodos para garantir que
qualquer dor ou desconforto seja eliminado ou minimizado ao méaximo (Brasil, 2023).
Além da legislacdo, as boas praticas de manejo incluem o controle rigoroso de
variaveis ambientais, como a concentracdo de amoénia nas gaiolas, que, se elevada
por falta de higiene, pode causar toxicidade sistémica e alterar o perfil hematoldgico
dos animais (Orlandini, 2012). O uso de estratégias de enriquecimento ambiental
também é recomendado para permitir a expressdo de comportamentos naturais e
prevenir estereotipias, promovendo um estado de saude mental compativel com a
normalidade bioldgica (Vieira et al., 2015). Por fim, a transparéncia no relato dessas
condicdbes de bem-estar em publicacbes cientificas € um requisito ético e
metodoldgico fundamental para a credibilidade da ciéncia moderna (Percie du sert et
al., 2020).

2.2 RATTUS NOVERGICUS: CARACTERIZACAO BIOLOGICA E HISTORICA DA
LINHAGEM WISTAR

O rato de laboratério (Rattus norvegicus) pertence a ordem Rodentia e familia
Muridae, destacando-se como o mamifero mais utilizado em pesquisas cientificas
logo apds o camundongo (Andrade et al., 2002). A linhagem Wistar, especificamente,
€ uma cepa albina exogamica (outbred) que foi desenvolvida em 1906 pelo Instituto
Wistar, tornando-se o primeiro modelo de rato padronizado para uso em pesquisa
biomédica e comportamental (Sengupta, 2013). Devido a sua docilidade, facilidade de
manuseio e robustez fisioldégica, o Wistar consolidou-se como um modelo global para
estudos de toxicologia, nutricAo e doencas metabodlicas (Souza neto junior et al.,
2025). Além disso, essa linhagem serviu de base genética para o desenvolvimento de
outras linhagens importantes na pesquisa, como a Sprague-Dawley e a Long-Evans
(Sengupta, 2013).

2.2.1 Fisiologia do Desenvolvimento e Ciclo de Vida

A compreensdao detalhada das fases de desenvolvimento do R. norvegicus € um pré-
requisito fundamental para a correta extrapolacdo de dados experimentais para a

biologia humana. Diferente dos humanos, os ratos apresentam um desenvolvimento
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acelerado na infancia, atingindo a maturidade sexual por volta da 62 semana de vida
(aproximadamente dia 42 pos-natal), embora a maturidade social plena sé seja
alcancada entre os 5 e 6 meses de idade. Em termos de correlacdo temporal na fase
adulta, estima-se que cada dia de vida do rato equivale a aproximadamente 34,8 dias
de vida humana, taxa acelerada que justifica sua ampla utilizacdo em estudos
longitudinais de envelhecimento e toxicidade cronica (Sengupta, 2013).
Paralelamente, € imperativo que o pesquisador distinga entre a maturidade sexual e
a maturidade somética completa, visto que o peso corporal dos ratos continua a
aumentar significativamente apds a puberdade. A estabilizacdo do peso corporal
ocorre apenas na fase adulta jovem, fator determinante a ser considerado ao

estabelecer grupos controle pareados por idade e peso (Carvalho et al., 2009).
2.2.2 Caracteristicas Comportamentais e Necessidades Ambientais

O Rattus norvegicus é uma espécie social, noturna e altamente inquisitiva, cuja
homeostase fisioldgica depende diretamente da complexidade do ambiente em que é
mantido. O isolamento social imposto em alojamentos convencionais € deletério para
a espécie, resultando na chamada "sindrome do isolamento”, que provoca alteracdes
fisiolégicas mensuraveis, como imunossupressdo e aumento da reatividade ao
estresse. Além da interacdo social, a capacidade de expressar comportamentos
naturais, como forragear, roer e construir ninhos, € vital para a satude mental e fisica
do animal; a privacao desses estimulos em gaiolas padrdo induz o desenvolvimento
de estereotipias comportamentais que comprometem a qualidade e a confiabilidade
do modelo experimental (Balcombe, 2006).

Consequentemente, a implementacao de enriquecimento ambiental ndo deve ser vista
apenas como uma medida de bem-estar, mas como um requisito metodoldgico.
Estudos demonstram que animais mantidos em ambientes enriquecidos apresentam
parametros biolégicos mais robustos, como melhor manuteng¢do da massa encefalica
e controle do peso corporal, garantindo maior validade cientifica e normalidade

bioldgica aos dados obtidos (Vieira et al., 2015).
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2.2.3 Homeostase e Variabilidade Fisiol6gica

Embora os ratos Wistar, como mamiferos homeotérmicos, possuam mecanismos
eficientes para a manutencdo da homeostase em condigcbes de higidez, seus
parametros fisioldgicos sdo suscetiveis a variacbes decorrentes do manejo e do
ambiente (Carvalho et al., 2009). Variaveis pré-analiticas temporais exercem forte
influéncia sobre esses mecanismos; 0 ritmo circadiano, por exemplo, regula
flutuagbes diarias criticas no metabolismo da glicose e na secre¢cdo hormonal,
tornando a padronizacdo rigorosa do horario de manipulacdo um requisito

metodoldgico indispensavel (Kalsbeek et al., 2014).

Além dos fatores temporais, a exposi¢cdo a condicbes ambientais adversas, como
concentracfes elevadas de amoénia provenientes de ventilacdo inadequada, pode
induzir alteracbes sistémicas significativas, incluindo a elevacdo artificial do

hematocrito e da concentragdo de hemoglobina (Orlandini, 2012).

Consequentemente, a interpretacédo dos perfis fisiologicos dessa linhagem nao pode
ser dissociada do contexto, devendo ser sempre validada em relacdo as condicbes
sanitarias e ambientais especificas do biotério de origem para evitar erros de

diagnéstico experimental (Melo et al., 2012).
2.2.4 Perfil Bioquimico

Parametros bioguimicos como glicemia, proteinas totais, colesterol, triglicerideos,
ureia e creatinina compd&em o painel basico essencial para a avaliacdo metabdlica e
da funcdo renal em ratos Wistar (Melo et al., 2012). Os niveis basais desses
marcadores dependem estritamente de condi¢cfes pré-analiticas, como o tempo de
jejum e o horério da coleta, devido a regulacédo circadiana do metabolismo energético
(Kalsbeek et al., 2014). Comparacfes entre estudos requerem atencdo as técnicas
analiticas e aos equipamentos utilizados, pois diferencas metodologicas entre
laboratorios podem gerar variacbes estatisticas significativas nos resultados
bioquimicos (Dantas et al., 2006). Na pratica, construir uma curva de referéncia local
com numero amostral adequado é a estratégia mais segura para detectar desvios
pequenos, porém clinicamente relevantes, em estudos toxicoldgicos e farmacologicos

(Sganzerla et al., 2020). A utilizac&o de valores de referéncia externos sem validacao
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local pode levar a diagndsticos falso-positivos ou falso-negativos de toxicidade (Lima
et al., 2014).

2.2.5 Perfil Hepético

Os principais marcadores utilizados para a avaliacdo da funcdo hepatica em ratos
incluem a alanina aminotransferase (ALT), a aspartato aminotransferase (AST) e a
fosfatase alcalina (ALP) (Melo et al., 2012). Estas enzimas sdo biomarcadores
consolidados na toxicologia moderna, permitindo a deteccdo precisa de leséo
hepatocelular, necrose e colestase em modelos animais (Patel et al., 2024).
Alteracdes nesses parametros podem ser induzidas tanto por agentes téxicos diretos
quanto por varidveis ambientais estressantes, como a presenca de poluentes
atmosféricos no biotério (Orlandini, 2012). Nos protocolos de toxicologia, a
monitorizacdo desses biomarcadores permite distinguir respostas transitorias de
danos hepaticos persistentes, orientando a interpretacdo da gravidade da leséo
tecidual (Ozer et al., 2008). Ao reportar resultados hepaticos, o pesquisador deve
descrever detalhadamente as condicOes pré-analiticas e o método de analise,
permitindo que a comunidade cientifica avalie a confiabilidade e comparabilidade dos
dados (Percie du sert et al., 2020).

2.2.6 Perfil Hematoldgico

O hemograma completo, que engloba a contagem de eritrécitos, hemoglobina,
hematdcrito, indices eritrocitarios, leucograma e plaquetas, constitui uma ferramenta
indispensavel para a avaliacdo do estado geral de saude do animal (Melo et al., 2012).
A realizacdo desse exame € crucial para a deteccdo precoce de quadros inflamatérios,
infecciosos ou anémicos, condi¢cdes que poderiam invalidar a utilizacdo dos animais
como modelos experimentais fidedignos (Melo et al., 2012). As variacdes
hematoldgicas relacionadas a idade e ao sexo sdo bem documentadas na linhagem
Wistar, exigindo a estratificacéo rigorosa das analises e a utilizacdo de intervalos de
referéncia especificos para cada grupo demografico (Charles river laboratories, 2006).
Além disso, a escolha da técnica de coleta sanguinea e do local de punc¢éo influencia
diretamente os parametros celulares, devendo ser padronizada para evitar erros de
interpretacdo nos resultados (Parasuraman et al., 2010). A aplicagdo de testes

hematologicos periodicos em coortes de controle permite identificar tendéncias
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subclinicas na coldnia, assegurando a manutencdo do status sanitario adequado

exigido para a pesquisa cientifica (Amaral et al., 2025).
2.3 IMPACTO AMBIENTAL: ESTRESSE QUIMICO E FISICO

O microambiente da gaiola exerce influéncia direta sobre a homeostase animal, sendo
os fatores quimicos, como a concentragdo de amodnia, elementos criticos
frequentemente subestimados. A decomposicdo da urina em camas sujas ou
submetidas a ventilacdo inadequada gera niveis de amodnia que atuam como
estressores cronicos e silenciosos. Evidéncias experimentais comprovam que a
exposicdo a niveis acima de 76 ppm é suficiente para elevar marcadores bioquimicos
sensiveis, como a creatinina e a glicose, sugerindo um falso diagnéstico de
comprometimento renal e metabdlico em animais que, clinicamente, estariam
saudaveis (Orlandini, 2012).
Paralelamente, o estresse fisico sonoro € um fator ambiental muitas vezes
negligenciado na rotina dos biotérios, apesar de seu profundo impacto sistémico.
Diferentemente do estresse agudo, a exposi¢cao cronica ao ruido desencadeia uma
desregulacédo do eixo neuroenddcrino que resulta, paradoxalmente, na supressao dos
niveis de corticosterona plasmatica. Esse estado fisiol6gico alterado induz
consequéncias imunologicas significativas, como a reducdo da contagem de
neutroéfilos e a supressao da resposta de anticorpos, o que compromete gravemente
a validade e a reprodutibilidade de estudos imunolégicos e toxicolégicos (Archana,
2013).

2.4 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL E A INFLUENCIA NO METABOLISMO

O alojamento padrdo em gaiolas convencionais, caracterizado pela restricdo severa
de espaco e auséncia de estimulos, impde aos animais um estilo de vida sedentério
que diverge de sua etologia natural. Essa condicdo de privacdo ndo apenas
compromete o bem-estar, mas introduz um viés experimental significativo, uma vez
gue a comparacéao de dados metabdlicos entre animais "ativos" e aqueles submetidos
ao sedentarismo forcado dos biotérios tradicionais pode distorcer a definicdo de
valores de normalidade e comprometer o rigor cientifico (Balcombe, 2006).
Como contraponto, estudos experimentais comprovam que a implementacao de itens

de enriquecimento ambiental, como rodas de exercicio e tuneis, induz adaptacdes
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fisiologicas profundas e benéficas. Especificamente em ratos idosos, a manutencao
em ambiente enriquecido resultou na reducéo do ganho de peso corporal excessivo e
no aumento da massa encefalica em comparacdo aos animais mantidos em
isolamento convencional, demonstrando que o ambiente fisico modula diretamente a

biologia do modelo animal (Vieira et al., 2015).
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3 PROBLEMATIZACAO

A auséncia de dados regionais atualizados e a falta de padronizagdo de variaveis
criticas, como dieta, ruido e horario de coleta, geram uma base de comparacdo
inadequada nos estudos pré-clinicos nacionais. Estudos recentes indicam que a
comparacao de grupos experimentais locais com referéncias bibliograficas externas,
em vez de grupos controle contemporaneos, pode levar a conclusdes erroneas, como
a condenacdo de farmacos seguros ou a validagédo de substancias toxicas (Bravin et
al., 2020). A variabilidade de parametros fisiologicos decorrente de fatores ambientais
e de manejo nos biotérios € uma fonte significativa de ruido experimental que
frequentemente é subestimada pelos pesquisadores (Costa et al.,, 2021).
Apesar do uso amplo e consolidado dos ratos Wistar como modelo experimental em
pesquisas biomédicas no Brasil, ndo ha, até o momento, um consenso nacional
acerca dos parametros fisiologicos de referéncia para esses animais (Sganzerla et al.,
2020). Os valores frequentemente utilizados como padrao provém, em grande parte,
de estudos internacionais ou de publicacdes isoladas, que nem sempre consideram
as particularidades ambientais, climaticas, genéticas e de manejo existentes no

contexto brasileiro (Melo et al., 2012).

Diante da diversidade regional e das diferencas estruturais entre os biotérios e
instituicbes de pesquisa no pais, questiona-se em que medida os parametros
fisiologicos descritos na literatura sdo homogéneos e confiaveis para sustentar a
ciéncia nacional (Oliveira et al., 2021). Assim, a variabilidade entre os estudos e a
auséncia de critérios padronizados podem estar contribuindo para a inconsisténcia de
resultados em pesquisas pré-clinicas, conforme alertado pelos dados recentes da

Brazilian Reproducibility Initiative (Carneiro et al., 2020).
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4 JUSTIFICATIVA

Os ratos da linhagem Wistar constituem um dos modelos animais mais utilizados em
pesquisas cientificas nas areas biomédicas, farmacoldgicas e toxicologicas, sendo
fundamentais para a compreenséo de processos fisioldgicos e patologicos, bem como
para o desenvolvimento e a avaliacdo de novas terapias. A confiabilidade dos
resultados obtidos a partir desses modelos est4d diretamente relacionada a
estabilidade e a padronizacéo de seus parametros fisiol6gicos, 0s quais servem como
base estatistica para a comparacdo entre grupos experimentais e a interpretacao

correta dos dados.

No entanto, no contexto brasileiro, observa-se uma significativa heterogeneidade nas
condicbes de criacdo, manejo e ambientacdo desses animais, consequéncia das
dimensdes continentais do pais, das diferencas climaticas regionais e das
desigualdades estruturais entre as instituicbes de pesquisa. Essa realidade pode
refletir diretamente na variabilidade dos parametros fisioldgicos descritos na literatura
nacional, o que compromete a comparabilidade entre estudos e contribui para o
agravamento da crise de reprodutibilidade cientifica alertada pela comunidade

académica (Amaral et al., 2019).

Diante desse cenario, torna-se justificivel e necessaria a realizacdo de uma revisao
de literatura que sintetize criticamente as evidéncias disponiveis sobre os parametros
fisiolégicos de ratos Wistar no Brasil. Essa analise possibilitara identificar
inconsisténcias, lacunas e possiveis fontes de variabilidade metodoldgica,
fundamentando a necessidade imperativa de que cada biotério estabeleca seus
préprios padrbes de referéncia em vez de depender exclusivamente de dados

externos ou internacionais.

Além de sua relevancia cientifica, este trabalho se justifica sob o0 ponto de vista ético
e legal. A adocgéo de parametros mais confiaveis e padronizados contribui diretamente
para a reducdo do uso indevido ou repetitivo de animais em experimentacao,
alinhando-se aos principios dos 3Rs (Replacement, Reduction e Refinement) e as
normativas vigentes do CONCEA para o uso ético de modelos animais em pesquisa
(Brasil, 2023).
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Analisar criticamente, a partir de uma revisdo da literatura, a variabilidade dos
pardmetros hematolégicos e bioquimicos de ratos Wistar criados em biotérios das
cinco macrorregides brasileiras, discutindo sua relacdo com fatores metodolégicos,
ambientais e de manejo, bem como propor diretrizes de padronizacéo para o uso de
grupos controle locais, visando ao fortalecimento da reprodutibilidade cientifica em

estudos pré-clinicos.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Levantar, sistematizar e comparar os valores de referéncia hematolégicos e
bioquimicos de ratos Wistar reportados em estudos representativos das cinco

regides do Brasil,

e Identificar e categorizar os principais fatores de viés descritos na literatura,
incluindo aspectos nutricionais, ambientais, sanitarios e analiticos, que
contribuem para a discrepancia dos parametros fisiolégicos entre diferentes
biotérios e instituicdes;

e Analisar, com base nos estudos selecionados, a influéncia de fatores
cronobiolégicos (ritmo circadiano) e de agentes estressores ambientais, como

niveis de aménia e ruido, sobre a estabilidade dos pardmetros avaliados;

e Discutir a relevancia do enriguecimento ambiental e da atuacdo do
Responsavel Técnico (RT) como estratégias de refinamento e controle de

variaveis, visando a reducéo da variabilidade experimental.
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VARIABILIDADE DE PARAMETROS FISIOLQGICOS EM RATOS
WISTAR NO BRASIL: UMA ANALISE CRITICA SOBRE A
PADRONIZACAO E A CRISE DE REPRODUTIBILIDADE
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RESUMO

Ratos da linhagem Wistar constituem o modelo biolégico predominante em pesquisas
biomédicas, toxicolégicas e fisiologicas no Brasil. Entretanto, a confiabilidade dos
dados obtidos a partir desses animais € intrinsecamente dependente da padronizacao
rigorosa das condi¢cfes de criacdo (bioterismo), manejo e analise laboratorial. Neste
contexto, o presente estudo realizou uma andlise critica da variabilidade de
parametros hematologicos e bioguimicos de ratos Wistar provenientes de diferentes
macrorregides brasileiras, investigando a influéncia de variaveis ambientais,
nutricionais, sanitarias e metodoldgicas. A revisdo comparativa de estudos conduzidos
nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte revelou discrepancias
expressivas nos dados basais, com variagcdes superiores a 50% em indicadores da
série vermelha e branca, além de inconsisténcias bioquimicas significativas
associadas a protocolos anestésicos distintos. Foram identificados valores
hematimétricos incompativeis com a fisiologia normal da espécie, sugerindo a
presenca de viés metodoldgico decorrente do uso de técnicas manuais de analise,
além de alteracdes resultantes de estresse cronico, qualidade do ar inadequada
(ambnia) e auséncia de enriquecimento ambiental. Adicionalmente, a falta de
padronizacdo nas técnicas de coleta sanguinea e o0 uso de métodos néo validados
para a espeécie contribuem para a heterogeneidade dos resultados. A analise
demonstra que parte substancial dos valores utilizados como referéncia na literatura
nacional pode refletir condi¢bes subdtimas de alojamento ou limitacdes técnicas em
vez de um estado fisioldgico higido, comprometendo a validade interna dos estudos e
agravando a crise de reprodutibilidade cientifica. Conclui-se que €& imperativo o

estabelecimento de protocolos nacionais padronizados, alinhados as diretrizes do
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CONCEA e aos principios de bem-estar, e a validacado de intervalos de referéncia
regionais, medidas essenciais para assegurar a robustez, a ética e a qualidade da

pesquisa pré-clinica no Brasil.

Palavras-chave: Ratos Wistar; Parametros hematoldgicos e bioquimicos; Variaveis

pré-analiticas; Valores de referéncia; Reprodutibilidade cientifica.
ABSTRACT

Wistar rats constitute the predominant biological model in biomedical, toxicological,
and physiological research in Brazil. However, the reliability of data obtained from
these animals is intrinsically dependent on the rigorous standardization of breeding
conditions, handling, and laboratory analysis. In this context, the present study
performed a critical analysis of the variability of hematological and biochemical
parameters of Wistar rats from different Brazilian macro-regions, investigating the
influence of environmental, nutritional, sanitary, and methodological variables. A
comparative review of studies conducted in the South, Southeast, Center-West,
Northeast, and North regions revealed significant discrepancies in basal data, with
variations exceeding 50% in red and white blood cell indicators, in addition to
significant biochemical inconsistencies associated with distinct anesthetic protocols.
Hematometric values incompatible with the normal physiology of the species were
identified, suggesting the presence of methodological bias resulting from the use of
manual analysis techniques, as well as alterations resulting from chronic stress,
inadequate air quality (ammonia), and absence of environmental enrichment.
Additionally, the lack of standardization in blood collection techniques and the use of
methods not validated for the species contribute to the heterogeneity of results. The
analysis demonstrates that a substantial portion of values used as reference in the
national literature may not reflect an ideal physiological state of the animals, but rather
suboptimal housing conditions or technical limitations, compromising the internal
validity of studies and exacerbating the crisis of scientific reproducibility. It is concluded
that the establishment of standardized national protocols, aligned with CONCEA
guidelines and welfare principles, and the validation of regional reference intervals is
imperative. These are essential measures to ensure the robustness, ethics, and quality

of preclinical research in Brazil.
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Keywords: Wistar rats; Hematological and biochemical parameters; Pre-analytical

variables; Reference values; Scientific reproducibility.
Introducéo

O rato de laboratorio (Rattus norvegicus), especialmente a linhagem Wistar, constitui
um dos modelos experimentais mais amplamente empregados em pesquisas
biomédicas, farmacologicas e toxicolégicas, exercendo papel central no
desenvolvimento de farmacos e na elucidacdo de mecanismos fisiopatolégicos
relevantes a saude humana (Andrade et al., 2002). Sua ampla utilizacdo decorre de
caracteristicas como docilidade, facil adaptacdo ao ambiente laboratorial, rapido ciclo
reprodutivo e significativa homologia fisiologica e metabdlica com a espécie humana
(Carvalho et al., 2009). Contudo, a validade e a confiabilidade dos dados obtidos a
partir desse modelo dependem, de forma critica, da estabilidade de seus parametros
fisiologicos basais, os quais podem ser significativamente influenciados por fatores
ambientais, genéticos e de manejo (Melo et al., 2012).

Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica tem reconhecido a existéncia de uma
crise global de reprodutibilidade, caracterizada pela dificuldade de replicacdo de
resultados experimentais previamente publicados. No Brasil, a Brazilian
Reproducibility Initiative (BRI) evidenciou que uma parcela consideravel dos estudos
biomédicos apresenta baixa reprodutibilidade, reforcando a necessidade de maior
rigor metodolégico e padronizacdo de protocolos (Carneiro et al., 2020).
Entre os fatores associados a esse problema, destaca-se a variabilidade néo
controlada nos parametros fisioldgicos de animais de laboratério, frequentemente
subestimada em delineamentos experimentais que desconsideram as
particularidades ambientais e operacionais dos diferentes biotérios (Costa et al.,
2021).

A pratica recorrente de utilizar valores de referéncia hematologicos e bioquimicos
provenientes de literatura internacional, muitas vezes produzida em contextos
ambientais, genéticos e sanitarios distintos, representa um risco metodoldgico
concreto (Melo et al., 2012). Evidéncias apontam que animais da mesma linhagem
podem apresentar variagdes significativas em seus parametros fisiologicos quando

mantidos em diferentes regides geograficas ou condi¢cdes de manejo, em fungéo de
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fatores como clima, dieta, densidade populacional, niveis de ruido e qualidade do
ambiente (Oliveira et al., 2021). A aplicacéo indiscriminada desses valores externos
como padrao pode ocasionar interpretacbes equivocadas, em que variacoes
fisiologicas naturais sdo erroneamente atribuidas a efeitos terapéuticos, toxicos ou
patolégicos, comprometendo a validade interna e externa dos estudos (Bravin et al.,
2020).

Além das implicagbes cientificas, a variabilidade dos parametros fisioldgicos em
modelos animais também possui relevancia ética e legal. No Brasil, a Lei n°
11.794/2008 (Lei Arouca) e as normativas do CONCEA regulam a criacao,
manutencdo e uso de animais em pesquisa, estabelecendo padrdes obrigatérios
(Brasil, 2023). Nesse contexto, o papel do profissional responsével técnico torna-se
essencial para garantir o bem-estar animal e o controle de variaveis ambientais e
sanitarias, em estrita conformidade com os principios éticos da experimentacdo. A
implementacdo de praticas adequadas de manejo, enriqguecimento ambiental e
monitoramento sanitario ndo apenas assegura a conformidade legal, mas também

contribui decisivamente para a reducao de vieses metodolégicos (Amaral et al., 2025).

Diante desse cenario, torna-se imperativa a realizacdo de uma andlise critica da
literatura cientifica acerca da variabilidade dos parametros hematologicos e
bioquimicos de ratos Wistar no Brasil (Oliveira et al.,, 2021). Ao identificar
discrepéancias, lacunas e fragilidades metodoldgicas, esta revisdo busca oferecer
subsidios técnicos para a proposi¢cao de diretrizes de padronizacao, reforcando a
importancia do uso de grupos-controle locais como estratégia fundamental para
fortalecer a reprodutibilidade e a qualidade dos estudos pré-clinicos conduzidos no

pais (Sganzerla et al., 2020).

Metodologia

O presente estudo caracteriza-se como uma revisdo narrativa critica da literatura, de
natureza qualitativa e analitico-comparativa, cujo objetivo foi analisar a variabilidade
dos parametros hematoldgicos e bioquimicos de ratos Wistar mantidos em biotérios
localizados nas diferentes macrorregides do Brasil, bem como discutir os principais
fatores ambientais, sanitarios e metodoldgicos associados as discrepancias

observadas.
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Delineamento do estudo

Foi adotada uma abordagem de amostragem intencional (purposive sampling),
voltada ndo & exaustividade da literatura, mas a sele¢cdo de estudos que fossem
representativos das cinco macrorregides brasileiras (Norte, Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul) e que apresentassem, de forma explicita ou implicita, potenciais fontes
de variabilidade experimental. Essa estratégia permitiu uma analise aprofundada de
casos ilustrativos e metodologicamente relevantes, em consonancia com o carater

critico desta revisao.

Critérios de inclusao e exclusao

Foram considerados elegiveis os estudos que atenderam aos seguintes critérios de

inclusao:

o Utilizac&o de ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus);
o Descricdo de parametros hematologicos e/ou bioquimicos;
o Realizacdo em biotérios brasileiros com indicacao clara da regido geografica;

« Disponibilidade de informacdes sobre condicbes de manejo, alimentacgao,

ambiente ou metodologia analitica.
Foram excluidos os estudos que:

o Utilizassem outras linhagens de roedores;
o Nao informassem com clareza a origem geogréfica dos animais;

o Carecessem de descricdo metodolégica minima que permitisse a analise critica

dos possiveis vieses.
Revisao de Literatura

A literatura cientifica demonstra que, embora a linhagem Wistar seja amplamente
utilizada como modelo experimental padréo, aspectos relacionados ao ambiente, ao
manejo e aos procedimentos laboratoriais exercem influéncia determinante sobre a
estabilidade de seus parametros fisiologicos (Costa et al., 2021). Estudos conduzidos

em diferentes regibes geograficas tém evidenciado variacdes significativas em
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indicadores hematoldgicos, bioquimicos e imunolégicos, mesmo quando 0s animais
pertencem a mesma linhagem e faixa etaria (Oliveira et al., 2021). Esses achados
reforcam a premissa de que a utilizacdo de valores de referéncia universais ou
descontextualizados pode comprometer a interpretacao dos resultados experimentais,
sobretudo em estudos pré-clinicos que dependem de pequenas variacfes para a

determinacao de efeitos biolégicos (Sganzerla et al., 2020).

Os estudos elencados na Tabela 1 funcionam como "marcos analiticos” para a
discussdo critica sobre a auséncia de padronizacdo nacional em biotérios
experimentais. Eles demonstram empiricamente como fatores locais, entre 0s quais:
a composicao da dieta, variaveis pré-analiticas (jejum e coleta), qualidade do ar, status
sanitario das coldnias e procedimentos laboratoriais, interferem diretamente na
estabilidade dos parametros avaliados (Melo et al., 2012). Dessa forma, a compilacéo
desses dados fundamenta a necessidade de adocéo de estratégias contextualizadas,
como a utilizacdo de grupos controle locais e protocolos ajustados a realidade
regional, medida essencial para a promocédo da reprodutibilidade e da validade

cientifica em pesquisas pré-clinicas conduzidas no Brasil (Neves et al., 2020).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos estudos selecionados representativos das cinco
macrorregioes brasileiras e seus respectivos fatores de variabilidade.

Regido e Estudo Fator de o _
Estado (Autor/Ano) Variagao (Viés) FITSIEE] Al AUTEIEE
Souza et al. Nutricional (Dieta Redugao d? tr_lgllce_rldeos
Norte (AM) . associada a dieta rica em
(2014) regional) . n
peixes amazonicos.
Nordeste Oliveira et al. Pré-analitico reEI);VZ?Znecé?u%lz)cse;nr:f;ii?;s
(PB) (2021) (Jejum/Coleta) ¢
do mesmo estado.
i i 0
Centro- Goncalves et Sanitario / irl;é?ézalézsfezcggg?gwir(zsa/t(;z/’a
Oeste (GO) al. (2017) Imunolégico - (‘:’O'éma




26

VCM de 80,74 fL, valor
Sudeste Carvalho et al. L . . . .
Metodologico biologicamente implausivel
(ES) (2009) o
para a espécie.
Orlandini Ambiental E!eva(;ao de creatinina e,
Sul (RS) o glicose decorrente da ma
(2012) (Amonia) .
gualidade do ar.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Nota: A selecdo dos estudos obedeceu aos critérios de
representatividade regional e identificagdo de vieses metodologicos ou ambientais especificos que
ilustram a variabilidade dos parametros fisiol6gicos em territério nacional. A categorizacdo do "Fator de
Variagdo" baseia-se na andlise critica das condi¢Bes experimentais descritas em cada estudo original.

A analise integrada dos estudos selecionados revela uma heterogeneidade acentuada
nos parametros fisiolégicos de ratos Wistar entre as diferentes regifes brasileiras.
Essa variabilidade néo € aleatéria, mas decorrente de fatores especificos de manejo,
ambiente e metodologia analitica, os quais sdo detalhados a seguir (Oliveira et al.,
2021).

Andlise do perfil bioquimico

A Tabela 2 apresenta uma sintese comparativa dos principais parametros bioquimicos
descritos em ratos Wistar provenientes de diferentes regides do Brasil, incluindo
dados referentes a glicose, colesterol total, triglicerideos, creatinina e proteinas totais.
Esses marcadores foram selecionados por refletirem, de forma direta, o estado
metabolico, energético, renal e proteico dos animais, constituindo indicadores
sensiveis as variacdes ambientais, nutricionais e de manejo presentes nos biotérios
de origem (Melo et al., 2012).
A andlise conjunta desses parametros permite evidenciar tanto padrdes de
heterogeneidade quanto eventuais tendéncias regionais, ressaltando discrepancias
significativas entre os valores reportados em estudos conduzidos na Regiao Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul. Além disso, a presenc¢a de dados ausentes
(ND) em determinadas regides evidencia lacunas metodoldgicas recorrentes na
literatura, as quais limitam a comparabilidade inter-regional e reforcam a necessidade
de maior rigor na padronizacdo de protocolos analiticos e na descricdo dos
parametros basais (Percie du sert et al., 2020). Dessa forma, esta tabela constitui o

eixo orientador da discussdo subsequente, voltada a compreenséo da influéncia de
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fatores extrinsecos e intrinsecos sobre o perfil bioquimico dos ratos Wistar e suas

implicacdes para a reprodutibilidade cientifica.

Tabela 2 - Comparativo de parametros bioquimicos médios de ratos Wistar (Grupo
Controle) reportados nas cinco macrorregides brasileiras.

Parametro Norte Nordeste Centro- Sudeste Sul
(AM)? (PB)? Oeste (GO)3 (ES)* (RS)®
Glicose (mg/dL) 140,0 143,7 173,5 ND 216,0
Colesterol
(mg/dL) 95,0 60,5 64,0 46,5 ND
Triglicerideos
(mg/dL) 60,0 80,5 78,9 ND ND
Creatinina
(mg/dL) ND 0,42 0,50 ND 0,31
Proteinas Totais 45 595 6.0 6.15 6.55
(g/dL)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Dados extraidos de: 1 Souza et al. (2014); 2
Oliveira et al. (2021); 3 Gongalves et al. (2017); 4 Carvalho et al. (2009) e 5 Orlandini
(2012). Nota: ND = Dado néo disponivel no estudo original. Os valores referentes a
Regido Norte foram estimados a partir da representacéo grafica apresentada pelos
autores originais.

Com base nos dados apresentados na tabela, observa-se uma expressiva
variabilidade nos parametros bioquimicos avaliados em ratos Wistar entre diferentes
regides do Brasil, 0 que ja evidencia uma auséncia de padronizacéo consistente entre
os estudos. No caso da glicose, por exemplo, ha valores de 140,0 mg/dL na regido
Norte (AM) e 143,7 mg/dL no Nordeste (PB), enquanto no Centro-Oeste (GO) este
valor aumenta para 173,5 mg/dL e atinge o valor mais elevado no Sul (RS), com 216,0
mg/dL. Essa diferenca de mais de 70 mg/dL entre as regibes sugere uma variagao
significativa, que pode estar relacionada tanto a fatores ambientais (clima, manejo,
alimentacdo) quanto metodologicos (jejum, técnica de coleta ou analise) (Oliveira et
al., 2021).
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O colesterol também apresenta uma amplitude consideravel, variando de 95,0 mg/dL
no Norte para apenas 46,5 mg/dL no Sudeste (ES), quase metade do valor observado
na regido Norte. J& no Nordeste (60,5 mg/dL) e no Centro-Oeste (64,0 mg/dL), os
valores apresentam certa proximidade, mas ainda assim indicam heterogeneidade. A
auséncia de dados (ND) na regido Sul compromete a comparacdo completa e
evidencia uma fragilidade frequente em estudos experimentais: a incompletude de
dados, que dificulta meta-andlises e avaliagdes mais robustas (Percie du sert et al.,
2020).

Os niveis de triglicerideos também reforcam essa variabilidade, variando de 60,0
mg/dL no Norte a 80,5 mg/dL no Nordeste e 78,9 mg/dL no Centro-Oeste, porém com
auséncia de dados no Sudeste e Sul. Este padrao de “dados faltantes” se repete em
outros parametros, como a creatinina, que apresenta valores apenas no Nordeste
(0,42 mg/dL), Centro-Oeste (0,50 mg/dL) e Sul (0,31 mg/dL), impedindo uma anélise
comparativa nacional adequada. Além disso, mesmo entre os valores disponiveis,
observa-se uma diferenca de aproximadamente 38% entre 0 maior e 0 menor valor
de creatinina, o que pode comprometer a interpretacdo de funcdo renal em estudos

comparativos (Sganzerla et al., 2020).

Por outro lado, as proteinas totais apresentam um perfil mais homogéneo em
comparacao aos demais parametros, variando de 4,5 g/dL no Norte a 6,55 g/dL no
Sul. Ainda assim, essa diferenca de mais de 2 g/dL ndo é desprezivel, especialmente
em estudos metabdlicos, nutricionais ou toxicolégicos, nos quais pequenas variacées
podem influenciar significativamente os resultados experimentais (Melo et al., 2012).
De forma critica, essa tabela deixa evidente que, mesmo utilizando a mesma linhagem
(Wistar), os parametros fisioldgicos podem variar amplamente conforme a regido, o
biotério de origem, o0 manejo, a dieta e os protocolos experimentais empregados. I1Sso
reforca a problemética central do seu estudo: a falta de padronizacdo nacional
contribui diretamente para a crise de reprodutibilidade em pesquisas com modelos
animais no Brasil. A inconsisténcia e a auséncia de dados em determinadas regides
ainda agravam esse cenario, apontando para a necessidade urgente de diretrizes
mais rigorosas e de maior transparéncia metodolégica nos estudos envolvendo

animais de laboratorio (Carneiro et al., 2020).
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A Variabilidade Metabolica: Influéncia Nutricional, Anestésica e Cronobiologica

A Tabela 3 apresenta valores de trés parametros metabdlicos essenciais (glicose,
triglicerideos e colesterol total) obtidos em ratos Wistar provenientes de diferentes
contextos experimentais no Brasil. Os dados incluem uma amostra da Regido Norte
submetida a uma intervencao nutricional especifical e duas amostras independentes
da Regido Nordeste, referentes aos anos de 20182 e 20213, provenientes da mesma
instituicdo. A analise comparativa desses dados revela que a estabilidade metabdlica
da linhagem é altamente suscetivel ndo apenas a dieta, mas fundamentalmente ao

protocolo de anestesia e coleta.

No que tange ao perfil lipidico, a composicdo da dieta oferecida nos biotérios
demonstrou ser um determinante primario. No estudo realizado na Regido Norte,
Souza et al. (2014) evidenciaram que a introducdo de uma dieta enriquecida com
peixes da bacia amazbnica foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
triacilglicerois (60,0 mg/dL) e alterar as fracdes de colesterol em comparacéo a dieta
padrdo. Em contrapartida, no Nordeste, observa-se uma flutuacdo nos triglicerideos
entre 2018 (64,49 mg/dL) e 2021 (80,48 mg/dL), um aumento de aproximadamente
25% que sugere alteracdes na composi¢cao da racdo comercial ou no manejo ao longo
do tempo. Esse achado reforca que a padronizacédo limitada apenas ao "tipo" de racéo
comercial ndo é suficiente para garantir a homogeneidade metabdlica (Souza et al.,
2014; Oliveira et al., 2021).

Entretanto, as discrepancias mais alarmantes residem na glicemia, onde os valores
divergem drasticamente entre grupos que deveriam ser fisiologicamente semelhantes.
Enquanto a Regido Norte apresentou uma média de 140,0 mg/dL e o estudo do
Nordeste de 2021 registrou 143,71 mg/dL, o estudo conduzido nha mesma regido em
2018 reportou uma glicemia média de 245,13 mg/dL, um valor compativel com
diabetes experimental, mas observado em animais controle. Essa variacdo superior a
70% nédo encontra respaldo na biologia do animal, sendo melhor explicada pelo viés

farmacoldgico imposto pelo protocolo anestésico.

Conforme alertam Lima et al., (2014), a escolha do anestésico interfere drasticamente

nos resultados metabdlicos. O uso da associagao Xilazina/Cetamina (frequentemente
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utilizada em protocolos como o de Roberto et al., (2018) € conhecido por induzir
hiperglicemia transitoria severa através da inibicdo da secrecao de insulina, mediada
por receptores alfa-2 adrenérgicos nas ilhotas pancreaticas. Em contraste, protocolos
que utilizam barbitdricos (como o Pentobarbital, citado por Dantas et al., 2006) ou
anestésicos volateis tendem a preservar valores mais proximos do basal (cerca de
108-110 mg/dL). Adicionalmente, a falta de padronizacdo do horario da coleta
(Zeitgeber time) agrava esse cenario, pois ignora o ritmo circadiano da glicose descrito
por Kalsbeek et al. (2014). Portanto, conclui-se que a "glicemia normal" do rato Wistar
brasileiro muitas vezes é um artefato técnico decorrente do anestésico e do horario

escolhido, distorcendo a realidade fisiolégica do modelo.

Tabela 3 - Variabilidade dos parametros bioquimicos (média) de ratos Wistar
associada a fatores nutricionais, anestésicos e temporais.

Parametro Regido Norte (Dieta | Regido Nordeste | Regido Nordeste
(mg/dL) Regional)? (Ano 2018)? (Ano 2021)3
Glicose 140,0 245,13 143,71

Triglicerideos 60,0 64,49 80,48
Colesterol Total 95,0 54,69 60,54

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Nota: O valor elevado de glicose no estudo de
2018 sugere influéncia de hiperglicemia induzida por anestésicos (agonistas alfa-2
adrenérgicos) ou estresse agudo na coleta, divergindo do padréo fisiolégico da
linhagem. Legenda: * Dieta enriquecida com pescado regional (SOUZA et al., 2014);
2 Dieta comercial padrdo (ROBERTO et al.,, 2018);  Dieta comercial padrao
(OLIVEIRA et al., 2021).

O Impacto do Ambiente: Amonia e Ruido

A exposicdo a agentes quimicos e fisicos presentes no ambiente de biotérios,
especialmente em condi¢cdes de manejo inadequado, constitui um viés experimental
frequentemente negligenciado nas analises de variabilidade fisiologica. Entre esses
agentes, a amonia, resultante da decomposicdo de excretas em condicbes de

ventilagdo insuficiente, destaca-se como um importante modulador do estresse
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fisiologico e da funcdo organica em ratos (Costa et al, 2021).
Dessa forma, a Tabela 4 apresenta uma comparacao entre parametros bioquimicos
de ratos Wistar mantidos em ambiente controle (limpo e ventilado) e aqueles expostos
a uma concentragcdo aproximada de 90 ppm de amdnia durante um periodo de cinco
dias, com o objetivo de evidenciar o impacto direto desse fator ambiental sobre

indicadores metabdlicos e renais.

Tabela 4 — Impacto da exposi¢cdo ambiental & amonia (~90 ppm) sobre parametros
bioguimicos em ratos Wistar apds 5 dias de exposicao.

A Grupo Controle Grupq EpEsi Variacao
Parametro : . (Ambiente com
(Ambiente Limpo) . (%)
Amonia)
Creatinina 0
(mg/dL) 0,31 0,38 +22,5%
Glicose (mg/dL) 216,0 231,0 +6,9%
Fosfatase 0
Alcalina (U/L) 222,0 236,0 +6,3%

Fonte: Adaptado de Orlandini (2012). Nota: Os valores representam as médias
obtidas. A elevacao da creatinina e da glicose no Grupo Exposto apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao Grupo Controle no estudo
original, confirmando a interferéncia do estresse ambiental (aménia) na bioquimica
sérica.

Os resultados apresentados corroboram a premissa de que o ambiente fisico do
biotério atua como um "agente invisivel', capaz de alterar significativamente a
fisiologia animal. Na Regidao Sul, Orlandini (2012) comprovou que a ventilagéo
inadequada, levando ao acumulo de amobnia (concentragdo média de 90 ppm),
resultou em aumento significativo nos niveis de creatinina (=22,5%) e glicose (=6,9%),
além de alteragbes na atividade de enzimas hepéticas, incluindo a gama-
glutamiltransferase (GGT), nos animais expostos. Esses dados sugerem que
alteracdes na funcao renal e metabolica observadas em grupos controle podem néo
representar necessariamente processos patologicos intrinsecos, mas sim refletir
condicbes subltimas de higiene das gaiolas e qualidade do ar.

7

Somado ao estresse quimico, 0 estresse fisico sonoro é frequentemente
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negligenciado. Archana (2013) demonstrou que a exposi¢cao crénica ao ruido atua
como um potente estressor que, diferentemente do estresse agudo, desencadeia uma
desregulacédo do eixo neuroenddécrino caracterizada pela supressdo dos niveis de
corticosterona plasmatica. Esse estado promove imunomodulacdo negativa,
evidenciada pela reducdo da contagem de neutrofilos e do titulo de anticorpos.
Considerando que nenhum dos estudos regionais revisados apresentou
monitoramento de decibéis nas salas de experimentacdo, sugere-se que parte da
variabilidade leucocitéria observada, como a diferenca entre os leucdcitos totais em
Goias (9.700/uL) e na Paraiba (7.030/uL), possa estar associada a diferentes niveis

de estresse ambiental ndo controlados.
Analise do perfil hematoldgico

A Tabela 5 retne os principais parametros do perfil hematolégico de ratos Wistar
oriundos de diferentes regides do Brasil, evidenciando variacdes relevantes nas séries
vermelha e branca entre os estudos analisados. Foram comparados os valores de
hemécias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e leucdcitos,
permitindo uma avaliacdo integrada do estado hematoldgico e de possiveis respostas
adaptativas ou patoldgicas associadas a fatores ambientais, nutricionais, sanitarios e

metodoldgicos (Melo et al., 2012).

A heterogeneidade observada entre as regides reforca a hipotese central deste
estudo, segundo a qual a auséncia de padronizacdo rigorosa nos biotérios e nos
protocolos analiticos contribui de forma significativa para a variabilidade dos dados,
comprometendo a comparabilidade entre experimentos e a reprodutibilidade dos
achados cientificos envolvidos em pesquisas que utilizam essa linhagem como

modelo biolégico (Carneiro et al., 2020).

Tabela 5 - Comparativo de parametros hematoldgicos médios de ratos Wistar (Grupo
Controle) reportados nas cinco macrorregides brasileiras.

Parametro Norte Nordeste Centro- Sudeste Sul
(AM)* (PB)? Oeste (GO)? (ES)* (RS)®
Hemacias
($1076$/pL) 7,80 7,49 8,82 5,73 8,63
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Hemoglobina 14.10 13.77 15.26 12.83 14.60
(g/dL)
Hematécrito (%) | 40,00 42,74 44,75 43,59 46,20
VCM (fL) ND 57,12 50,94 80,74 54.10
Leucodcitos
G107 38/L) ND 7.03 9,70 8,52 6,36

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Dados extraidos de: 1 Souza et al. (2014); 2
Oliveira et al. (2021); 3 Goncalves et al. (2017); 4 Carvalho et al. (2009) e 5 Orlandini
(2012). Nota: ND = Dado néo disponivel no estudo original. Os valores referentes a
Regido Norte foram estimados a partir da representacéo grafica apresentada pelos
autores originais. VCM = Volume Corpuscular Médio.

Na série vermelha, observa-se que a contagem de hemacias variou de 5,73 x 10%/uL
(Sudeste — ES) a 8,82 x 10°/uL (Centro-Oeste — GO), representando uma diferenca
de mais de 50% entre os extremos, uma variacdo biologicamente relevante e
dificilmente justificavel apenas por variacdo individual ou genética dentro de uma
mesma linhagem. Valores reduzidos, como os observados no Sudeste, podem refletir
anemia subclinica, deficiéncias nutricionais, estresse oxidativo ou erros pré-analiticos

(hemdlise, diluicdo inadequada) (Melo et al., 2012).

Para ratos Wistar saudaveis, um estudo recente reporta valores tipicos de RBC entre
6,71 e 8,62 x 10°/uL, hemoglobina (HGB) entre 12,64 e 16,06 g/dL, hematocrito (HCT)
entre ~39-50%, e VCM (MCV) na faixa de ~51,8 a 63,9 fL (Patel et al., 2024). Assim,
os valores de hemacias e hemoglobina de algumas regides brasileiras se distanciam
dessas referéncias, reforcando a possibilidade de vieses ou condi¢bes subdtimas.
De fato, o dado mais discrepante refere-se ao VCM reportado para a Regido Sudeste
(80,74 fL), que €é muito superior a faixa esperada para Wistar adultos
(aproximadamente 52-63,9 fL), conforme citado acima (Patel et al., 2024).
Esse desvio sugere fortemente erro metodologico, seja por uso de equipamentos nao
calibrados para roedores, falhas na técnica manual ou interferéncias pré-analiticas

(codgulos, hemdlise parcial, incorreta diluicdo), comprometendo a confiabilidade dos
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resultados e potencialmente induzindo interpretacdes equivocadas, como macrocitose

Ou anemia regenerativa.

Quanto a série branca, a contagem de leucdcitos variou de 6,36 x 103/uL (Sul) a 9,70
x 103/uL (Centro-Oeste), faixa que se aproxima, ainda que de forma heterogénea, das
referéncias descritas para Wistar (= 5,10-9,55 x 10%/puL para machos adultos) (Patel
et al., 2024).

Se por um lado esse dado pode estar dentro dos limites de normalidade, a amplitude
entre extremos regionais e a falta de padronizacdo de variaveis ambientais ou de
manejo (como densidade, ventilacdo, estresse, sanidade) indicam que essa
variabilidade ndo deve ser interpretada como mera variabilidade biol6gica
espontanea, mas como reflexo potencial de fatores extrinsecos (Costa et al., 2021).
Além disso, a literatura enfatiza que valores de referéncia ideais para ratos Wistar
dependem de critérios como biotério, dieta, linhagem, sexo, idade e metodologia de
coleta e analise (Melo et al.,, 2012). Assim, os dados nacionais apresentam nao
apenas variacdo quantitativa, mas falta de consisténcia metodolégica, o que
compromete a comparabilidade entre estudos e evidencia a importancia de

desenvolver valores de referéncia localmente validados.

Dessa forma, a analise integrada dos dados da Tabela 5, combinada com as
referéncias internacionais e nacionais recentes, demonstra que 0s parametros
hematolégicos de ratos Wistar no Brasil ndo seguem um padrdo homogéneo de
normalidade fisiolégica. Isso reforca que os valores usados como “normais” em
diferentes biotérios devem ser interpretados com cautela e que a padronizacdo de
protocolos e a geracdo de valores de referéncia contextuais sdo essenciais para a
reprodutibilidade e a validade dos estudos pré-clinicos no pais (Sganzerla et al.,
2020).

Vieses metodologicos na hematologia

A discrepancia observada entre os parametros hematologicos das diferentes regioes
evidéncia, de forma clara, o impacto da variabilidade metodol6gica sobre a
confiabilidade dos resultados. No estudo conduzido na Regido Sudeste, Carvalho et

al. (2009) relataram um Volume Corpuscular Médio (VCM) de 80,74 fL, valor que
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extrapola de maneira significativa a faixa fisiologica reconhecida para ratos Wistar,
usualmente situada entre 50 e 60 fL. Tal achado, biologicamente implausivel para a
espécie, sugere de modo contundente a ocorréncia de erro pré-analitico (como
hemdlise, diluicdo inadequada ou amostra coagulada), erro de calibragcdo do
equipamento, ou ainda o uso de uma metodologia manual n&do validada (Melo et al.,
2012).

Além disso, diferencas expressivas podem ser atribuidas a tecnologia empregada na
contagem celular. Enquanto alguns estudos utilizaram métodos manuais, baseados
em microscopia Optica, outros recorreram a analisadores hematologicos
automatizados, que, quando néo calibrados especificamente para espécies murinas,
tendem a superestimar ou subestimar determinados parametros, sobretudo o VCM e
a contagem diferencial de leucécitos (Parasuraman et al.,, 2010). Nesse contexto,
Sganzerla et al. (2020), na Regido Sul, destacam que a contagem de leucdcitos, em
especial dos neutrofilos, € uma das mais suscetiveis a variabilidade interobservador,

em funcéo da subjetividade morfologica e da dependéncia da experiéncia do analista.

Adicionalmente, fatores biolégicos e ambientais podem potencializar tais diferencas.
A presenca de estressores ambientais, quadros inflamatérios subclinicos, diferencas
sanitarias entre col6nias e até mesmo o manejo dos animais durante a contengdo para
coleta sdo capazes de alterar rapidamente a mobilizacdo leucocitaria e a dindmica
eritropoiética (Archana, 2013). Isso pode explicar, ao menos em parte, a amplitude
dos valores de leucécitos totais observados, que variaram de 6,36x103/uL (Sul) a
9,70x103%/uL (Centro-Oeste), bem como as oscila¢cdes nas contagens de hemacias e

niveis de hemoglobina entre as regifes analisadas.

Dessa forma, torna-se evidente que a auséncia de uma padronizacdo nacional dos
protocolos hematoldgicos para roedores de laboratério, incluindo método de coleta,
tipo de anticoagulante, tempo entre coleta e analise e validacdo dos equipamentos,
constitui um fator critico de viés. Essa inconsisténcia compromete nao apenas a
comparabilidade entre estudos, mas também a validade interna de modelos
experimentais que dependem de alteragfes hematoldgicas como desfecho primario
ou secundario, reforcando a necessidade de implementacédo de grupos controle locais

e protocolos ajustados a realidade de cada biotério (Sganzerla et al., 2020).
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Tabela 6 - Discrepancias nos parametros hematolégicos entre biotérios brasileiros
associadas a variagdes metodoldgicas e sanitarias.

Parametro Sudeste Sul Centro-Oeste
(Manual/Erro)1 (Automatizado)2 (Imunidade)3
VCM (fL) 80,74 52,60 50,94
Leucocitos
Totais (/uL) 8.522 6.300 9.700
Linfocitos (%) 43,41% 76,20% 70,00%

Fonte: Elaborado pelo autor (2025), com dados de Carvalho et al. (2009), Sganzerla
et al. (2020) e Goncalves et al. (2017). Nota: O Volume Corpuscular Médio (VCM) de
80,74 fL reportado na Regido Sudeste destoa do intervalo de referéncia fisioldgico
para a espécie (50-60 fL), sugerindo viés analitico (calibracdo de equipamento ou
método manual) em contraste com os métodos automatizados utilizados nas regides
Sul e Centro-Oeste.

O viés do sedentarismo e do empobrecimento ambiental sobre parametros

bioquimicos e hematologicos.

O modelo tradicional de alojamento em biotérios, caracterizado por gaiolas de
pequenas dimensdes, auséncia de estimulos sensdrio-motores e baixa complexidade
ambiental, induz um perfil comportamental marcadamente sedentario, com
importantes repercussdes metabdlicas e hematoldgicas. Nessas condi¢cdes, 0s
animais apresentam reducdo do gasto energético basal, menor estimulo a
neuroplasticidade e alterac6es adaptativas no metabolismo de carboidratos e lipidios,
configurando um viés fisiologico frequentemente negligenciado na interpretacdo de

valores de referéncia (Balcombe, 2006).

Vieira et al. (2015) demonstraram que ratos mantidos em ambiente enriquecido,
contendo rodas de exercicio, tuneis e objetos manipulaveis, exibiram menor ganho de
peso corporal, melhora da composi¢cdo corporal e aumento significativo da massa
encefalica quando comparados aos animais alojados em caixas convencionais. Esses
achados indicam maior atividade metabdlica e melhor regulagdo neuroenddécrina nos

animais expostos a estimulos ambientais adequados. Em contraste, o alojamento
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convencional favorece a instalacdo de resisténcia insulinica, dislipidemias e
alteracdes no metabolismo hepatico, o que pode explicar, ao menos em parte, as
elevacoes recorrentes de glicemia, colesterol e triglicerideos descritas em diversos
estudos nacionais (Vieira et al., 2015).

Do ponto de vista hematoldgico, o sedentarismo e o estresse crénico de ambientes
empobrecidos também impactam diretamente os perfis leucocitarios e eritrocitarios. A
restricdo de movimento, aliada ao estresse ambiental, estimula a ativacao persistente
do eixo hipotdlamo-hipoéfise-adrenal (HHA), elevando a liberag&o de corticosterona, a
qual esta associada a linfopenia relativa, aumento proporcional de neutrofilos e
possivel reducdo na variabilidade dos leucdcitos totais (alteracdes tipicamente
observadas em condi¢des de estresse cronico de baixa intensidade). Dessa forma,
parte das divergéncias encontradas entre contagem de leucdcitos, relagdo
neutrofilo/linfécito e variabilidade eritrocitaria entre diferentes biotérios pode refletir
muito mais o padrdo ambiental do que diferencas bioldgicas intrinsecas a populacao
estudada (Balcombe, 2006).

Além disso, a auséncia de enriguecimento ambiental compromete a oxigenacao
tecidual e o estimulo eritropoiético regular, podendo influenciar valores como
hemoglobina, hematécrito e volume corpuscular médio (VCM). Em cenarios de maior
atividade fisica, como observado em biotérios modernos e em sistemas enriguecidos,
essa estimulacao fisiolégica tende a produzir perfis hematoldgicos mais estaveis e
eficientes, reforcando a ideia de que parametros de referéncia obtidos em ambientes
empobrecidos podem néo refletir a real homeostase do animal em condi¢des ideais

de bem-estar.

Dessa forma, torna-se evidente que grande parte dos valores bioquimicos e
hematoldgicos disponiveis na literatura nacional ndo representa um animal
fisiologicamente “normal”’, mas sim um modelo condicionado ao sedentarismo e a
limitacdo ambiental. Essa constatacdo impde uma reflexdo critica sobre a validade
externa desses parametros, sobretudo diante do avanco das diretrizes internacionais
de bem-estar animal, que preconizam o enriquecimento ambiental como requisito
basico para a producdo de dados mais fidedignos e translacionalmente relevantes
(Brasil, 2023).
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Conclusao

A presente revisao evidenciou de forma consistente uma variabilidade significativa e
sistematica nos parametros hematologicos e bioquimicos (e, quando relatados,
imunologicos) de ratos da linhagem Wistar mantidos em biotérios brasileiros. Essa
variabilidade mostrou-se fortemente associada a fatores ambientais, nutricionais,
sanitarios e metodologicos, preponderando sobre as diferencas genéticas intrinsecas
a linhagem. Os dados compilados demonstraram discrepancias expressivas entre as
diferentes regides do pais, incluindo contagens de hemacias e concentracdes de
hemoglobina fora das faixas de referéncia internacionais, valores aberrantes de
volume corpuscular médio (VCM), amplas oscilagbes em parametros metabdlicos,

como glicemia e lipidemia, e a auséncia de dados cruciais em diversos estudos.

Essas inconsisténcias comprometem a validade interna dos experimentos, uma vez
que valores classificados como normais para animais controle podem, na realidade,
refletir condicdes subdtimas de criagéo, estresse cronico, deficiéncias nutricionais,
infeccbes  subclinicas ou  falhas nos  procedimentos  pré-analiticos.
Consequentemente, afetam a validade externa e a comparabilidade entre estudos,
pilares fundamentais para a reprodutibilidade e a confiabilidade cientifica na pesquisa
pré-clinica, especialmente considerando o uso disseminado do rato Wistar como

modelo biolégico.

A adocdo acritica de valores de referéncia universais, desconsiderando as
particularidades regionais, estruturais e de manejo dos biotérios brasileiros, mostra-
se inadequada e potencialmente geradora de interpretacdes equivocadas sobre
efeitos farmacoldgicos e toxicolégicos. Diante desse cendrio, torna-se evidente a
necessidade urgente de estabelecimento de diretrizes nacionais de padronizacéo, que
contemplem o controle rigoroso das condi¢cdes de manejo, incluindo dieta, densidade
populacional, ventilacdo, controle sanitario e enriquecimento ambiental.
Faz-se necesséaria a utilizagdo mandatéria de grupos controle contemporaneos,

provenientes da mesma colonia e submetidos as mesmas condigbes experimentais.

E imperativa a padronizacdo dos procedimentos de coleta e andlise laboratorial,
considerando o tipo de anticoagulante, o tempo entre coleta e processamento e,

fundamentalmente, a calibracdo de equipamentos especificos para a espécie murina.



39

Além disso, o detalhamento metodoldgico nos estudos publicados deve ser rigoroso,
incluindo informagfGes essenciais como origem dos animais, historico sanitario,
condic¢des de alojamento, regime de luz, tempo de jejum e horario da coleta (Zeitgeber

time).

Reconhece-se, como limitacdo desta revisdo, a dependéncia da literatura existente,
por vezes caracterizada por descricbes metodolégicas incompletas. Contudo, isso
reforca a necessidade de investigagcbes futuras multicéntricas que integrem
parametros hematologicos, bioquimicos e indicadores de estresse oxidativo.
Em sintese, os achados demonstram que a estabilidade fisiolégica de ratos Wistar
utilizados em pesquisa no Brasil ndo pode ser presumida, mas deve ser
cuidadosamente monitorada e padronizada. Esse rigor configura um requisito
indispensavel para a producdo de conhecimento cientifico confiavel, reprodutivel e

eticamente responsavel no ambito da pesquisa pré-clinica nacional.
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