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Standardization of reference values of hepatic and renal biochemical
markers in rats (Rattus novergicus) Wistar lineage

Padronizacao dos valores de referéncia de marcadores bioquimicos hepaticos e renais de
ratos (Rattus novergicus) linhagem Wistar
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ABSTRACT

The biochemical parameters of laboratory animals may vary between different lineages and strains of a given
species, being influenced by the microenvironment and macroenvironment of the vivarium for breeding and
maintenance, as well as particularities of the method and commercial Kit used in the analysis. This study aimed to
determine the reference values for the hepatic and renal parameters of Unib-line Wistar rats. Forty healthy male
Wistar rats were studied, weighing an average of 200 to 300g, from the Laboratory Animal Center of Federal
Fluminense University. Quantitative biochemical analysis of the liver profile (AST, ALT, alkaline phosphatase,
GT gamma, total proteins, albumin, total bilirubin, and direct bilirubin) and renal markers (urea and creatinine)
was performed. The research data established liver and kidney analyte values that were compared with those
described in the literature. From the standardization of reference values, it will be possible to optimize the time of
experiments with Wistar rats as well as to reduce the number of animals used in the research.

Keywords: Biochemistry, rats, reference values.

RESUMO

Os parametros bioquimicos de animais de laboratdrio podem variar entre linhagens e cepas de uma dada espécie,
sendo influenciados pelo microambiente e macroambiente do biotério de criacdo e manutencgdo, assim como


mailto:andrearegina@id.uff.br
https://orcid.org/0000-0002-9009-1190
mailto:viniciuspascoal@id.uff.br

CONCILIUM |102

particularidades do método e kit comercial utilizado na analise. O objetivo do estudo foi determinar os valores de
referéncia para os parametros hepaticos e renais de ratos Wistar linhagem Unib. Foram utilizados 40 ratos Wistar,
machos, saudaveis, pesando em média 200 a 300 g, oriundos do Nucleo de Animais de Laboratério da
Universidade Federal Fluminense. Foi realizada a analise bioquimica quantitativa do perfil hepatico (TGO, TGP,
fosfatase alcalina, gama GT, proteinas totais, albumina, bilirrubina total e bilirrubina direta) e os marcadores renais
(ureia e creatinina). Os dados da pesquisa estabeleceram valores de analitos hepaticos e renais que foram
comparados com os descritos na literatura. Acredita-se que a padronizacédo dos valores de referéncia, ira otimizar
o0 tempo de experimentos com ratos Wistar bem como a redugao dos nimeros de animais utilizados na pesquisa.

Palavras-chave: Bioguimica; ratos; valores de referéncia.

INTRODUCAO

Os modelos de pesquisa biomédica com animais comegaram a ser utilizados hd mais de 160
anos. Desde entdo, sdo considerados como uma importante ferramenta para o progresso da ciéncia, ja
que tais experimentos sdo Uteis para a exploracdo de doengas humanas e sua causa, prevengao ou cura
(IPL, 2021). Além disso, os modelos podem ser empregados no controle de produtos farmacéuticos,
producéo e desenvolvimento de vacinas, como também de novas técnicas de tratamento cirdrgico.

Animais de vérias espécies tém sido utilizados nos ultimos tempos, entretanto, os roedores séo
0s mais estudados e também o modelo mais conhecido (MELO et al., 2012). Essa preferéncia ocorreu,
pois apresentam caracteristicas como féacil domesticagdo, adaptacdo a ambientes variados e
sociabilidade (MELO et al., 2012). Entre as linhagens, a Wistar tem sido a escolha da maioria dos
pesquisadores em diversos modelos de experimentacdo, pois além dos fatores acima citados, ela possui
aproximadamente, 80% de seu DNA idéntico ao do homem (OSOEGAWA, 2004), permitindo que 0s
resultados cientificos obtidos possam ser replicados na estimativa de potenciais efeitos de dado
tratamento em seres humanos (MATTARAIA; MOURA, 2012).

Os experimentos geralmente sdo realizados com machos, no intuito de evitar as variacdes
fisiologicas inerentes as fases do ciclo estral. Os pesquisadores apoiam-se no fato de que as variagoes
nos niveis dos horménios gonadais influenciam em fungdes que vao além do sistema reprodutivo,
podendo interferir nos resultados dos experimentos (MATTARAIA; MOURA, 2012).

Apesar de cada espécie de animal possuir seus proprios parametros fisiol6gicos, podem existir
variagdes diretamente relacionadas com fatores extrinsecos como a dieta, manuseio, micro e
macroambientes. Além disso, 0s animais experimentais podem se comportar de modo diferente
dependendo das condigBes as quais sdo submetidos, sendo também passiveis de sofrer influéncia de
fatores climéaticos (BRANCO et al., 2011), mesmo que sejam seguidas as diretrizes de instituices como
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (BONELLA, 2009). Nesse contexto, é
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importante ressaltar que os parametros bioquimicos, como os hepaticos e renais, dos animais utilizados
em experimentacdo também podem variar (MELO et al., 2012).

Diante da importancia das dosagens bioguimicas nos experimentos com modelos animais, se
torna imprescindivel uma padronizacdo dos valores de referéncia relacionados ao biotério onde o
experimento é realizado. Assim, os biotérios das instituicbes de pesquisas necessitam manter seu
ambiente padronizado e seus parametros fisiologicos estabelecidos de acordo com a linhagem, género e
idade de cada espécie utilizada para que possam servir como referéncia para os experimentos realizados
(BRANCO et al., 2011). Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar a padronizacéo de
valores bioquimicos dos marcadores hepaticos e renais de ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
fornecidos pelo Ndcleo de Animais de Laboratério/UFF — Niter6i — RJ e mantidos no biotério do
Laboratério Multiusuario de Pesquisa Biomédica, localizado no Instituto de Salde de Nova
Friburgo/UFF — RJ.

METODOLOGIA

Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultos, pesando entre 200 e 300 gramas.
Esses animais possuem sua matriz fundadora proveniente da Universidade de Campinas — SP, por isso
recebem a identificacdo de Unib e sua distribuicdo se d& a nivel nacional. Os animais foram submetidos
a temperatura controlada, com ciclo claro/escuro de 12 horas e com racéo e 4gua ad libitum. Toda a
manipulacdo dos animais respeitou as instrucdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo
Animal (CONCEA). O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Fluminense e aprovado sob o n® 1313080119 (ID 000623).

Analise Bioguimica

A obtencdo do soro dos animais para a realizacdo das analises bioquimicas, foi realizada via
puncdo cardiaca, obedecendo as orientacGes da Diretriz da Pratica de Eutanasia do CONCEA. Os
animais foram anestesiados com relaxante muscular — Xilazina (9 mg/kg solucéo a 2%) e anestésico
geral — Ketamina (90 mg/kg solucéo a 10%) por meio de injecdo intraperitoneal, numa dose de 3ul/g,
em seguida sendo realizada a puncdo sanguinea no ventriculo esquerdo. O sangue coletado foi
centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos, para a obten¢do do soro. Para a realizacdo das dosagens
dos parametros, foram seguidas todas as recomendacdes do fabricante Biotécnica® (Tabela 1) e a leitura
das amostras foi realizada utilizando espectrofotémetro Epoch (Biotek®). Todas as amostras foram

testadas em triplicadas.
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Tabela 1: Descri¢do da metodologia de andlise para cada parametro.

METODOLOGIA DE DOSAGEM

FILTRO

METODOS

PRINCIPIO DO METODO

VOLUME DE
AMOSTRA

VOLUME DE
REAGENTE

TGO

TGP

Fosfatase alcalina

Gama GT

Proteinas totais

Albumina

Bilirrubina total e
fragies

Ureia

Creatinina

340 nm

340 nm

405 nm

405 nm

550 nm

630 nm

546 nm

340 nm

505 nm

Cinético — UV

Cinético — UV

A spartato aminotransferase (AST ou TGO) catalisa a
transferéncia do grupo amine do aspartato a 2-
cetoglutarato, formando oxalacetato e ghitamato. A
concentracdo catalitica se determina, empregando a
reacdo acoplada de malato desidrogenase (MDH), a partir
da velocidade de desaparecimento no NADH.
Transaminase Glutimico Pinivica (ALT ou TGP) catalisa
a transferéncia do grupo amino da alanina a 2-
cetoglitarato, formando piruvato e glutamato. A
concentracdo catalitica se determina, empregando a
reacdo acoplada de lactato desidrogenase (LDH), a partir
da velocidade de desaparecimento do NADH.

A fosfatase alcalina em pH alcaline hidrolisa o p-
nitrofenilfosfato, iberando p-nitrofenol e fosfato. A

Cinético — Enzimdtico concentragio catalitica da enzima presente na amostra &

Cinético — Enzimdtico

Ponto final — Biureto

Colorimétrico — Verde

de Bromocresol

Ponto final — Malloy

modificado

Cinético — Enzimdtico

-uv

Colorimétrico — Jaffe

modificado

determinada a partir da velocidade de formac3o do p-
Nitrofenol.

A Gama GT (GGT) catalisa a transferéncia do grupo
ghitamil da L-gama-ghitamil-3-carboxi-4-nitroanilida para a
glicilglicina, originando L-gama-ghitamilglicilglicina e 5-
amino-2-nitrobenzoato. A concentrago catalitica da
enzima presente na amostra € determinada a partir da
velocidade de formacdo do 3-amino-2-nitrobenzoato.

Os ions cobre, em meio alcaline, reagem com as ligagdes
peptidicas das proteinas formando um complexo coloride

que apresenta maximo de absor¢3o. A intensidade da cor
& proporcional A concentrag 3o de proteinas na amostra.

Em pH dcido, a albumina reage com o verde de
bromocresol formando um complexo verde-azulado.

A determinago baseia-se na reagio diazo, que quantifica
colorimetricamente (ponto final - Malloy Modificado) a
formag 3o de azoBilirubina, de colorag3o vermelha,
quando a bilirrubina reage sob determinadas condigées
com dcido sulfanilico diazotado. A intensidade da cor
formada € proporcional 4 concentragio de bilirrubina na
amostra. Na presen¢a de dimetilsulfoxido (acelerador)
reagem a forma indireta (n3o-conjugada) e a forma direta
(monoconjugada, diconjugada e ligada 3 proteina),
determinando-se a bilirrubina total
A uréia da amostra € hidrolisada pela enzima urease com
produg 3o de gis carbénico e ions aménio. Estes sdo
captados por uma segunda enzima a ghitamato
desidrogenase, que em presenca dos substratos NADH e
Alfa-cetoghuitarato produz NAD+ e ghitamato. A taxa de
diminicio da concentracio de NADH no meio pode ser
medida no espectrofotémetro em 340 nm, sendo
proporcional & concentracdo de uréia na amostra.

A creatinina da amostra reage com o picrato em meio
alcalino originando um complexo de cor laranja-
avermelhado. A intensidade da cor formada e proporcional
a concentragio de creatinina na amostra.

100 microlitros

100 microlitros

20 microlitros

100 microlitros

10 microlitros

5 microlitros

50 microlitros

10 microlitros

100 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

1.000 microlitros

*nm: nandmetros
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura, foi possivel verificar trabalhos que utilizaram o modelo animal em ratos, com as
linhagens Sprague Dawley e Wistar, conforme a tabela 2. Os animais de ambas as linhagens sdo ratos
albinos, de classificacdo genética heterogénea. Embora a Sprague Dawley seja caracterizada pelo seu
comportamento ddcil e rapido ganho de peso, a linhagem Wistar se destaca nos trabalhos, sendo uma
das mais utilizadas ao redor do mundo, devido ao seu pequeno porte, ciclo bioldgico curto, baixo custo
de criacdo e semelhanca genética com os seres humanos, como citado anteriormente (OSOEGAWA,
2004). A grande incidéncia de utilizagdo dessa linhagem, torna mais evidente a importancia na aquisicéo
de dados referentes a esses animais e que possam ser reproduzidos em outros experimentos.

Apesar de alguns autores utilizarem grupos de fémeas para maior andlise populacional, como
Melo et al., (2012) e EI-Boshy et al., (2019), a maioria dos desenhos experimentais optam por machos,
visando mitigar as possiveis interferéncias hormonais das fémeas, que poderiam ser utilizadas numa
segunda etapa do experimento.

E importante salientar, que Wistar é uma linhagem heterogénea e que esse fato deve ser levado
em consideracdo na definicdo do nimero de animais por grupo, pois ja é esperada uma variagdo
consideravel e consequentemente, um desvio padrdo mais elevado quando comparado com outras
linhagens isogénicas. Com relacdo a idade dos animais, na triagem realizada, ficoun evidenciada a

preferéncia pela utilizagdo de animais jovens, pesando em média 250 gramas.



CONCILIUM |106

Tabela 2: Comparacdo da linhagem, género e peso utilizados neste estudo, com outras pesquisas e
fontes que dosaram parametros semelhantes (g: gramas).

ESPECIE SEXO PESO (g)
Rasgkovi¢ et al. (2019) Wistar Machos 200 a 300
Melo et al. (2012) Wistar Machos e fémeas 140 a 310
Lima et al. (2014) Wistar Machos e fémeas 140 a 310
Castelo Branco et al. (2011) Wistar Machos e fémeas 150 a 350
El-Boshy et al. (2019) Wistar Machos e fémeas 150 a 170
0.0. Adewale et al. (2019) Wistar Machos 160 a 210
Temel et al. (2019) Wistar Machos 220 a 240
Abdeen et al. (2019) Wistar Machos 170 a 200
Abdulrazzaqg et al. (2019) Sprague Dawley Machos 220 a 260
Ahmad et al. (2020) Wistar Machos 180 a 200
Ahmad et al. (2019) Wistar Machos 150 a 180
Ahmed et al. (2019) Wistar Machos 130a 150
Azarmehr et al. (2019) Wistar Machos 200 a 250
Dogaru et al. (2020) Wistar Machos 200 a 250
Mohammadi et al. (2019) Wistar Machos 160 a 200
Pingili et al. (2019) Wistar Machos 180 a 220
Raskovi¢ et al. (2019) Wistar Machos 250 a 300
Salman et al. (2020) Wistar Machos 130 a 150
Sohail et al. (2019) Sprague Dawley Machos 150 a 200
Zakaria et al. (2019) Sprague Dawley Machos 180 a 200
Hussain et al. (2020) Wistar Machos 170 a 220
Mahaldar et al. (2020) Sprague Dawley Machos N&o informado
Shehab et al. (2020) Wistar Machos 200 a 250
Al-Doaiss et al. (2020) Wistar Machos 150 a 200
Taha et al. (2020) Wistar Machos 150 a 200

A Organiza¢ao Mundial de Saide (OMS) e o Instituto de Padronizacdo Clinica e Laboratorial
definem “valor de referéncia” como um resultado obtido pela observacdo ou mensuragdo quantitativa
de um analito em individuo selecionado, com base em critérios bem definidos (CLSI, 2000). O presente
trabalho buscou estabelecer tais valores para analitos renais e hepaticos com animais em estado de
homeostasia, conforme evidenciado nas tabelas 3 e 4, permitindo que esses dados sejam utilizados como
referéncia e auxiliem em pesquisas futuras.

Dos marcadores laboratoriais séricos utilizados no diagnéstico da lesdo hepatica, as
transaminases, representam indicadores universalmente importantes para estudos que vdo desde 0s
primeiros testes pré-clinicos em animais ao monitoramento po6s-comercializagdo do paciente

(AMACHER, 1998). A alanina aminotransferase (TGP) é altamente especifica para o figado, enquanto
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gue a aspartato aminotransferase (TGO) também esta localizada no coracdo, cérebro, rim, e masculo
esquelético, isso a torna menos especifica para avaliacdo de lesdo hepética (REJ, 1978).

As atividades das aminotransferases séricas estdo aumentadas em todos os tipos de lesdo
hepatica, mas fornecem apenas uma estimativa da quantidade de danos recentes, ndo sendo capaz de
indicar a capacidade funcional residual do 6rgdo (TYGSTRUP, 1990). O grau de aumento nao se
correlaciona bem com a extensdo de lesdo hepatica ou prognostico (FRIEDMAN, 1994). Um declinio
das concentragOes de atividade no soro geralmente indica recuperacao, mas em lesdao fulminante pode
ser um sinal de mau prognostico, refletindo uma grande perda de hepatocitos funcionais (REJ, 1978).

Os resultados para a TGP observados no presente estudo, apresentaram média de 44,9 U/l com
desvio padrdo de 5,82 U/I. Resultados préximos foram descritos em trabalhos como de Melo et al.
(2012), Lima et al.(2014), Temel et al. (2019) e Shehab et al. (2020). Em relacéo ao desvio padrdo dos
trabalhos, foi bem variavel, com valores que de 0,11 U/l até 17,67 U/l. Quanto as dosagens de TGO,
essas apresentaram média de 105 U/I, valores préximos aos descritos por Azarmehr et al. (2019),
Mohammadi et al. (2019) e Raskovi¢ et al. (2019). O desvio padrdo encontrado nos nossos resultados
foi de 7,5 U/I, menor entre esses trabalhos, no entanto, no geral os desvios de todos apresentou variagao
entre 0,12 U/l e 24,09 U/I (Tabela 3).

Embora as enzimas sejam dosadas frequentemente, quando o se trata de um exame de prova de
funcdo hepética, existem outros pardmetros como fosfatase alcalina, proteinas totais, albumina,
bilirrubinas totais e fracfes. Para estudos que visam a pesquisa de novos farmacos com acgdo
hepatoproterora, esses valores sdo capazes de fornecer um panorama mais amplo do processo hepético
agudo e/ou crdnico.

A fosfatase alcalina é muito utilizada na analise da alteragdo hepética, no entanto, a sua
especificidade para o figado ndo é tdo eficaz quando comparado com as transaminases, pois ela esta
aumentada em varias outras condi¢Bes (particularmente doencas Osseas, surtos de crescimento ou
gravidez) (ABDULKHALEQ et al., 2018). Os &cidos biliares sdo responsaveis por esse aumento, pois
induzem a sua sintese e exercem um efeito detergente na membrana canalicular, permitindo o
extravasamento no soro (FRIEDMAN, 1994). Em contraste com TGO e TGP, o nivel sérico de fosfatase
esta relacionado a funcéo da célula hepatica ao invés de sua integridade (ABDULKHALEQ et al., 2018).
Outra situacdo que dificulta a comparacdo dos valores de fosfatase sdo seus valores de referéncia, que
podem variar de acordo com o fabricante e método utilizados, podendo esse ser colorimétrico com
variacdes, como Bowers e Mccomb modificado, German Society of Clinical Chemistry (DGKC),
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) entre outros. A complexidade da padronizacao é
tdo significativa ao ponto de que na literatura é permitida uma variacdo de 35% nos valores para 0
calculo dos intervalos (ABNT, 2005; ABNT 2011). O valor encontrado neste trabalho foi de 170 U/I,

com desvio de 18,2 U/I, assim como o observado nos estudos de Pingili et al. (2019) e Castelo Branco
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et al. (2011). No entanto, Lima et al. (2014) chegaram a descrever desvio de 35,55 U/l e Abdulrazzaq
et al. (2019) de 58 U/I (Tabela 3), evidenciando a dificuldade descrita acima.

A gama glutamil transferase (gama GT) esta presente em uma variedade de tecidos, incluindo
coracdo, cérebro, rim, pancreas, baco e as células do ducto biliar do figado (AHMED et al., 2018). Os
seus valores se correlacionam bem com os da fosfatase alcalina, devido a isso geralmente as dosagens
sdo realizadas em conjunto e seu uso primordial esta na exclusdo de doenca éssea como causa do
aumento, uma condicdo que nao afeta as concentra¢bes de GGT (LUM; GAMBINO, 1972). A gama GT
é razoavelmente especifica para o figado, além de ser um marcador mais sensivel para lesdes colestaticas
que a fosfatase, por esse motivo pode estar elevada até mesmo em pequenos niveis subclinicos de
disfuncdo hepética (STURGILL; LAMBERT, 1997).

Todos os valores para gama GT obtidos neste trabalho, foram negativos. Acredita-se que seja
devido a metodologia e ao kit utilizado na sua mensuracéo (Tabela 3). Esse analito é pouco descrito em
outros trabalhos, mas alguns autores obtiveram sucesso na sua dosagem alcancando leitura na
absorbéncia e consequentemente resultados positivos (LIMA et al., 2014; AHMED et al., 2018; TAHA,
KAMAL, IBRAHIM, 2019).

A maioria das proteinas do sangue (albumina, alfa e beta globulina, fibrinogénio e outros fatores
de coagulagéo) séo sintetizadas principalmente no figado, por células parenquimatosas. Dessa maneira,
lesbes hepéticas podem alterar a concentragdo dessas no sangue (DE ALMEIDA et al., 2022).

Normalmente, a lesdo do figado causada por alguns farmacos, como paracetamol, inibe a sintese
de proteinas totais e albumina (DE ALMEIDA et al., 2022). Isto ocorre pois, quando administrados em
excesso, levam a ruptura dos hepatocitos pela destruicdo de lipidios de membrana e oxidacdo de
proteinas de membrana, juntos com disfun¢do mitocondrial (ABDEEN et al., 2018). Consequentemente,
ocorre queda na sintese de proteinas, ou prote6lise aumentada e atividades de degradagdo no figado
(ABDULKHALEQ et al., 2018).

As proteinas totais ndo sdo frequentemente utilizadas como parametro isolado de diagndstico,
no entanto, sdo de grande importancia na interpretacdo do perfil hepatico completo. Elas foram dosadas
por alguns autores e apresentam uma homogeneidade nos valores descritos, consequentemente com
desvio padrdo pequeno quando comparado aos outros analitos (Tabela 3).

Com relacdo a albumina, geralmente é solicitada juntamente com as proteinas totais, sendo
considerada uma fragdo e/ou extensao desse exame. Assim como as proteinas totais, dificilmente ocorre
uma pesquisa isolada e interpretacao de resultados apenas com esse parametro. Outro ponto em comum,
é que a variacao dos resultados encontrados também foi pequena quando comparamos aos resultados de
outros trabalhos (Tabela 3). Essa baixa variacdo dos valores encontrados de ambos analitos também é
evidenciada nos valores de calculos para intervalos (ABNT, 2005; ABNT 2011) onde a variacdo

padronizada é de 12%. No entanto, Pingili et al. (2019) e Hussain et al. (2020) observaram resultados
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bem discrepantes em comparacdo aos demais, em que a média dos trabalhos foi de 3,5 g/dL enquanto

esses apresentaram resultados de 1,10 g/dL e 0,77 g/dL respectivamente. Nesse estudo, houve média de
3,33 g/dL com desvio de 0,15 g/dL (Tabela 3) semelhante ao encontrado por Melo et al. (2012), Ahmed
et al. (2019) e Salman et al. (2020).

Tabela 3: Comparacao de parametros TGO, TGP, fosfatase e gama GT, proteinas totais e albumina
obtidos neste estudo, com os valores de outras pesquisas e fontes de referéncia.

PARAMETROS

RESULTS

TGP (Ul

TGO (U/)*

FOSFATASE
un*

GGT (UI)*

PRO TEINAS
TOTAIS (g/dL)

ABDEEN et al. (2019) FrEX 4
ABDULRAZZAQ et al . (2019) 5 =

AHMAD et al . (2019) 34,15 =+
AHMAD et al . (2020) 2931 =+
AHMED et al . (2019) 30,33 =

AL-DOAISS et al . (2020) 48,34 =+

AZARMEHRetal. (2019) 2985 +
DANTAS et al. (2011) 61 *
DOGARU et al . (2020) 3428 =+
HADDA et al. (2019) 412 %
HUSSAIN et al . (2020) 42 %

KANDEMIRetal.(2019) 3876 =
LIMA et al. (2014) 5755 +
MAHALDARetal. (2020) 66,67 +
MELO et al. (2012) 484 +
MOHAMMADI et al . 2019) 110,34 *
0.0. ADEWALEetal. (2019) 47,21 +

PINGILI et al . (2019) 262,01 +
RASKOVIC et al . (2019) 51,67 +
SALMAN et al . (2020) B =+
SHEHAB et al . (2020) 46,67 =+
SOHAIL et al . (2019) 383 +
TAHA et al . (2020) 135 =
ZAKARIA et al . (2019) 1583 +
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0,33
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01
e
0,49
0,19
o
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0,7
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ALBUMINA
(g/dL)y*
414 + 025
46 04
*hkk *hkk
*hkk *hkk
323 + 008
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3 0
*hkk *hkk
37 + 014
08 + 003
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3 012
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Fk Kk Kk Fk Kk Kk
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F*kkk

F*kkk
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*U/l= unidade internacional

Além de vérias funcBes normais, o figado excreta o produto da decomposicdo da hemoglobina,

a bilirrubina, na bile. A sua concentragdo tem sido usada para avaliar a lesdo hepética induzida
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guimicamente (SASIDHARAN et al., 2010). Embora seja um parametro importante e um bom marcador
para avaliar o funcionamento do figado, ela ndo é muito eficaz na determinacdo da extensdo da lesdo
hepatocelular (SASIDHARAN et al., 2010).

Na rotina laboratorial as bilirrubinas fazem parte de um grupo de analitos que apresentam muita
instabilidade guanto aos controles de qualidade, por se tratar de uma detec¢do muitas das vezes com
valor pequeno, associada a facil deterioracdo do reagente utilizado na sua reacdo. Os dados encontrados
nesse estudo apresentaram uma média de 0,14 mg/dL com desvio de 0,02 mg/dL (Tabela 4) e
corroboram com os experimentos de Hussain et al. (2020) e Mahaldar et al. (2020), porém esses
apresentaram desvios de 0,10 e 0,13 respectivamente, maiores quando comparados com os do presente
trabalho.

A bilirrubina direta foi compativel com o que foi descrito por Melo et al. (2012) e Lima et al.
(2014), com média de 0,05 mg/dL (Tabela 4). E importante salientar que as diferencas encontradas
nessas dosagens podem estar diretamente relacionadas as diversas apresentacGes de reagentes que
variam de acordo com o fabricante. O fato de ter a apresentagdo monoreagente (um reagente) e bi-
reagente (dois reagentes), influenciam diretamente na reagdo e no valor de referéncia do analito,
impactando e dificultando a padronizagdo do mesmo. Acredita-se, que esse seja um dos motivos pelo
qual as bilirrubinas totais e fragdes ndo sejam amplamente dosadas, mesmo diante da sua importancia
quanto a funcdo hepatica.

A nefrotoxicidade causada por substéncias tem sido alvo de muitas pesquisas que analisam as
possiveis alteragdes hepaticas causadas por medicamentos, isso devido ao fato, dela ocorrer em cerca de
1-2% dos doentes que apresentam dano hepatico, sendo mais comum em criancas e adolescentes.
(MAZER; PERRONE, 2008). E possivel o desenvolvimento da toxicidade renal sem ocorrer
hepatotoxicidade, o que nos leva a acreditar que sdo necessarias doses menores para induzir a
nefrotoxicidade, como ocorre com o paracetamol (DE ALMEIDA et al., 2022).

A ureia e creatinina sdo considerados preditores importantes, confidveis e bem descritos na
literatura para a investigacdo de nefrotoxicidade induzida por drogas em animais e no homem (AHMAD
etal., 2012), isso porque entre tantas as funcdes, uma das principais € a eliminagdo de substancias toxicas
do organismo (SINGH et al., 2016). Embora a creatinina seja mais especifica do que a ureia na analise
do estado de fungdo renal, a andlise da correlagdo desses analitos, permite a determinagdo da presenca
da doenca renal intrinseca (organica) ou extrinseca (funcional) doenca.

A ureia é formada no figado como principal produto do metabolismo de nitrogénio, sendo
excretada pelos rins (BAUM; DICHOSO; CARLTON, 1975). A creatinina é um produto do
metabolismo muscular, e também é excretada pelos rins. Como sua Unica fonte é o metabolismo
muscular, o Gnico fator extrarrenal que pode afetar seu nivel sérico é massa muscular. O nivel de

creatinina sérica é relativamente estavel, variando ndo mais que 10 a 15 por cento de sua média em um
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periodo de vinte e quatro horas. Portanto, € um indice mais sensivel de funcéo renal do que o nitrogénio
ureico no sangue (BAUM; DICHOSO; CARLTON, 1975).

A ureia elevada pode causar disturbios funcionais por exceder a taxa de depuracdo, enguanto
gue a creatinina elevada indica distarbio na funcéo do néfron (SRINIVASAN et al., 2014), geralmente
0s autores optam por dosar ambas no mesmo experimento devido a sua correlacdo. Neste trabalho, foi
identificada uma média de 45,75 mg/dL (desvio padrdo de 5,95 mg/dL) e 0,60 mg/dL (desvio padréo de
0,07 mg/dL) para ureia e creatinina respectivamente (Tabela 4). Valores préximos foram encontrados
por Castelo Branco et al. (2011) e El-Boshy et al. (2019). E possivel verificar nos parametros pré-
definidos de valores de referéncia, que o desvio padrdo encontrado se manteve dentro do esperado,
conforme consta na literatura, onde para ureia seria 18% e para creatinina 20% (ABNT, 2005; ABNT
2011).

Tabela 4: Comparacao dos valores de bilirrubinas, ureia e creatinina obtidos neste estudo, com 0s
valores de outras pesquisas e fontes de referéncia.

BILT UREIA CREATININA

PARAMETROS (mg/dLy*** BIL D (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

RESULTS

ABDEEN et al. (2019) FRIK g odkkk ko okkkx 325 & 21 105 £ 007

ABDULRAZZAQetal.(2019) 044 + 003 026 * 0,02 **** 4 *wkk sokdkk 4 sk

AHMADet al . (2019) Kkkk g okkkk kkkk 4 kkkk kkkk g okkokk kkkk 4 kkkok
AHMADet al . (2020) Khkkk o okkkk kkkk 4 kkkk kkkk 4 okkkk kkkk 4 kkkok
AHMED et al . (2019) 0,7 + 0,05 **%% 4 *kxx xkkk 4 odkokkk kkxxk 4 kkkk

AL-DOAISSetal. (2020) 1,57 & 021 **** & %kkk sk g sk *kkk 4 dhkk

AZARMEHR et a|(2019) Kkkk pokdokk kkkk 4 kkkk kkkk g kkokk kkkk 4 kokkok

DANTAS et al. (2011) FRIK g KRRk dkkk ¢ kkkk 452 + 23 03 + 01

DOGARU et a|(2020) Fhkkk + Khkk kkhkkk + *khkhkk Kkhkkhk + Khkk kkhkkk + *khk
HADDA gtal. (2019) % i sowmk wiowr 4 woork 401+ 245 046 + 0,07
HUSSAINetal.(2020) 016 & 0L *wsk s dokk sk g sk okor sk

KANDEMIRetal. (2019) ~ **** 4 *kwx sokwx 4 swxx 345 + 06 044 + 0,01
LIMA etal. (2014) 008 + 004 003 = 002 3997 + 678 058 + 024
MAHALDARetal. (2020) 019 + QI3 **x% g %wws sk g ook ek g ok
MELOet al. (2012) 007 + 002 003 + 002 359 * 358 05 * 005
MOHAMMADI et @l 2019)  *¥*  Hkox dokskok 4 skoion sk sk skakon s
O.0. ADEWALE gt al. (2010) *%%* g ik ok ook skookor o ook ook skokon

PINGILI et a|(2019) FRKK fokkkK RRKK o okkkk kkkk 4 Rkkk ok 4 kkkk

RASKOV[C et a|(2019) FhKK kAR 0’35 + O,l KRR KkKK hkkk f kKRR

SALMANetal.(2020) 037 + 002 01 * 00l 2604 + 068 054 + 001
SHEHAB et al . (2020) 086 + 038 *x*% i wkk dkwn 4 dwwk wkkk  AwEE
SOHAIL et al . (2019) 09 + 01 01 = 005 215 = 37 04 * 01
TAHA etal . (2020) 078 £ D05 *xkk i dobokk kkx g ook workk  doxkk
ZAKARIA et al . (2019) 05 & 02 vk g okx sk g dkor sk ke

*** mg/dL: miligrama por decilitro.
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CONCLUSAO

A partir da comparagdo dos dados encontrados na presente pesquisa com os resultados
observados na literatura, foi possivel constatar a variacdo quanto as dosagens séricas,
reforgando a premissa de que a modificagdo na metodologia e kit, bem como a utilizagéo de
uma linhagem heterogénea, pode impactar potencialmente nos valores encontrados. Os
resultados das dosagens obtidas a partir dos analitos estudados permitiram estabelecer valores
de referéncia de pardmetros bioquimicos dos Rattus novergicus linhagem Wistar, matriz
fundadora Unib (provenientes da Unicamp) e mantidos no Biotério do Laborat6ério Multiusuério
de Pesquisa Biomédica, localizado no Instituto de Satde de Nova Friburgo, os quais sdo usados
em diversas linhas de pesquisas de graduacdo e pds-graduacdo, tanto em projetos da
Universidade Federal Fluminense, como em projetos de colaboragdo com outras instituicoes de
ensino. Acredita-se que os valores obtidos no presente trabalho, poder&o contribuir com outras
pesquisas que utilizem esse modelo animal e que optem por realizar uma analise bioquimica
hepética e renal, dessa maneira mitigando o total de animais utilizados e otimizando o tempo

de experimento.
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