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Resumen

Introduccion: Las ratas Wistar son una de las cepas
mas populares y utilizadas cotidianamente para la inves-
tigacion en el laboratorio sirviendo como una importante
herramienta de investigacion, por lo que, exige el control
estricto de variables como la edad, el sexo y el peso corpo-
ral, y de esta forma poder extrapolar los resultados al
modelo humano.

Objetivo: Desarrollar curvas de referencia para valo-
rar el crecimiento fisico de ratas machos Wistar en fun-
cion de la edad cronoldgica y la maduracién somatica
desde una perspectiva no-invasiva.

Metodologia: Fueron estudiadas 731 ratas machos
Wistar de forma transversal. Se evaluo la edad, peso cor-
poral y la superficie corporal. Se utilizé el método LMS
para construir curvas de percentil en funcién del peso y la
maduracion somatica.

Resultados: Las curvas de crecimiento fisico propues-
tas sirven para realizar el seguimiento del crecimiento
fisico y el diagnéstico del estado nutricional de ratas
machos de cepa Wistar. Los puntos de corte prepuestos
son: P3, P10, P25, P50, P75, P90 y P97.

Conclusion: Los resultados sugieren que los cientificos
de diversas areas puedan usar tales referencias, con el
objetivo de extrapolar las fases del crecimiento somatico
de la rata de laboratorio al modelo humano y es una alter-
nativa no-invasiva para valorar el crecimiento y el estado
nutricional.
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REFERENCE CURVES FOR ASSESSING
THE PHYSICAL GROWTH OF MALE
WISTAR RATS

Resumen

Introduction: Wistar rats are one of the most popular
strains routinely used for research in the laboratory to
serve as an important research tool, so it requires strict
control of variables such as age, sex and body weight, and
Thus to extrapolate the results to the human model.

Objective: To develop reference curves for assessing
the physical growth of male Wistar rats according to
chronological age and somatic maturation from a non-
invasive.

Methodology: The subjects studied were 731 male
Wistar rats transversely. We assessed age, body weight
and body surface. LMS method was used to construct
percentile curves based on weight and somatic matura-
tion. Results: The proposed physical growth curves are
used to track the physical growth and nutritional status
diagnosis of male Wistar rats. Budgets by cutting points
are: P3, P10, P25, P50, P75, P90 and P97.

Conclusion: The results suggest that scientists from
different areas can use such references, in order to extra-
polate somatic growth phases of the laboratory rat and
the human model is a non-invasive alternative to assess
growth and nutritional status.

(Nutr Hosp. 2013;28:2151-2156)
DOI:10.3305/nh.2013.28.6.6659
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Abreviaturas

COBEA: Colegio Brasileiro de Experimentacién
Animal.

ETM: Error Técnico de Medida.

SC: superficie corporal.

PV: peso vivo.

PVC: Pico de Velocidad de Crecimiento.

Introduccion

El crecimiento fisico en general es definido como el
aumento en el nimero y tamafio de las células que com-
ponen los diversos tejidos del organismo'2. Esta deter-
minado por factores biolégicos intrinsecos sensibles a
miltiples contingencias mesoldgicas que modulan la
expresion del potencial genético®.

En el ser humano, su valoracion es realizada a través
de curvas de crecimiento; pues muchas organizaciones
gubernamentales y organismos de las naciones unidas
se basan en tablas de crecimiento para medir el bienes-
tar general de las poblaciones, para la formulacién de
politicas de salud y afines, asi como para la planifi-
cacidn de las intervenciones y el seguimiento de su
efectividad*; sin embargo, en el modelo animal, especi-
ficamente en ratas Wistar (Rattus Norvegicus) hasta
donde conocemos no existe una referencia que permita
diagnosticar y monitorizar el crecimiento fisico, tanto
de forma transversal y/o longitudinal, a pesar de que la
literatura reporta algunos intentos de estimacion reali-
zando una comparacion directa entre las dos especies
por los afios de promedio que vive el humano y la rata
de laboratorio®.

Actualmente las ratas Wistar son una de las cepas
mds populares y utilizadas cotidianamente para la
investigacion en el laboratorio, por lo que éste mami-
fero sirve como un organismo modelo para el andlisis
de un niimero importante de caracteristicas biomédicas
y toxicoldgicas®’, asi como para estudiar la nutricién
enteral® y parenteral®; inclusive es considerado como
importante herramienta para la investigacién de las
condiciones que afectan a los seres humanos y que pue-
den ser simuladas en ratas'®. De hecho, la investigacién
de laboratorio en el modelo animal exige el control
estricto de algunas variables que permiten conseguir
resultados reproducibles''. Estas variables a menudo
son la edad, el sexo y el peso corporal, con lo cual, se
caracteriza a los grupos de trabajo y se garantiza una
posible extrapolacién de los resultados al modelo
humano.

En general, varios métodos han sido utilizados para
la determinacién del crecimiento fisico de pequefios
mamiferos, estos procedimientos comprenden medi-
ciones del tamafo y el crecimiento de ciertas partes del
cuerpo'>®, osificaciéon de la epifisis'* maduracion
somdtica® y crecimiento y desarrollo de los dientes';
sin embargo, a nivel nacional e internacional, no se ha
estudiado a profundidad el crecimiento fisico en mami-

feros (ratas), puesto que los patrones de crecimiento
pueden ser utilizados en situaciones relacionadas a la
salud, en el que permitan reflejar las condiciones del
estado nutricional en la que se encuentran los roedores,
asf como identificar el acelerado, normal y lento creci-
miento de los mismos. Esto en razén de que muchos
tratamientos que se usan y se desarrollan en los labora-
torios implican la bisqueda de pérdida, manutencién y
aumento de peso corporal, asi como restricciones e
inducciones de dietas, aplicacién de procedimientos
quirdrgicos, administracién de medicamentos y suple-
mentos, efectos del ejercicio fisico, entre otras manipu-
laciones. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue desa-
rrollar curvas de referencia para valorar el crecimiento
fisico de ratas machos Wistar en funcién de la edad cro-
nolégica y la maduracién somédtica desde una perspec-
tivano-invasiva.

Metodologia

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal
en 731 ratas machos Wistar. Los animales fueron
seleccionados de forma no-probabilistica (accidental).
Para el estudio se consider6 un rango de edad que va
desde los 21 hasta los 112 dias, con un promedio de
peso corporal de 276,5 + 111,70 g (40-479 g) y superfi-
cie corporal de 18,9 + 7,7. Los animales provinieron
del Bioterio de Departamento de Farmacologia de la
Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP) Sao
Paulo, Brasil.

Todos los animales durante la investigacién fueron
alojados en cajas colectivas de plastico (3 ratas por
gayola) viviendo en un ciclo claro/oscuro (12 h/12 h) en
un ambiente con temperatura constante (23°C +2°C) y
con humedad relativa entre 45-65%. El clima en Cam-
pinas (Brasil), lugar donde los animales fueron criados
presenta una altitud de 677 msnm y el clima es subtropi-
cal himedo. La dotacién de los alimentos fue libre y el
agua ad libitum y tratados bajo los principios éticos de
experimentacion animal que rige el COBEA (Colegio
Brasileiro de Experimentaciéon Animal) y aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad Estadual de Campinas UNICAMP.

Se incluyeron a las ratas que presentaban un rango
de edad de 21 hasta los 112 dias (21 dias después del
destete) y a las que no recibieron ningun tipo de trata-
miento e intervencion fisica, fisioldgica, nutricional,
entre otras manipulaciones. Se excluyeron a los anima-
les que presentaban signos de enfermedad y a las que se
estresaban en el dfa a dia con sus contrapartes.

Técnicas e instrumentos

La recoleccién de informacion se efectud de julio a
octubre (2011) por las mafanas (8.00 a 9.00 am). La
valoracion del peso corporal (g) de las ratas se realizé a
través de una balanza analitica de marca Scaltec
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modelo SAC-62, con una precisién de (10-4gramos),
siguiendo las recomendaciones de Cossio-Bolafios y
cols."”. El procedimiento consistié en colocar a los ani-
males en un frasco ligero sobre la balanza con el obje-
tivo de evaluar el peso corporal en gramos (g). Le eva-
luacién fue repetida dos a tres veces. Todo el proceso
de evaluacién estuvo a cargo de un evaluador con
amplia experiencia, mostrando un Error Técnico de
Medida (ETM) inferior al 0,9%. Los valores de ETM
se observan en la tabla I.

La superficie corporal fue hallada a través de la
ecuacién propuesta por Cano-Rabano, Rios-Granja'®,
SC =0,1*PV*0,685, donde SC = superficie corporal y
PV =peso vivo.

La maduracién somadtica de los animales fue deter-
minado a través de la ecuacion propuesta por Cossio-
Bolafios y cols."”. Esta ecuacion permite el célculo del
Pico de Velocidad de Crecimiento (PVC) de forma
transversal. Las variables que se usan son el peso (g) y
la edad (dias), donde: [PVC =-5,02 + (0,143*Edad) -
(0,00259*Peso)]. Los resultados permiten clasificar en
14 niveles (-3,-2,-1,0,1,2,3,4,5,6,7, 8,9y 10), los
que indican el grado de alejamiento y proximidad del
PVC de los animales. El cero significa el momento
exacto del PVCy los valores +1 significan la proximi-
dad y/o alejamiento del PVC en una semana.

Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados a través de la esta-
distica descriptiva de media aritmética, desviacidén
estandar y distribucién de percentiles (P3, P10, P25,
P50, P75,P90 y P97). La prueba de Kolmogorov-Smir-
nov (K-S) se aplicé a todas las variables, aunque por
separado para cada grupo de edad, con el fin de estable-
cer la normalidad de la distribucion.

Se construyeron curvas de percentil de peso corporal
por separado en funcién de la edad cronolégica y la

Tabla I
Error técnico de medida intra-evaluador del peso corporal
de ratas macho Wistar

n Edad (dias) ETM
44 21 0,69
55 28 0,69
45 35 0,70
60 42 0,70
60 49 0,75
60 56 0,77
60 63 0,79
60 70 0,77
54 77 0,78
47 84 0,80
55 91 0,77
51 98 0,82
40 105 0,70
40 112 0,80

maduracién somatica (niveles) mediante el método
LMS». La transformacién de Box-Cox power fue
usada para normalizar los datos en cada edad y nivel.
Se aplico el procedimiento de mdxima probabilidad de
penalizacion a efecto de crear tres curvas suaves: L(t)
Box-Cox power, M(t) mediana y S(t) Coeficiente de
variacion. Estos tres pardmetros permiten construir la
curva en relacion a cualquier centil que se desea, para
ello es necesario el uso de la férmula:

C1000()=M()[1+L()S(H)Z o] ",

donde Za es el desvio normal equivalente para el drea
a, C1000u(?) es el centil correspondiente al Zow equiva-
lente a los grados de libertad para L(r), M(7) y S(7) que
miden la complejidad de cada curva ajustada. El
método LMS se aplicé para generar patrones de crec-
imiento fisico con el software LMS Chartmaker Pro
version 2.3%.

Resultados

El control de calidad de la medicién del peso corpo-
ral de las ratas se describe en la tabla I. Los valores
oscilan desde 0,69 a 0,89%. En edades iniciales se
observan valores inferiores de ETM, a partir de los 49
dias los valores de ETM se incremental en un 0,10%.

La tabla II, muestra los valores del peso corporal de
ratas machos (g). Estos valores estan distribuidos en
percentiles en funcion de la edad cronolégica (dfas). La
edad que se considerd fue a partir de los 21 hasta los
112 dias de vida. En todos los percentiles, los valores se
incrementan con el transcurso de la edad.

La distribucién percentilar de los valores del peso
corporal (g) en funcién de la maduracién somatica
(PVC) se observa en la tabla III. Los percentiles pue-
den ser analizados en funcién de 13 niveles que oscilan
desde -2 hasta 10 semanas. En todos los percentiles los
valores del peso corporal se incrementan en funcion de
los niveles.

Los puntos de corte para la tabla IT y Il y las figuras
1 y 2 se interpretan como: <p3 desnutricién, p3-p10
delgadez, p10-p90 eutréfico, p90-p97 sobrepeso y
>p97 obesidad, respectivamente. Las figuras 1y 2
muestran el crecimiento lineal del peso corporal (g) en
funcion de la edad (dias) y en funcién de la maduracion
somatica (PVC). En ambas figuras se evidencia un
similar patron de crecimiento, resaltando que el pS0 a
los 112 dias fue de 415,10 g (Fig. 1, Tabla II) y en el
nivel 10 fue de 413,92 g (Fig. 2, Tabla III).

Discusion

Este estudio proporciona informacién relevante res-
pecto a la valoracion del crecimiento fisico de ratas
machos Wistar. En este sentido, para proponer las cur-
vas se consider6 el peso corporal, cuya medicion fue

Referencias de crecimiento fisico
para ratas Wistar
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Tabla II
Valores de referncia del peso corporal (g) para ratas machos en funcion de la edad cronolégica (dias)

Edad (dias) L M S P3 P10 P25 P50 P75 P90 P97
21 0,38 62,71 0,16 44,40 50,10 56,20 62,70 69,70 77,20 85,10
28 0,59 101,47 0,15 73,30 82,30 91,70 101,50 111,70 122,30 133,30
35 0,79 143,12 0,13 105,90 118,00 130,40 143,10 156,00 169,20 182,50
42 0,98 185,78 0,12 141,00 155,90 170,80 185,80 200,70 215,70 230,70
49 11,63 226,30 0,11 176,30 193,20 209,90 226,30 242,60 258,60 274,60
56 13,04 263,28 0,10 210,10 228,30 246,00 263,30 280,30 296,90 313,30
63 13,89 295,93 0,09 241,00 259,80 278,10 295,90 313,30 330,40 347,10
70 14,16 323,68 0,08 267,80 286,90 305,50 323,70 341,40 358,80 375,80
77 13,89 346,57 0,08 290,10 309,40 328,20 346,60 364,60 382,30 399,70
84 13,19 365,46 0,08 308,20 327,60 346,70 365,50 383,90 402,10 420,00
91 12,28 380,98 0,08 322,40 342,20 361,70 381,00 400,00 418,90 437,60
98 11,14 393,78 0,08 333,30 353,60 373,80 393,80 413,40 433,40 453,00

105 10,07 404,79 0,08 342,00 363,00 383,90 404,80 425,60 446,60 467,00

112 10,09 415,12 0,08 349,70 371,50 393,30 415,10 436,90 458,70 480,50

Tabla III
Valores de referncia del peso corporal (g) para ratas machos en funcion de la maduracion somdtica (niveles)

Edad (dias) PVC (niveles) L M S P3 P10 P25 P50 P75 P90 P97
21,0 -2 -0,51 61,14 0,23 40,93 4643 53,13 61,14 71,80 85,08 10245
28,1 -1 -0,13 108,02 0,20 72,74 82,81 94,47 108,02 123,779 142,20 163,76
36,9 0 0,29 158,12 0,18 108,13 123,32 139,96 158,13 177,90 199,35 222,57
45,6 1 0,74 207,23 0,16 145,13 165,18 185,89 207,23 229,15 251,65 274,68
54,7 2 1,13 252,03 0,13 183,06 206,37 229,34 252,03 274,47 296,67 318,67
63,0 3 1,39 290,81 0,11 220,91 245,06 268,31 290,81 312,66 333,93 354,69
70,0 4 1,52 32224 0,10 255,29 278,52 300,79 322,24 34296 363,06 382,59
77,0 5 1,55 346,77 0,09 283,75 305,55 326,52 346,77 366,40 385,46 404,01
84,0 6 1,50 366,21 0,08 306,04 326,71 346,74 366,21 385,17 403,67 421,75
91,0 7 1,41 381,72 0,08 322,45 342,67 36241 381,72 400,63 419,18 437,40
98,0 8 1,30 394,08 0,07 333,98 354,35 374,38 394,08 413,49 432,63 451,51

105,0 9 1,20 404,38 0,08 342,31 363,23 383,92 404,38 424,63 444,69 464,56

112,0 10 1,11 41392 0,08 349,36 371,01 392,53 413,92 435,20 456,35 477,40

600,
5007 P97
500 P90
400 o Plo
]l;é() P3
E] _ 3001
E 300 %ﬂ
= 200 & 2007
100 100
o 0-
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 :4 —'2 0 2' 4' 6 ' 8 ' 10 ' 12 '
Edad (semanas) PVC

Fig. 1.—Curva de crecimiento de peso corporal (g) de ratas ma- Fig. 2—Curva de crecimiento de peso corporal (g) de ratas ma-

chos (Wistar) en funcion de la edad (semana). chos (Wistar) en funcion del PVC (niveles).

2154 Nutr Hosp. 2013;28(6):2151-2156 Marco Cossio-Bolafios y cols.



realizada de forma transversal en una muestra de 741
ratas machos. Esta variable, es un indicador del estado
nutricional, puesto que proporciona una mejor idea de
los efectos a corto plazo y de los cambios en los com-
ponentes corporales®.

Los resultados de las curvas en funcién del peso cor-
poral (Tabla IT) muestran que a los 21 dias de edad, los
roedores presentaron el 18,8% de su crecimiento, a los
56 dias el 50% y a los 112 dias el 100%, respectiva-
mente. Este patrén de crecimiento observado en el
estudio coincide por lo descrito por Enesco, Leblond!
hace mas de 50 afios, en el que se distingue tres fases: la
fase inicial denominada hiperplasia, que comprende
los primeros 17 dias de vida, la fase intermedia (hiper-
plasia-hipertrofia), que va desde los 17 hasta los 48
dias de edad; y la fase final (almacenamiento), que
comprende desde los 48 hasta los 160 dias aproximada-
mente. En el caso de la ultima fase, los resultados del
estudio apuntan hasta los 112 dfas y no hasta los 160
dias. De hecho, es posible que factores extrinsecos
como el de la tendencia secular probablemente puedan
haber contribuido a la consecucion de la edad adulta de
forma mds temprana. Aunque, segtiin Hughes, Tanner*
consideran que el crecimiento esquelético termina
aproximadamente alrededor de los 120 dias en ratas
(machos y hembras) y el tiempo de vida de estos roedo-
res oscila aproximadamente de 2 a 3,5 afios®, respecti-
vamente.

Enrelacion alas curvas de crecimiento en funcién de
la maduracién somatica (tabla III). Los resultados evi-
dencian que el PVC (nivel 0) se observé a los 36,95
dias. En esta edad se distingue un peso promedio de
158,12 g. Sin embargo, en la curva en funcién de la
edad cronoldgica (tabla II) se observa a los 40 dias de
vida un peso superior (aproximadamente de 173,6 g).
Esto l6gicamente indica que el ritmo de crecimiento de
los roedores en funcién de la edad cronoldgica y la
maduracién somdtica no son los mismos. Estos hallaz-
gos indican que los patrones de crecimiento de ambas
curvas varian desde los 21 hasta los 63 dias aproxima-
damente (Tablas II y III). Luego, la distribucién per-
centilar de ambas curvas son relativamente similares
hasta los 112 dias (nivel 10).

De hecho, estos hallazgos coinciden con lo repor-
tado en la literatura, donde las ratas machos Wistar cre-
cen a una velocidad méxima al menos los primeros 60
dias*y 70 dias®. Ademds Freudenberg® resalta que la
cepa Wistar alcanza la pubertad dentro de un rango de
36 a 66 dias (especificamente a los 46,9 dias), inclu-
sive, otros estudios investigando la maduracién soma-
tica indican que el PVC en la cepa de Wistar eutréficos
se presentd a los 55 dias” y alos 42 dias” y en cuanto a
la maduracién sexual, algunos estudios describen entre
los 48-50 dias aproximadamente®. Desde esa pers-
pectiva, nuestros resultados son consistentes, tanto con
estudios que valoran la maduracién somadtica y sexual,
por lo que las ratas antes de los 42 dias serian conside-
rados como pre-puberes, y después de los 42 dias hasta
los 112 dias como ptiberes. Por lo tanto, el periodo de la

adolescencia abarcaria al alrededor de 70 dias aproxi-
madamente.

Las curvas propuestas en funcion de la edad cronol6-
gica'y lamaduracién somdtica son una posibilidad para
valorar el crecimiento fisico de ratas machos Wistar,
dado que la condicién nutricional depende directa-
mente del consumo de dietas que contienen todos los
factores de nutricién en cantidades apropiadas para
cumplir los requisitos especificos de la persona en
todas las etapas de la vida®. En este sentido, en los roe-
dores como ratas y ratones el peso es un indice fiable
para valorar el sobrepeso y obesidad, puesto que se
caracteriza por presentar exceso de grasa®, aunque no
valora de manera directa la composicién corporal, pero
en general, es un indicador de crecimiento somatico y
de valoracién del estado nutricional no-invasivo. En
este sentido, los bajos valores observados en el ETM
(069-082), implican un adecuado control de calidad de
las medidas. Esto permite reducir las mediciones del
error al minimo, por lo que segtin Goto, Mascie-Tay-
lor® es necesario para alcanzar una mayor precisién y
reproduccidn de los resultados, sobre todo si se tratan
de estandarizar los resultados.

En consecuencia, el método LMS utilizado en este
estudio para desarrollar las curvas representa ciertas
ventajas para la construccién de referencias de creci-
miento. Seguin Kulaga y cols.®, los extremos de los
centiles pueden ser estimados de forma mas eficaz,
cualquier centil puede ser calculado y cada observa-
cion puede ser convertida a su desviacion estandar. Sin
embargo, en el estudio no fue posible en control
de algunas variables, como por ejemplo, la actividad
metabdlica, dado que desconocemos el gasto energé-
tico en reposo y en ejercicio. Esta informacion hubiera
posibilitado una mejor caracterizacion del grupo estu-
diado, pero de cualquier forma, a menudo en los labo-
ratorios, los roedores se encuentran normalmente con-
finados en jaulas, lo que impide una marcada actividad
fisica. Por lo tanto, el gasto energético en reposo repre-
senta el 90% del gasto total diario y tan solo un
10% segun algunos estudios representa la realizacion
de actividad fisica diaria®. Por otro lado, no se consi-
der6 la medicién de la longitud total, a pesar de ser una
variable relevante para el seguimiento del crecimiento
longitudinal de los roedores* y es un predictor de la
composicion corporal®. Sugerimos futuros estudios, en
el que se utilicen otras medidas murinométricas y se
desarrollen estudios longitudinales para controlar de
mejor forma todo el ciclo de vida (desde el destete,
hasta la muerte) de las ratas wistar.

Por lo tanto, se concluye que las curvas de creci-
miento fisico aqui propuestas sirven para realizar el
seguimiento durante la fase de crecimiento, asi como
para diagnosticar y clasificar en grupos especificos en
funcién del estado nutricional. Los resultados sugieren
que los cientificos de diversas dreas puedan usar tales
referencias, con el objetivo de extrapolar las fases del
crecimiento somdtico de la rata de laboratorio al
modelo humano.

Referencias de crecimiento fisico
para ratas Wistar
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