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ABSTRACT

Background: The emergence of the NUDE and SCID immunosuppressed mice lineages generated knowledge on various
mechanisms of lymphocyte maturation and human autoimmune diseases. Information on haematological and biochemi-
cal parameters of these lineages is still scarce, making it impossible to infer homeostasis by comparing data, or to detect
genetic influences on the parameters for these species. Haematological and biochemical tests were carried out on Balb/c
NUDE and C57BL/6 SCID mice of both sexes, aiming to analyse the presence of genetic influence on possible variations
of such parameters and to verify reference values for both lineages.

Materials, Methods & Results: One hundred and forty mice (Mus musculus) of the Balb/C NUDE and C57BL/6 SCID lineages
were used in the present study. The animals were previously anesthetized, the blood collection procedure was performed by
cardiac puncture and the samples were collected in the presence of heparin and intended for haematological and biochemical
evaluation, under standardized conditions. The haematological evaluation consisted of red blood cell count, leukocyte counts,
platelet counts, haematocrit, haemoglobin concentration, mean corpuscular volume (MCV), and mean corpuscular haemoglo-
bin concentration (MCHC). The quantified biochemical parameters were: urea, creatinine, alanine aminotransaminase (ALT),
aspartate aminotransaminase (AST) and alkaline phosphatase (ALP). While analysing the obtained data, it was possible to ob-
serve that only females presented divergences (P < 0.05) in the red blood cell series, in haemoglobin and in mean haemoglobin
concentration (MCH). Regarding the analysis of the white blood cell series, females only presented differences (P < 0.05) in the
leukocyte count. For males, there were variations (P < 0.05) in the counts of leukocytes, eosinophils, lymphocytes and neutrophils.
Biochemical tests revealed significant variations (P < 0.05) in ALP and creatinine in females, and ALT, AST and ALP in males.
Discussion: As a result of variations due to factors such as genetics, age, diet, sex and environmental conditions, it is of great
importance that each research group establishes its own hematological and biochemical reference values for the mice strain used.
In this way, possible variations and their causes can be determined, aiding in evaluations of homeostatic and pathological condi-
tions for these animals, as well as their choice and analysis of results obtained in experimental procedures. Thus, the differences
found only in females for parameters of the red blood cell series may be due to gene mutations responsible for haematopoiesis
or the genetic background. Furthermore, in case of divergences found in the leukocyte parameters, females and males can pres-
ent different immune responses due to their sex hormones, and females apparently have better performance in these responses.
Regarding the other differences found in the leukogram parameters only in males, higher values in the NUDE lineage was
attributed to possible stress situations increased by the genetic hormonal factors of the lineage. In addition, a correlation with
anaesthetic administration is suggested regarding the variations found in the biochemical parameters, added to the stress generated
at the muscular level. In conclusion, this study has presented pioneer values which enable expanding the still scarce knowledge
database on immunosuppressed animals, aiding in future studies conducted with the Balb/c NUDE and C57BL/6 SCID lineages.
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INTRODUCAO

Desde o seu surgimento, as linhagens de camun-
dongos imunossuprimidos aumentaram largamente a
gama de trabalhos que podem se utilizar dessa espécie.
Em decorréncia da sua ndo rejeicio a células e tecidos pro-
venientes de outras espécies, estes animais sio tteis em
estudos como: oncogénese, tanto na evolugdo de tumores
quanto possibilitando testes farmacoldgicos [15,28,30],
xenotransplantes de tecidos gonadais, auxiliando como
metodologias alternativas de preservagdo de tecidos
[26], estudos de maturacdo linfocitaria [14], bem como
na compreensdo de doencas autoimunes humanas [21].

Atualmente existem diversas linhagens de ca-
mundongos imunossuprimidos, dentre estas encontram-
-se as Balb/c NUDE E C57BL/6 SCID. Em literatura
encontram-se disponiveis estudos que tratam do perfil
imunolégico desses animais [7,17], no entanto, no que se
refere a bioquimica e hematologia ainda hd insuficiéncia
de dados, levando a ndo disponibilidade de parametros
importantes na pré-selecdo dos animais, na avaliacdo e
observacdo dos resultados obtidos nos procedimentos
experimentais, assim como na andlise das modificacdes
induzidas por processos patoldgicos [11,24].

Diante do exposto, o presente estudo objetivou
verificar a existéncia de possiveis variacdes entre para-
metros de referéncia bioquimicos e hematoldgicos das
referidas linhagens, Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID de
ambos 0s sexos, bem como estabelecer valores de refe-
réncia ainda insuficientes na literatura para as mesmas.

MATERIAIS E METODOS

Animais experimentais

Foram utilizados 140 camundongos (Mus mus-
culus) das linhagens Balb/C NUDE (n =20 fémeas e n
= 50 machos) e C57BL/6 SCID (n = 20 fémeas e n =
50 machos), adultos, saudaveis, pesando entre 20 a 40
gramas, mantidos em racks mini-isoladores' com pres-
sdo positiva. Durante todo o experimento 0s mesmos
permaneceram nas caixas mini-isoladoras (20x15x13
cm) em nimero de 5, com livre acesso a d4gua e racao’
apropriada para a espécie, sob condi¢des luminosas e
de temperatura controladas (ciclo 14 h com iluminagao;
10 h sem iluminag@o; 22 + 2°C).

Coleta de sangue

Para que nenhum parametro sofresse variacio
todas as coletas foram realizadas no mesmo periodo.
Inicialmente, os animais foram anestesiados com

2

2,2,2-tribromoetanol® a 2,5%, na dose de 20 mL/kg
(NUDE) e 18 mL/kg (SCID) de peso corpdreo por via
intraperitoneal no quadrante lateral inferior direito.
Ap0s a anestesia geral, foi realizada a pung¢ao cardiaca
de acordo com Hoff [13]. O volume total de sangue
recuperado foi de aproximadamente 1000 pL. As amos-
tras coletadas foram utilizadas para os procedimentos de
avaliacdo dos parametros hematol6gicos e bioquimicos.

Avaliagdo de parametros hematologicos e bioquimicos

As amostras de sangue foram coletadas com
anticoagulante (heparina) e entdo destinadas a avalia-
¢do hematoldgica completa e posteriormente bioquimi-
ca. A andlise do hemograma incluiu contagens globais
de hemdcias, leucdcitos e plaquetas, determinagdo do
hematdcerito e da concentragdo de hemoglobina. A
partir dos valores obtidos para hemécias, hematdcrito
e hemoglobina, foram calculados os indices hematimé-
tricos volume corpuscular médio (VCM) e concentra-
¢do de hemoglobina corpuscular média (CHCM). As
andlises hematol6gicas foram realizadas com o auxilio
do Analisador Automédtico Hematol6gico Veterindrio
ABC VET*. As contagens diferenciais de leucdcitos
foram realizadas em esfregacos sanguineos corados
com Panético Répido’, enumerando-se 100 células e
estabelecendo-se as formulas leucocitdrias relativas e
absolutas. Os restantes das amostras sanguineas foram
mantidas a temperatura ambiente em microtubos pre-
viamente identificados e centrifugados® a 1.400 x g, por
2 min a temperatura ambiente para obtencao do plasma.
Todas as andlises bioquimicas foram validadas e reali-
zadas no Laboratério do Hospital Veterindrio Dix Sept
Rosado - UFERSA, por meio de espectrofotometria,
utilizando-se o analisador bioquimico semi-automatico
Bioplus 20007 e kit reagentes®. A avaliagdo do perfil
renal e hepatica foi determinada por meio da dosagem
de ureia, creatinina, alanina aminotransferase (AST),
aspartato aminotransferase (ALT), e fosfatase alcalina.

Andlise estatistica

Todos os parametros bioquimicos e hematol6-
gicos analisados foram expressos como valores médios
e respectivos desvio-padrao (DP). Para realizacdo
da avaliacdo estatistica foi realizado teste de Mann-
-Whitney com grau de significincia de 5%.

RESULTADOS

Estdo descritos nas Tabelas 1 e 4 os pardmetros
hematolégicos e bioquimicos de camundongos fémeas
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dos BALB/c NUDE E C57BL/6 SCID.

Tabela 1. Pardmetros hematolégicos de camundongos fémeas da linhagem Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID.

Parametro Unidade Fémeas Balb/c NUDE Fémeas C57BL/6 SCID
Hemadcias 10%/mm3 7,64 2,192 7,48 2,732
Hematocrito % 38,35 +3,10¢ 39,95 + 3,35
Hemoglobina g/dL. 12,58 +1,30° 13,15 £ 0,88
VCM fm? 53,93 + 14,51° 61,17 +26,84?
CHCM ) 32,43 +£0,76° 33,11 +1,45¢%
Leucdcitos 10*/mm3 1525 + 471,982 915 +315,00°
% 2,40 = 1,708 3,10+ 1,8
Eosinéfilos
103/mm3 36,68 +31,61° 27,78 = 16,26%
) % 3,3+1,22¢8 3,55+ 1,192
Mondcitos
10°/mm3 50,60 + 25,98 32,10 = 13,72
% 69,35 + 14,822 71,65 +2,91?
Linfocitos
10*/mm3 1072,60 + 398,31¢ 656,28 + 223,64%
Basofilos % 0,002 0,00?
) 21,95 +3,41¢ 21,70 = 2,36%
Neutrofilos
10%/mm3 336,63 = 118,08 198,85 + 78,66
Plaquetas 10%/mm3 450,70 = 114,26* 418,25 +78,31*

a,b: letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes. Teste de Mann-Whitney (P < 0,05). VCM = Volume corpuscular

médio; CHCM = Concentra¢ao de Hemoglobina Corpuscular médio.

Tabela 2. Parametros hematoldgicos de camundongos machos da linhagem Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID.

Parametro Unidade Machos Balb/c NUDE  Machos C57BL/6 SCID
Hemacias 106/mm?3 43,12 + 5,932 43,06 + 4,32¢
Hematocrito %0 5,48 +1,94* 6,13 +3,31*
Hemoglobina g/dL 13,95 + 1,98 13,94 + 1,41*
VCM fm3 88,60 + 31,77% 83,99 + 31,992
CHCM ) 32,23 +0,72° 32,39 + 1,00°
Leucdcitos 103/mm3 2025 + 1463,13? 1369 + 678,53
) 1,62 + 1,242 2,54 + 1,53
Eosinéfilos
103/mm?3 33,33 +38,10° 30,81 + 18,83
) % 2,70 + 1,18 2,98 + 1,192
Mondcitos
103/mm3 55,97 + 53,572 39,89 + 25,017
% 69,62 + 16,30° 71,12 + 3,65¢%
Linfocitos
103/mm3 1430,69 + 1093,47° 983,24 + 514,74*
Basofilos % 0,00? 0,00?
) 22,46 £ 4,79° 23,36 + 3,26°
Neutroéfilos
103/mm3 455,21 + 380,03 315,06 + 149,472
Plaquetas 103/mm3 481,72 + 149,28 495,89 + 140,67*

a,b: letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes. Teste de Mann-Whitney (P < 0,05). VCM = Volume corpuscular

médio; CHCM = Concentra¢ao de Hemoglobina Corpuscular médio.
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Tabela 3. Parametros bioquimicos de camundongos fémeas da linhagem Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID.

Parametro Unidade Fémeas Balb/c NUDE Fémeas C57BL/6 SCID
ALT u/L 138,26 + 48,09* 140,2 + 28,80*
AST u/L 56,26 + 54,34* 73,5 £ 38,00
FAL u/L 218,07 £ 69,97* 165,5 +24,50°
Ureia ug/dL 60,75 + 13,172 60,4 + 8,70

Creatinina pg/dL 0,48 +0,10% 0,36 +0,10°

a,b: letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes. Teste de Mann-Whitney (P < 0,05). ALT = Alanina aminotransferase;

AST = Aspartato transaminase; FAL = Fosfatase alcalina.

Tabela 4. Parimetros bioquimicos de camundongos machos da linhagem Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID.

Parametro Unidade Machos Balb/c NUDE  Machos C57BL/6 SCID
ALT u/L 134,56 + 29,69° 105,36 + 39,07°
AST u/L 73,86 = 55,17° 149,38 + 45,32*
FAL u/L 217,42 + 64,28* 187,11 = 46,15°
Ureia ug/dL 53,00 £ 17,217 52,36 £ 16,47*

Creatinina pg/dL 0,49 +0,12° 0,46 +0,12°

a,b: letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes. Teste de Mann-Whitney (P < 0,05). ALT = Alanina aminotransferase;

AST = Aspartato transaminase; FAL = Fosfatase alcalina.

das linhagens Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID, respec-
tivamente e nas Tabelas 2 e 3 observam-se os pardme-
tros hematoldgicos e bioquimicos de camundongos
machos das linhagens Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID.

DISCUSSAO

A literatura apresenta uma vasta gama de
trabalhos mostrando valores hematolégicos e bioqui-
micos para algumas espécies de roedores, como ratos,
camundongos e hamsters [3,5,10], porém ¢é valido
ressaltar que variagdes podem se apresentar devido
a fatores como genética, idade, dieta, sexo e algumas
mudancas de condi¢cdes ambientais como manejo dos
animais, clima e procedimento de coleta sanguinea
[4,25]. Em decorréncia a essas variagOes é de grande
importancia que cada grupo de pesquisa busque estabe-
lecer os seus proprios valores de referéncia de acordo
com a linhagem, sexo e idade, para que assim possam
ser avaliadas condicdes homeostdticas e patoldgicas
para esses animais, bem como escolha dos mesmos
[6,11,24] e anélise de resultados obtidos em procedi-
mentos experimentais [19].

Analisando-se os indices hematimétricos de
fémeas (Tabela 1), valores referentes a hemoglobina e
CHCM apresentam divergéncia estatistica (P < 0,05).
Segundo Wirth-Dzieciolowska et al. [27] algumas di-
ferencgas encontradas na comparacao de linhagens de

camundongos para parametros da série vermelha do
sangue podem ser resultantes de mutacdes de genes
responsdveis pela hematopoese ou pela ocorréncia de
background genético. Para machos (Tabela 2) ana-
lisando os mesmos parametros nao houve variacao
estatistica (P < 0,05).

Avaliando os parametros leucocitarios das
fémeas (Tabela 1) houve variacdo (P < 0,05) entre as
linhagens (Balb/c NUDE/ C57BL/6 SCID) apenas para
a contagem de leucdécitos. Entre camundongos machos
(Tabela 2) realizando a mesma anélise houve variacao
(P <0,05) na contagem leucocitaria, eosinofilos, linf6-
citos e neutrdfilos. Fémeas e machos podem apresentar
diferentes respostas imunoldgicas em decorréncia
aos seus hormonios sexuais, e aparentemente, fémeas
possuem melhor desempenho nessas respostas [1].

No que se refere a valores referentes a conta-
gem leucocitdria estatisticamente diversos (P < 0,05),
tanto para fémeas quanto para machos (Balb/c NUDE/
C57BL/6 SCID) [Tabelas 1 e 2], animais NUDE apre-
sentam valores superiores para esse parametro quando
comparados aos SCID. Segundo Green et al. [12] fa-
tores genéticos e os métodos de manipulagdo podem
causar alteracdes nesse pardmetro. Considerando a ori-
gem das mutacdes que ocasionam a imunodeficiéncia
desses animais tem-se que animais SCID apresentam
uma severa deficiéncia na producdo de linfécitos T e B,
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desta maneira apesar de o déficit de linfécitos maduros
nao ser absoluto, os animais SCID possuem reduzidos
indices leucocitdrios circulantes, devido principalmen-
te a escassez dos mesmos [8], corroborando com os
resultados encontrados no presente estudo.

Ainda sobre os parametros da série branca
sanguinea, observa-se resultados divergentes (P <
0,05), referentes a contagem de eosinéfilos, linfécitos
e neutrofilos encontrados no leucograma de machos
(Tabela 2), estes sdo superiores para animais NUDE em
relacdo aos SCID. Assim, pode se sugerir que situacoes
de estresse acrescida dos fatores genéticos hormonais
podem ter refletido nesse resultado.

O uso de anestésicos tem por finalidade favo-
recer a contencdo humanitaria do animal, propiciando
analgesia suficiente para que nao haja dor [22]. Diver-
sos anestésicos podem ser utilizados previamente a
coletas sanguineas, e sabe-se que 0S mesmos possuem
perfis farmacoldgicos variados produzindo mdltiplos e
diferentes efeitos cardiovasculares em animais [23]. O
tribromoetanol, anestésico utilizado no presente estudo,
possui simplificada administragdo, rdpida indugao, bom
relaxamento muscular e baixa mortalidade. J4 chamado
de avertina, € um anestésico comumente utilizado em
algumas espécies, dentre elas os camundongos [29].

A comparacio dos pardmetros bioquimicos de
fémeas (Balb/c NUDE /C57BL/6 SCID) (Tabela 3)
mostra varia¢des significantes (P < 0,05) referentes a
fosfatase alcalina (FAL) e creatinina. J4 para machos
houve variacio (P < 0,05) entre os valores de FAL e
das transaminases ALT e AST. A quantificacdo dessas
transaminases e FAL € util para avaliacdo da funcio
hepética [18], j4 a andlise da creatinina, que em geral é
realizada em conjunto com a ureia, € 1til na avaliagio
de alteracdes renais [2].

As transaminases sdo enzimas amplamente
distribuidas nos tecidos, a AST predomina no figado,
coracdo, musculo cardiaco, musculo estriado, rim e
pancreas, estando presente no citoplasma e mitocon-
drias de hepatdcitos; a ALT estd presente no figado,
rim e coragdo [9]. A FAL também nao é uma enzima
orgdo- especifica, sendo encontrada em varios tecidos
e se relacionando principalmente a doengas hepdticas
[20]. Um quadro de hepatopatia ativa pode aumentar os
valores de FAL, mas as maiores elevacdes nos niveis da
enzima ocorrem nos casos de obstru¢ao do trato biliar.
O aumento da atividade sérica de FAL pode ocorrer
em condicdes de colestase, intra e extra-hepdtica, por

indu¢@o com drogas ou hormdnios, pela hiperatividade
osteobldstica e em processos necrdticos [9]. Desta ma-
neira hipotiza-se que o uso do anestésico, somado ao
estresse gerado a nivel muscular pode ter ocasionado
as variacOes bioquimicas encontradas.

A creatinina é um composto de origem muscu-
lar, resultante da degradacao da creatina devido o pro-
cesso de contracdo muscular [16]. No presente estudo
apenas fémeas apresentaram variagdes para dosagem
de creatinina, devido a ndo ocorréncia de variacdes
nos valores de ureia, sugere-se alteragdes apenas a
nivel muscular. Por consequéncia, a susceptibilidade
de animais NUDE a estresse muscular gerado pela
manipulacio previa a coleta sanguinea pode ser maior,
acarretando a varia¢do encontrada.

CONCLUSOES

As variagdes genéticas existentes entre animais
das linhagens Balb/c NUDE e C57BL/6 SCID podem
refletir em variacdes de pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos. Os valores de referéncia hematolégicos e
bioquimicos descritos no presente estudo sao pioneiros
e visam auxiliar futuras pesquisas conduzidas com
camundongos das linhagens Balb/c NUDE e C57BL/6
SCID de ambos os sexos. Estabelecendo-se sinais indi-
cadores de homeostasia, tanto diagndstico quanto trata-
mento e profilaxia podem ser refor¢ados. Fornecendo
assim uma fonte inicial de informacao a literatura, que
ainda apresenta-se escassa para as citadas linhagens.
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