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APRESENTAÇÃO

Segundo Bachelard, “um discurso sobre o método científico será sempre um 
discurso de circunstância, não descreverá uma constituição definitiva do espírito 
científico”; considerando a amplitude dessa temática, uma obra que almeje lançar foco em 
propostas, recursos e resultados nas ciências da saúde, naturalmente terá como desafio a 
caracterização de sua abordagem metodológica. Neste sentido, este e-Book foi organizado 
de modo a apresentar ao leitor 171 artigos seriados justamente por este elo comum que 
une, na ciência, a proposta (objetivo), o recurso (viabilidade) e o resultado (evidência): o 
método de pesquisa per si.

Dos seus nove volumes, os dois primeiros são dedicados aos relatos de caso, relatos 
de experiência e de vivência em saúde apresentando aspectos da realidade clínica, cultural 
e social que permeiam a ciência no Brasil.

Já no intuito de apresentar e estimular o diálogo crítico construtivo, tal qual o 
conhecimento dos recursos teóricos disponíveis frente aos mais variados cenários em 
saúde, os volumes três, quatro e cinco exploram estudos de revisão da literatura que 
discutem o estado da arte da ciência baseada em evidência sugerindo possibilidades, 
hipóteses e problemáticas técnicas no intuito de delimitar condutas para a prática clínica.

Por fim, os volumes de seis a nove compreendem os resultados quali e quantitativos 
das mais diversas metodologias de intervenção em saúde: estudos comparativos, ensaios 
clínicos e pré-clínicos, além de ações em políticas públicas na área de saúde coletiva.

Com a intelecção dos tópicos tratados nessa obra, espera-se – tanto quanto possível 
– contribuir no processo de ampliação, fundamentação e fomento da discussão e reflexão 
científica na interface entre propostas, recursos e resultados nas Ciências da Saúde.

Luis Henrique Almeida Castro
Thiago Teixeira Pereira

Fernanda Viana de Carvalho Moreto 
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RESUMO: O conhecimento dos parâmetros 
fisiológicos de ratos (Rattus norvegicus 
albinus), da linhagem Wistar, permite avaliar 
a homeostase e modificações induzidas por 
procedimentos experimentais. No entanto, as 
diferenças de gênero e background genético 
dos animais, além de fatores como idade, 
macro e microambiente, manejo alimentar, 
manuseio e status sanitário, influenciam tais 
valores. A exemplo de países com tradição 
em pesquisa experimental, nos quais os 
parâmetros hematológicos se encontram bem 
estabelecidos, a determinação dos valores 
próprios de cada biotério é preconizada no 
Brasil. Considerando o desenvolvimento atual 
da Ciência de Animais de Laboratório e sua 
capacidade em reproduzir padrões fisiológicos 
consistentes, o estudo teve por objetivo 
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investigar a hipótese de não existirem diferenças estatisticamente significantes entre os 
valores hematológicos de cinco biotérios de referência daqueles obtidos na Instalação de 
Ciência Animal do UNIFESO, além de estimular nos discentes da graduação em Medicina 
a prática da construção do conhecimento científico e execução de projetos em pesquisa 
experimental. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), sob 
o número 487/2018, e composto por uma amostra aleatória de seis ratos Wistar, machos, 
peso 280 ± 20 g , idade de três meses, mantidos sob ciclo circadiano (12h claro/12h escuro), 
controle de temperatura (22 ± 2 ºC), e cuidados padronizados de alimentação e higiene. Após 
o uso de sobredose anestésica, foi colhido sangue por punção cardíaca terminal. As amostras 
foram submetidas à contagem de células automatizada, e os resultados comparados pelo 
teste t de Student, com nível de significância de 5% (p < 0,05). Foram rejeitadas 46/55 das 
variáveis (83,63%), demonstrando haver diferenças estatisticamente significantes entre os 
trabalhos (p < 0,05). O estudo estimulou a reflexão dos discentes sobre a influência dos 
fatores genéticos, experimentais e ambientais na pesquisa científica.
PALAVRAS-CHAVE: Projetos de pesquisa; Variação genética; Ratos Wistar.

VARIATION SOURCES IN A COMPARATIVE STUDY OF HEMATOLOGICAL 

PARAMETERS OF WISTAR RATS

ABSTRACT: The knowledge of the physiological parameters of Wistar rats allows the 
evaluation of homeostasis and the modifications induced by experimental procedures. 
However, gender and genetic background diferences, besides factors like age, macro and 
microenvironment, food handling, manipulation and sanitary status, influence those values. 
In example of countries with experimental research tradition, in which teh hematological 
parameters are well established, the determination of the own values of each bioterium is 
preconized in Brazil. Considering the current development of the Laboratory Animal Science 
and the capacity of reproducting consistente physiological patterns, this study aimed the 
investigation of the hypothesis that there aren’t statistically significant diferences between 
the hematological values of five reference animal facilities from the ones obtained at the 
UNIFESO Animal Facility, besides stimulating the construction of scientific knowledge and the 
execution of experimental research projects in Medicine students. This study was aproved 
by the Commitee on Ethics in the Use of Animal (CEUA), under the number 487/2018, and 
composed by a random sample of six Wistar rats, males, weight 280 ± 20 g, aged three 
months, kept under circadian cycle (12h light/12h dark), temperature control (22 ± 2 ºC), 
and hygiene and alimentation standardized care. After the use of anesthetic overdose, blood 
was collected by terminal cardiac puncture. The samples were submitted to automated cell 
counting, and the results compared by the t test of Student, with significance level of 5% 
(p < 0,05). 46/55 of the variables were rejected (83,63%), demonstrating the existence of 
statistically significant diferences between the works (p < 0,05). The study stimulated the 
students reflection about the influence of genetic, experimental and environmental factors in 
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scientific research. 
KEYWORDS: Research Design; Genetic Variation; Rats, Wistar.

1 |  INTRODUÇÃO

Após dez anos do Congresso Nacional ter sancionado a Lei n. 11.794/2008 que 
regulamentou o uso de animais em pesquisa, e que teve como desdobramento a criação 
do Conselho Nacional de Controle em Experimentação Animal (CONCEA), ainda não 
se encontram estabelecidos, a exemplo dos países com longa tradição em pesquisa 
experimental, valores de referência hematológicos em ratos  (Rattus norvegicus), da 
linhagem Wistar (SILVA, 2015). 

   Há que se ressaltar, que os roedores, são mamíferos homeotérmicos extremamente 
sensíveis, que apresentam variações fisiológicas resultantes das diferenças de linhagem, 
gênero e idade, além de serem influenciados por fatores externos tais como clima, macro 
e microambiente, nutrição, manuseio e status sanitário (LIMA, 2014).

2 |  JUSTIFICATIVA

 Face ao atual desenvolvimento da Ciência de Animais de Laboratório, e de sua 
capacidade em reproduzir padrões fisiológicos consistentes, a perspectiva de investigar a 
similaridade entre os parâmetros hematológicos dos animais provenientes da Instalação 
de Ciência Animal do UNIFESO e a de outros quatro biotérios de referência nacionais, 
além de um conceituado laboratório norte-americano, pareceu-nos, exequível.

3 |  OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estimular o desenvolvimento do espírito investigativo de acadêmicos da graduação 
em Medicina, a prática da construção do conhecimento científico e a execução de projetos 
em pesquisa experimental.

3.2 Objetivo específico 

Verificar a hipótese de não existirem diferenças estatisticamente significantes entre 
os valores hematológicos de biotérios de referência, daqueles obtidos na Instalação de 
Ciência Animal do UNIFESO.



Propostas, Recursos e Resultados nas Ciências da Saúde 8 Capítulo 2 17

4 |  METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Centro 
Universitário Serra dos Órgãos (UNIFESO), sob o número 487/2018. 

Foram utilizados seis ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, machos, peso 
280 ± 20 g e média de idade de três meses, mantidos sob ciclo circadiano (12 h claro / 12 
h escuro), controle de temperatura (22 ± 2 ºC), umidade relativa do ar em 50 ± 10%, 15 - 
20 trocas de ar/hora e cuidados padronizados de alimentação e higiene.

Os animais foram escolhidos de modo aleatório e mantidos em grupos de três animais/
gaiola (sistema open cage), cama de maravalha autoclavada e registro de identifi cação.

Após a contenção física dos animais (Figura 1), utilizou-se a associação de 100 mg/
kg de cloridrato de cetamina a 10% (Vetaset®) e 10 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% 
(Virbaxyl®), por via intraperitoneal. Com uso do  dispositivo intravenoso scalp 23G BD® e 
seringa de 5ml, foi realizada a colheita de 2 ml de sangue de origem central, por punção 
cardíaca terminal (Figura 2). As amostras foram colhidas no mesmo horário, durante 
a tarde. Obtida a colheita, foi aplicada uma sobredose anestésica (cinco vezes a dose 
padrão), de acordo com a Resolução Normativa n. 37 do CONCEA. 

As amostras foram submetidas ao analisador automático de hematologia (Bc 5000 
VET, MINDRAY®) em laboratório particular, e os resultados comparados aos de quatro 
biotérios nacionais e aos de um laboratório norte-americano. Para tanto, utilizou-se o 
teste de hipóteses t de Student, com nível de signifi cância de 5% (p < 0,05). 

Como critérios de inclusão, escolheu-se estudos com animais de gênero, peso, 
idade, condições ambientais e de manejo similares, além do mesmo método de colheita 
de sangue, e contagem hematológica automatizada.

Figura 1. Colheita de sangue venoso, de origem central Figura 2. Punção intracardíaca

Fonte: Elaboração pelos autores.

Obs.: A Figura 1 refere-se à administração da associação anestésica por via intraperitoneal no quadrante abdominal 
inferior direito, enquanto a Figura 2 à punção intracardíaca com uso de scalp 23G BD®.
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4.3 Análise estatística

 Na análise estatística foi utilizado o software IBM SPSS versão 20.0® (Belmont, 
CA). Admitiu-se que as amostras seguiram uma distribuição normal (Gaussiana). 

 A ausência dos dados originais das publicações, impediu que o método de análise 
de variância fosse aplicado, o que permitiria que vários grupos pudessem ser comparados 
a um só tempo. 

 Desse modo, tornou-se necessária, a comparação pareada entre as amostras, uma 
a uma, pelo teste de hipóteses, t de Student. Foi estabelecido um grau de significância de 
5% (p < 0,05).

5 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os parâmetros hematológicos de ratos Wistar, machos, entre 2 a 4 meses, publicados 
em artigos científicos de cinco instituições, foram expressos no Quadro 1.

 
Parâmetros

Hematológicos

UFPB* 
(BR)

n = 20
Média ± DP

UFS** (BR)
n = 23

Média ± DP

UNIT*** (BR)
n = 44

Média ± DP

ULBRA**** (BR)
n = 20

Média ± DP

C. RIVER*****
 (EUA)
n = 181

Média ± DP

Hemácias
 (106/µL) 7,30 ± 0,10 8,00 ± 0,55 8,65 ±  1,11 8,40 ± 0,40 8,39 ± 0,67

Hemoglobina
(g/dL)

15,00 ± 
0,20

14,50 ± 
0,78 15,00 ± 1,45 15,10 ± 0,50 15,70 ± 1,00

Hematócrito 
(%)

34,00 ± 
0,50

44,20 ± 
2,95 43,30 ±  3,51 44,90 ± 2,80 45,00 ± 3,50

VCM
(fL)

48,00 ± 
0,30

55,50 ± 
2,22 47,75 ± 2,89 53,60 ± 3,30 53,50 ± 2,40

HCM
(pg)

20,00 ± 
0,20

18,20 ± 
0,57 16,51 ± 0,30 18,00 ± 0,70 18,70 ± 0,80

CHCM
(g/dL)

42,00 ± 
0,20

32,80 ± 
1,09 34,89 ± 2,41 33,70 ± 1,60 34,90 ± 1,20

Plaquetas 
(103/µL)

730,00 ± 
0,33

1.095,00 ± 
152,56

982,34 ± 
167,50 1.071,00 ± 93,50 904,00 ± 137,00

Neutrófilos
(%)

27,00 ± 
1,50

24,80 ± 
7,85 33,16 ± 14,99 15,60 ± 5,50 15,50 ± 5,50

Linfócitos
(%)

67,00 ± 
1,60

70,00 ± 
7,37 67,36 ± 15,31 83,70 ± 5,40 8,20 ± 6,30

Monócitos
(%) 5,10 ± 0,30 3,90 ± 1,31 5,27 ± 3,52 0,80 ± 0,50 1,90 ± 0,70

Eosinófilos
(%) 1,00 ± 0,10 1,30 ± 0,82 1,25 ± 1,09 1,00 ± 0,50 1,30 ± 0,80

Quadro 1. Parâmetros hematológicos de ratos Wistar de cinco instituições 
Fonte:Dados da pesquisa (2019).
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*Castello Branco et al. (2011)          Biotério da Universidade Federal da Paraíba (UFPB)

**Melo et al. (2012)                         Biotério da Universidade Federal de Sergipe (UFS)

***Lima et al. (2014)                       Biotério da Universidade de Tiradentes (UNIT)

****Silva et al. (2015)                     Biotério da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA)

*****Clifford & Gikinis (2008)      Laboratório Charles River (EUA)

Legenda: n =      Número de animais; 

DP = Desvio padrão da média.

No Quadro 2, foram expressos os valores hematológicos obtidos na Instalação de 
Ciência Animal do UNIFESO.

    Parâmetros 
Hematológicos

UNIFESO
(n = 6)

                               Média ± DP  
Hemácias       (106 µL) 7,80 ± 0,20

Hemoglobina  (g/dL) 13,10 ± 0,50

Hematócrito  (%) 37,30 ± 3,60
VCM               (fL) 47,82 ± 3,00
HCM             (pg) 16,79 ± 0,30

CHCM          (g/dL) 35,12 ± 0,80
Plaquetas      (103 µL) 879,00 ± 122,00
Neutrófilos   (%) 33,00 ± 4,85
Linfócitos     (%) 60,00 ± 9,60
Monócitos     (%) 4,00  ± 0,30

Eosinófilos   (%) 2,00  ± 0,10

Quadro 2. Valores hematológicos da Instalação de Ciência Animal do UNIFESO 
Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Legenda: DP =   Desvio padrão da média

n   =    Número de animais

Obs.:  Instalação de Ciência Animal do Centro Universitário Serra dos Órgãos (UNIFESO).

 
Parâmetros

Hematológicos

UFPB *
(BR)

Valor t

UFS **
(BR)

Valor t

UNIT***
 (BR)

Valor t

ULBRA**** 
(BR)

Valor t

 C.RIVER***** 
(EUA)
Valor t

Hemácias
 (106/µL)

-5,9062
REJEITA

1,4207
ACEITA

-4,5651
REJEITA -4,9543

REJEITA
2,14874
REJEITA

Hemoglobina
(g/dL)

9,0924
REJEITA

5,3641
REJEITA

-6,3527
REJEITA

-8,5934
REJEITA

6,33015
REJEITA
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Hematócrito 
(%)

-2,2389
REJEITA

4,3308
REJEITA

-3,8411
REJEITA

-4,7574
REJEITA

5,29757
REJEITA

VCM
(fL)

0,1467
ACEITA

5,8657
REJEITA

0,0538
ACEITA

-4,0424
REJEITA

5,66050
REJEITA

HCM
(pg)

24,6196
REJEITA

8,2619
REJEITA

2,1446
REJEITA

-6,0882
REJEITA

5,82158
REJEITA

CHCM
(g/dL)

20,8709
REJEITA

-5,8306
REJEITA

0,4708
ACEITA

2,9313
REJEITA

-0,44516
ACEITA

Plaquetas 
(103/µL)

-2,9916
REJEITA

3,6549
REJEITA

-1,8506
REJEITA

-3,5545
REJEITA

-0,44099
ACEITA

Neutrófilos
(%)

-2,9877
REJEITA

-3,1919
REJEITA

-0,0535
ACEITA

7,4651
REJEITA

-7,69093
REJEITA

Linfócitos
(%)

1,7787
REJEITA

2,3755
REJEITA

-1,6182
ACEITA

-5,7791
REJEITA

-7,59245
REJEITA

Monócitos
(%)

7,7783
REJEITA

-0,3341
ACEITA

-2,2319
REJEITA

19,2967
REJEITA

-7,31072
REJEITA

Eosinófilos
(%)

-21,4834
REJEITA

-3,9821
REJEITA

4,4295
REJEITA

8,4017
REJEITA

-2,13026
REJEITA

 Quadro 3. Comparação pareada entre amostras das instituições externas e do UNIFESO 

*Castello Branco et al. (2011)          Biotério da Universidade Federal da Paraíba (UFPB)

**Melo et al. (2012)                         Biotério da Universidade Federal de Sergipe (UFS)

***Lima et al. (2014)                       Biotério da Universidade de Tiradentes (UNIT)

****Silva et al. (2015)                     Biotério da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA)

*****Clifford & Gikinis (2008)       Laboratório Charles River (EUA)

Notas: A hipótese nula (H0) de que: “Não existem diferenças significantes entre 
as médias das variáveis dos dois grupos comparados” (variável externa vs. variável do 
UNIFESO), foi rejeitada em 46/55 amostras (84%), demonstrando que as diferenças 
encontradas foram estatisticamente significantes (p < 0,05). Fonte: Dados da pesquisa 
(2019).

Considerando que os critérios metodológicos quanto à forma de inclusão dos estudos 
tiveram por princípio obter similaridade, aduz-se que estes, não foram suficientes em 
conferir paridade significativa entre os estudos.

Desse modo, a presente discussão busca analisar e identificar as fontes de variação 
genéticas, ambientais e experimentais que influenciaram nossos resultados.

5.4 Fontes de variação experimentais

Na comparação pareada entre as amostras dos estudos, a desigualdade entre as 
mesmas, produz um elevado ruído (interferência) nos resultados. A redução deste efeito 
pode ser obtida, aumentando-se o tamanho da amostra e tendo números de animais 
iguais em cada grupo (FESTING, 2002). 

 Assim, ao compararmos, amostras discrepantes, supostamente uma delas terá 
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maior capacidade em detectar efeitos biológicos menores, ou seja, maior precisão. Há 
que se considerar no entanto, que maior precisão não se traduz necessariamente em 
maior acurácia (capacidade de representar um valor verdadeiro), pois diferenças no 
processo de colheita, refrigeração e aferição laboratorial dos dados submetidos, podem 
estar presentes. 

 Quanto ao tamanho da amostra (n = 6) do UNIFESO, embora estatisticamente 
justificado pelo número total de animais (população) da Instalação de Ciência Animal, seu 
número reduzido, pode  estar associado a um maior erro padrão (SOUZA, 2014), resultando 
num baixo poder de detectar resultados biologicamente significativos (GRIMES, 2002).

 Não obstante, não podemos generalizar tal assertiva, pois amostras grandes 
tendem a produzir valores-p pequenos, ainda que o efeito biológico não seja importante, 
enquanto amostras pequenas tendem a produzir valores-p grandes (p > 0,05), ainda que 
exista um importante efeito do ponto de vista biológico (WASSERTEIN, 2016). 

 Assim, o uso dos valores-p nas pesquisas médicas tem sido amplamente criticado 
por expertises na área da estatística (GRIMES, 2002).

5.5 Fontes de variação genéticas

O Princípio ético dos 3 Rs de Russel & Burch (1959), orienta pesquisadores quanto 
a redução do uso de animais em experimentação, o que reforçou nossa escolha por um 
número reduzido de animais. Paradoxalmente, a utilização de ratos Wistar heterogênicos 
(outbred), exige uma amostra maior de animais, devido a sua elevada variabilidade 
genética e mesmo animais isogênicos (inbred) (isogênicos), não são idênticos, embora 
apresentem menor variabilidade genética (RUSSEL, 1992).

5.6 Fontes de variação ambientais 

Embora criados e mantidos sob as mesmas condições ambientais de temperatura, 
umidade, ventilação, luminosidade, alimentação, manuseio, quando concebidos, 
cada feto terá um ambiente uterino diferente, e ao nascerem, serão submetidos a um 
complexo ambiente microbiológico, social e físico capaz de influenciá-los tanto individual 
como coletivamente, gerando variações tanto dentro de um grupo quanto entre grupos 
(HOWARD, 2002).

5.7 Fontes da variação desconhecidas 

Há que se considerar inicialmente, que a qualidade e confiabilidade do valor 
dos dados históricos obtidos, podem se tornar numa fonte de variação desconhecida 
(FESTING, 2002). Desse modo,  procurou-se incluir no estudo, biotérios de referência 
nacionais e um laboratório norte-americano, cujos artigos  descreveram a metodologia 
utilizada com detalhes.

 No entanto, informações omitidas tais como a troca do funcionário que cuida 
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diariamente dos animais do laboratório, ruídos externos de uma obra na instalação, 
ausência de eletricidade, atraso na entrega da ração, presença de visitantes entre 
outros fatores, não são usualmente descritos nos trabalhos, e considerando a extrema 
sensibilidade da espécie (LIMA, 2014), constituem-se numa fonte de variação.

5.8 Observações gerais 

O teste de hipóteses, rejeitou 46/55 variáveis medidas (84%), demonstrando haverem 
em sua maioria, diferenças estatisticamente significantes entre os valores hematológicos 
das publicações, daqueles obtidos nos animais da Instalação de Ciência Animal do 
UNIFESO (p <  0,05). 

 Corroborando com nossos resultados, Nunes et al. (2004), aventaram que tais 
diferenças são resultantes das desigualdades de linhagem, gênero e idade, além de serem 
influenciadas por fatores externos tais como clima, macro e microambiente, nutrição, 
manuseio e status sanitário.

 Lillie et al. (1996), propugnaram que a generalização dos parâmetros fisiológicos em 
roedores, somente podem ser aplicadas em condições de estrita uniformidade genética, 
ambiental e experimental, e desse modo, as diferenças as fontes de variação, justificaram 
nossos resultados.

   Ressalta-se que a heterogeneidade dos modelos experimentais, restringe o poder 
do estudo, confiabilidade dos resultados, e a própria reprodutibilidade do experimento. 

 Em relação ao estabelecimento de um padrão hematológico de referência do 
Laboratório de Ciência Animal do UNIFESO, as limitações aduzidas indicam a necessária 
realização de uma estimativa interna do erro experimental, o que impõe uma replicação 
independente do estudo, para que a consistência das diferenças possa ser reavaliada 
(FESTING, 2002).

  Como instrumento didático-pedagógico, a pesquisa buscou agregar valor ao 
processo de ensino-aprendizagem, ao demonstrar a importância do rigor científico e da 
uniformidade metodológica, na pesquisa experimental.  

6 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

  O estudo estimulou a reflexão dos discentes de Medicina, sobre a influência genética, 
experimental e ambiental como fontes de variação na pesquisa científica. 

 A determinação dos valores hematológicos próprios de cada biotério constituem-
se no meio mais seguro de garantir resultados confiáveis às diversas linhas de pesquisa 
experimental.
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