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INFLUENCIA DA INTENSIDADE LUMINOSA, DO JEJUM PRE-COLHEITA E DO
TEMPO DE ESTOCAGEM SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS NO SORO E
PLASMA DE FRANGOS DE CORTE.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da intensidade luminosa (5 e 20 lux), do
tempo de jejum, que as aves foram submetidas e tempo de estocagem a -20 °C de amostras de
soro e plasma (fluoreto de sodio + EDTA K3), sobre as concentragcdes de proteinas totais,
albumina, globulina, acido urico, creatinina, célcio, fosforo e atividade da enzima fosfatase
alcalina, em frangos de corte aos 45 dias de idade. Para tanto, foram conduzidos dois
experimentos. No primeiro, foram utilizados 70 frangos, machos, da linhagem Cobb 500 com
45 dias de idade, em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 7 x 3,
submetidos a colheitas de sangue apés 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de jejum, sendo as analises no
soro e plasma realizadas no tempo 0 e ap6s 30 e 60 dias de armazenamento a - 20 °C. N&o houve
efeito dos tempos de jejum e tempos de estocagem sobre as concentracdes séricas e plasmaticas
de proteinas totais, albumina e globulina. Quando aplicado regressao, creatinina efosfatase
alcalina apresentaram efeito quadratico, com maxima concentragdo de 0,208 mg dL*com 4
horas e 32 minutos de jejum e fosfatase alcalina com valor minimo de 2933 mg dL* com8 horas
de jejum. No plasma, proteinas totais, albumina, e creatinina apresentaram efeito quadratico
para tempo de jejum, valor maximo de 35,46 g L™* com 7 horas e 48 minutos para proteinas
totais, 15,36 g L™* com 10 horas e 48 minutos para albumina, 0,18 mg dL com 7 horas e 46
minutos para creatinina. Para as analises de proteinas totais, albumina e globulinas,podem ser
utilizadas ambas afragdes soro e plasma e 12 horas de jejum e as amostras podem ser
armazenadas por até 60 dias a -20 °C. Para as analises de acido urico, podem ser utilizadas
ambas as fracOes soro ou plasma e 12 horas de jejum, porém recomenda-se a analise logo ap6s
a colheita. Recomenda-se a utilizagdo do soro para analise de creatinina e atividade da fosfatase
alcalina, com armazenamento de 30 dias a -20 °C. O plasma para analise da atividade da
fosfatase alacalina pode ser armazenado por até 60 dias a -20 °C. No segundo experimento
foram utilizados 140 frangos, machos, da linhagem Cobb 500 com 45 dias de idade, em um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 7 x 5 x 3, separados em dois
ambientes de intensidade luminosa (5 e 20 lux) e realizado colheita de sangue em 10 aves de
cada ambiente e em cada periodo de jejum (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas). As amostras de soro e

plasma foram armazenadas a -20 °C por 0, 15, 30, 60 e 120 dias, sendo realizadas as analises



bioguimicas apds estes periodos. Houve efeito linear do tempo de jejum sobre a albumina com
decréscimo de 0,097 g L™, emquanto fosfatase alcalina aumentou sua atividade sérica em 38,55
IU L a cada hora de jejum. Houve ainda efeito tanto quadratico como cubico para acido urico,
proteinas totais, globulina e creatinina e ainda efeito linear e cibico para célcio. Para o acido
Grico minima concentragdo de 2,20 mg dL! foi obtida com 04 horas e 51 minutos de jejum.
Proteinas totais teve maxima concentracao serica pelo modelo quadratico de regressao de 36,18
g L com 04 horas e 30 minutos de jejum, globulina com méaxima concentragio de 31,03 g L™
com 06 horas de jejum. A creatinina teve maxima concentracéo de 0,182 mg dL* com 5 horas
e 15 minutos de jejum. O modelo linear para célcio estimou reducdo de sua concentracdo em
0,09 mg dL* a cada hora de jejum. A analise de regressdo indicou aumento linear dos niveis
séricos de acido urico, proteinas totais e globulina a medida que se aumentou o tempo de
estocagem. Pelo modelo quadréatico de regrecdo, a creatinina teve méxima concentragdo no soro
de 0,184 mg dL! aos 42 dias de armazenamento, calcio e fosforo apresentaram pontos de
minima concentragio aos 82 dias e 119 dias de armazenamento, com, 6,63 mg dL e 7,17 mg
dL, respectivamente. No plasma, houve efeito quadratico para acido Urico, célcio e fosforo
com minima de 2,08 mg dL%, 1,77 mg dL e 5,03 mg dL%, com 3 horas e 48 minutos, 5 horas
e 45 minutos e 30 minutos de jejum, respectivamente. O modelo linear indicou reducdo da
atividade plasmatica da fosfatase alcalina em 24,92 1U L a cada hora de jejum. Globulina e
fosfatase alcalina apresentaram aumento de concentragdo de 0,0097 g L e 2,76 Ul L a cada
dia de estocagem, contrariamente a creatinina teve decréscimo de 0,00018 mg dL™%. Acido Urico
e fosforo apresentaram maxima concentracdo de 2,64 mg dL e 5,47 mg dL* aos 101 e 62 dias
de estocagem, respectivamente. Para analise de proteinas totais amabas as fracbes podem ser
utilizadas. O plasma pode ser armazenado por até 120 dias, para a fracdo soro recomenda-se
estocagem por até 60 dias a - 20 °C. Os modelos de regressdo quadatico estimaram 6 e 7 horas
de jejum para 0 soro e para 0 plasma, respectivamente. Podem ser utilizas ambas as fragdes soro
ou plasma para mensurar acido Urico e creatinina, porém recomenda-se a analise imediataap6s
a colheita da amostra. As concentragfes séricas e plasmaticas de fosforo ndo foram afetadas
pelo tempo de armazenamento, e as amostras podem ser armazenadas por até 120 dias.Com
excessdo da creatinina e calcio plasmatico as demais variaveis apresentaram maior
concentragdo quando da utilizagdo de 5 lux, tanto no soro como no plasma. N&o recomenda-se
a utilizacéo do anticoagulante ETDA para a dosagem de célcio e atividade de fosfatase alcalina.

Palavras-chave: bioquimica sanguinea, soro, plasma, armazenamento, metabdlitos



INFLUENCE OF LIGHT INTENSITY, PRE-HARVEST FASTING AND
STORAGE TIME ON BIOCHEMICAL PARAMETERS IN THE
SERUM AND PLASMA OF BROILER CHICKENS

Abstract

The objective of this work was to evaluate the effect of the light intensity (5 and 20 lux), the
fasting time, to which the birds were submitted and the storage time at -20 °C of serum and
plasma samples (sodium fluoride + EDTA K3), on the concentrations of total proteins, aloumin,
globulin, uric acid, creatinine, calcium, phosphorus and alkaline phosphatase enzyme activity
in broilers at 45 days of age. For that, two experiments were carried out. In the first one, 70
male Cobb 500 broilers at 45 days of age were used in a completely randomized design in a 2
x 7 x 3 factorial scheme, submitted to blood samples after 0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours of
fasting, with serum and plasma analyzes performed at time 0 and after 30 and 60 days of storage
at - 20 °C. There was no effect of fasting times and storage times on serum and plasma
concentrations of total proteins, albumin and globulin. When applied regression, creatinine and
alkaline phosphatase showed a quadratic effect, with a maximum concentration of 0.208 mg
dL"* with 4 hours and 32 minutes of fasting and alkaline phosphatase with a minimum value of
2933.31 mg dL! with 8 hours of fasting. In plasma, total proteins, albumin, and creatinine
showed a quadratic effect for fasting time, maximum value of 35.46 g L™ at 7 hours and 48
minutes for total proteins, 15.36 g L™ at 10 hours and 48 minutes for albumin, 0.18 mg dL*
with 7 hours and 46 minutes for creatinine. For the analysis of total proteins, albumin and
globulins, both serum and plasma fractions and 12 hours of fasting can be used and the samples
can be stored for up to 60 days at -20°C. For uric acid analyses, both serum or plasma fractions
and 12 hours of fasting can be used, but analysis immediately after collection is recommended.
It is recommended to use serum for analysis of creatinine and alkaline phosphatase activity,
with storage for 30 days at -20 °C. Plasma for analysis of alkaline phosphatase activity can be
stored for up to 60 days at -20°C. In the second experiment, 140 male 45-day-old Cobb 500
broilers were used in a completely randomized design in a 2 x 7 x 5 x 3 factorial scheme,
separated into two environments of light intensity (5 and 20 lux). Blood samples were collected
from 10 birds from each environment and at each fasting period (0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 hours).
Serum and plasma samples were stored at -20 °C for 0, 15, 30, 60 and 120 days, and biochemical
analyzes were performed after these periods. There was a linear effect of fasting time on
albumin with a decrease of 0.097 g L™, while alkaline phosphatase increased its serum activity
by 38.55 IU L for each hour of fasting. There was also both quadratic and cubic effects for
uric acid, total proteins, globulin and creatinine, as well as linear and cubic effects for calcium.
For uric acid, a minimum concentration of 2.20 mg dL* was obtained after 4 hours and 51

minutes of fasting. Total proteins had maximum serum concentration by the quadratic



regression model of 36.18 g L™ with 04 hours and 30 minutes of fasting, globulin with
maximum concentration of 31.03 g L with 06 hours of fasting. Creatinine had a maximum
concentration of 0.182 mg dL* with 5 hours and 15 minutes of fasting. The linear model for
calcium estimated a reduction in its concentration by 0.09 mg dL* for each hour of fasting.

Regression analysis indicated a linear increase in serum levels of uric acid, total proteins and
globulin as storage time increased. By the quadratic regression model, creatinine had a
maximum concentration in serum of 0.184 mg dL* at 42 days of storage, calcium and
phosphorus showed minimum concentration points at 82 days and 119 days of storage, with
6.63 mg dL! and 7.17 mg dL, respectively. In plasma, there was a quadratic effect for uric
acid, calcium and phosphorus with a minimum of 2.08 mg dL%, 1.77 mg dL and 5.03 mg dL-
! with 3 hours and 48 minutes, 5 hours and 45 minutes and 30 minutes of fasting, respectively.
The linear model indicated a reduction in plasma alkaline phosphatase activity by 24.92 U L
for each hour of fasting. Globulin and alkaline phosphatase showed a concentration increase of
0.0097 g L't and 2.76 1U L"* for each day of storage, in contrast to creatinine, which decreased
by 0.00018 mg dL*. Uric acid and phosphorus showed maximum concentrations of 2.64 mg
dLtand 5.47 mg dL* at 101 and 62 days of storage, respectively. For analysis of total proteins
both fractions can be used. Plasma can be stored for up to 120 days, for the serum fraction
storage for up to 60 days at -20 °C is recommended. The quadratic regression models estimated
6 and 7 hours of fasting for serum and plasma, respectively. Both serum and plasma fractions
can be used to measure uric acid and creatinine, but analysis is recommended immediately after
sample collection. Serum and plasma phosphorus concentrations were not affected by storage
time, and samples can be stored for up to 120 days. With the exception of creatinine and plasma
calcium, the other variables showed higher concentrations when using 5 lux, both in serum and
plasma. It is not recommended to use the anticoagulant ETDA for the measurement of calcium

and alkaline phosphatase activity.

Key words: blood biochemistry, serum, plasma, storage, metabolites
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INTRODUCAO

O sangue é o fluido do sistema cardiovascular. Porém ndo se trata de um fluido puro,
mas sim composto por uma série de particulas suspensas em uma base fluida. O plasma é
constituido em 90% de agua e 1% de eletrolitos e as demais moléculas como proteinas,
globulinas, albumina e fibrinogénio constituem o restante dessa fracdo. Os eletrdlitos
desempenham papel importante no sangue e sdo eles que garantem a quantidade correta de
fluido intra e extracelular (HOSKINS et al., 2017).

As concentracdes de certos analitos no sangue podem refletir a capacidade do corpo em
manter a homeostase de processos metabolicos. Neste sentido, a aplicacdo de anélises
bioquimicas € uma ferramenta ndo somente para fins clinicos, mas também como indicador do
estado fisiologico dos animais (VILA, 2013).

Procedimentos de colheita, bem como de conservagdo e, se necessario, armazenamento
de amostras sanguineas sdo fundamentais para alcancar resultados confidveis (Cray & Zaias,
2004). Certos parametros bioquimicos analisados, podem sofrer alteragdes pelo modo como é
realizada a colheita, a manipulacdo e o transporte das amostras. Portanto, o aprimoramento e a
padronizacdo destes procedimentos sdo fundamentais para garantir a confiabilidade dos
resultados (DONELEY, 2011).

Anélises bioquimicas podem ser feitas tanto no plasma como no soro. Apds a
centrifugacdo da amostra 0 soro ou plasma ocupa a parte superior da coluna formada no tubo
de colheita, compondo a parte liquida do sangue onde muitas substancias encontram-se
dissolvidas (DUKES, 2017). A determinacdo laboratorial dos parametros bioquimicos
presentes no soro ou plasma sdo importantes principalmente na bioquimica clinica (MURRAY
et al., 2009).

O plasma difere do soro em alguns aspectos, pois tem maior viscosidade e teor de
proteinas totais, visto que no plasma estdo presentes o fibrinogénio e fatores de coagulacao.
Quando da utilizacdo do plasma deve-se ter o cuidado na escolha do anticoagulante, este deve
estar alinhado com qual analito sera avaliado. Portanto, denomina-se plasma a parte liquida
acelular do sangue, obtido com a utilizagdo de anticoagulante (LADERSON et al., 1974;
HORTIN, 2006).

Para a maioria das analises bioquimicas e recomendada a obtencéo de amostras apos um
periodo de jejum, pois amostras colhidas em momentos pés-prandial podem apresentar

elevacdo nos valores de alguns compostos como &cido Urico e formacgéo de lipemia (plasma
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turvo). Este periodo ndo estd totalmente definido, podendo variar em funcdo da espécie,
podendo ser de 12 a 24 horas (HARR, 2002).

Em termos préticos nem sempre € possivel estabelecer o real periodo de jejum em aves,
em funcdo de sua fisiologia digestiva propria, pois possuem papo para armazenamento de
alimento (CAPITELLI & CROSTA, 2013). No entanto, na producdo de frangos de corte, as
praticas de manejo possibilitam estimar o tempo de jejum de modo mais adequado, fazendo-se
a retirada da alimentagdo s6lida mantendo-se a &gua.

Na clinica humana, Lima-Oliveira et al. (2012) observaram aumento das concentragdes
plasmaticas de &cido Urico, proteinas totais, albumina e creatinina apds pacientes receberem
uma refeicdo leve, no entanto, 0 aumento observado nao foi de importancia clinica. No caso da
albumina esta manteve maior concentragdo até quatro horas apos a refeicdo, pois a ingestdo de
alimento estimula a sintese de albumina no figado. A albumina é uma molécula transportadora
na corrente sanguinea, que pode levar ao aumento nos niveis de aminoacidos circulantes o que
pode interferir no resultado de proteinas totais e da propria albumina.

Fang et al. (2014) avaliaram tempos de jejum de 24 e 48 horas e realimentacao por 24
horas das aves submetidas a 48 horas de jejum. Nao observaram diferenca nos niveis de
proteinas totais em relacdo ao grupo sem jejum e entre os dois tempos de jejum, porém foi
observada menor concentracdo de proteinas totais, albumina e &cido Urico no grupo das aves
realimentadas.

Contudo, é importante destacar a falta de valores de referéncia para diversos parametros
bioquimicos em espécies aviarias (DONELEY, 2011; TANG et al., 2013). Na area clinica,
principalmente, é comum utilizar valores de referéncia baseados na literatura, no entanto,
muitas vezes foram obtidos com um numero reduzido de amostras, fato que justifica o
estabelecimento de valores de referéncia para frangos de corte.

A refrigeracdo ou congelamento das amostras até o momento da analise tem sido
empregada como solucdo para o armazenamento a fim de garantir sua preservagédo (IALONGO,
2017). Para Russel e Russel (2007), a maioria dos analitos sanguineos sdo estaveis a 4 °C por
até 36 horas, porém quando a analise é realizada ap0s tempo maior, a estocagem a -20 °C torna-
se necessaria.

Para armazenamento de curto prazo (24 horas) recomenda-se a rapida centrifugacao
sequida de refrigeracdo a 4 °C. Para longo prazo como meses ou anos, 0 congelamento a -20 °C
ou -80 °C se mostra confiavel na preservagdo das amostras (JANSEN et al., 2013b).

Cuhadar et al. (2013), avaliaram a estabilidade de varios parametros sanguineos na

medicina humana, em amostras estocadas por trés meses e submetidas a dez ciclos de
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descongelamento. A albumina apresentou estabilidade até o sétimo ciclo de descongelamento,
e foi estavel durante os trés meses de estocagem. Também apresentaram estabilidade a
estocagem em suas concentragcdes os parametros de proteinas totais e calcio. A creatinina
apresentou comportamento instdvel com diminuicéo de sua concentracdo até o sétimo ciclo de
descongelamento. O &cido Urico apresentou comportamento semelhante ao da creatinina. Esta
instabilidade para creatinina e acido Urico tambem foi obervada por Nunes et al. (2018).

A intensidade luminosa é um importante fator que compde o microclima nas instalacdes
avicolas. A utilizacdo de programas de luz, incluindo intensidade e fotoperiodo é largamente
utilizada na producéo avicola. O manejo da intensidade luminosa permite controlar a producgéo
e 0 bem-estar das aves atraves de mecanismos comportamentais ou fisiologicos (Alvino et al.,
2009; Deep et al., 2013).

A reducéo na intensidade da luz faz com que as aves apresentem comportamento mais
calmo e, com a diminuicdo do estresse, é possivel melhorar a produtividade (Carvalho et al.,
2015). Fidan et al. (2017) avaliaram o efito da intensidade luminosa em frangos de corte, para
tanto, dividiram as aves em dois grupos (2,5; 5 e 12,5 lux) versus 20 lux, e observaram aumento
nas concentracdes de parametros bioquimicos da via glicolitica, entre eles triglicerideos e
colesterol, com as aves expostas a menor intensidade de luz.

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito de intensidades de luz (5 e
20 lux), intervalo de jejum e tempos de armazenamento a -20 °C sobre pardmetros bioquimicos

nas diferentes fracbes do sangue soro e plasma de frangos de corte.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido sanguineo

O sangue, fluido circulante do sistema cardiovascular, possui em suspencao de varias
particulas: células, fragmentos celulares e macromoléculas em uma base fluida. Estas particulas
tém influéncia direta sobre a dindmica do fluxo sanguineo principalmente no que se refere a
este fluido como meio de transporte (HOSKINS & HARDMAN, 2017).

O sangue é um tipo especial de tecido conjuntivo originado pelo tecido hematopoiético,
produzido na medula 6ssea, localizada nos 0ssos longos, 0ssos da regido pélvica e no esterno.
Apresenta-se na forma liquida e tem como funcéo o transporte de nutrientes, gases, horménios,
eletrolitos, células de defesa e diversas substancias pelo organismo, também exerce importante
funcdo na manutencéo da temperatura corporal (GAYTON & HALL, 2006).

Este tecido é constituido por células sanguineas denominadas eritrocitos (hemécias ou
glébulos vermelhos), plaquetas, relacionadas a fatores de coagulacdo e leucécitos (glébulos
brancos), nas aves, estes ultimos se dividem em basofilos, linfocitos, mondcitos, heterdfilos e
eosinofilos (SCANES, 2014).

Diferentemente dos mamiferos, os eritrécitos em aves sdo nucleados, quando
observados sob coloracdo em microscopio éptico. As células apresentam forma eliptica, nicleo
também eliptico em posicédo central e o citoplasma apresenta coloragdo rosa. O tempo de vida
dos eritrocitos de espécies aviarias € menor que dos mamiferos, portanto a eritropoiese em aves
é mais intensa, sendo controlada pelos niveis de eritropoietina, produzida pelos rins, sob
estimulo de oxigénio sanguineo e niveis de estrégeno e andrégenos (MITCHELL & JOHNS,
2008; CAPITELLI & CROSTA, 2013). Segundo estes autores, tal comportamento nas aves,
pode-se sugerir que estas tém rapida recuperacdo, quando da colheita do sangue, considerada
uma perda ou derramamento sanguineo.

Em relag&o aos leucocitos, os basofilos, parecem estar envolvidos nas fases iniciais de
inflamacGes porém, nem sempre este processo desencadeia basofilia. Do mesmo modo que nos
mamiferos os basofilos contém histamina em seus granulos, acredita-se que em aves essas
células tenham papel nas reacBes de hipersensibilidade de modo semelhante aos basofilos e
mastocitos nos mamiferos (MITCHELL & JOHNS, 2008).

Morfoldgica e fisiologicamente os linfocitos em aves sdo semelhantes aos mamiferos,
sendo os linfécitos B dependentes da Bursa de Fabricio e responsaveis pela imunidade humoral,

e os linfocitos T sdo dependentes do timo atuando na imunidade celular.
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Os gldbulos brancos ou leucdcitos, dividem-se em diferentes formas, atuando no sistema
imunolodgico, sendo:1- neutrdfilos atuam contra fungos e bactérias, capazes de englobar matéria
particulada por meio de fagocitose. 2 - eosinofilos atacam parasitas maiores e atuam diminuindo
ou interompendo reagdes inflamatorias locais de origem alérgica. 3 - monocitos séo
transportados pelo sistema cardiovascular para diferentes tecidos onde se transformam em
células denomindas macréfagos, que fagocitam virus, bactérias e complexos antigeno-anticorpo
da corrente sanguinea. 4 - linfécitos atuam na resposta imune, principalmente contra virus e
bactérias e também auxiliam na eliminacéo de células doentes do corpo principalmente por
infeccdo viral (HOSKINS & HARDMAN, 2017; DUKES, 2017).

As plaquetas, que possuem esta denominagao por porssuirem forma semelhante a uma
placa, sdo fragmentos de células muito maiores chamadas megacariocitos. Estas existem em
sua forma ativa ou inativa. A maior parte das plaquetas circulantes encontra-se na sua forma
inativa. Quando ativadas tornam-se pegajosas e mais esféricas com projecdes (pseuddépodes),
que sdo importantes para que as plaquetas ativadas aglomerem-se. Desta forma as plaquetas
estdo envolvidas na coagulacdo do sangue e na reparacdo de danos endoteliais (HOSKINS &
HARDMAN, 2017; DUKES, 2017).

Em relacdo aos leucocitos, os baséfilos por sua vez, parecem estar envolvidos nas fases
iniciais de inflamacgdes, porém, nem sempre este processo desencadeia basofilia. Do mesmo
modo que nos mamiferos os basofilos contém histamina em seus granulos, acredita-se que em
aves essas células tenham papel nas reacdes de hipersensibilidade de modo semelhante aos
basofilos e mastdcitos nos mamiferos (MITCHELL & JOHNS, 2008).

Morfologica e fisiologicamente os linfocitos em aves sdo semelhantes aos mamiferos,
sendo os linfécitos B dependentes da Bursa de Fabricio e responsaveis pela imunidade humoral,
e os linfocitos T sdo dependentes do timo atuando na imunidade celular.

Souza & Elias (2006), destacaram que a pressdo osmotica € responsavel pela
manutencdo das concentracfes dos componentes do sangue. Mecanismo que pode ser
explicado, exemplificando o mecanismo da osmose que é a passagem de agua de um meio mais
concentrado para outro menos concentrado atraves de uma membrana semipermeavel até que
as solucdes entrem em equilibrio. Endende-se por pressdo osmética como sendo a presséo
aplicada a solucdo sanguinea evitando que ocorra o fluxo osmético, ou seja, que ocorra 0
processo de osmose de maneira espontanea.

Neste sentido, destaca-se a importancia da albumina, pois € responsavel por
aproximadamente 80% da pressdo osmatica do plasma devido a sua concentracao e baixo peso

molecular. Como a albumina € a proteina em maior concentracdo no plasma, sendo a pressao
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osmotica inversamente relacionada com o peso molecular e diretamente relacionada com sua
concentracdo, conclui-se que em termos numericos a pressdao osmotica estd relacionada ao
namero de particulas presentes no plasma e ndo com a massa molecular (DUKES, 2017).

Para a realizacdo adequada das analises do perfil metabdlico sanguineo, é necessario a
utilizacdo do conhecimento bioquimico e fisioldgico dos animais, assim como conhecer a fonte
e a funcdo de cada um dos metabdlitos avaliados e utilizar métodos adequados na sua
determinacdo (WITTWER, 1995).

A avaliacdo de pardmetros bioquimicos € uma importante ferramenta que possibilita a
deteccdo de problemas metabdlicos, distlrbios e intoxicacGes nutricionais, entre outros
problemas hepaticos. Uma vez que este 6rgao é responsavel por todo metabolismo nutricional,
sendo que todo nutriente ou metabdlito absorvido passa pelo figado e é direcionado para outros
6rgédos (REECE, 2015).

2.2 Fracdo sanguinea soro e plasma

Quando o sangue € centrifugado, obtém-se uma coluna onde 0s componentes sdo
separados de acordo com a sua densidade especifica. A fracdo celular composta por eritrocitos,
leucdcitos e plaquetas ocupam a porc¢ao inferior desta coluna. O plasma ou soro ocupa a parte
superior da coluna e compde a fragdo liquida do sangue no qual as células, os coloides como
fribrinogénio e as imunoglobulinas encontram-se em suspensdo, enquanto as demais
substancias gue sdo transportadas encontram-se dissolvidas (DUKES, 2017).

O plasma é composto por agua, eletrélitos, metabolitos, nutrientes, proteinas e
horménios. A determinacgéo laboratorial das concentra¢des ou atividade destes componentes ou
parametros bioquimicos presentes no soro ou plasma sdo importantes principalmente na
bioquimica clinica (MURRAY et al., 2009).

O plasma difere do soro em aspectos importantes, sendo que o primeiro tem maior
viscosidade e teor de proteinas totais (aproximadamente 4 g L' maior que o soro), pois no
plasma estdo presentes o fibrinogénio e fatores de coagulacdo. No que diz respeito a
composi¢do do plasma em &gua e eletrdlitos esta é praticamente a mesma dos demais fluidos
corporais. O plasma pode conter concentracfes ligeiramente mais baixas de potassio e atividade
da lactato desidrogenase, comparado ao soro (LADERSON et al., 1974; HORTIN, 2006).
Portanto, quando o plasma sera utilizado para as analises deve-se ter cuidado para selecionar o

anticoagulante apropriado.
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Denomina-se plasma a parte liquida acelular do sangue, que é obtido do sangue colhido
onde sua coagulacdo é impedida. Quando, apds a colheita, deixamos o sangue coagular, 0s
fatores de coagulacdo sdo removidos e a porcao liquida obtida é denominada soro. O plasma,
portanto, ndo é apenas a fracdo liquida do sangue, mas um liquido complexo composto por
numerosas substancias quimicamente ativas que fornece o meio de troca entre 0s vasos
sanguineos e as células do organismo. Como a maior parte do plasma é composta por agua
(entre 92 e 94%), pode-se afirmar que as variacbes encontradas sdo dependentes das
concentragOes de proteinas, pois estas sdo as substancias mais abundantes dissolvidas ou em

suspensdo e sua concentra¢do pode variar de 6 a 8 g dL™ (DUKES, 2017).

2.3 Importéncia dos Anticoagulantes na Bioquimica Sanguinea

A fase pré-analitica que inclui fatores técnicos, entre eles a escolha do anticoagulante é
necessaria para que os resultados dos testes sejam confiaveis e a qualidade das amostras sejam
otimizadas (BRAUN et al., 2015; SILVA et al., 2015). O uso de tubos com vacuo, que se
enchem sem qualquer operacao extra, é recomendado a fim de padronizar os procedimentos de
colheita (IALONGO, 2017).

Os anticoagulantes s&o aditivos que inibem a coagulacéo do sangue, portanto, a escolha
do mesmo deve ser de forma que a concentracdo ou atividade da substancia a ser medida néo
sofra alteracdes (MOHRI et al., 2007; SILVA et al., 2015). No entanto, para a maioria dos
exames bioquimicos o soro é mais indicado, porém o plasma quando obtido com anticoagulante
especifico pode ser utilizado obtendo-se resultados igualmente validos (MOHRI &
REZAPPOR, 2009)

Fatores como tipo de ativador de coagulo, anticoagulante, quantidade de sangue colhido
e metodos analiticos utilizados podem influenciar nos resultados. Assim, os resultados
laboratoriais, devem ser comparados com valores ou publicacdes de referéncia, levando-se em
consideracdo a mesma espécie, idade e raca, além de estabelecidos com 0s mesmos métodos e,
se possivel, no mesmo laboratério (LUMEIJ, 2008).

Entre os anticoagulantes o EDTA é recomendado na area hematoldgica porque suas
propriedades mantém a melhor preservacdo da morfologia celular. O EDTA contém, quatro
grupos de acido e dois grupos de amina contendo um par de elétrons que quelam o calcio bem
como outros metais. O calcio ativa uma ampla gama de enzimas necessarias a cascata de
coagulacdo e sua remocgdo evita que tais enzimas sejam ativadas, evitando a coagulagéo do
sangue in vitro (BANFI et al., 2007).
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Mohri et al. (2007), ao avaliarem diferentes anticoagulantes na rotina bioguimica de
equinos, constataram que a albumina e creatinina plasmatica ndo apresentaram diferenca de
seus valores comparadas ao soro, quando da utilizagdo de amostras colhidas com heparina e
EDTA. Porém, para proteinas totais observou-se reducdo em 7,30% quando da utilizagdo de
EDTA, comparado com o soro. Quando da utilizacao de citrato de sddio, este causou reducéo
dos valores dos compostos bioquimicos acima citados, no entanto, quando se fez a corregédo
para a diluicdo do anticoagulante ndo se observou diferengca. Comportamento semelhante
também foi observado para o sangue de ovinos (MOHRI & REZAPPOR, 2009).

Pode se dizer que o EDTA néo € o anticoagulante mais adequado para analises quimicas
para fins clinicos, devido & sua complexagdo com fons metélicos bivalentes. E recomendada
sua utilizacdo para andlise de colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), apolipoproteinas, compostos ou isoformas da amonia
e creatina quinase onde a quelacdo dos ions zinco é fundamental para inativacdo das
carboxipeptidases (BANFI et al., 2007).

Para analises bioguimicas em mamiferos o EDTA é considerado o melhor
anticoagulante no que se refere a preservacao da morfologia celular e boa coloragéo, no entanto,
esta ndo é uma verdade absoluta em hematologia para espécies aviarias. Na maioria das espécies
aviarias 0 EDTA causa rompimento dos glébulos vermelhos. Hawkey et al. (1983) relataram
que o EDTA produziu hemdlise progressiva em amostras de sangue de aves exdticas. Dein
(1986a; 1986b) encontrou reacdo semelhante em corvos e perus. Fourie (1977) diz que a
heparina foi o anticoagulante mais adequado para hematologia em pombos.

E recomendada a utilizagdo do EDTA, em ensaios que envolvam homocisteina, embora
a suplementacéo de 0,5 mol L de &cido citrico ¢ eficaz em inibir a transformagéo de metionina
a cisteina (WILLEMS et al., 1998). No entanto, a concentracdo de homocisteina no citrato é
significativamente mais baixa que no plasma em EDTA (CALISKAN et al., 2001).

A concentracdo da homocisteina é estavel por até trés horas a 8 °C no sangue com EDTA
e citrato de sodio. Porém, ocasionalmente € possivel alguns resultados superestimados ao medir
homocisteina em EDTA quando comparado com citrato (SALAZAR et al., 1999). Willems et
al. (1998) ndo confirmaram estes resultados, destacando que a fonte mais provavel de
divergéncia, pode ser o uso de diferentes técnicas analiticas como fluorescéncia ou
cromatografia (CALISKAN et al., 2001).

Entretanto, como ja mencionado, o0 EDTA devido a sua propriedade quelante pode
interferir nos resultados de algumas analises, além de quelar célcio pode também quelar ions

ferro, magnésio e zinco. Os efeitos da utilizacdo do EDTA parecem depender da quimica que
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envolve o que se esta avaliando bem como o método analitico empregado (GOODE et al., 1995;
MOHANTY et al., 2012).

Neste sentido, como 0 EDTA geralmente é pulverizado em sua forma liofilizada, na
parede do tubo de coleta, deve-se ter o cuidado quanto a proporcdo de sangue:anticoagulante,
a fim de obter a quantidade correta de sangue no momento da colheita para que se tenha a
correta diluicdo, € indicada atencdo a capacidade descrita no tubo, do contrario, enchimento
parcial do tubo haver4 uma superconcentracdo do anticoagulante podendo causar hemolise
(UNGER et al., 2007; IALONGO, 2017).

Em contraste, a heparina pode ser utilizada para obtencdo de plasma, pois a
anticoagulacdo é obtida por meio da inibicdo mediada por antitrombina dos fatores de
coagulagdo Xa, IXa e lla. O plasma em heparina pode ser obtido de maneira mais rapida em
relacdo ao soro (BANFI et al., 2007). A heparina desempenha papel importante no sistema
antioxidante, embora as evidéncias apontem para melhor eficacia in vivo do que in vitro
(DZIECIUCHOWIZC et al., 2002; MOHANTY et al., 2012).

A heparina ou heparina de litio, pode ser utilizada em praticamente todas as
investigacGes hematoldgicas e bioquimicas de rotina. A heparina possibilita a utilizacdo de uma
Unica amostra, pois se obtém maior volume de amostras (plasma), evitando-se a colheita de
sangue em excesso, sendo um fator importante ao trabalhar com aves, principalmente com
passaros e aves exaticas. Quando se utiliza plasma no lugar do soro, obtém-se maior quantidade
de amostra para um tubo de mesmo volume. Um motivo para se utilizar plasma e ndo soro em
aves € o risco de coagulacdo do sobrenadante (soro) quando a amostra é processada somente
algumas horas ap6s a colheita (LUMEIJ, 2008).

O citrato de s6dio quando comparado com o &cido citrico possui menor forga para quelar
ions metalicos e atividade pré-oxidante para producdo de radicais hidroxila. No entanto, tem
demonstrado ser eficaz na prevencdo da ativacdo plaquetaria (GAUTIER-LUNEAU et al.,
2007; BOWEN & REMALEY, 2014).

De modo semelhante o fluoreto de sodio é um anticoagulante fraco recomendado para
a dosagem de glicemia plasmatica, também utilizado na determinacdo dos demais parametros
bioquimicos. Este atua prevenindo o metabolismo da glicose pelas hemacias e leucdcitos,
através da inibicdo da enzima enolase (fosfopiruvato hidratase), da via glicolitica, a qual ¢é
responsavel pela conversao de 2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato (SACKS et al., 2011).

Podem ser utilizados tubos de coleta contendo fluoreto de sddio associado ao EDTA,
normalmente a concentragdo € 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. Sem a utilizacéo
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de fluoreto de sodio a concentragdo da glicose diminui em torno de 10 mg dL* por hora a
temperatura de 25 °C (GUPTA et al., 2016).

Amostras de boa qualidade também podem ser obtidas com sangue total sem utilizacdo
de anticoagulantes (LUMEIJ, 2008). Neste caso, podem ser utilizados tubos para colheita com
ativador de coagulo, destaca-se aqui a utilizacdo da silica. Quando é coletado o soro para analise
este deve coagular rapidamente para facilitar a separacdo do coagulo durante a centrifugacéo.
Geralmente quando se utiliza tubos de pléstico, estes requerem ativadores de codgulo (BOWEN
etal., 2010).

De maneira geral, os tubos de coleta tém de 40 a 80% de suas paredes cobertas por silica,
geralmente na forma esférica de 0,01 um a 100 um de diametro. Os ativadores de coagulo,
possuem beneficio na sua utilizagdo pois atuam diminuindo a formacao de fibrina no soro apds
sua separacdo (BOWEN et al., 2010).

Na medicina humana, intervalo de 60 minutos e considerado normal entre a colheita do
sangue até sua separacdo em plasma e fracdo celular (LAESSIG et al., 1976). Entretanto, em
bioguimica clinica aviaria é recomendavel o processamento da amostra para separacdo do
plasma e porcdo celular imediatamente apds a colheita por meio de centrifugacdo (LUMEIJ,
2008).

Em pombos, a concentracio de proteinas totais no plasma é cerca de 1,5 g L™t maior que
no soro, pois o primeiro também contém fibrinogénio, segundo Lumeij e McLean (1996), esta
diferenca entre plasma e soro apresenta correlacéo significativa (p = 0,000001; R =0,99; n =
50). Quando é utilizado plasma, e ndo o soro, é possivel que no plasma haja elevada
concentragdo de fibrinogénio que pode levar a interferéncias nos valores de exames e de
referéncia. Isso pode ser observado na eletroforese de proteinas e é refletido por elevacéo das
proteinas de fase aguda (a ou ), por exemplo (ROMAN et al., 2005).

O aumento artificial da albumina em amostras de plasma heparinizado, comparado com
soro e outros anticoagulantes, quando da utilizacdo do método colorimétrico verde de
bromocresol ja foi relatado em cées, ovinos e bovinos (STOKOL et al., 2001; CERON et al.,
2004; MOHRI et al., 2007; MOHRI & REZAPPOR, 2009). Falsos resultados de baixa albumina
sanguinea podem ocorrer em pacientes em hemodialise. Acredita-se que a heparina pode
impedir a ligacdo da albumina com o verde de bromocresol, reduzindo assim a formagdo do
complexo colorimétrico (MENG e KRAHN, 2008) interferindo nos resultados quando da
utilizacao de espectrofotometria (BOWEN et al., 2010).

Alguns anticoagulantes e inibidores glicoliticos, podem ser inadequados para certas

anélises. Nem sempre os fabricantes especificam o aditivo utilizado para obtengdo do plasma
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usado para validar seus testes. Cabe ao laboratorio verificar em suas analises, o desempenho
dos diferentes tubos com anticoagulante para plasma, de acordo com as particularidades e
plataforma de instrumentos utilizada. Deve-se seguir as recomendacdes do fabricante dos Kits
comerciais, para o tipo de diagndstico, o tipo de amostra a ser utilizada, o volume do tubo e
ordem de colheita, afim de garantir a quantidade adequada de aditivo e sangue (BOWEN et al.,
2010).

O plasma e uma alternativa quando se quer preservar 0s niveis de antioxidantes da
amostra, principalmente na area de quimica clinica (GHISELLI et at., 2000). Neste sentido, a
escolha do anticoagulante deve levar em consideracdo o potencial de atividade antioxidante,
consequentemente preservando a amostra.

Diante disso, abre-se uma lacuna na bioquimica sanguinea em frangos de corte de qual
anticoagulante é mais indicado, pois os dados de literatura na maioria das vezes estdo

associados a bioquimica clinica humana e de outros mamiferos.

2.4 Influéncia do jejum sobre os parametros sanguineos

Na area clinica humana, o adequado tempo de jejum antes da colheita do sangue é um
dos muitos detalhes que compBe a fase pré-analitica, pois pode influenciar os resultados,
afetando os diagnosticos (LIPPI et al., 2010; LIMA-OLIVEIRA et al., 2012). Portanto, a
padronizacdo do tempo de jejum se torna essencial para evitar resultados equivocados (LIMA-
OLIVEIRA et al., 2012).

A colheita de sangue de animais em jejum é decorrente dos valores de referéncia serem
estabelecidos sob esta interferéncia técnica (FRIEDRICHS et al., 2012). Portanto, aves quando
alimentadas podem apresentar alteracdes nos parametros sanguineos e para a obtencéo de uma
amostra estavel, cada animal deveria ser avaliado levando o tempo de jejum que recebeu.
Segundo Harr (2002), é comum a utilizacdo de 12 horas de jejum em frangos de corte, para a
coleta de amostras para analises bioguimicas, no entanto, ha pouca padronizacdo quanto ao
tempo de jejum.

Savenije et al. (2002) avaliaram os metabolitos glicoliticos, comparando o fornecimento
de alimento e o tempo de jejum de cinco horas até 0 momento do abate de frangos aos 42 dias.
Os autores observaram maior valor para a glicose sanguinea nas aves alimentadas até o abate e
ndo observaram diferenca para os niveis de lactato entre os tratamentos.

A ingestdo de alimento ativa alguns gatilhos fisiologicos e a resposta destes podem

afetar os resultados bioquimicos no sangue. Por exemplo, a ingestdo de alimento aumenta a
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secrecdo de acido cloridrico no estdmago e de bicarbonato no sangue (alcalose pés-prandial)
(JOHNSON et al., 1995). Além disso, ha o estimulo de horménios como insulina e glucagon
fazendo com que moléculas e nutrientes presentes no intestino passem para a corrente
sanguinea. Portanto, a ingestdo de alimento pode causar aumento de componentes séricos, que
é resultante da interacdo de varios elementos (BATTERHAM et al., 2002; KORBONITS et al.,
2007).

E possivel que ocorra aumento das concentragdes de &cido Grico, proteinas totais,
albumina e creatinina apds as aves se alimentarem. A ingestdo de alimento estimula a sintese
da albumina no figado, esta atua como molécula transportadora no sangue o que pode levar ao
aumento nos niveis de aminoacidos circulantes, em consequéncia tem-se aumento nas
concentracOes de proteinas totais (LIMA-OLIVEIRA et al., 2012).

Em aves jovens, com 15 dias de idade submetidas ao jejum prolongado de 24 e 48 horas
e realimentacdo por 24 horas das aves submetidas a 48 horas de jejum, ndo foram observadas
diferencas nas concentracGes de proteinas totais quando comparadas com aves sem jejum e
entre os tempos de 24 e 48 horas de jejum. Porém, foi observado menor concentragdo de
proteinas totais no grupo realimentado. Este comportamento também foi observado para
albumina e acido urico (FANG et al., 2014).

A justificativa para tal comportamento da-se por meio de mecanismos via hipotalamo
onde a enzima piruvato desidrogenase quinase (PDK), localizada na matriz mitocondrial € um
regulador chave da troca de energia advinda da glicose ou oxidacdo aerdbica. Portanto, a
piruvato desidrogenase quinase diminui a conversao de piruvato em acetil-CoA reduzindo o
metabolismo da glicose (BUCK et al., 2002). Porém, ha acdo de outras enzimas como a
carnitina palmitoil trasferase 1o (CPT1 a) e enzima ativadora dos peroxissomos (PPAR a).
Estas enzimas atuam mediando o transporte de acidos graxos de cadeia longa atraves da
membrana mitocondrial para B-oxidacdo (JOGL et al., 2004). Assim, a regulacdo positiva por
intermédio destas enzimas em resposta ao jejum, através de mecanismos via hipotalamo € o
aumento da utilizacdo da oxidacéo lipidica, preservando compostos como proteinas.

Entre os genes regulados diretamente pela PPAR o no figado, estdo aqueles que
codificam acil-CoA oxidase, que esta envolvida na B-oxidacéo peroxissdmica de acidos graxos.
A CPT1 o transporta acidos graxos através da membrana mitocondrial externa. A
hidroximetilglutaril-CoA sintase 2 catalisa uma etapa fundamental na sintese de corpos
cetbnicos (INAGAKI et al., 2007).

Um aspecto fundamental, da resposta adaptativa ao jejum é a mudanga da utilizagdo de

carboitratos para corpos cetdnicos como principal fonte de energia. Durante o jejum 0s acidos
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graxos sd@o mobilizados do tecido adiposo para o figado, onde sdo oxidados a acetil-CoA. Esta
entdo ¢ utilizada para sintetizar corpos cetonicos, incluindo B-hidroxibutirato e acetoacetato,
que sdo reconvertidos em acetil-CoA em outros tecidos e oxidados via ciclo de Krebs para
producdo de energia (FUKAO et al., 2004; INAGAKI et al., 2007).

Certos mecanismo induzidos pelo jejum ndo sdo bem compreendidos. A fome ou jejum
bloqueiam as acdes do hormonio do crescimento (GH). Recentemente demostrou-se que o fator
de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21), um horménio induzido pelo jejum, causa
resisténcia ao GH (INAGAKI et al., 2008).

Muitas acdes anabolicas do GH sdo mediadas pelo fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1). O jejum reduz os niveis circulantes de IGF-1 (THISSEN et al., 1994). Esta
reducdo é causada pela diminuicdo nos niveis de RNA mensageiro de IGF-1 no figado, onde
ocorre a maior parte de sua produgcdo (MAES et al., 1983; EMLER & SCHALCH, 1987,
BORNFELDT et al., 1989; LOWE et al., 1989). O jejum diminui os niveis circulantes de IGF-
1, diminuindo também os niveis de RNAm hepatico e as concentragdes circulantes de acido
labil, que se complexa com IGF-1 para estabiliza-lo (KONG et al., 2002). No entanto, 0s
mecanismos envolvendo esses efeitos induzidos pelo jejum ndo sejam conhecidos.

Estudos recentes tém demonstrado que o fator de crescimento de fibroblastos 21
(FGF21), que funciona como um horménio, é induzido no figado por meio do jejum através de
um mecanismo que requer a a¢do da enzima ativadora dos peroxissomos (PPAR o) (INAGAKI
etal., 2007). O FGF21 também induz a expressdo hepatica de proteinas que se ligam a IGF-1 e
supressores de citocina que atenuam a sinalizacdo do GH. Esses estudos sugerem que 0 FGF21
desempenha uma funcéo central em causar resisténcia ao hormonio do crescimento em resposta
a privacgdo de nutrientes quando da utilizacdo de jejum (INAGAKI et al., 2008).

Apds a ingestdo de alimento, ha aumento na concentracdo nos niveis de acidos graxos,
aminoacidos e peptideos decorrentes da digestdo e absorcdo para a corrente sanguinea
(HOSKINS & HARDMAN, 2017). Neste contexto, justifica-se a busca pela padronizacdo do

tempo de jejum para a realizacdo de analises bioquimicas do sangue em frangos de corte.

2.5 Estocagem das amostras

A refrigeragdo ou congelamento das amostras até o0 momento da analise apresenta-se
como solugdo adequada de armazenamento a fim de garantir sua preservagdo. Evidentemente,
do ponto de vista pré-analitico 0 manuseio da amostra deve ser evitado, como por exemplo:

ciclos de congelamento e descongelamento, pois a exposi¢éo as condi¢cdes ambientais pode ser
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degradante para a amostra. O manuseio da amostra da colheita até seu armazenamento pode ser
considerado etapa preliminar e este deve ser realizado o mais rapido possivel, pois pode
determinar o armazenamento de curto e longo prazo (IALONGO, 2017).

Segundo Russel e Russel (2007) a maioria dos analitos sdo estaveis a 4 °C por até 36
horas, porém quando a analise das amostras se da em prazo maior, a estocagem a -20 °C ¢
necessaria. Recomenda-se que logo apds a colheita, 0 processamento das amostras seja
realizado o mais réapido possivel, seguido de refrigeragcdo ou congelamento, com finalidade de
prevenir a degradacdo de componentes termolabeis (CRAY et al., 2009).

Dados de literatura, com diferentes espécies animais demostram que a estocagem
inadequada de amostras, tanto de soro como plasma, é fonte potencial de erros pré-analiticos,
podendo interferir nos resultados de &cido drico, célcio, fésforo, creatinina e atividade da
fosfatase alcalina (DIVIA & JAYAVARDHANAN, 2010; OLIVEIRA et al., 2011; ODDOZE
etal., 2012; CUHADAR et al., 2013; MOE et al., 2018).

O plasma pode ser obtido logo apds a colheita da amostra, utilizando centrifuga,
recomenda-se que esta seja refrigerada, reduzindo assim o potencial de interferéncia nos
antioxidantes produzidos pelo metabolismo dos globulos vermelhos (BALCERCZYK e
BARTOSZ et al., 2003). Esta recomendacao € mais voltada a ensaios que medem a capacidade
total de antioxidante do sangue.

Foi demostrado em um estudo sobre a estabilidade sérica, que amostras a temperatura
ambiente por até trés horas produziu uma leve, porém crescente, aumento da capacidade total
antioxidante (JANSEN et al., 2013a). A mesma pesquisa apontou que ndo houve diferenca entre
as condi¢cbes de armazenamento, quando a amostra foi descongelada e deixada a temperatura
ambiente por quatro horas.

O é&cido urico e albumina, apresentam grande estabilidade e podem permanecer quase
inalterados por até 24 horas a temperatura ambiente independentemente da separacgdo da fracao
soro ou plasma, ao contrario da glutationa que sofre extensa degradacdo (autoxidacdo) apos 20
minutos (MICHELET et al., 1995; BOYANTON Jr & BLICK, 2002).

Para armazenamento de curto prazo (até 24 horas) a rapida centrifugacdo seguida de
refrigeracdo (4 °C) parece estar adequada. Ja para o longo prazo, meses ou anos, tem-se 0
congelamento a -20 ou -80 °C, que se mostra confidvel na preservacdo da amostra, sem a
necessidade de métodos caros de armazenamento como o nitrogénio liquido (-196 °C),
(JANSEN et al., 2013b).

Deve-se considerar que amostras estocadas a -80 °C sofrem congelamento mais

acentuado e descongelamento mais lento do que a -20 °C, sendo demostrado que isso causa
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maior grau de degradacao de proteinas (CAO et al., 2003). Tal efeito pode estar relacionado ao
desdobramento de proteinas causado pelo ciclo de congelamento e descongelamento que expde
residuos de tiol que afetam principalmente a reatividade de alguns métodos de anélise.

Em outras espécies como cdes, alguns analitos sanguineos apresentaram maior
estabilidade a estocagem a 4 °C e a temperatura ambiente (20 °C), quando armazenado o0 soro
em comparacao ao plasma heparinizado. Porém, vale destacar que o tempo total de estocagem
foi de trés dias, procurando retratar & pratica laboratorial (THORESEN et al., 1992).

Boyanton & Blick (2002), observaram instabilidade para creatinina ao avaliarem varios
analitos sanguineos armazenados a temperatura ambiente (25 °C) por até 56 horas. Houve
incremento nas concentracdes de creatinina de 110% no plasma e 60% no soro apds 24 horas.
As alteracGes podem ser atribuidas a interferéncia de pseudo-creatininas, envolvidas com a
cinética da reacdo de Jaffe, método empregado para analise baseado no verde de bromocresol.
Porém, isso ndo esta muito claro pois outros metabdélitos como albumina, proteinas totais, sédio
e ureia apresentaram aumento de 2 a 6%.

Na medicina humana, estudos indicam estabilidade de alguns componentes bioquimicos
do sangue, entre eles, a albumina, proteinas totais e calcio em amostras estocadas por trés meses
a -20 °C e submetidas a ciclos de descongelamento. A albumina, proteinas totais e calcio foram
estaveis até o sétimo ciclo de descongelamaento, e ao tempo de estocagem. A concentracdo de
creatinina apresentou comportamento instavel com diminui¢édo de sua concentracdo, ja o acido
urico apresentou aumento de sua concentracdo até o sétimo ciclo de descongelamento e ao
tempo de estocagem (CUHADAR et al., 2013).

Todavia, sdo poucos os dados de literatura que relatam a influéncia do tempo de
estocagem de amostras e seu efeito na concentracdo ou atividade enzimética das varidveis
bioquimicas do sangue em frangos de corte, bem como da estabilidade dos parametros
bioquimicos em amostras estocadas sob refrigeracdo ou congelamento por longos periodos
(TOTHOVA et al., 2012).

Portanto, justifica-se a estocagem das amostras de plasma ou soro a -20 °C,
recomendando-se 0 descongelamento no maximo de duas vezes com a utilizagdo de banho
guente a fim de evitar o desdobramento de proteinas (GUNGOR et al., 2011). Alesci et al.
(2009), recomendaram a utilizacdo de banho maria a 37 °C por cinco minutos, para o

descongelamento de amostras armazenadas em microtubos a -20 °C.
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2.6 Intensidade de luz e seus efeitos no metabolismo de frangos de corte

O manejo de luz é um fator importante e que afeta a produtividade em frangos de corte.
Programas de iluminagdo sdo continuamente utilizados e estudados na avicultura moderna.
Geralmente inicia-se com maior intensidade, 20 lux, reduzindo para 5 lux ou menos dos 14 aos
21 dias mantendo-se esta intensidade até o abate das aves (OLANREWAJU et al., 2010).

A intensidade da luz baseia-se no seu brilho ao nivel dos olhos das aves, sendo as
unidades de medida mais utilizadas: foton, limen ou lux. A intensidade luminosa € de suma
importancia na avicultura moderna pois é possivel modular a producéo e o bem-estar das aves
através de mecanismos comportamentais ou fisioldgicos (DEEP et al., 2013).

H& uma grande variedade de programas de luz, considerando o comprimento de onda e
sua intensidade, bem como equipamentos e dispositivos para seu manejo (OLANREWAJU et
al., 2010). A manipulacdo da intensidade da luz é amplamente utilizada na industria avicola
para controlar o comportamento das aves. A reducéo na intensidade da luz faz com que as aves
apresentem comportamento mais calmo e com a diminuicdo do estresse é possivel melhorar a
produtividade (CARVALHO et al., 2015).

A intensidade da luz pode influenciar ndo somente a produtividade, mas também pode
causar alteracOes fisiologicas e isto deve ser considerado. Olanrewaju et al. (2010) nédo
observaram influéncia de trés intensidades de luz (0,5; 3,0 e 20 lux), sobre pardmetros
hematoldgicos e niveis de proteinas totais em frangos dos 21 aos 56 dias de idade, porém
observaram efeito sobre alguns metabdlitos da via energética como triglicerideos e HDL.

Grande parte das pesquisas sobre o manejo de luz, baseia-se em quatro pontos
principais: intensidade, fotoperiodo, cor ou comprimento de onda e fonte, esta Gltima refere-se
ao tipo de lampada utilizada, incandescente, fluorescente ou diodo emissor de luz (LED).
Embora haja estudos publicados sobre os efeitos da iluminacdo em frangos de corte sobre seu
comportamento, desempenho e salide, poucos avaliam os efeitos interativos ou sinergismo entre
intensidade e fotoperiodo (BLATCHFORD et al., 2012).

Olanrewaju et al. (2017) avaliaram alguns parametros bioquimicos do sangue simulando
a entrada de luz pelo sistema de ventilacdo do aviario e um ambiente controlado em 2,5 lux.
Até os 35 dias de idade todas as aves permaneceram em ambiente controlado. De 36 a 63 dias
de idade, as aves foram divididas em dois grupos. A entrada de luz proporcionou picos de 35
lux, com fotoperiodo efetivo de 18 horas de luz e 6 horas de escuro, ante 16 horas de luz, 08
horas de escuro do ambiente controlado. Aos 35 dias foram colhidas e analisadas amostras de

sangue utilizados como baseline. Aos 63 dias, as aves que receberam picos de 35 lux
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apresentaram aumento nas concentragdes de proteinas totais, albumina e creatinina (32,58%,
16,22%, 22,97%) e diminuicdo das concentracdes de acido Urico, ureia e atividade da fosfatase
alcalina (13,56; 29,33; 92,48%), respectivamente.

Neste sentido, tem-se a oportunidade para investigar os efeitos da intensidade de luz

sobre os parametros bioquimicos em frangos de corte.

2.7 Parametros Bioquimicos

2.7.1 Proteinas totais

As proteinas sanguineas sdo sintetizadas principalmente pelo figado (DUKES, 2017),
sendo que a taxa de sintese esta diretamente relacionada com o estado nutricional do animal,
principalmente em relagdo a proteina e da vitamina A advinda da dieta, e com a funcionalidade
hepatica (GONZALEZ & SCHEFER, 2003). As imunoglobulinas sdo produzidas pelos
linfécitos B e plasmacitos que representam uma quantidade significativa na concentracdo das
proteinas plasmaticas totais (CAMPBELL, 2004).

As concentracdes de proteinas totais em espécies aviarias é em tornode 2,5a 4,5 g dL"
! compreendendo a maior porcdo dos sdlidos do plasma (HARR, 2002). As proteinas
plasmaticas sdo uma mistura complexa, incluindo ndo apenas proteinas simples, mas também
proteinas conjugadas, como glicoproteinas e uma gama variada de lipoproteinas (MURRAY et
al., 2009).

As principais proteinas plasmaticas sdo albumina, globulinas e o fibrinogénio. Entre
suas diversas funcGes destacam-se a manutencdo da pressdo osmdtica e da viscosidade
sanguinea, transporte de nutrientes, metabolitos, horménios, lipideos e produtos da excrecéo,
que atuam na regulacio do pH e na coagulacio sanguinea (GONZALEZ & SCHEFER, 2003).
As proteinas plasmaticas também atuam como catalizadores nas reagdes quimicas por meio das
enzimas e na defesa do organismo, através dos anticorpos, e na manutengdo do volume
sanguineo, através do efeito osmético coloidal (MELILLO, 2013).

Além das proteinas plasmaticas mencionadas anteriormente, é importante mencionar a
pré-albumina, encontrada nos psitacideos, alfa-1-globulina, alfa-2-globulina, beta-globulina e
a gamaglobulina, sendo importantes para analise de respostas inflamatdrias na bioguimica
clinica (KERR, 2003; KANEKO et al., 2008).

Concentracdo aumentada de proteinas totais podem indicar desidratacdo, perda de

fluidos, infecgdes, tumores e amostra hemolisada. As concentra¢fes diminuidas podem indicar
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subnutricdo, cirrose hepatica, sobreidratacdo, enteropatia, hemorragia, sindrome nefrotica e
sindrome de mal absorcdo (GONZALEZ & SCHEFER, 2003).

Casos de desnutricdo proteica grave onde a concentracdo de proteinas plasmaéticas é
drasticamente diminuida podem levar a ocorréncia de edema. Isso ocorre pois o liquido néo
sera atraido de volta para o compartimento intravascular e se acumulara nos espacos
extravasculares dos tecidos. Assim, a deficiéncia de proteina pode ser uma das causas de edema
(MURRAY et al., 2009).

Na ocorréncia de insuficiéncia hepética ha diminui¢do nos valores das proteinas totais,
levando a alteracGes gastrointestinais e renais, que podem levar ao quadro de hipoproteinemia
(LEWANDOWSKI et al., 1986; LUMEIJ, 2008). Quando da ocorréncia de inflamacéo,
peritonite, aspergilose, tuberculose e psitacose pode ocorrer diminuicdo na relagdo
albumina/globulina (JONES, 1999; LUMELJ, 2008).

As proteinas plasmaticas desempenham funcGes importantes, no entanto, quando da
ocorréncia de doencas hepaticas, ocorre deficiéncia na sintese adequada de proteinas, e caso
essa deficiéncia de proteina seja prolongada, pode levar ao comprometimento das funcdes
organicas do organismo (DUKES, 2017).

Algumas globulinas sdo sintetizadas pelas células sanguineas, enquanto certas proteinas
plasmaéticas sdo sintetizadas em outros locais, como as células endoteliais. Antes de entrar no
plasma sanguineo estas substancias atravessam a principal via secretora na célula, a membrana
endoplasmatica rugosa e membrana endoplasmatica lisa das vesiculas secretoras do aparelho
de Golgi. Neste sentido, a maioria das proteinas plasmaticas séo sintetizadas como pré-proteinas
que inicialmente contém peptideos sinalizadores da porcao terminal amino. Estas estdo sujeitas
a alteracOes traducionais que podem ser por meio de protedlise, glicdlise ou fosforilagdo a
medida que percorrem as células. De modo geral, os tempos de transito do local de sintese até
0s hepatocitos ou plasma, por exemplo, pode variar de 30 minutos a muitas horas dependendo
das caracteristicas individuais de cada proteina (MURRAY et al., 2009).

De forma geral, os principais fatores que afetam as concentragdes das proteinas totais
nas aves sdo: idade, sazonalidade, estado nutricional, condic¢des de criacdo (manejo) e doencas
(LUMELJ, 2008).

2.7.2 Albumina

A albumina € a mais importante das proteinas do plasma, representando de 40 a 50%
das proteinas totais (KANEKO et al., 2008). Sua sintese ocorre no figado e contribui com 80%
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da osmolaridade do plasma sanguineo, devido a sua abundéncia e baixo peso molecular
(DUKES, 2017). E importante reserva proteica, atua como transportadora de acidos graxos
livres, aminoacidos, metais, calcio, hormonios e bilirrubina. A albumina atua como um anion
na regulacéo do pH sanguineo (GONZALEZ & SCHEFER, 2003).

No plasma humano a albumina é a principal proteina (3,4 a 4,7 g dL*) compondo cerca
de 60% da proteina plasmatica total. No entanto, aproximadamente 40% da albumina esta
presente no plasma e os demais 60% estdo presentes no espaco extracelular. O figado sintetiza
aproximadamente 12 g de albumina por dia, 0 que representa cerca de 25% da sintese proteica
total e 50% das proteinas hepaticas secretadas. E inicialmente sintetizada como pré-proteina.
Seu peptideo sinalizador é removido a medida que passa para as cisternas do reticulo
endoplasmaético rugoso, trata-se de um hexapeptideo com grupo terminal amino que é clivado
ao longo da via secretora (DUKES, 2017).

Dos solidos do plasma mais de 70% sdo proteinas plasmaticas, principalmente albumina
plasmaética, imunoglobulinas que s&o os anticorpos circulantes, apolipoproteinas envolvidas no
transporte de lipideos, transferrina e proteinas da coagulagdo sanguinea, como fibrinogénio e
protrombina (NELSON & COX, 2014).

Em humanos a albumina é composta por uma cadeia polipeptidica de 585 aminoacidos
contendo 17 ligagdes dissulfeto. Com a utilizagéo de proteases ela pode ser subdividida em trés
dominios com funcgdes diferentes. A forma em elipse da molécula da albumina, confere a ela
uma propriedade de ndo aumento da viscosidade do plasma. Sua massa molecular é
relativamente baixa (69 kDa), porém sua concentracdo € alta, esta particularidade faz com que
a albumina desempenhe papel importante na regulacdo da pressdo osmética do plasma
(MURRAY et al., 2009).

Cada fracdo proteica contribui de maneira diferente na manutencdo da pressao osmdtica,
sendo inversamente relacionada com o peso molecular e diretamente relacionada com sua
concentracdo. Em termos numéricos significa que a pressdao osmotica estd relacionada ao
numero de particulas presentes no plasma e ndo com a massa molecular. Os pesos moleculares
da albumina, globulinas e fibrinogénio sdo de 70.000, 180.000 e 300.000 Da, respectivamente.
O peso molecular do fibrinogénio é alto e sua concentracdo plasmética € baixa, assim, sua
contribuicdo para a pressdo osmotica € pequena. Para fins comparativos, quando as
concentragOes de globulinas e albumina sdo semelhantes, a albumina contribui de duas a trés
vezes mais para a pressdo osmotica do que as globulinas, pois ha de duas a trés vezes mais

moléculas de albumina em relacdo ao mesmo peso para a globulina (DUKES, 2017).
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A albumina atua na regulacdo do equilibrio dos fluidos corporais. Seu nivel no sangue
pode ser indicativo do conteido proteico da dieta, niveis baixos de albumina no sangue sédo
devidos a falta de proteina na dieta, deficiéncia de sua producao no figado ou ainda em virtude
de doenca renal. Baixa concentracdo de albumina resulta em desequilibrio dos fluidos,
resultando em edema generalizado acompanhado de retencéo de liquido nos tecidos, ou seja, 0
desequilibrio nas concentracfes de albumina pode ser a causa de formacéo de edema. Niveis
elevados de albumina no sangue, é sugestivo de excesso de proteina na dieta, porém, a causa
mais provavel é desidratacdo, quando os niveis de liquido nos tecidos estdo baixos (HOSKINS
& HARDMAN, 2017).

Outra funcdo importante da albumina é sua capacidade de se ligar a varios ligantes, esta
propriedade é de fundamental importancia principalmente na &rea farmacoldgica. Entre os
ligantes estdo &cidos graxos livres, célcio, hormdnios, esteroides, bilirrubina e triptofano
plasmatico. Uma gama de drogas como sulfonamidas, penicilina G, dicumarol e aspirina séo
transportadas ligadas a albumina. Nota-se a sua importancia como agente transportador no
organismo (MURRAY et al., 2009).

Contudo, mudancas nas concentragdes de albumina sanguinea ocorrem lentamente. Para
que seja possivel a deteccdo de alteracfes significativas em sua concentracdo sdo necessarios
30 dias, devido a sua baixa velocidade de sintese e degradacdo. Em mamiferos, niveis de
albumina diminuidos juntamente com baixos niveis de ureia sdo indicativos de deficiéncia
proteica. Diminuicdo nos niveis de albumina com niveis normais de uréia, ou elevados,
acompanhados de niveis elevados de enzimas indicam falha hepatica (DUKES, 2017).

Hipoalbuminemia pode afetar o metabolismo de outras substancias, devido ao seu papel
como transportador, levando a queda da pressdo osmotica do plasma e ao quadro de ascite ou
edemas (GONZALEZ & SCHEFER, 2003). Em doencas hepéticas a sintese de albumina é
deprimida, em pessoas com doencas hepéticas o plasma mostra uma diminuicdo na propor¢ao
de albumina em relacdo a globulinas, esta sintese de albumina diminui principalmente em
condigdes de desnutri¢do proteica (NELSON & COX, 2014).

Niveis aumentados de albumina podem indicar: desidratacdo e perda excessiva de
fluidos. J& niveis diminuidos podem indicar: dano hepatico cronico, deficiéncia de proteina na
alimentacéo, parasitas gastrointestinais, doenca renal, hemorragia e sobreidratacdo (DUKES,
2017).

Neste sentido, tem-se a oportunidade de investigar os efeitos do jejum sobre as
concentragcdes de albumina em frangos de corte, pois, os dados de literatura ndo trazem de

maneira clara, como o jejum pode afetar este parametro bioquimico do sangue.
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2.7.3 Creatinina

A creatinina plasmatica é derivada quase que em sua totalidade do metabolismo da
creatina muscular. A creatina é produzida pelo figado, rins e pancreas e entao transportada até
0os musculos, onde é utilizada como reserva energética na forma de fosfocreatina, e sua
degradacéo a creatinina ocorre de maneira constante, sendo que aproximadamente 2% de toda
creatina é metabolizada para creatinina. A conversdo de fosfocreatina em creatinina € uma
reacdo ndo enzimatica, irreversivel e dependente de fatores estequiométricos (GONZALEZ &
SCHEFER, 2003; KLEIN, 2014).

Pode-se afirmar que a creatinina € um subproduto nitrogenado do metabolismo
muscular. A principal reacdo para sua producdo é a perda espontanea do acido fosférico da
fosfocreatinina, no masculo. Sua producédo € independente do metabolismo das proteinas e a
quantidade produzida depende da massa muscular no corpo e sua producdo é consistente e
constante, sendo sua excre¢do da mesma forma, as concentracdes plasmaticas de creatinina em
mamiferos sdo de 0,5 a 2,0 mg dL, concentragBes plasmaticas elevadas de creatinina podem
indicar doenca renal (DUKES, 2017).

A excrecdo da creatinina ocorre exclusivamente por via renal, pois ndo é reabsorvida ou
reciclada pelo organismo. Portanto, os niveis de creatinina plasmaética refletem a taxa de
filtracdo renal, niveis elevados de creatinina sdo indicativos de deficiéncia da funcionalidade
renal como, fluxo renal reduzido, hipotensdo, desidratacdo, obstrucao urinaria, doencas renais,
sindrome hepato-renal, dano muscular e exercicio intenso. J& niveis diminuidos de creatinina
sdo indicativos de insuficiéncia hepatica, sobreidratacdo e miopatia (GONZALEZ &
SCHEFER, 2003).

Neste sentido, se faz necessario investigar as concentracdes de creatinina no soro e
plasma de frangos de corte, haja vista que as aves atualmente sdo selecionadas para rapido

crescimento e deposi¢do muscular.

2.7.4 Acido Urico

A principal forma de excrecdo de componentes nitrogenados nas aves ocorre na forma
de &cido urico, ja que as aves sao animais uricotélicos (HOCHLEITHNER, 1994; THRALL et
al., 2004). Como as aves ndo possuem o ciclo da ureia ativo devido a auséncia da enzima

carbamoil fosfato sintetase, que é responsavel pela fixacdo da amonia livre nos mamiferos, as
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aves utilizam glutamina sintase mitocondrial para desintoxicar a aménia originada dos
processos metabolicos (KLASING, 1998; SAKOMURA et al., 2014).

O &cido urico apresenta menos toxicidade do que outros metabdlitos, como a aménia e
a ureia. A justificativa se deve ao fato das aves serem oviparas, onde o desenvolvimento
embrionario ocorre dentro do ovo, 0 que ndo permite a difusao de produtos de excrecdo para o
exterior (HARR, 2002). As aves sintetizam purinas e estas sdo degradadas a urato. Esse
mecanismo tem funcdo de conservagdo de agua no organismo (SAKOMURA et al., 2014).

As concentracbes de acido drico podem ser influenciadas pela idade, com valores
maiores nos animais mais jovens, com a dieta, sendo maiores nos animais alimentados com
maiores teores proteicos ou ainda em alteracbes fisioldgicas ou metabdlicas
(HOCHLEITHNER, 1994; ALONSO-ALVAREZ, 2005; CAPITELLI & CROSTA, 2013).

A avaliagdo das concentracGes séricas de acido Urico € utilizada para diagnostico de
alteracdes na funcdo renal nas aves. Nas espécies aviarias, 0 aumento é verificado quando
ocorre nivel de comprometimento renal superior de 70 a 80% (HOCHLEITHNER, 1994). A
restricdo alimentar, que implica na utilizagdo de proteinas estruturais, através do catabolismo
proteico, também pode provocar o aumento dos valores séricos de acido urico (RAJMAN et al.,
2006).

O é4cido drico tem baixa solubilidade em agua (0,4 mmol L), quando comparado com
a ureia. Sua concentrac¢do no plasma pode variar de 40 a 100 pg mL™?, dependendo do estado
nutricional da ave. Quando em jejum, ha diminuicdo da excre¢do de &cido urico. No entanto,
consumo de dieta rica em proteina leva ao aumento na excrecao renal. No sangue o nivel de
acido urico fica entre 5 e 10 mg dL, sendo raro ultrapassar esses valores, mesmo em aves

adultas que podem excretar de 4 a 5 gramas de acido Urico por dia (SAKOMURA et al., 2014).

2.7.5 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina é uma enzima glicoproteica com fungédo hidrolitica, responsavel
pela remocdo de grupamentos fosfato de muitos tipos de moléculas (KANEKO et al., 2008). A
principal atividade da fosfatase alcalina, esta relacionada com o metabolismo do célcio e
fosforo, atuando nas atividades condrogénicas e osteoblasticas, sendo fundamental para o
crescimento das aves (RAJMAN et al., 2006).

No soro sanguineo esta presente em sua forma soltvel, porém, pode ser encontrada na
maioria das membranas dos tecidos. Nas membranas canaliculares dos hepatdcitos e na

superficie luminal das células epiteliais das vias biliares, a fosfatase alcalina pode estar
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envolvida no transporte da colina através das membranas celulares. Na mucosa intestinal, mais
precisamente na borda em escova, pode estar envolvida na hidrolise e absorcdo de fosfatos
advindos da alimentagéo. E encontrada também nas membranas dos osteoblastos e é necessaria
para a mineralizacdo 6ssea (FERNANDEZ & KIDNEY, 2007).

Hochleithner (1994) observou variagdes nas concentragdes sericas de fosfatase alcalina
em aves de postura, encontrando valores maiores nas aves mais jovens, decorrentes do
crescimento 6sseo. Maior atividade da fosfatase alcalina também € observada nas aves antes da
postura, onde se tem uma demanda maior de calcio para a formac&o da casca dos ovos.

Embora muitos tecidos ou células apresentem alguma atividade da fosfatase alcalina,
células do figado, 0ssos, rins, mucosa intestinal e placenta sdo os sitios de maior atividade por
grama de tecido sendo a mucosa intestinal com maior atividade em relacdo aos demais sitios.
Entretanto, a atividade sérica da fosfatase alcalina ndo é um reflexo da concentracéo nos tecidos.
Na maioria das espécies domésticas a fosfatase alcalina intestinal ndo pode ser estimada via
soro, porém, a atividade intestinal e no figado pode contribuir com mais da metade da atividade
sérica (HOFFMANN & SOLTER, 2008).

Valores alterados da atividade da fosfatase alcalina podem indicar desequilibrio
fisioldgico, aléem daqueles de origem hepatica, podendo ser de origem patoldgica. O processo
patoldgico é o conjunto de alteracdes morfoldgicas, moleculares e/ou funcionais que surgem
nos tecidos, apdés algum tipo de agressdo por agente externo, o agente patologico
(FERNANDEZ & KIDNEY, 2007).

As aves em particular possuem pouca producédo de fosfatase alcalina, além do figado, as
aves apresentam producdo de fosfatase alcalina também nos ossos, pulmdes, musculo
esquelético, testiculos, rins e musculo cardiaco. Patos possuem maior atividade de fosfatase
alcalina no duodeno e rins, enquanto que perus tém maior atividade nos testiculos (FUDGE,
2000). Sua atividade pode ser indicativa de lesdo hepatica (KALINA et al., 1990).

Embora a fosfatase alcalina seja uma enzima bastante estudada, pode-se dizer que suas
fungdes fisiologicas ndo estdo totalmente compreendidas, a mesma pode ser localizada na
superficie de muitas células o que sugere papel no transporte de membrana (KANEKO et al.,
2008). Neste sentido, tém-se a oportunidade de investigar os efeitos da intensidade luminosa e
do jejum sobre a atividade da fosfatase alcalina em frangos de corte, haja vista que sdo poucos

os dados de literatura para esta espécie.
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3 INFLUENCIA DO TEMPO DE JEJUM E DE ESTOCAGEM SOBRE
INDICADORES BIOQUIMICOS SANGUINEOS EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO

O objetivo deste trabalho de delineamento inteiramente casualizado com estrutura de
tratamento fatorial 7 x 3 x 2 foi avaliar o efeito de 7 tempos de jejum, 3 tempos de
armazenamento em 2 frages sanguinea soro e plasma (fluoreto de sédio e EDTA K3), sobre as
concentracOes de proteinas totais, albumina, globulina, &cido Urico creatinina e atividade da
enzima fosfatase alcalina, em frangos de corte aos 45 dias de idade. Foram utilizados 70 frangos
de corte, machos Cobb 500, com 45 dias de idade distribuidos em 7 boxes (10 aves por box).
Cada box representou um dos 7 tempos de jejum. O sangue foi coletado por meio de punc¢éo da
veia ulnar em intervalos de 2 horas durante o jejum de 12 horas (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h) As
fracdes soro e plasma foram coletadas ap6s centrifugacao e analisadas apds 0, 30 e 60 dias de
armazenamento em microtubos a - 20 °C. Nao houve efeito dos tempos de jejum e estocagem
sobre as concentragdes séricas e plasmaticas de proteinas totais, albumina e globulina. Houve
efeito de estocagem para acido urico, creatinina e fosfatase alcalina com aumento das
concentragdes séricas e plasmaticas para &cido Urico e reducdo na concentracdo de creatinina e
atividade sérica da fosfatase alcalina com o aumento do tempo de estocagem. No soro,creatinina
e fosfatase alcalina apresentaram efeito quadratico, com concentracdo maxima de 0,208 mg dL-
1 com 4 horas e 32 minutos de jejum e com concentragdo minima de 2933 IU L™com 8 horas
de jejum, respectivamente. No plasma, proteinas totais, aloumina, e creatinina apresentaram
efeito quadratico para tempo de jejum, com méaxima concentracdo de 35,46 g L"*com 7 horas e
48 minutos para proteinas totais, 15,36 g L™ com 10 horas e 48 minutos para albumina, 0,18
mg dLt com 7 horas e 46 minutos para creatinina. Para as analises de proteinastotais, albumina
e globulina, pode ser utilizado soro e plasma, tempo de jejum de 12 horas e estocagem por até
60 dias a - 20 °C. Para as andlises de acido Urico, podem ser utilizadas ambasas fragdes soro ou
plasma, porém recomenda-se a analise imediata apds a colheita da amostra, podendo ser
utilizado 12 horas de jejum. Recomenda-se a utilizacdo do soro para andlise de creatinina e

atividade da fosfatase alcalina, com armazenamento de 30 dias a - 20 °C.

Palavras chave: bioquimica sanguinea, metabolismo, soro, plasma, analitos
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INFLUENCE OF FASTING TIME AND STORAGE ON BLOOD BIOCHEMICAL
INDICATORS IN CHICKENS.

ABSTRACT

The objective of this completely randomized design study with a 7 x 3 x 2 factorial
treatment structure was to evaluate the effect of 7 fasting times, 3 storage times in 2 blood serum
and plasma fractions (sodium fluoride and EDTA K3) on the concentrations of total proteins,
albumin, globulin, uric acid, creatinine and alkaline phosphatase enzyme activity, in broilers at
45 days of age. 70 broilers, male Cobb 500, with 45 days of age distributed in 7 boxes (10 birds
per box) were used. Each box represented one of the 7 fasting times. Blood was collected via
ulnar venipuncture at 2-hour intervals during a 12-hour fasting period (0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12
h). Serum and plasma fractions were collected after centrifugation and analyzed after 0, 30 and
60 days of storage in microtubes at -20 °C. There was no effect of fasting and storage times on
serum and plasma concentrations of total proteins, albumin and globulin. There was a storage
effect for uric acid, creatinine and alkaline phosphatase with increasing serum and plasma
concentrations for uric acid and a reduction in creatinine concentration and serum alkaline
phosphatase activity as the storage time increasing. In serum, creatinine and alkaline
phosphatase showed a quadratic effect, with a maximum concentration of 0.208 mg dL* with
4 hours and 32 minutes of fasting and with a minimum concentration of 2933 1U L™ with 8
hours of fasting, respectively. In plasma, total proteins, aloumin, and creatinine showed a
quadratic effect for fasting time, with maximum concentration of 35.46 g L at 7 hours and 48
minutes for total proteins, 15.36 g L™ at 10 hours and 48 minutes for albumin, 0.18 mg dL™*
with 7 hours and 46 minutes for creatinine. For the analysis of total proteins, albumin and
globulin, serum and plasma can be used, fasting time of twelve hours and storage for up to 60
days at -20 °C. For uric acid analyses, both serum or plasma fractions can be used, however,
immediate analysis is recommended after sample collection, and 12 hours of fasting can be
used. It is recommended to use serum for analysis of creatinine and alkaline phosphatase

activity, with storage for 30 days at -20 °C.

Keywords: blood biochemistry, metabolism, serum, plasma, analytes
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3.1 Introducéo

Diferencas anatomicas e fisiolégicas entre aves e mamiferos afetam os valores
bioguimicos do sangue bem como sua avaliacdo. A interpretagdo dos resultados das anélises
bioquimicas com um padrao ja conhecido pode auxiliar no diagndstico ou comparativo (HARR,
2002).

A avaliacdo bioguimica do plasma em aves permite a identificacdo de alteracdes
metabdlicas, que podem estar associadas a fatores genéticos, condi¢des de manejo, idade,
estado fisiologico ou patoldgico (HARR, 2002; ALONSO-ALVAREZ, 2005).

Os experimentos com frangos de corte visam principalmente avaliar o desempenho das
aves, sem comprometer o metabolismo e integridade sanitaria dos animais. Neste sentido, as
andlises bioquimicas do sangue sdo importantes ferramentas para o diagndstico de
enfermidades e disturbios metabdlicos, proporcionando diagndstico de maneira rapida, segura
e eficiente (YARI et al., 2014).

O tempo de jejum anterior a colheita do sangue comp@e a fase pré-analitica na area
clinica, pois pode influenciar os resultados podendo interferir na precisdo dos diagnosticos
(LIPPI et al., 2010; LIMA-OLIVEIRA et al., 2012). O jejum ou sua utilizacdo errdnea pode
influenciar nos resultados obtidos, portanto, a padronizacdo do tempo de jejum se torna
essencial para evitar resultados equivocados (LIMA-OLIVEIRA et al., 2012). Segundo Harr
(2002) a utilizacdo de 12 horas de jejum é comumente utilizada em frangos de corte para a
colheita de amostras de sangue para analises bioguimicas.

As proteinas totais no sangue, sdo comumente utilizadas para estimar a condicao
corporal das aves. Sendo que a albumina, atua como o principal meio de transporte de nutrientes
na corrente sanguinea e pode ser utilizada como fonte de proteina em condicGes de baixa
ingestdo de nutrientes ou em jejum, apresentando valores baixos em condi¢cdes de restri¢do
alimentar em aves (YAMAN et al., 2000a).

O principal produto residual do metabolismo do nitrogénio em aves é o &cido urico
(Harr, 2002), atua como regulador potente do estresse oxidativo. Concentragdes aumentadas de
acido urico estdo associados ao jejum e restrigdo alimentar (ALONSO-ALVAREZ & FERRER,
2001).

A creatinina é subproduto do metabolismo muscular, proveniente do metabolismo da
fosfocreatina musculo-esquelética (WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000). Suas

concentragOes sdo diretamente proporcionais a massa muscular e inversamente em relagdo a
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idade. Existem evidéncias de que o aumento nas concentracdes de creatinina esteja relacionado
a reducado da ingestao de racdo, jejum ou outros agentes estressores (WORK et al., 1999).

Os niveis plasmaticos de calcio e fésforo sdo dependentes da dieta e refletem intensa
atividade osteoblastica comum ao metabolismo 0sseo, necesséria para o crescimento.
Modificacdes nas concentracdes de célcio e fosforo podem estar relacionadas a atividade da
fosfatase alcalina, esta enzima esta associada ao metabolismo desses dois minerais, atuando
como mecanismo regulatorio no crescimento das aves (VINUELA & FERRER, 1997).

Aumento da atividade da fosfatase alcalina, pode ser indicativo de leséo hepética biliar
(colestase), que consiste na obstrucdo do ducto biliar, impedindo o fluxo do figado para o
duodeno. Na colestase metabolica ocorre disturbio na producdo da bile, por razdo genética ou
efeito colateral de algum medicamento. Quando isso ocorre ha dano nos hepatdcitos o que eleva
a secrecdo de fosfatases de forma indireta (GONZALEZ & SILVA, 2006).

Gatilhos fisioldgicos sdo ativados em respostas a ingestdo de alimento, o que pode afetar
os resultados bioquimicos do sangue. A ingestdo de alimento aumenta a secre¢do de acido
cloridrico no estdbmago e de bicarbonato no sangue (JOHNSON et al., 1995). Além disso, h& o
estimulo dos hormdnios insulina e glucagon, fazendo com que os nutrientes passem para a
corrente sanguinea. Portanto, a ingestdo de alimento pode causar alteracbes nos componentes
séricos e plasmaticos (BATTERHAM et al., 2002; KORBONITS et al., 2007).

A maioria dos analitos sanguineos sdo estaveis a 4 °C por até 36 horas, no entanto,
guando a analise das amostras é realizada no longo prazo (meses ou anos) a estocagem a -20 °C
é necessaria (Russel e Russel, 2007). Dados de literatura, com diferentes espécies, demostraram
que a estocagem inadequada de amostras, tanto soro como plasma, é fonte potencial de erros
pré-analiticos, que podem interferir nos resultados das concentracbes de diversos analitos
(DIVIA & JAYAVARDHANAN, 2010; OLIVEIRA et al., 2011; ODDOZE, et al., 2012;
CUHADAR et al., 2013; MOE et al., 2018).

Todavia, sdo poucos os dados de literatura que relatam a influéncia do tempo de
estocagem de amostras e seu efeito na concentracdo ou atividade enzimatica das variaveis
bioquimicas do sangue em frangos de corte, bem como da estabilidade dos parametros
bioquimicos em amostras estocadas sob refrigeracdo, ou congelamento por longos periodos
(TOTHOVA et al., 2012).

O presente estudo visou avaliar a hipotese de que o jejum e 0 tempo de armazenamento
(congelamento a -20 C°), tém efeito sobre a estabilidade de amostras de soro e plasma sanguineo

de frangos de corte, para analises bioquimicas apos centrifugacdo. Para tanto foram analisadas



amostras de soro e plasma para os parametros bioquimicos: proteinas totais, albumina,

globulina, acido urico, creatinina e fosfatase alcalina.
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3.2 Material e Métodos

Este estudo foi realizado na Universidade Estadual do Oeste do Parana — Unioeste, no
aviario experimental do Centro de Pesquisa em Avicultura do Nucleo de Estagdes
Experimentais Dr. Anténio Carlos dos Santos Pessoa, pertencente ao Campus de Marechal
Céandido Rondon-PR. Os cuidados com as aves foram tomados com o propdsito de atender ao
bem-estar animal e todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da Unioeste (CEUA) sob protocolo n° 23/20.

Para este trabalho um total de 70 pintos, machos, da linhagem Cobb 500, foram criados
até 42 dias de idade (3072+859q), recebendo agua e racéo ad libitum, e 0s mesmos cuidados
em relacdo ao manejo, iluminacdo e temperatura recomendados pelo manual da linhagem. As
dietas foram formuladas para atender as necessidades nutricionais de cada fase de criacéo das
aves de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2017), divididas em trés fases de
alimentacdo (inicial, crescimento e final).

Aos 42 dias de idade as aves foram redistribuidas em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em sete boxes (1,76 m?), com 10 aves por box, com densidade de 5,7 aves
por m2. Os boxes estavam equipados com bebedouros tipo niplle e um comedouro tubular. O
piso possuia uma camada de 10 cm de maravalha de pinus.

Aos 45 dias de idade, as aves foram mantidas em jejum por uma hora e, em seguida,
foram alimentadas por 30 minutos. Este procedimento foi adotado para que todas as aves
apresentassem o0 mesmo quadro alimentar pds-prandial. Apos esse periodo de arragoamento foi
realizada a primeira colheita de sangue. Cada um dos sete boxes representou um tempo de jejum
diferemte para a colheita de sangue (0; 2; 4; 6; 8; 10; e 12 horas). Cabe ressaltar que para fins
de colheita do sangue cada ave pertencente ao mesmo box foi considerada como sendo uma
unidade experimental.

Em cada um dos boxes foram colhidos aproximadamente 16 mL de sangue de cada
unidade experimental, 8 mL em cada tubo, sendo a primeira amostra colhida para obtencéo do
soro em tubo (BD Vacutainer®) seco para soro com ativador de coagulo (silica em po) jateado
na parede do tubo. A segunda amostra colhida foi utilizada para obtencdo do plasma em tubo
(BD Vacutainer®) com inibidor glicolitico fluoreto de sédio 5 mg e anticoagulante EDTA — K3
4 mg. Apos a colheita as amostras permaneceram 15 minutos em posic&o horizontal e, em
seguida, foram centrifugadas a 2500 rpm (1050G) por 10 minutos.

A escolha do anticoagulante fluoreto de sodio + EDTA-K3, se deu pelo fato de haver

poucos trabalhos avaliando 0 mesmo em amostras sanguineas para aves.
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Ap0s centrifugacdo e separacdo do soro e plasma, as amostras foram identificadas e
divididas em trés aliquotas, as quais foram acondicionadas em microtubos de 2 mL
(Eppendorf®) sendo uma aliquota encaminhada imediatamente ao laboratdrio para realizago
das anélises. As demais aliquotas (dois microtubos) foram estocadas a -20 °C, por periodos de
30 e 60 dias.

Para realizacdo das leituras as amostras foram descongeladas sob refrigeracdo (4 °C),
permanecendo em geladeira por 24 horas. Antes da realizacdo das anélises as amostras foram
centrifugadas em microcentrifuga para retirada de possivel formagdo de fibrina. As leituras
foram realizadas nos tempos 0, 30 e 60 dias de estocagem, por meio de espectrofotometria
utilizando analisador bioquimico automatico Flexor EL 200 da marca Elitech® (Elitechgroup,
Netherlands) utilizando reagentes, calibradores (Elical Il) e padrdes de aferigdo (Elitrol 1) da
marca Elitech®. As leituras dos indicadores bioquimicos foram as seguintes: proteinas totais,
albumina, globulina, acido Urico, creatinina e fosfatase alcalina.

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais (Total Protein Plus) foi realizada
pelo método de biureto de ponto final. O principio do método de biureto consiste na formacao
de um complexo colorido entre proteinas e sais de cobre em meio alcalino, sendo a leitura
realizada a 546 nm (RIFAI et al., 2018). A determinacdo da albumina baseou-se no método
colorimétrico verde de bromocresol (BCG) onde em pH acido (4,20) o verde de bromocresol
fixa-se seletivamente a albumina, conferindo-lhe coloracéo azul, sendo a leitura realizada a 620
nm (DOUMAS & BIGGS, 1972; WU, 2006). Os valores de globulina foram obtidos pela
diferenca entre proteinas totais e albumina. As leituras de acido Urico foram realizadas com
base no método Trinder, enzimatico colorimétrico de ponto final (TRINDER, 1969), a 540 nm.
A determinacdo dos valores de creatinina (Creatinine Jaffe) baseou-se no método de Jaffe
colorimétrico cinético, onde é medida a taxa de formacéo do complexo colorido formado entre
a creatinina e picrato alcalino, leituras realizadas a 500 nm, onde o efeito de substancias
interferentes é reduzido utilizando-se o procedimento cinético (RIFAI et al., 2018). A atividade
da enzima fosfatase alcalina (ALP — DEA SL) foi mensurada pelo método enzimatico cinético,
baseado nas recomendacgOes da Sociedade Germénica de Quimica Clinica (DGKC). Na
presenca de ions magnésio e de dietanolamina como aceptor de fosfato, o p-nitrofenilfosfato é
decomposto pelas fosfatases alcalinas em fosfato e p-nitrofenol, formando um composto
amarelo sendo as leituras realizadas a 405 nm (HENDERSON & DONALD, 2001).

Apos as leituras das amostras e obtencdo dos dados analiticos, estes foram tabulados
para realizacdo das andlises estatisticas em esquema fatorial 2 x 7 x 3 para fragdo sanguinea

(soro ou plasma), tempo de jejum (0; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 horas) e tempo de estocagem (0; 30 e
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60 dias). Os dados foram submetidos a teste de homogeneidade e normalidade, para posterior
analise de variancia sendo os testes realizados a 5% de probabilidade. Em caso de significancia
foi realizado teste F para fracdo sanguinea (soro ou plasma) e analise de regressdo para tempo
de jejum. Adicionalmente foi aplicado o teste de Scott-Kontt para tempo de jejum e tempo de
estocagem, com 0 objetivo de separar 0s tratamentos em grupos homogéneos evitando-se a
sobreposicao de médias. As interacOes de interesse para este estudo foram apaenas as interagdes
duplas, fracdo sanguinea (soro ou plasma) e tempo de jejum, e fracdo sanguinea e tempo de
estocagem. Porém, mesmo ndo havendo interacdo as mesmas foram apresentadas, sendo
avaliado os efeitos principais, tempo de jejume estocagem em cada amostra para 0s parametros
bioquimicos estudados. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o
pacote GLM do SAS (SAS, 2014).

Modelo estatistico:

Yijk=m + Ji + Ej + Fx + (J.E)ij + (3.Fik) + (E.F j%) + sijk
Em que:
Yijk = valor da variavel em estudo referente ao tratamento ijk;
m = média de todas as unidades experimentais;
Ji = efeito do jejum;
E; = efeito da estocagem;
F« = efeito da fracdo sanguinea;
J.Ejj = efeito de interacdo entre jejum e estocagem;
J.Fik = efeito de interacdo entre jejum e fracdo sanguinea;
E.Fjk = efeito de interacdo entre estocagem e fracdo sanguinea;
€ijk = erro associado a cada observagéo Yij;

3.3 Resultados

Houve diferenca entre as fracGes sanguineas (soro ou plasma) nos tempos de 0 e 2 horas
de jejum para proteinas totais e aloumina, com maior concentracdo no soro em relacdo ao
plasma. Comportamento semelhante foi observado para globulinas, porém para os tempos de 2
e 12 horas de jejum. N&o houve efeito dos tempos de jejum e estocagem sobre as concentragdes

de proteinas totais, albumina e globulina nas diferentes fragcdes sanguineas. (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias das concentragdes de proteinas totais, aloumina e globulina no soro e plasma sanguineo de frangos de corte, aos 45 dias de idade,
submetidos a diferentes tempos de jejum e periodos de estocagem das amostras

Proteinas Totais g L™ Albuminag L Globulinag L™
Jejum (horas) Soro Plasma Soro Plasma Soro Plasma
0 34,32+2,54° 32,74+2,70° 14,37+0,70° 13,78+0,74° 19,95+2,11 18,96+2,53
2 36,25+4,07° 33,66+3,19° 15,48+1,10° 14,44+0,95° 20,78+3,45° 19,22+2,46"
4 35,81+3,71 37,42+5,49 15,27+1,28 15,76+1,43 20,54+2,79 21,65+4,93
6 33,91+2,90 33,85+3,46 14,44+0,86 14,48+1,12 19,48+2,46 19,37+1,12
8 35,52+3,27 35,18+3,26 15,38+0,80 15,20+0,64 20,15+3,01 19,99+2,73
10 35,86+3,23 34,84+3,58 15,56+0,95 15,08+1,16 20,30+2,54 19,76+2,64
12 36,55+3,33 35,29+2,65 15,64+1,12 15,61+1,11 20,91+2,522 19,68+1,99"
Estocagem (dias)
0 35,67+3,56 34,87+3,70 15,10+0,96 14,97+1,07 20,57+2,92 19,90+2,98
30 35,53+3,27 34,89+3,70 15,01+1,08 14,81+1,04 20,51+2,59 20,08+3,17
60 35,19+3,40 34,37+4,02 15,37+1,20 14,94+1,52 19,82+2,64 19,43+3,01
Média 35,30+3,21 34,34+3,27 15,16+1,092 14,85+1,14° 20,07+2,45 19,49+2,49
C.V (%) 9,11 9,51 7,20 7,69 12,23 12,76
EPM 3,41 3,81 1,09 1,23 2,72 3,05
P Value
Jejum 0,9222 0,4177 0,6303 0,0948 0,1143 0,1163
Estocagem 0,6908 0,6633 0,1419 0,7144 0,1964 0,4345
Fracdo sanguinea 0,0650 0,0109 0,0762
Fracdo sanguinea * Jejum 0,5947 0,3328 0,1920
Fracdo sanguinea * Estocagem 0,9719 0,4252 0,9055
Jejum * Estocagem 0,3899 0,1160 0,1022

CV: Coeficiente de variacdo; EPM: Erro Padrdo da média; P: SignificAncia da anélise de varidncia; Letras mintsculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade

pelo teste F.
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Para a concentracdo de &cido urico houve diferenca entre as fragdes sanguineas para o
periodo de 10 horas de jejum, com maior concentracdo no plasma. Os demais tempos de jejum
ndo apresentaram influéncia sobre os valores de &cido urico sérico ou plasmatico, quando
analisado de forma individual em cada tempo de jejum. Comportamento semelhante pode ser
observado para as concentragdes de creatinina e para atividade da fosfatase alcalina, diferindo,
no entanto, os tempos de jejum entre estas variaveis, com maior concentracdo no soro (Tabelas
2).

A creatinina apresentou maior concentragcdo no soro em rela¢éo ao plasma nos periodos
de 0, 2, 6 e 8 horas de jejum. A atividade da fosfatase alcalina foi maior no soro do que no
plasma, em todos os periodos de jejum exceto no tempo de 8 horas.

Houve efeito dos tempos de estocagem das amostras (0, 30 e 60 dias), sobre
concentracdes séricas e plasmaticas de acido urico (p < 0,0001) e creatinina (p = 0,0184;
0,0010) e sobre atividade da fosfatase alcalina no soro (p = 0,0198). Para o &cido Urico
observou-se aumento dos valores séricos e plasmaticos a medida que aumenta o tempo de
estocagem, ja para creatinina e fosfatase alcalina observou-se reducédo de suas concentracdes a
medida que aumenta o tempo de estocagem.

A concentracdo de &cido Urico apresentou interacdo entre tempo de estocagem e tipo de
amostra (p = 0,0010). Para creatinina foi observado efeito de interacdo entre tipo de amostra e
tempo de estocagem (p = 0,0033), e entre tempo de jejum e tempo de estocagem (p = 0,0068).
A atividade da fosfatase alcalina apresentou efeito de interacdo entre tipo de amostra e tempo
de jejum (p = 0,0010).



52

Tabela 2. Médias das concentragfes de acido Urico, creatinina e atividade da fosfatase alcalina no soro e plasma sanguineo de frangos de corte,

aos 45 dias de idade, submetidos a diferentes tempos de jejum e periodos de estocagem das amostras

Acido Urico mg dL™ Creatinina mg dL™ Fosfatase Alcalina IU L™
Jejum (horas) Soro Plasma Soro Plasma Soro Plasma
0 3,94+1,05 4,22+0,924 0,19+0,02° 0,12+0,038° 3529+940? 24124114770
2 2,97+1,08 3,05+0,61° 0,20+0,042 0,15+0,0380 3108+1085% 2041+1383A
4 3,45%1,26 3,86+1,538 0,18+0,03 0,17+0,038 3061+8902 147249750
6 3,85+1,06 3,98+1,00 0,23+0,03? 0,2040,044° 3189+798% 1749477880
8 3,42+0,95 3,52+0,678 0,20+0,03? 0,18+0,038° 2945+1040 2432+10474
10 2,92+0,84° 3,55+0,8652 0,17+0,05 0,16+0,038 2698+810? 1833+11085°
12 3,69+0,88 3,70+0,91B 0,16+0,04 0,18+0,05" 3201+6622 121945500
Estocagem (dias)
0 2,7620,86° 3,40+1,0052 0,20+0,03" 0,18+0,05° 3307+8074¢ 1997+1089°
30 3,39+0,828 3,57+0,91B 0,19+0,0482 0,17+0,044° 3149492744 1864+1102°
60 4,25+0,98" 4,13+1,024 0,18+0,0552 0,15+0,0480 2857+96652 1778+1106°
Média 3,47+1,01 3,63+0,93 0,19+0,04° 0,16+0,04° 3104+918° 1880+1097"
C.V (%) 29,09 25,53 19,90 24,66 29,56 58,38
EPM 0,89 0,97 0,04 0,04 903 1099
P Value
Jejum 0,1673 0,0002 0,1763 0,0061 0,0511 <0,0001
Estocagem <0,0001 <0,0001 0,0184 0,0010 0,0198 0,4951
Fracao sanguinea 0,3075 <0,0001 <0,0001
Fracdo sanguinea * Jejum 0,4184 0,1107 0,0010
Fracdo sanguinea * Estocagem 0,0010 0,0033 0,5464
Jejum * Estocagem 0,2650 0,0068 0,4549

CV: Coeficiente de variagdo; EPM: Erro Padrdao da média; P: Significancia da analise de variancia; Letras minGsculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste F. Letras maitsculas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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No soro sanguineo houve efeito cubico dos tempos de jejum com melhor ajuste das
equagdes de regressdo para os valores de proteinas totais (p = 0,0555; R? = 0,48) e albumina (p
= 0,0240; R? = 0,47). Para a creatinina (p < 0,0001) e a atividade da fosfatase alcalina (p =
0,0588) houve efeito quadratico, onde a creatinina apresentou valor maximo de 0,208 mg dL!
com 4 horas e 32 minutos de jejum, e a atividade da fosfatase alcalina apresentou valor minimo
de 2933,31 IU L com 8 horas de jejum, respectivamente (Tabela 3). Para acido drico e
globulina os dados ndo se ajustaram aos modelos de regressdo estudados, bem como as
equacdes de regressdo para proteinas totais e a equacdo cubica para a atividade da fosfatase

alcalina ndo foram significativas.

Tabela 3. Equacdes de regressdo para predicad de proteinas totais, albumina, creatinina e
fosfatase alcalina em amostras de soro sanguineo de frangos de corte aos 45 dias de
idade em funcéo do tempo de jejum

Jejum
Variavel Equacdo de regressao PC R?* P-Value
Pt. totais - 0,10042*PT + 34,85893 0,19 10,0871
Pt. totais 0,01007*PT3 - 0,16721*PT2 + 0,73747*TP + 557 0,48 0,0555
34,65643
Albumina 0,07270*ALB + 14,72487 0,35 <0,0001
Albumina 0,0037*ALB? - 0,06541*ALB? + 0,35473*ALB + 5,89 0,47 0,0240
14,57037
Creatinina - 0,00271*CRT + 0,20711 0,19 <0,0001
Creatinina - 0,00092163*CRT? + 0,00835*CRT + 0,18867 453 0,55 <0,0001
Fos. - 34,24583*FA + 3309,90833 0,34 10,0302
alcalina
Fos. 8,55228*FA? - 136,87321*FA + 3480,95397 8,00 0,59 0,0588
alcalina

PC: Ponto critico obtido da derivacdo da equacdo quadratica e cubica; P-Value: Valor de p da equacéo de regressao.

No plasma sanguineo, as concentracdes de proteinas totais (p = 0,0383), albumina (p =
0,0445) e creatinina (p < 0,0001) apresentaram efeito quadratico. Para proteinas totais obteve-
se valor maximo de 35,46 g L™t com 7 horas e 48 minutos, para aloumina valor maximo de
15,36 g Lt com 10 horas e 48 minutos e para a creatinina valor maximo de 0,18 mg dL™ com
7 horas e 46 minutos de jejum (Tabela 4).

A atividade de fosfatase alcalina apresentou tanto efeito linear (p = 0,0040; R? = 0,27)
quanto clbico, sendo este Gltimo, com melhor ajuste de regressdo (p < 0,0001; R? = 0,78).
Também observou-se efeito cubico para as variaveis proteinas totais, albumina e creatinina com

melhor ajuste para 0 modelo de regressdo (Tabela 4). Os dados de acido urico e globulina ndo
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se ajustaram a um modelo de regressdo. A equacéo de regre¢do cubica para creatinina ndo foi

significativa.

Tabela 4. Equacdes de regressdo para predicdo de proteinas totais, albumina, globulina,
creatinina e fosfatase alcalina em amostras de plasma sanguineo de frangos de corte
aos 45 dias de idade em funcdo do tempo de jejum

Jejum
Variavel Equacdo de regressao PC R? p-Value
Pt. totais - 0,03883*PT? + 0,6049*PT + 33,10093 7,79 0,31 0,0383
Pt. totais 0,01247*PT3 - 0,26326*PT2 + 1,60240*PT + 7,04 0,47 0,0314
32,50243
Albumina 0,11058*ALB + 14,24393 0,46 <0,0001
Albumina - 0,01146*ALB? + 0,24808*ALB + 14,01476 10,82 0,52 0,0445
Albumina 0,00607*ALB? - 0,12079*ALB2? + 0,73401*ALB 6,63 0,69 0,0005
+13,72321
Creatinina 0,00392*CRT + 0,14021 0,40 <0,0001
Creatinina - 0,00111*CRT? + 0,01725*CRT + 0,11799 7,77 0,76 <0,0001
Creatinina 0,00010185*CRT? - 0,00294*CRT? + 9,61 0,83 0,0675
0,0254*CRT + 0,1131
Fos. alcalina - 54,16964*FA + 2204,78929 0,27 0,0040
Fos. alcalina - 6,75093*FA3 + 119,8781*FA2 — 574,58062*FA 592 0,78 <0,0001
+2496,0619

PC: Ponto critico obtido da deriva¢do da equagdo quadratica e clbica; p-Value: Valor de p da equag&o de regresséo.
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3.4 Discussao

O estresse oxidativo, causado pela exposicao das aves ao calor ou jejum, leva a formacéo
de espécies de oxigénio reativo (radicais livres) (Khan et al., 2012; Majid et al., 2015; Chand et
al., 2018), que resulta em desnaturacdo de biomoléculas como &cidos nucleicos, proteinas e
enzimas. A reducdo de ingestdo de proteina, seja através do jejum ou reducdo na dieta, pode
causar deficiéncia de aminoécidos essenciais e levar a alteragBes significativas nas
concentracdes de proteinas totais no sangue (Laudadio et al., 2012). No entanto, o periodo de
jejum de até 12 horas avaliado neste trabalho, parece néo ter influenciado de forma expressiva
a concentracdo de proteinas totais no sangue, visto que o metabolismo das aves tende a buscar
pela homeostase.

As concentracOes de proteinas totais, albumina e globulinas ndo apresentaram grandes
oscilacbes em seus valores, tanto no soro como no plasma o que pode ser reflexo do consumo
ad libitum das aves, anterior aos tempos de jejum avaliados. Os valores para concentracao de
albumina sérica encontrados neste estudo, sdo 11,86% inferiores aos reportados por Silva et al.
(2007), que avaliaram o perfil biogquimico sanguineo de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Po outro lado, os resultados para proteinas totais no soro foi 11,40% superior ao
encontrado por Chand et al. (2018), que avaliaram o perfil bioquimico sanguineo em amostras
de soro, de diferentes linhagens de frangos de corte em ambiente termo-neutro e alta
temperatura, aos 42 dias de idade.

Em condi¢des normais de producdo, com nutricdo adequada para cada fase de
crescimento, ndo ha grandes variacBes nas concentracdes de proteinas totais, albumina e
globulina no sangue com jejum de até 12 horas. A utilizacdo de 12 horas de jejum pode ser
importante quando deseja-se trabalhar com reducdo de proteina na dieta ou restricdo alimentar,
pois 0 consumo ad libitum anterior ao jejum garantira um aporte de nutrientes de maneira
adequada.

Segundo Piotrowska et al (2011) a concentracdo de proteinas totais no sangue podem
sofrer grandes variagdes nas aves, e que mudancas em suas concentragdes sdo dependentes de
fatores intrinsecos ao animal e dafuncéo fisiologica das proteinas do sangue.

Rajman et al. (2006) observaram efeito da idade e do jejum com reducdo das
concentracdes de proteinas totais e albumina plasmatica, sem alteragdo nas concentragdes de
acido urico e creatinina ao avaliarem dois diferentes programas de restricdo alimentar e

consumo ad libitum em fémeas de corte da linhagem Ross 308 dos 30 aos 100 dias de idade.
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No presente trabalho, esperava-se que com o aumento do tempo de jejum houvesse
reducdo nas concentracdes séricas e plasmaticas de proteinas totais e albumina, o que néo foi
observado. Contudo, &cido Urico e creatinina apresentaram variagcbes em seus resultados no
plasma, o que pode ser causado pela variabilidade analitica de cada metabdlito. Quando frangos
em crescimento tem consumo diminuido de proteina, a sintese de proteinas pelo figado é
reduzida. Em aves jovens pode ser observado o decréscimo significativo de proteinas ealbumina
plasmaticas (KITA et al., 1996; YAMAN et al., 2000ab).

Possiveis mudancgas no catabolismo de proteinas seriam refletidos principalmente nos
niveis de acido urico. Contudo, os tempos de jejum parecem ndo ter afetado de maneira
expressiva essa via metabdlica. Altos niveis de acido Urico estariam associados ao uso de
proteinas estruturais como fonte de energia quando as aves atingem o limite de sua capacidade
de jejum (ALONSO-ALVAREZ & FERRER, 2001).

Isso demonstra a necessidade de padronizacdo do tempo de jejum, quando da realizacéo
da colheita do sangue, pois, fatores como idade e o estado fisiologico das aves podem interferir
nos resultados. Valores mais elevados de &cido Urico em aves, podem refletir metabolismo
proteico mais intenso, principalmente em frangos de corte machos (REZENDE et al., 2019).
No entanto, o periodo de jejum de até 12 horas ndo foi suficiente para promover tais alteraces
ou distarbios metabdlicos, sobre as concentragdes de acido Urico e proteinas totais.

Silva et al. (2007) mencionaram que diferencas nos valores de compostos bioquimicos
do sangue, detectadas em frangos de corte sdo provavelmente devido as mudancas fisioldgicas
consideradas normais entre as diferentes fases de crescimento e idade.

Concentragdes superiores a 15 mg dL™! de &cido Grico no sangue sugerem alteragdes na
funcdo renal que podem ser causadas por nefrotoxinas, obstrucdo urinéria, nefrite e outras
nefropatias (Campbell et al., 2004), ou ainda associados a dieta e ao estado de hidratacdo das
aves, ndo sendo o caso do presente estudo conforme indicam os dados. Valores de acido Urico
em frangos aos 45 dias, sdo dados como normais entre 2 a 15 mg dL! (BENEZ, 2004).

Alguns compostos biogquimicos do sangue podem sofrer alteracbes em suas
concentragfes, no entanto, proteinas totais, alboumina e creatinina sdo compostos estaveis a
utilizacdo de anticoagulantes. Ceron et al. (2004) observaram estabilidade na concentragdo da
albumina no sangue de cdes quando da utiliza¢do de heparina, EDTA, citrato de sodio e fluoreto
de sodio, sendo 0 mesmo observado para creatinina, exceto quando da utilizagao do fluoreto
onde o resultado para creatinina foi 16,81% menor quando comparado com 0 soro, proteinas
totais apresentaram seus resultados reduzidos em 9,90 e 4,79% quando da utiliza¢do de citrato

e fluoreto em relacdo ao soro. Comportamento semelhante foi observado por Mohri et al.
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(2007a) em amostras de sangue equino, Mohri et al. (2007b) em sangue bovino e Mohri et al.
(2009) em amostras de sangue ovino.

Neste trabalho é possivel afirmar que proteinas totais, aloumina e globulina foram
estaveis a utilizagdo de fluoreto de sodio mais EDTA, tanto para os tempos de jejum e tempo
de estocagem. Ja creatinina e atividade da fosfatase alcalina, tendem a reduzir suas
concentracdes a medida que se aumenta o tempo de armazenamento das amostras.

A creatinina € um subproduto do metabolismo da fosfocreatinina no masculo
esquelético. Seus niveis sdo diretamente proporcionais & massa muscular e inversamente
proporcionais a idade. Alguns dados de literatura indicam aumento na excrecao de creatinina
em resposta a reducdo do consumo de ragdo, entre eles o jejum, ou outros estressores (WORK
et al., 1999; RAJMAN et al., 2006).

No presente estudo, o modelo linear de regressdo indicou reducdo da concentragdo sérica
de creatinina. Por outro lado, 0 modelo linear indicou aumento da concentracdo plasmatica de
creatinina a medida que se aumenta o tempo de jejum alimentar, de modo semelhante o modelo
quadrético indicou aumento de concentracdo até 7 horas e 46 minutos dejejum, apds esse
periodo tem-se reducdo nos valores de creatinina plasmaética.

Rodriguez et al. (2005) observaram em perdizes de patas vermelhas, reducdo da
creatinina plasmatica durante jejum prolongado de 4 dias com queda observada até o quarto dia
apos realimentacdo. Os autores sugerem que a queda na concentracdo de creatinina durante o
jejum pode ser causada por mau funcionamento do sistema renal, devido ao estresse do jejum.
Porém, como as concentracdes de acido urico deste trabalho podem ser consideradas normais,
ndo ha evidéncias de que a atividade renal tenha sido comprometida pelo tempo de jejum de até
12 horas.

A creatinina esta presente em pequenas concentracdes no soro sanguineo, pelo fato da
creatina ser excretada pelos rins antes de ser convertida em creatinina. Sua concentracdo pode
variar de 0,10 a 0,40 mg dL"! em aves (KANEKO et al., 2008). Neste trabalho, as concentracdes
ficaram em aproximadamente 50% do maximo encontrado pelos autores e de Silva et al. (2007)
que encontraram 0,46 mg dL! em frangos com 42 dias de idade.

A fosfatase alcalina estd estreitamente relacionada com o metabolismo do célcio e
fosforo e nas atividades condrogénicas e osteoblasticas durante o crescimento das aves,
principalmente nas fases iniciais. A restrigdo alimentar pode levar a maior atividade da fosfatase
alcalina em frangos, quando comparado com os alimentados ad libitum (HOCKING, 2001).

A fosfatase alcalina possui baixa atividade no figado das aves, o aumento da atividade

desta enzima no sangue esta relacionado com a atividade osteoblastica relacionado ao
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crescimento (HARR et al., 2002). Neste sentido, Rezende et al. (2019) encontraram valores
médios de atividade de fosfatase alcalina de 5868,80 + 2988,07; 2830,80 + 786,70; 2105,00 +
775,95 Ul L't em machos Cobb com 04, 12 e 20 semanas de idade, respectivamente.

Segundo os autores acima citados valores significativamente maiores da atividade da
fosfatase alcalina em aves com quatro semanas de idade em relacdo a aves mais velhas, pode
ser atribuido ao aumento das isoenzimas 0sseas circulantes, devido ao intenso crescimento e
desenvolvimento do esqueleto, principalmente nos machos. Por sua vez, Chand et al. (2018)
encontraram valores médios para a atividade da fosfatase alcalina de 7,21 1U L™ aos 42 dias de
idade, que divergem dos encontrado no presente trabalho (média geral 3104,43 1U LY).

Neste estudo, o modelo linear indicou reducdo na atividade da fosfatase alcalina, tando
no soro como no plasma, a medida que aumentou o tempo de jejum. A reducdo da atividade da
fosfatase alcalina, pode indicar reducdo da disponibilidade de célcio e fosforo provenientes da
dieta. No plasma, esse efeito pode ter sido causado pela acdo quelante do EDTA sobre o zinco
e magnesio que sdo necessarios para ativacdo da fosfatase alcalina durante a marcha
laboratorial, o que pode ter influenciado os resultados.

Contuto, ndo é possivel afirmar que o tempo de jejum de até 12 horas, tenha sido
suficiente para causar mobilizacdo do célcio e do fosforo dsseo para a corrente sanguinea. Tais
resultados, indicam que o estado fisiologico sdo fatores de interferéncia nos resultados de
analises bioquimicas do sangue nas aves.

A diferenca estatistica entre soro e plasma, observada no presente trabalho para os
valores da atividade da fosfatase alcalina, pode estar relacionada a mudancas no pH da amostra,
este estando fora do ideal para atividade da fosfatase alcalina durante a marcha laboratorial,
aliado as propriedades quelantes do EDTA, podem ter influenciado os resultados. A fosfatase
alcalina € uma enzima zinco dependente, sendo esta ativada por magnésio que também ¢é
quelado pelo EDTA (MOHRI et al., 2007). Neste sentido, sugere-se a utilizacdo do soro para
determinacdo da atividade da fosfatase alcalina, ou a utilizacdo de anticoagulante livre de
EDTA, como a heparina.

Nunes et al. (2018), ao analisarem dados de anéalises sanguineas de frangos de corte aos
45 dias de idade, reportaram que o acido Urico, a creatinina e a fosfatase alcalina possuem
grande amplitude e desvio padréo, em consequéncia apresentam elevado coeficiente de variagdo
(42,80%; 32,80%; 32,40%), respectivamente. J& proteinas totais, albumina e globulina
apresentaram valores com menor amplitude, menor desvio padrdo e menor coeficiente de
variacao (9,60%; 8,80%; 13,20%), respectivamente.
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A grande amplitude e desvio padrao reportados pela literatura, podem ter influenciado
0 baixo coeficiente de determinacdo encontrado nas equacdes de predicéo, principalmente para
atividade da fosfatase alcalina. Observa-se, que os dados de literatura para atividade dafosfatase
alcalina, possuem grande amplitude e principalmente elevado desvio padrdo (BORSAet al.,
2006; SILVA et al., 2007).

Quanto ao tempo de armazenamento Cuhadar et al. (2013) avaliaram ciclos de
descongelamento e congelamento, diferentes tempos de estocagem (0, 30, 60 e 90 dias) de
amostras de soro utilizadas em analise clinica humana e constataram aumento dos niveis de
acido urico (2,2 a 19,60%; 1,80 a 4,7%), para os ciclos de descongelamento e tempos de
estocagem, respectivamente.

No presente estudo, este percentual foi de 53,98% nas amostras de soro e 21,47% no
plasma para acido Urico, para creatinina estes percentuais foram de 10% e 16,67%, em relacao
ao tempo 0 e 60 dias de armazenamento, respectivamente. De maneira semelhante, os autores
observaram reducdo nos valores de creatinina em 10%, considerando o acido Urico e acreatinina
como os metabolitos mais instaveis ao longo do tempo e 0s mais estaveis foram proteinas totais
e albumina.

Taylor & Sethi (2011) também reportaram instabilidade para o acido Urico quando
armazenado sob refrigeracdo por até 120 horas, com incremento de seus valores em 11%, a
instabilidade também foi constatada quando este sofreu ciclos de descongelamento. No entanto,
apresentou estabilidade quando armazenado por trés meses a -20 °C. Resultados estes em
concordancia com os encontrados por Henriksen et al. (2014).

Cray et al. (2009) ao avaliarem o efeito de estocagem sob diferentes temperaturas em
amostras de soro de ratos, observaram reducdo na concentracdo de proteinas totais em 4,1%
guando as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) por sete dias, em relacdo ao
tempo zero, quando da utilizacdo de frost-free a -20 °C esta reducdo foi de 2,4%, com ultra
freezer a -70 °C houve aumento de 0,5%, sem diferenca estatistica, o tempo de estocagem foi
de 360 dias para as temperaturas de -20 °C e -70 °C.

Comportamento semelhante foi observado para albumina com reducdo de 2,7% seguido
de aumento de 6,9% e novamente reducdo de 1,90%. As maiores alteragcdes ocorreram para
atividade da fosfatase alcalina quando da utilizagéo de frost-free a -20 °C, havendo redugéo de
22,90% para fosfatase alcalina, quando comparado ao tempo zero. Quando se comparou as
formas de estocagem frost-free e ndo frost-free, ndo houve diferenga estatistica. Os autores

questionam a utilizacdo da tecnologia frost-free para armazenamento, pois esta tem ciclos
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programados de aquecimento que evitam a formacdo de gelo o que pode comprometer a
estabilidade de alguns analitos.

De modo semelhante Thoresen et al. (1995), observaram reducdo de 18% na atividade
da fosfatase alcalina em amostras de soro de cédes armazenadas por 240 dias a -20 °C, sem a
utilizacdo de frost-free, quando utilizado -70 °C esta reducédo foi de apenas 1,6%. Proteinas
totais, albumina, calcio e fosforo apresentaram estabilidade aos 90 e 240 dias de
armazenamento sob as diferentes temperaturas utilizadas, creatinina apresentou instabilidade.
Existe a possibilidade de que o comportamento dos analitos perante a estocagem tenhadiferenca
entre as espécies animais, aléem de caracteristicas das moléculas.

Possiveis mudancas devido a degradacdo da amostra e variacGes analiticas dentro das
limitacdes em que o ensaio foi realizado ndo pode ser diferenciado apenas pela andlise
estatistica. Existe a possibilidade de que os analitos demonstrem perfis de estabilidade
diferentes de acordo com sua concentracdo no sangue (TAYLOR & SETHI, 2011).

Na clinica humana Brinc et al. (2012) relataram que mudancas nas concentracdes de
alguns analitos entre eles proteinas totais, albumina e creatinina, podem ser reflexo da mudanca
de lote de reagente utilizado durante a andlise ou ainda eventos como recalibragdo do
equipamento, onde essas alteraces seriam um reflexo do método analitico e ndo do tempo de

armazenamento especificamente.

3.5 Conclusédo

Proteinas totais, albumina e globulina apresentaram estabilidade em suas concentracdes,
podendo ser utilizado soro e plasma, tempo de jejum de doze horas e estocagem por até 60 dias
a-20°C.

Para as analises de acido Urico, podem ser utilizadas ambas as fracdes soro ou plasma,
porém recomenda-se a analise imediata ap0s a colheita da amostra, podendo ser utilizado 12
horas de jejum.

Recomenda-se a utilizacdo do soro para analise de creatinina e atividade da fosfatase
alcalina, com armazenamento de 30 dias a - 20 °C. O plasma para anéalise da atividade da

fosfatase alcalina pode ser armazenado por 60 dias a - 20 °C.
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4 INFLUENCIA DA INTENSIDADE LUMINOSA, DO JEJUM PRE-
COLHEITA E DO TEMPO DE ESTOCAGEM SOBRE PARAMETROS
BIOQUIMICOS EM SORO E PLASMA DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO

O objetivo deste experimento de delineamento inteiramente casualizado com estrutura de
tratamento fatorial 2 x 7 x 5 x 2 foi avaliar o efeito de 2 intensidades de luz, 7 tempos de jejum
e 5 tempos de armazenamento sobre as concentracGes de proteinas totais, albumina, globulina,
acido drico, creatinina, calcio, fosforo e a atividade da fosfatase alcalina em 2 fracoes
sanguineas, soro e plasma de frangos de corte. 140 machos da linhagem Cobb 500 foram criados
até os 42 dias de idade. Em seguida, as aves foram redistribuidas em 7 boxes (10 aves por box)
por intensidade de luz (5 e 20 lux) até os 45 dias de idade. O sangue foi coletado de 1 box de
cada ambiente (5 e 20 lux) por meio de puncédo da veia ulnar usando tubos a vacuo com e sem
anticoagulante (fluoreto de sédio 5 mg + EDTA-K34 mg) em intervalos de 2 horas durante o
jejum de 12 horas (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h). As fracGes de soro e plasma foram coletadas apos
centrifugacdo e analisadas apds 0, 15, 30, 60 e 120 dias de armazenamento em microtubos a -
20 °C. Com excessdo da creatinina e calcio plasmatico os demais analitos apresentaram maior
concentracdo quando as aves receberam de 5 lux. As concentracdes séricas de albumina
apresentaram decréscimo de 0,097 g L™ a cada hora de jejum, ao contrario da fosfatase alcalina
aumentou de sua atividade em 38,55 1U L. Acido Urico teve minima concentragéo de 2,20 mg
dLt com 04 horas e 51 minutos de jejum. Proteinas totais teve maxima concentragio sérica
pelo modelo quadratico de regressdo de 36,18 g L™ com 04 horas e 30 minutos de jejum,
globulina com concentracido maxima de 31,03 g L™* com 06 horas de jejum, creatinina teve
maxima concentracdo de 0,182 mg dL com 5 horas e 15 minutos de jejum. O modelo linear
para calcio estimou reducéo de sua concentragao sérica em 0,09 mg dL a cada hora de jejum.
Em relacdo ao tempo de estocagem, a andlise de regressdo indicou aumento linear dos niveis
séricos de acido Urico, proteinas totais e globulina a medida que aumentou do tempo de
estocagem. Creatinina, fosforo e célcio apresentaram efeito quadratico com maxima
concentracdo aos 42, 119 e minima concentracéo aos 82 dias de armazenamento, com 0,184 mg
dL?, 6,63 mg dL? e 7,17 mg dL?, respectivamente. No plasma houve efeito quadratico para
acido urico, calcio e fosforo com ponto de minima de 2,08 mgdL™, 1,77 mgdL?e 5,03 mg dL-
1 com 3 horas e 48 minutos, 5 horas e 45 minutos e 30 minutos de jejum, respectivamente. O

modelo linear indicou reducédo da atividade da fosfatase alcalina em 24,92
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IU L a cada hora de jejum. Quanto ao tempo de estocagem, as concentracdes plasmaticas de
globulina e fosfatase alcalina apresentaram aumento dos valores em 0,0097 g L e 2,76 Ul L™
a cada dia de estocagem, contrariamente creatinina apresentou decréscimo de 0,00018 mg dL-
! Acido (rico e fosforo apresentaram méaxima concentraco de 2,64 mg dL e 5,47 mg dL* aos
101 e 62 dias de estocagem, respectivamente. Ja calcio apresentou minima concentracdo 1,02
mg dL™ aos 50 dias de estocagem, pelo modelo quadratico de regressdo. Para anélise de
proteinas totais ambas as fracbes podem ser utilizadas. O plasma pode ser armazenado por até
120 dias, para a fragdo soro recomenda-se estocagem por até 60 dias a - 20 °C. Para globulina
sérica 0s modelos de regressdo quadratico e cubico estimaram 6 e 7 horas de jejum,
respectivamente. Podem ser utilizadas ambas as fracdes soro ou plasma para mensurar acido
urico e creatinina, porém recomenda-se a analise imediata apds a colheita da amostra. As
concentragfes séricas e plasmaticas de fosforo ndo foram afetadas pelo tempo de
armazenamento, e as amostras podem ser armazenadas por até 120 dias. Ndo recomenda-se a

utilizacdo do anticoagulante ETDA para a dosagem de calcio e atividade de fosfatase alcalina.

Palavras chave: metabolismo sanguineo, luz, soro, plasma, bioquimica
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INFLUENCE OF LIGHT INTENSITY, PRE-HARVEST FASTING AND STORAGE
TIME ON BIOCHEMICAL PARAMETERS IN SERUM AND PLASMA OF
BROILERS CHICKEN

ABSTRACT

The objective of this completely randomized design experiment with a 2 x 7 x 5 x 2 factorial
treatment structure was to evaluate the effect of 2 light intensities, 7 fasting and 5 storage times
on total proteins, albumin, globulin, uric acid, creatinine, calcium and phosphorus
concentrations and alkaline phosphatase activity in 2 blood fractions, serum and plasma of
broilers. Male Cobb 500 (n= 140) were grown to 42 days of age Then, the birds were
redistributed into 7 replicate pens (10 birds per pen) per light intensity (5 and 20 lux) and grown
to 45 days of age. Blood was then collected from 1 of the 7 replicate pens from each
environment (5 and 20 lux) via ulnar venipuncture using vacuum tubes with and without
anticoagulant (5 mg sodium fluoride + 4 mg EDTA-K3) at 2-hour intervals during the 12 hours
fasting period (0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 h). Serum and plasma fractions were collected after
centrifugation and analyzed after 0, 15, 30, 60 and 120 days of storage in microtubes at - 20 °C.
With the exception of creatinine and plasma calcium, the other analytes showed higher
concentration when birds received 5 lux. Serum albumin concentrations decreased by 0.097 g
L each hour of fasting, whereas alkaline phosphatase increased its activity by 38.55 IU L™
Uric acid had a minimum concentration of 2.20 mg dL™! with 4 hours and 51 minutes of fasting.
Total proteins had maximum serum concentration by the quadratic regression model of 36.18 g
Lt with 04 hours and 30 minutes of fasting, globulin with maximum concentration of 31.03 g
Lt with 06 hours of fasting, creatinine had maximum concentration of 0.182 mg dL* with 5
hours and 15 minutes of fasting. The linear model for calcium estimated a reduction in its serum
concentration by 0.09 mg dL* each hour of fasting. Regarding the storage time, the regression
analysis indicated a linear increase in the serum levels of uric acid, total proteins and globulin
as the storage time increased. Creatinine, phosphorus and calcium showed a quadratic effect
with maximum concentration at 42, 119 and minimum concentration at 82 days of storage, with
0.184 mg dL%, 6.63 mg dL* and 7.17 mg dL, respectively. In plasma there was a quadratic
effect for uric acid, calcium and phosphorus with a minimum point of 2.08 mg dL, 1.77 mg
dL? and 5.03 mg dL%, at 3 hours and 48 minutes, 5 hours and 45 minutes and 30 minutes of
fasting, respectively. The linear model indicated a reduction in alkaline phosphatase activity by
24.92 1U L* each hour of fasting. As for the storage time, plasma concentrations of globulin
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and alkaline phosphatase showed an increase of 0.0097 g L™ and 2.76 IU L™ each day of
storage, in contrast, creatinine showed a decrease of 0.00018 mg dL . Uric acid and phosphorus
showed maximum concentrations of 2.64 mg dL™* and 5.47 mg dL* at 101 and 62 days of
storage, respectively. Calcium showed a minimum concentration of 1.02 mg dL™ at 50 days of
storage, by the quadratic regression model. For total protein analysis both fractions can be used.
Plasma can be stored for up to 120 days, for the serum fraction storage for up to 60 days at - 20
°C is recommended. For serum globulin, the quadratic and cubic regression models estimated
6 and 7 hours of fasting, respectively. Both serum or plasma fractions can be used to measure
uric acid and creatinine, but analysis is recommended immediately after sample collection.
Serum and plasma phosphorus concentrations were not affected by storage time, and samples
can be stored for up to 120 days. It is not recommended to use the anticoagulant ETDA for the
measurement of calcium and alkaline phosphatase activity.

Keywords: blood metabolism, light, serum, plasma, biochemistry
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4.1 Introducéo

Com o aumento do interesse em entender o perfil metabdlico em pesquisa com animais,
tém-se a necessidade de padronizacdo de coleta, analise e intepretacdo destes dados. Neste
sentido, a analise bioquimica do sangue é usada para dar suporte em estudos com animais. O
tempo de armazenamento pode causar variagdes nas concentragfes dos analitos, e essas
variag0es podem afetar a tomada de decises ou ainda a conclusdo de uma pesquisa. Uma
condicdo ideal seria a adocdo de protocolos de armazenamento de amostras que refletem as
diferentes condicbes de preservacao da amostra, necessarias para analitos especificos (PENG
et al., 2010).

Existe a necessidade de se determinar o tempo de estocagem das amostras de sangue,
sem que haja efeito sobre as concentracdes dos metabolitos. Dados de literatura com outras
espécies como cdes (THORESEN et al., 1995; CERON et al., 2004; SILVA et al., 2015),
cordeiros (OLIVEIRA et al., 2011), caprinos (DIVYA & JAYAVARDHANAN, 2010) e ratos
(CRAY et al., 2009; SPINELLI et al., 2012), e sobretudo humanos (CLARK et al., 2003;
JACKSON et al., 2008; PEAKMAN & ELLIOTT, 2008; TANNER et al., 2008; ZWART et
al., 2009; CUHADAR et al., 2013), demostraram efeitos distintos, quanto ao tempo de
armazenamento das amostras, reforcando a necessidade de estudos envolvendo amostras de
sangue de frangos de corte.

O jejum é empregado na maioria das andlises bioquimicas do sangue, inclusive na area
humana. Porém, ha variacGes metodoldgicas para a colheita do sangue entre estudos, podendo
ou n3o utilizar jejum (CORDOVA-NOBOA et al., 2018), ou ainda variagdes nos tempos de
jejum utilizado, sendo, em geral, de 2 a 12 horas (SADEGHI et al., 2014; BEHBOUDI et al.,
2016; ZAKARIA et al., 2017; SWARNA et al., 2018).

A colheita de sangue de animais em jejum é decorrente dos valores de referéncia serem
estabelecidos sob esta condi¢cdo (FRIEDRICHS et al., 2012). Portanto, aves quando alimentadas
podem apresentar alteracdes nos pardmetros sanguineos. Para a obtencdo de uma amostra
estavel, cada animal deveria ser avaliado levando em consideragdo o tempo de jejum que
recebeu.

A utilizagdo da restrigdo alimentar tem demonstrado modificagdes nos niveis
plasmaticos de hormdnios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) e do crescimento, que modulam o
metabolismo energético e em consequéncia impactam o ganho de peso (RAJMAN et al., 2006).
O efeito do jejum sobre as concentragdes sericas e plasmaticas em analises bioquimicas em

frangos de corte deve ser investigado.
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A medida que se avancam as horas de jejum, em um primeiro momento os animais
aumentam a mobilizacdo de gordura, reduzindo a protedlise, situacdo que gera aumento
plasmético de beta-hidroxibutirato e queda dos niveis de &cido Urico (CASTELLINI & REA,
1992; RODRIGUEZ et al., 2005).

Além dos fatores mencionados, a fracdo sanguinea a ser utilizada nas analises
bioquimicas devem ser consideradas, pois em frangos de corte os dados de literatura séo
escassos, havendo a necessidade de se invertigar a utilizacdo de ambas as fragbes em anéalises
bioguimicas (SILVA et al., 2015; BURTIS et al., 2012).

O plasma néo é apenas a fracdo liquida do sangue, mas um liquido complexo composto
por varias substancias quimicamente ativas, que fornece o meio de troca entre 0s vasos
sanguineos e as células. O plasma é composto em sua maior parte por dgua (92 a 94%), sendo
as variacdes bioquimicas encontradas dependentes da concentracdo de proteinas, visto que sdo
as substancias mais abundantes (DUKES, 2017). O plasma pode conter concentragdes mais
baixas de potassio e atividade da lactato desidrogenase, menores concentracdes de fatores de
coagulacdo, fator plaquetario e outros componentes liberados pela ativacdo plaquetéria
(LADERSON et al., 1974; HORTIN, 2006).

A intensidade luminosa e o fotoperiodo sdo extremamente importantes para frangos de
corte. A luz é um dos principais fatores de microclima na producdo de frangos de corte.
Programas de luz tém como principal funcéo influenciar a taxa de crescimento, permitindo que
as aves atinjam maturidade fisioldgica antes da maxima deposicdo de massa muscular (WAIDE,
2010; OLANREWAJU et al., 2016).

Programas de iluminagdo geralmente iniciam com 20 lux sendo reduzidos para 5 lux a
partir dos 14 dias e mantidos nesta intensidade ou menos até o final do periodo de crescimento.
No entanto, hd uma variedade de programas de iluminacdo atualmente levando em consideracao
comprimento de onda da luz, intensidade e fotoperiodo. Embora haja bom entendimento de
como o fotoperiodo afeta a producédo das aves, o conhecimento de como a intensidade da luz
pode afetar a producdo, saude e metabolismo das aves deve ser considerada (OLANREWAJU
etal., 2010).

A intensidade luminosa, bem como os programas de luz séo amplamente empregados
na avicultura, porém muito mais relacionados ao manejo, visando desempenho produtivo. Esta
pode atuar intensamente a nivel fisioldgico e inclusive alterando as concentracdes de
metabdlitos sanguineos (FIDAN et al., 2017). Neste sentido, sd0 necessarios estudos em
combinagdo com a intensidade de luz e como esta pode impactar os indices de varidveis

fisioldgicas e bioquimicas do sangue de frangos de corte (OLANREWAJU et al., 2016b).
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O presente estudo avaliou o efeito de intensidades de luz, intervalo de jejum, tempos de
armazenamento a -20 °C, sobre a concentracdo de proteinas totais, albumina, globulina, &cido
arico, creatinina, célcio, fosforo e a atividade da fosfatase alcalina no soro e plasma de frangos
de corte. Invertigou-se a hipétese de que a intensidade de luz mais baixa aumentariam as
concentracdes dos parametros bioquimicos do sangue, bem como o aumento do intervalo de
jejum e os tempos de armazenamento diminuiriam a concentracao dos parametros bioquimicos

do sangue.

4.2 Material e Métodos

Este trabalho foi realizado na Universidade Estadual do Oeste do Parand — Unioeste, em
aviario experimental do Centro de Pesquisa em Avicultura do Nucleo de Estagdes
Experimentais Dr. Anténio Carlos dos Santos Pessoa, pertencente ao Campus de Marechal
Céandido Rondon-PR.

Os cuidados com as aves foram tomados com o propdsito de buscar pelo bem-estar
animal e todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Unioeste (CEUA) sob protocolo n° 23/20.

Foram utilizados 140 frangos de corte, machos, da linhagem Cobb 500, com peso médio
de 3123+654g e com 45 dias de idade. As aves foram criadas de 1 a 42 dias de idade recebendo
agua e racdo ad libitum, e 0s mesmos cuidados em relagcdo ao manejo, iluminacao e temperatura
recomendados pelo manual da linhagem. O fotoperiodo utilizado foi de 18 horas de luz e 6
horas de escuro conforme recomendacéo para a linhagem. As dietas foram formuladas para
atender as necessidades nutricionais de cada fase de criacdo das aves de acordo com as
recomendacdes de Rostagno et al. (2017), divididas em trés fases de alimentacdo (inicial,
crescimento e final).

Aos 42 dias de idade as aves foram redistribuidas em dois ambientes dos quais diferiu-
se a intensidade de luz, 5 e 20 lux, aferida através de Luximetro Instrutherm LD-209. Utilizou-
se lampadas incandescentes de 15 e 40 watts, regulando a sua altura até obter a intensidade
desejada ao nivel dos olhos das aves. A escolha das intensidades luminosas foi em funcdo de
que as mesmas sdo utilizadas na avicultura comercial.

Cada ambiente foi composto por sete boxes (1,96 m?), equipados com bebedouros tipo
nipple e um comedouro tubular, totalizando 14 boxes, distribuidos em delineamento

inteiramente casualizado (DIC), contendo dez aves cada com densidade de 5,1 aves m™. Para
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fins de colheita de sangue cada ave pertencente ao mesmo box foi considerada como uma
unidade experimental. O piso possuia uma camada de 10cm de maravalha de pinus.

Aos 45 dias de idade, as aves foram colocadas em jejum por um periodo de uma hora,
em seguida foram alimentadas por 30 minutos. Este procedimento foi adotado para que todas
as aves apresentassem o mesmo quadro alimentar pds-prandial. ApoOs esse periodo de
arracoamento foi realizado a primeira colheita de sangue denominada de tempo 0. As demais
coletas foram realizadas apos 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de jejum.

Cada box representou um tempo de jejum para fins de colheita de sangue. A colheita de
sangue foi realizada em 01 box de cada tempo de jejum, e de cada intensidade luminosa. Para
cada intervalo de jejum utilizou-se uma nova ave, cada ave foi utilizada apenas uma vez para a
colheita do sangue. O sangue foi colhido via pungéo braquial da veia ulnar, com as aves em
declbito lateral, utilizando-se tubos especificos de coleta a vacuo (Vacutainer®) com
capacidade de 10 mL, adaptadores especificos e agulhas de 25 x 0,8mm (21G 1”) da marca
Labor Import. Foram colhidos aproximadamente 8 mL de sangue em cada tubo, sendo a
primeira amostra colhida para obtencdo do soro em tubo (BD Vacutainer®) seco para soro com
ativador de coagulo (silica em p0) jateado na parede do tubo. A segunda amostra colhida foi
destinada para obtencdo do plasma em tubo (BD Vacutainer®) com inibidor glicolitico fluoreto
de sodio 5 mg e anticoagulante EDTA — Kz 4mg. Apoés a colheita as amostras permaneceram
15 minutos em posicao horizontal e, em seguida, foram centrifugadas a 2500 rpm (1050g) por
10 minutos. A escolha do fluoreto EDTA — Kgs, deu-se pelo fato de haver poucos dados na
literatura quanto a sua utilizacdo em espécies aviarias.

Apbs a centrifugacado e separacdo do soro e do plasma, as amostras foram identificadas
e divididas em cinco aliquotas, as quais foram acondicionadas em microtubos de 2 mL
(Eppendorf®) sendo uma aliquota encaminhada imediatamente ao laboratdrio para realizaco
das andlises. As demais aliquotas (quatro microtubos) foram estocadas a -20 °C, por periodos
de 15, 30, 60 e 120 dias.

Para realizacdo das leituras as amostras foram descongeladas sob refrigeracdo (4 °C),
permanecendo em geladeira por 24 horas. Antes da realizacdo das analises as amostras foram
centrifugadas em microcentrifuga para retirada de possivel formacéo de fibrina. As anélises
foram realizadas nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 dias de estocagem, por meio de
espectrofotometria utilizando analisador bioquimico automatico Flexor EL 200 da marca
Elitech®, (Elitechgroup, Netherlands) utilizando reagentes, calibradores (Elical 11), e padrdes

de afericdo (Elitrol 1) da marca Elitech®. Foram determinadas as concentragdes de: proteinas
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totais, albumina, globulina, &cido Urico, creatinina, célcio, fosforo e a atividade da fosfatase
alcalina.

As leituras de proteinas totais (Total Protein Plus) foram realizadas pelo método de
biureto de ponto final. O principio do método consiste: as proteinas séricas formam um
complexo colorido na presenca de sais de cobre em meio alcalino, sendo a leitura realizada a
546 nm (RIFAI et al., 2018). Para albumina as leituras basearam-se no método colorimétrico
verde de bromocresol (BCG) onde em pH &cido (4,20) o verde de bromocresol fixa-se
seletivamente a albumina, conferindo-lhe uma coloracgdo azul, sendo a leitura realizada a 620
nm (DOUMAS & BIGGS, 1972; WU, 2006). Os valores de globulina foram obtidos pela
diferenca entre proteinas totais e albumina. As leituras de acido urico foram realizadas com
base no método Trinder, enzimético colorimétrico de ponto final (TRINDER, 1969), a 540 nm.
A determinacdo dos valores de creatinina (Creatinine Jaffe) baseou-se no método de Jaffe
colorimétrico cinético, onde é medida a taxa de formacdo do complexo colorido formado entre
a creatinina e picrato alcalino, leituras realizadas a 500 nm. O efeito de substancias interferentes
é reduzido utilizando-se o procedimento cinético (RIFAI et al., 2018). A atividade da enzima
fosfatase alcalina (ALP - DEA SL) foi mensurada através do método enzimatico cinético,
baseado nas recomendacdes da Sociedade Germanica de Quimica Clinica (DGKC). Na
presenca de ions magnésio e de dietanolamina como aceptor de fosfato, o p-nitrofenilfosfato é
decomposto pelas fosfatases alcalinas em fosfato e p-nitrofenol, formando um composto
amarelo sendo as leituras realizadas a 405 nm (HENDERSON & DONALD, 2001). Os valores
de calcio (Calciun Arsenazo) foram obtidos através do método colorimétrico complexométrico
direto (Arsenazo I11) de ponto final. Em meio neutro, o célcio se complexa com o arsenazo I
(&cido 2,7(-bi (2-arsenofenilazo) -1,8-diidroxinaftaleno-3,6-disulfonico), tornando a solucédo de
cor azul, cuja absorbancia entre 660 a 700 nm é proporcional a concentragédo de calcio total na
amostra (WU, 2006). A determinacdo dos valores de fdésforo foi com base no método
fosfomolibdato ultravioleta (U.V) de ponto final. Molibdato de aménio e &cido sulfurico reagem
na presenca do fosforo contido na amostra formando um complexo fosfomolibdato de amonio
medido a 340 nm.

Apos as leituras das amostras e obtencdo dos dados analiticos, estes foram tabulados
para realizagdo das anlises estatisticas em esquema fatorial 2 x 7 x 5 x 2 para tipo de amostra
(soro ou plasma); tempo de jejum (0; 2; 4; 6; 8; 10 e 12 horas); tempo de estocagem (0, 15, 30,
60 e 120 dias) e intensidade luminosa (5 e 20 lux). Os dados foram submetidos a teste de
homogeneidade e normalidade, para posterior analise de variancia, sendo o0s testes realizados a

5% de probabilidade. Em caso de significancia foi realizado teste F para tipo de amostra (soro
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ou plasma) e intensidade luminosa (5 e 20 lux m?), analise de regressdo para tempo de jejum e
tempo de estocagem. Adicionalmente foi aplicado teste de Scott-Kontt para tempo de jejum e
tempo de estocagem, com o objetivo de separar os tratamentos em grupos homogéneos
evitando-se a sobreposicdo de médias. Foram apresentadas apenas as interacdes de interesse
para este estudo, sendo fracdo sanguinea (soro ou plasma) e tempo de jejum, fragdo sanguinea
e tempo de estocagem e fragdo sanguinea e intensidade luminosa. Todos os procedimentos
estatisticos foram realizados utilizando o PROC GLM do SAS (SAS, 2014).

Modelo Estatistico:

Yiw=m+ Ji + Ej + F + Li (J.E);j + (J.Fik) + (J.Lat) + (E.F jx) + (E.Lji)) + (F.Lx1) + &iji

Em que:

Yijk = valor da variavel em estudo referente ao tratamento ijkl;

m = média de todas as unidades experimentais;

Ji = efeito do jejum;

E; = efeito da estocagem;

F« = efeito da fracdo sanguinea;

L, = efeito da intensidade luminosa;

J.Eij = efeito de interacdo entre jejum e estocagem;

J.Fik = efeito de interacdo entre jejum e fracdo sanguinea;

J.Lii = efeito de interacdo entre jejum e intensidade luminosa;
E.Fjk = efeito de interacdo entre estocagem e fragdo sanguinea;
E.L; = efeito de interagcdo entre estocagem e intensidade luminosa;
FL« = efeito de interacdo entre fragdo sanguinea e intensidade luminosa;

gijki = erro associado a cada observagéo Yijk.

4.3 Resultados

N&o houve efeito dos tempos de jejum tanto no soro como no plasma sobre as
concentracOes de proteinas totais. A concentracdo sérica de albumina apresentou estabilidade
em seus valores até quatro horas de jejum, apartir de seis horas até 12 horas de jejum as
concentragdes sao similares. As concentracdes de globulina no soro foram maiores nos tempos
de duas até 8 horas de jejum, e menor concentragdo nos tempos 0, 10 e 12 horas de jejum
(Tabela 5).
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As concentracdes plasmaticas de albumina e globulina ndo foram afetadas pelos tempos
de jejum. Entretanto, quando analisado de forma individual em cada tempo de jejum, observa-
se maior concentragdo no soro para globulina e maior concentragéo no plasma para albumina.

Houve efeito do tempo de estocagem sobre as concentragdes sérica de proteinas totais e
globulina, com maior concentracao obtida aos 30 e 120 dias de estocagem. Para albumina, as
maiores concentracdes foram aos 30 e 60 dias de estocagem, tanto no soro como no plasma.
Com relagdo a intensidade luminosa observa-se maior concentracdo de proteinas totais,

albumina e globulinas quando da utilizagéo de 5 lux (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias das concentragdes de proteinas totais, albumina e globulina no soro e plasma sanguineo de frangos de corte, aos 45 dias de idade,
submetidos a diferentes tempos de jejum, intensidade luminosa e periodos de estocagem das amostras

Proteinas Totais g L™ Albuminag L* Globulinag L*
Jejum (horas) Soro Plasma Soro Plasma Soro Plasma
0 34,90+3,47 34,54+2,75 15,44+1,42% 15,59+1,26 19,55+2,4852 18,66+1,85"
2 36,84+2,97 36,23+3,17 15,79+1,294° 16,20+1,23° 20,98+2,1244 19,94+2,25P
4 37,14+3,39 36,31+3,48 15,52+1,224° 16,31+1,29° 21,44+2 5472 20,20+2,66°
6 35,91+2,81 35,08+3,02 14,83+0,885° 15,84+1,41° 20,99+2,06% 19,18+1,90°
8 35,50+3,052 34,30+2,94° 15,02+1,418 15,39+1,22 20,91+2,56 19,33+2,21°
10 35,21+3,05 35,23+3,33 14,85+1,218° 15,81+1,41° 20,68+2,38B2 19,91+2,14°
12 34,63+2,75° 36,57+2,872 14,47+1,08%° 15,71+1,27° 20,32+2,218° 21,2242 47?
Estocagem (dias)
0 35,13+2,978 34,77+2,88 15,12+1,15%° 15,59+1,18%2 20,05+2,51B2 19,1742,17°
15 35,353,448 35,24+3,08 15,01+1,188° 15,71+1,1582 20,31+2,5082 19,42+2,22°
30 36,593,114 35,87+3,32 15,37+1,224° 16,19+1,30" 21,08+2,19% 19,84+2,43P
60 35,25+2,938 35,47+3,26 15,14+1,18%° 15,92+1,19% 20,11+2,238 19,64+2,34
120 36,27+3,224 35,74+3,37 15,04+1,778° 15,78+1,78B2 21,94+1,98% 20,82+2,25°
Intensidade Lum. (lux)
5 37,03+2,924¢ 36,41+2,997 15,64+1,15%° 16,27+1,23% 21,58+2,28%¢ 20,31+2,234
20 34,44+2,908 34,44+3,108 14,68+1,255° 15,42+1,2852 19,83+2,1852 19,22+2,338P
Média 35,01 34,74 15,14 15,85 20,707 19,75°
C.V (%) 8,92 9,03 8,56 8,37 11,57 11,87
EPM 2,91 3,04 1,21 1,26 2,23 2,28
P Value
Jejum 0,1916 0,2947 < 0,0001 0,0563 < 0,0001 0,4139
Estocagem 0,0006 0,5695 0,0281 0,0026 0,0338 0,8644
Intensidade Luminosa 0,0284 0,0125 < 0,0001 <0,0001 0,0106 0,0206
Fracdo sanguinea * Jejum 0,0389
Fracdo sanguinea * Estocagem 0,3645
Fracdo sanguinea * Int. Luminosa 0,7182

C.V: Coeficiente de variagdo; EPM: Erro Padrdo da média; P: Significancia da andlise de variancia; Letras minGsculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste F entre soro e plasma. Letras maiGsculas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. Letras maidsculas na coluna diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste F para intensidade luminosa
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Os tempos de jejum afetaram as concentracdes séricas e plasmaticas de acido urico e
creatinina. As maiores concentracdes de &cido Urico foram obtidas nos tempos 0, 8, 10 e 12
horas de jejum e menor concentracdo entre 2 e 6 horas de jejum, tanto no soro como no plasma
(Tabela 6).

A creatinina apresentou maior concentracdo sérica e plasméatica com 6 horas de jejum,
com as maiores concentragdes sendo obtidas na fragdo soro quando comparado com o plasma
entre os tempos de jejum.

O acido Urico apresentou aumento de suas concentracfes a medida que aumenta o tempo
de estocagem, ja a creatinina apresentou reducdo em suas concentracdes a medida que
aumentou o tempo de estocagem (Tabela 6).

Maior concentracdo de acido urico no soro foi obtida quando da utilizacdo de 5 lux. A
concentracdo de creatinina plasmatica foi maior quando da utilizacdo de 20 lux. As
concentracOes plasmaticas de &cido Urico e as concentracBes séricas de creatinina ndo foram

afetadas pela intensidade luminosa.
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Tabela 6. Médias das concentragdes de acido Urico e creatinina no soro e plasma sanguineo de
frangos de corte, aos 45 dias de idade, submetidos a diferentes tempos de jejum,
intensidade luminosa e periodos de estocagem das amostras

Acido Urico mg dL™

Creatinina mg dL™

Jejum (horas) Soro Plasma Soro Plasma
0 2,77£0,69%%  2,43+0,86"° 0,17+0,06%% 0,15+0,07"°
2 1,9940,778  2,08+0,74® 0,17+0,055% 0,14+0,06"°
4 1,81+0,64®  1,83+0,70® 0,16+0,03%% 0,11+0,03%°
6 2,28+0,82%8  2,11+0,81% 0,19+0,04% 0,16+0,044
8 2,761,074  2,59+1,01* 0,16+0,06%% 0,14+0,06"°
10 2,93+1,16%  3,13+1,09% 0,160,07%% 0,13+0,065°
12 2,563+0,86"°  3,02+1,03% 0,14+0,06%* 0,10+0,055°
Estocagem (dias)
0 2,08+0,91¢  2,05+0,91° 0,16+0,04%% 0,13+0,03F°
15 2,26+0,96%  2,32+0,93%  0,20+0,05% 0,18+0,06""
30 2,38+0,86%  2,38+0,95% 0,17+0,045%% 0,12+0,045°
60 2,52+0,838  2,52+0,97% 0,18+0,04% 0,15+0,055"
120 2,97+0,98%  2,95+1,03* 0,12+0,08@ 0,09+0,06°
Intensidade Lum. (lux)
5 2,54+0,98" 2,39+0,97  0,16+0,06° 0,13+0,05%"
20 2,34+0,928 2,47+¢1,02  0,17+0,06% 0,14+0,06"°
Média 2,44 2,45 0,172 0,13°
C.V (%) 39,18 40,98 33,88 42,75
EPM 0,95 0,99 0,05 0,06
P Value
Jejum < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001
Estocagem <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Intensidade Luminosa 0,0132 0,2828 0,1733 0,0295
Fracdo sanguinea * Jejum <0,0001 <0,0001
Fracdo sanguinea * Estocagem 0,9811 0,0015
Fracdo sanguinea * Int. Luminosa < 0,0001 0,6320

CV: Coeficiente de variagdo; EPM: Erro Padrdo da média; P: Significancia da analise de variancia; Letras
minusculas na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F entre soro e plasma. Letras
maidsculas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. Letras maitsculas
na coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F para intensidade luminosa.

Os tempos de jejum afetaram a atividade sérica e plasmaética da fosfatase alcalina e as
concentragOes de célcio. Maior atividade da fosfatase alcalina foi obtida no soro com 8 e 12
horas de jejum, no plasma, maior atividade foi obtida com 2 horas de jejum, apds esse tempo
tem-se reducéo de sua atividade (Tabela 7).

As maiores concentracOes séricas de calcio foram obtidas com 2 e 4 horas de jejum e,
apos esse periodo, observou-se reducdo de sua concentragdo. No plasma, as concentracGes de
calcio apresentaram uma dindmica diferente. As concentraces séricas de fosforo forammaiores
nos tempos de 4 e 6 horas de jejum e, ap0ds este periodo, as concentracdes foram estaveis. As

concentragOes plasmaticas de fosforo ndo foram afetadas pelos tempos de jejum.
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Houve efeito do tempo de estocagem sobre a atividade sérica da fosfatase alcalina com
maior atividade aos 15 e 120 dias. A maior concentracao sérica de calcio foi obtida no tempo 0
de estocagem, apos este periodo a concentracdo tendeu a reduzir. As concentracGes séricas e
plasmaticas de fosforo ndo foram afetadas pelos tempos de estocagem.

A intensidade luminosa afetou a atividade da fosfatase alcalina no plasma, com maior
atividade quando utilizado 5 lux. Maior concentracdo plasmatica de célcio foi obtida com 20
lux. A atividade sérica da fosfatase alcalina, as concentracfes séricas de calcio e as
concentragdes séricas e plasmaticas de fosforo ndo foram afetadas pela intensidade luminosa
(Tabela 7).



Tabela 7. Médias da atividade da fosfatase alcalina e concentracdo de calcio e fosforo no soro e plasma sanguineo de frangos de corte, aos 45 dias

de idade, submetidos a diferentes tempos de jejum, intensidade luminosa e periodos de estocagem das amostras

Fosfatase Alcalina Ul L Célciomg dL™ Fosforo mg dL*
Jejum (horas) Soro Plasma Soro Plasma Soro Plasma
0 3497+969° 3394+10648 8,59+1,6452 1,47+0,617° 5,660,645 5,10+0,51°
2 3705+£10528 4005+10724 8,78+1,20% 1,01+0,4280 5,56+0,58B2 4,89+0,47°
4 3488+10468 3265+11268 8,76+1,28% 1,03+0,4980 5,820,604 5,15+0,55°
6 3671+7938 3103+922¢0 8,37+1,3952 1,01+0,378° 6,04+0,5742 5,37+0,45P
8 3969+1025% 3435+10465° 7,59+1,67¢ 0,92+0,545° 5,48+0,5882 5,17+0,51°
10 3687199282 3036+1226° 7,73+1,26% 1,74+1,047° 5,61+0,5980 5,92+0,79?
12 3994+10607 3169+1534 7,79+1,14% 1,84+1,024° 5,73+0,578 5,84+0,96
Estocagem (dias)
0 3595+94282 3262+1222° 9,64+1,00% 1,21+0,66" 6,15+0,58? 5,14+0,72P
15 392949694 3388+1103° 8,56+1,6352 1,20+0,67" 5,79+0,48? 5,24+0,70P
30 359097482 3260+1081° 7,96+1,0352 1,19+0,78P 5,61+0,56° 5,35+0,66"
60 3564+11208 3340+1268 7,49+1,0082 1,1740,75P 5,68+0,60? 5,49+0,65P
120 3909+968"° 3469+1233° 7,49+1,2882 1,67+0,88° 5,29+0,52 5,37+0,71
Int. Lum. (lux m?)
5 3749110522 3508+10564° 8,28+1,54% 1,07+0,5750 5,69+0,62° 5,18+0,56°
20 3684+959? 3179+1278B0 8,18+1,37¢ 1,50+0,894° 5,71+0,61° 5,46+0,80°
Média 3717 3344 8,232 1,29° 5,702 5,33°
C.V. (%) 27,08 35,38 17,69 60,13 10,76 13,18
EPM 1007 1172 1,46 0,74 0,61 0,69
P Value
Jejum 0,0036 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0360 1,000
Estocagem 0,0127 0,5350 0,0006 0,6991 0,0612 1,000
Int. Lum. 0,4435 0,0002 0,4492 0,0448 0,1334 1,000
Fracdo sanguinea * Jejum < 0,0001 < 0,0001 0,2764
Fracdo sanguinea * Estocagem 0,4229 0,0309 0,2867
Fracdo sanguinea * Int. Luminosa. 0,0309 0,3610 0,2632

CV: Coeficiente de variacdo; EPM: Erro Padrdo da média; P Value: Significancia da anélise de variancia; Letras minGsculas na mesma linha diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste F entre soro e plasma. Letras maitsculas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probalidade pelo teste de Scott Knott. Letras maitsculas na mesma
coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste F para intensidade luminosa.
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Houve efeito linear dos tempos de jejum, sobre a fracdo sérica da albumina e fosfatase
alcalina. Também foi observado, efeito quadratico e cubico para acido Urico, proteinas totais,
globulina e creatinina e ainda efeito linear e cubico para calcio (Tabela 8).

A albumina apresentou decréscimo de sua concentracio em 0,097 g L™ a cada hora de
jejum. De modo contrario, a fosfatase alcalina apresentou aumento de sua atividade em 38,55
UL

Quando observado o efeito quadratico para as concentracfes séricas de &cido Urico este
apresentou concentracio minima estimada de 2,20 mg dL! com 4 horas e 51 minutos de jejum.
Para o efeito clibico tém-se minimo de 1,85 mg dL* com 3 horas e 13 minutos, maximo de 2,83
mg dL com 9 horas e 48 minutos e concentracio média de 2,33 mg dL* com 6 horas e 30
minutos de jejum, respectivamente.

Para proteinas totais observou-se maxima concentracdo sérica de 36,18 g L com 4
horas e 30 minutos de jejum, estimada pelo modelo quadratico de regressao. Ja para 0 modelo
clibico este estimou maximo de 36,79 g L™ com 3 horas e 22 minutos, minimo de 34,75 g L
com 10 horas e 43 minutos, ponto médio obtido com 7 horas de jejum, valor este de 35,76 g L
1.

O modelo quadratico de regressdo para globulina estimou maxima concentracdo de
21,03 g L! com 6 horas e 4 minutos de jejum. J4 o modelo cubico estimou nivel maximo de
21,33 g L't com 3 horas e 51 minutos, nivel minimo de 20,19 g L™* com 10 horas e 18 minutos
e nivel médio de 20,75 g L™ com 7 horas e 4 minutos de jejum, respectivamente. Para a
creatinina observou-se comportamento contrario a globulina tendo sua concentracdo minima
0,17 mg dL! com 1 hora e 52 minutos de jejum, concentragio maxima (0,19 mg dL*) com 7
horas e 57 minutos e nivel intermediario 0,18 mg dL™ atingido com 4 horas e 54 minutos de
jejum, respectivamente.

O modelo linear para a variavel célcio estimou queda em sua concentracdo sérica de
aproximadamente 0,09 mg dL™! a cada hora de jejum. O modelo de regresséo clbico estimou
maxima concentragio sérica de 8,85 mg dL* com 2 horas e 19 minutos, minimo de 7,62 mg
dL"! com 10 horas e 4 minutos, e concentragdo média de 8,23 mg dL com 6 horas e 11 minutos
de jejum, respectivamente. Os dados para a variavel fosforo ndo se ajustaram a nenhum dos

modelos de regressdo propostos.
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Tabela 8. EquacOes de regressao para predicdo de acido Urico, proteinas totais, albumina,
globulina, creatinina, fosfatase alcalina e calcio em amostras de soro sanguineo de
frangos de corte aos 45 dias de idade em funcdo do tempo de jejum

Jejum
Variavel Equacdo de regressao PC R® p-Value
Acido Urico 0,01084*AU? - 0,10497*AU + 2,45114 4,84 0,30 0,0002
Acido Urico - 0,00702*AU® + 0,13696*AU? - 0,66216*AU + 6,50 0,99 <0,0001
2,77668
Pt. totais - 0,03199*PT? + 0,28940*PT + 35,61535 452 0,63 0,0012
Pt. totais 0,01015*PT? - 0,21448*PT2 + 1,0956*PT + 7,05 0,91 0,0010
35,14432
Albumina - 0,09738*ALB + 15,68917 0,77 <0,0001
Globulina - 0,02799*GLB? + 0,33905*GLB + 20,00464 6,06 0,75 0,0002
Globulina  0,00869*GLB?®—0,18412*GLB? + 1,02877*GLB + 7,06 0,94 0,0002
19,60167
Creatinina - 0,00048792*CRT? + 0,00513CRT + 0,16783 526 0,57 0,0021
Creatinina - 0,00014543*CRT? + 0,00213*CRT? - 489 0,61 0,0035
0,00642*CRT + 0,17458
Fos. alcalina 38,54876*FA + 3460,62057 0,55 0,0006
Calcio - 0,08725*CA + 8,75509 0,72 <0,0001
Célcio 0,00531*CA?3 - 0,09849*CA? + 0,3707*CA + 6,18 0,94 <0,0001
8,44906

PC: Ponto critico obtido da derivagdo da equagdo quadratica e cUbica; p-Value: Valor de p da equacéo de regressao.

Os periodos de estocagem (0, 15, 30, 60 e 120 dias) apresentaram efeito linear sobre as
concentracdes séricas de acido Urico, efeito linear e cubico sobre proteinas totais e globulina e
efeito quadratico sobre as concentragdes de creatinina, célcio e fosforo (Tabela 9).

O modelo linear indicou aumento das concentracdes séricas de acido Urico, proteinas
totais e globulina, & medida que o tempo de estocagem das amostras aumentou. Ja o modelo
cubico para proteinas totais indicou maximo de 36,06 g L™ com aproximadamente 30,5 dias,
minimo de 34,77 g L™ aos 85 dias e ponto médio de 35,41 g L aos 58 dias de estocagem. Para
a globulina observou-se concentragdo méaxima (20,83 g L) aos 28 dias, minima de 19,79 g L
! e nivel médio de 20,27 g L%, aos 84 e 56 dias de estocagem, respectivamente.

O efeito quadratico obtido para creatinina indicou méxima concentracdo de 0,184 mg
dL aos 42 dias de armazenamento, sendo que apds este periodo as concentragdes séricas de
creatinina foram decrescentes. Calcio e fosforo tiveram comportamento contrario. Calcio
apresentou minima concentragio (7,17 mg dL) atingida aos 82 dias de estocagem e o fosforo
atingiu concentragdo minima (5,40 mg dL™) aos 119 dias, ap6s este periodo seus valores

tornaram-se crescentes.
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Os dados da albumina e atividade sérica da fosfatase alcalina para tempo de estocagem

ndo se ajustaram aos modelos de regressao linear, quadratica ou cubica.

Tabela 9. EquacOes de regressdo para predicdo de &cido urico, proteinas totais, globulina,
creatinina, calcio e fésforo em amostras de soro sanguineo de frangos de corte aos
45 dias de idade em funcao do tempo de estocagem das amostras

Estocagem
Variavel Equacdo de regressao PC R?  p-Value
Acido urico 0,00534*AU + 2,15506 0,99 <0,0001
Pt. totais 0,01101*PT + 35,22616 0,22 0,0014
Pt. totais 0,00001367*PT3 - 0,00237*PT? + 0,1031*PT + 57,81 0,68 0,0011
34,734
Globulina 0,01161*GLB + 20,08578 0,61 <0,0001
Globulina 0,00001189*GLB? - 0,00201*GLB? + 56,35 0,91 0,0002

0,08542*GLB + 19,74873
Creatinina - 0,00000665*CRT?2 + 0,00055736*CRT +0,17233 41,91 0,79 <0,0001

Calcio 0,00033445*CA? - 0,05510*CA + 9,44293 82,37 0,97 <0,0001
Fosforo 0,00004333*FOS? - 0,01034*FOS + 6,01190 119,32 0,84 0,0115

PC: Ponto critico obtido da derivacdo da equagdo quadratica e cUbica; p-Value: Valor de p da equacéo de regressao.

Os modelos de regressdo quadratico e cubico demostraram efeito dos tempos de jejum
sobre 0s niveis plasmaticos de &cido Urico, efeito cubico para proteinas totais, albumina e
creatinina, efeito linear e clbico para globulina e atividade da fosfatase alcalina e efeito
quadratico para célcio e fosforo (Tabela 10).

Pelo modelo quadratico, acido Grico apresentou minima concentragdo (2,08 mg dL™)
atingida com 3 horas e 48 minutos de jejum. O modelo cubico de regressdo, estimou minima
de 1,88 mg dL"* com 3 horas e 8 minutos, maxima 2,92 mg dL™* com 11 horas e 11 minutos e
concentragdo média de 2,40 mg dL! com 7 horas e 09 minutos de jejum, respectivamente.

Conforme o modelo cubico de regressdo proteinas totais apresentou maxima
concentracdo de 36,22 g L™ com 3 horas de jejum, minima de 34,48 g L* com 8 horas e 45
minutos e concentracio média de 35,35 g L™ atingido com 5 horas e 52 minutos de jejum,
respectivamente. Os valores plasmaticos da albumina apresentaram comportamento
semelhante, maximo de 16,28 g L™* com 2 horas e 51 minutos, minimo de 15,45 g L™ com 9
horas e 17 minutos e tendo seu ponto médio 15,87 g L™* com 6 horas e 4 minutos de jejum,
respectivamente. Creatinina apresentou comportamento oposto em relacdo as proteinas totais e
albumina, tendo sua concentragdo maxima de 0,161 mg dL"* com 8 horas e 39 minutos, minima
de 0,128 mg dL* com 2 horas e 37 minutos e nivel médio de 0,144 mg dL* com 5 horas e 38

minutos de jejum, respectivamente.
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O efeito linear dos tempos de jejum, sobre a atividade da fosfatase alcalina no plasma
indicaram reducéo de sua atividade em 24,92 1U L™ a cada hora de jejum. Entretanto, o modelo
explica apenas 33% da variabilidade ocorrida com os dados para esta variavel, conforme indica
seu R?=0,33. Ja o modelo cubico indicou atividade maxima de 3702 IU L? com
aproximadamente 2 horas de jejum, minimo de 3119 1U L™ com 8 horas e 47 minutos e
atividade média 3411 1U L™t com 5 horas e 38 minutos de jejum.

Houve efeito quadratico para as concentracdes plasmaticas de célcio e fosforo. Calcio
apresentou reducao de suas concentragdes com ponto de minima de 0,91 mg dL"* com 5 horas
e 45 minutos de jejum. Apds este periodo suas concentracdes tornaram-se crescente. Fosforo
apresentou minima concentragio de 5,03 mg dL1. No entanto, acredita-se que metabolicamente

30 minutos de jejum ndo tenha impacto sobre os niveis plasmaticos de fosforo.

Tabela 10. Equacgdes de regressdo para predicdo de acido Urico, proteinas totais, albumina,
globulina, creatinina, fosfatase alcalina, célcio e fosforo em amostras de plasma
sanguineo de frangos de corte aos 45 dias de idade em funcao do tempo de jejum

Jejum

Variavel Equacao de regressao PC R? p-Value

Acido drico 0,01502*AU? - 0,11445*AU + 2,30164 3,81 0,78 <0,0001

Acido drico - 0,00401*AU? + 0,08603*AU? - 0,42081*AU + 7,15 0,96 <0,0001
2,47348

Pt. totais 0,01809*PT2 - 0,31789*PT2 + 1,41041*TP + 586 0,92 <0,0001
34,36136

Albumina 0,00622*ALB? - 0,11324*ALB? + 0,49448*ALB + 6,07 0,71 <0,0001
15,64616

Globulina 0,07125*GLB + 19,12838 0,40 0,0023

Globulina 0,01187*GLB?® - 0,20449*GLB? + 0,91498*GLB + 5,74 0,93 <0,0001
18,71675

Creatinina - 0,00029765*CRT? + 0,00503*CRT? - 563 0,64 <0,0001

0,02012*CRT + 0,15123
Fos. alcalina - 24,92117*FA + 3587,80220 0,33 0,0387
Fos. alcalina 3,6163*FA? - 58,09088*FA? + 183,42613*FA+ 535 0,42 0,0006
3538,50442
Calcio 0,01576*CA? - 0,18108*CA + 1,43202 5,75 0,83 <0,0001
Fosforo 0,00502*P? - 0,00487*P + 5,03092 0,49 0,79 0,0065

PC: Ponto critico obtido da derivacdo da equagdo quadrética e clbica; p-Value: Valor de p da equagdo de regressao.

Houve efeito do tempo de estocagem sobre as concentra¢fes plasméticas, sendo efeito
linear para &cido Urico, globulina, creatinina e atividade da fosfatase alcalina, efeito quadratico

para calcio e fosforo, efeito linear e cibico para proteinas totais (Tabela 11).
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Pelo modelo linear &cido urico, globulina e atividade da fosfatase alcalina apresentaram
aumento de seus valores em 0,0045 mg dL?, 0,0097 g L e 2,76 IU L™, respectivamente, a
medida que se aumenta uma unidade nos dias de estocagem das amostras. De modo contrario,
creatinina apresenta decréscimo de seus valores em 0,00018 mg dL ™.

Célcio apresentou minima concentragdo de 1,02 mg dL! aos 50 dias de estocagem. Ja
fosforo apresentou maxima concentragio de 5,47 mg dL™* aos 62 dias de estocagem, pelo
modelo quadratico de regressao.

Proteinas totais apresentou aumento de suas concentragdes em 0,0144 g L a medida
que se aumentou o tempo de estocagem. Quanto ao modelo cubico, este estimou maximo de
35,56 g L aos 38 dias, minimo de 35,32 g L™ aos 78 dias e nivel médio de 35,44 g L™* com 58

dias de estocagem das amostras.

Tabela 11. Equacdes de regressdo para predicdo de acido drico, proteinas totais, globulina,
creatinina, fosfatase alcalina, célcio e fosforo em amostras de plasma sanguineo de
frangos de corte aos 45 dias de idade em funcdo do tempo de estocagem das

amostras.
Estocagem
Variavel Equacdo de regresséao PC R?  p-Value
Acido drico 0,0045*AU + 2,1687 0,96 <0,0001
Pt. totais 0,01437*PT + 34,81924 0,40 <0,0001
Pt. totais 0,00000723*PT? - 0,00126*PT? + 0,06421*PT + 5598 0,91 0,0572
34,54292
Globulina 0,00972*GLB + 19,12720 0,89 <0,0001
Creatinina -0,00017711*CRT + 0,14927 0,40 0,0014
Fos. alcalina 2,75686*FA + 3345,40744 0,60 0,0204
Célcio 0,00008025*CAZ - 0,00799*CA + 1,21783 49,67 0,98 <0,0001
Fosforo - 0,00009113*P? + 0,01140*P + 5,11032 62,64 0,99 <0,0001

PC: Ponto critico obtido da derivacdo da equagdo quadrética e clbica; p-Value: Valor de p da equagdo de regressao.
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4.4 Discussao

Os metabdlitos sanguineos refletem o estado nutricional de modo imediato das aves.
Existem algumas divergéncias entre autores com relacdo ao tipo e idade a que as aves sdo
submetidas ao jejum ou restricdo alimentar, ou ainda a intensidade e duracdo desta restricdo
(RAHIMI et al., 2015).

As concentracOes séricas e plasmaticas de proteinas totais, bem com as concentragoes
plasmaticas de albumina e globulina ndo foram influenciadas pelo tempo de jejum de até 12
horas. A concentracdo de proteinas totais reflete o equilibrio das proteinas circulantes, sendo
assim, o tempo prolongado de jejum nédo influenciou a mobilizacdo de proteinas dos tecidos
musculares e sua sintese ou degradacéo pelo figado.

Diferencas nos valores de compostos bioquimicos do sangue, encontradas neste
trabalhos em relacdo aos reportados na literatura, sdo provavelmente devidas as mudancas
fisioldgicas consideradas normais entre as diferentes fases de crescimento em frangos de corte.
Proteinas totais e as concentracfes plasmaticas de albumina e globulinas ndo tiveram grandes
oscilacbes em suas concentracdes, o0 que pode ser reflexo do consumo ad libitum das aves,
anterior aos tempos de jejum avaliados (SILVA et al., 2007).

Principalmente, as proteinas totais e a albumina podem sofrer variagdes nas aves e
mudancas em suas concentra¢des sao dependentes de fatores intrinsecos do animal e da funcéo
fisioldgica das proteinas do sangue. Possiveis variagdes, nas concentracdes de proteinas totais
e albumina no sangue, pode ser efeito direto da alta demanda por aminoacidos que sdo
demandados pelo intenso crescimento das aves atualmente (PIETROWSKA et al., 2011).

Alteracbes nas concentracbes em certos metabdlitos sanguineos podem ser um
indicativo do tipo de reserva de energia utilizada durante o jejum. A concentracdo de &cido
uarico no sangue é um indicativo de catabolismo protéico, pois as aves excretam acido Urico
como produto final do metabolismo do nitrogénio (SCANES, 2015). No entanto, quando
comparamos 0s resultados de acido Urico e proteinas totais ndo é possivel afirmar que houve
mobilizacdo de proteina e sua utilizagdo como fonte de energia durante as 12 horas de jejum.

Para uma andlise mais aprofundada, seria necessario avaliar as concentragdes séricas e
plasmaticas de B-hidroxibutirato (B-OHB), que é um dos corpos cetbnicos produzidos apos
oxidacdo de &cidos graxos resultante da hidrélise de triglicerideos, para verificar se houve
mobilizacdo de proteinas ou &cidos graxos como principal fonte de energia durante o jejum (LE
MAHO et al., 1981; CHEREL et al., 1988b; BOISMENU et al., 1992). Neste sentido, a analise

das concentragdes séricas e plasmaticas de triglicerideos também se faz necessaria. No entanto,
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em aves os niveis de B-hidroxibutirato estdo sujeitas a maior variacdo do que o0 acetoacetato,
ambos estdo relacionados com reacgdes de catabolismo.

Demir et al. (2004) relataram que a albumina sanguinea pode sofrer aumento de 25%
em sua concentracdo, ou ainda sofrer decréscimo de até 50 % dependendo da idade e do tempo
de restricdo alimentar, anterior a coleta e analise sanguinea. Os dados para albumina em relagéo
ao tempo de jejum, do presente estudo, ndo tiveram comportamento que corroborem com o0s
encontrados pelos autores.

O periodo até os 45 dias de idade é caracterizado por amplo suprimento de aminoacidos
para o crescimento. O figado tende a manter a sintese de proteinas séricas para sintese de
proteina muscular. Alteragdes nas concentracdes de proteinas totais e albumina, podem estar
associadas a mudancas na nutri¢do, pois a racdo final possui menor teor proteico, ou ainda
alteracdes no consumo de alimento ou intensa deposicdo proteica pode influenciar a
concentragdo de proteinas no sangue (THOTAVA et al., 2019).

As concentracbes de proteinas totais do presente estudo, estdo condizentes com a
literatura, ndo sendo possivel afirmar que a composicdo nutricional da racdo final tenha
influenciado nas concentragdes sericas e plasmaticas de proteinas totais e albumina.

A explicacdo bioldgica para a ndo reducdo de proteinas totais e albumina ndo esta
totalmente clara, mas pode estar relacionado ao curso do tempo do metabolismo pds-prandial
para estes analitos (MORA et al., 2008). Em avaliacGes na area clinica humana, por exemplo,
as concentracOes séricas de calcio ndo foram influenciadas pelo periodo p6s-prandial quando
colhidas amostras de sangue uma, duas e trés horas ap6s a ingestao de alimento (THODE et al.,
1985).

O jejum pode causar estresse oxidativo, que leva a formacdo de espécies de oxigénio
reativo (radicais livres) (Khan et al., 2012; Majid et al., 2015; Chand et al., 2018), o que
resultaria em desnaturacdo de biomoléculas como &cidos nucleicos, proteinas e enzimas, devido
a reducdo de ingestdo de proteina, seja através do jejum ou reducdo na dieta o que poderia
causar deficiéncia de aminoacidos essenciais e levar a alteragdes nas concentracdes de proteinas
totais no sangue (Laudadio et al., 2012).

Alteragdes nas concentracoes séricas € plasmaticas de proteinas totais, acido urico e 3-
hidroxibutirato, indicariam uma mudanca na utilizacdo de proteinas versus lipidios durante o
jejum prolongado (BOISMENU et al., 1992). Como o periodo de jejum de até 12 horas, ndo
influenciou de maneira expressiva as concentracdes de proteinas totais e &cido urico, ndo é

possivel afirmar que houve mobilizacdo de proteinas como fonte de energia.
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A diminuicdo na concentracao de proteinas totais, provavelmente estaria seguida de uma
reducdo nas concentragdes sanguineas de aminoécidos glicogénicos, como lisina, alanina,
serina e glutamina (CUENDET et al., 1975; BRADY et al., 1978; FREMINET & LECLERC
1980, GOODMAN et al., 1980; LE NINAN al., 1988).

Valores de &cido urico em espécies aviarias sdo dados como normais de 2 a 15 mg dL”
! (Benez et al., 2004). Concentragdes superiores a 15 mg dL no sangue sugerem alteracdes na
funcéo renal (Campbell et al., 2004) ou ainda, associados a dieta e estado de hidratacdo das
aves. No entanto, acredita-se que estes fatores ndo comprometeram os resultados de &cido urico
deste trabalho, que podem ser considerados normais, ndo havendo evidéncias de que a atividade
renal tenha sido comprometida pelo tempo de jejum de até 12 horas, pois, a concentracdo média
geral do &cido rico foi de 2,45 mg dL™.

Segundo Rezende et al. (2019), valores mais elevados de acido Urico podem refletir
metabolismo proteico mais intenso em frangos, principalmente em machos. Isso pode ser
devido ao melhoramento genético das aves que atualmente sdo selecionadas para intensa
deposicdo proteica.

Os resultados do presente estudo para acido Urico e proteinas totais aos 45 dias de idade
foram 60,50% e 39,38% inferiores, tanto no soro como no plasma, aos reportados por Rahimi
et al. (2015) que encontraram valor médio de 3,90 mg dL* e 49,80 g L1, respectivamente.

Possiveis alteracBes nas concentracdes de acido urico podem ser devido a sua funcao
antioxidante. A exposi¢do da amostra a temperatura ambiente até sua centrifugacdo ou durante
a marcha laboratorial pode resultar em degradacdo (ELLIOTT & PEAKMAN, 2008). Porém, a
medida que as amostras eram coletadas e processadas, acredita-se que este tempo entre a coleta
e 0 processamento da amostra ndo tenham influenciado os resultados dos analitos avaliados.

Quanto ao tempo de estocagem, Peng et al. (2010), ao avaliarem amostras de soro e
plasma de ratos, concluiram que o tempo de armazenamento pode aumentar as variacdes nas
concentragdes dos analitos. E que essas variacdes podem afetar as conclusfes da pesquisa e a
tomada de decisdo. O intervalo entre a colheita do sangue e a analise da amostra deve ser uma
preocupacdo metodoldgica, pois pode influenciar a precisao dos dados em estudos com animais.

Cada analito sanguineo pode responder de maneira diferente ao tempo e condi¢cfes de
estocagem, bem como fatores relacionados a espécie animal. Cray et al. (2009) observaram
estabilidade para proteinas totais, aloumina, fosfatase alcalina, calcio e fosforo em amostras de
soro de ratos a -20 °C por 90 dias. Em amostras de sangue de frangos de corte, Nunes et al.

(2018) confimaram essa estabilidade.
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No presente trabalho, as concentracdes plasmaticas de proteinas totais, globulinas e
atividade da fosfatase alcalina e as concentracdes séricas e plasmaticas de fosforo apresentaram
estabilidade aos tempos de estocagem. Quando aplicado teste de média, quanto aos efeitos de
regressdo no soro e plasma, uma possivel explicacdo, seja a variabilidade analitica intrinsica a
cada analito avaliado.

Thoresen et al. (1995) também afirmaram que a estocagem ndo interferiu nas
concentracdes de proteinas totais, aloumina, calcio e fosforo em amostras de soro de cées,
apresentando estabilidade por até 240 dias quando mantidos a -20 °C e -70 °C, mesmo havendo
oscilacBes estes se mantiveram dentro dos niveis de referéncia.

Na clinica humana Hostmark et al. (2001) avaliaram o efeito de longo periodo (até 25
anos) de armazenamento do soro a -25 °C e constataram ndo haver grandes oscilacdes nas
concentracdes para albumina. Através de analise de regressao estimaram aumento de 0,28 g L~
! por ano. Uma possivel explicagdo para elevacdo nas concentracdes para longos periodos de
armazenamento é o desdobramento de proteinas, expondo aminoacidos aromaticos que reagem
(ligam-se) com o verde de bromocresol utilizado na anélise de albumina.

Pelas concentracfes séricas e plasmaticas da albumina obtidas neste estudo, parece
pouco provavel que a concentracdo de albumina na populagdo avaliada tenha sido influenciada
pelos tempos de armazenamento. Sugere-se que as propriedades de ligacdo do verde de
bromocresol possam variar entre albumina humana e de frangos de corte.

Uma teoria comum é gue o metabolismo do sangue pode levar a alteracbes na amostra.
Neste sentido, o congelamento visa interromper o metabolismo dos eritrécitos e leucdcitos
(KNOWLES et al., 2006). No entanto, ndo esti totalmente clara como a dindmica do
congelamento e descongelamento da amostra pode afetar a concentracdo de certos analitos. Para
0 &cido Urico que apresentou aumento de sua concentracdo a medida que se aumentou o tempo
de estocagem, este efeito pode ter sido causado por mudancas na concentracdo de agua na
amostra (LADERSON et al., 1974). Além disso, sugere-se que com 0 aumento do tempo de
estocagem possa ter ocorrido desdobramentos de proteinas ou enzimas influenciando nos
resultados.

No presente trabalho, as concentragdes plasmaticas de proteinas totais, globulina,
fosforo e atividade da fosfatase alcalina foram representativas do tempo zero ao longo do tempo
de armazenamento, quando aplicado o teste de Scott Knott. Para as concentracfes séricas, cada
analito teve um efeito em particular.

Na clinica humana, Clark et al. (2003) avaliando a estocagem de amostras de sangue

total em EDTA sob refrigeracdo (4 °C) e temperatura ambiente (21 °C), por sete dias antes da
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centrifugacdo, observaram estabilidade para proteinas totais e albumina, em comparacdo com
amostras imediatamente processadas. A reducdo na concentracao destes dois analitos foi de 4%.
Menor estabilidade foi apresentada pela creatinina com aumento de 20% em seus valores em
relacdo a amostra refrigerada. Mencionam ainda, que nao observaram alteracGes significativas
para os analitos considerados estaveis em amostras de plasma armazenadas a -80 °C durante até
cinco anos.

Jensen et al. (2008) recomendaram algumas condicGes pré-analiticas a fim de garantir
melhor qualidade nos resultados, como: manutencdo da temperatura entre 20 e 25 °C durante
armazenamento e transporte e que este tempo de armazenamento sem centrifugacdo nao seja
superior a seis horas. As amostras do presente trabalho foram processadas 15 minutos apés a
colheita, ndo sendo possivel afirmar que o tempo entre a colheita e centrifugacéo tenha afetado
0s resultados.

Leino & Koivula (2009) confirmaram a estabilidade de amostras ndo centrifugadas por
até seis horas em temperatura de 8 a 22 °C, para albumina, creatinina, fosfatase alcalina e calcio,
com excessao do fésforo, condizentes com os resultados encontrados por Peakman & Elliott
(2008) e Zwart et al. (2009).

Em trabalho semelhante, Tanner et al. (2008) avaliaram trés diferentes tempos (04, 12
e 24 horas) e temperaturas de armazenamento (15 25 e 35 °C) antes do processamento das
amostras. Os autores observaram que a creatinina, o célcio e o fésforo foram os analitos que
apresentaram menor estabilidade a esta etapa pré-analitica quando comparados ao tempo zero.

Diante do exposto, a etapa pré-analitica pode exercer algum impacto sobre os resultados
0 que pode levar a possiveis erros de interpretacdo e confiabilidade. Portanto, a padronizacao
dos processos é fundamental para a confiabilidade dos resultados. Esses cuidados foram
tomados para que 0s possiveis efeitos da etapa pré-analitica fossem minimizados ao maximo.

Oliveira et al. (2011) observaram diferenca significativa para proteinas totais em
amostras de soro ovino armazenado a -20 °C por até 28 dias. Os valores mostraram-se
aumentados quando comparadas ao soro fresco (tempo 0). De modo semelhante, Comis et al.
(2006) em amostras de soro equino, também observaram aumento nas concentracdes de
proteinas totais apos 30 dias de armazenamento e diminuicdo dos valores apds 60 e 90 dias de
armazenamento a -20 °C.

As concentragBes de calcio encontradas na fragdo plasma, sofreram interferéncia do
anticoagulante utilizado. O EDTA é um &cido contendo quatro grupos de acido e dois grupos
de amina contendo um par de elétrons que quelam o célcio e demais metais divalente. O célcio

€ necessario para que ocorra a ativacdo de ampla gama de enzimas necessarias a cascata de
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coagulacao e sua remocéo evita a coagulacdo (BANFI et al. 2007). Isso explica as diferencas
nas concentracOes entre a fracdo soro e plasma. Neste sentido, ndo recomenda-se a utilizagéo
do EDTA para mensurar a concentracdo de calcio plasmatico.

Uma possivel explicacdo para maior concentracdo de certos analitos no soro em relacao
ao plasma, pode ser atribuida a acdo que anticoagulantes de baixo peso molecular, como 0
fluoreto de sodio, podem exercer sobre a amostra. O efeito osmotico de anticoagulantes de
baixo peso molecular tende a remover uma quantidade de agua do interior dos eritrocitos
transferindo-a para o plasma, o que ocasionaria uma diluicdo das concentragdes plasmaticas de
alguns metabdlitos (ALPER et al., 1974). Segundo Grande et al. (1964), essa remoc¢éo de agua
dos eritrocitos, pode fazer com que ocorra maior diluicdo dos constituintes plasmaticos,
resultando em menor concentracdo dos analitos nessa fragdo sanguinea. Cabe destacar ainda,
que pode ocorrer redistribuicdo osmdtica entre as células sanguineas e o plasma, podendo
interferir nos resultados dos analitos (GRANDE et al., 1964).

A utilizagdo do anticoagulante fluoreto de sddio pode interferir analiticamente na
espectrofotometria, pois este pode provocar a formacao de fibrina nas amostras durante a coleta
(FERNANDEZ et al., 2013; AL-KHARUSI et al., 2014; BONETTI et al., 2016). Deve-se ap0s
a separacao do plasma, ser observado a formacéo de fibrina, e se possivel, realizar uma nova
coleta ou realizar a centrifugacdo da amostra com maior forca de gravidade.

O manejo e intensidade de luz é um importante fator na producdo de frangos. Os
programas de luz comumente utilizados iniciam com 20 lux, reduzindo para 5 lux ou menos.
Olanrewaju et al. (2010) ndo observaram efeito de diferentes intensidades de luz (0,5; 3,0 e 20
lux) sobre parametros hematol6gicos e concentracdo de proteinas totais, havendo aumento nas
concentracdes de triglicerideos e HDL, analitos da via glicolitica em frangos de corte dos 21
aos 56 dias de idade.

De modo contrério, no presente estudo, houve efeito da intensidade luminosa sobre as
concentragdes dos metabolitos avaliados. Maiores concentracfes dos analitos foram observados
para a intensidade de 5 lux, o que pode ser devido ao menor estimulo e atividade fisica das aves
em relacéo a intensidade de 20 lux. Aves expostas a 20 lux dispenderiam maior quantidade de
energia para atividades fisicas e ndo para o crescimento (OLANREWAJU et al. 2008;
OLANREWAJU et al. 2010). Isso pode ser observado nas concentracfes de creatinina deste
trabalho, que € um indicador da atividade muscular, sendo que seus valores foram maiores na
intensidade de 20 lux.

As concentragdes de proteinas totais, albumina e globulina foram maiores a 5 lux, o que

pode justificar o melhor crescimento das aves sobre essa intensidade luminosa, pois tem-se um
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aumento de proteinas circulantes, e como a albumina é uma proteina transportadora, hd maior
aporte de nutrientes para o crescimento muscular. 1sso justifica a utilizag&o da intensidade de 5
lux na avicultura industrial.

Olanrewaju et al. (2012) avaliaram diferentes intensidades de luz (0,2; 2,5; 5; 10; e 25
lux), em frangos de 28 a 56 dias de idade, sobre pardmetros hematoldgicos e observaram que
somente para a intensidade de 0,2 lux houve aumento do pH, Na*, K*, CI" e reducdo na presséo
de CO2, hemoglobina e hematdcrito. Tais resultados estdo relacionados a menor movimentagéo
das aves e maior taxa respiratoria. Sugere-se que o pH do sangue possa atuar na regulacdo da
respiracdo e que também possa ter influéncia no controle quimico da respiracéo, pois o sistema
respiratorio participa do equilibrio &cido-base sanguineo.

Olanrewaju et al. (2013) ndo observaram efeito da intensidade luminosa sobre as
concentragdes séricas de proteinas totais e calcio, sendo mais importante o fotoperiodo, porém
este ndo foi um fator avaliado neste estudo.

Acredita-se que maiores concentracdes de proteinas totais estejam relacionadas com a
maior concentracdo do horménio triiodotironina (T3), encontrado por Olanrewaju et al. (2013)
em fotoperiodo longo e regular ou intermitente, tais resultados podem estar associados a maior
deposicdo proteica ou pode estar relacionado a maior ingestdo de alimento durante o periodo
de luz.

No presente trabalho, o fotoperiodo utilizado (16L:8E), foi igual para ambas as
intensidades, e estas tiveram efeito sobre os metabolitos avaliados. Como as aves foram
expostas as diferentes intensidades por apenas trés dias antes da colheita de sangue, questiona-
se se este tempo foi suficiente para causar alteracdes a nivel metabolico nas aves.

Olanrewaju et al. (2014) ao avaliarem intensidades de luz semelhantes as deste trabalho
(0,2; 2,5; 5; 10; e 25 lux m), encontraram diferenca sobre os niveis de calcio, em duas
linhagens de frangos de corte (Ross 308 e Ross 708). Os pesquisadores avaliaram também o0s
niveis de triiodotironina (T3), tiroxina (T4), corticosterona e parametros hematoldgicos, nao
havendo diferenca estatistica. As diferentes intensidades de luz a que as aves foram expostas
ndo causaram estresse, capaz de causar alteraces nas concentragdes de corticosterona.

Os resultados deste trabalho para creatinina e calcio plasmatico, tiveram maior
concentragdo quando da utilizacdo de 20 lux, sendo 6 e 40,18% em relagdo a 5 lux,
respectivamente. As concentracdes séricas de proteinas totais, albumina, globulina e &cido drico
foram 7; 6,14; 8,11 e 7,87% menores a 20 lux, em relacdo a 5 lux. Ja as concentracfes
plasmaticas de proteinas totais, alboumina, globulina e atividade da fosfatase alcalina foram

menores a 20 lux, sendo 5,41; 5,22; 5,37 e 9,38%, respectivamente.
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A reducdo ou aumento na concentracdo de parametros bioquimicos sdo dependentes de
diversos fatores dentre eles fisioldgicos e metabdlicos. As variagdes nas concentracdes de
alguns analitos avaliados neste trabalho, podem estar relacionadas com a variabilidade analitica,
pois, mesmo avendo diferenca estatistica, ndo é possivel afirmar que esta diferenca seja
clinicamente significativa e que tenha comprometido os resultados em termos bioldgicos e

fisioldgicos.

4.5 Conclusao

Para proteinas totais ambas as fracfes podem ser utilizadas. O plasma pode ser
armazenado por até 120 dias, para a fracdo soro recomenda-se estocagem por até 60 dias a - 20
°C.

Para globulina sérica os modelos de regressdo quadratico e cubico estimaram 6 e 7 horas
de jejum, respectivamente.

Podem ser utilizadas ambas as fraces soro ou plasma para mensurar acido urico e
creatinina, porém recomenda-se a analise imediata ap0ds a colheita da amostra.

As concentracdes séricas e plasmaticas de fosforo ndo foram afetadas pelo tempo de
armazenamento, e as amostras podem ser armazenadas por até 120 dias.

Com excessao da creatinina e calcio plasmatico as demais variaveis apresentaram maior
concentracdo quando da utilizagéo de 5 lux, tanto no soro como no plasma.

N&o recomenda-se a utilizacdo do anticoagulante ETDA para a dosagem de calcio e

atividade de fosfatase alcalina.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Ha necessidade de se ampliar os estudos com frangos de corte utilizando-se de outros
anticoagulantes a fim de avaliar a estabilidade dos parametros bioquimicos sanguineos nas
diferentes fragOes soro e plasma. Pode ser avaliado ainda um tempo maior de jejum por até 24
horas e como este interfere nas concentragdes dos parametros bioquimicos do sangue em
frangos de corte. Sugere-se ainda mensurar as concentracbes de B-hidroxibutirato e
acetoacetato, com o intuito de verificar se ha ocorréncia de mobilizagéo de proteinas ou lipidios
como fonte de energia.

Sugere-se para uma pesquisa futura a exposicao das aves as diferentes intensidades de
luz de 01 até 45 dias e avaliar o consumo de alimento sob diferentes intensidades de luz e se
este tera impacto sobre as concentragdes séricas e plasmaticas dos metabdlitos avaliados. Tais
sugestoes justificam-se, pois, sdo escassos 0s dados de literatura sobre os efeitos da intensidade

luminosa sobre pardmetros bioquimicos do sangue em frangos de corte.
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