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INTENSIDADE LUMINOSA, JEJUM PRE-COLETA E TEMPO DE

ESTOCAGEM DE AMOSTRAS DE SANGUE DE FRANGOS DE CORTE PARA

ANALISES BIOQUIMICAS

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da utilizagdo dos tratamentos soro ou
plasma (fluoreto de so6dio), tempo de jejum a que os frangos foram submetidos, tempo de
estocagem da amostra a -20 °C e intensidade luminosa submetida as aves sobre as
concentragdes de glicose, colesterol, triglicerideos e atividade das enzimas aspartato
aminotranferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil tranferase
(GGT) de frangos de corte aos 45 dias de idade. Foram realizados dois estudos, no
primeiro, 70 frangos de corte machos de 45 dias de idade foram submetidos a coletas
sanguineas apo6s 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de jejum. Imediatamente apds a coleta e a 30
e 60 dias apos, foram determinados os teores sé€ricos e plasmaticos dos parametros
sanguineos. As concentragdes de glicose sérica declinaram linearmente ao tempo de
jejum (P<0,01) enquanto as concentracdes de colesterol (P<0,01) e atividade de GGT
plasmatica (P<0,05) aumentaram linearmente para o tempo de jejum. As concentragdes
de glicose plasmatica e a atividade de ALT tiveram efeito quadratico com pontos de
maxima respectivos a 3h e 57 minutos e 8h ¢ 9 minutos de jejum. As concentragdes de
triglicerideos e atividade de GGT sérica apresentaram efeitos quadraticos com respectivos
pontos de minima a 8h e 44 minutos e 5h e 12 minutos de jejum. A GGT sérica foi mais
elevada aos 60 dias de estocagem. Os valores de glicose ¢ ALT apresentaram suas
menores concentragoes e/ou atividade aos 30 dias em relacdo a analise imediata e 60 dias
em relacdo a estocagem. As concentragdes de colesterol e atividade de AST e ALT
apresentaram-se maiores no soro do que no plasma (P<0,01) e os triglicerideos foram
mais concentrados na fracao plasmatica. Desta forma, a determina¢do de AST no plasma
e soro nao ¢ influenciada pelo tempo de jejum e estocagem, portanto, as analises podem
ser conduzidas em até 60 dias quando as amostras sdo armazenadas a -20°. Mensuragoes
de colesterol e triglicerideos podem ser realizadas em amostras estocadas até¢ 60 dias,
porém nao influenciadas pelo tempo de jejum. No segundo estudo foram utilizados 140
frangos machos separados em dois ambientes (5 e 20 lux de iluminagdo) e realizada a
coleta de sangue de 10 aves de cada ambiente em cada periodo de jejum (0, 2, 4, 6, 8, 10

e 12 horas), para a preparagdo de soro e plasma que foram armazenados a -20° C por 0,



15, 30, 60 e 120 dias, sendo apds realizadas as andlises bioquimicas. As concentracdes de
glicose sérica declinaram linearmente 1,15 mg dL™' a cada duas horas de jejum, e a glicose
plasmatica teve efeito quadratico com ponto de minima a 8 h e 13 minutos de jejum. As
atividades séricas de ALT apresentaram efeito quadratico com ponto de maxima a3 h e
46 minutos de jejum, porém as atividades plasmaticas de ALT ndo se ajustaram aos
modelos de regressdo utilizados. As atividades séricas de GGT nao receberam influéncia
dos tempos de jejum (P>0,05), enquanto as atividades plasmaticas decrescem 1,60 IU L
"'a cada 2 horas de jejum. As atividades de AST foram influenciadas pelo jejum
(P<0,001), porém ndo se adequaram aos modelos de equagdes utilizados (P>0,05). Os
tempos de estocagem apresentaram efeito quadratico nas concentragdes de glicose, com
pontos de maxima respectivos no soro ¢ no plasma de 95 e 72 dias. O conteudo de
triglicerideos séricos aumentou linearmente, porém as concentracdes de triglicerideos
plasmaticos ndo apresentam alterag¢des relacionadas a estocagem (P>0,05). O tempo de
estocagem ocasionou resposta quadratica sobre a ALT sérica, com ponto de maxima aos
32 dias de estocagem, enquanto na forma plasmatica ocorreu ponto de minima aos 93 dias
de estocagem. As concentragdes de colesterol e atividade de GGT aumentaram
linearmente ao tempo de estocagem. As concentragdes de glicose, triglicerideos e
atividade das enzimas AST e ALT foram maiores sob a intensidade luminosa de 20 lux,
e as concentracdes de colesterol e atividade GGT foram superiores com a utilizagdo de 5
lux de luminosidade. Perante o exposto, verifica-se que amostras para analise de AST
podem ser estocadas em até 120 dias a -20°C. Indica-se a utilizagdo preferencial de
amostras de soro para a realizacdo de andlises de glicose, colesterol, triglicerideos, AST,
ALT e GGT, evitando o congelamento, com jejum de seis horas e, ao transcrever os
resultados, recomenda-se especificar a intensidade luminosa a qual as aves estdo

expostas.

Palavras-chave: bioquimica sanguinea, fragdes sanguineas, jejum, tempo de estocagem.



LIGHT INTENSITY, PRE-COLLECTION FASTING AND STORAGE TIME OF

CHICKEN BLOOD SAMPLES FOR BIOCHEMICAL ANALYSIS

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effect of using the serum or plasma
(sodium fluoride) treatments, the fasting time to which the chickens were subjected, the
sample storage time at -20 °C and the light intensity submitted to the birds on the
concentrations of glucose, cholesterol, triglycerides, and activity of the enzymes aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and gamma glut amyl
transferase (GGT) from broilers at 45 days of age. Two studies were carried out, in the
first 70 male broilers of 45 days of age were submitted to blood collections after 0, 2, 4,
6, 8, 10 and 12 hours of fasting and immediately after collection and at 30 and 60 days
after collection, serum and plasma levels of blood parameters were determined. Serum
glucose concentrations declined linearly at fasting time (P<0.01) while cholesterol
concentrations (P<0.01) and plasma GGT activity (P<0.05) increased linearly for fasting
time. Plasma glucose concentrations and ALT activity had a quadratic effect with
respective maximum points at 3h and 57 minutes and 8h and 9 minutes of fasting. The
concentrations of triglycerides and serum GGT activity showed quadratic effects with
respective minimum points at 8h and 44 minutes and 5h and 12 minutes of fasting. Serum
GGT was higher at 60 days of storage. The glucose and ALT values showed their lowest
concentrations and or activity at 30 days in relation to the immediate analysis and 60 days
of storage. Cholesterol concentrations, AST and ALT activity were higher in serum than
in plasma (P<0.01) and triglycerides were more concentrated in the plasma fraction. In
this way, the determination of AST in plasma and serum is not influenced by the fasting
and storage time, therefore, the analyzes can be conducted in up to 60 days when the
samples are stored at -20°. Measurements of cholesterol and triglycerides can be
performed on samples stored for up to 60 days, but not influenced by the fasting time. In
the second study, 140 male chickens separated in two environments (5 and 20 lux of
lighting) were used and blood was collected from 10 birds from each environment in each
fasting period (0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours), for the preparation of serum and plasma
that were stored at -20° C for 0, 15, 30, 60 and 120 days, after which biochemical analyzes
were performed. Serum glucose concentrations declined linearly 1.15 mg dL! every two

hours of fasting and plasma glucose had a quadratic effect with a minimum point of 8 h



and 13 minutes of fasting. The serum ALT activities showed a quadratic effect with a
maximum point at 3 h and 46 minutes of fasting, but the plasmatic activities of ALT did
not adjust to the regression models used. Serum GGT activities were not influenced by
fasting times (P>0.05), while plasma activities decreased by 1.60 IU L™! every 2 hours of
fasting. AST activities were influenced by fasting (P<0.001) but were not adapted to the
equation models used (P>0.05). The storage times showed a quadratic effect on glucose
concentrations with respective maximum points in serum and plasma for 95 and 72 days.
The serum triglyceride content increased linearly, but the plasma triglyceride
concentrations do not show changes related to storage (P>0.05). The storage time caused
a quadratic response over the serum ALT with a maximum point at 32 days of storage,
while in the plasma form there was a minimum point at 93 days of storage. Cholesterol
concentrations and GGT activity increased linearly over storage time. The concentrations
of glucose, triglycerides, and activity of the enzymes AST and ALT were higher under
the luminous intensity of 20 lux and the concentrations of cholesterol and GGT activity
were higher with the use of 5 lux of luminosity. In view of the above, it appears that
samples for analysis of AST can be stored in up to 120 days at -20°C. The preferential
use of serum samples is indicated for the analysis of glucose, cholesterol, triglycerides,
AST, ALT and GGT, avoiding freezing, with a six-hour fast and when transcribing the
results it is recommended to specify the light intensity when to which the birds are

exposed.

Key words: blood biochemistry, blood fractions, fasting, storage time.
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1 INTRODUCAO

A avaliacdo de parametros bioquimicos no sangue ¢ um importante instrumento
de pesquisa na avicultura e cresce gradualmente como ferramenta auxiliar na
compreensdo dos mecanismos envolvidos no metabolismo das aves advindo da nutri¢ao,
manejo, agentes estressores, desafios de campo, intoxicacdes, entre outros.

Os constituintes extracelulares do sangue incluem &gua, eletrdlitos, glicose,
enzimas, hormonios e proteinas, essenciais para a manutencao da homeostasia corporal
(VIEITES et al., 2004). A determinacdo da concentragdo desses constituintes,
proporciona a obtencao de informacgdes sobre a situacdo metabdlica em que se encontram
os individuos observados (GATTANI et al., 2016), sendo de grande importancia em
pesquisas na avicultura, permitindo determinar a participacao de componentes especificos
e seus efeitos nas alteragdes em relacdo aos valores de referéncia.

A mensuracdo do perfil bioquimico sanguineo das aves permite determinar a
influéncia de agentes externos ao organismo, os quais podem estar interferindo no
desenvolvimento dos animais. Dentre os principais fatores que podem influenciar essas
alteracdes estdo os agentes patogénicos (SOLIS-CRUZ et al., 2019; CEPEDA et al.,
2016), a nutri¢do, o manejo (MINAFRA et al., 2010; BORSA et al., 2006), além de
fatores climaticos (BUENO et al., 2017) e a propria idade do animal.

Fatores como o periodo de jejum podem interferir na modulagao do metabolismo
animal. Esses periodos que antecedem a coleta de sangue nao estdo bem definidos. Além
disso, animais submetidos a um longo periodo de jejum podem entrar em catabolismo,
retirando nutrientes do organismo para atividades essenciais e, muitas vezes, observa-se
nas pesquisas disparidade quanto ao tempo de jejum para coleta de sangue, ou se esse
realmente se faz necessario. Cérdova-Noboa et al. (2018) nao realizaram jejum das aves
para coleta das amostras de sangue, entretanto Zakaria et al. (2017); Behboudi et al.
(2016); Swarna et al. (2018) e Sadeghi et al. (2014) submeteram os animais a jejum,
variando de 2 a 12 horas antes da coleta.

Hé4 a necessidade de determinar a resposta dos componentes bioquimicos
sanguineos, sendo observados diversos estudos com vdrias espécies (PICHETH et al.,
2001; CERON et al., 2004; BURTIS et al., 2012; SILVA et al., 2015), porém dados
utilizando frangos de corte sdo escassos. Outra divergéncia observada estd na fracao

sanguinea utilizada, podendo ser soro (GILANI et al., 2018; SUBHANI et al., 2018),
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enquanto outros pesquisadores utilizam plasma sanguineo (SHARIDEH et al., 2016;
YANG et al., 2017).

Outro fator que promove influéncia nas analises bioquimicas, porém usualmente
nao recebe muita atencao, ¢ a intensidade luminosa, pois estudos também revelam que as
diferentes intensidades luminosas a que as aves podem ser submetidas modelam de forma
diferente e aleatdria as concentragdes dos analitos bioquimicos sanguineos
(OLANREWAIJU et al., 2010; OLANREWAIJU et al., 2013; MAHMOOD et al 2014;
OLANREWAIJU et al., 2014; FIDAN et al. 2017).

Perante o exposto, verifica-se a necessidade de determinar a condigdo ideal para
a coleta de amostras de sangue e fracdes a serem utilizadas nas avaliagcdes das
concentracdes de glicose, colesterol, triglicerideos e na atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase

(GGT) em frangos de corte aos 45 dias de idade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido sanguineo

O sangue ¢ um tipo especial de tecido conjuntivo originado pelo tecido
hematopoiético que se apresenta na forma liquida e tem por fungdo o transporte de
nutrientes, gases, hormonios, eletrdlitos, calor, células de defesa e diversas substancias
pelo organismo do animal (HALL, 2017).

O transporte inicial dos nutrientes e outras substancias inicia-se logo apos a
absor¢ao no trato gastrointestinal, sendo direcionado para os tecidos ou 6rgaos que
possuem demanda. O sangue também ¢ responsavel por transportar os produtos do
metabolismo das células até os 6rgdos de excrecdo, o oxigénio dos pulmdes para os
tecidos, o dioxido de carbono dos tecidos para os pulmdes e as secregdes das glandulas
endocrinas por todo o corpo (HALL, 2017).

Esse tecido ¢ constituido pelas seguintes células sanguineas denominadas de
eritrocitos (hemacias ou globulos vermelhos), plaquetas e leucocitos (globulos brancos).
Esses ultimos dividem-se em basoéfilos, linfocitos, mondcitos, neutrofilos, eosindfilos € o
plasma (SCANES, 2014).

Muito importante para a manutencdo das concentracdes dos componentes
sanguineos ¢ a pressdo osmotica. Para a compreensdo desse conceito, ¢ necessario
explicar a osmose: passagem de dgua de um meio menos concentrado para outro mais
concentrado através de uma membrana semipermeavel, até que as solugdes apresentem
equilibrio. Assim a pressdao osmotica € a pressao aplicada a solugdo sanguinea, evitando
que ocorra o fluxo osmotico (SOUZA e ELIAS, 2006).

Para a realizagdo adequada das andlises do perfil metabdlico sanguineo ¢
necessaria a utilizacdo do conhecimento bioquimico e fisioldgico dos animais, assim
como conhecer a fonte e a fun¢do de cada um dos metabolitos avaliados, utilizando
métodos adequados na sua determinacao (WITTWER, 1995).

A avaliagdo de parametros bioquimicos ¢ uma importante ferramenta que
possibilita a detec¢do de problemas metabolicos, disturbios e intoxica¢des nutricionais,
entre outros problemas hepaticos, uma vez que esse o0rgao ¢ responsavel por todo
metabolismo nutricional, sendo que todo nutriente ou metabolito absorvido passa pelo

figado e ¢ direcionado para outros 6rgaos (REECE, 2015).



18

2.2 Preparo de amostras e influéncia da fracao sanguinea (soro ou plasma)

utilizada para analise

Para a mensuragdo de parametros bioquimicos, podem ser utilizadas as fra¢des
plasma ou soro. Denomina-se plasma a parte liquida sanguinea, composta por proteinas,
sais minerais, gas carbOonico e outras substincias dissolvidas em agua. Essa porcao ¢
responsavel pelo transporte do gés carbonico produzido pela respiracao celular, transporta
nutrientes e os residuos produzidos pelas células, participa da defesa do organismo e da
coagulagao sanguinea (THRALL et al., 2012).

O plasma permite a troca de diversos componentes com o liquido intersticial
através de poros existentes na membrana capilar dos vasos sanguineos, porém, as
proteinas plasmaticas, em especial por possuirem didmetro mais elevado, normalmente
ndo atravessam a membrana capilar, permanecendo no plasma (REECE, 2005).

O soro diferencia-se do plasma por ndo possuir fibrinogénio, uma glicoproteina
que participa da coagulagdo sanguinea (CARLOS e FREITAS, 2007). A maneira simples
de separar o soro dos demais constituintes ¢ a centrifugacao: os fatores de coagulacao sao
removidos naturalmente (THRALL et al., 2012). Para o preparo das amostras de soro,
utilizam-se tubos sem aditivos, geralmente tubos com ativador de coagulo (silica)
jateados nas bordas, ou tubos com ativador de codgulo e gel separador (THRALL et al.,
2012).

De acordo com Schmidt et al. (2007), a coleta de soro em aves resulta em amostras
com volume pequeno, assim, normalmente utiliza-se o plasma pelo maior volume de
amostra gerado durante o processamento. A principal vantagem do plasma em relagdo ao
soro ¢ em nivel operacional, pois com o plasma consegue-se obter volumes maiores de
sobrenadante (LUMEILJ, 2008).

Na realizagdo de andlises bioquimicas sanguineas, diversos fatores podem
influenciar nos resultados das analises, como o preparo das amostras, presenga de fibrina
ou hemolises, bem como o processamento das amostras durante a centrifugacdo, como o
tempo e velocidade, a avaliagdo imediata ou sua estocagem, como o tempo ¢ a
temperatura, além dos diferentes tipos de anticoagulantes que podem ser utilizados

(THRALL et al., 2012).
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Hemolise, refere-se a lise ou ruptura das hemécias liberando hemoglobina e outros
componentes internos ao plasma ou soro. A ocorréncia de hemolise em amostras para a
analise pode ser causada por fatores in vivo, com fator clinico patologico ou in vitro,
através de erros nos procedimentos de coleta e processamento das amostras (FRANK et
al., 1978).

Para a obtencdo do plasma, os anticoagulantes mais comumente utilizados sdo o
fluoreto de s6dio, EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), EDTA + fluoreto de sodio,
citrato de sddio e heparina (OWEN, 2011).

O EDTA ¢ mais utilizado em hematologia pois tem como vantagem a
caracteristica de ndo deformar as células, atuando como agente quelante do calcio e
impedindo o processo de coagulagdo (OWEN, 2011). Esse anticoagulante ¢ normalmente
disponibilizado na forma de sal de so6dio ou de potassio.

A heparina ¢ um anticoagulante produzido pelo organismo animal, também pode
ser utilizada para andlises bioquimicas, pois atua interferindo na transformagdo de
protrombina em trombina (EVANS, 2009).

O citrato de s6dio ¢ outro anticoagulante que pode ser utilizado nas analises
sanguineas, porém seu emprego ¢ reduzido na hematologia por causar deformacdo em
alguns tipos de células, sendo pouco utilizado na bioquimica sanguinea, pois interfere em
grande parte nos testes bioquimicos plasmaticos (EVANS, 2009).

O fluoreto de so6dio ¢ um anticoagulante fraco, recomendado para a dosagem de
glicemia plasmatica e pode ser utilizado na determinacdo de outros parametros
bioquimicos. Atua prevenindo que as hemacias e leucdcitos metabolizem a glicose,
através da inibi¢do da enzima enolase (fosfopiruvato hidratase), da via glicolitica, a qual
¢ responsavel pela conversao de 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato (SACKS et al.,
2011). Ele ¢ muitas vezes associado ao EDTA e normalmente utilizado na concentragao
de 1,5 mg ml"! de sangue, sendo que as amostras estocadas com seu uso permanecem
estaveis por 8 horas a 25 °C e por 28 horas entre 2 a 8° C. Ja sem a utilizag¢do de fluoreto,
a concentragio da glicose regride em torno de 10 mg dL™! por hora, a uma temperatura de
25 °C (GUPTA et al., 2016).

Segundo Evans (2009), a utilizacdo de soro para realizagdo de testes enzimaticos
nem sempre ¢ a mais adequada, pois durante o processo de coagulacdo, ha a liberacdo de
enzimas que podem alterar os resultados das analises. Borsa et al. (2006) observaram que
as variagdes nos niveis de enzimas no soro de frangos de corte podem ter relagao direta

com os kits comerciais utilizados, equipamentos e dosagens de reagentes, modo de
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preparo do soro e método de coleta das amostras. Por isso a necessidade de serem melhor
padronizados.

Stockham e Scott (2011) relataram que h4 uma variagdo consideravel nos dados
obtidos de mensuragdo de enzimas entre soro e plasma sanguineos. Assim, uma
padronizagdo nos métodos de coleta, preparo e estocagem das amostras ¢ necessaria,

visando uma menor interferéncia na concentracao dos metabdlitos no sangue.

2.3 Influéncia do jejum sobre os parimetros sanguineos

Existe uma influéncia significativa da utilizagdo de jejum ou de sua utilizagdo
erronea em varios testes de laboratorio, assim, a padronizacao do tempo de jejum torna-
se essencial para evitar resultados equivocados (LIMA-OLIVEIRA et al., 2012).

A necessidade de coleta de sangue de animais em jejum ¢ decorrente dos valores
de referéncia serem estabelecidos sob essa condi¢ao (FRIEDRICHS et al., 2012). Desta
forma, as aves alimentadas podem apresentar alteragdes na composigdo sanguinea e, para
a obtencdo de uma amostra estavel, cada animal deveria ser avaliado levando em
consideracdo o tempo de jejum que cada animal recebeu. Segundo Harr (2002), o periodo
habitual de jejum em frangos para a coleta de amostras para analises bioquimicas ¢ de 12
horas, porém ha pouca padronizagdo nessas coletas.

O jejum pode promover alteragcdes nas concentracdes de glicose, colesterol e
triglicerideos em frangos de corte (PUVADOLPIROD e THAXTON, 2000;
RODRIGUES et al., 2017), isso porque a glicose passa a ndo vir diretamente da
alimentacdo, mas das reservas de glicogénio e da quebra de lipideos e proteinas.

As concentragdes de triglicerideos podem variar com o decorrer do tempo de
jejum, pois os animais tendem a um balango energético negativo e assim estimulam a
mobiliza¢do dos triglicerideos circulantes para fornecer acidos graxos como fonte de

energia e glicerol como precursor da glicose (SERR et al., 2011).

24 Estocagem de amostras

A estabilidade dos analitos varia de acordo com os parametros a serem avaliados,

sendo a maioria deles estavel a 4 °C por até 36 horas, entretanto quando as amostras forem
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determinadas a prazos mais longos, ¢ necessario estocar a -20 °C (RUSSEL e ROUSSEL,
2007).

Nas rotinas laboratoriais, ha a necessidade de encurtar o tempo desde a coleta e
preparo, até a leitura das amostras (THRALL et al., 2012), isso se da, devido ao que
ocorre, onde, em muitos casos, as amostras necessitam ser enviadas para laboratdrios
distantes a fim de serem analisadas (TOTHOVA et al., 2012), o que pode acarretar em
diferentes periodos de estocagem (CRAY et al., 2009).

Em casos de estudos epidemioldgicos e de nutricao de aves, esse pode ser um fator
limitante, pois pode ser necessaria uma coleta de sangue de individuos em diferentes
periodos ou, em alguns casos, a analise ndo pode ser realizada logo apods sua coleta.
Muitas vezes, estudos com um numero elevado de amostras podem dificultar a realizagao
de todas as analises em um curto periodo apos a coleta.

De maneira geral, apos a coleta e processamento das amostras, hd a necessidade
de refrigeracdo ou congelamento, com a finalidade de prevenir a degradagdo de analitos
termolabeis (CRAY et al., 2009). No entanto, hd pouca informacao acerca da estabilidade
de constituintes bioquimicos em amostras estocadas sob refrigeragdo e por longos
periodos (TOTHOVA et al., 2012).

Estudos com diferentes espécies animais indicam que a estocagem inadequada de
amostras para analises de soro e plasma sanguineo ¢ potencial fonte de erros pré-
analiticos, podendo afetar as concentragdes de glicose, colesterol, triglicerideos, AST,
ALT e GGT (DIVYA e JAYAVARDHANAN, 2010; OLIVEIRA et al., 2011; ODDOZE
et al., 2012; CUHADAR et al., 2013; MOE et al., 2018). Contudo, ha poucos relatos da
influéncia do tempo de estocagem das amostras sobre as concentragdes das variaveis

bioquimicas sanguineas em frangos de corte.

2.5 Intensidades de luz em sistemas produtivos de frangos de corte e seus

efeitos

A intensidade da luz baseia-se no seu brilho ao nivel dos olhos das aves, suas
medidas utilizam como unidade de medida foton, limen ou lux, sendo de suma
importancia na avicultura moderna, pois torna possivel modular a produgao e o bem-estar

das aves através de mecanismos comportamentais ou fisiologicos (DEEP et al., 2013).
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A intensidade de luz ¢ um importante fator que afeta o comportamento de frangos
de corte (ALVINO et al., 2009). A radiacdo luminosa penetra no sistema ocular da ave,
estimulando a glandula hipéfise a produzir hormonios que estimulam o funcionamento
dos 6rgaos reprodutivos (MORAIS et al., 2012).

A manipula¢do da intensidade da luz ¢ amplamente utilizada na indudstria avicola
para controlar o comportamento das aves. A redugdo na intensidade da luz faz com que
as aves apresentem comportamento mais calmo, assim, com a diminui¢ao do estresse ¢
possivel melhorar a produtividade (CARVALHO et al., 2015).

Em estudo avaliando a influéncia do fotoperiodo sobre as concentragdes séricas
de alguns parametros bioquimicos, Fidan et al. (2017) observaram efeito da intensidade
luminosa sobre as concentragcdes de triglicerideos, obtendo maiores valores desse
parametro quando os animais foram expostos a maior intensidade luminosa, porém o
mesmo nao foi observado para glicose, colesterol e AST. Em trabalho avaliando as
intensidades luminosas sobre as concentracdes séricas de glicose, ndo foi observado efeito

sobre esse metabolito (ABBAS et al., 2014).

2.6 Glicose

A glicose ¢ um monossacarideo, sendo a principal fonte de energia para os
animais, submetida a degradacdo quimica através da respiragdo celular, atua também
como regulador de energia. Assim como nas demais espécies, o metabolismo da glicose
em aves ¢ regulado pelo pancreas através da insulina e glucagon (SUMMERS et al.,
2014).

Em aves ndo ocorrem mudancas significativas nos valores de glicose durante o
processamento das amostras em relagdo ao tempo, pois os eritrocitos utilizam
preferencialmente os dcidos graxos para obtengdo de energia (CAPITELLI e CROSTA,
2013).

As concentragdes de glicose sao mantidas pela glicogenolise no figado durante
curtos periodos de jejum. Periodos extensos de jejum ndo acarretam diminui¢do de
utilizagdo da glicose como nos mamiferos. Segundo Thrall et al. (2012), nas aves em
jejum, a energia utilizada para a mantenga ¢ proveniente do metabolismo de gorduras e
mobilizagdo proteica, o que pode ocasionar a perda de peso e consequente redugdo de

massa muscular no peito.
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2.7 Colesterol

A origem do colesterol sanguineo pode ser tanto via exdgena, proveniente da
alimentagdo, quanto endogena, ¢ sintetizado a partir do acetil-CoA, no intestino, gonadas,
figado, na adrenal ou na pele (MYANT, 2012). A biossintese de colesterol ¢ inibida pela
ingestdo de colesterol, que circula no plasma ligado as lipoproteinas (HDL, LDL e
VLDL).

O colesterol ¢ o principal esterol sintetizado pelos animais, transportado no plasma
sanguineo, sendo importante constituinte da membrana celular e de hormdnios
(GONZALEZ e SILVA, 2017). E fundamental na estrutura das membranas celulares,
sintese de acidos biliares e hormonios esteroides (KANEKO et al., 2008). Entretanto,
niveis séricos elevados de colesterol estdo associados a problemas cardiacos em animais
e humanos, portanto, a reducao dessas moléculas no organismo ¢ desejada (SANTOS et
al., 2014).

O estresse térmico altera as concentragdes de colesterol sérico (SOHAIL et al.,
2010), assim como a alimentacgdo (SIDDIQUI et al., 2015), sistema de criagdo (SUN et
al., 2012) e os niveis nutricionais de minerais nas dietas (LU et al., 1988; BOUKAIBA et
al.,, 1993). De acordo com Rajman et al. (2006), o jejum pode alterar os niveis de
colesterol sérico, assim esse resultado pode ser alterado ndo representando com
fidedignidade os valores que foram avaliados durante o periodo experimental.

Casos de hipercolesterolemia geralmente sdao indicativos de insuficiéncia
hepatica, e casos de hipocolesterolemia geralmente estdo associados a falha hepatica, ma

digestao e/ou absor¢ao e inani¢ao (CAPITELLI e CROSTA, 2013).

2.8 Triglicerideos

Os triglicerideos sdo os lipidios que existem em maior quantidade no organismo
dos animais, chegando a cerca de 95% de toda a gordura corporal, a principal forma de
armazenamento de energia através do tecido adiposo (GONZALEZ e SILVA, 2017).
Portanto, os triglicerideos, juntamente com o colesterol sdo os principais componentes

analisados para a avaliacdo do metabolismo lipidico em aves (BORSA et al., 2011).
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A sintese de triglicerideos ocorre na mucosa intestinal e no figado. Esse processo
¢ realizado a partir dos componentes da digestdo e absor¢ao dos acidos graxos (WANG
et al., 2015), e sua concentragao sanguinea pode variar por diversos fatores em aves.

No momento que o organismo processa a gordura ingerida na alimentagdo, os
triglicerideos sdo hidrolisados e organizados em unidades lipoproteicas denominadas
quilomicrons e, nessa forma, sdo absorvidos pelo sistema linfatico, tendo acesso ao
plasma onde sdo transportados com auxilio das lipoproteinas (FERREIRA et al., 2014).
Aliada a isso, a sintese de gordura ocorre no tecido adiposo e figado, os quais sintetizam
triglicerideos que sdo secretados na corrente sanguinea para a utilizacdo em outros

tecidos.

2.9 Enzimas aminotransferases

As aminotransferases sdo enzimas que atuam principalmente nas reagdes de
transaminacao, coletando grupos amino dos aminoacidos e transformando em L-
glutamato, que ¢ utilizado como doador de grupos amino para as vias biossintéticas ou
para as vias de excrecdo e eliminacdo de nitrogénio (BEZERRA et al., 2013).

As aminotransferases mais conhecidas e que possuem interesse clinico sdao a
aspartato aminotransferase (AST) e a alanina aminotransferase (ALT). A atividade dessas
enzimas aumenta quando ha lesdo hepatica e de acordo com Barbosa et al. (2010),
apresentam seus niveis aumentados linearmente com a idade das aves. De acordo com
Schmidt et al. (2007), as enzimas AST e ALT sao as transaminases de maior importancia
no diagndstico clinico de diversas alteragcdes metabdlicas.

De acordo com Barbosa et al. (2010), as transferases estdo distribuidas em
praticamente todos os tecidos do corpo dos animais, porém os principais tecidos em que
se encontram sao cérebro, coragdo, rim e figado. As alteragdes na atividade de
aminotransferases sao geralmente relacionadas ao tecido hepatico, sendo indicadores de
alteragdes funcionais e ou estruturais nas células do figado (ANDRIOLO et al., 1989).
De acordo com Thrall et al. (2012), a mensuracdo de atividade das enzimas ¢ de utilidade
para detectar danos hepaticos recentes e/ou em fase inicial, e ndo sdo de muita utilidade
na avaliacao da atividade normal do 6rgao.

Recomendam-se cuidados especiais para a coleta de amostras para analises de

enzimas, como ndo utilizar EDTA, pois esse pode quelar os ions metalicos necessarios a
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atividade enzimatica. Além disso, durante a avaliagdo do soro, a preparagdo da amostra
deve ser feita de forma imediata, no intuito de evitar a passagem das enzimas das células

para o soro (LUMEIJ, 2008).

2.10 Aspartato aminotransferase

A enzima AST ou transaminase glutdmico piruvica (TGP) € uma enzima que atua
no metabolismo animal, sendo responsavel por catalisar a transferéncia de um grupo
amino do aspartato para o oxaloacetato, sendo o produto dessa reacdo de transaminagao
reversivel a glutamato e a a-cetoglutarato, sendo ela, uma enzima de exce¢do pois as
demais transferases atuam com o objetivo de formar glutamato (ADEVA et al., 2012).
Essa enzima estd presente tanto na forma mitocondrial quanto citoplasmatica (BURTIS
et al., 2014).

A AST esta presente nos tecidos na forma citoplasmatica, sendo mais abundante
no figado, no musculo esquelético e cardiaco, e nos eritrocitos (GONZALES e SILVA,
2017).

Assim a AST, de acordo com Grunkemeier (2010), ¢ encontrada principalmente
nos musculos e no figado. Valores elevados dessa enzima na corrente sanguinea remetem
a danos hepaticos, pois esse aumento pode estar relacionado a danos nos hepatocitos.
Porém, a atividade da AST isoladamente ndo pode ser relacionada a danos nos
hepatocitos, sendo necessaria a realizacdo também da avaliacdo de uma enzima muscular
especifica para ser possivel diferenciar os danos hepaticos dos danos no tecido muscular
(SCHMIDT et al., 2007).

A enzima AST ¢ também relacionada ao metabolismo muscular, sendo que niveis
elevados dessa em animais podem ser indicativo de lesdo cardiaca (COLES, 1984),
também pode ser elevada em caso de exercicio fisico de alta intensidade, hemolise,
deficiéncia de vitamina E ou selénio (GONZALES e SILVA, 2017).

Essa enzima possui a atividade idade-dependente e pode variar de acordo com a

espécie (SCHMIDT et al., 2007).

2.11 Alanina aminotransferase
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A enzima ALT ou transaminase glutdmico oxalacética (TGO) é uma enzima
exclusivamente citoplasmatica (BURTIS et al., 2014), encontrada no sangue e em
diversos outros tecidos como coragdo, rim, musculatura esquelética, figado e pulmao, mas
¢ geralmente associada ao figado. A sua alta atividade, por sua vez, esta associada a danos
nesse 6rgao ou também a lesdes musculares (THRALL et al., 2012).

A ALT catalisa a transferéncia de um grupo amino de L-alanina para
a-cetoglutarato, sendo os produtos dessa reacao de transaminacao reversiveis a piruvato
e a L-glutamato (SYED, 2019).

Alguns autores relataram que os valores de ALT sao limitados como parametros
para avaliar distirbios hepatocelulares em aves pois a enzima nao ¢ exclusiva do tecido
hepatico e, por esse motivo, a mensuracao de sua atividade ¢ utilizada em conjunto com
outros exames para determinar anomalias hepaticas (SCHMIDT et al., 2007; THRALL
et al., 2012). Araujo Lima et al. (2001) consideraram, por sua vez, esse um sensivel
indicador de anomalias hepéaticas. Conforme Rezende et al. (2019) os valores dessa

enzima em frangos geralmente sdo baixos.

2.12 Gama glutamil transferase

A gama glutamil transferase (GGT) ¢ uma enzima encontrada em membranas
celulares e esta envolvida na transferéncia de aminoacidos através da membrana. No
tecido renal existe grande concentragdo dessa enzima, porém se origina do sistema
hepato-biliar e encontra-se geralmente em concentragdes elevadas em casos de doenga
hepatica (KUNUTSOR, 2016).

A enzima GGT estd presente em varios tecidos e uma importante fungdo
desempenhada por ela ¢ o envolvimento no metabolismo da glutationa, auxiliando na
transferéncia da fracdo glutamil para uma variedade de moléculas, como agua, alguns L-
aminoacidos e peptideos, deixando o produto da cisteina com fun¢do de preservar a
homeostase do estresse oxidativo intracelular. Sendo a reagao: (5-L-glutamil) -peptideo
+um aminoacido = peptideo + 5-L-glutamil-aminoacido (GONZALES e SILVA, 2017).

O aumento de atividade da GGT pode ocorrer tanto por lesdes hepaticas quanto
por lesdes do epitélio biliar, sendo bastante especifica desse ultimo (HARR, 2002,

KANEKO et al., 2008). Em caso de lesdao hepatica, os danos nesse tecido podem afetar a
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capacidade do figado em exercer o metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos

(GRUNKEMEYER, 2010).



28

REFERENCIAS

ABBAS, G.; AHMAD, F.; MAHMOOD, S.; YOUSAF, M.; IQBAL, A.; SALEEN, M.
I.; MAHFOOZ, A.; SIDDIQUE, F. Effect of Varying Light Intensity on Immunity
Level, Dressed Weight, Minor Body Parts Weight, Fat Deposition and Serum Glucose
Level in Broilers. Scholar’s Advances in Animal and Veterinary Research, v. 1, n.
1, p.9-12, 2014.

ADEVA,M.M.; SOUTO, G.; BLANCO, N.; DONAPETRY, C. Ammonium metabolism
in humans. Metabolism, v. 61, n. 11, p. 1495-1511, 2012.

ALVINO, G. M.; ARCHER, G. S.; MENCH, J. A. Behavioural time budgets of broiler
chickens reared in varying light intensities. Applied Animal Behaviour Science, v.
118, n. 1-2, p. 54-61, 2009.

ANDRIOLO, A.; BORGES, D. R. Enzimologia clinica em doengas do figado. Revista
Brasileira de Patologias Clinicas. v. 25, n. 3, p. 95-98, 1989.

ARAUIJO LIMA, A. A. L.; RAMALHO, L. N. Z.; ZUCOLOTO, S.; BAGNATO, V. S.;
SILVA JUNIOR, O. DE C. Estudo das aminotransferases em ratos cirroticos
hepatectomizados apds aplicagdo de laser. Acta Cirdrgica Brasileira, v. 16, n. 1, p.
4,2001.

BARBOSA, A. A.; MULLER, E. S.; MORAES, G. H. K.; UMIGIL, R. T.; BARRETO, S.
L. T.; FERREIRA, R. M. Perfil da aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase e biometria do figado de codornas japonesas. Revista Brasileira de
Zootecnia. v. 39, n. 2, p. 308-312, 2010.

BEHBOUDI, H.; ESMAEILIPOUR, O.; MIRMAHMOUDI, R.; MAZHARI, M. The
Influence of drinking water containing lemon juice and thyme supplemented diet on
performance and some blood parameters of broilers under heat stress. Journal of
Applied Animal Science, v. 6, n. 1, p. 169-174, 2016.

BEZERRA, R. M.; PERAZZO, F. G.; SANTOS, R. A. Glutamic acid and protein
reduction for broilers and commercial laying hens. Brazilian Journal of Applied
Technology for Agricultural Science, v. 6, n. 3, p. 101-109, 2013.

BORSA, A.; KOHAYAGAWA, A.; BORETTIL L. P.; SAITO, M. E.; KUIBIDA, K.
Niveis séricos de enzimas de fun¢ao hepatica em frangos de corte de criacao industrial
clinicamente saudaveis. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
v. 58, n. 4, p. 675-677, 2006.

BORSA, A.; KOHAYAGAWA, A.; BORETTI, L. P.; SAITO, M. E. Efeitos da intera¢ao
entre aflatoxicoses e doenca infecciosa bursal sobre niveis de enzimas de fun¢ao

hepatica, colesterol e triglicerideos em frangos de corte. Veterinaria em Foco, v. 8,
n. 2, p. 132-142, 2011.

BOUKAIBA, N.; FLAMENT, C.; ACHER, S.; CHAPPUIS, P.; PIAU, A.; FUSSELIER,
M.; DARDENNE, M.; LEMONNIER, D. A physiological amount of zinc



29

supplementation: Effects on nutritional, lipid, and thymic status in an elderly
population. The American Journal of Clinical Nutrition, v. 57, n. 4., p. 566-572,
1993.

BUENQO, J. P. R.; NASCIMENTO, M. R. B. M.; MARTINS, J. M. S.; MARCHINI, C.
F.P.; GOTARDO, L.R. M.; SOUSA, G. M. R.; MUNDIN, A. V.; GUIMARAES, E.
C.; RINALDI, F. P. Effect of age and cyclical heat stress on the serum biochemical
profile of broiler chickens. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 38, n. 3, p. 1383-1392,
2017.

BURTIS, C. A.; BRUNS, D. E. Tietz: Fundamentals of Clinical Chemistry and
Molecular Diagnostics-E-Book. 7. ed. Amsterda: Elsevier, 2014. 1104 p.

CARLOS, M. M. L.; FREITAS, P. D. F. S. Estudo da cascata de coagulacdo sangiiinea e
seus valores de referéncia. Acta Veterinaria Brasilica, v. 1, n. 2, p. 49-55, 2007.

CARVALHO, R. H.; SOARES, A. L.; GRESPAN, M.; SPURIO, R. S.; CORO, F. A. G ;
OBA, A.; SHIMOKOMAKI, M. The effects of the dark house system on growth,
performance and meat quality of broiler chicken. Animal Science Journal, v. 86, n.
2, p. 189-193, 2015.

CAPITELLI, R.; CROSTA, L. Overview of psittacine blood analysis and comparative
retrospective study of clinical diagnosis, hematology and blood chemistry in selected
psittacine species. Veterinary Clinics of North America: Exotic Animal Practice,
v. 16,n. 1, p. 71-120, 2013.

CEPEDA, M. B.; CEPEDA, P. B.; BAETA, B. A.; GAUDENCIO, F. N.; CORDEIRO,
M. D.; MAGALHAES-MATOS, P. C.; BRITO, M. F.; FONSECA, A. H. Alteracdes
bioquimicas, anatdmicas ¢ histopatologicas em figado de Gallus gallus Linnaeus,
1758 experimentalmente infectados por Borrelia anserina Sakharoff, 1891. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v. 36, n. 8, p. 687 - 693, 2016.

CERON, J. J.; MARTINEZ-SUBIELA, S.; HENNEMANN, C.; TECLES, F. The effects
of different anticoagulants on routine canine plasma biochemistry. The Veterinary
Journal, v. 167, n. 3, p. 294-301, 2004.

CRAY, C.; RODRIGUEZ, M.; ZAIAS, J.; ALTAIAN, N. H. Effects of storage
temperature and time on clinical biochemical parameters from rat serum. Journal of
the American Association for Laboratory Animal Science, v. 48, n. 2, p. 202-204,
2009.

CORDOVA-NOBOA, H. A.; OVIEDO-RONDON, E. O.; SARSOUR, A. H.; BARNES,
J.; SAPCOTA, D.; LOPEZ, D.; GROSS, L.; RADEMACHER-HEILSHORN, M.;
BRAUN, U. Effect of guanidinoacetic acid supplementation on live performance,
meat quality, pectoral myopathies and blood parameters of male broilers fed corn-
based diets with or without poultry by-products. Poultry Science, v. 97, n. 7, p. 2494-
2505, 2018.



30

CUHADAR, S.; KOSEOGLU, M.; ATAY, A.; DIRICAN, A. The effect of storage time
and freeze-thaw cycles on the stability of serum samples. Biochemia Medica, v. 23,
n. 1, p. 70-77, 2013.

DIVYA, P. D.; JAYAVARDHANAN, K. K. Effect of temperature and storage time on
hepatobiliary enzyme activities in goat serum. Veterinary World, v. 3, n. 6, p. 277,
2010.

DEEP, A.; RAGINSKI, C.; SCHWEAN-LARDNER, K.; FANCHER, B. I.; CLASSEN,
H. L. Minimum light intensity threshold to prevent negative effects on broiler
production and welfare. British Poultry Science, v. 54, n. 6, p. 686-694, 2013.

EVANS, G. O. Animal Clinical Chemistry. 2.ed. London: Taylor & Francis, 2009.
222p.

FERREIRA, L.; LISENKO, K.; BARROS, B.; ZANGERONIMO, M.; PEREIRA, L.;
SOUSA, R. Influence of medium-chain triglycerides on consumption and weight gain

in rats: a systematic review. Journal of animal physiology and animal nutrition, v.
98, n. 1, p. 1-8, 2014.

FIDAN, E. D.; NAZLIGUL, A.; TURKYILMAZ, M. K.; AYPAK, S. U.; KILIMCL, F.
S.; KARAARSLAN, S.; KAYA, M. Effect of photoperiod length and light intensity
on some welfare criteria, carcass, and meat quality characteristics in broilers. Revista
Brasileira de Zootecnia, v. 46, n. 3, p. 202-210, 2017.

FRIEDRICHS, K. R.; HARR, K. E.; FREEMAN, K. P.; SZLADOVITS, B.; WALTON,
R. M.; BARNHART, K. F.; BLANCO-CHAVEZ, J. ASVCP reference interval
guidelines: determination of de novo reference intervals in veterinary species and
other related topics. Veterinary Clinical Pathology, v. 41, n. 4, p. 441-453, 2012.

FRANK, J. J.; BERMES, E. W.; BICKEL, M. J.; WATKINS, B. F. Effect of in vitro
hemolysis on chemical values for serum. Clinical Chemistry, v. 24, n. 11, p. 1966-
1970, 1978.

GATTANIL A.; PATHAK, A.; KUMAR, A.; MISHRA, V.; BHATIA, J. S. Influence of
season and sex on hemato-biochemical traits in adult turkeys under arid tropical
environment. Veterinary World, v. 9, n. 5, p. 530-534, 2016.

GILANI, S. M. H.; ZEHRA, S.; GALANI, S.; ASHRAF, A. Effect of natural growth
promoters on immunity, and biochemical and haematological parameters of broiler
chickens. Tropical Journal of Pharmaceutical Research, v. 17, n. 4, p. 627-633,
2018.

GONZALEZ, F. H. D.; SILVA, S. C. Introduciio 2 Bioquimica Clinica Veterinaria.
Porto Alegre: UFRGS, 521p, 2017.

GRUNKEMEYER, V. L. Advanced diagnostic approaches and current management of
avian hepatic disorders. Veterinary Clinics of North America: Exotic Animal
Practice, v. 13, n. 3, p. 413427, 2010.



31

GUPTA, S.; GUPTA, A. K.; VERMA, M.; SINGH, K.; KAUR, A.; CHOPRA, B.;
KAUR, V. A study to compare the plasma glucose levels obtained in sodium fluoride
and citrate buffer tubes at a tertiary care hospital in Punjab. International Journal of
Applied and Basic Medical Research, v. 6, n. 1, p. 50-53, 2016.

HALL, J.E. Guyton e Hall fundamentos de fisiologia. 13. ed. Rio de Janeiro: Elsevier,
2017.

HARR, K. E. Clinical chemistry of companion avian species: a review. Veterinary
Clinical Pathology, v. 31, n. 3, p. 140-151, 2002.

KANEKO, J. J; HARVEY, J. W.; BRUSS, M. L. Clinical Biochemistry of Domestic
Animals. 6 ed. Waltham: Academic Press, 2008. P.839-872.

KUNUTSOR, S. K. Gamma-glutamyltransferase—friend or foe within?. Liver
International, v. 36, n. 12, p. 1723-1734, 2016.

LIMA-OLIVEIRA, G.; SALVAGNO, G. L.; LIPPI, G.; GELATI, M.; MONTAGNANA,
M.; DANESE, E.; PICHETH, G.; GUIDI, G. C. Influence of a regular, standardized
meal on clinical chemistry analytes. Annals of Laboratory Medicine, v. 32, n. 4, p.
250-256, 2012.

LU, J.; GERALD, F.; COMBS, J. R. Effect of excess dietary zinc on pancreatic exocrine
function in the chick. The Journal of Nutrition, v. 118, n. 6, p. 681-689, 1988.

LUMEL, J. T. Avian clinical biochemistry. In: KANEKO, J. J; HARVEY, J. W,
BRUSS, M. L. Clinical Biochemistry of Domestic Animals. 6 ed. Waltham:
Academic Press, 2008. p. 839-872.

MAHMOOD, S.; AHMAD, F., UL HAQ, A.; ABBAS, G.; QURESHI, R. A. M,;
AHMAD, M. F. T., SALEEM, M. 1.; SHAHZAD, M. K. Comparative effect of light
intensity on behavior and blood profile in broilers. Scholar’s Advances in Animal
and Veterinary Research, v. 1, n. 1, p. 25-29, 2014.

MINAFRA, C. S.; MARQUES, S. F. F.; STRINGHINL J. H.; ULHOA, C. J.; REZENDE,
C. S. M,; SANTOS, J. S.; MORAIS, G. H. K. Perfil bioquimico do soro de frangos
de corte alimentados com dieta suplementada com alfaamilase de Cryptococcus flavus
e Aspergillus niger HM2003. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 39, n. 12, p. 2691-
2696, 2010.

MOE, M. O.; OKSTAD, W.; BERLAND, S.; FRAMSTAD, T. Effects of storage duration
and temperature conditions on biochemical analytes in porcine clotted, uncentrifuged
blood samples. Journal of Dairy, Veterinary & Animal Research,v. 7, n. 1,p. 1 -
6, 2018.

MORAIS, M. R. P. T.; VELHO, A. L. M. C. S.; DANTAS, S. E. S.; FONTENELE-
NETO, J. S. Morfofisiologia da reprodugao das aves: Controle endocrino do ciclo
sexual das aves. Acta Veterinaria Brasilica, v. 6, n.4, p. 285-293, 2012.



32

MYANT, N. B. Cholesterol Metabolism, LDL, and the LDL Receptor. 1 ed. San
Diego: Academic Press. 2012, 465p.

ODDOZE, C.; LOMBARD, E.; PORTUGAL, H. Stability study of 81 analytes in human
whole blood, in serum and in plasma. Clinical Biochemistry, v. 45, n. 6, p. 464-469,
2012.

OLANREWAIJU, H. A.; PURSWELL, J. L.; COLLIER, S. D.; BRANTON, S. L. Effect
of ambient temperature and light intensity on physiological reactions of heavy broiler
chickens. Poultry Science, v. 89, n. 12, p. 2668-2677, 2010.

OLANREWAIJU, H. A.; PURSWELL, J. L.; COLLIER, S. D.; BRANTON, S. L. Effects
of genetic strain and light intensity on blood physiological variables of broilers grown
to heavy weights. Poultry Science, v. 93, n. 4, p.970-978, 2014.

OLANREWAIJU, H. A.; PURSWELL, J. L.; COLLIER, S. D.; BRANTON, S. L.
Interactive effects of photoperiod and light intensity on blood physiological and
biochemical reactions of broilers grown to heavy weights. Poultry science, v. 92, n.
4, p. 1029-1039, 2013.

OLIVEIRA, F. S.; FALBO, M. K.; SANDINI, I. E.; ISHIY, L. E. Efeito do congelamento
e do tempo de armazenamento do soro sanguineo de cordeiros na determinagdo de
parametros bioquimicos. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 32, n. 2, p. 717-722, 2011.

OWEN, J. C. Collecting, processing, and storing avian blood: a review. Journal of Field
Ornithology, v. 82, n. 4, p. 339-354, 2011.

PUVADOLPIROD, S.; THAXTON, J. P. Model of physiological stress in chickens 1.
Response parameters. Poultry Science, v. 79, n. 3, p. 363-369, 2000.

PICHETH, G.; JAWORSKI, M. C. G.; PINTO, A.P.; KIKUTI, M. Y.; SCARTEZINI,
M.; ALCANTARA, V. M.; FADEL-PICHETH, C. M. T. Plasma-fluoretado
comparado ao soro na determinagdo da glicose sanguinea. Revista Brasileira de
Analises Clinicas, v. 33, n. 4, p. 167-170, 2001.

RAJMAN, M.; JURANI, M.; LAMOSOVA, D.; MACAJOVA, M.; SEDLACKOVA,
M.; KOSTAL, L.; JEZOVA, D.; VYBOH, P. The effects of feed restriction on plasma
biochemistry in growing meat type chickens (Gallus gallus). Comparative
Biochemistry and Phisiology, n. 145, p. 363-371, 2006.

REECE, W. O. (2015). Duke’s Physhiology of Domestic Animals. 13 ed. Hoboken:
Wiley-Blackwell, 2015.

REZENDE, M. S., SILVA, P. L., GUIMARAES, E. C., LELLIS, C. G., MUNDIM, A.
V. Variagdes fisiologicas, influéncia da idade e sexo no perfil bioquimico sanguineo
de aves da linhagem pesada de frango de corte na fase de recria. Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 71, n. 5, p. 1649-1658, 2019.

RODRIGUES, D. R.; CAFE, M. B.; JARDIM FILHO, R. M.; OLIVEIRA, E.; TRENTIN,
T. C.; MARTINS, D. B.; MINAFRA, C. S. Metabolism of broilers subjected to



33

different lairage times at the abattoir and its relationship with broiler meat quality.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 69, n. 3, p. 733-741,
2017.

RUSSELL, K. A.; ROUSSEL, A. J. Evaluation of the ruminal serum chemistry profile.
Veterinary Clinics Food Animal Practice, v. 23, n. 3, p. 403-426, 2007.

SACKS, D. B.; ARNOLD, M., BAKRIS, G. L.; BRUNS, D. E.; HORVATH, A. R;
KIRKMAN, M. S.; LERNMARK, A.; METZGER, B. E.; NATHAN, D. M.
Executive summary: guidelines and recommendations for laboratory analysis in the

diagnosis and management of diabetes mellitus. Clinical Chemistry, v. 57, n. 6, v.
793-798, 2011.

SADEGHI, A. A.; MOHAMADI-SAEIL M.; AHMADVAND, H. The efficacy of dietary
savory essential oil on reducing the toxicity of aflatoxin B1 in broiler chicks. Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, v. 20, n. 4, p. 481-486, 2014.

SANTOS, F. R.; SANTANA, R. O.; CARVALHO, E. D. A;; COSTA, N. A,
MINAFRA, C. S.; OLIVEIRA, P. R. Desempenho e perfil sérico bioquimico de
frangos de corte alimentados com racgdes contendo produtos homeopaticos. Revista
Brasileira de Saude e Produ¢iao Animal, v. 15, n. 2, p. 394-405, 2014.

SCANES, C. G. Sturkie's avian physiology. 6 ed., Amsterdam: Elsevier Health
Sciences, 2014. 1028p.

SCHMIDT, E. M. S.; LOCATELLI, DITTRICH, R.; SANTIN, E., PAULILLO, A. C.
Patologia clinica em aves de producdo — uma ferramenta para monitorar a sanidade
avicola — revisdo. Archives of Veterinary Science, v. 12, n. 3, p. 9-20, 2007.

SERR, J.; SUH, Y.; OH, S. A.; SHIN, S.; KIM, M.; LATSHAW, J. D.; LEE, K. Acute
up-regulation of adipose triglyceride lipase and release of non-esterified fatty acids by
dexamethasone in chicken adipose tissue. Lipids, v. 46, n. 9, p. 813-820, 2011.

SIDDIQUI, M. N.; ISLAM, M. T.; SAYED, M. A., HOSSAIN, M. A. Effect of dietary
supplementation of acetone extracts of Nigella sativa L. seeds on serum cholesterol

and pathogenic intestinal bacterial count in broilers. The Journal of Animal & Plant
Sciences, v. 25, n. 2, p. 372-379, 2015.

SILVA, B. R.; MAREZE, M.; FALBO, M. K.; SANDINI, I. E.; GROFF, P. M.
Bioquimico plasmatico de caes: efeitos dos diferentes anticoagulantes em comparagao
com o soro. Colloquium Agrariae, v. 11, n. 1, p. 33-41, 2015.

SHARIDEH, H.; ZHANDI, M.; ZAGHARI, M.; AKHLAGHI, A. Effect of dietary zinc
oxide and phytase on the plasma metabolites and enzyme activities in aged broiler
breeder hens. Iranian Journal of Veterinary Medicine, v. 9, n. 4, p. 263-270, 2016.

SOHAIL, M. U.; JAZ, A.; YOUSAF, M. S.; ASHRAF, K.; ZANEB, H.; ALEEM, M.;
REHMAN, H. Alleviation of cyclic heat stress in broilers by dietary supplementation
of mannan-oligosaccharide and Lactobacillus-based probiotic: Dynamics of cortisol,



34

thyroid hormones, cholesterol, C-reactive protein, and humoral immunity. Poultry
Science, v. 89, n. 9, p. 1934-1938, 2010.

SOUZA, M. H. L.; ELIAS, D. O. Fundamentos da circula¢io extracorporea. 2.ed.,
Rio de Janeiro: Centro Editorial Alfa Rio, 2006. 808p.

SOLIS-CRUZ, B.; HERNANDEZ-PATLAN, D.; PETRONE, V. M.; PONTIN, K. P.;
LATORRE, J. D.; BEYSSAC, E.; HERNANDEZ-VELASCO, X.; MERINO-
GUZMAN, R.; OWENS, C.; HARGIS, B. M.; LOPEZ-ARELLANO, R.; TELLEZ-
ISAIAS, G. Evaluation of Cellulosic Polymers and Curcumin to Reduce Aflatoxin Bl
Toxic Effects on Performance, Biochemical, and Immunological Parameters of
Broiler Chickens. Toxins, v. 11, n. 2, p. 121-141, 2019.

STOCKHAM, S. L.; SCOTT, M. A. Fundamentos de Patologia Clinica Veterinaria.
2.ed., Guanabara Koogan: Rio de Janeiro, 2011. 744 p.

SUBHANI, Z.; SHAHID, M.; HUSSAIN, F.; KHAN, J. A. Efficacy of Chlorella
pyrenoidosa to Ameliorate the Hepatotoxic Effects of Aflatoxin Bl in Broiler
Chickens. Pakistan Veterinary Journal, v. 8, n. 1, p. 13-18, 2018.

SUMNERS, L. H.; ZHANG, W.; ZHAO, X.; HONAKER, C. F.; ZHANG, S.; CLINE,
M. A.; SIEGEL, P. B.; GILBERT, E. R. Chickens from lines artificially selected for
juvenile low and high body weight differ in glucose homeostasis and pancreas
physiology. Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular &
Integrative Physiology, v. 172, p. 57-65, 2014.

SUN, T.; LIU, Z.; QIN, L.; LONG, R. Meat fatty acid and cholesterol level of free-range
broilers fed on grasshoppers on alpine rangeland in the Tibetan Plateau. Journal of
the Science of Food and Agriculture, v. 92, n. 11, p. 2239-2243, 2012.

SWARNA, C. L.; SRINIVAS, G.; RAO, S. V. Effect of Unsaturated to Saturated Fatty
Acids Ratio of Supplemental Fat in the Diet with or without L-Carnitine on

Performance of Broiler Chicken. Indian Journal of Poultry Science, v. 53, n. 2, p.
150-155, 2018.

SYED, A. ALT Blood Test. International Journal of Biology Sciences. v. 1,n. 2, p. 12-
14. 2019.

THRALL, M. A.; WEISER, G.; ALLISON, R.; CAMPBELL, T. Veterinary
hematology and clinical chemistry, 2. ed. Philadelphia : Lippincott Williams and
Wilkins, 2012, p. 32-39.

TOTHOVA, C.; NAGY, O.; SEIDEL, H.; KOVAC, G. The effect of storage temperature
and time on the concentrations of bovine serum amyloid A and its mammary
associated isoform. Veterinary Medicine International, v. 2012, p. 1-6, 2012.

VIEITES, F. M.; MORAES, G. H. K.; ALBINO, L.F.T.; ROSTAGNO, H. S,
DONZELE, J. L.; RODRIGUES, A. C.; SILVA, F. A.; ATENCIO, A. Balan¢o
eletrolitico e niveis de proteina bruta sobre parametros sanguineos e 6sseos de frangos



35

de corte aos 21 dias de idade. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 33, n. 6, p. 1520-
1530, 2004.

WANG, J.; WANG, X.; LI, J.; CHEN, Y.; YANG, W.; ZHANG, L. Effects of dietary
coconut oil as a medium-chain fatty acid source on performance, carcass composition

and serum lipids in male broilers. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences,
v.28,n.2,223,2015.

WITTWER, F. Empleo de los perfiles metabdlicos en el diagnostico de desbalances
metabolicos nutricionales en el ganado. Buiatria, v. 2, p. 16-20, 1995.

YANG, J. Y.; ZHANG, H. J.; WANG, J.; WU, S. G.; YUE, H. Y.; JIANG, X. R.; QI G.
H. Effects of dietary grape proanthocyanidins on the growth performance, jejunum

morphology and plasma biochemical indices of broiler chicks. Animal, v. 11, n. 5, p.
762-770, 2017.

ZAKARIA, H. A.; JALAL, M.; AL-TITI, H. H.; SOUAD, A. Effect of Sources and
Levels of Dietary Zinc on the Performance, Carcass Traits and Blood Parameters of
Broilers. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, v. 19, n. 3, p. 519-526, 2017.



36

3 TEMPO DE ESTOCAGEM E JEJUM SOBRE AS CONCENTRACOES
SERICAS E PLASMATICAS DE INTERMEDIARIOS DA VIA
ENERGETICA E ENZIMAS METABOLICAS EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO

Objetivou-se caracterizar as respostas de componentes bioquimicos em amostras de
soro e plasma de frangos de corte, coletados aos tempos de jejum de 0, 2, 4, 6, §,
10 e 12h e analisadas imediatamente apds coleta e aos 30 e 60 dias de estocagem a
-20° C. Foram coletadas amostras de sangue de 70 frangos de 45 dias de idade
respeitando-se os periodos e foram determinadas as concentragdes séricas e
plasmaticas de glicose, colesterol, triglicerideos, aspartato aminotranferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT). As
concentragdes de glicose sérica declinaram linearmente com o tempo de jejum
(P<0,01) enquanto as concentracdes de colesterol (P<0,01) e GGT plasmatica
(P<0,05) aumentam linearmente com o tempo de jejum. As concentragdes de
glicose plasmatica e a ALT apresentaram efeito quadratico com pontos de maxima
respectivos as 3h e 57 minutos ¢ 8h e 9 minutos de jejum. As concentragdes de
triglicerideos e GGT sérica apresentam efeitos quadraticos com respectivos pontos
de minima a 8h e 44 minutos e 5h e 12 minutos de jejum. Houve elevagao da GGT
sérica aos 60 dias de estocagem e ndo houve efeito para a GGT plasmatica (P>0,05)
em relac@o aos periodos de estocagem. Os valores de glicose e ALT apresentaram
suas menores concentragoes aos 30 dias em relacao a 0 e 60 dias de estocagem. As
concentragdes de colesterol, AST ¢ ALT foram maiores no soro em relagdo ao
plasma (P<0,01) e os triglicerideos se apresentam mais concentrados na fragao
plasmatica. Assim a determina¢do de AST em aves nao ¢ influenciada pelo tempo
de jejum que precede a coleta das amostras e podem ser estocadas até 60 dias a -
20° C e, mensuracdes de colesterol e triglicerideos podem ser realizadas em
amostras estocadas por 60 dias. Para a realizacao de leituras de glicose, ALT
plasmatica e GGT sérica deve-se evitar a estocagem das amostras por longos
periodos. Recomenda-se a utilizagdo de amostras de soro e a utilizagdo de 6 horas

de jejum.



Palavras- chave: bioquimica sanguinea, frangos de corte, metabolismo.
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STOCKING TIME AND FASTING ON SERUM AND PLASMATIC
CONCENTRATIONS OF ENERGY TRACK INTERMEDIATES AND
METABOLIC ENZYMES IN CHICKEN

ABSTRACT

The objective was to characterize the responses of biochemical components in
serum and plasma samples from broilers, collected at fasting times of 0, 2, 4, 6, §,
10 and 12h and analyzed immediately after collection and at 30 and 60 days blood
storage at -20° C. Blood samples were collected from 70 45-day-old chickens
respecting the periods and the serum and plasma concentrations of glucose,
cholesterol, triglycerides, aspartate  aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT ) and gamma glutamyl transferase (GGT). Serum glucose
concentrations declined linearly with fasting time (P <0.01) while cholesterol (P
<0.01) and plasma GGT (P <0.05) increased linearly with fasting time. Plasma
glucose and ALT concentrations showed a quadratic effect with respective
maximum points at 3h and 57 minutes and 8h and 9 minutes of fasting. The
concentrations of triglycerides and serum GGT present quadratic effects with
respective minimum points at 8h and 44 minutes and Sh and 12 minutes of fasting.
There was an increase in serum GGT at 60 days of storage and there was no effect
for plasma GGT (P> 0.05) in relation to storage periods. The values of glucose and
ALT showed their lowest concentrations at 30 days in relation to 0 and 60 days of
storage. The concentrations of cholesterol, AST and ALT were higher in serum than
in plasma (P <0.01) and triglycerides are more concentrated in the plasma fraction.
Thus, the determination of AST in birds is not influenced by the fasting time that
precedes the collection of samples and can be stored up to 60 days at -20° C and
measurements of cholesterol and triglycerides can be performed in samples stored
for 60 days. In order to perform glucose readings, plasma ALT and serum GGT, the
storage of samples for long periods should be avoided. It is recommended to use

serum samples and to use 6 hours of fasting.

Key words: blood biochemistry, broilers, metabolism.
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31 Introducio

A avaliagdo de parametros bioquimicos nas pesquisas com aves pode ser melhor
explorada, possibilitando a aferigdo de concentracdes de diversos constituintes
bioquimicos que podem ser utilizados como indicativos de disturbios metabdlicos,
aferi¢des de estado nutricional e no diagndstico de enfermidades (MINAFRA et al.,
2010).

Os ensaios com frangos de corte em geral preconizam avaliar o desempenho das
aves promovendo ganhos satisfatorios sem comprometer o metabolismo e a integridade
sanitaria desses animais. As mudangas que ocorrem no metabolismo das aves podem ser
ocasionadas pela inclusdo de ingredientes, aditivos, farmacos, ou outros componentes das
ragodes, além de efeitos ambientais, podendo alterar o estado nutricional e a saude dos
animais. Portanto as avaliagdes bioquimicas sanguineas sdo uma importante ferramenta
para o diagnostico de enfermidades e disturbios metabdlicos proporcionando diagnosticos
eficientes, rapidos e seguros (YARI et al., 2014).

Segundo Gattani et al. (2016), a afericdo das concentragdes sanguineas de glicose,
colesterol total, triglicerideo total, atividade das enzimas aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT) podem ser
utilizadas como auxilio nos diagnosticos para doencas e disturbios metabolicos nas aves.

Entretanto, existe grande divergéncia nas condigdes de coleta do material para
analise e ndo ha padronizacio do periodo de jejum pos-prandial realizado antes da coleta
de sangue. Cordova-Noboa et al. (2018) ndo realizaram jejum das aves para coleta das
amostras de sangue, entretanto Zakaria et al. (2017); Behboudi et al. (2016); Swarna et
al. (2018) e Sadeghi et al. (2014) realizaram jejum variando entre os trabalhos de 2 a 12
horas antes da coleta das amostras. Considerando essas variagdes no tempo de jejum, nao
se pode inferir que os resultados obtidos ndo sofreram interferéncia causada por um longo
periodo de jejum pds-prandial, e essa falta de padroniza¢do niao permite a exata conclusio
e a comparagao entre os resultados.

Os parametros bioquimicos podem ser aferidos em amostras de soro, obtidos de
amostras de sangue coagulado; no plasma ¢ obtido através de amostras com
anticoagulantes. A diferenga entre esses dois processos € que no plasma se obtém maior
volume de sobrenadante em relacao ao soro (LUMEILJ, 2008).

Uma grande divergéncia na utilizagdo do soro ou plasma nas pesquisas resulta em

falta de padronizac¢do dos resultados, alguns autores utilizam soro para a afericdo dos
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parametros bioquimicos (REHMAN et al., 2018; CHAND et al., 2018; SUBHANTI et al.,
2018; GILANI et al., 2018). Em contrapartida, outros utilizam plasma (KIM et al., 2019;
ZHANG et al., 2017; YANG et al., 2017; SHARIDEH et al., 2016).

Quanto ao tempo de estocagem a que cada amostra pode ser submetida antes da
realizacdo das andlises bioquimicas, ¢ importante levar em consideragcdo que geralmente
as amostras serdo coletadas em datas diferentes da data de andlise, pois fatores como
distancia entre laboratorio e galpao experimental, tempo até acumular volume suficiente
de amostras e periodo de transporte, podem postergar a data de realizacdo das
mensuracdes das varidveis bioquimicas no sangue (LPA-UN, 2010).

Devido a falta de padronizag@o nas andlises em relagdo ao periodo de jejum para
a coleta e periodo de estocagem das amostras, objetivou-se caracterizar as respostas de
componentes bioquimicos em amostras de soro e plasma de frangos de corte, coletadas

em diferentes tempos de jejum e armazenadas sob -20°C por 30 e 60 dias.
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3.2 Material e Métodos

Este estudo foi realizado na Universidade Estadual do Oeste do Parana-
UNIOESTE, no Centro de Pesquisa em Avicultura do Nucleo de Estagdes Experimentais
Dr. Anténio Carlos dos Santos Pessoa, pertencente ao Campus de Marechal Candido
Rondon-PR.

As aves foram manuseadas com cuidado para evitar desconforto desnecessario e
todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no uso de
animais da UNIOESTE (CEUA), sob protocolo 23/20-CEUA.

Foram utilizados 70 frangos de corte machos da linhagem Cobb 500 com peso
médio de 3072 + 859g com 45 dias de idade distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado. As aves foram criadas de 1 a 42 dias de idade recebendo agua
e racao ad libitum, sobre as mesmas condigdes ambientais para iluminagao e temperatura,
as quais foram ajustadas de acordo com as recomendag¢des do manual de linhagem. As
dietas, isocaloricas e isonitrogénicas, foram formuladas de acordo com a composigao dos
alimentos e exigéncias nutricionais segundo recomendacdes de Rostagno et al. (2017).

Aos 42 dias de idade, as aves foram distribuidas em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em sete boxes (1,76 m?) equipados com bebedouros tipo nipple,
comedouro tubular e cama de maravalha de pinus, com densidade de alojamento de 5,7
frangos por metro quadrado.

Apos trés dias de adaptagdo ao ambiente (aos 45 dias de idade), as aves foram
mantidas em jejum por um periodo de uma hora, sendo em seguida alimentadas por 30
minutos. Esse procedimento foi realizado para que todas as aves apresentassem o mesmo
quadro alimentar pos-prandial. Apos o periodo de arragcoamento foi realizada a primeira
colheita de sangue.

A cada intervalo de 2 horas dentre o periodo de 12 horas, o sangue foi coletado
via pungdo braquial por veia ulnar, 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de jejum de todas as aves
de um box, com as aves em posicao de decubito lateral, utilizando-se tubos especificos
de coleta a vacuo com capacidade de 4 ml, adaptadores especificos e agulhas de 25 x 0,8
mm, onde foram coletados 4 ml de sangue por coleta. O primeiro tubo de sangue foi
coletado para obtencdo do soro com tubo para coleta de sangue a vacuo para soro com
ativador de coagulo jateado na parede do tubo, que acelera o processo de coagulagdao. O
segundo tubo foi utilizado para obtencao do plasma, para coleta de sangue a vacuo com

o inibidor glicdlico fluoreto de sédio 5 mg. Apos a colheita, as amostras permaneceram
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15 minutos em decubito horizontal e, posteriormente, centrifugadas a 2500 rpm (1050g)
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a separacdo do soro/plasma, eles foram
identificados e divididos em trés aliquotas, as quais foram acondicionadas em microtubos
de 2 ml, sendo uma aliquota imediatamente encaminhada ao laboratorio para realizagao
das analises. As demais aliquotas (dois microtubos) foram estocadas a -20 °C, por
periodos de 30 e 60 dias. Durante a estocagem a temperatura do freezer foi monitorada
semanalmente a fim de avaliar possiveis oscilagdes.

Antes da realizacao das leituras, as amostras foram descongeladas a temperatura
de 4 a 8 °C, permanecendo em geladeira por 24 horas e depois centrifugadas em micro
centrifuga. As leituras dos parametros bioquimicos foram realizadas a 0, 30 e 60 dias de
estocagem utilizando analisador bioquimico automatico, com espectrofotometria por
meio do equipamento Flexor EL200 (Elitechgroup, Netherlands) utilizando reagentes,
calibradores (Elical II) e padrdes de aferi¢do (Elitrol I) da marca Elitech ®. As leituras
realizadas foram de glicose [glicose PAP, Método de Trinder, enzimatico colorimétrico
cinético (TRINDER, 1969)], colesterol [método de Trinder, enzimatico, colorimétrico de
ponto final (ALLAIN et al. 1974)], triglicerideos [triglicerideos SL. New, enzimatico-
colorimétrico, ponto final (FOSSATI E PRENCIPE, 1982)], AST - aspartato
aminotransferase [método IFCC sem fosfato de piridoxal, cinético, UV (SCHUMAN et
al., 2002a)], ALT — alanina aminotransferase [método IFCC sem fosfato de piridoxal,
cinético, UV (SCHUMAN et al., 2002b)] e GGT — gamma glutamiltransferase [GAMMA
GT Plus, método substrato glupa C, cinético (SCHUMAN et al., 2002c)].

Ap0s a obtengdo de todos os dados analiticos, os mesmos foram tabulados para
tipo de amostra (soro ou plasma), tempo de jejum (0; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 horas) e periodo
de estocagem (0; 30 e 60 dias) e as analises foram realizadas em esquema fatorial. Todos
os dados foram submetidos a teste de homogeneidade e normalidade, para posterior
analise de variancia. Em caso de significancia, foi realizado teste F para tipo de amostra,
andlise de regressdo para jejum e teste de Tukey para estocagem. A interagdo tripla ndo
foi utilizada, pois se objetivou avaliar apenas as interagdes duplas para tipo de amostra e
jejum, tipo de amostra e tempo de estocagem e os fatores isoladamente (PIMENTEL-
GOMES, 2009). Os testes foram realizados a 5% de probabilidade. Todos os
procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o pacote GLM do SAS (SAS,

2014).
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3.3 Resultados

A glicose (P<0,0001) e a GGT (P=0,0002) apresentaram efeito na interagao entre
jejum e fra¢do sanguinea (Tabelas 2 e 3). Nao houve interacao (jejum e fracdo sanguinea)
para as concentracdes de colesterol (P=0,0616), triglicerideos (P=0,8899), AST
(P=0,4836) e ALT (P=0,3520).

As concentragdes de glicose sérica declinaram linearmente (P<0,0001) com o
tempo de jejum, diminuindo cerca de 2,48 mg dL™!' a cada duas horas de jejum e as
concentragdes de colesterol (P<0,0001) e GGT plasmatica (P<0,0001) aumentaram
linearmente com o tempo prolongado de jejum (Tabela 4, Figura 1), aumentando
respectivamente 1,87 mg dL™! € 0,19 IU L' a cada 2 horas de jejum.

Houve efeito quadratico sobre as concentragdes de glicose plasmatica
(concentracdo maxima a 3 h e 57 minutos de jejum) e GGT sérica (concentragdo minima
a5 he 12 min de jejum).

Os tempos de jejum influenciaram as concentragdes de colesterol (P<0,0001),
triglicerideos (P<0,0001) e ALT (P<0,0001), porém nao influenciaram as concentragoes
de AST (P=0,1404).

Houve efeito quadratico sobre as concentragdes de triglicerideos (concentragao
minima a 8 h e 44 minutos de jejum) e ALT (concentragdo maxima a 8 h e 9 minutos de
jejum).

As variaveis tempo de estocagem e fragdo sanguinea apresentaram interacao para
GGT (P=0,0002), houve eleva¢dao da GGT sérica aos 60 dias de estocagem, porém para
GGT plasmatica nao foi influenciada pelo periodo de estocagem.

Os valores de glicose foram influenciados pelo tempo de estocagem (P<0,0001),
assim como os de ALT (P<0,0001) e foi observado que os valores desses metabolitos tém
respectivamente as menores concentragdes aos 30 dias de estocagem em relagdo a 0 e 60
dias. Para glicose, as maiores concentragdes foram observadas com 0 e 60 dias de
estocagem e a maior concentracdo de ALT se apresentou quando essa varidvel foi
determinada logo apds a coleta. J& as concentracdes de colesterol (P=0,0616),
triglicerideos (P=0,8999), AST (P=0,1356) e ALT (P=0,3520) ndo foram influenciadas
pelo tempo de estocagem.

O colesterol (P<0,0001), a AST (P<0,0001) e a ALT (P<0,0001) foram maiores
no soro do que no plasma (P<0,0001), apenas os triglicerideos (P=0,0174) apresentaram

maiores concentracdes no plasma em relagdo ao soro.
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Tabela 1. Concentragdes médias de glicose, colesterol e triglicerideos no plasma e no soro de frangos de corte aos 45 dias submetidos a diferentes
tempos de jejum e periodos de estocagem.

Glicose (mg dL ™)

Colesterol (mg dL")

Triglicerideos (mg dL™)

Jejum (horas) Soro Plasma Média Soro Plasma Média Soro Plasma Média
0 260 + 12 233+ 15 247 + 19 130+ 13 114+ 10 122+ 14 76 £ 19 78 £19 77 £19
2 260 + 18 236+ 13 248 + 19 134+ 13 118+ 13 126 + 15 48 £ 10 52+12 50+ 11
4 258 £ 21 255+ 17 256+ 19 141 + 14 136 + 13 138+ 14 47+ 12 53+13 5013
6 247 + 21 239+ 12 243 + 17 138+ 12 123+ 12 130+ 14 41+ 14 42+ 11 42+ 12
8 241 £ 11 232+ 10 237+ 11 132+ 11 121 +12 127+ 13 38+ 6 41+8 40+ 7
10 231+3 219+ 10 225+ 13 146 + 14 127+ 11 136 £ 16 32+7 33+6 33+6
12 238 + 21 228 +17 233+ 19 145+ 14 128 +13 136 £ 16 42£5 43+ 6 42+5
Estocagem (dias)

0 251 +£20 238+ 16 245 + 194 137+ 14 124 + 14 130+ 15 44+ 19 49 +20 47+ 19
30 243 £ 17 230+ 15 237+178 138+ 14 125+ 12 132 +£15 47 £ 17 50+ 71 49+ 16
60 249 £ 23 235+ 19 242 + 224 138+ 14 122 £ 15 130+ 17 47+ 16 48 + 18 48 £ 17
M¢dia 248 + 20 234+ 17 241 + 20 138 + 142 124 + 14° 131+ 16 46+ 17°  49+18 48+ 17
Cv 8,12 11,94 36,48

EPM 0,961 0,765 0,847

P Jejum <0,0001 <0,0001 (L) <0,0001 (Q)

P Tipo <0,0001 <0,0001 0,0174

P Estocagem <0,0001 0,5011 0,3643

P Jejum x Tipo <0,0001 0,0616 0,8999

Linear <0,0001 <0,0001

Quadratica <0,0001 <0,0001

P Estocagem x Tipo 0,8482 0,5945 0,3550

CV: Coeficiente de variagao; EPM: Erro Padrdo da média; P: Significancia a 5% de probabilidade; L: Efeito linear obtido na anélise de regressao;
Q: Efeito quadratico obtido na anélise de regressdo; Letras minusculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F; Letras

maitsculas na mesma coluna se diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Tabela 2. Concentracdes médias de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT) no
plasma e no soro de frangos de corte aos 45 dias submetidos a diferentes tempos de jejum e periodos de estocagem.

AST (IU L") ALT (IU L) GGT (IU L")
Jejum (horas) Soro Plasma Média Soro Plasma Média Soro Plasma Média
0 353 £ 60 322 +£56 33760 9,17+243 7,18 £2,13 8,18 £2,48 23,95+ 6,97 14,57+£2,62 19,26+ 7,04
2 408 + 87 407 + 81 407+84 9,34+2729 8,28 £ 2,83 8,81 £2,61 21,10+ 6,78 16,36 +4,86 18,73 + 6,32
4 450+ 76 440 £ 70 445+72  995+2.84  9,59+2,85 9,77 £ 2,83 21,32+549  18,05+4,01 19,05+ 5,03
6 436 + 63 403 71 419+£69 10,25+2,45 9,12+2,15 9,68 + 2,35 19,55+ 6,01 15,08 +2,67 17,31+5,13
8 413 £ 66 380+ 73 39671 9,93+£2,00 8,80 +2,30 9,36 +£2,21 20,96 £5,10 18,57+4,02 19,72+ 4,69
10 460 + 67 417+70 438+71 10,65+233 8,85+291 9,77 £ 2,76 23,25+ 6,07 16,14+422 19,51 £ 6,26
12 436+ 71 387 £65 412+72 10,65+3,01 8,38+2,75 9,51 +3,08 27,04 + 5,63 18,15+2,99 22,59+ 6,33
Estocagem (dias)
0 409 + 71 388 £65 398+67 11,14+£240 9,76+226 10,45+243% 16,80+3,85% 16,66 +4,08 18,35+4,88
30 431+ 74 397 £71 414+74 9,40+242 8,02 +2,64 8,71 £2,62%  16,48+3,69® 16,03+4,43 19,91 +6,36
60 426 + 85 396 +£94 411+£90 944+237 8,04 + 2,64 8,74 +2,60° 2422+645" 1682+432 20,38+6,58
Média 422+77* 39477 408+78 999+252° 8,60+2,64° 9,30 + 2,67 22,46 + 6,41 16,70+ 3,94 19,54+ 6,03
Ccv 19,21 28,73 30,86
EPM 3,826 0,130 0,296
P Jejum 0,1404 <0,0001(Q) <0,0001
P Tipo <0,0001 <0,0001 <0,0001
P Estocagem 0,1356 <0,0001 0,0009
P Jejum x Tipo 0,4836 0,3520 0,0002
Linear 0,0320 0,0043
Quadratica <0,0001 0,0104
P Estocagem x Tipo 0,7032 0,9989 0,0005
P Tukey <0,0001 0,8510

CV: Coeficiente de variagao; EPM: Erro Padrao da média; P: Significancia da analise de variancia; L: Efeito linear; Q: Efeito quadratico; Letras
minusculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F. Letras maitusculas na mesma coluna diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey
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Tabela 3. Equagdes de regressao da glicose, colesterol, triglicerideos, atividade de alanina
aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT) de frangos de corte
aos 45 dias submetidos a diferentes periodos de jejum e tempo de estocagem
das amostras

Jejum

Variavel Soro/Plasma Equagdo de regressao PC R?

Glicose Soro 262,66533 —2,47838*Gli 0,86
Glicose Plasma 23595679 +2,47754*Gli — 0,31335*Gli2 3,95 0,46
Colesterol Soro e Plasma 125,21352 +0,91623*Col 0,42
Triglicerideos Soro e Plasma 73,13413 — 8,44434*Trig + 0,48298*Trig> 8,74 0,90
ALT Soro ¢ Plasma 8,25000 + 0,37279*ALT — 0,02286*ALT> 8,15 0,84
GGT Soro 24,00018 — 1,54703*GGT + 0,14871*GGT?> 5,20 0,95
GGT Plasma 15,54308 + 0,19297*GGT 0,29

PC: Ponto critico obtido da derivag¢ao de equacdo quadratica.
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Figura 1. Concentragdes séricas e plasmaticas de glicose, colesterol, triglicerideos,

atividade de Alanina aminotransferase (ALT) e Gama glutamil transferase

(GGT) de frangos de corte aos 45 dias submetidos a diferentes tempos de jejum.
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34 Discussao

O efeito linear decrescente apresentado na glicose sérica e quadratico para as
concentragdes de glicose plasmatica com diminui¢do das concentragdes a partir de 3h e
57 minutos de jejum, ocorre devido a deplecao de glicogénio no figado ndo ser suficiente
para manter os niveis glicémicos, havendo assim uma redugdo gradual da glicose
sanguinea (RODRIGUES et al., 2017).

O aumento na concentragdo de colesterol e a redugdo nos triglicerideos pode ser
devido a uma mobilizagao lipidica, onde os lipideos adentram a corrente sanguinea e,
consequentemente, sdo transportados por lipoproteinas VLDL, acarretando uma maior
circulacao de colesterol no sangue e, assim, a utilizacao dos triglicerideos pelos tecidos
(LUMEL, 2008).

A ocorréncia de ponto de minima nas concentracdes de triglicerideos por volta de
9 horas de jejum pode estar associada a mobilizagdo lipidica para obtencdo de energia e
manutenc¢ao das atividades vitais do organismo em decorréncia do periodo prolongado de
jejum (RODRIGUES et al., 2017). As concentragdes sanguineas de triglicerideos sdo
influenciadas pelo tempo de jejum, de maneira que na ocorréncia de balango energético
negativo, o metabolismo das aves ¢ estimulado a mobilizar triglicerideos circulantes
fornecendo acidos graxos e glicerol, os quais através da B-oxidacdo e via glicolitica,
respectivamente, sdo utilizados para a produ¢do de energia (COELHO et al., 2013),
diminuindo assim as concentragdes sanguineas de triglicerideos.

A diminui¢ao nas concentragdes de triglicerideos e glicose foram relatadas por
Vosmerova et al. (2010), os quais observaram que em aves expostas a tempos de jejum
prolongados os valores de glicose e triglicerideos tendem a diminuir.

Ocorreu resposta quadratica para atividade da enzima ALT com ponto de maxima
(8h e 9 minutos), o que vem ao encontro do descrito por Veiga et al. (1978), que em
estudo com frangos, relataram que o tempo de jejum aumenta as concentragdoes de ALT
nas aves.

A ocorréncia de efeito quadratico com aumento nas concentragdes de GGT sérico
apos o ponto de minima (5h e 12 minutos) e do aumento linear crescente do GGT
plasmatico se deve ao fato de que os animais, quando em um periodo de jejum anormal,
tem seu metabolismo animal podendo desencadear catabolismo proteico, aumentando

consequentemente o transporte de aminoécidos, evidenciando a principal fungdo da GGT
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que, conforme Yu e Long (2016), tem por fun¢do atuar no meio extracelular catalisando
a conversao de glutationa (GSH) nos dipeptideos glutamato ou cisteina.

O periodo de estocagem do soro ou plasma pode acarretar redugao das
concentragdes de glicose. O presente estudo apresentou variacdo nas concentragdes de
glicose causados pela estocagem (-20°C), esta variacdo encontrada demonstra que a
temperatura utilizada durante o armazenamento ndo foi suficiente para manter o analito
estavel por 60 dias. Este resultado foi demonstrado por Cuhadar et al. (2013) e Clark et
al. (1990), estocando soro a -20°C, obtidos de sangue de humanos, por um e trés meses
respectivamente, estes observaram diminui¢do nas concentragdes de glicose nas amostras
armazenadas por longos periodos.

Os resultados observados para colesterol e triglicerideos demonstram que esses
analitos podem permanecer estdveis por 60 dias a temperatura de -20°C sem sofrerem
alteragdes. O colesterol e triglicerideos presentes no plasma e no soro niao sofrem
alteracdes em suas concentragdes quando estocados a -20°C por 19 a 27 semanas
(STOKES et al.,1986; TIEDINK e KATAN, 1989). A estabilidade dos triglicerideos
durante longos periodos de armazenamento também foi observada por Shimizu e Ichihara
(2019) ao armazenarem amostras de soro por 2 meses a -20°C.

Outro metabolito estavel a estocagem ¢ o AST, esse ndo sofreu modificacdes
durante os 2 meses de estocagem a -20°C. Segundo Kaneko et al. (2008), essa enzima ¢
estavel a armazenamentos durante o congelamento e essa resposta foi observada por
Thoresen et al. (1995) e Oliveira et al. (2011), os quais estudaram a mesma enzima,
entretanto em amostras de sangue de caes e cordeiros, respectivamente.

As concentracdes de ALT tendem a diminuir com o tempo de estocagem
(KANEKO et al., 2008). Essa diminui¢do na concentragao de ALT sanguineo ¢ fruto da
desnaturagdo enzimatica descrita por lkeda et al. (2015) em trabalho com humanos, os
quais relatam que a enzima ALT costuma apresentar desnaturacdo enzimdtica e
consequente diminui¢do nas suas concentragdes a -20°C sendo instaveis nessa
temperatura. Assim o periodo de estocagem pode interferir de forma negativa nos
resultados de andlises experimentais, sendo que muitas vezes os pesquisadores podem
concluir com base nos resultados encontrados, sendo que esses sofreram influéncia do
tempo de estocagem.

As concentragdes de glicose, colesterol, AST, ALT e GGT, estudadas nesse
trabalho, apresentaram-se mais elevadas quando determinados na amostra de soro, ao

serem comparadas com os observados no plasma. Essa maior concentracao no soro pode
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ser atribuida a acdo que os anticoagulantes de baixo peso molecular, como o fluoreto de
sodio, pode exercer sobre as amostras. O efeito osmotico desses anticoagulantes tende a
retirar uma quantidade de agua do interior dos eritrocitos transferindo-a ao plasma, o que
ocasionaria uma diluicdo das concentragdes plasmaticas de alguns metabolitos (ALPER
et al., 1974). De acordo com Grande et al. (1964), isso pode fazer com que ocorra maior
dilui¢do dos constituintes plasmaticos, resultando em valores mais baixos nessa fragcdo
sanguinea, por isso deve ser escolhido um anticoagulante que nao interfira nos resultados
das analises. Outro ponto importante a se destacar ¢ que pode ocorrer uma redistribui¢ao
osmotica entre as células e o plasma, e essa pode interferir nos resultados dos analitos
(GRANDE et al., 1964).

A utilizacdo de fluoreto de sdédio como anticoagulante pode interferir
analiticamente nas avaliagdes por espectrofotometria, devido a muitas vezes esse
anticoagulante provocar fibrina nas amostras durante sua coleta (FERNANDEZ et al.,
2013; BONETTI et al., 2016; AL-KHARUSI et al., 2014). Assim, ap6s a separacao do
plasma, deve ser observada a formagao de hemolise e, se possivel, realizar uma nova
coleta ou fazer uma centrifugacao com maior forca de gravidade.

Embora as diferengas encontradas entre as concentracdes dos analitos
bioquimicos no soro e no plasma serem estatisticamente significativas, Picheth et al.
(2001) relataram que essas diferencas entre as fracdes, para o analito glicose, nao
representam diferencas quimicamente significativas, destacando que ambas as fragdes
podem ser utilizadas analiticamente para glicose.

As concentragdes de GGT apresentaram efeitos diferentes para o soro e o plasma
durante o periodo de estocagem. A diferenca nas concentracdes de GGT entre soro € o
plasma, bem como uma diminui¢do nos valores do metabdlito nas analises do plasma,
devem-se pelo uso do anticoagulante fluoreto de sodio, o qual reduz a atividade da GGT

(BURTIS et al., 2012).
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3.5 Conclusoes

A determinagdo de AST nao ¢ influenciada pelo tempo de jejum que procede a
coleta e pode ser realizada a até 60 dias quando estocado a -20° C.

As mensuragdes de colesterol e triglicerideos podem ser realizadas em amostras
estocadas a até 60 dias a -20°C.

Para a realizacdo de leituras de glicose, ALT e GGT plasmatica, deve-se evitar a
estocagem a -20° C das amostras por longos periodos.

Com base nos dados apresentados, recomenda-se a utilizagdo de amostras de soro
e a utilizagdo de 6 horas de jejum.

As concentragdes de glicose no soro podem apresentar valores médios de 248 +21
e no plasma de 228 + 17 mg dL'; o colesterol no soro possui valores médios de 138 + 14
e no plasma de 124 + 14 mg dL!; os triglicerideos no soro tém valores médios de 46 +
17 e no plasma de 49 + 18 mg dL'!; a atividade de AST no soro apresenta valores médios
de 422 = 77 e no plasma de 394 £77 mg IU L!; a ALT no soro apresenta médias de 9,99
+ 2,52 e no plasma de 8,60 = 2,64 IU L!; a GGT sérica apresenta valores médios de

22,46 + 6,41 e no plasma de 16,70 + 3,94 TU L.
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4 INFLUENCIA DA INTENSIDADE LUMINOSA, FRACAO
SANGUINEA, PERIODO DE JEJUM E ESTOCAGEM SOBRE OS
METABOLITOS DA VIA ENERGETICA E ENZIMAS HEPATICAS EM
FRANGOS DE CORTE

RESUMO

Objetivou-se com este estudo determinar a influéncia do jejum, do tempo de
estocagem, da fracdo sanguinea (soro ou plasma) e da intensidade luminosa sobre
as concentragdes de glicose, colesterol, triglicerideos, Aspartato aminotranferase
(AST), Alanina aminotransferase (ALT) e Gama glutamil tranferase (GGT) de
frangos de corte aos 45 dias de idade. Neste estudo foram utilizados 140 frangos
machos separados em dois ambientes (5 e 20 lux de ilumina¢ao) e realizada a coleta
de sangue de 10 aves de cada ambiente em cada periodo de jejum (0, 2, 4, 6, §, 10
e 12 horas), para a preparacdo de soro e plasma, sendo essas divididas em
microtubos e armazenadas a -20° C por 0, 15, 30, 60 e 120 dias e, depois disso,
realizadas as analises bioquimicas. As concentracdes de glicose sérica declinaram
linearmente 1,15 mg dL™! a cada duas horas de jejum. J4 a glicose plasmatica teve
resposta de forma quadratica com ponto de minima a 8 h e 13 minutos de jejum. As
concentragdes séricas de ALT apresentaram efeito quadratico com ponto de
maxima a 3 h e 46 minutos de jejum, porém as concentragdes plasmaticas de ALT
ndo se ajustam aos modelos de regressdo utilizados. As concentragdes séricas de
GGT nao foram influenciadas pelos tempos de jejum (P>0,05), enquanto as
concentragdes plasmaticas decresceram 1,60 IU L' a cada 2 horas de jejum. As
concentragcdoes de AST foram influenciadas pelo jejum (P<0,001), porém nao se
ajustaram aos modelos de equagdes utilizados (P>0,05). Os tempos de estocagem
influenciaram as concentragdes de glicose de forma quadratica, com pontos de
maxima respectivos no soro € no plasma de 95 e 72 dias. Os contetidos de colesterol
e triglicerideos séricos aumentaram linearmente com os periodos de estocagem,
porém as concentracdes de triglicerideos plasmaticos ndo apresentam alteragdes
relacionadas a estocagem (P>0,05). O tempo de estocagem ocasionou resposta
quadratica sobre a ALT sérica com ponto de maxima aos 32 dias de estocagem, ja
na forma plasmatica ocorreu ponto de minima aos 32 dias de estocagem. As

concentragdes de GGT aumentaram linearmente com a estocagem. As
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concentragdes de glicose, triglicerideos, AST e ALT foram maiores sob a
intensidade luminosa de 20 lux, ¢ as concentragdes de colesterol e GGT foram
superiores com a utilizagao de 5 lux de luminosidade. Diante do exposto, verifica-
se que amostras para analise de AST podem ser estocadas em até 120 dias a -20°C.
Indica-se a utilizacdo preferencial de amostras de soro para a realizagdo de analises
de glicose, colesterol, triglicerideos, AST, ALT e GGT, evitando o congelamento,
com jejum de seis horas. Assim, ao transcrever os resultados recomenda-se

especificar a intensidade luminosa a qual as aves estao expostas.

Palavras-chave: bioquimica sanguinea, luminosidade, plasma, soro.
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INFLUENCE OF LUMINOUS INTENSITY, BLOOD FRACTION,
FASTING PERIOD AND STORAGE ON ENERGY TRACT
METABOLITES AND HEPATIC ENZYMES IN CHICKENS

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the influence of fasting, storage time,
blood fraction (serum or plasma) and light intensity on the concentrations of
glucose, cholesterol, triglycerides, Aspartate aminotransferase (AST), Alanine
aminotransferase (ALT) and Glut amyl transfer (GGT) range of broilers at 45 days
of age. In this study 140 male chickens separated in two environments (5 and 20
lux of lighting) were used and blood was collected from 10 birds from each
environment in each fasting period (0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours), for the
preparation of serum and plasma, which are divided into micro tubes and stored at
-20° C for 0, 15, 30, 60 and 120 days, after which biochemical analyzes are
performed. Serum glucose concentrations declined linearly 1.15 mg dL™! every two
hours of fasting and plasma glucose responded in a quadratic manner with a
minimum point of 8§ h and 13 minutes of fasting. Serum ALT concentrations
showed a quadratic effect with a maximum point at 3 h and 46 minutes of fasting,
but plasma ALT concentrations do not adjust to the regression models used. Serum
GGT concentrations were not influenced by fasting times (P>0.05), while plasma
concentrations decreased by 1.60 IU L' every 2 hours of fasting. AST
concentrations were influenced by fasting (P<0.001) but did not fit the models of
equations used (P> 0.05). The storage times influenced the glucose concentrations
in a quadratic way with respective maximum points in the serum and plasma for 95
and 72 days. The serum cholesterol and triglyceride contents increased linearly with
the storage periods, but the plasma triglyceride concentrations do not show changes
related to storage (P>0.05). The storage time caused a quadratic response over the
serum ALT with a maximum point at 32 days of storage, whereas in the plasma
form there was a minimum point at 32 days of storage. GGT concentrations
increased linearly with storage. The concentrations of glucose, triglycerides, AST
and ALT were higher under the luminous intensity of 20 lux and the concentrations
of cholesterol and GGT were higher with the use of 5 lux of luminosity. In view of

the above, it is verified that samples for analysis of AST can be stored in up to 120
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days at -20°C. The preferential use of serum samples is indicated for the analysis of
glucose, cholesterol, triglycerides, AST, ALT and GGT, avoiding freezing, with a
six-hour fast and when transcribing the results it is recommended to specify the

light intensity when to which the birds are exposed.

Key words: Blood biochemistry, luminosity, plasma, serum.
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4.1 Introducio

Muitos estudos com producao animal visando melhorar a produtividade a partir
de nutricdo, ambiéncia, sanidade e manejo, sdo realizados, havendo assim a necessidade
da utilizag@o de ferramentas precisas e de métodos menos invasivos em suas avaliagdes.
Neste contexto, salienta-se que as andlises dos constituintes bioquimicos sanguineos
podem auxiliar os pesquisadores na identificacdo de distarbios metabdlicos sem a
necessidade da eutanésia dos animais.

As andlises bioquimicas representam um excelente instrumento de pesquisa, que
que vém sendo utilizado tanto para avaliar a saade (WANG et al., 2012; ISLAM et al.,
2012), quanto para o “status” nutricional das aves (SILVA et al., 2019; ANDRADE et
al., 2017). As determinacdes das concentragdes de glicose, colesterol, triglicerideos e das
atividades de AST, ALT e GGT sdo amplamente utilizadas nas avaliagdes experimentais
com frangos de corte, porém ha a necessidade de avaliar efeitos de algumas varidveis
sobre os resultados obtidos nas analises desses parametros.

A alimentacao tem influéncia de forma direta nos testes bioquimicos do sangue
(OKE et al., 2017), pois ¢ o sangue que transporta os nutrientes para os tecidos, assim o
jejum ¢ utilizado na maioria das analises bioquimicas de sangue, porém ha uma grande
variacdo metodologica para a coleta de sangue em diferentes estudos, podendo nao
utilizar jejum (CORDOVA-NOBOA et al., 2018) ou estudos com variagdes de 2 a 12
horas de jejum (ZAKARIA et al., 2017; BEHBOUDI et al., 2016; SWARNA et al., 2018;
SADEGHI et al., 2014).

Também existe a necessidade de se determinar o tempo de estocagem para que as
amostras de sangue possam ser processadas, sem que haja efeito sobre as concentragdes
de metabolitos sanguineos. Na literatura encontram-se apenas estudos com outras
espécies, como humanos (CUHADAR et al., 2013), cdes (THORESEN et al., 1995;
SILVA et al., 2017), cordeiros (OLIVEIRA et al., 2011), caprinos (DIVYA e
JAYAVARDHANAN, 2010) e ratos (SPINELLI et al., 2012), os quais demonstram
efeitos distintos, reforcando a necessidade especifica de estudo com frangos de corte.

Outra duavida existente € referente a utilizagdo de soro ou plasma para a realizagao
de andlises bioquimicas no sangue de frangos de corte, pois existem estudos com outras
espécies comparando essas fragdes sanguineas (SILVA et al., 2015; BURTIS et al.,

2012), porém, em frangos de corte existem poucas ou nenhuma publicagcdo. Além de que
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ha divergéncias de utilizagao pois alguns estudos utilizam soro (SUBHANI et al., 2018;
GILANTI et al., 2018) e outros utilizam plasma (KIM et al., 2019; YANG et al., 2017).

A intensidade luminosa ¢ conhecida por ter forte influéncia no comportamento
dos frangos de corte, porém também atua intensamente a nivel fisioldgico, inclusive
alterando as concentragdes de metabolitos sanguineos (FIDAN et al., 2017), criando
assim a necessidade de realizacdo de trabalhos visando especificar esse efeito, pois os
estudos que utilizam de andlises bioquimicas sanguineas como ferramenta obtém
amostras de animais mantidos em diferentes intensidades luminosas e, muitas vezes, ndo
levam em conta essa fonte de variacao, devendo, assim, ser melhor caracterizado esse
efeito.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da intensidade luminosa, fragao
sanguinea utilizada para analise, periodos de jejum e de estocagem sobre as concentragdes
sanguineas de glicose, colesterol, triglicerideos e das atividades de AST, ALT e GGT em

frangos de corte.
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4.2 Material e Métodos

O presente estudo foi realizado na Universidade Estadual do Oeste do Parana —
UNIOESTE, Campus de Marechal Candido Rondon — PR no Aviario Experimental do
Nucleo de Estagdes Experimentais Dr. Antonio Carlos dos Santos Pessoa.

Todas as aves foram manuseadas de modo a evitar desconfortos desnecessarios e
os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de €tica no uso de animais
da UNIOESTE (CEUA) sob protocolo 23/20-CEUA.

Foram utilizados 140 frangos de corte machos de 45 dias de idade da linhagem
Cobb 500 com peso médio de 3.123 + 654 g, os quais foram criados de 1 a 42 dias de
idade sob 0 mesmo ambiente com alimentagdo e agua ad libitum sob piso revestido com
cama de maravalha de pinus, em aviario climatizado com temperatura e umidade
controladas para que permanecessem na faixa ideal da fase. A dieta fornecida foi
preparada visando atender as exigéncias das fases e seguiram as recomendagdes
nutricionais propostas por Rostagno et al. (2017).

Aos 42 dias de idade as aves foram separadas em 2 ambientes dos quais apenas

2, medida com

diferiu-se a intensidade de luz fornecida as aves, cinco € 20 lux m
Luximetro Instrutherm, modelo LD-209.

Cada ambiente contou 70 aves alojadas em boxes de 1,96 m? com 70 aves cada,
equipados com bebedouros tipo nipple e comedouros tubulares, recebendo a mesma dieta,
contendo 10 aves cada, correspondendo a taxa de lotagao de 5,1 aves por m?.

O periodo experimental contou com duas intensidades de luz (cinco e 20 lux m?),
sete tempos de jejum antes da coleta, 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, dois tipos de preparo das
amostras, soro ou plasma em fluoreto de sodio e cinco tempos de estocagem, 0, 15, 30,
60 e 120 dias.

Apos trés dias de adaptacdo, aos 45 dias de idade, as aves foram mantidas em
jejum por um periodo de uma hora, sendo em seguida alimentadas por 30 minutos. Esse
procedimento foi realizado para que todas as aves apresentassem o mesmo status
nutricional ou alimentar pos-prandial. Apds o periodo de arragcoamento foi realizada a
primeira coleta de sangue correspondente ao tempo zero, via pun¢do braquial na veia

ulnar.
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O sangue foi coletado de 20 aves em cada tempo de jejum, 10 aves para cada
intensidade luminosa, com as aves em decubito lateral através de agulhas e tubos para
coleta de sangue a vacuo de 4 ml, com adaptadores e agulhas de 25 x 0,8 mm sendo
utilizados os tubos sem anticoagulante para a coleta de soro, tubo para coleta de sangue
com ativador de codgulo jateado na parede do tubo, o que acelera o processo de
coagulagdo, além de tubos com fluoreto de so6dio para a obtencdo de plasma, tubo para
coleta de sangue com o inibidor glicolico fluoreto de s6dio 5 mg, retirando-se duas
amostras de 4 ml de sangue por ave, dentro do permitido para a espécie ¢ peso. Foram
realizadas duas colheitas com a mesma agulha, em que foi obtida primeiro a amostra para
soro e posteriormente, para plasma.

ApOs a colheita, os tubos permaneceram em repouso em decubito horizontal por
15 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente foram centrifugados a 2500 rpm
(1050G) por 10 minutos para separagdo de soro e plasma, sendo acondicionadas em
microtubos de 2 ml e estocadas em freezer a -20° C.

Uma aliquota foi encaminhada ao laboratério para realizagdo das analises
imediatamente. As demais aliquotas, quatro microtubos, permaneceram estocadas por
periodos de 15, 30, 60 e 120 dias. Durante a estocagem a temperatura do freezer foi
monitorada frequentemente para evitar possiveis oscilagdes.

Antes da realizacao das leituras, as amostras foram descongeladas a temperatura
de 2 a 8°C, e apo6s, foram centrifugadas em micro-centrifuga (Eppendorf) a 2500 rpm
(1050 G) por 10 minutos para a retirada de possivel hemolise.

As andlises dos parametros bioquimicos foram realizadas aos 0, 15, 30, 60 ¢ 120
dias de estocagem. Para essa andlise, foi utilizado um analisador bioquimico automatico,
equipado com espectrofotometria utilizando o equipamento Flexor EL200 (Elitechgroup,
Netherlands), com reagentes, calibradores e padrdes de aferi¢io da marca Elitech®. As
leituras foram realizadas para glicose [glicose PAP, Método de Trinder, enzimadtico
colorimétrico cinético (TRINDER, 1969)], colesterol [método de Trinder, enzimatico,
colorimétrico de ponto final (ALLAIN et al. 1974)], triglicerideos [triglicerideos SL New,
enzimatico-colorimétrico, ponto final (FOSSATI e PRENCIPE, 1982)], AST — aspartato
aminotransferase [método IFCC sem fosfato de piridoxal, cinético, UV (SCHUMANN et
al., 2002a)], ALT — alanina aminotransferase [método IFCC sem fosfato de piridoxal,
cinético, UV (SCHUMANN et al., 2002b)] e GGT — gamma glutamiltransferase
[GAMMA GT Plus, método substrato glupa C, cinético (SCHUMANN et al., 2002c).
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Apods a obtengdo de todos os resultados analiticos, esses foram tabulados e
organizados em esquema fatorial para as analises estatisticas em tipo de amostra, soro ou
plasma, tempo de jejum, 0; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 horas, periodo de estocagem, 0; 15, 30, 60
e 120 dias e intensidade luminosa, 5 e 20 lux. Todos os dados foram submetidos a teste
de homogeneidade e normalidade, para posterior analise de variancia. Em caso de
significancia foi realizada a anélise de regressao para tempos de jejum e estocagem, onde
as interagoes triplas e quadruplas ndo foram utilizadas, sendo que se objetivou apenas
avaliar as interacdes duplas para tipo de amostra e jejum, tipo de amostra, tempo de
estocagem e luminosidade e os fatores isolados, sendo os testes realizados a 5% de
probabilidade (PIMENTEL-GOMES, 2009). Todos os procedimentos estatisticos foram
realizados utilizando o pacote GLM do SAS (SAS, 2014).
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4.3 Resultados

Houve interacdo entre tempos de jejum e fracdo da amostra utilizada
(soro/plasma), para as concentragdes de glicose (P<0,0001), colesterol (P<0,0001),
triglicerideos (P=0,0011), atividades de ALT (P<0,0001) e GGT (P<0,0001), porém nao
houve interagdo entre esses fatores para AST (P=0,3947) (Tabelas 6 ¢ 7).

As concentragdes de glicose sérica declinaram linearmente 1,15 mg dL™! a cada 2
horas de jejum (Tabela 8; Figura 2) e a glicose plasmatica respondeu de forma quadratica
com ponto de minima de 217 mg dL"! de glicose a 8h e 13 minutos de jejum. As
concentragdes de colesterol sérico e plasmatico decairam linearmente, respectivamente,
1,91 e 1,25 mg dL! a cada 2 horas de jejum, ja as concentragdes de triglicerideos
apresentaram efeito quadratico com pontos de minima de 29,45 mg dL™! de triglicerideos
a 7h e 49 minutos de jejum no soro e 35,91 mg dL™! a 8 h e 17 minutos de jejum no
plasma.

Os tempos de jejum propiciaram efeito quadratico para as atividades séricas de
ALT com ponto de maxima de 10,02 UI L' de ALT a 3h e 46 minutos de jejum, ja nas
atividades plasmaticas, os modelos de regressdo linear e quadratico ndo se ajustaram
adequadamente aos dados (P>0,05).

A atividade de AST foi influenciada pelo tempo de jejum (P<0,0001), entretanto
ndo se ajustaram adequadamente aos modelos lineares e quadraticos de regressao
(P>0,05).

A atividade sérica de GGT nao foi influenciada pelos tempos de jejum (P>0,05),
diferente das concentracdes plasmaticas de GGT, as quais reduziram linearmente 1,60 L
!'a cada duas horas de jejum.

Houve interagcdo entre periodo de estocagem e fracdo sanguinea para glicose
(P=0,0213) e triglicerideos (P=0,0026) e ALT (P<0,0001), porém nao foi observado
efeito para as concentragdes de colesterol (P=0,5541), atividade de AST (P=0,2885) e
GGT (P=0,2526).

Os tempos de estocagem alteraram de forma quadratica as concentragdes de
glicose sérica e plasmatica, apresentando respectivamente os pontos de maxima aos 95
dias de estocagem e aos 72 dias de estocagem. As concentragdes de triglicerideos
(P=0,0062) séricos aumentaram linearmente, porém as concentragoes de triglicerideos

plasmaticos nao foram influenciadas pelos tempos de estocagem (P=0,4216) (Figura 3).
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O tempo de estocagem influenciou de forma quadratica a atividade sérica de ALT,
com ponto de maxima aos 32 dias de estocagem, porém no plasma ocorreu efeito
quadratico com ponto de minima aos 93 dias de estocagem e as concentragoes de GGT
aumentaram linearmente.

As concentragdes de colesterol aumentaram de forma linear com o tempo de
estocagem.

A atividade de AST foi maior na fragao sérica em relagdo a plasmatica.

A intensidade luminosa influenciou sobre todos os metabolitos analisados sendo
que para glicose (P=0,0268), triglicerideos (P<0,0001), AST (P=0,0008) e ALT
(P=0,0004) as concentra¢des foram maiores com a intensidade luminosa de 20 lux. Ja a
concentracao de colesterol (P<0,0001) e atividade GGT (P<0,0001), foi superior nas aves

que permaneceram sob a intensidade de 5 lux.
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Tabela 4. Concentragdes médias de glicose, colesterol e triglicerideos no plasma e no soro de frangos de corte aos 45 dias submetidos a diferentes
tempos de jejum, periodos estocagem e intensidades luminosas (5 e 20 lux)

Glicose (mg dL™)

Colesterol (mg dL ™)

Triglicerideos (mg dL!)

Jejum (horas) Soro Plasma Média Soro Plasma Média Soro Plasma Média

0 243 £ 15 232+ 14 237 £15 134 £ 10 113+£9 122 £ 14 58+ 15 59+20 58+ 18
2 246 + 16 231+15 237+14 138 + 14 123 £11 130+ 15 60 £19 62+17 61+18
4 242 £ 16 227 + 13 233+16 137+ 18 123+ 16 129 £ 18 41+ 12 42+ 13 41+ 12
6 233+£13 223 + 13 228 £14 139+13 122 +13 130+ 15 390+ 8 36+7 37+8

8 240 £ 14 224+16 231+£17 136 £13 117 £ 12 126 £ 16 36+ 6 31+7 33+7

10 237+15 228 +£17 232+16 140 £ 12 133+13 136 £ 13 41+7 44 +£9 43 +38

12 229+ 13 225+ 17 227+ 15 140 £ 13 131+ 15 135+ 15 35+9 39+ 13 38+12
Estocagem (dias)

0 230+ 14 222+ 14 225+15 134+ 14 120+ 14 127+ 16 40+ 15 42 +17 41 £ 16
15 235+13 226 £13 230+ 14 135+ 14 122 + 14 128 £15 44 £ 15 43 +15 43 +15
30 245 £ 15 235+ 15 239+ 16 141+ 12 125+ 15 132+ 16 47+ 14 45+ 16 46 £ 15
60 238 £ 15 225+ 15 231+ 17 136 £ 13 122 + 14 128 £ 15 40+ 12 44 £ 17 42 £15
120 244 + 15 228+ 15 235+ 17 143 £ 13 126 + 14 134+ 16 48 £16 44 £ 17 46 £ 16
Intensidade luminosa (lux)

5 238 £15 225+ 14 231 + 168 141 + 14 124 £13 131+ 164 42 +£13 41 £ 15 42 + 148
20 238+ 16 229+ 16 233 £ 162 135+ 13 123+ 16 128 + 168 46 + 16 46 + 17 46 + 164
Média 238 £15 227 £15 232+ 16 138 £13 123 + 14 130+ 0,45 44 + 15 44 £ 16 44 £ 16
(Y% 7,01 12,15 35,48

EPM 0,47 0,45 15,76

P Jejum <0,0001 <0,0001 <0,0001

P Tipo <0,0001 <0,0001 0,6496

P Estocagem <0,0001 <0,0001 <0,0001

P Intensidade <0,0268 <0,0001 <0,0001

P Jejum x Tipo <0,0001 <0,0001 0,0011

Linear <0,0001 0,0004 0,0063 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Quadratica <0,0216 <0,0001 0,0127 <0,0001 <0,0001 <0,0001

P Estocagem x Tipo 0,0213 0,5541 0,0026

Linear <0,0001 0,0783 <0,0001 0,0062 NS

Quadratica <0,0026 0,0017 0,9748 0,5277 NS

CV: Coeficiente de variacdo; EPM: Erro Padrao da média; P: Significancia a 5% de probabilidade; L: Efeito linear obtido na analise de regressao; Q: Efeito quadratico obtido

na analise de regressdo; Letras mintsculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 5. Atividade de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT) no plasma e no soro
de frangos de corte aos 45 dias submetidos a diferentes tempos de jejum, periodos de estocagem e intensidades luminosas (5 e 20 lux).

Jejum AST (IU L) ALT (IU LY GGT (IU LY

(horas) Soro Plasma Média Soro Plasma Média Soro Plasma Média

0 384 + 107 320+ 112 348 + 114 10,14 £ 3,17 8,23 £ 3,44 9,08 + 3,45 29,01 £9,55 49,10+ 12,21 38,53 £ 14,80
2 345+92 299 + 107 319+ 103 9,14+ 3,15 6,83 + 3,64 7,85 +3,61 30,88 +£9,80 43,13 £ 15,49 36,93 + 14,28
4 395+ 137 347 £ 132 368 £ 136 9,21 £ 3,29 8,07 + 3,84 8,57 +£3,64 30,34 +£9,11 44,89 + 11,54 38,29+ 12,78
6 365+ 102 320+ 122 340 £ 115 10,97 +£3,18 7,87 +£3,24 9,23 £3,56 29,49 +£ 5,48 46,87 +£ 12,53 37,90 £ 12,92
8 376 £ 107 338 £ 127 355+£120 9,94 + 3,30 8,25+4,03 8,97 + 3,82 28,97 £ 8,92 35,63 £12,95 32,57+11,73
10 365+ 122 358 £ 128 361 £125 8,08+3,13 8,11 +3,47 8,10 £ 3,30 28,99 +£ 7,15 29,52 +£ 12,48 29,28 + 10,39
12 350 £92 307 £ 94 326 £95 7,85 +2,77 6,77 = 2,39 7,25+ 2,62 26,68 = 7,00 32,00 £ 15,28 29,59 + 12,49
Estocagem (dias)

0 359 £102 319+ 115 337+ 111 9,87 £ 4,03 10,69 £ 3,56 10,32 + 3,79 24,95+ 7,38 37,21 £ 15,65 31,60 £ 13,96
15 360 £ 103 334 4+ 133 346+ 121 9,48 + 2,68 8,20 +£ 3,33 8,77+3,13 25,95+ 7,70 35,50 £13,23 30,95+11,93
30 365+ 109 337+ 119 350+ 115 9,54+ 3,16 7,76 £ 3,14 8,55+3,27 30,12 £ 7,78 40,28 + 14,94 35,48 £13,10
60 376 £121 314+ 118 342 + 123 9,96 + 3,07 6,41 £ 2,80 8,00+ 3,41 31,60 + 8,63 42,61 £ 16,43 36,81 £ 14,02
120 381+ 116 329+ 111 352+ 116 7,75 £ 3,04 5,90 + 2,66 6,72 £ 2,98 33,64 £ 7,40 42,57+ 13,72 38,26 £11,97
Intensidade luminosa (lux)

5 362 + 109 311+119 334+ 1178 9,00 + 3,28 7,47 £ 3,55 8,15+3,518 30,60 + 8,55 42,97 +£ 13,23 36,82 + 12,754
20 375+ 112 342+ 118 357+ 1164 9,63 + 3,29 7,99 + 3,45 8,73+ 3,47~ 27,79 £ 7,87 36,46 = 15,86 32,44 + 13,498
Média 368+ 1102 327 £119° 345+ 117 9,31 + 3,30 7,73 £ 3,51 8,43 £+ 3,50 29,19 + 8,33 39,50 £+ 15,04 34,55+ 13,31
(Y% 33,93 41,56 38,53

EPM 3,30 0,10 0,39

P Jejum 0,0002 <0,0001 <0,0001

P Tipo <0,0001 <0,0001 <0,0001

P Estocagem 0,5933 <0,0001 <0,0001

P Intensidade 0,0008 0,0004 <0,0001

P Jejum x Tipo 0,3947 <0,0001 <0,0001

Linear 0,9638 <0,0001 0,3577 NS <0,0001

Quadratica 0,1464 <0,0001 0,1563 NS <0,0001

P Estocagem x Tipo 0,2885 <0,0001 0,4526

Linear NS <0,0001 <0,0001 <0,0001

Quadratica NS <0,0086 <0,0001 <0,0191

CV: Coeficiente de variacdo; EPM: Erro Padrao da média; P: Significancia a 5% de probabilidade; L: Efeito linear obtido na analise de regressao; Q: Efeito quadratico obtido
na analise de regressdo; Letras mintsculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 6. Equagdes de regressdo de glicose, colesterol, triglicerideos, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil
transferase (GGT) no plasma e no soro de frangos de corte submetidos a
diferentes periodos de jejum e estocagem

Jejum

Variavel Soro/Plasma Equacdo de regressao PC R?

Glicose Soro 245,29956 -1,14668*Gli 0,64
Glicose Plasma 232,51465 - 1,91197*Gli + 0,11627*Gli2 8,22 0,72
Colesterol Soro 135,49916 + 0,38954*Col 0,53
Colesterol Plasma 115,69263 + 1,24765*Col 0,55
Triglicerideos Soro 29,45573 + 0,40625*Tag — 0,05190*Tag? 391 0,81
Triglicerideos Plasma 63,70886 — 6,70615*Tag + 0,40439*Tag? 8,29 0,74
ALT Soro 9,54968 + 0,25127*ALT - 0,03334*ALT? 3,77 0,53
GGT Plasma 49,67161 — 1,60005*GGT 0,77

Estocagem

Glicose Soro 232,25247 + 0,24331*Gli — 0,00128*Gli? 95,04 0,57
Glicose Plasma 223,92059 + 0,17336*Gli -0,00121*Gli? 71,63 0,19
Colesterol Soro e Plasma 127,46464 + 0,04885*Col 0,57
Triglicerideos Soro 42,20012 + 0,03972*Tag 0,27
ALT Soro 9,55360 + 0,01679*ALT -0,00026*ALT? 32,19 0,89
ALT Plasma 10,23340 — 0,10016*ALT + 0,00054*ALT? 92,74 0,95
GGT Soro e Plasma 31,91139 + 0,05980*GGT 0,78

L= Efeito linear; Q: Efeito quadratico; PC: Ponto critico resultado da derivagao de equagdo quadratica.
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Figura 2. Concentragdes séricas e/ou plasmaticas de glicose, colesterol, triglicerideos,
atividade de alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT)
de frangos de corte aos 45 dias submetidos a diferentes tempos de jejum
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Figura 3. Concentragdes de glicose, colesterol, triglicerideos, e atividade de alanina
aminotransferase (ALT) e gama glutamil transferase (GGT) de amostras de soro
e/ou plasma de frangos de corte aos 45 dias submetidos a diferentes periodos de
estocagem
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4.4 Discussao

A diminuig¢ao nas concentragdes de glicose sérica e a diminuigao inicial nos teores
de glicose plasmatica podem estar relacionadas ao relatado por Rodrigues et al. (2017),
que observaram que o jejum reduziu a concentragdo de glicose circulante, devido ao
glicogénio ndo ser suficiente para manter as concentragdes de glicose circulantes, o que
fez com que as concentragdes de glicose sanguinea diminuissem.

O aumento linear nas concentracoes circulantes de colesterol e triglicerideos
acontece devido ao fato de que o animal se encontra sob estado de jejum, ocorrendo assim
mobilizagcdo dos triglicerideos do tecido adiposo, sendo direcionados para a circulagdo
sanguinea, ocorrendo assim o transporte através das lipoproteinas de densidade
intermediaria (VLDL), as quais representam uma fragao de colesterol (LUMEIJ, 2008).

O efeito do jejum na atividade de AST e a presen¢a de ponto de méxima por volta
de 4 horas de jejum para a atividade de ALT seguem os padrdes do relatado por Veiga et
al. (1978) que observaram aumento das enzimas AST e ALT correspondentes ao aumento
do tempo de jejum submetido a frangos de corte.

Neste estudo ocorreu aumento linear da atividade de GGT, o qual ocorre em
frangos em jejum devido ao aumento do catabolismo proteico e consequente aumento do
transporte sanguineo de aminoacidos vindos ao encontro da principal funcao da GGT que,
de acordo com Yu e Long (2016), ¢ de atuar no meio extracelular realizando a catélise e
conversao da glutationa (GSH) em glutamato ou cisteina.

O fato de a glicose ter suas concentracdes diminuidas com posterior ponto de
minima aos 92 dias de estocagem para soro e a 75 dias para o plasma se deve ao fato da
estocagem a -20° C nao ter sido suficiente para manter o analito estdvel. Fato esse que
repete o encontrado por Cuhadar et al. (2013) em estudo com tempos de estocagem de
soro e Clark et al. (1990) com plasma em fluoreto de s6dio, ambos de humanos, bem
como tiveram as concentracdes de glicose diminuidas ao longo do periodo de estocagem.

As concentragdes de colesterol tiveram um aumento linear relacionado ao periodo
de estocagem sob congelamento a -20° C, o que ¢ relatado por Pini et al. (1990) como
resultado de alteragdes nas composicdes lipoprotéicas circulantes ocorridas por motivos
térmicos, fazendo com que os valores do analito sejam aumentados de acordo com o
tempo de estocagem a -20° C no qual as amostras sao submetidas,. Isso porque o método
enzimatico colorimétrico, em torno do qual o presente estudo organizou-se, determinou

as concentracdes de colesterol e, segundo o mesmo trabalho, costuma subestimar ainda
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as concentracdes de colesterol em amostras que ndo passam pelo processo de
congelamento.

A resposta linear crescente apresentada pelas concentragdes de triglicerideos
perante os periodos de estocagem se deve a ocorréncia de redistribuicao de lipideos
descrito por Evans et al. (1995) através de ruptura fisica de lipoproteinas e redistribuigdo
lipidica. Variagdes nas concentracdes desse analito também sdo descritas em estudo com
humanos (CUHADAR et al., 2013).

Como foi relatado anteriormente, a atividade AST no presente estudo ndo difere
(P>0,05) entre os periodos de congelamento, o que ja era esperado pois Kaneko et al.
(2008) relata que a atividade dessa enzima ndo sofre alteracdes quando ocorre o
congelamento e permanece geralmente estdvel. Assim se observa a mesma resposta em
estudos com outras espécies como ratos (CRAY et al., 2009), caes (THORESEN et al.,
1995), ovinos (OLIVEIRA et al., 2011) ¢ humanos (CUHADAR et al., 2013), assim os
pesquisadores também relataram estabilidade da AST perante a estocagem.

O fato de a atividade de ALT sérico apresentar ponto de maxima a cerca de 30
dias de estocagem e de as concentragdes desse metabolito no plasma apresentarem rapida
queda e ponto de minima por volta de 90 dias, explica-se pelo fato relatado por Kaneko
et al. (2008), quando relatam que em humanos e suinos, quando as amostras para
determinagdo desta enzima sdao submetidas a congelamento, tendem a diminuir as
concentracoes obtidas do analito.

As concentragdes de glicose, colesterol e atividade das enzimas AST, ALT e GGT
foram maiores no soro do que no plasma, resultado que, segundo Alper et al. (1974),
deve-se aos anticoagulantes de baixo peso molecular como o fluoreto de sodio, que
exercem efeito osmotico, transferindo grande quantidade de agua dos eritrocitos para o
plasma. Ainda segundo Grande et al. (1964), isso pode ocasionar dilui¢do dos
constituintes plasmaticos, resultando em concentragdes de metabolitos de amostras
plasmaticas mais baixas no plasma em relag¢do ao soro.

Outro fator a ser considerado ¢ de que as amostras de plasma em fluoreto de sddio
apresentam normalmente indices de hemolise maiores que as de soro (FERNANDEZ, et
al., 2013; BONETTI et al., 2015; AL-KHARUSI et al., 2014), o que, de acordo com
Sabater e Forbes (2015), provoca alteracdes nas concentragdes dos analitos bioquimicos
sanguineos analisados.

O fato das aves submetidas a maior intensidade luminosa (20 lux) terem as

concentragdes de glicose e colesterol superiores as aves submetidas a menor intensidade
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(5 lux) pode estar relacionado ao bem-estar das aves pois, de acordo com Puvadolpirod e
Thaxton (2000), o aumento nas concentracdes de glicose e triglicerideos circulantes pode
ser considerado como indicativo de maior estresse em frangos de corte. Esse efeito vem
a encontro de um dos objetivos da utilizagdo de menor intensidade luminosa adotado em
grande parte pelas granjas de frangos de corte que, segundo Fidan et al. (2017), ¢ diminuir
0 estresse.

O aumento da glicose circulante pode ocorrer devido ao aumento de atividade
fisica que se sabe que ocorre em aves expostas a intensidade de luz de maior brilho (20
lux) com aumento de mobilizagdo de energia para mantenca e consequente redugdo de
produtividade (OLANREWAJU et al., 2010).

O aumento nas atividades enzimaticas de AST e ALT nas aves expostas a maior
intensidade luminosa pode estar associado ao estresse mais elevado a que as aves possam
estar sendo expostas. Em estudo semelhante, Hosseini-Vashan et al. (2015) relatam que
o estresse faz com que as concentragdes destas enzimas hepaticas aumentem em frangos
de corte. A resposta sobre a AST segue o encontrado por Fidan et al. (2017), os quais, em
estudo com intensidade luminosa, observaram aumento nas concentragoes dessa enzima

em aves expostas a intensidade luminosa.



76

4.5 Conclusoes

Amostras para analise de AST podem ser estocadas em até 120 dias a -20 °C sem
que ocorra alteracdo nas concentragdes desse metabolito.

As concentragdes de colesterol, triglicerideos séricos e atividades de GGT
aumentam conforme o tempo de estocagem a -20 °C, ao qual as amostras sao submetidas.

As andlises de triglicerideos podem ser realizadas tanto no soro quanto no plasma
sem que sofram variacao.

Indica-se a utilizagdo preferencial de amostras de soro para a realizagdo de
analises de glicose, colesterol, triglicerideos, AST, ALT e GGT, evitando o
congelamento, com jejum de 6 horas e, ao transcrever os resultados, recomenda-se
especificar a intensidade luminosa a qual as aves estao expostas.

Para aves de 45 dias, as concentragdes de glicose no soro apresentam valores
médios de 238 + 15 e no plasma de 227 = 15 mg dL™!; o colesterol no soro possui valores
médios de 138 = 13 e no plasma de 123 + 14 mg dL'; os triglicerideos no soro tém valores
médios de 44 + 15 e no plasma de 44 + 16 mg dL'!; a atividade de AST no soro apresenta
valores médios de 368 = 110 e no plasma de 327 £119 mg IU L'!; a ALT no soro pode
apresentar médias de 9,31 + 3,30 e no plasma de 7,73 + 3,51 IU L'; a GGT sérica
apresenta valores médios de 29,19 + 8,33 e no plasma de 39,50 + 15,04 IU L.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Amostras para a realizacdo de analise de AST podem ser armazenadas por até 120
dias a -20° C.

Ao realizar uma coleta para a realiza¢ao de analise dos parametros estudados no
geral, recomenda-se utilizar o tempo de 6 horas de jejum, coletar de preferéncia soro e
proceder a leitura das amostras logo apds a coleta.

Recomenda-se aos pesquisadores na area de avicultura, detalhar a metodologia
utilizada, em especial a fracdo da amostra, se foi soro e, caso seja plasma, especificar
também o anticoagulante, detalhar o tempo de estocagem, a temperatura utilizada, tempo
de jejum utilizado e sob qual intensidade luminosa as aves foram alojadas.

Indica-se a realizagdo de estudos com outros anticoagulantes.



