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RESUMO

Calomys callosus ¢ uma espécie de roedor pertencente a familia Cricetidae. Os membros do
género Calomys sdo animais nativos da América do Sul e possuem ampla distribui¢dao
geografica na regido. Em cativeiro, este roedor pode ser considerado de facil manuseio, com
alta reprodutividade durante o ano todo e, ndo demanda grande espaco fisico. Devido a sua boa
adaptacdo ao ambiente laboratorial, o C. callosus apresenta-se como um modelo experimental
animal promissor para estudos envolvendo agentes etiologicos de interesse para a saude
humana. Enquanto modelo experimental, o roedor apresentou dados favoraveis a sua utiliza¢ao
em estudos a respeito de interagdes parasito-hospedeiro para Schistosoma mansoni, Leishmania
infantum, Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi. Ainda que este modelo experimental
apresente vantagens de manuseio, criagdo € manuten¢ao em cativeiro, sao escassos na literatura
estudos que visem caracteriza-lo. O intuito do presente estudo é caracterizar o intervalo dos
parametros de referéncia para sete analitos bioquimicos (glicose, ureia, creatinina, AST, ALT,
fosfatase alcalina, gama GT) bem como para o hemograma (leucograma, plaquetograma e
eritrograma) em individuos adultos saudaveis de C. callosus de ambos os géneros. Os testes
foram realizados de forma semi-automatizada, a partir dos equipamentos BIO - 2000 da marca
Bioplus® e o analisador hematoldgico celular automatico Hematoclin 2.8 Vet (Bioclin®). Os
resultados obtidos foram compilados em forma de tabela, a fim de demonstrar os intervalos dos
parametros hematologicos e bioquimicos obtidos de individuos saudaveis de C. callosus para
ambos os géneros. Os dados apresentados neste trabalho, podem contribuir de forma e ampliar
a utilizagdo deste roedor como modelo de experimentacdo animal. Além disso, a caracterizagao
deste modelo experimental pode servir de arcabougo para estudos posteriores e auxiliar no
entendimento de processos fisiopatologicos e para o desenvolvimento de medidas profilacticas

e terap€uticas de patologias infecciosas de interesse humano.

Palavras-chave: Calomys callosus, modelo de experimentagdo animal, parametros

hematologicos, pardmetros bioquimicos.



ABSTRACT

Calomys callosus is a species of rodent belonging to the family Cricetidae. Members of the
genus Calomys are native to South America and have a wide geographic distribution in the
region. This rodent can be considered easy to handle in laboratory, with high reproductivity
throughout the year and does not require large physical space. Due to its good adaptation to the
laboratory environment, C. callosus is a promising experimental animal model for studies
involving etiological agents of interest to human health. As an experimental model, this rodent
has presented favorable data for its use in studies on parasite-host interactions for Schistosoma
mansoni, Leishmania infantum, Toxoplasma gondii and Trypanosoma cruzi. Although this
experimental model has advantages in handling, creation and maintenance, studies to
characterize it are scarce in the literature. The purpose of the present study was to characterize
the range of reference parameters for seven biochemical analytes (glucose, urea, creatinine,
AST, ALT, alkaline phosphatase, gamma GT) as well as for the hematological parameters
(leucogram, plateletogram and erythrogram) in healthy adult individuals of C. callosus of both
genders. The tests were performed in a semi-automated way, using the Bioplus® BIO - 2000
equipment and the Hematoclin 2.8 Vet automatic cell hematology analyzer (Bioclin®). The
results obtained were compiled in a table in order to demonstrate the ranges of the
hematological and biochemical parameters obtained from healthy individuals of C. callosus for
both genders. The data presented in this study may contribute to the use of this rodent as a
model of animal experimentation. Furthermore, the characterization of this experimental model
may contribute for further studies and create a better understanding of pathophysiological
processes of this experimental model as well as help the development of prophylactic and

therapeutic measures for infectious pathologies of human interest.

Keywords: Calomys callosus, animal experimental model, hematological parameters,

biochemical parameters.
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1 INTRODUCAO

O emprego de modelos animais na experimentagdo para investigacao cientifica ¢ uma
pratica secular cujos primeiros registros remontam a Grécia antiga, € que perdura até os dias
atuais, estabelecendo uma das principais fontes para obten¢do de dados biologicos
(ANDERSEN, 2017). Ainda que o nimero de pesquisas que utilizam os modelos in vitro
apresente uma consideravel ascensao nos ultimos anos, os modelos experimentais in vivo ainda
sao os mais utilizados como base das pesquisas em ciéncias biomédicas, pois mimetizam
condi¢des fisioldgicas e fisiopatologicas em seres humanos através dos mais diversos animais
de laboratorio (LIMA, 2014).

Estudos prévios mostraram que Calomys callosus ¢ um roedor de facil manuseio, com
alta reprodutividade durante todo o ano, possui boa adaptagao ao ambiente laboratorial e sua
manuten¢do nao requer grandes custos financeiros ou extenso espaco fisico (MELLO, 1988).

C. callosus apresenta-se como um modelo experimental de grande relevancia para o
entendimento da fisiopatologia de diversas doengas infecciosas causadas por parasitos de
diferentes géneros e espécies, contribuindo assim para o desenvolvimento de medidas
profilaticas e terapéuticas (ROSA, 2022). Além disso, trabalhos anteriores reportam que o
roedor é susceptivel a infec¢do natural pelo virus Machupo, agente etiologico de febres
hemorragicas humanas, principalmente nas Américas Central e do Sul (JOHNSON, 1965). Os
resultados de trabalhos anteriores a respeito da susceptibilidade do C. callosus a infecgdes
parasitarias e virais fazem deste roedor um modelo experimental animal alternativo
extremamente promissor, uma vez que mostram a capacidade deste roedor em reproduzir
condi¢des patologicas causadas por agentes etiologicos que também infectam seres humanos
(MELLO, 1984).

E importante ressaltar que o C. callosus foi introduzido como modelo de
experimentacdo pela primeira vez por Petter e al. em 1967 e, desde entdo, a biologia,
comportamento e anatomia de C. Callosus sdao bem descritos na literatura, uma vez que a
espécie foi estabelecida em laboratdrios experimentais e ¢ considerada um modelo eficaz para
ser utilizado em estudos de doencas infecciosas. Todavia, sdo escassos na literatura trabalhos
dedicados a caracterizar os pardmetros clinico-laboratoriais fisioldgicos deste animal, sendo
estes imprescindiveis para ampliar a compreensao das caracteristicas basais de um modelo

experimental animal.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacao taxonémica

O Calomys callosus (Rengger, 1830) ¢ um mamifero da ordem dos roedores (Rodentia
Bowdich, 1821) e pertence a superfamilia Muroidea a qual engloba grande parte dos ratos e
camundongos de todo o mundo e que, por sua vez, pode ser subdividida em seis familias:
Platacanthomyidae, Spalacidae, Calomyscidae, Nesomyidae, Muridae e Cricetidae. A Gltima
delas, os cricetideos, ¢ a familia que engloba todas as espécies dos chamados “ratos do novo
mundo”, ela pode ser dividida em trés subfamilias: Neotominae e Tylomyinae, as quais ocorrem
principalmente na América do Norte e a terceira, a Sigmodontinae, uma subfamilia
extremamente diversa e principalmente autdéctone a América do Sul com mais de 380 espécies
e 84 géneros estdo associados a ela. Dentre os mais de 84 géneros de sigmodontinos esta o
género Calomys (Water house, 1837) (CARLETON & MUSSER, 2005; PATTON et al., 2015).

Foram descritas 13 espécies do género Calomys, sendo elas, Calomys boliviae (Thomas,
1901), Calomys -callidus (Thomas, 1916), Calomys callosus (Rengger, 1830), Calomys
expulsus (Lund, 1841), Calomys hummelincki (Husson, 1960), Calomys laucha (Fischer,
1814), Calomys lepidus (Thomas, 1884), Calomys musculinus (Thomas, 1913), Calomys
sorellus (Thomas, 1900), Calomys tener (Winge, 1887), Calomys tocantinsi (Lima & Almeida,
2003), Calomys cerqueirai (Bonvicino, 2010) e Calomys venustus (Thomas, 1894)
(SALAZAR-BRAVO, 2015). No entanto, outros autores divergem na quantificacao de espécies
do género, Moojen (1952) considera que as espécies Calomys Tener € Calomys Expulsus seriam

sindnimas para a espécie Calomys callosus no Brasil, por exemplo.

2.2 Distribuicdo geografica

O género Calomys ¢ um dos géneros mais difundidos da fauna de roedores neotropicais.
Os membros deste género, coloquialmente conhecidos como camundongos vesper, lauchas ou
rato bolinhas, sdo animais relativamente abundantes na maioria das areas onde ocorrem. O
género tem uma distribuicdo geogréfica dispersa que € nica entre os roedores sigmodontinos.
Apenas uma das espécies, o Calomys hummelincki, habita o norte do continente Sul-americano,
a espécie ocorre na Colombia e Venezuela, além das ilhas ao longo da costa venezuelana

(Aruba, Curacao e Trinidad), todas as demais espécies do género ocorrem na por¢ao sul do
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continente, habitando os campos, savanas e regides florestais em partes do Brasil, Bolivia, Peru,
Argentina, Paraguai, Uruguai e norte do Chile. A espécie C. callosus ocorre principalmente na
regido norte da Argentina, se estendendo por praticamente todo o territorio paraguaio e
boliviano, no Brasil ele ocorre principalmente na regido Centro-oeste, com destaque para os

Estados do Mato Grosso € Mato Grosso do Sul (SALAZAR-BRAVO, 2015).

Figura 1 - Distribuicao geografica de Calomys callosus.

Fonte: Salazar-bravo (2015).

2.3  Descri¢ao morfologica

O C. callosus possui tamanho médio em relacdo as demais espécies do género, seu corpo
mede em média de aproximadamente 99 a 122mm e sua calda 78 a 110mm. Sua pelagem, no
geral, ¢ longa (ou curta, em ambientes umidos) e moderadamente esparsa, com a parte superior

de coloracao parda e muitas vezes com uma leve mistura de preto ou marrom escuro, partes
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traseira e lateral geralmente mais claras; Ventre de coloragdo esbranquicada; Contorno ocular
definido por pelos amarelados as vezes evidentes; Cauda bicolor, sendo a parte superior de cor
marrom acinzentada e parte inferior esbranquigada; Orelhas pequenas e arredondadas, variando
de 16 a 19mm, com pelagem pouco densa; Manchas pos-auriculares claras presentes; Pares de

patas de cor branca, com tufos de pelos ungueais esbranquigados; Par de patas traseiras estreito;

Presenca de 10 a 14 mamas (ANDERSON, 1997; SALAZAR-BRAVO, 2015).

Figura 2 - Aspectos morfologicos de Calomys callosus.

Fonte: Adaptado de Borges (2022).

O C. callosus possui uma estrutura craniana robusta, com a regido dorsal plana em perfil
lateral, possui rosto curto e entalhes zigomaticos profundos. Bordas anteriores das placas
zigomaticas levemente concavas, delimitando pequenos espinhos zigomaticos. As bordas da
regido supraorbital do cranio divergem posteriormente e sdo fortemente curvadas, formando
saliéncias largas em individuos totalmente maduros; A largura médio-frontal é sempre maior
que a largura maxima do rosto; Osso Interparietal bem desenvolvido; Arcos zigomaticos
convergem anteriormente; Haste alisfenoidal ausente; Forames incisivos longos, com a parte

anterior mais estreita que a posterior (HERSHKOVITZ, 1969; SALAZAR-BRAVO, 2015).

Os dentes do C. callosus seguem o padrdo das demais espécies do género (MELLO,
1988), os incisivos sdo opistodontes, sem ranhuras, com esmalte amarelado na parte frontal. Os
molares sdo braquiodontes, tetralofodontes com crista; as ctspides vestibulares e linguais se
alternam ao longo do eixo anteroposterior do dente. Os segundos molares sao menores em
relacdo aos primeiros (M1); com um formato quadrangular. Os terceiros molares, por sua vez,

tém cerca de metade do tamanho dos M2 e sdo mais arredondados (OLDS, 1988).
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24  C. callosus como modelo de experimenta¢io animal

Resultados apresentados por estudos anteriores mostraram que C. callosus representa
um modelo de experimentacdo animal efetivo para multiplas infec¢des parasitarias de ampla
distribuicdo epidemiologica e de grande interesse para a saide publica. Consequentemente,
devido a sua capacidade de mimetizar processos fisiopatoldgicos que também ocorrem em
humanos, a utilizagao deste roedor como modelo experimental animal pode contribuir para o
estudo de parasitoses relacionados a biologia parasitaria, mecanismo de infec¢cdo, evolugao
fisiopatologica da doenca, desenvolvimento de novos tratamentos e medidas profilaticas

(ROSA, 2022).

2.4.1 Toxoplasmose

Resultados de estudos prévios tém mostrado que o roedor C. callosus ¢ um modelo
experimental eficiente para investigar os mecanismos associados a infeccdo por 7. gondii,
agente etioldgico da toxoplasmose. Favoreto-Junior et al. (1998) demonstrou que o roedor ¢
altamente susceptivel a infeccdo parasitaria por 7. gondii, caracterizada por uma presenca
maciga de parasitas extracelulares na cavidade peritoneal e por uma elevada carga parasitaria
no bago, pulmao, intestino, cérebro e rim. Pereira et al. (1999) demonstrou que animais do sexo
masculino e feminino infectados oralmente com cistos de 7. gondii, tanto pela forma adquirida
quanto pela forma congénita, desenvolveram lesdes oculares severas associadas a presenca de
cistos e taquizoitos livres de 7. gondii, caracteristicas associadas a toxoplasmose ocular nas

formas adquirida e congénita.

2.4.2 Leishmaniose

Estudos realizados a partir da infec¢do por Leishmania infantum, agente etioldgico da
Leishmaniose Visceral Humana (LVH), demonstraram que ap6s 3 meses de infeccdo o C.
callosus apresentou hepato e esplenomegalia, também foi encontrada a forma amastigota do
parasito no interior de macrofagos, bem como no compartimento extracelular da medula 6ssea,

figado e bago dos animais infectados (MELLO, 1984).



13

O roedor também se demonstrou susceptivel ao desenvolvimento de Leishmaniose
Cutanea (LC), os animais apresentaram lesoes nos locais de infec¢do apos 40 dias. A presenga
do agente etiologico, Leishmania amazonensis, foi confirmada a partir de esfregagos realizados

com material biologico coletado nos locais das lesdes externas (MELLO, 1980).

2.4.3 Doenca de chagas

C. callosus tem importancia epidemiolédgica na doenca de Chagas, uma vez que ¢ um
hospedeiro natural de Trypanosoma cruzi e pode ser considerado um bom modelo experimental
de laboratorio devido a sua elevada susceptibilidade a infec¢do por 7. cruzi e a sua capacidade
de regular e parasitemia a longo prazo. A infeccdo natural de roedores do género Calomys pelo
parasito 7. cruzi foi descrita pela primeira vez por Basso et al. No ano de 1976. O parasito foi
encontrado em um Calomys musculinus, capturado na zona rural da provincia de Coérdoba,
Argentina. No Brasil, Mello e Teixeira (1977) relataram a presenca de 7. cruzi em Calomys
expulsus selvagens capturados em Formosa, no estado de Goias. Apds avaliar outros estudos,
os autores consideraram o parasita encontrado em C. callosus como sendo a espécie

Trypanosoma lewisi.

C. callosus também se demonstrou susceptivel a infec¢do por diferentes cepas de 7.
cruzi: R52, R64, R65 e M226. Apesar de diferentes resultados para grau de parasitemia e
letalidade entre as cepas, o estudo mostrou resultados positivos, concluindo que ha capacidade
infecciosa para C. Callosus independentemente da cepa, resultados que confirmam este roedor

como um bom modelo experimental para a doenca de Chagas (BORGES, 1980).

2.4.4 Esquistossomose

Um estudo comparou o periodo pré-patente de infeccdo por Schistosoma mansoni entre
camundongos da linhagem Swiss e C. callosus. Os animais foram infectados por cercarias do
parasito por via transcutanea, de modo a simular uma infec¢do transdérmica. A avaliagdo do
método coprologico mostrou que o periodo pré-patente observado em C. Callosus foi de 40
dias, os resultados demonstraram que o roedor possui um periodo pré-patente equivalente ao

do camundongo Swiss (43-44 dias), que ¢ um modelo experimental amplamente utilizado e
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consolidado para testes com este parasito. Levando-se em conta de que o periodo pré-patente
em humanos ocorre de trinta a sessenta dias apos a infec¢do, a capacidade do animal em
apresentar sinais clinicos semelhantes aos observados em casos clinicos em pacientes humanos
¢ notavel, o que demonstra sua capacidade como modelo experimental para infecgdes por

Schistosoma mansoni (MELLO, 1980).

2.5 Parametros clinico-laboratoriais

Os parametros hematologicos, bioquimicos € imunologicos sao usualmente empregados
como indicadores das caracteristicas fisioldgicas animais em resposta a alteragdes endogenas,
bem como importantes biomarcadores de diagnosticos. As alteragcdes destes pardmetros podem
indicar lesdes em orgaos ou tecidos e ainda auxiliar no sistema de criacdo das espécies, pois
estas modificagdes podem indicar infestacdes e/ou infecgdes ou ainda alteragdes no ambiente
(SHAHSAVANI, 2010). A determinagdo destes valores, quando corretamente interpretados,
pode demonstrar precisamente as condi¢des do animal no momento da amostragem (padrao
nutricional, condi¢do de doencgas, estresse devido ao cativeiro ou manejo), bem como a

qualidade do seu habitat (PEREZ et al, 2003).

Segundo a Federation of Laboratory Animal Science Associations (FELASA), a
padronizagdo de diversos pardmetros, incluindo os pardmetros bioquimicos e hematologicos,
sdo requisitos fundamentais para a reprodutibilidade em experimentacao animal com roedores.
Desse modo, ¢ fundamental que tais parametros sejam estabelecidos para as diferentes espécies
de modelos experimentais e que cada institui¢do estabele¢a o monitoramento da satide de seus

animais (NICKLAS et al., 2002).
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3 JUSTIFICATIVA

Estudos prévios mostraram que o C. callosus ¢ um roedor de facil manuseio, com alta
reprodutividade durante o ano todo, boa adaptagdo ao ambiente laboratorial e sua manutencao
ndo requer grandes custos financeiros ou extenso espaco fisico (MELLO, 1984). O animal ja se
mostrou experimentalmente susceptivel a multiplas infec¢des parasitarias, como por exemplo,
por Leishmania amazonensis, Schistosoma mansoni (MELLO, 1984), Trypanosoma cruzi

(BORGES, 1980), e Toxoplasma gondii (FAVORETO-JUNIOR et al., 1998)

Apesar dos resultados de trabalhos relacionando a utilizacao de C. Callosus como um
modelo de experimentacao animal efetivo para o estudo de doengas infecciosas de preocupacao
de saude publica, este roedor ainda ¢ subutilizado no ambito da experimentagdo cientifica. As
razdes para a subutilizacdo deste modelo podem ser diversas, deve-se levar em conta que o
animal ¢ um roedor nativo da América do Sul, em contraste com maioria dos demais roedores
utilizados para experimentagdo, que sdo provenientes do velho-mundo. Fatores como as
dificuldades relacionadas a captura e questdes legais relacionadas ao meio-ambiente,
biosseguranga, transporte, adaptacdo, quarentena e manutengcdo em cativeiro podem ser
obstaculos, mas ndo um impedimento para a utilizacdo deste modelo animal (SALAZAR-

BRAVO, 2015; ROSA, 2022).

Pouco se sabe a respeito dos parametros hematoldgicos e bioquimicos normais de
individuos saudaveis dessa espécie. O conhecimento dos diferentes pardmetros fisioldgicos e
clinico-laboratoriais ¢ um importante método de para a avaliagdo da homeostase, das alteracdes
decorrentes de processos patologicos e dos resultados obtidos através de metodologias
experimentais (ALMEIDA et al., 2008). Portanto, o intuito do presente estudo foi caracterizar
o intervalo de referéncia dos pardmetros hematologicos e bioquimicos de referéncia para
individuos saudaveis de C. callosus a fim de melhor compreendé-lo enquanto modelo

experimental animal para estudos na area das ciéncias biomédicas.

Os resultados obtidos a partir do presente estudo representam importantes avangos para
a compreensdo das caracteristicas homeostaticas dos roedores da espécie C. callosus,
contribuindo para maior utilizacdo deste modelo experimental. Ademais, os dados obtidos
podem servir como base para estudos de parasitoses relacionados ao ciclo biologico,
mecanismo de infec¢do, evolugdo fisiopatoldgica da doencga e desenvolvimento de medidas

profilécticas e terapéuticas de patologias infecciosas de interesse humano.
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4 OBJETIVO

4.1

Objetivo geral

O presente estudo visa caracterizar o intervalo dos parametros hematologicos e

bioquimicos plasmaticos para individuos adultos e saudaveis da espécie C. callosus de ambos

0s géneros.

4.2

Objetivos especificos

Determinar os valores para os parametros hematoldgicos: contagem de eritrocitos
(RBC), largura de distribuicdo dos eritrécitos (RDW), hemoglobina, hematdcrito
(HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas totais (PLT),
volume plaquetario médio (VPM) e amplitude de distribuigdo volumétrica das plaquetas
(PDW).

Determinar os valores para os pardmetros leucocitarios: contagem total e diferencial de
leucdcitos (linfocitos, neutrofilos, basofilos, eosindfilos e mondcitos).

Determinar os valores para os parametros bioquimicos plasmaticos para os analitos:

glicose, ureia, creatinina, AST, ALT, fosfatase alcalina e gama GT.
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5 METODOLOGIA

5.1 Modelo experimental

Para a realizagdo dos ensaios in vivo foram utilizados animais adultos com idade de 6
a 8 semanas, de ambos os sexos, da espécie C. callosus. Estes animais foram ofertados pela
Rede de Biotério de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). A

quantidade de animais utilizados para a quantificagdo de cada pardmetro variou entre 4 ¢ 30.

Os animais foram alojados em mini isoladores, proprios para a espécie e receberdo como
cama, maravalha de Pinus ellioti, autoclavada, posicionados em Racks ventilados. Agua eracao
foram autoclavadas na propria unidade de manuteng¢ao dos animais (REBIR/UFU) e fornecidos
sem restricao (Ad libitum). Os mesmos foram mantidos em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas

respectivamente, em sala com controle de temperatura e umidade (22°C £ 2°C/ 55% =+ 5%)).

Em todos os estudos in vivo propostos seguirdo estritamente as normas vigentes
estabelecidas pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Uberlandia e cumprirdo todas as exigéncias da “Lei Arouca” (Lei 11.794, de 08.10.2008).
Protocolo da Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA-UFU): A001/22.

5.2 Estatistica

A partir dos dados obtidos através das quantificacdes dos parametros hematoldgicos e
bioquimicos das amostras, foram calculados as médias e os desvios-padrdes, bem como as

faixas de valores minimo e maximo para cada analito proposto.

A metodologia proposta para a identificagdo de outliers tem como base método de
Tukey, na qual foram definidos os limites superiores e inferiores para os quais um dado foi
considerado um outlier, utilizando o intervalo interquartil (IQR). O intervalo interquartil &
definido pela diferenca entre o primeiro (Q1) e terceiro quartil (Q3) em determinado conjunto

de dados.

Foi utilizado um fator de 1,5 sobre o IQR para determinar os limites a partir das

equacdes abaixo:
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Linf=Q1—-(1.5*IQR)
Lsup = Q3+ (1.5*IQR)

Portanto, qualquer valor obtido nas quantificagdes propostas nao contido no intervalo

(Q1>x>Q3), foi classificado como outlier NASCIMENTO et al., 2021).

5.3  Aquisicio de amostra biologica

A manipulagdo e contengdo dos animais para a obtencdo de amostra biologica foi
executada por profissional especializado e com experiéncia no procedimento de coleta de

sangue em animais de laboratorio.

Previamente ao procedimento de coleta, todos os animais foram submetidos ao processo
de anestesia inalatoria por meio de isoflurano (Isoforine®), através de aparelho digital, auto
fluxo — Bonther®. A indugdo anestésica foi executada no interior da caixa de indugdo do

aparelho. A taxa de indugdo estabelecida foi de 4% de indugao e de 2% para manutengao.

A coleta do material bioldgico foi realizada por meio de pungdo do plexo retro-orbital.
Apbs a contengdo, a pele do dorso do animal foi levemente esticada de forma a provocar uma
protrusdo do globo ocular, mantendo-o voltado para cima. Posteriormente, um tubo capilar foi
posicionado ao canto medial do olho do animal, de forma a inseri-lo abaixo do globo ocular em
um angulo entre 30 e 45 graus, o tubo entdo foi rotacionado até o recolhimento da amostra.
Foram utilizados tubos capilares heparinizados a fim de impedir o processo de coagulagdo das
amostras durante o processo de coleta. Todas as amostras foram armazenadas em microtubos
de 1,5mL previamente identificados. Foi coletado o volume sanguineo de, aproximadamente,

0,5mL por animal.

Figura 3 — Processos relacionados a coleta de sangue periférico de roedores por meio de
puncao do plexo retro-orbital.
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Fonte: Autoria propria. Imagem elaborada a partir do software Mind the Graph®.

5.4 Parametros hematolégicos

O sangue total heparinizado, utilizado para as analises hematoldgicas, foi armazenado
em microtubos de 1,5mL. Para a quantificagdo dos parametros hematologicos contagem de
eritrocitos (RBC), largura de distribuicdo dos eritrocitos (RDW), hemoglobina, hematocrito
(HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM) e plaquetas totais (PLT), volume
plaquetario médio (VPM) e amplitude de distribuicdo volumétrica das plaquetas (PDW) foi

utilizado o analisador hematoldgico celular automatico Hematoclin 2.8 Vet (Bioclin ®).

Para a realizagdo da contagem diferencial de leucocitos, foram confeccionadas laminas
a partir da técnica de extensdo sanguinea, a técnica foi executada em laminas de 26x76mm.
Posteriormente, o material foi seco e submetido a coloragdo panoptico rapido fabricado pela
marca Laborcline. A observacdo e contagem dos elementos figurados do sangue foram
realizadas com o auxilio de um microscopio optico Olympus® BX41 e objetiva de imersao
(100x), contando-se no minimo 100 células leucocitarias por lamina. A metodologia aplicada
na realizacdo da contagem diferencial destas células permitiu determinar o percentual de

linfocitos, neutrofilos, mondcitos, eosindfilos € basofilos contidos na amostra.

5.5  Parametros bioquimicos
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Para realizar a dosagem plasmatica dos analitos bioquimicos foi utilizado o volume de
cerca de 0.48 mL do sangue total coletado por meio de pun¢do do plexo retro-orbital. O sangue
foi armazenado em microtubos de 1,5mL previamente identificados e submetidos a
centrifugacdo a 3.500 rpm por 8 minutos para a obtencdo do plasma, posteriormente, as
amostras foram rapidamente congeladas a -20°C. As amostras nas quais foi identificado

visualmente grau de hemolise foram descartadas.

As andlises laboratoriais foram realizadas no Analisador bioquimico semiautomatico
modelo BIO - 2000 da marca Bioplus®. Para as dosagens dos pardmetros bioquimicos foram
utilizados kits de reagentes da marca Biocline. Todos os reagentes utilizados nos ensaios foram
conservados os entre 2 e 8°C, exceto os reagentes utilizados para a quantificag@o de creatinina,
conservado a temperatura ambiente, conforme instru¢des da fabricante. O tempo de
congelamento das amostras variou entre duas e quatro semanas, respeitando as condigdes de

estabilidade das amostras recomendadas pela Biocline.

5.5.1 Aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)

Foram preparados os reagentes de trabalho, para cada analito, de acordo com as
instrucdes da fabricante, 4 partes do Reagente N° 1 com 1 parte do Reagente N° 2, sendo eles:
Tampao Tris (pH 7,8), LDH, MDH, L-Aspartato e Azida Sdédica (Reagente N° 1 para AST);
Alfa-Cetoglutarato, NADH e Azida Sodica (reagente N° 2 para AST); Tampao Tris < 200
mmol/L (pH 7,8), LDH 2400 U/L e L-Alanina < 500 mmol/L (reagente N° 1 para ALT) e
Tampao Tris <200 mmol/L (pH 10), Alfa—Cetoglutarato < 100 mmol/L e NADH < 5 mmol/L
(reagente N° 2 para ALT).

Ap0s o preparo dos reagentes, utilizando micropipetadores manuais, foram adicionados
a tubos de ensaio de vidro 50uL das amostras para um volume de 0,5mL do reagente de
trabalho. A mistura foi incubada em banho-maria sob temperatura de 37 °C por 1 minuto. O
equipamento realizou a leitura inicial, que foi repetida apds 1, 2 e 3 minutos. Foi calculada a
média das diferencas de absorbancia por minuto (Aa/min.) e os resultados foram expressos em

U/L.

Sendo Aa do padrao ou amostra = diferenca de absorbancia entre as leituras.
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5.5.2 Creatinina

Os reagentes para o preparo do reagente de trabalho foram pipetados em tubos de ensaio
de vidro, neste foi misturado uma parte do Reagente N° 1 (Hidroxido de Sodio < 500 mmol/L
e Carbonato de S6dio < 75 mmol/L) com uma parte do Reagente N° 2 (Acido Picrico < 60
mmol/L). Posteriormente, foram pipetados 50 pL. do padrao (Creatinina 3,0 mg/dL) a um dos
tubos de ensaio, contendo 0,5 mL do reagente de trabalho, 0o mesmo processo foi realizado para
cada uma das amostras biologicas. Os tubos contendo as amostras e o reagente padrdo foram
incubadas em banho-maria sob a temperatura de 37 °C, previamente a realizacdo das leituras.
Foram medidas as absorbancias do Padrao e da Amostra em 510 nm (490 — 520nm) aos 30 ¢
90 segundos. Para a determinag¢do da concentragdo de creatinina em mg/dL, utilizou-se o

seguinte célculo:

Creatinina (mg/dl) = Aa da amostra x Concentra¢do do Padrao

Aa do Padrao

Sendo Aa do padrao ou amostra = diferenca de absorbancia entre as leituras.

5.5.3 Fosfatase Alcalina

Para a preparagdo do reagente de trabalho foram pipetadas e devidamente
homogeneizadas nove partes do Reagente N° 1 (2-Amino 2-Metil Propanol < 1,0 mol/L) para
uma parte do Reagente N° 2 (Substrato p-NFF (p-Nitrofenilfosfato) < 100 mmol/L).
Posteriomente, foram pipetados 10 pL de Amostra para 0,5 mL do Reagente de Trabalho
armazenados em tubos de ensaio de vidro e incubadas em banho-maria a 37 °C durante 1
minuto. Foi realizada a leitura inicial com repeti¢cdes apods 1, 2 e 3 minutos. Em seguida, foram
estabelecidas as médias das diferencas de absorbancia por minuto (Aa/min.). Para o calculo dos

resultados utilizou-se a seguinte equagao presente nas instrugdes da fabricante:

ALP (U/L) = Aa/min. x 2757


https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%94
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Sendo Aa do padrao ou amostra = diferenca de absorbancia entre as leituras.

5.5.4 Ureia

A concentracdo de ureia nas amostras foi estabelecida por meio de teste cinético de
tempo fixo. Foram pipetados em tubos de ensaio de vidro, 4 partes do Reagente N° 1 (Tampao)
para 1 parte do Reagente N° 2 (Reagente Enzimatico: a-Cetoglutarato < 100 mmol/L, Urease <
50 KU/L, Glutamato Desidrogenase < 5 KU/L). Posteriormente, foram pipetados 10 uL do
reagente padrdo (Ureia 70,0 mg/dL) em um dos tubos de ensaio contendo 1,0 mL reagente de
trabalho, nos demais tubos de ensaio foram pipetados 10 pL. de amostra bioldgica e misturados
a 1,0 mL do reagente de trabalho. Todos os tubos contendo as solugdes de amostra biologica-
reagente de trabalho; padrao-reagente de trabalho foram incubados em banho-maria a 37 °C
pelo tempo de 1 minuto, previamente as leituras. Foram medidas as absorbancias das amostras
aos 30 e 90 segundos. As diferencas de absorbancia (Aa) entre os 2 tempos, para padrao e

amostras, foram utilizadas para calculo dos resultados, realizados utilizando a equacao a seguir:

Ureia (mg/dL) = Aa da Amostra x 70

Aa do Padrao

Sendo Aa do padrao ou amostra = diferencga de absorbancia entre as leituras.

5.5.5 Gama-GT

Inicialmente, foi preparado o reagente de trabalho para cada amostra, a partir da mistura
de 4 partes do Reagente N° 1 (Glicil Glicina > 50 mmol/L) com 1 parte do Reagente N° 2 (Gama
Glutamil Carboxi p-Nitroanilida < 100 mmol/L). Posteriormente, foram adicionados 25 pL de
cada amostra a 0,5 mL de Reagente de Trabalho em tubos de ensaio de vidro, apds a
homogeneizagao, as solu¢des amostra-reagente de trabalho foram incubadas em banho-maria a
37°C por 1 minuto. Em seguida, foi realizada a leitura e calculadas as médias das diferengas de
absorbancia por minuto (Aa/min.). Os valores obtidos foram utilizados para o calculo dos

resultados, realizados utilizando a equagao a seguir:

Gama GT (U/L) = (Aa/min. x 2638 (Fator de Calibra¢ao)
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Sendo Aa do padrdo ou amostra = diferenca de absorbancia entre as leituras.

5.5.6 Glicose

Para a quantificagdo da glicose, foi preparado o reagente de trabalho contendo: 1,0 mL
do reagente N °l (reagente enzimatico) 5 mmol/L, Glicose Oxidase ¢ 10 puL reagente N °2
(padrdo) Glicose 100,0 mg/dL. Posteriormente, foram adicionados 10 pL. de cada amostra em
tubos de ensaio de vidro contendo 1,0 mL do reagente N °1. Todos os tubos de ensaio contendo
a mistura entre reagentes e amostras foram devidamente homogeneizados e incubados em
banho-maria a 37 °C pelo periodo de 10 minutos. Em seguida foram lidas as absorbancias do

padrdo e das amostras. Para determinar a quantificagao foi utilizada a seguinte equagao:

Glicose (mg/dL) = Absorbancia da Amostra x 100

Absorbancia do padrao

Sendo Aa do padrdao ou amostra = diferencga de absorbancia entre as leituras.



24

6 RESULTADOS

6.1  Parametros hematoldgicos

Os resultados obtidos para os intervalos de referéncia dos pardmetros hematologicos
contidos no eritogroma, plaquetograma e contagem total de células brancas estdo demonstrados
na tabela 1. Os resultados descritos para a contagem diferencial de leucdcitos estao
demonstrados na tabela 2.

Tabela 1 - Parametros hematoldgicos de C. callosus de ambos os géneros. Os valores

expressos foram expressos em média + D.P. e por faixa de valores (minimo e maximo). (n) —
numero de animais

. Machos Fémeas
Parametros Meédia + D.P. (n) Faixa Meédia + D.P. (n) Faixa

Hemacias (10pL) 8,83 = 0,54 (28) 7,65 9,79 8,44+030 (15  7,89-9,02
RDW (%) 11,98 £ 0,45 (29) 11,10-12,90  11,63£0,34(16) 11,00 — 12,20
Hemoglobina (g/dL) 1428 0,80 (30) 12401590 13,53 +£042(16) 12,70~ 14,10
Hematécrito (%) 3828+2,05(28)  3420-4140 3647+ 153(16) 33,90 38,80
VCM (fL) 43224088 (29) 41,90 -4500 42,89+ 1,08 (17) 41,30 — 44,90
HCM (pg) 16,00+£0,50 28)  15,10-1720 15834047 (17) 14,80 16,50
CHCM (g/dL) 37,00+ 092 (27)  3520-39,00  36,90+0,80(16) 35,70 — 38,50
Leucécitos (10%/uL) 5,01+ 1,67 (29) 2,70-9,10 3,83£123(15)  2,10-6,50
Plaquetas (10%/uL) 994,83 + 134,34 (30) 713,00 — 1241,00 1009,79 % 299,03 (15)352,00 — 1361,00
VPM (fL) 429 + 0,24 (29) 3,90 - 4,80 4,00+020(16) 3,70 — 4,40
PDW (%) 16,14 = 0,30 (28) 15601680 16,00+ 021 (17) 15,60 — 16,40

Tabela 2 — Contagem diferencial de leucécitos de C. callosus de ambos os géneros. Os valores
expressos foram expressos em média + D.P. e por faixa de valores (minimo € maximo). (n) —
nimero de animais

R Machos Fémeas
Parametros Média £ D.P. (n) _ Faixa Média  D.P. (n) Faixa

Neutréfilos segmentados (%) 9,72 +2.83 (30) 4,00 — 17,00 15,56 3,71 (17) 9,00 — 22,00
Neutrofilos bastonetes (%) 0,78 £ 0,94 (30) 0,00 — 3,00 0,94+ 1,00 (17)  0,00-3,00
Eosinéfilos (%) 16,61 +3,79 (30) 8,00 — 23,00 19,56 £ 6,26 (17) 9,00 — 32,00
Linfécitos (%) 65,33 +4,62 (30) 55,00—73,00 58,06+8,76 (17) 42,00— 70,00
Monécitos (%) 3,00+ 1,53 (30) 0,00 — 6,00 2,69+ 1,85(17) 0,00-28,00
Basofilos (%) 3,50 2,30 (30) 1,00 - 9,00 2,38+1,71 (17) 0,00 —4,00
Eritrocitos nucleados (%) 1,00 + 0,69 (30) 0,00 - 2,00 0,81 1,11 (17)  0,00-3,00
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Figura 4 - Células leucocitarias de C. callosus. (A) neutrofilo segmentado, (B) basoéfilo, (C)

mondcito, (D) eosindfilo, (E) linfécito, (F) neutrdfilo bastonete identificados em esfregacos

sanguineos de C. callosus, corados por panoptico rapido e observados em objetiva de imersao

Fonte: Autoria propria.

6.2  Parametros bioquimicos

Os resultados obtidos para os intervalos de referéncia dos parametros bioquimicos

plasmaticos quantificados estdao descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Parametros bioquimicos de C. callosus de ambos os géneros. Os valores expressos
foram expressos em média + D.P. e por faixa de valores (minimo e maximo). (n) —nimero de

animais.

cdiat D.P. : cdia < D.P. :
Parametros (Unid.) Medll\z’llaclll)of ™ i’?:c(ﬁos Med?ém]e)af ™ EZﬁ:as
TGO / AST (U/L) 61,13 £ 23,08 (26) 23,11 -121,00 61,65 +26,55 (16) 26,66 — 124,90
TGP / ALT (U/L) 53,79 + 28,87 (23) 21,71 - 117,60  31,43+22.85(14) 10,86 51,00
Fosfatase Alcalina (U/L) 212,64 £27,73 (10) 179,00 — 263,00 248,50 + 20,27 (4) 226,00 — 271,00
Creatinina (mg/dL) 0,44 £ 0,09 (24) 0,27 - 0,65 0,39 + 0,08 (14) 0,29 - 0,57
Ureia (mg/dL) 189,11 +78,19 (15)  58,20-337,40  138,20+32,32(11) 87,60 191,50
Gama-GT (U/L) 0,87 + 0,83 (10) 0,18 - 2,20 0,45+ 0,16 (4) 0,28 — 0,66

Glicose (mg/dL) 145,82 +39,72 (10)  91,00-212,00 108 + 35,47 (4) 76,00 — 151,00
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7 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo sao dados preliminares de uma caracterizagao
do roedor C. callosus provenientes da rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal
de Uberlandia (REBIR-UFU), comumente empregados para finalidades experimentais
distintas. Os parametros clinico-laboratoriais quantificados descreveram as caracteristicas
hematolodgicas e bioquimicas homeostaticas de individuos adultos e saudaveis deste roedor,

bem como caracterizaram intervalos de referéncia para os analitos mensurados.

A tarefa de estabelecer o intervalo de valores de referéncia para roedores ¢
extremamente complexa, variaveis, tais como sexo, idade, variagdo genética, dieta e condig¢des
ambientais em que estes animais sdo submetidos devem ser consideradas. O Instituto de
Normas Clinicas e Laboratoriais (CLSI) sugere que os valores de referéncia podem ser
definidos pelos resultados obtidos a partir da medigao quantitativa dos analitos com base em
critérios previamente definidos (CLSI, 2000). Portanto, o presente trabalho apresentou
resultados obtidos a partir de critérios experimentais e condi¢des de criagdo ¢ manutencio dos

animais padronizados e especificos.

Diferente de outros animais utilizados com maior frequéncia na experimentac¢ao animal,
o C. callosus ndo possui parametros fisiolégicos bem estabelecidos na literatura. Os valores
hematologicos descritos por Prado Junior (1995), até entdo, foram os Unicos dedicados a

caracterizagdo dos parametros clinico-laboratoriais deste animal.

Tendo em vista a escassez de estudos que caracterizem os parametros hematoldgicos e,
principalmente, bioquimicos de C. callosus, os resultados obtidos a partir do presente estudo
poderdo ser uteis para estabelecer e ampliar a compreensdo dos parametros fisiologicos do
animal. Os parametros hematolégicos e bioquimicos s3o essenciais para a avaliagdo da
homeostase, bem como para a compreensdo de processos fisioldgicos e patologicos, além de
serem Uteis para a comparagdo entre grupos controle de animais sadios e para avaliacdo de
condi¢des clinicas dos animais desta espécie. No entanto, os dados obtidos ndo excluem novas
determinagdes a cada vez que animais sao mantidos e submetidos a condi¢des experimentais

diversas.

Deve-se levar em conta que os animais utilizados no estudo, fornecidos pela Rede de

Biotérios de Roedores — REBIR da Universidade Federal de Uberlandia, ndo foram submetidos
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a protocolos de cruzamento controlado. Portanto, ndo héd informagdes sobre a frequéncia de

cruzamentos consanguineos ¢ homozigose desde o estabelecimento da colonia.

E importante evidenciar que o C. callosus possui um grande potencial como modelo de
experimentacdo animal para parasitoses de interesse humano (ROSA, 2022), além de ser um
hospedeiro natural de Trypanosoma cruzi (BASSO, 1977) e do virus Machupo (JOHNSON,
1965). Os dados obtidos em estudos de caracterizagdao, como o presente trabalho, contribuem
de forma e ampliar a utiliza¢dao deste roedor como modelo de experimentagdo animal. Além
disso, a caracterizagdo deste modelo experimental serve de arcabougo para estudos posteriores
de parasitoses relacionados ao ciclo bioldgico, mecanismo de infec¢do de agentes infecciosos,
evolucdo fisiopatologica de doencas parasitarias, bem como para o desenvolvimento de

medidas profilacticas e terapéuticas de patologias infecciosas de interesse humano.

No entanto, ha de se ressaltar que ainda s3o necessarios estudos de caracterizagdo que
visem contribuir com a construcdo de conhecimento acerca das caracteristicas fisiologicas-
homeostaticas de C. callosus. Estudos de caracterizacdo genética, imunologica, enddcrina,
metabdlica e etc. sdo imprescindiveis para estabelecer uma maior compreensao deste animal
como modelo de experimentacdo e, por consequéncia, obter-se resultados melhores ¢ mais

confiaveis resultados com a utilizacao deste modelo.
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