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RESUMO

COMIS, Miriam Bordinhdo, M.S., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2006. Influéncia do tempo e temperatura sobre a estabilidade de
constituintes do soro e plasma sanglineos de eqlinos Mangalarga
Marchador. Orientador: José Dantas Ribeiro Filho. Co-Orientadores:
Maria Verbnica de Souza e Claudio Lisias Mafra de Siqueira.

O estudo da influéncia do tempo e da temperatura sobre a
estabilidade dos constituintes do soro e do plasma sanglineos tem merecido
destaque nas pesquisas, devido a sua importancia no diagnostico e
prognéstico de dversas enfermidades, bem como ao namero limitado de
estudos que envolvem esses efeitos sobre 0s constituintes bioquimicos de
equinos. Procurouse verificar possiveis alteragcdes nos constituintes do soro
e do plasma sangtiineos de dez equinos Mangalarga Marchador, adultos e
clinicamente sadios. As amostras foram submetidas aos seguintes métodos
de armazenamento: temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), refrigeracéo a
5°C e congelamento a -20 e -76°C. As analises laboratoriais foram
realizadas em 11 tempos, ou seja, tempo zero imediatamente apds a coleta,
12, 24, 36, 48 horas apos e 7, 15, 30, 60, 90 e 180 dias apOs a obtencéo das
amostras. Foram determinados os valores de albumina, sédio, potassio,
cloreto (Cl), magnésio (Mg), bilirrubina total, creatinina, uréia, fosfatase
alcalina (FA), gama-glutamil-transferase (GGT), aspartato aminotransferase

(AST), creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), proteinas



plasmaticas totais (PPT), fibrinogénio, glicose e lactato. Nas amostras
mantidas sob temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), houve diminuicdo nos
valores da albumina (12, 24 e 36 horas), lactato (48 horas) e FA (48 horas) e
aumento nos valores do fibrinogénio (12, 24 e 36 horas) e sédio (36 e
48 horas). Nas amostras refrigeradas a 5°C, os valores da albumina (7 e 15
dias), do potéssio (15 e 30 dias), do AST (15, 30 dias) e da LDH (15 e
30 dias) diminuiram e houve aumento na concentracdo da bilirrubina total
(30 dias) e uréia (30 dias). As amostras congeladas a -20 °C apresentaram
diminuicdo nos valores dos constituintes: PPT (60 e 90 dias), Cl (90 dias),
FA (90 e 180 dias) e LDH (90 e 180 dias) e aumento das PPT (30 dias), Cl
(30 dias) e creatinina (90 dias). Nas amostras congeladas a -76°C os valores
da albumina (180 dias), CI (90 dias), creatinina (180 dias) e FA (90 e
180 dias) diminuiram e houve aumento das PPT (30 e 60 dias), Cl (30 dias)
e FA (60 dias). Ocorreram alteracdes significativas nos constituintes
sanglineos em todos os tempos e temperaturas estudados, com excecédo da
glicose, do magnésio, da GGT e da CK. Apesar das altera¢gbes observadas,
ocorreu predominio na estabilidade das varidveis durante toda a fase
experimental, o que permite concluir que cada constituinte tem o seu tempo

e a sua temperatura ideais de armazenagem.
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ABSTRACT

COMIS, Miriam Bordinhdo, M.S., Universidade Federal de Vicosa, July 2006.
Influences of time and temperature on stability of serum and plasma

constituents of Mangalarga Marchador horses. Adviser: José Dantas
Ribeiro Filho. Co-Advisers: Maria Veronica de Souza and Claudio Lisias
Mafra de Siqueira.

The study of time and temperature influences on stability of serum and
plasma constituents has deserved prominence on research due its great
importance as source of diagnosis and prognosis of several diseases, as well
due to a limited number of studies involving these effects on biochemical
constituents of horses. Possible alterations on the activity of serum and
plasma constituents were verified on 10 adults and clinically healthy MM
horses (Mangalarga Marchador). Samples were submitted to the following
storage methods: room temperature (16.6 to 29.6°C), cooling (5°C) and
freezing (-20°C and -76 °C. Laboratorial analysis were performed in 11
different times: time zero immediately after sample collection, 12, 24, 36, 48
hours after; and 7, 15, 30, 60, 90 and 180 days after collection of samples.
The constituents determined were albumin, sodium, potassium, chloride (ClI),
creatinine, urea, total bilirubin, magnesium, alkaline fosfatase (FA), gamma-
glutamyl transferase (GGT), aspartate aminotransferase (AST), creatine
kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH), total plasma protein (PPT),

fibrinogen, glucose and lactate. Results obtained on samples at room
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temperature (16.6 to 29.6°C) revealed a decrease on values found in the
following blood constituents: albumin (12, 24 and 36 hours), lactate (48
hours) and FA (48 hours), in the same group it had increased values on
fibrinogen (12, 24 and 36 hours) and sodium (36 hours). Samples at cooling
(5°C) presented decreased values on albumin (7 and 15 days), potassium
(15 and 30 days), AST (15 and 30 days) and LDH (15 and 30 days), and
increased values on total bilirubin (30 days) and urea (30 days). Samples
freezed at -20 °C showed decreased values on the bllowing constituents:
PPT (60 and 90 days), Cl (90 days), FA (90 and 180 days) and LDH (90 and
180 days); and increased values on PPT (30 days), Cl (30 days) and
creatinine (90 days). Samples freezed at -76°C presented decreased values
of albumin (180 days), ClI (90 days), creatinine (180 days) and FA (90 and
180 days); increased values of PPT (30 and 60 days), Cl (30 days) and FA
(60 days). Significative alterations occurred on the blood constituents studied
at all times and temperatures with exception of glucose, magnesium, GGT
and CK. Despite the observed alterations, stability of the variables prevailed
during all experimental period, assenting the conclusion that each constituent

has its proper time and temperature for storage.
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INTRODUCAO

Os exames bioquimicos, realizados com amostras de plasma e soro
sanguineos, sdo importantes ferramentas para o auxilio ao diagnostico de
diversas enfermidades que acometem os animais domésticos ODORETTO,
1996; KANEKO, 1997). O perfil bioquimico funciona como indicador dos
processos adaptativos do organismo, no metabolismo energético, protéico e
mineral, além de oferecer indicativos na interpretacdo do funcionamento
hepatico, renal, pancreatico, 6sseo, muscular, cardiaco, do sistema nervoso
central e do trato gastrintestinal (GONZALEZ e SILVA, 2003).

O conhecimento das concentracdes fisioldgicas dos constituintes
bioquimicos dos equideos nas suas diferentes fases da vida constitui a base
para a avaliacdo das alteracdes patolégicas nos quadros mérbidos,
facilitando o diagnostico das enfermidades (SCHALM et al., 1975; HARVEY
etal.,, 1984). Nos estados patolégicos esses valores sangiiineos normais
podem sofrer alteragcbes, que, de modo geral, nem sempre sé&o
caracteristicas de determinada doenca, mas, em certos casos, podem ser
especificas e, portanto, fornecer preciosos elementos de diagnodstico. Essas
alteracbes & vezes aparecem antes dos primeiros sinais clinicos, permitindo
assim a identificacdo precoce da doenca ou de sua forma subclinica
(MESSER, 1995).

Vérios sdo os elementos sangliineos cujas dosagens permitem avaliar

0 estado de sanidade dos animais. A uréia e a creatinina permitem avaliar a



funcdo renal CARLSON, 1993). A determinacdo da albumina sérica, das
bilirrubinas e das enzimas AST, FA e, especialmente, GGT é importante no
auxilio ao diagnostico das hepatopatias, ja que o figado é um érgao dificil de
ser avaliado pelo exame fisico (PINSENT e EDDY, 2004). A verificagdo da
atividade da CK permite avaliar a fungdo muscular, enquanto a determinacao
das proteinas totais e da albumina pode auxiliar no diagnostico de algumas
disfungdes nutricionais (DOXEY, 1985).

Os resultados dos exames laboratoriais podem sofrer alteracdes
devido & variacBes pré-analiticas (idade, espécie, estresse, hidratacao,
dieta, estado reprodutivo, estase venosa, utilizacdo de drogas, localizacao
geogréfica, coleta da amostra e sua manipulacdo) e analiticas, ou as
variacfes biologicas normais em diferente conformidade com processos
patofisiolégicos XIMENES et al., 1984; SARTOR et al., 1985; CARLSON,
1993; MEYER e HARVEY, 1998; ZHANG et al., 1998). Aléem dos fatores
mencionados, devem ser também consideradas a dieta, a atividade fisica do
animal e as caracteristicas ambientais locais, como temperatura, altitude,
solo e umidade do ar (MUNDIM et al., 2004). Para que as alteracdes
patolégicas sejam estabelecidas, as variacbes pré-analiticas e analiticas
devem ser reduzidas a ponto de nado influenciarem a interpretacdo dos
resultados (ONO et al.,, 1981; LINDNER e BAUER, 1993; ZHANG et al.,
1998).

Juul (1967) analisou amostras de soro de 18 humanos saudaveis e
constatou que a atividade das enzimas transaminases e FA mantinha-se
estavel por oito dias, quando submetidas atemperatura de -20°C; porém, se
mantidas a 38°C, perdiam rapidamente a estabilidade. Hanok e Kuo (1968)
constataram que a albumina, bilirrubina, uréia, creatinina, FA e AST, dentre
outros elementos, mantiveram seus niveis estaveis quando o soro foi
armazenado a-15°C por trés semanas ou a 10°C durante cinco dias.

Trabalhos relacionados com a conservagao e a armazenagem de soro
sangiineo tém sido realizados, porém a maioria deles refere-se ao soro
humano e de suinos (JUNG e LIESE, 1977; HAFKENSCHEID e KOHLER,
1986; JUNG e GRUTZMANN, 1987; REHAK e CHIANG, 1988;
MAGNUSSON e HOLST, 1998).



Szenci et al. (1991) relataram que o armazenamento de amostras de
soro sanglineo a temperatura de 4°C, por mais de 48 horas, provocou
diminuicéo significativa nos niveis de célcio em equinos, bovinos, ovinos e
caninos.

Amador e Wacker (1969), Schimdt e Schimdt (1976) e Kaneko et al.
(1997) desenvolveram pesquisas relacionadas a enzimologia sérica e
analisaram o efeito da temperatura de armazenamento sobre a estabilidade
enzimatica, verificando que algumas enzimas, como a LDH, sdo sensiveis a
alteracdo térmica. Jones (1985a) confirmou que as condi¢cdes de coleta e
armazenamento do soro tém influéncia alta e significativa nas atividades
enziméaticas em bovino.

A necessidade de processar a amostra em menor tempo possivel,
desde a sua coleta (HASKINS, 1977; COLES, 1984), imp0e-se, entretanto,
como um sério fator de limitacdo, particularmente para o profissional que
milita no campo.

A manutencédo das amostras de sangue sob conservacao a baixas
temperaturas tem sido objetivo de interesse e investigacdes cientificas nas
espécies eqlina (ASSAL e POULSEN, 1978; SZENCI et al., 1991; LISBOA
et al., 2001), bovina (JAGOS et al., 1977; POULSEN e SURYNEK, 1977;
SZENCI e BESSER, 1990; SZENCI et al., 1991), canina (HASKINS, 1977,
ASSAL etal., 1978) e suina (ASSAL et al., 1980).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tempo e da temperatura
de armazenamento sobre 0s constituintes séricos e plasmaticos sanguineos:
proteinas plasmaticas totais, albumina, fibrinogénio, sédio, K, cloreto,
glicose, lactato, bilirrubina total, Mg, creatinina, uréia, FA, GGT, AST, CK e
LDH de equinos Mangalarga Marchador, submetidos ao treinamento para

prova de marcha, clinicamente sadios.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plasma

Aproximadamente 60 a 70% do peso corporal dos equinos é
constituido por 4gua (JOHNSON, 1995; STEWART, 1998), estando esta
dividida nos compartimentos intra e extracelular (FREESTONE, 1993;
STEWART, 1998). O fluido intracelular representa aproximadamente 40% do
peso vivo, enquanto o extracelular representa cerca de 20 a 30%
(FREESTONE, 1993; STEWART, 1998) e pode ser subdividido em plasma,
fluido intersticial e transcelular (STEWART, 1998).

O plasma corresponde a 55 e 70% do sangue total. Além da agua,
seu maior constituinte, o plasma contém gases, minerais e uma variedade
de constituintes organicos, nitrogenados ou ndo, como também enzimas,
horménios, vitaminas e seus derivados coenziméticos, metabdlitos variados

e produtos do metabolismo da detoxicacéo (BACILA, 2003).

2.2.Soro

A diferenca analitica entre soro e plasma é que o primeiro ndo contém
fibrinogénio, que € utilizado para formacédo do coagulo. O soro € obtido a
partir de sangue coletado sem anticoagulantes e pode ser utilizado para as

dosagens bioquimicas. No caso de utilizacdo do soro, é necessario um
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periodo de 30 a 180 minutos para a formacao do coagulo e a sua completa
obtencdo (BLOOD e STUDDERT, 2002; GONZALEZ e SILVA, 2003).

Quando uma amostra de soro é submetida a analise, uma série de
fatores pode levar a resultados pouco acurados. Soros hemolisados ou
lipémicos ndo sao ideais para a realizacao de dosagens bioquimicas, e 0s
resultados obtidos podem variar muito em relagdo ao método ou a
aparelhagem utilizada e em relacdo aos parametros normais O'NEILL e
FELDMAN, 1989).

2.3. Proteinas

2.3.1. Proteinas plasmaticas totais — PPT

As proteinas podem ser divididas em duas grandes classes, com base
em sua forma e em certas caracteristicas fisicas: proteinas globulares e
fibrosas. Quase todas as enzimas sdo proteinas globulares, como também o
sdo as proteinas sangiineas de transportes, 0s anticorpos e as proteinas de
reserva nutritiva (LEHNINGER, 1995).

As proteinas plasmaticas sao constituidas de polimeros a partir de 22
aminoacidos conectados linearmente por ligacdes peptidicas em
combinacdes diferenciadas, apresentando funcdes especificas ao tecido de
sua sintese (SWENSON e REECE, 1996).

De acordo com Coles (1984), o principal local de sintese de proteinas
plasmaticas — albumina, fibrinogénio, protrombina, alfa e beta-globulinas — é
o figado. Em geral, o soro sanguineo contém cerca de 7,0 g/dL de proteinas.
As funcbes das proteinas no organismo sdo indmeras: manutencdo da
pressdo osmoética, catalise de reacbes bioquimicas, manutencdo do
equilibrio &cido-base, coagulacdo sangiinea, nutricio e defesa do
organismo (KANEKO et al., 1997).

Evidéncias afirmam que as proteinas globulares sofrem desnaturacéo
guando aquecidas, expostas a valores extremos de pH, ou tratadas com
uréia (LEHNINGER, 1995). Uma vez que ocorre desnaturacao, as atividades

protéicas séo afetadas, de modo irreversivel (KANEKO et al., 1997).



O decréscimo na concentracdo das proteinas plasmaticas deve-se a
varios fatores: quantidade insuficiente na dieta, m& absorcdo protéica,
deficiéncia na sintese de albumina pelo figado e evaséo da albumina para o
espaco tecidual (COLES, 1984).

Somente a determinacdo da proteina total ndo reflete com preciséao o
estado do metabolismo protéico, sendo de particular importancia a
determinagé&o da albumina e da globulina (COLES, 1984).

2.3.2. Albumina

A albumina é uma proteina globular hidrossoluvel e constitui 35 — 50%
do total das proteinas séricas. E sintetizada no figado, pelos hepatécitos, e
catabolizada nos tecidos periféricos, sendo a principal responsavel pela
manutencdo da pressdo osmatica intravascular. Dois tercos da albumina
corporal estdo no compartimento extravascular e apenas um terco, no
intravascular (FENNER, 2003).

Giorgetti et al. (1989) analisaram as concentracbes de elementos
séricos de bovinos e ovinos, dentre eles albumina, proteinas totais e uréia,
em soro a fresco, e apOs a estocagem por 30 a 60 dias atemperatura de -
20°C constataram diferencas significativas nas concentragdes: o teor de
proteinas totais foi menor que o valor de referéncia das espécies estudadas,

em relacdo aos métodos de conservacao utilizados.

2.3.3. Fibrinogénio

O fibrinogénio, também considerado como uma globulina devido &
suas caracteristicas de solubilidade atua principalmente no processo de
coagulacéo sanguinea. Desempenha, ainda, um papel importante na defesa
do organismo, por desencadear os fatores de coagulacdo em cadeia
inflamatdria, ao ser transportado para o espaco extravascular (COLES,
1984).

A concentracdo de fibrinogénio plasmatico € um indicador nao-
especifico de diagnostico e prognostico de processos inflamatérios em
equinos (CAMPBELL et al., 1981; YOUNG et al., 1991). Sua concentracéo



pode aumentar ap6s um ou dois dias do aparecimento do processo
inflamatorio; valores de 500 a 600 mg/dL podem representar a fase precoce
da enfermidade (JAIN, 1993; LASSEN e SWARDSON, 1995).

Schalm (1979) relatou que os valores de fibrinogénio nos equinos tém
a mesma importancia que o numero de leucdcitos na interpretacdo do
processo inflamatorio, pois segundo Campbell et al. (1981), Young et al.
(1991), Cowell e Tyler (2002) e Thrall et al. (2004) elevagbes sao expressoes
sensiveis da ocorréncia de agressao tecidual e podem revelar alteracdes
dissociadas de participacao infecciosa.

A dosagem do fibrinogénio é muito utii no acompanhamento de
infeccdes, uma vez que é mais confiavel que o numero de leucdcitos, pois
estes sofrem oscilagbes diarias, enquanto o fibrinogénio € mais estavel
(GONZALEZ e SILVA, 2003).

2.4. Eletrolitos

Um eletrdlito € uma substancia permutavel que se dissocia em
particulas permutaveis ou ions em solucdo STEWART, 1998). Pode ser
dividido em cétions (carga positiva) e anions (carga negativa), e deve estar
em equivaléncia para manutengdo da eletroneutralidade dentro do
organismo (STEWART, 1983; DIVERS et al., 1986).

A principal fungdo dos eletrélitos no organismo animal é a
manutencao das forcas osmdticas, o que possibilita o equilibrio de liquidos
entre 0s compartimentos intra e extracelulares (TEIXEIRA-NETO et al.,
2004).

Cada compartimento, intra e extracelular, contém um soluto principal,
sendo este responsavel pela manutencdo da osmolalidade nesse espaco. A
osmolalidade se traduz pela quantidade total de particulas dissolvidas em
uma solucdo BROWNLOW e HUTCHINS, 1982). O sodio e o potassio sdo
0S principais solutos extra e intracelular, respectivamente (JOHNSON,
1995).

Essa diferenca de constituicdo entre 0 espaco intra e o extracelular é
mantida pela permeabilidade seletiva da membrana celular e pela atividade
da bomba de sodio-potassio (BENESI e KOGIKA, 1999), que promovem um



constante movimento de &agua entre esses compartimentos, devido ao
gradiente osmotico estabelecido entre os dois lados da membrana celular
(ROSE, 1981; DEARO, 2001). A pressdao osmoética é a forca motora que
promove a movimentacdo da agua entre os dois compartimentos, intra e
extracelular, sendo esta movimentacao totalmente passiva (TASKER, 1997,
RANDALL et al., 2000; COSTA, 2003).

Na célula, os eletrdlitos atuam na conducéo nervosa e despolarizacdo
de fibras musculares, tornando possivel a contragdo muscular. A extensao
na qual essas funcdes podem ser prejudicadas em um dado déficit de
eletrélitos induzido pelo exercicio e na qual a capacidade atlética pode ser
reduzida permanece sem compreenséo (TEIXEIRA-NETO et al., 2004).

A melhor informacéo sobre o grau de desidratacdo e a necessidade
de reposicao hidroeletrolitica € obtida por meio de exame fisico (DE
MORAIS e DI BARTOLA, 1993; FREESTONE, 1993; TAYLOR e HILLYER,
1997). Por meio do exame fisico do animal, obtém-se dados de frequéncia
cardiaca e respiratéria (TAYLOR e HILLYER, 1997; ECKE et al., 1998;
COLLATOS e MORRIS, 1999), coloracdo das mucosas, turgor da pele,
tempo de enchimento capilar (FREESTONE, 1993; TAYLOR e HILLYER,
1997; ECKE et al., 1998; COLLATOS e MORRIS, 1999), distensibilidade da
veia jugular, qualidade do pulso arterial FREESTONE, 1993; TAYLOR e
HILLYER, 1997), motilidade intestinal e temperatura corporal (TAYLOR e
HILLYER, 1997; ECKE et al., 1998).

2.4.1. S6dio — Na*

O ion sodio é o principal cation do liquido extracelular e um importante
componente do esqueleto. Cerca de 45% do depoésito arporal de sédio é
encontrado no liquido extracelular, 45% nos 0sso0s e 0 restante no interior
das células. As principais funcbes do ion soédio séo: regulacdo da presséo
osmoética de cristaloides, equilibrio acido-base, manutencdo dos potenciais
de membrana, transmissédo de impulsos nervosos e processos de absorcéo
de monossacarideos, aminoacidos, pirimidinas e sais biliares (MICHELL,
1983; SWENSON e REECE, 1996).



A concentracdo plasmatica de sodio reflete a razdo entre a
composicdo corporal total de sédio e a quantidade total de agua. Logo, a
determinacdo da concentracdo de sodio auxilia na avaliacdo do grau de
hidratacdo dos equinos. A diminuicdo da concentracdo plasmética de sodio
(hiponatremia) em equinos desidratados indica perda de fluido hipertonico,
ou seja, que houve maior perda de sodio do que de agua. JA 0 aumento
nessa concentracdo (hipernatremia) caracteriza perda de fluido hipotdnico,
ou seja, agua livre, provavelmente por privacdo de ingestdo de agua
(STOCKHAM, 1995).

2.4.2. Potassio —K*

O ion potassio € o principal cation do liquido intracelular, e 89% do
seu conteudo corporal total esta localizado dentro das células MICHELL,
1983; SWENSON e REECE, 1996).

Os equinos apresentam valores elevados de K e a hipercalemia pode
ocorrer devido adiminuicdo na secrec¢ao renal, por um deslocamento de K
do meio intra para o extracelular (observado na acidemia), ou devido a
coleta impropria da amostra ou se esta se torna hemolisada. A hemdlise in
vivo geralmente ndo causa hipercalemia, a menos que haja diminuicdo
acentuada da taxa de filtracdo glomerular (ROSE, 1981; DIVERS et al.,
1986; STOCKHAM, 1995).

Ja a diminuicdo da concentracdo de potassio (hipocalemia) é
observada em enfermidades nas quais ele é excessivamente eliminado pelo
organismo, como nos disturbios renais e intestinais, ou por perda excessiva
pelo suor. A hipocalemia também ocorre por sequliestro do potassio para o
meio intracelular, observada na alcalose sangiiinea ou alcalemia ROSE,
1981; STOCKHAM, 1995).

2.4.3.Cloreto - CI’

O cloreto é o principal anion do espaco extracelular, pois sua
concentragdo plasmatica possui uma estreita relacdo com as concentracdes
de sodio e bicarbonato (ROSE, 1981; TAYLOR e HILLYER, 1997). As



alteracbes nas concentracfes de cloreto normalmente estédo relacionadas a
alteracdes de sddio e bicarbonato. Existe uma correlacdo negativa entre as
concentracdes de cloreto e bicarbonato e uma correlacéo positiva do sodio
com o cloreto (LUNA, 1994), com a finalidade de se manter o equilibrio de
cargas elétricas dentro do organismo (ROSE, 1981; LUNA, 1994; TAYLOR e
HILLYER, 1997).

Os ions sodio e cloreto sdo 0s principais responsaveis pela
osmolalidade plasmética; como o cloreto ndo se liga ao ion hidrogénio em
pH fisiolégico, ndo atua como tampdo. Para manter a neutralidade
eletroquimica, o cloreto varia inversamente com o bicarbonato MEYER e
HARVEY, 1998).

O cloreto, juntamente com o sodio, € responsavel pelo equilibrio
acido-base e pela manutencéo da pressdo osmotica (GONZALEZ e SILVA,
2003). A hipercloremia é associada com a desidratacdo e com a acidose
tubular renal, ao passo que a hipocloremia ocorre em acidose metabdlica
(MEYER e HARVEY, 1998).

Epstein (1984) estudou o efeito do anticoagulante e da armazenagem
no plasma de equinos, por 24 horas a 18°C, nos seguintes constituintes
sanguineos: sodio, potassio e cloreto. Foram coletadas 20 amostras com
heparina de litio e EDTA sodico. As concentracdes destes constituintes
foram comparadas & 2 e 24 horas. Quanto aarmazenagem de sangue total
a 18°C por 24 horas, em EDTA sddico, houve aumento significativo no
potassio e sddio plasmatico, porém as razdes para a baixa concentracdo de
cloreto sdo desconhecidas. As concentracdes plasméaticas dos ions saédio,
potassio e cloreto em amostras de sangue total armazenadas a 4 e 16°C em
heparina de litio foram comparadas, e apenas o0 potassio mostrou-se

elevado, quando armazenado a 4°C.

2.5. Metabolismo dos carboidratos

25.1. Glicose

A glicose € um monossacarideo composto de seis &tomos de carbono

e pode ser considerado o mais abundante na natureza (LEHNINGER, 1995).
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Esse monossacarideo é a primeira fonte de energia para todas as células
dos mamiferos KLEIN et al., 2002), sendo o carboidrato caracteristico do
sangue e de outros liquidos tissulares BEITZ, 1996). A glicose pode ser
rapidamente mobilizada dos estogues de glicogénio quando ocorrem
demandas subitas de energia (LEHNINGER, 1986) e constitui a via final
comum para o metabolismo de quase todos os carboidratos até as células
teciduais (GUYTON e HALL, 2002).

O organismo precisa de glicose, para os tecidos a seguir: sistema
nervoso, tecido adiposo, musculo, feto e glandula mamaria (BERGMAN,
1996). A glicose no sangue e em determinados liquidos tissulares é
removida por todas as células do organismo para produzir energia util ou
trifosfato de adenosina (ATP), sendo o Unico combustivel consumido pelo
sistema nervoso central, sob condi¢cdes normais (CUNNINGHAM, 2004).

As analises da concentracao plasmatica de glicose fornecem indicios
importantes sobre 0 metabolismo de carboidratos. Para analise de glicose
plasmatica, a técnica recomendada é a coleta de sangue em tubos estéreis
a vacuo gue contenham fluoreto de sddio e oxalato de potassio, pois ambos
aditivos funcionam como anticoagulantes, de modo que o fluoreto de sodio
também atua inibindo a glicolise nos eritrécitos (CASTELLINI et al., 1992).

A hiperglicemia pode ser causada por um desequilibrio entre a
liberacdo hepatica da glicose e a absorcéo periférica do acucar, ocorrendo
provavelmente na Diabetes Mellitus (COLES, 1984), enquanto a
hipoglicemia € mais comum em periodos de jejum prolongado MEYER et
al., 1995).

Para testar se as condicfes de armazenagem alteram os resultados
de glicose e lactato de focas-elefante (Mirounga angustirostris), Castellini et
al. (1992) utilizaram amostras plasmaticas que foram mantidas em
temperatura ambiente (25°C) e no gelo a 4°C. Essas amostras foram
processadas em tempos predeterminados, imediatamente apds a coleta
(tempo zero) e com 30, 90,180 e 360 minutos. As amostras de sangue do
grupo-controle foram processadas no tempo zero, utilizando-se a heparina
como anticoagulante, onde néo foi observada alteracdo na concentracéo
média de glicose. As concentracdes de glicose nas amostras coletadas com

fluoreto de sbédio e oxalato de potassio foram significativamente menores
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gue os valores do controle. O sangue tratado com fluoreto/oxalato a
aproximadamente 20°C apresentou um valor menor do que o das amostras
com heparina no tempo zero. A concentracao de glicose no sangue a 20°C
diminuiu apdés 360 minutos.

Os resultados encontrados no trabalho de Castellini et al. (1992)
indicam que o sangue coletado em tubos com heparina apresentou melhores
resultados do que sangue colhido em tubos com fluoreto/oxalato, e como a
glicélise ndo é significativa em plasma congelado, as amostras podiam ser
congeladas para analise posterior.

2.6. Acido lactico

2.6.1. Lactato

O lactato € um produto final do metabolismo dos carboidratos, sendo
o produto final da glicose anaerébica. Na presenca suficiente de oxigénio e
uma moderada taxa de glicélise, o piruvato entra no ciclo de Krebs, gerando
CO; e H,O. Quando o acido piravico € produzido em uma quantidade maior
gue aquela gue o organismo consegue utilizar, ou quando ocorre condi¢ao
de anaerobiose, 0 acido pirtvico é convertido em &cido lactico (GONZALEZ
e SILVA, 2003).

Em condi¢cdes normais, a maioria do lactato é produzida pelos
eritrocitos, mas durante exercicio ou atividade fisica intensa o musculo
produz grandes quantidades de lactato, devido a condigcdo de insuficiente
oxigenac&o do musculo (GONZALEZ e SILVA, 2003).

O lactato € produzido como resultado do trabalho muscular durante
todo tipo de exercicio, mas altas concentracfes de lactato ndo sdo sempre
resultado de alta intensidade de exercicio. Uma vez que o aumento de sua
concentracdo € decorrente da limitacdo da disponibilidade de oxigénio para
a oxidacao do piruvato no citosol, a relacdo entre a concentracdo de lactato
e a velocidade de exercicio ilustra a situacdo na qual had aumento
exponencial de suas concentracdes sangtineas, quando a contribuicdo da
energia aerObica comeca a ser insuficiente diante dos requerimentos

energéticos totais. Como o aumento do lactato sangiiineo € decorrente
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principalmente da sua difusdo e, ou, do transporte ativo através da
membrana citoplasmatica das células musculares, mensuracdes de suas
concentracdes sangilineas refletirdo no lactato muscular (ERICKSON,
1996).

A intensa producéao de lactato resulta na diminuicdo do pH sangiineo,
gue pode limitar a capacidade para a atividade fisica, por interferir na
atividade enzimética muscular (THOMASSIAN et al., 2005).

No que se refere ao condicionamento fisico de cavalos de corrida,
varios fatores contribuem para valores distintos de &cido lactico. Dentre
esses podem-se citar a umidade do ar e a temperatura ambiente, as
condi¢Oes da corrida, o treinamento prévio, a idade do animal, a presenca de
claudicacdo, a capacidade genética, a administracdo de drogas, 0 erro
laboratorial e a coleta inadequada das amostras (MILNE, 1982).

As condi¢cdes que resultam no aumento do lactato plasmatico séo
agrupadas em: transtornos do musculo esquelético, cardiomiopatias,
Diabetes Mellitus, deficiéncia de tiamina, transtornos hepéticos, doenca
genética na qual ocorre falha nas enzimas responsaveis pela estocagem do
glicogénio, toxemia da gestacao, hipoxia, desidratacédo, choque, reducéo da
pressdo sanglinea e anemia, causando reducdo na capacidade de
oxigenacdo (GONZALEZ e SILVA, 2003).

Segundo Alves et al. (2005), a hipovolemia decorrente da
desidratacdo induz a baixa perfusdo tecidual, resultando em limitado
fornecimento de oxigénio aos tecidos e diminuicdo na excrecao de ions de

H" pelos rins, aumentando, portanto, os valores de lactato.

2.7. Bilirrubina

2.7.1. Bilirrubina total

A bilirrubina € o principal pigmento biliar encontrado no soro dos
animais domeésticos (COLES, 1984). A maior parte da bilirrubina no plasma
deriva da degradacao dos eritrocitos senis pelo sistema reticuloendotelial,
especialmente no baco. A hemoglobina liberada dos eritrocitos € convertida

em globina e grupo heme. Apés a extracdo da molécula de ferro, que fica
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armazenada ou é reutilizada, o grupo heme é convertido em bilirrubina,
também chamada de bilirrubina n&o-conjugada, bilirrubina livre ou indireta
(EADES e BOUNOUW, 1997; GONZALEZ e SILVA, 2003).

A bilirrubina livre ndo é soltvel em agua e, portanto, ndo é filtrada
pelos glomérulos renais, ndo sendo excretada pela urina. No figado, a
bilirrubina é desligada da albumina e conjugada com o &cido glicurdnico,
para formar bilirrubina conjugada. Esta € solivel em agua e secretada
ativamente para o0s canaliculos biliares menores e, posteriormente,
excretada pela bile. No plasma, sdo observadas pequenas quantidades de
bilirrubina conjugada, sendo a maior parte da bilirrubina plasmatica do tipo
livre (indireta) (EADES e BOUNOUW, 1997; GONZALEZ e SILVA, 2003).

O aumento dos niveis plasmaticos de bilirrubina pode ser devido ao
aumento da bilirrubina livre que ocorre na hemdlise aguda grave, na
absorcdo de um grande hematoma, na hemorragia interna massiva ou na
transfusdo de eritrécitos armazenados inadequadamente. O aumento da
bilirrubina conjugada ocorre na perda da funcionalidade hepato-celular,
devido a doenca infecciosa, dano toxico ou obstrucdo do trato biliar. O
aumento simultaneo da bilirrubina livre e da conjugada ocorre na perda da
funcionalidade hepato-celular, na obstrucdo do fluxo biliar ou apés uma
hemolise intravascular aguda grave (GONZALEZ e SILVA, 2003).

DiminuicGes dos niveis plasmaticos de bilirrubina sdo observadas em
doencas cronicas, principalmente as que cursam com diminuicdo da
formacédo dos eritrocitos, causando anemia. Portanto, a hipobilirrubinemia é
devido a anemias hipoproliferativas (arregenetativas) atribuidas a uma
infeccdo ou inflamacéo cronica, a neoplasia maligna ou na ultima fase da
enfermidade renal (GONZALEZ e SILVA, 2003).

Nos equinos, um fendmeno fisiol6gico causa um problema na
interpretacao das bilirrubinas. A anorexia ou o jejum por 24 horas ou mais
pode resultar em ictericia, que é causada, em parte, pelos metabdlitos (como
acidos biliares), competindo com a bilirrubina pela demanda dos hepatécitos
(KANEKO et al., 1997).

A bilirrubina é sensivel aluz, e a exposicao direta aluz solar por
1 hora pode reduzir o nivel de bilirrubina de uma amostra em att 50%. As

amostras para determinacbes de bilirrubina nédo ficam estaveis quando

14



armazenadas a 20°C, mas protegidas da luz podem ser armazenadas por
duas semanas de 0 a 4°C e por até trés meses a-20°C (HENDRIX, 2005).

2.8. Magnésio — Mg*?

O magnésio, ion intracelular, exerce amplo papel no organismo
animal, por ser ativador de muitas enzimas envolvidas em processos ligados
ao metabolismo energético, ao metabolismo dos acidos nucléicos e a
biossintese de proteinas, tendo importancia também na contragdo muscular
e na neurotransmisséo. E particularmente necessario como catalisador para
muitas reac¢des enzimaticas intracelulares, sobretudo as relacionadas com o
metabolismo dos carboidratos (GUYTON e HALL, 2002).

O aumento das concentracdes extracelulares de magnésio deprime a
atividade do sistema nervoso, bem como a contracdo do musculo
esquelético (GUYTON e HALL, 2002). Segundo Ribeiro Filho (2003), a
hipermagnesemia pode ocorrer devido a desidratacdo e ao desequilibrio
acido-base. Ja a hipomagnesemia é observada na acidose metabdlica
(ZALOGA et al., 1987).

2.9. Substancias nitrogenadas

A avaliagdo da funcéo renal geralmente é feita pela dosagem de uréia
e creatinina (FINCO, 1997).

2.9.1. Uréia

A uréia é sintetizada no figado e seu ciclo incorpora duas molécuas
de amoénia, cuja principal fonte provém do catabolismo protéico FINCO,
1997). Sua dosagem deve ser realizada sempre que houver suspeita de
reducado do funcionamento renal (COLES, 1984).

As mudancas nas concentracdes da uréia no sangue podem ocorrer
devido adieta do animal, & alteracdes no figado e nas funcdes renais e a

mudanca na taxa do catabolismo da proteina (FINCO, 1997).
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Na avaliacdo da uréia sérica em bovinos, Wittwer et al. (1986)
verificaram estabilidade nos seus valores a 4 e 20°C por 72 horas e -25°C
por um ano com o coagulo. Doretto (1996), também em bovinos, observou
estabilidade nos niveis séricos de uréia por cinco dias a 25°C e por 90 dias a
5 e -20°C. Ahsan et al. (1995) declararam que a atividade sérica em camelos
€ estavel por quatro dias a 23 a 25°C e por oito dias a 4 e -5°C.

Em equinos, Lindner (1991a, b) relatou instabilidade nos seus valores
em temperatura ambiente (25°C) e de refrigeracdo (5°C). Thoresen et al.
(1995) informaram que a uréia, em caes, sofre alteragbes quando
acondicionada por 90 e 240 dias atemperatura de -20 e -70°C.

O método da urease foi empregado por todos os autores citados,

exceto Doretto (1996), que aplicou o0 método da diacetil modificado.

2.9.2. Creatinina

A creatinina € uma substancia nitrogenada nao-protéica (FINCO,
1997), excretada pela filtracdo glomerular, e qualquer anormalidade que
diminua a velocidade do fluxo urinario resulta na elevacdo da sua
concentracdo sérica (COLES, 1984).

Na mensuragcdo de creatinina em bovinos, Doretto (1996) verificou
estabilidade por 30 dias a 25°C e por 90 dias quando armazenada a 5°C e -
20°C. Ahsan et al. (1995) observaram estabilidade em soro de camelos
guando armazenado por seis dias a 23 e a 25°C e por sete dias a 4 e-5°C.

Thoresen et al. (1992) relataram instabilidade em soro e plasma
heparinizado de caes, quando armazenados com o coagulo, e estabilidade
por trés dias sem o coagulo a 4 e 20°C. Posteriormente, Thoresen et al.
(1995) relataram instabilidade do soro e do plasma heparinizado durante o
periodo de armaze nagem de 90 e 240 dias, a -20 e -70°C.

A metodologia aplicada por esses autores foi a reacao Jaffé (reacao
de teste qualitativo de presenca de creatinina na urina), exceto Doretto
(1996), que utilizou o0 método de Lustosa-Basques (método para a dosagem
de creatinina).

Fernandes et al. (2001) estudaram a influéncia da temperatura e do

tempo de armazenagem nas dosagens bioquimicas de uréia e creatinina no
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soro e no plasma de cdes. Nas amostras séricas, quando conservadas a
temperatura ambiente (25°C), ndo houve alteracdes significativas nos
valores de creatinina nos tempos 0, 2, 6, 12 e 24 horas. Quando refrigeradas
nenhuma alteracéo significativa foi observada até 24 horas apds a primeira
analise, quando se utilizaram amostras de soro, porém quando este foi
substituido pelo plasma alteracbes ocorreram a partir de 12 horas. Sob
congelamento a -20°C, as avaliagGes séricas da creatinina foram diferentes
do tempo zero de andlise a partir de 30 dias, enquanto nas amostras
plasmaticas as alteracdes significativas ocorreram a partir das 12 horas,

sendo estas avaliadas por 60 dias.

2.10. Enzimas

Os estudos de enzimologia iniciaram-se em 1901, com Vitor Henri, e
foram intensificados a partir de 1910, por Leonor Michaelis. Apenas em 1927
foi descrita a primeira enzima, a FA, por King e Armstrong. Na década de
1960 a enzimologia passou a ser usada no diagnéstico na Medicina
Humana, e apenas na década de 1980 seu uso foi ampliado no diagnostico
na Medicina Veterinaria (KANEKO et al., 1997).

A enzimologia clinica surge, entdo, como um meio de desenvolver e
utilizar exames clinicos que oferecam o maximo de informacdo com um
minimo de invasibilidade, auxiliando no diagnostico de doencas, no
prognéstico de quadros clinicos diversos e na avaliacdo do estado
nutricional dos pacientes (SCHEFFER e GONZALEZ, 2005).

Estudos tém demonstrado alteracdo nas atividades séricas de AST
(BLINCOE e MARBLE, 1985; HEINS et al., 1995; HANSEN e SHULTZ,
2001), ALT (TOLLERSRUD, 1969; WILLIAMS et al., 1987; SHULMAN et al.,
1988; HANSEN e SHULTZ, 2001), FA, GGT, CK (JONES, 1985a, b; HEINS
et al.,, 1995), LDH (TOLLERSRUD, 1969; LOHNI e THORNTON, 1977;
HEINS et al., 1995), em amostras de soro mantidas em diferentes condicdes
de tempo e temperatura de armazenagem.

A estabilidade dos constituintes séricos € de importancia fundamental
nas andlises laboratoriais realizadas nos exames bioquimicos de rotina

clinica e pesquisas relacionadas. Esse fato aplica-se principalmente durante
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a avaliacdo da atividade enzimatica, considerando-se que variacbes na
temperatura de armazenagem podem alterar a velocidade da reacao
catalitica e promover a desnaturacao das enzimas (KRAMER e HOFFMANN,
1997), j& que algumas enzimas apresentam-se estaveis a temperatura
ambiente (25°C), enquanto outras nao (STOKKE, 1974; BECK e
SAMMONS, 1975; ADAMS et al., 1985; KANEKO et al., 1997).

A refrigeracdo (5°C) e o congelamento (-20°C) preservam muitas
enzimas, mas outras se deterioram, pois o congelamento (-20°C) causa
formacdo de sais e liberacdo de alguns protimeros fracamente ligados
(STOKKE, 1974; BECK e SAMMONS, 1975; ADAMS et al., 1985; KANEKO
et al., 1997). No momento do descongelamento, os protimeros podem se
reagregar aleatoriamente, alterando a configuracdo enzimatica, e inativar ou
diminuir a atividade enzimatica (JONES, 1985a).

2.10.1. Fosfatase alcalina— FA

A FA é uma enzima membrana-associada, que esta amplamente
distribuida no organismo, sendo encontrada em altas concentracdes nos
0SsS0S, ha mucosa intestinal, nas células tubulares renais, no figado e na
placenta (COLES, 1984).

Segundo KANEKO et al. (1997), a FA hidrolisa varios tipos de ésteres
de fosfato e catalisa a desfosforilagdo do ATP. Sua concentragdo enzimatica
pode ser mensurada diretamente como massa, ou indiretamente pela sua
atividade. A configuracdo tridimensional da enzima é responsavel por sua
acao catalitica especifica, e qualquer alteracdo na sua conformacéao,
ocasionada por fatores como temperatura, pH, concentracdo de proteina e
uréia, resulta em reducéo ou perda de sua atividade.

A elevada atividade sérica da FA geralmente tem origem hepatobiliar,
com excecao dos animais em crescimento ou pacientes com doenca 0ssea
(MEYER et al., 1995; LIMA e SILVA, 2002). Sua atividade sérica também
pode aumentar quando mantida atemperatura ambiente (25°C) por alguns
dias (STOKKE, 1974; BECK e SAMMONS, 1975; ADAMS et al.,, 1985;
KANEKO et al., 1997).
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Baranow et al. (1988) estudaram alguns indices bioquimicos do soro
de vacas e de seus bezerros, tanto em regime de confinamento quanto de
semiconfinamento, e concluiram que a atividade da FA no grupo confinado
foi maior e estatisticamente significativa que no grupo de animais
semiconfinados e que ambos 0s grupos apresentaram aumento na atividade

logo apéds o parto.

2.10.2. Gama-glutamil-transferase — GGT

A GGT estd presente, principalmente, nas células epiteliais dos
ductos renais e biliares, apresentando atividade sérica muito baixa em caes
e gatos, quando comparada ade ruminantes (COLES, 1984). A elevacao de
sua atividade sérica esta relacionada com doencas hepaticas, especialmente
aguelas que afetam o sistema de ductos biliares (BRAUN et al., 1992;
THOMPSON e PAULI, 1992).

Em soro sangliineo humano, a GGT é estavel atemperatura ambiente
(25°C) por 8 horas, mas quando congelada pode permanecer estavel por até
40 semanas SHAW, 1983). O soro de equinos armazenado a -30°C por
guatro semanas perde 50% da atividade da GGT, porcentual de perda que
diminui caso a armazenagem seja a-20°C (KANEKO et al., 1997).

Segundo Braun et al. (1983), a atividade sérica da GGT bovina
apresentou estabilidade quando armazenada a -20°C e labilidade quando
conservada a 4 e a 20°C. Juel e Curry (1974) constataram estabilidade da
atividade dessa enzima em soro humano armazenado por 72 horas, a 4, 10
e 20°C.

2.10.3. Aspartato aminotransferase — AST

A AST, anteriormente denominada TGO (MEYERet al., 1995), € uma
enzima que catalisa a transaminacdo reversivel da L-aspartato e 2-
cetoglutarato a oxalacetato e glutamato (CARLSON, 1993). Suas mais
elevadas concentracdes estdo localizadas nas células musculares

esqueléticas e nos hepatdcitos (MEYER et al., 1995).
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A atividade da enzima AST aumenta quando existem injarias, por
exemplo infec¢des ou toxinas, que resultam em lesdo da membrana celular
e perda dos componentes citoplasmaticos e mitocondriais para o plasma
(CARLSON, 1993), no caso de miopatias (KANEKO et al., 1997), choque
endotoxémico relatado em bezerros SINGH e SODHI, 1992) e doencas
cardiacas estudadas em bovinos (SALIM e JOSHI, 1993), e em vacas
submetidas aalimentacdo adequada, desde o periodo pos-parto até o pico
da producéo leiteira (KAMPL et al., 1991).

Slesingr (1969) constatou que a AST sérica de eqlinos e de bovinos
apresentou mais estabilidade atemperatura de 3 e 20°C, durante 96 horas,
do que a ALT. Segundo Tollersrud (1969) e Demetriou et al. (1974), a AST
em soro € estavel quando armazenada a -20°C.

Hansen e Shultz (2001) avaliaram a atividade enzimatica da AST no
soro humano congelado a -20, -80 e -196°C, por periodos de tempo
variando de 1 a 84 dias. Nas amostras congeladas a -20°C, a atividade
sérica de AST diminuiu 40%, com 58 dias. Porém, ndo foram observadas

alteracOes significativas nas amostras congeladas a-80 e -196°C.

2.10.4. Creatina quinase — CK

A CK é uma enzima encontrada em muitos tipos celulares, mas sua
maior especificidade esta relacionada com a musculatura esquelética. No
entanto, a sua meia-vida curta faz com que os altos valores séricos voltem
rapidamente ao normal (KANEKO et al.,, 1997). Essa enzima é mais
amplamente utilizada para determinacdo de doencas neuromusculares dos
animais domésticos (CARDINET, 1997). Carlson (1993), Stockham (1995) e
Cardinet (1997) concordam que essa enzima € altamente sensivel e
especifica de lesdo muscular, ja que os principais tecidos-fonte CK sao as
fiboras musculares esqueléticas, as cardiacas e o mausculo liso,
predominando no sistema nervoso central e no tecido muscular, esquelético
e cardiaco (KRAMER e HOFFMANN, 1997).

Segundo Cardinet (1997), os valores normais de CK determinados em
animais domésticos podem variar com a atividade fisica, a idade e o sexo,

entre outros fatores.
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Meyer et al. (1995) relataram que os valores normais de CK para
equinos estdo entre 86 e 140 U/L. Eades e Bounouw (1997) consideram
normais os valores entre 60 e 330 U/L, enquanto para Kaneko et al. (1997)
os valores para essa espécie variam de 2,4 — 23,4 U/L e para Radostits et al.
(2002) a variacéo fica entre 145 e 380 U/L. Porém, Essen-Gustavsson et al.
(1984) e Frape (1994) expdem que h& uma grande variacdo individual na
atividade sérica normal dessa enzima, salientando que as concentracfes
séricas de enzimas musculares aumentam ligeiramente apGs exercicios e
que também estéo elevadas nas desordens musculares ou miosites.

A CK é amplamente usada para diagnosticar transtornos musculares.
A enzima é citosOlica ou associada & estruturas das miofibrilas. Requer
Mg?* como co-fator e, portanto, sua atividade pode estar inibida na presenca
de compostos quelantes. A CK aparece elevada antes da AST e também
desaparece primeiro. Assim, o padrdo enzimatico dessas enzimas pode
indicar o estagio do problema. A CK aumentada com baixa AST indica leséo
muscular recente, niveis persistentemente altos das duas indicam lesao
continuada, enquanto niveis baixos de CK e altos de AST indicam processo
de recuperacio (GONZALEZ e SILVA, 2003).

Weaver (2004) relatou que o dano muscular provocado pelo decubito
prolongado de bovinos pode ser avaliado, com seguranca, por meio da
determinacéo sérica de CK, e juntamente com a enzima AST pode também
identificar miopatia cardiaca em bovinos.

Segundo Amador e Wacker (1969), Jones (1976) e Kaneko
etal. (1997), a atividade da enzima CK ¢é estavel a -20°C, mas
extremamente labil a temperaturas mais elevadas. Jones (1985a) afirmou
gue em soro bovino a amostra preservou a atividade da CK por até uma
semana, mesmo atemperatura ambiente (25°C).

Estudando a estabilidade enzimatica no soro e no plasma de quatro
ovelhas submetidas a diferentes métodos de conservacédo, Jones (1985b)
concluiu que a atividade da CK foi mais instavel do que as demais enzimas
avaliadas no soro ao longo da fase experimental, qualquer que fosse a
temperatura de armazenagem. Segundo Kaneko et al. (1997), a CK é

instdvel quando armazenada a temperatura ambiente (25°C), sob
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refrigeracdo (5°C) e sob congelamento (-20°C), devido a oxidacdo dos

grupos sulfidricos de seu sitio ativo.

2.10.5. Lactato desidrogenase — LDH

A LDH, uma das maiores moléculas protéicas do organismo, é uma
enzima intracelular que catalisa a interconversao reversivel do lactato e do
piruvato (KANEKO et al., 1997). E liberada apés lesdo celular hepatica,
pulmonar, muscular, renal, cardiaca e do tecido linforreticular, encontrando-
se também em altas concentracfes nas hemacias (COLES, 1984).

Elevacbes na atividade da LDH ajudam no diagnéstico de desordens
organicas ou tissulares tanto em homens como em animais ERICKSON e
MORALES, 1961; GERBER, 1969).

Farrow e Jones (1969) relataram diminui¢cdo da atividade da LDH total
de aproximadamente 50% em soro de cdes armazenado em temperatura
ambiente (25°C) por 14 dias e pequena diminuicdo em soro congelado ¢
20°C).

Lohni e Thornton (1977) avaliaram a atividade da LDH e suas
isoenzimas no soro de equinos sadios sob quatro condicbes de
armazenagem, concluindo que a armazenagem de sangue total por mais de
48 horas pode resultar em hemolise e em aumento inesperado na sua
atividade. A temperatura menos recomendada para longo tempo de
armazenagem foi a 4°C, porém periodos de armazenagem acima de trés
semanas a -20°C, ou 24 e 48 horas em temperatura ambiente (25°C),
mostraram-se satisfatorios.

Heins et al. (1995) estudaram o efeito do tempo e da temperatura de
armazenagem em 22 constituintes sanglineos, encontrando aumento
significativo na avaliagcdo da atividade sérica de LDH nas amostras que

foram estocadas a 9°C por sete dias.

2.11. Fisiologia do exercicio

As analises laboratoriais, incluindo os exames bioquimicos, tornam-se

fundamentais na avaliacdo do equino em competicdo, transformando-se em
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ferramenta decisiva para o0 acompanhamento do equino atleta. Para tanto, €
imprescindivel o conhecimento de valores de referéncia para a adequada
interpretacdo dos resultados bioquimicos, além do conhecimento das
alteracbes decorrentes do esfor¢co fisico em diferentes intensidades
(HINCHCLIFF et al., 2004; BALARIN et al., 2005).

O equino MM é um animal de temperamento décil e apresenta baixa
resisténcia & enfermidades mais comuns da espécie. Devido a sua
utilizacdo em provas de marcha, passa a maior parte da sua vida util em
regime de confinamento, predispondo-se a uma série de alteracdes fisicas e
metabalicas.

Vérios fatores estdo relacionados com o comportamento desses
animais nas pistas, dentre os quais se destacam a relacédo entre o homem e
o animal, a interagdo animal e meio ambiente (temperatura ambiente,
umidade relativa, altitude, radiacdo solar e poluicdo sonora) e sistema de
manejo e estado fisico. Todos esses fatores podem interferir no
desmempenho de um equino atleta, por serem muitas vezes agressores que
promovem, no organismo, reacBes nao-especificas de adaptacdo e,
consequentemente, alteragdo ras caracteristicas fisiolégicas (SEEHERMAN
e MORRIS, 1990; TEIXEIRA e PADUA, 2002).

Muitos estudos da fisiologia do exercicio tém sido realizados em
eqlinos, a maioria com base na avaliacao da frequéncia cardiaca, no lactato
no sangue, na atividade enzimética no plasma e em alguns outros
parametros bioquimicos (ROSE et al., 1980; PERSSON, 1982; SNOW et al.,
1982; VALBERG et al., 1989).

Diversos autores salientam que a avaliacdo dos valores bioquimicos
sanguineos serve para medir os efeitos do exercicio e o grau de adaptacéao
dos equinos a este (MILNE et al., 1976; MULLEN et al., 1979; SNOW, 1987).
Os autores postulam que os eqlinos nao-acostumados ao exercicio
apresentam variacdes de certos constituintes sangliineos, como enzimas CK
e AST, lactato, uréia, glicose, célcio, fésforo e magnésio. Estes constituintes
retornariam a seus valores de referéncia, uma vez que o animal se adapta
ao exercicio; caso contrario, permaneceriam alterados RUDOLPH et al.,
1986).
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Rose (1992) afirmou a importancia de entender as alteracdes
bioquimicas relacionadas a vérios tipos de exercicios, por refletirem
alteracdes na funcéo de diferentes sistemas e no tipo de energia utilizada.

A producéo e a utilizagdo apropriadas de energia sdo essenciais para
0 equino atleta e possuem uma fungéo critica para o 6timo desempenho
fisico (EATON, 1994; HARRIS e HARRIS, 1998, GOMIDE et al., 2006). A
glicose € uma importante fonte de energia para a atividade muscular. Com o
aumento da intensidade do exercicio, grande parte da energia é gerada por
meio da glicolise anaerdbica, com consequente producdo de &cido lactico.
Quanto maior a intensidade do exercicio, maior a quantidade de lactato e H
produzidos (EATON, 1994; GOMIDE et al., 2006).

Segundo Rose et al. (1983), a velocidade e a duracédo do exercicio
parecem ser os fatores mais importantes para a alteracdo na concentracao
de glicose. Spinha de Toledo et al. (2001) realizaram estudos com equinos
PSI e observaram que os valores médios dos teores séricos de glicose
sofreram elevacdo nos diferentes tipos de exercicio, sendo proporcional a
intensidade do esforco fisico.

A significativa elevacao de glicose apds o exercicio indica aumento da
glicogendlise, como consequéncia do aumento da demanda tecidual,
embora o efeito do estresse do exercicio possa ser importante para a
mobilizacdo, devido ao aumento da atividade simpatica, relacionada a
intensidade do exercicio e ao aumento do glucagon plasmatico ROSE e
HODGSON, 1994).

O acumulo de lactato no musculo e a consequente acidose
intracelular pode prejudicar a glicolise e a capacidade respiratéria da
mitocondria (COUROUCE, 1998), e podem estar relacionados a uma falha
em manter a homeostase ADP/ATP no sitio de ligagdo miosina-actina. O
aumento de ADP local pode causar perda de desempenho por fadiga
muscular, sendo o principal impedimento para a continuidade do trabalho
(HARRIS e HARRIS, 1998). Um dos efeitos do treinamento € aumentar a
intensidade do exercicio na qual o lactato comeca a se acumular (limiar
anaerobico), além de melhorar a capacidade cardiorrespiratoria do animal
(COUROUCE, 1998; EATON, 1999).
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A determinacdo de lactato sangiineo ou sérico vem sendo utilizada
com tanta freqiéncia quanto os parametros clinicos, e fornece informagfes
adicionais sobre o condicionamento atual do atleta (LINDNER, 2000).
Segundo Marlin e Nankervis (2002), testes de desempenho a campo sao
mais especificos e realistas, principalmente se forem similares & condi¢des
de competicdo. A concentracdo de lactato sangiineo estd relacionada a
intensidade do exercicio, possibilitando avaliar o sistema de producao
energética mais utilizado (DESMECHT et al., 1996; COUROUCE, 1998). A
concentracdo de lactato é a variavel que apresenta melhor correlagcdo com o
desempenho competitivo do animal (LINDNER, 2000).

A manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico € de fundamental
importancia para a homeostase do organismo equino. Tomando-se por
referéncia as perdas de peso corporal durante o esforco de baixa
intensidade e longa duracdo. Estima-se que um equino perde, por hora,
entre 10 e 15 litros de suor (CARLSON, 1985), contendo grandes
concentracdes de eletrélitos (KERR e SNOW 1982; CARLSON, 1983; ROSE
etal., 1990).

Na fase inicial do exercicio de baixa intensidade ocorre expansao do
volume plasmatico, em funcao do desvio de liquidos e proteinas, originarios
do sistema linfético e intersticio, para o espaco intravascular (NAYLOR et al.,
1993; LACERDA-NETO et al., 2003). Entretanto, a medida que o trabalho
fisico se prolonga h&d necessidade de dissipacdo do calor gerado pela
atividade muscular, e uma parcela importante deste liquido é perdida através
da sudorese LACERDA-NETO et al., 2003). Segundo Marlin et al. (1996),
embora as perdas de agua corporal, pela sudorese, sejam significativas
durante exercicios prolongados, as concentracdes séricas de sédio mantém-
se dentro de valores fisioldgicos, para impedir alteragcdes na osmolalidade
plasmatica, uma vez que esse céation é o mais importante regulador dessa
fung&o no organismo.

A atividade global de determinadas enzimas musculares pode ser
usada para avaliar a atividade metabdlica (CUTMORE et al., 1985). A
atividade dessas enzimas € utilizada como indicador da capacidade
metabolica do musculo KLINE e BECHTEL, 1988), e durante a atividade

fisica prolongada, como corridas de resisténcia, o0 metabolismo oxidativo tem
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um papel importante pela utilizacdo de carboidratos e lipidios
(GUSTAVSSON etal., 1983; HODGSON e ROSE, 1987), sendo possivel
gue a importancia relativa dessas variacbes metabdlicas em cada individuo
ocorra a um rendimento competitivo diferente (RIVERO et al., 1998).

A AST e a LDH sédo enzimas com atividade nos hepatocitos e nas
fibras musculares e tém sido utilizadas associadas aCK para avaliagdo das
lesbes musculares, entre elas as provocadas pelo exercicio (KANEKO et al.,
1997). Segundo Stockham (1995), o exercicio pode liberar quantidades de
enzimas suficientes para aumentar os valores séricos das enzimas AST e
LDH.

Siciliano et al. (1995) e Lofstedt e Collatos (1997) relataram que o
treinamento diario diminui os efeitos provocados pelo exercicio, incluindo a
elevacao das concentragdes séricas das enzimas CK e AST.

A CK é uma enzima de alta especificidade para lesdes musculares, e
0 aumento da sua atividade reflete mais aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial do que lesdo muscular, segundo Rose e Hodgson
(1994). Para Spinha de Toledo et al. (2001), somente altas concentragdes
plasmaticas de CK refletiriam midlise significativa.

Em estudo realizado em equinos PSI sadios criados no Brasil, Lopes
et al. (1993) observaram diferencgas significativas na concentracdo sérica das
enzimas AST, LDH e GGT, em relacéo aos valores de referéncia de autores
estrangeiros. Os autores enfatizam a necessidade de cada laboratorio

determinar seus valores de referéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material e métodos

A realizacdo deste estudo experimental necessitou dos materiais

relacionados, assim como dos métodos elaborados, descritos a seguir.

3.1.1. Equinos

Foram utilizados dez equinos da ragca MM, cinco machos e cinco
fémeas nao-lactantes e ndo-gestantes, com idade entre 3 e 5 anos, com
escore corporal de trés a quatro (SPEIRS, 1999) e clinicamente sadios, com
base no exame fisico e laboratorial de triagem, submetidos ao treinamento

para o concurso de marcha, atividade esta com duracdo média de 20 a 40
minutos diarios.

3.1.2. Manejo alimentar

Os animais foram mantidos em baias individuais e alimentados com
4,5 kg de racdo' por dia (sendo esta distribuida em trés periodos), apim-

elefante (Pennisetum purpureum Schumach) triturado, feno de tifton (Cynodon

! Racgdo Equisul 15 Especial - Total Alimentos, Trés Coracdes-MG.
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spp.), &gua ad libitum e suplemento mineral avontade?, sendo em regime de
semiconfinamento em piquete de capim tifton (Cynodon nlemfuensis

Vanderyst var. robustus), em dias alternados.

3.1.3. Exame fisico

Dez dias antes do experimento, foram registrados os dados de
identificacdo, como a idade, o peso, o estado geral, a atitude, o
comportamento, o aspecto das mucosas aparentes, os linfonodos e os
parametros vitais (freqiéncia cardiaca, freqliéncia respiratéria e
temperatura). Os animais foram considerados sadios ao exame fisico
guando apresentaram parametros vitais dentro dos limites fisiol6gicos,

segundo Houston e Radostits (2002).

3.1.4. Hemograma e determinacéao do fibrinogénio plasmético

Dez dias antes do experimento, apos avaliacdo clinica, foram obtidas
as amostras de sangue por venipunc¢ao jugular, em volume aproximado de
5mL, que foram acondicionadas em tubo de ensaio contendo EDTA3. O
hemograma e a determinacao do fibrinogénio plasméatico foram executados
conforme as metodologias descritas por Coles (1984). Todos os animais do
experimento estavam dentro dos parametros de normalidade para
leucometria total e especifica, bem como para os valores do fibrinogénio

plasmatico, segundo os valores de referéncia de Tyler et al. (1987).

3.1.5. Local

As amostras de soro e plasma sangiineos dos eqiinos MM, para
desenvolver o presente trabalho, foram colhidas no Haras Trés Coracoes,
localizado em Ponte Nova, Minas Gerais, regido da Zona da Mata mineira

(40 km de distancia do laboratério). Apds a coleta de sangue os frascos

2 Hiposal 80% - Total Alimentos, Trés Cora¢fes-MG.
® Frasco sliconizado a vacuo — 5 mL com EDTA, BD - Becton e Dickison Ind. Cirargica
Ltda., Brasil.
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foram encaminhados imediatamente ao laboratorio clinico do Departamento
de Veterinéria da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

As andlises foram realizadas no Laboratorio Clinico do Hospital
Veterinario do Departamento de Veterinaria, no Laboratério de Biofarmacos
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular e no Laboratorio de
Solos Florestais, do Departamento de Solos da Universidade Federal de

Vigosa, Minas Gerais, no periodo de abril a outubro de 2005.

3.1.6. Distribuicao dos grupos experimentais

As amostras de plasma e soro sanguineos de cada animal foram
submetidas a quatro diferentes métodos de conservacgao térmica.

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais

Grupo Método
Grupo TA Temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)
Grupo R5 Refrigeracéo (5°C)
Grupo C20 Congelamento (-20°C)
Grupo C76 Congelamento (-76°C)

3.1.7. Tempos de avaliacdo das analises laboratoriais

Tabela 2 — Tempos de avaliacdo das analises laboratoriais das amostras
mantidas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)

Grupo TA: amostras mantidas a temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)

TO Logo apds a obtencéo do plasma e soro sangtineos
Tl 12 horas apés TO
T2 24 horas apo6s TO
T3 36 horas apos TO
T4 48 horas apos TO
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Tabela 3 — Tempos de avaliacdo das analises laboratoriais das amostras
refrigeradas a 5°C

Grupo R5: amostras refrigeradas a 5°C

T0 Logo apds a obtencdo do plasma e soro sangiineos
T1 7 dias apo6s TO
T2 15 dias ap6s TO
T3 30 dias ap6s TO

Tabela 4 — Tempos de avaliacdo das andlises laboratoriais das amostras
congeladas a-20°C

Grupo C20: amostras congeladas a -20°C

TO Logo ap6s a obtencéo do plasma e soro sangiiineos
Tl 30 dias apés TO
T2 60 dias ap6s TO
T3 90 dias ap6s TO
T4 180 dias apés TO

Tabela 5 — Tempos de avaliacdo das analises laboratoriais das amostras
congeladas a-76°C

Grupo C76: amostras congeladas a -76°C

T0 Logo apds a obtencéo do plasma e soro sangiiineos
T1 30 dias apés TO
T2 60 dias ap6s TO
T3 90 dias apés TO
T4 180 dias apés TO

3.1.8. Coleta das amostras

As amostras foram colhidas mediante venipuncdo jugular, apos
antissepsia local, utilizando-se agulhas hipodérmicas® e frascos Vacutainer®.
ApoOs a coleta de sangue, os frascos foram encaminhados imediatamente ao
laboratorio clinico. Para obtencéo de soro sangiineo foram colhidos 200 mL

de sangue de cada animal, em frascos a vacuo, sem anticoagulante. Apos a

4 Agulhas 18G, BD — Bacton e Dickison Ind. Cirdrgica LTDA., Brasil.
® Frasco sliconizado a vacuo — 10 mL sem anticoagulante — Vacuum I1.
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coleta, as amostras permaneceram em repouso a temperatura ambiente
(16,6 a 29,6°C), até a retracdo do coagulo e posterior centrifugacdo a 700G
(10.000 rpm)® por 10 minutos, tendo o soro sangiiineo sido retirado por
pipetagem para dosagem de albumina, sédio, K, cloreto, bilirrubina total, Mg
total, uréia, creatinina,FA, GGT, AST, CK e LDH. O plasma foi obtido a partir
de amostras de 50 mL de sangue, colhidas em frascos siliconizados,
contendo fluoreto de sédio’, as quais foram centrifugadas em velocidade e
tempo semelhantes aos utilizados para o soro, imediatamente apds a coleta,
para mensuracdo das PPT, da glicose e do lactato; e a partir de 25 mL de
sangue colhido em frascos siliconizados com citrato de s6dio®, para

mensuracao do fibrinogénio.

3.1.9. Avaliagéo laboratorial

Realizou-se a avaliagdo laboratorial dos seguintes constituintes: PPT
(Biureto), albumina (verde de Bromocresol — VCB), fibrinogénio (precipitacéo
a 56 — 58°C, segundo Jain, 1993), sédio (espectofotometria de chama), K
(espectofotometria de chama), cloreto (colorimetria), glicose (enzimatica
colorimétrica — GOD — PAP), lactato (enzimatico colorimétrico - LOD - PAP),
bilirrubina total (Sims — Hom), Mg total (Mann Yoe), uréia (enzimatico
colorimétrico), creatinina (cinética colorimétrica), FA (cinética), GGT (Szasz
modificado), AST (cinética— UV), CK (cinética— UV) e LDH (cinética).

3.1.10. Mensuracao dos constituintes

Na mensuracdo de PPT (albumina) por meio de equipamento
eletronico® foram utilizados os reagentes comerciais da Bioclin!®; o
fibrinogénio foi medido por refratometria’’; e o sédio e o K por

espectrofotometria de chama, com as amostras de soro diluidas nas

6 Centrifuga, EUREKA/ BIO ENG, Marconi Equipamentos para Laboratério.
" Celm - Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos.

® Frasco a vacuo — 5 mL — citrato de sédio — Vacuum |1,

® Aparelho de Automagc&o Alizé — Clinline 150.

% QUIBASA — Quimica Basica Ltda.

! Refratometro: Atago, Hand Refractometer, Mod. Uricon cat No. 135.

31



seguintes proporcdes K = [(50 nL amostra + 50 nL. H,O + 2*(200) niL H,O +
3 (500) nL H,O = 2000 niL)] b 40* diluido = (1:40). A partir dessa diluicéo,
foram retirados 200 niL para diluir o sédio = [(200nL + 100 nL H,O + 200 L
H,O + 3 (500) nL H,O = 2000 nL)] b 400* diluido = (1:400); posteriormente
a amostra foi analisada em fotémetro de chama'?. Cloreto, glicose, lactato,
bilirrubina total, Mg total, uréia, creatinina, FA, GGT, AST, CK e LDH foram
também diluidos por meio de equipamento eletrénico’?, tendo sido utilizados

os reagentes comerciais da Bioclin'*, Katal'® e Synermed.*®

3.1.11. Analise dos dados

Os dados estatisticos foram realizados em analise de variancia
(ANOVA), tendo o teste de Dunnett, a 5% de probabilidade, sido aplicado
para 0s grupos das amostras mantidas em temperatura ambiente e
refrigeragéo a 5°C. Todos os constituintes foram analisados, levando-se em
consideracdo 0s quatro tratamentos, com o0s dez animais, para comparar
cada tempo dos tratamentos com o controle.

A comparacdo entre 0s constituintes sanguineos e a ocorréncia de
instabilidade foi realizada com o tempo zero como controle, para verificagcao
de mudanca de seus constituintes na avaliagdo da temperatura e
armazenagem.

As analises para os grupos das amostras congeladas a -20 e -76°C
foram realizadas segundo o delineamento inteiramente casualizado (DIC),
no esquema de parcelas subdivididas, em que as temperaturas constituiram
as parcelas e os tempos de avaliagdo, as subparcelas. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probalidade.

As analises foram realizadas com o uso do programa computacional
SAS.

'2 Fotdmetro de chama - Corning 400.
ij Aparelho de Automago Alizé — Clinline 150.
s QUIBASA — Quimica Basica Ltda.
Katal Biotecnoldgica Ind. e Com. Ltda.
16 Synermed International Inc. Canada.
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4. RESULTADOS E DISCUSAO

4.1. Influéncia do tempo e da temperatura sobre a estabilidade de
constituintes do soro e plasma sanglineos de eqiiinos mangalarga
marchador: proteinas plasmaticas totais, albumina, fibrinogénio,

sédio, potassio e cloreto

4.1.1. Resultados

Os resultados obtidos no presente estudo encontram-se
representados sob a forma de tabelas e figuras enumeradas. As
representacfes graficas demonstram os valores médios obtidos, nos dez
animais, para cada constituinte sanguineo estudado nos determinados

tempos de conservacao.

33



Tabela 6 — Valores médios, erro-padrdao da média e coeficiente de variacado
da PPT (g/dL) de equinos MM obtidos em amostras conservadas
atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)

Proteinas Plasmaticas Totais

Tratamentos Tempo (horas) (g/dL)
TO 0 7,01+0,16
T1 12 6,71+ 0,14
T2 24 6,87 + 0,20
T3 36 6,75+ 0,16
T4 48 6,67 + 0,20
CV (%) 7,99

Tabela 7 — Valores médios, erro-padrdo da média e coeficiente de variagdo
da PPT (g/dL) de equinos MM obtidos em amostras conservadas

sob refrigeracédo (5°C)
Tratamentos Tempo (dias) Proteinas Pl(e;s/(rjnl_é;ncas Totais
TO 0 7,01+£0,16
T1 7 6,46 + 0,15
T2 15 6,62 +0,16
T3 30 6,83 + 0,19
CV (%) 7,72

Tabela 8 — Valores médios da PPT (g/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob congelamento a-20 e -76°C

Proteinas Plasmaéticas Totais (g/dL)

Tratamentos Tempo (dias)
C20 C76
TO 0 70lab A 7,01 cA
T1 30 7,30 a A 7,47 a A
T2 60 6,54 cA 744ab B
T3 90 6,56 cA 7,00 cA
T4 180 6,60 bcA 704 bcB

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 1 — Valores das PPT (g/dL) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por 48 horas.
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Figura 2 — Valores das PPT (g/dL) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 3 — Valores das PPT (g/dL) de equinos MM obtidos de amostras
congeladas a-20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 9 — Valores médios, erro-padrdo da média e coeficiente de variacédo
da albumina sérica (g/dL) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)

Tratamentos Tempo (horas) Albumina (g/dL)
TO 0 3,50 £0,04
T1 12 3,34* + 0,04
T2 24 3,35* + 0,05
T3 36 3,32* + 0,03
T4 48 3,36 +£0,03
CV (%) 3,90

* Médias ha mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 10 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
da albumina sérica (g/dL) de eqlinos MM obtidos em amostras
conservadas sob refrigeracéao (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Albumina (g/dL)
TO 0 3,50 £0,04
T1 7 3,26* + 0,03
T2 15 3,31*+ 0,03
T3 30 3,40 +£0,03
CV (%) 3,05

* Médias na mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 11 — Valores médios da albumina sérica (g/dL) de equinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e -

76°C
Tratamentos Tempo (dias) Albumina (g/dL)
C20 C76
TO 0 350aA 350a A
T1 30 347aA 358abA
T2 60 3,38aA 354abB
T3 90 343aA 348abA
T4 180 3,37aA 339 bA

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 4 — Valores de albumina sérica (g/dL) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas atemper atura ambiente (16,6 a 29,6°C), por
48 horas.
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Figura 5 — Valores de albumina sérica (g/dL) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas sob refrigeracao a 5°C, por 30 dias.
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Figura 6 — Valores de albumina sérica (g/dL) de equinos MM obtidos de
amostras congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 12 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Fibrinogénio (mg/dL)
TO 0 300,00 + 53,75
T1 12 730,00* £ 114,55
T2 24 720,00* + 94,05
T3 36 750,00* + 76,38
T4 48 400,00 + 61,47
CV (%) 45,27

* Médias ha mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 13 — Valores médios, erro-padrao da meédia e coeficiente de variacao
do fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas sob refrigeragéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Fibrinogénio (mg/dL)
TO 0 300,00 + 53,75
T1 7 470,00 + 114,55
T2 15 350,00 + 68,72
T3 30 290,00 + 45,82
CV (%) 67,78

Tabela 14 — Valores médios do fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de equinos
MM obtidos de amostras conservadas sob congelamento a -20

e-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Fibrinogenio (mg/dL)
C20 C76
TO 0 300,00ab A 300,00a A
Tl 30 190,00 b A 210,00a A
T2 60 320,00ab A 340,00a A
T3 90 230,00ab A 320,00a A
T4 180 380,00a A 300,00a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minlsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 7 — Valores de fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de equinos MM
obtidos de amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a
29,6°C), por 48 horas.
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Figura 8 — Valores de fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de equinos MM obtidos
de amostras conservadas sob refrigeracao a 5°C por 30 dias.
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Figura 9 — Valores de fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de eqiinos MM
obtidos de amostras congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 15 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do sédio sérico (mmol/L) de eqlinos MM obtidos de amostras
conservadas atempera tura ambiente (16,6 a 29,6°C)

Tratamentos Tempo (horas) Sadio (mmol/L)
TO 0 158,96 + 2,08
T1 12 164,65 + 1,66
T2 24 165,17 + 2,28
T3 36 166,52* + 1,94
T4 48 165,78* + 1,37
CV (%) 4,64

* Médias ha mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 16 — Valores médios, erro-padréo da média e coeficiente de variacéo
do sodio sérico (mmol/L) de eqlinos MM obtidos de amostras
conservadas sob refrigeracéao (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Soédio (mmol/L)
TO 0 158,96 + 2,08
T1 7 159,26 + 1,69
T2 15 159,18 £ 2,92
T3 30 162,78 + 1,93
CV (%) 4,35

Tabela 17 — Valores médios do sodio sérico (mmol/L) de eqliinos MM obtidos
de amostras conservadas sob congelamento a-20 e -76°C

Sédio (mmol/L)

Tratamentos Tempo (dias)
C20 C76
TO 0 158,96 a A 158,96 a A
T1 30 157,57a A 153,83a A
T2 60 154,78 a A 150,96 a A
T3 90 151,45a A 148,59 a A
T4 180 150,22 a A 149,48 a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 10 — Valores de sodio sérico (mmol/L) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)
por 48 horas.
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Figura 11 — Valores de sodio sérico (mmol/L) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C por 30 dias.
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Figura 12 — Valores de sodio sérico (mmol/L) de equinos MM obtidos de
amostras congeladas a-20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 18 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do potéassio sérico (mmol/L) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Potassio (mmol/L)
TO 0 4,90 + 0,07
T1 12 4,63+0,11
T2 24 5,15 + 0,05
T3 36 4,68 +0,14
T4 48 4,95 + 0,09
CV (%) 6,27

Tabela 19 — Valores médios, erro-padrédo da média e coeficiente de variacédo
do potéassio sérico (mmol/L) de eqlinos MM obtidos de
amostras conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Potassio (mmol/L)
TO 0 4,90 £ 0,07
T1 7 4,80 £ 0,09
T2 15 4,50* + 0,11
T3 30 4,49* + 0,12
CV (%) 7,04

* Médias na mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 20 — Valores médios do potédssio sérico (mmol/L) de equinos MM
obtidos de amostras conservadas sob congelamento a -20 e

-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Potassio (mmol/L)
C20 C76
TO 0 4,90aA 4,90 a A
T1 30 4,69 aA 4,74 a A
T2 60 479aA 4,78 a A
T3 90 5,02a A 491 aA
T4 180 492aA 4,77 a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 13 — Valores de K sérico (mmol/L) de equinos MM obtidos de amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por 48 horas.
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Figura 14 — Valores de K sérico (mmol/L) de eqlinos MM obtidos de
amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 15 — Valores de K sérico (mmol/L) de eqlinos MM obtidos de
amostras congeladas a-20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 21 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do cloreto sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos de amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)

Tratamentos Tempo (horas) Cloreto (mg/dL)
TO 0 97,73 + 1,09
T1 12 93,18 + 1,69
T2 24 94,16 + 1,45
T3 36 93,24 + 1,33
T4 48 93,31+ 1,02
CV (%) 4,52

Tabela 22 — Valores médios, erro-padrédo da média e coeficiente de variacédo
do cloreto sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos de amostras
conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Cloreto (mg/dL)
TO 0 97,73+ 1,09
T1 7 93,91 + 1,98
T2 15 94,96 + 3,66
T3 30 98,06 + 0,60
CV (%) 7,28

Tabela 23 — Valores médios do cloreto sérico (mg/dL) de equinos MM
obtidos de amostras conservadas sob congelamento a -20 e

-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Cloreto (mg/dL)
C20 C76
TO 0 97,73abA 97,73 ab A
T1 30 99,39a A 101,14 a A
T2 60 95,83 ab A 99,33 ab A
T3 90 9250 bA 9424 b A
T4 180 92,82 abA 96,02 ab A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 16 — Valores de cloreto sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C),
por 48 horas.
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Figura 17 — Valores de cloreto sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos de
amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 18 — Valores de cloreto sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos de
amostras congeladas a-20 e -76°C, por 180 dias.
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4.1.2. Discussao

4.1.2.1. Proteinas plasmaéticas totais — PPT

Uma das praticas laboratoriais mais comuns € a mensuracao das PPT
com o objetivo de avaliar o grau de desidratagcdo nos animais. No presente
estudo os resultados apresentados nas Tabelas 6 a 8 e nas Figuras 1 a 3
demonstraram que os valores de PPT permaneceram estaveis nos grupos
TA e R5, que nas amostras congeladas a -20°C apresentaram aumento no
T1 (30 dias), que houve reducao significativa no T2 e T3 (60 e 90 dias) e que
a -76°C houve aumento no T1l e T2 (30 e 60 dias). Ao comparar os dois
tratamentos constatou-se que houve diferenca significativa nos valores T2 e
T3 (60 e 90 dias). Apesar de a diminuicdo e do aumento terem sido
significativos, esses valores encontram-se na faixa de referéncia para
equinos, que é de 5,2 a 7,9 g/dL (KANEKO et al., 1997). Possivelmente esse
valor foi em virtude da desnaturagéo que ocorre por qualquer alteracdo nao-
proteolitica nas propriedades quimicas, na composi¢cdo ou na estrutura de
uma proteina original, resultando em perda de algumas ou de todas as suas
caracteristicas préprias ou especificas (BLOOD e STUDDERT, 2002),
mudanca esta provocada pelo calor ou pela agitacdo vigorosa da solucao
protéica (LEHNINGER, 1995). Resultados diferentes foram obtidos por
Giorgetti et al. (1989), que encontraram diminuicdo significativa nos valores
de proteina sérica total de bovinos quando as amostras foram armazenadas
atemperatura de -20°C por 30 e 60 dias. Por sua vez, Thoresen et al. (1995)
relataram que quando a coleta, a centrifugacdo e a manipulagdo das
amostras de soro ou do plasma séo realizadas de maneira adequada os
valores das proteinas totais ndo sdo afetados pela armazenagem por até
240 dias, a -20°C ou de -70°C, corroborando com os resultados obtidos no
presente estudo. Ao avaliar as proteinas totais no soro bovino armazenadas
a temperatura ambiente (25°C), sob refrigeracdo (5°C) e congeladas a
-20°C, Doretto (1996) encontrou estabilidade nos valores das proteinas
totais por 90 dias a temperatura ambiente (25°C) e refrigeradas (5°). Na
temperatura de -20°C a estabilidade ocorreu até o 152 dia. Esses resultados

nao foram discutidos pelo autor e diferem dos valores encontrados no
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presente estudo, com excecdo das amostras mantidas a temperatura

ambiente, apesar de os tempos avaliados terem sido diferentes.

4.1.2.2. Albumina

A albumina é a principal proteina sérica nos animais e constitui de 35
a 50% da proteina total sérica. E sintetizada no figado e contribui com 75%
da atividade osmotica plasmatica (KANEKO et al., 1997). E considerada uma
importante reserva protéica, bem como um transportador de acidos graxos
livres, aminoéacidos, metais, célcio, horménios e bilirrubina (GONZALEZ e
SILVA, 2003). E utilizada no diagnéstico das hepatopatias (PINSENT e
EDDY, 2004). Nas amostras do presente estudo houve diminuicdo
significativa nos valores de albumina atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)
nos tempos 12, 24 e 36 horas, nas amostras refrigeradas (5°C) com 7 e
15 dias e nas congeladas a -76°C aos 180 dias de armazenagem. Na
comparacao entre os grupos das amostras congeladas os valores diferiram-
se aos 60 e 90 dias, como representados nas Tabelas 9, 10 e 11 e nas
Figuras 4, 5 e 6. Possivelmente esse resultado foi ocasionado por sua
desnaturacéo, como explicado anteriormente.

Apesar de terem utilizado diferentes tempos de armazenagem, Hanok
e Kuo (1968) encontraram valores estaveis de albumina no soro sanglineo
humano mantido sob refrigeragdo (5°C) durante cinco dias. Valores
diferentes foram obtidos por Giorgetti et al. (1989), que encontraram
diminuicdo significativa nos valores de albumina sérica de bovinos aos 30 e
60 dias de armazenagem a -20°C, entretanto esses resultados ndo foram
discutidos pelos autores. Por sua vez, Doretto (1996), ao avaliar a albumina
no soro bovino armazenado atemperatura ambiente (25°C), sob refrigeracao
(5°C) e congelado a -20°C encontrou estabilidade nos valores da albumina
sérica por 90 dias atemperatura ambiente (25°C) e refrigerada a 5°C. Na
temperatura de -20°C encontrou aumento aos 15 dias e diminuicdo aos 60
dias. Esses resultados ndo foram discutidos e também diferem dos obtidos

no presente estudo.
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4.1.2.3. Fibrinogénio

O fibrinogénio (Fator 1) € uma glicoproteina sintetizada no figado, de
alto peso molecular (340.000 Da); ele representa 5% das proteinas
plasmaticas totais. Aléem de seu papel na coagulacdo, € uma importante
proteina na resposta de fase aguda da inflamacdo (oOHuUIS et al., 1988;
COWELL e TYLER, 2002). No presente estudo, o fibrinogénio foi mensurado
pela técnica de refratometria (SMITH e KANEKO 1966). Os resultados
obtidos elevaram-se significativamente nas amostras mantidas a
temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C) no T1 (12 horas), T2 (24 horas) e
T3 (36 horas) (Tabela 12, Figura 7), nas amostras congeladas a -20°C
diminuiram no T1 (30 dias) e aumentaram no T4 aos 180 dias. Na
comparacao entre os grupos nao foi constatada diferenca significativa. Como
o indice de refracdo é utilizado para medir a pureza de uma substancia, os
resultados obtidos podem ter sido ocasionados pelo aparecimento de um
novo composto decorrente do processo de armazenagem do plasma a
temperatura ambiente, que nesse periodo variou de 16,6 a 29,6°C, segundo
a estacao de meteorologia da UFV, podendo ter resultado no aumento dos
valores do fibrinogénio, como citaram Coles (1984) e Motta (2006). Nos

demais grupos os valores do fibrinogénio mantiveram-se constantes.

4.1.2.4. So6dio — Na*

O sbdio mantém a pressdo osmoética e regula o equilibrio acido-base.
Este eletrolito, nos fluidos corpéreos, esta envolvido no metabolismo hidrico-
celular, na respiracdo, na regulacdo do pH sanguineo, na transmissdo de
impulsos nervosos, na contracdo da musculatura cardiaca e na nutricdo
(McDOWELL, 1999). Os valores de referéncia do sddio em equinos sao de
132-146 mmol/L (KANEKO et al., 1997).

O TO foi o que apresentou valores superiores (Tabelas 6, 7 e 8) aos
valores de referéncia. Esse resultado possivelmente pode ter sido
ocasionado devido araca, a dieta, a atividade fisica ou a metodologia de
andlise utilizada, por néo ter sido feita a homogeneizacdo do volume total do

soro de cada animal na fase de coleta e aliquotagem das amostras, com isso
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alguma amostra pode ter apresentado hemaolise ou lipemia, ocorrendo assim
alteracdes nos tempos estudados. Esses resultados diferem dos obtidos por
Bernstein (1952a,b; 1953; 1954a,b), Epstein (1984), Fontaine et al. (1987) e
Lindner (1991a). Os valores de sOdio apresentaram aumento nas amostras
mantidas a temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C) no T3 (36 horas) e T4
(48 horas), o que possivelmente foi ocasionado pela evaporacdo do soro em
decorréncia do tempo de armazenamento. Nas amostras refrigeradas a 5°C
e nas congeladas a -20 e a -76°C, houve estabilidade nos valores do sodio

sérico.

4.1.2.5. Potassio — K"

O potassio é o principal cation do espaco intracelular, estando apenas
2% da quantidade total deste no espaco extracelular (ROSE, 1981; TAYLOR
e HYLLER, 1997).

Como demonstram as Tabelas 9, 10 e 11, os valores do potassio no
TO estédo na faixa de referéncia, que segundo Radostits et al. (2002) € de 3,0
a 5,0 mmol/L. Durante a fase experimental, 0 potassio sérico manteve-se
instavel nas amostras mantidas sob refrigeracdo (5°C), porém ocorreu
diminuicdo no T2 (15 dias) e T3 (30 dias) (Tabela 10, Figura 5). A causa das
variagbes encontradas para o ion potassio foi semelhante a do sadio,
possivelmente pelas condigBes de aliquotagem das amostras, mecanismo ja
explicado anteriormente, ou também pela perda de ions com a sudorese. Os
demais tempos avaliados nao apresentaram alteracbes relevantes.
Resultados diferentes foram obtidos por Bernstein (1952a,b; 1953; 1954a,b),
Epstein (1984) e Lindner (1991a), que encontraram aumento nos valores do

K durante a conservacao.

4.1.2.6. Cloreto — ClI

Os ions cloretos constituem aproximadamente dois tercos dos anions
no plasma. Eles sdo os principais anions filtrados pelos glomérulos e
reabsorvidos nos tubulos renais. O cloreto € importante ndo s6 na

manutencdo da osmolalidade, mas também participa ativamente na
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regulacéo do equilibrio acido-base (DIBARTOLA, 2006). No presente estudo
observaram-se alteracdes nos valores de cloreto nas amostras mantidas a
-20 e -76°C aumento no T1 (30 dias) e diminuicdo no T3 (90 dias). Nao foi
constatada diferenca significativa na comparagao entre os grupos (Tabela
13, Figura 8). Como ha uma estreita relacdo entre os ions sodio, potassio e
cloreto, provavelmente as variagbes encontradas nos valores do cloreto
foram também ocasionadas pelos mesmos mecanismos do sodio e potassio,
como explicado anteriormente, ou também pela perda de ions com a
sudorese e pela suplementacdo mineral. As amostras mantidas a
temperatura ambiente e refrigeradas a 5°C mantiveram-se estaveis.

Quando se compara o valor de referéncia, 98 a 109 mmol/L, dos
autores Duncan e Prasse (1982), Van Heerden et al. (1990), Carlson (1993)
e Kaneko et al. (1997) com os valores do presente estudo, observa-se que a
variacéo foi significativa, principalmente nas amostras mantidas a -20 por 90
e 180 dias, sinalizando que esse ndo é um bom método de conservacao,

diferindo dos resultados obtidos por Epstein (1984).

4.2. Influéncia do tempo e da temperatura sobre a estabilidade de
constituintes o soro e plasma sanguineos de equinos mangalarga
marchador: glicose, lactato, bilirrubina total, magnésio, uréia e

creatinina

4.2.1. Resultados

Os resultados obtidos no presente estudo encontram-se
representados sob a forma de tabelas e figuras enumeradas. As
representacdes graficas demonstram os valores médios obtidos nos dez
animais para cada constituinte sanglineo estudado nos determinados

tempos de conservagao.
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Tabela 24 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
da glicose plasmética (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Glicose (mg/dL)
TO 0 102,68 + 1,80
T1 12 96,49 + 1,56
T2 24 101,42 £ 2,62
T3 36 100,28 + 1,96
T4 48 98,85 + 2,49
CV (%) 6,72

Tabela 25 — Valores médios, erro-padrédo da média e coeficiente de variacédo
da glicose plasmética (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Glicose (mg/dL)
TO 0 102,68 + 1,80
T1 7 98,28 + 1,99
T2 15 98,83 + 1,39
T3 30 100,72 £ 1,61
CV (%) 5,43

Tabela 26 — Valores médios da glicose plasmatica (mg/dL) de equiinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20

e-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Glicose (mg/dL)
C20 C76
TO 0 102,68 a A 102,68 a A
T1 30 107,09a A 108,16 a A
T2 60 100,18 a A 107,68 a A
T3 90 99,75 aA 105,08a A
T4 180 98,97 aA 106,20a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 19 — Valores de glicose plasmatica (mg/dL) de eqlinos MM obtidos
em amostras conservadas a temperatura ambiente (16,6 a
29,6°C), por 48 horas.
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Figura 20 — Valores de glicose plasmatica (mg/dL) de egiinos MM obtidos
em amostras conservadas sob refrigeracéo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 21 — Valores de glicose plasmatica (mg/dL) de eqlinos MM obtidos
em amostras congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 27 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do lactato plasmatico (mmol/L) de eqlinos MM obtidos em

amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Lactato (mmol/L)
TO 0 1,13 £ 0,07
T1 12 1,08 + 0,08
T2 24 1,18 + 0,06
T3 36 1,19 + 0,09
T4 48 0,76* + 0,05
CV (%) 21,14

* Médias na mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 28 — Valores médios, erro-padrao da meédia e coeficiente de variacao
do lactato plasméatico (mmol/L) de eqlinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracao (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Lactato (mmol/L)
TO 0 1,13+ 0,07
T1 7 0,96 + 0,05
T2 15 1,24 + 3,16
T3 30 0,85+ 0,07
CV (%) 21,14

Tabela 29 — Valores médios do lactato plasmético (mmol/L) de equinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e

-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Lactato (mmol/L)
C20 C76
TO 0 1,13aA 1,13aA
T1 30 0,96 aA 097aA
T2 60 0,87aA 095aA
T3 90 091aA 095aA
T4 180 0,89aA 092aA

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minUsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por Iletras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 22 — Valores de lactato plasmatico (mmol/L) de equinos MM obtidos
em amostras conservadas a temperatura ambiente (16,6 a
29,6°C), por 48 horas.

3,00 T
2,50 1
2,00 A
1,50 A

L
1,00 \/\

0,50 T T T T 1
0 7 14 21 28 35

Lactato (mmol/L)

Tempo (dias)

Figura 23 — Valores de lactato plasmatico (mmol/L) de eqliinos MM obtidos
em amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 24 — Valores de lactato plasmatico (mmol/L) de eqliinos MM obtidos
em amostras congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 30 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
da bilirrubina total sérica (mg/dL) de equinos MM de amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)

Tratamentos Tempo (horas) Bilirrubina Total (mg/dL)
TO 0 1,27 £0,14
T1 12 1,04 £ 0,14
T2 24 1,01+£0,11
T3 36 0,96 + 0,08
T4 48 1,10+ 0,14
CV (%) 36,09

Tabela 31 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
da bilirrubina total sérica (mg/dL) de equinos MM de amostras
conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Bilirrubina Total (mg/dL)
TO 0 1,27 £0,14
T1 7 1,56 + 0,15
T2 15 1,66 £ 0,14
T3 30 1,86*+0,17
CV (%) 29,83

* Médias na mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 32 — Valores médios da bilirrubina total sérica (mg/dL) de equinos
MM de amostras conservadas sob congelamento a -20 e -76°C

Bilirrubina Total (mg/dL)

Tratamentos Tempo (dias)
C20 C76
TO 0 127aA 127aA
Tl 30 1,89aA 1,73aA
T2 60 1,72aA 1,89a A
T3 90 1,20a A 1,50a A
T4 180 124aA 1,77aA

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minUsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 25 — Valores de bilirrubina total sérico (mg/dL) de equinos MM de

amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C),
por 48 horas.
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Figura 26 — Valores de bilirrubina total sérico (mg/dL) de eqlinos MM de
amostras conservadas sob refrigeracao a 5°C, por 30 dias.
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Figura 27 — Valores de bilirrubina total sérico (mg/dL) de eqlinos MM
obtidos em amostras congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 33 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do magnésio sérico (mg/dL) de eqlinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Magnésio (mg/dL)
TO 0 2,01 +0,09
T1 12 2,28+0,11
T2 24 2,28 + 0,06
T3 36 2,33+0,07
T4 48 2,21 +0,13
CV (%) 13,64

Tabela 34 — Valores médios, erro-padrédo da média e coeficiente de variacédo
do magnésio sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Magnésio (mg/dL)
TO 0 2,01 +0,09
T1 7 1,78 £ 0,08
T2 15 1,78 +0,12
T3 30 1,79+ 0,10
CV (%) 17,06

Tabela 35 — Valores médios do magnésio sérico (mg/dL) de eqlinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e -

76°C
Tratamentos Tempo (dias) Magnesio (mg/DI)
C20 C76
TO 0 201aA 201aA
T1 30 1,72aA 185aA
T2 60 1.65aA 1,77aA
T3 90 1,64aA 1,71aA
T4 180 160aA 1,67aA

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 28 — Valores de Mg sérico (mg/dL) de eqlinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por

48 horas.
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Figura 29 — Valores de Mg sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracao a 5°C, por 30 dias.
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Figura 30 — Valores de Mg sérico (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 36 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
da uréia sérica (mg/dL) de eqlinos MM obtidos em amostras

conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Uréia (mg/dL)
TO 0 33,89+ 1,76
T1 12 32,55 + 3,25
T2 24 30,14 + 1,87
T3 36 30,24 + 1,96
T4 48 29,88 + 2,48
CV (%) 23,48

Tabela 37 — Valores médios, erro-padréo da média e coeficiente de variacédo
da uréia sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Uréia (mg/dL)
TO 0 33,89+ 1,76
T1 7 30,09 + 2,18
T2 15 37,59 + 1,82
T3 30 43,22* + 1,98
CV (%) 16,94

* Médias na mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 38 — Valores médios e coeficiente de variacdo da uréia sérica
(mg/dL) de equinos MM obtidos em amostras conservadas sob
congelamento a -20 e -76°C

Uréia (mg/dL

Tratamentos Tempo (dias)
C20 C76
TO 0 33,89a A 33,89a A
Tl 30 40,94 a A 38,21a A
T2 60 40,42 a A 38,29 a A
T3 90 3143 aA 3143 aA
T4 180 34,69 a A 36,96 a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 31 — Valores de uréia sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por
48 horas.
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Figura 32 — Valores de uréia sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracao a 5°C, por 30 dias.
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Figura 33 — Valores de uréia sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras congeladas -20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 39 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
da creatinina sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Creatinina (mg/dL)
TO 0 1,03+ 0,04
T1 12 1,07 £ 0,04
T2 24 1,03 £ 0,04
T3 36 1,03 £ 0,03
T4 48 1,05 +0,03
CV (%) 11,18

Tabela 40 — Valores médios, erro-padréo da média e coeficiente de variacédo
da creatinina sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Creatinina (mg/dL)
TO 0 1,03+ 0,04
T1 7 1,01 £ 0,03
T2 15 0,95+ 0,03
T3 30 0,94 £0,03
CV (%) 11,78

Tabela 41 — Valores médios da creatinina sérica (mg/dL) de equinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e

-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Creatinina — mg/dL
C20 C76

TO 0 1,03aA 1,03a A
T1 30 097aA 1,03abA
T2 60 0,89aA 095abA
T3 90 1,04aA 1,13 bA
T4 180 0,92aA 0,93 bA

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 34 — Valores de creatinina sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C),
por 48 horas.
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Figura 35 — Valores de creatinina sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 36 — Valores de creatinina sérica (mg/dL) de equinos MM obtidos em
amostras congeladas a-20°C e -76°C, por 180 dias.
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4.2.2.Discussao

422.1. Glicose

A glicose, ao entrar na célula, tem varios destinos metabdlicos,
dependendo do tipo de célula e do estado energético celular HARVEY e
KANEKO, 1976; LEHNINGER, 1986; BEITZ, 1996). Seus valores sao
utilizados como indicador do metabolismo de carboidratos no organismo e
também podem ser usados para mensurar a funcdo endécrina do pancreas
(COLVILLE, 2005). No presente estudo os niveis de glicose apresentaram-
se estaveis nas amostras mantidas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C)
por 48 horas e nas refrigeradas a 5°C por 30 dias (Tabelas 24 e 25, Figuras
19 e 20), diferindo dos resultados obtidos por Manston et al. (1974), que
encontraram diminuicdo na glicose sangtinea de bovinos com 48 horas de
conservacéo, e dos resultados de Weissman e Klein (1958), Clark et al.
(1990), Astles et al. (1994) e Young e Bermes (1999), que encontraram
diminuicdo da glicose em humanos com 24 horas a 25°C. J4 Christopher e
O’Neill (2000) encontraram decréscimo nos valores da glicose em felinos
com 8 e 24 horas a 25°C. Segundo Ferrante e Kronfeld (1994), a perda de
glicose em amostras do plasma pode ser, em parte, atribuida ao
metabolismo do eritrocito. A taxa média da diminuicdo na concentracdo da
glicose nas amostras do sangue obtidas de equinos armazenadas em 20 a
22°C foi aproximadamente 7% em 60 minutos. Colville (2005) relatou que os
niveis de glicose podem cair 10% em 1 hora se a amostra de plasma for
deixada em contato com o0s eritrOcitos na temperatura ambiente.
Concordando com o presente estudo Manston et al. (1974) ndo encontraram
variacdo nos valores das amostras conservadas a 4°C por 96 horas. Guppy
et al. (1992) e Colville (2005) citam que as amostras refrigeradas a zero e a
4°C permaneceram estaveis por 72 horas emantiveram o pH ideal.

Foi encontrada também estabilidade nas amostras armazenadas a
-20 e a -76°C por 180 dias (Tabela 26, Figura 21), o que corrobora com 0s

resultados de Morris et al. (2002), obtidos em ovinos.
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4.2.2.2. Lactato

A dosagem do lactato nos equinos tem grande importancia
(GONZALEZ e SILVA, 2003), sendo usada mais freqiientemente como
indicador do diagndstico e prognostico metabolico nos casos de colica e
para avaliar o desempenho do exercicio nesses animais MOORE et al.,
1976; GOSSET et al., 1987; WHITE, 1987, 1990; PARRY et al., 2003;
HENDRIX, 2005). O teor de lactato no plasma de equinos sadios geralmente
apresenta valor inferior a 1,5 mmol/L (ANDERSON, 1975). Segundo Kaneko
et al. (1997), o valor de referéncia € de 1,11 a 1,78 mmol/L.

Nos dados referentes a temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C),
observou-se que os valores de lactato plasméatico obtidos no TO, T1, T2 e T3
estavam na faixa de referéncia, semelhantes aos resultados obtidos por
Christopher e O’Neill (2000). Os autores, ao avaliarem o lactato de gatos em
plasma armazenado durante 8 horas a temperatura ambiente , nao
observaram alteracdes significativas. Por outro lado, Ferrante e Kronfeld
(1994), mensurando o lactato plasmatico de equinos, encontraram valores
inferiores dos do presente estudo, em amostras mantidas a 22°C por 1 hora.
Segundo Vaihkonen etal. (1999), ha influéncia nos valores de referéncia do
lactato plasmatico de equinos quando as amostras sdo armazenadas por 24
horas a 20°C.

Nos valores referentes & concentracfes de lactato do plasma no T4
(48 horas) (Tabela 27, Figura 22) atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C),
houve diminuicdo, possivelmente ocasionada por alteracdo na molécula do
lactato decorrente do processo de conservacgao.

As amostras mantidas sob refrigeracdo (5°C) apresentaram-se
estaveis por 30 dias, pois como citou Hendrix (2005) as amostras
plasmaticas obtidas com o anticoagulante fluoreto-oxalato ficam estaveis por
aproximadamente 30 dias a 4°C. No estudo de King et al. (1994), constatou-
se diminuicdo nas amostras armazenadas por 2, 24 e 96 horas a 4°C.

As amostras congeladas a -20°C e a -76°C mantiveram-se estaveis

durante toda a fase experimental (Tabela 29, Figura 24).
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4.2.2.3. Bilirrubina total

Considerando que o comportamento da bilirrubina total diante dos
métodos de conservagdo estd diretamente relacionado & oscilagbes
ocorridas nos valores de bilirrubina direta e indireta, a discussédo a seguir
sera em relacdo aos resultados obtidos para a bilirrubina total. A espécie
eqlina tem a caracteristica de apresentar hiperbilirrubinemia fisiolégica
decorrente do jejum. E por isto que no jejum o eqiiino pode ficar ictérico. A
ictericia, especialmente visivel na esclerética, é o sinal fisico mais evidente
da hiperbilirrubinemia (TASKER, 1978; CARLSON, 1993).

Os valores representados na Tabela 31 e na Figura 26 indicam que o
teor de bilirrubina total apresentou aumento nas amostras refrigeradas (5°C)
no T3 (30 dias); nos outros métodos de conservacéo estudados, manteve-se
estavel durante todo o periodo experimental. Segundo Doretto (1996), €
possivel que a conjugacdo hepatica desse pigmento altere a constituicdo
molecular, a ponto de ser influenciada por mudancas de temperatura no
meio em que se encontra. A instabilidade verificada também pode ser
explicada pelo fato de as amostras ndo terem sido protegidas da luz, nem
durante a coleta e nem na fase de processamento e armazenagem do soro
sanglineo, em todos os grupos estudados no presente trabalho. Por outro
lado, Leite et al. (2003) encontraram estabilidade nas amostras de bilirrubina
total em humanos por nove meses a -70°C.

Os resultados deste estudo comprovaram a estabilidade nas
amostras de bilirrubina total atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C) por 48
horas e congeladas a -20 e a -76°C por 180 dias de armazenagem. No
estudo de Ogilvie et al. (1985) a bilirrubina total plasmatica de gatos e de
equlinos permaneceu estavel a -20°C por até 168 horas (7 dias), o que
corrobora com os resultados do presente estudo. Entretanto, Souza etal.
(2004) relataram que a aliquota do soro para determinacgdo da bilirrubina em
bovinos permaneceu sob refrigeracdo, sendo realizada a analise até 24

horas ap0s a coleta do material, sem interferir nos resultados.
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4.2.2.4. Magnésio — Mg

O Mg é encontrado em todos os tecidos corporais (COLVILLE, 2005)
e é considerado um elemento extremamente importante para o metabolismo
de carboidratos, lipidios (co-fator enzimatico de varias enzimas) e dos
liquidos intra e extracelular (UNDERWOOD, 1981). Segundo Kaneko et al.
(1997), a faixa de referéncia para este eletrélito em eqlinos é 2,2 —
2,8 mg/dL, devendo-se ressaltar que varios autores aplicam métodos
diferentes para determinar seus valores, muitos dos quais sao subjetivos
(GHERGARIU et al., 1984).

No presente estudo a concentracdo sérica de Mg total permaneceu
estavel durante toda a fase experimental. Embora esses valores ndo tenham
sido significativos, houve um discreto aumento, o que pode ser atribuido a
uma extrusdo do Mg, das plaguetas e dos eritrocitos e, também, a hemdlise
in vitro, como citou Lindner (1991b).

As amostras refrigeradas a 5°C (Tabela 34, Figura 29) e as
congeladas a -20 e a -76°C (Tabela 12, Figura 35) apresentaram
estabilidade em todos os tempos estudados. Resultados semelhantes foram
obtidos por Fontaine et al. (1987), que ndo encontraram alteracbes nas
amostras de magnésio sérico de equliinos mantidas a 4, 20 e -22°C por Varios

dias.

4.2.25. Uréia

A determinacdo da uréia em fluidos biolégicos é um importante
parametro para o diagnéstico clinico do funcionamento hepatico e renal,
além de ser um dos indicativos da condicao nutricional dos animais. A uréia
sérica origina-se do metabolismo hepético de compostos nitrogenados e é
eliminada do organismo por via renal STOCKHAM, 1995; FERNANDES e
LARSSON, 2000). Seus valores de referéncia em equinos sdo de 10—
24 mg/dL (KANEKO etal., 1997).

Os valores da uréia sérica, neste estudo, demonstraram estabilidade
em soro mantido atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C) durante as 48

horas de armazenagem. Provavelmente esses valores estaveis sédo devido
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ao fato de a uréia apresentar baixo peso molecular e alta permeabilidade
através das membranas celulares, sendo afetada com as mudancas de
temperatura (GUSTAFSSON e PALMQUIST, 1993; MOORE e VARGA,
1996; BUTLER, 1998). Estabilidade nos valores da uréia sérica por 48 horas
atemperatura ambiente também foi obtida por Doretto (1996).

Avaliando os valores de uréia no soro e no plasma de céaes,
Fernandes etal. (2001) revelaram que o0 soro conservar-se por mais tempo
gue o plasma nas diferentes temperaturas estudadas, caracterizando grande
flexibilidade na conservacdo deste para dosagens de uréia, desde que
respeitadas as condicbes de coleta e utilizacdo de material estéril. Os
referidos autores também encontraram estabilidade nas amostras mantidas
atemperatura ambiente (25°C) nos tempos 0, 2, 6, 12 e 24 horas.

No soro mantido sob refrigeracdo (5°C) no T3 (30 dias), a
concentracdo da uréia apresentou aumento (Tabela 37, Figura 32). Esse
resultado possivelmente foi ocasionado pela concentragdo do soro,
decorrente do processo de conservacdo. Esses dados contrapdem o0s
obtidos por Doretto (1996), que encontrou estabilidade nos valores da uréia
sérica por até 90 dias nas amostras mantidas a 5°C, e também por Hanok e
Kuo (1968), que estocaram soro humano por 21 dias e constataram que a
uréia manteve-se estavel por apenas cinco dias sob refrigeracdo (5°C),
diminuindo nos tempos subsequentes.

As amostras congeladas a -20 e -76°C (Tabela 38, Figura 33)
apresentaram estabilidade em toda a fase experimental. Resultados
diferentes foram encontrados por Giorgetti etal. (1989), que demonstram
gue os niveis de uréia em bovinos e ovinos apresentaram diminuicdo no
soro mantido congelado a -20°C por 30 e 60 dias. Apesar de nao
apresentarem valores significativos, no presente estudo observouse
aumento, o que possivelmente tenha ocorrido durante o armazenamento, em
virtude da hidrélise alcalina das proteinas ou de outras sustancias
amoniogénicas decompostas, como citaram Reif (1960), Reinhold et al.
(1961), Conn (1965) e Ogilvie et al. (1985), pois a sintese da uréia fornece
um mecanismo para a excrecdo da substancia ambnia durante o
catabolismo dos aminoécidos. O ciclo da uréia incorpora duas moléculas de

amonia em cada molécula de uréia (FINCO, 1997).
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Estabilidade nos valores da uréia armazenada a -20 e -25°C, em
diferentes espécies e tempos, foi observada por Hanok e Kuo (1968), Ogilvie
et al. (1985), Wittwer et al. (1986) e Doretto (1996). Por outro lado,
Fernandes et al. (2001) encontraram diminuicdo nos valores de uréia em
amostras congeladas a -20°C por 60 dias, porém o0s autores nao discutem

0s resultados obtidos.

4.22.6. Creatinina

Os niveis sangilineos de creatinina sdo usados para avaliacdo da
funcdo renal, com base na capacidade dos glomérulos filtrarem a creatinina
do sangue e eliminarem na urina (COLVILLE, 2005). Segundo Kaneko et al.
(1997), seus valores de referéncia em equinos sdo de 1,2 a 1,9 mg/dL.

Neste estudo, os valores de creatinina apresentaram-se estaveis
durante todo o periodo experimental nas amostras mantidas atemperatura
ambiente (16,6 a 29,6°C), nas refrigeradas a 5°C e nas congeladas a -20°C
(Tabelas 39, 40 e 41. Figuras 34, 35 e 36). E possivel que a estabilidade
encontrada seja decorrente da sua conformagcdo e de seu baixo peso
molecular, que segundo KANEKO et al. (1997) sdo pouco influenciados por
mudancas de temperatura.

Resultados semelhantes foram obtidos em diferentes, espécies por
Thoresen et al. (1992), Doretto (1996) e Fernandes et al. (2001).

Nas amostras congeladas a -76°C, os valores de creatinina
apresentaram aumento no T3 (90 dias) e diminui¢c&o significativa no T4 (180
dias) (Tabela 41, Figura 36). Possivelmente esses resultados foram
decorrentes da metodologia de analise utilizada, além da espécie animal
poder influenciar as condi¢cOes ideais de conservacdo da amostra, como
citaram Davy et al. (1984). Corroborando com os resultados de Fernandes et
al. (2001) e contrapondo os resultados obtidos por Hanok e Kuo (1968) e
Doretto (1996), que encontraram estabilidade na concentracdo desse
metabdlito quando a amostra foi congelada a -20°C, por diferentes periodos

e espécies.
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4.3. Influéncia do tempo e da temperatura sobre a estabilidade das
enzimas do soro sanglineo de eqiinos mangalarga marchador:
fosfatase alcalina, gama-glutamil-transferase, aspartato
aminotransferase, creatina quinase e lactato desidrogenase

4.3.1. Resultados

Os resultados obtidos no presente estudo encontram-se
representados sob a forma de tabelas e figuras enumeradas. As
representacdes graficas demonstram os valores médios obtidos nos dez

animais para cada constituinte sanglineo estudado nos determinados
tempos de conservacao.
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Tabela 42 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do constituinte FA sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Fosfatase Alcalina (U/L)
TO 0 575,20 + 41,94
T1 12 539,80 + 37,91
T2 24 560,20 + 37,99
T3 36 524,90 + 38,67
T4 48 145,30* £ 5,88
CV (%) 23,68

* Médias na mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 43 — Valores médios, erro-padrao da meédia e coeficiente de variacao
do constituinte FA sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracao (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Fosfatase Alcalina (U/L)
TO 0 575,20 + 41,94
T1 7 505,60 + 35,91
T2 15 509,20 + 40,99
T3 30 519,20 + 37,74
CV (%) 23,52

Tabela 44 — Valores médios do constituinte FA sérico (U/L) de eqilinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e -

76°C
Tratamentos Tempo (dias) Fosfatase Alcalina (U/L)
C20 C76
TO 0 575,20a A 575,20 a A
T1 30 544,30a A 584,90ab A
T2 60 539,20a A 622,90ab A
T3 90 481,90ab A 471,60 bcA
T4 180 350,00 b A 365,20 cA

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minUsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por Iletras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 37 — Valores de FA sérico (U/L) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas atemperatur a ambiente (16,6°C a 29,6°C), por 48
horas.
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Figura 38 — Valores de FA sérica (U/L) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 39 — Valores de FA sérica (U/L) de eqliinos MM obtidos em amostras
congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.

71



Tabela 45 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do constituinte GGT sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Gama GT (U/L)
TO 0 15,90 + 1,08
T1 12 18,50 + 0,97
T2 24 16,40 + 1,13
T3 36 17,60 + 0,96
T4 48 17,90 + 1,59
CV (%) 21,42

Tabela 46 — Valores médios, erro-padréo da média e coeficiente de variacédo
do constituinte GGT sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Gama GT (U/L)
TO 0 15,90 + 1,08
T1 7 16,70 + 0,54
T2 15 16,00 + 1,29
T3 30 15,30 + 0,98
CV (%) 19,99

Tabela 47 — Valores médios do constituinte GGT sérico (U/L) de equinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20

e-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Gama GT (UIL)
C20 C76
TO 0 1590a A 1590a A
T1 30 16,20 a A 18,30 a A
T2 60 1450 a A 1590 a A
T3 90 15,10 a A 16,10 a A
T4 180 16,10 a A 1590 a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 40 — Valores de GGT sérico (U/L) de eqlinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por
48 horas.
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Figura 41 — Valores de GGT sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 42 —Valores de GGT sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras congeladas a-20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 48 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do constituinte AST sérico (U/L) de eqiinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) AST (U/L)
TO 0 310,80 + 9,95
T1 12 291,30 + 11,06
T2 24 286,90 + 10,75
T3 36 277,30 + 7,68
T4 48 291,00 + 10,89
CV (%) 11,00

Tabela 49 — Valores médios, erro-padréo da média e coeficiente de variacédo
do constituinte AST sérico (U/L) de eqlinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) AST (U/L)
TO 0 310,80 +£ 9,95
T1 7 229,20 + 33,58
T2 15 214,50* + 31,36
T3 30 179,40* £ 11,74
CV (%) 38,96

* Os tratamentos diferem significativamente pelo teste F (p < 0,05).

Tabela 50 — Valores médios do constituinte AST sérico (U/L) de equinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e

-76°C
Tratamentos Tempo (dias) AST (UIL)
C20 C76
TO 0 310,80a A 310,80a A
Tl 30 278,70a A 270,28 a A
T2 60 237,13 a A 234,45a A
T3 90 233,45a A 229,89a A
T4 180 223,90a A 238,30a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras mindsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 43 — Valores de AST sérico (U/L) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por 48 horas.
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Figura 44 —Valores de AST sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 45 — Valores de AST sérico (U/L) de equiinos MM obtidos em
amostras congeladas a-20°C e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 51 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do constituinte CK sérico (U/L) de eqlinos MM obtidos em
amostras conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C )

Tratamentos Tempo (horas) Creatina quinase (U/L)
TO 0 297,90 + 28,83
T1 12 282,20 + 41,33
T2 24 244,10 £ 22,39
T3 36 218,80 + 16,91
T4 48 236,80 + 21,13
CV (%) 33,94

Tabela 52 — Valores médios, erro-padrdo da média e coeficiente de variacédo
do constituinte CK sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracéo (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) Creatina quinase (U/L)
TO 0 297,90 + 28,83
T1 7 263,70 + 29,98
T2 15 241,80 + 25,65
T3 30 254,10 + 26,34
CV (%) 33,20

Tabela 53 — Valores médios do constituinte CK sérico (U/L) de eqlinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e

-76°C
Tratamentos Tempo (dias) Creatina quinase (U/L)
C20 C76

TO 0 297,90a A 297,90a A
T1 30 278,50a A 286,70a A
T2 60 259,50 a A 259,00a A
T3 90 248,30a A 251,30a A
T4 180 239,80a A 259,60a A

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minasculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 46 — Valores de CK sérico (U/L) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por 48 horas.
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Figura 47 — Valores de CK sérico (U/L) de equiinos MM obtidos em amostras
conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 48 — Valores de CK sérico (U/L) de equinos MM obtidos em amostras
congeladas a-20 e -76°C, por 180 dias.
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Tabela 54 — Valores médios, erro-padrao da média e coeficiente de variacao
do constituinte LDH sérico (U/L) de soro sangulineo de equinos
MM obtidos em amostras conservadas atemperatura ambiente
(16,6 a 29,6°C)

Tratamentos Tempo (horas) LDH (U/L)
TO 0 878,80 + 43,52
T1 12 818,40 + 29,67
T2 24 788,90 + 25,46
T3 36 779,80 + 28,22
T4 48 820,10 + 35,56
CV (%) 12,82

Tabela 55 — Valores médios, erro-padrdo da média e coeficiente de variacédo
do constituinte LDH sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracao (5°C)

Tratamentos Tempo (dias) LDH (U/L)
TO 0 878,80 + 43,52
T1 7 773,10 £ 39,12
T2 15 671,20* + 25,52
T3 30 622,70* + 26,81
CV (%) 14,87

* Médias ha mesma coluna seguidas diferem significativamente pelo teste de Dunnett, a 5%
de probabilidade.

Tabela 56 — Valores médios do constituinte LDH sérico (U/L) de equinos MM
obtidos em amostras conservadas sob congelamento a -20 e

-76°C
Tratamentos Tempo (dias) LDH (UL)
C20 C76
TO 0 878,80a A 878,80a A
T1 30 735,00ab A 866,00a A
T2 60 718,60ab A 815,90a A
T3 90 671,80 bA 809,46 a A
T4 180 597,30 b A 805,70 a B

Médias na mesma coluna, seguidas por letras minlUsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
Médias na mesma linha, seguidas por letras mailsculas diferentes, diferem
significativamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 49 — Valores de LDH sérico (U/L) de equinos MM obtidos em amostras
conservadas atemperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), por 48 horas.
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Figura 50 — Valores de LDH sérico (U/L) de eqlinos MM obtidos em
amostras conservadas sob refrigeracdo a 5°C, por 30 dias.
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Figura 51 — Valores de LDH sérico (U/L) de equinos MM obtidos em
amostras congeladas a -20 e -76°C, por 180 dias.
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4.3.2. Discussao

4.3.2.1. Fosfatase alcalina— FA

A FA encontra-se em diversos tecidos, como figado, osso, mucosa
intestinal, placenta e rins, porém a enzima no soro provém principalmente
dos ossos e do figado (GONZALEZ e SILVA, 2003). Os niveis de FA
aumentam nas crises gastrintestinais, por causa do comprometimento da
mucosa e também nos distirbios hepaticos, especialmente se os ductos
biliares estiverem envolvidos, por superproducédo de FA de origem hepatica.
Os valores de referéncia para equinos sdo 143 a 395 U/L (KANEKO et al.,
1997).

A enzima FA apresentouse instavel nas amostras mantidas em
temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C), diminuindo no T4 (48 horas), o que
pode ser justificado nesta pesquisa pela metodologia de andlise utilizada.
Estabilidade nos valores das amostras conservadas atemperatura ambiente
foi detectada por Juul (1967) e Doretto (1996).

No presente estudo, as amostras refrigeradas (5°C) mantiveram-se
estatisticamente estaveis em todo o periodo experimental, confirmando os
resultados obtidos por Juul (1967), Hanok e Kuo (1968) e Doretto (1996).
Nas amostras mantidas a -20°C houve diminuicdo no T3 (90 dias) e
T4 (180 dias) e nas congeladas a -76°C observou-se aumento da FA no T2
(60 dias) e diminuicdo no T3 (90 dias) e T4 (180 dias). A causa para esta
alteracdo é a instabilidade apresentada na concentracdo da FA quando
congelada, como citaram Mundim et al. (2004). Doretto (1996) também
encontrou variagdo nos valores da FA nas amostras mantidas a -20°C. Por
sua vez, Hanok e Kuo (1968) encontraram estabilidade nos valores da FA,

nas amostras mantidas por até 38 dias de conservacao.

4.3.2.2. Gama-glutamiltransferase — GGT

A GGT € uma enzima localizada predominantemente nos hepatocitos,
em menor concentragdo nos rins e em concentracdo bem menor no epitélio

do trato biliar, intestino, coracdo, pancreas, baco e cérebro. Sua principal
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funcdo é catalisar a transferéncia de aminoacidos e peptideos através das
membranas celulares (DAVY et al., 1984; LINDNER, 1991b; MUNDIM et al.,
2004; BALARIN et al., 2005). Os valores de referéncia da enzima GGT para
equinos variam de 4,3 a 13,4 U/L (KANEKO et al., 1997).

A analise dos resultados estudados demonstra a estabilidade da
atividade enzimatica da GGT em todos os tratamentos avaliados e em toda a
fase experimental (Tabelas 45, 46 e 47, Figuras 40, 41 e 42). Esses
resultados se encontram apoiados nos estudos experimentais de Shaw
(1983), que relatou a estabilidade da enzima em soro mantido a -20°C por
até 280 dias, nos de Juel e Curry (1974), onde foi observada estabilidade
nos valores para GGT em soro conservado a 4, 10 e 25°C, por 72 horas, e
nos de Doreto (1996), que também demonstrou estabilidade nos valores
para GGT sérica de bovinos nas amostras armazenadas a 5 e a-20°C.

Por outro lado, os resultados de Braun et al. (1983) opdem-se aos da
presente pesquisa, ja que 0s autores encontraram instabilidade nas
amostras da GGT sérica bovina mantidas atemperatura ambiente (22°C) e
sob refrigeracéo (5°C); aos de Framstad et al. (1989), que constataram
instabilidade na enzima de soro suino a temperatura ambiente (22°C), e aos
de Doretto (1996), que apresentaram aumento acentuado dos seus valores
ap6s o momento inicial do estudo em soro bovino mantido em temperatura
ambiente (25°C).

4.3.2.3. Aspartato aminotransferase — AST

A AST existe em muitos tecidos, sendo mais abundante no figado e
nos mausculos. Seu uso é como indicador de danos nesses tecidos
(GONZALEZ e SILVA, 2003). Segundo Kaneko et al. (1997), os valores de
referéncia para equinos variam de 226 a 366 U/L.

Os resultados encontrados para a atividade sérica da enzima AST
demonstraram estabilidade sob temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C) por 48
horas. Estudos de Juul (1967) e Framstad et al. (1989), realizados com soro
de humanos e suinos, mostraram resultados, em parte, semelhantes com os
encontrados neste estudo, uma vez que o0s autores concluiram que a

estabilidade da transaminase manteve-se por até oito dias, quando
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conservada atemperatura ambiente (25°C). Ja no estudo de Slesingr (1969)
foi detectado que a enzima AST apresenta pouca estabilidade quando
conservada a 3 e 20°C durante 96 horas.
Constatou-se diminuicdo nas amostras mantidas sob refrigeragao
(5°C) no T2 e T3 (15 e 30 dias), como demonstrado nas Tabelas 48, 49 e 50
e nas Figuras 43, 44 e 45. E possivel que a concentracéo tenha diminuido
em funcdo da meia-vida desta enzima, que segundo Burtis et al. (1978) e
Gonzalez e Silva (2003) é de 18 horas em temperatura ambiente. Por outro
lado, no estudo de Jones (1989), em ovinos, foram encontrados valores
aumentados de AST durante o armazenamento por trés dias.
Nas amostras congeladas a -20 e a -76°C, constatou-se estabilidade em

todo o periodo experimental.

4.3.2.4. Creatina quinase — CK

A CK ¢é considerada uma das enzimas mais Orgao-especifico
disponiveis para avaliacdo clinica das enfermidades neuromusculares dos
animais domésticos (CARDINET, 1997; COLVILLE, 2005; LOPES et al.,
2005). Os valores de referéncia para equinos variam de 2,4 a 23,4 U/L
(KANEKO et al., 1997).

Nos resultados encontrados neste trabalho (Tabelas 51, 52 e 53,
Figuras 46, 47 e 48), observou-se nos grupos TA, R5, C20 e C76 que a
atividade da enzima permaneceu estavel durante todo o periodo
experimental. Instabilidade enziméatica foi descrita por KANEKO et al. (1997),
guando o soro sanglineo foi armazenado atemperatura ambiente (25°C),
sob refrigeracdo (5°C) e sob congelamento a -20°C, possivelmente devido a
oxidagdo do grupo sulfidrico do seu sitio ativo. Adicionalmente, Jones
(1985b) verificou alteracdo nos valores da CK em soro e em plasma de
ovelhas submetidas a diferentes métodos de armazenagem. O autor
constatou, ainda, que em soro bovino e em plasma contendo EDTA ou
heparina a atividade da enzima foi estavel, mas apresentou instabilidade em
plasma contendo oxalato de calcio. Rosalki (1967) obteve resultados

semelhantes ao do presente estudo em soro humano. No entanto, Amador e
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Wacker (1969) e Jones (1976) demonstraram que a enzima apresentouse

estavel quando armazenada a-20°C, em diferentes tempos.

4.3.2.5. Lactato desidrogenase — LDH

A LDH é encontrada em vérios tecidos, como coracao, eritrocitos,
figado, musculo esquelético, rim, cérebro, pulmdes e tecido linféide. Desse
modo, os valores de LDH total estardo elevados em uma série de situacdes
clinicas. Devido a sua distribuicdo diversificada pelos tecidos, a dosagem da
LDH total ndo é um indicador especifico nem de doencas hepaticas e nem
cardiacas. Porém, quando determinada conjuntamente com outras enzimas,
ou quando fracionadas em isoenzimas, torna-se bastante util para o
diagndstico dessas enfermidades (TOLLERSRUD, 1969;
HATZIPANAGIOTOU etal.,, 1991; COLVILLE, 2005). Os valores de
referéncia para equinos variam de 162 a 412 U/L (KANEKO et al., 1997).

Os resultados da atividade sérica da enzima LDH demonstraram
estabilidade sob temperatura ambiente (16,6 a 29,6°C) e nas amostras
refrigeradas a 5°C diminuicdo no T2 e T3 (15 e 30 dias). A estabilidade desta
enzima no presente trabalho é diferente dos resultados de Jones (1989), em
temperatura ambiente (22°C), tanto no soro como no plasma de ovinos, cuja
atividade enzimatica da LDH diminuiu rapidamente. Corroborando com os
resultados da presente pesquisa, Lazaroni et al. (1958), Farrow e Jones
(1969), Freedland e Kramer (1970), Yamaoka e Kameya (1972) e Lohni e
Thornton (1977) encontraram estabilidade por até 48 horas em temperatura
ambiente (25°C) nas amostras de soro equino. A estabilidade da LDH
armazenada atemperatura ambiente (25°C) também foi relatada para soro
humano (KREUTZER e FENNIS, 1964), soro bovino (TOLLERSRUD, 1969)
e soro de caes FARROW e JONES, 1969) e quando o soro humano foi
comparado com o de suinos (TOLLERSRUD, 1969). Lindner (1991a) néao
verificou alteracdo na enzima LDH em plasma equino resfriado a 4°C. por
até quatro dias.

Entretanto, no soro equino resfriado analisado por Grin et al. (1977) e
Sommer et al. (1983) a LDH manteve-se estavel por meses. Judson et al.

(1983) constataram que, nos testes sanguineos em equinos com amostra
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heparinizada, armazenada a 4°C, a atividade da LDH se manteve estavel
por seis dias.

Como demonstrado na Tabela % e na Figura 51, houve diminuicdo nos
indices das amostras congeladas a -20°C no T3 e T4 (90 e 180 dias), e nas
congeladas a-76°C mateve-se estavel por 180 dias. Ao comparar esses dois
grupos (C20 e C76), observa-se que a LDH foi mais bem conservada a
-76°C, confirmando a citacdo de Jones (1989), que afirma que quanto menor
a temperatura de armazenagem da enzima melhor a sua estabilidade. Por
sua vez, Yamaoka e Kameya (1972) citaram que -20°C é a temperatura mais
adequada para a conservacdo da LDH em soro de equinos. Ja Ikeda et al.
(1975) relataram que a atividade do LDH total do soro equino diminui em
25%, quando armazenado por 14 dias a -20°C.
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5. CONCLUSOES

Nas condicbes em que este experimento foi realizado, segundo a
metodologia de analise utilizada para cada constituinte, conclui-se que:

1. Para armazenagem das amostras de PPT podem-se utilizar
temperatura ambiente e refrigeragéo (5°C).

2. A albumina mantém-se estavel quando congelada a -20 e a -76°C,
por 90 dias.

3. As amostras de fibrinogénio mantém-se estaveis sob refrigeracéo a
5°C, por 30 dias, e sob congelamento a -20 e a-76°C, nos 180 dias.

4. O sbdio pode ser conservado por 24 horas atemperatura ambiente;
por 30 dias, quando refrigerado, e por 180 dias, a-20 e -76°C.

5. O eletrélito potassio pode ser conservado atemperatura ambiente
por 48 horas, refrigerado por sete dias e congelado a -20 e a -76°C por 180
dias.

6. Os ions cloreto sdo estaveis atemperatura ambiente por 48 horas e
arefrigeracado por 30 dias.

7.Na armazenagem da glicose, recomendam-se todos os tempos e
temperaturas estudados.

8. Para a determinacdo do lactato, indicam-se a conservagao a
temperatura ambiente por 36 horas, a refrigeracéo a 5°C e o congelamento a

-20 e a -76°C por até 30 e 180 dias, respectivamente.
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9.Para a bilirrubina total o ideal de armazenagem sédo as
temperaturas ambientes por 48 horas, a refrigeracdo a 5°C por 15 dias e o
congelamento a -20 e a-76°C, por até 180 dias.

10. Para 0 magnésio, todos os tempos e temperaturas estudados
mativeram-se estaveis, sendo ideais para a armazenagem.

11.As condicbes indicadas para armazenagem da uréia sao
temperatura ambiente por 48 horas, refrigeragdo durante 15 dias e
congelamento a -20 e a-76°C, por até 30 e 180 dias.

12.Para a creatinina, todos os tempos e temperaturas estudados séo
indicados para a armazenagem, exceto no tempo de 180 dias a-20 e a -76°C.

13.Na armazenagem das amostras da FA, observou-se que
temperatura ambiente por 36 horas, refrigeracdo durante 30 dias e
congelamento a -20 e a -76°C por até 60 e 30 dias, respectivamente, sao
indicados para avaliar a atividade desta enzima.

14. Para a GGT, todos os tempos e temperaturas sao indicados, pois
nenhuma variagao foi encontrada nos estudos realizados.

15. Na armazenagem da AST, indicam-se a temperatura ambiente por
48 horas, a refrigeracdo a 5°C por sete dias e o congelamento a -20 e a
-76°C por até 180 dias.

16.No caso da CK, a temperatura ambiente por 48 horas, a
refrigeracéo (5°C) por 30 dias e o congelamento a -20 e a -76°C por 180 dias
sao os tempos indicados de armazenagem, encontrados neste estudo.

17.Para a armazenagem da LDH, os tempos e as temperaturas
ideais de armazenagem sao: temperatura ambiente por 48 horas,
refrigeracéo (5°C) por sete dias e congelamento a -20°C durante 60 dias e a
-76°C por até 180 dias.

Foram evidenciadas alteragbes significativas na maioria dos
constituintes sangiineos, em todos os tempos e temperaturas estudados,
com excecdo da glicose, magnésio, GGT e CK. Apesar das alteracbes
observadas, ocorreu predominio na estabilidade das variaveis durante toda a
fase experimental, permitindo concluir que cada constituinte tem o seu
tempo e sua temperatura ideais de armazenagem. Neste caso, outros
estudos podem ser realizados para elucidar os tempos e as temperaturas

ideais dessas variaveis que apresentaram alteracdes em seus valores.
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APENDICE A

Tabela 1A — Métodos analiticos utilizados nas analises dos

sanguineos

constituintes

Avaliacéo Laboratorial

Constituinte (unid.) Método Fabricante Referéncia
PPT (g/dL) Biureto Bioclin 9
Albumina (g/dL) Verde de Bromocresol-VCB Bioclin 9
Fibrinogénio (mg/dL) Prggg’&tggi‘ojg; Ezféggc
Na (mmol/L) Espectofotometria de chama Corning/Merck (7.13)
K (mmol/L) Espectofotometria de chama Corning/Merck (7.13)
Cl (mmol/L) Colorimétrica Bioclin 9)
Glicose (mg/dL) Enzimatica colormetrica - Bioclin ©)
Lactato (mmol/L) Enzimétié:)%ci)lg'rirgétrico i Katal (10)
Bilirrubina total (mg/dL) Sims — Hom Bioclin 9
Mg (mg/dL) Mann Yoe Bioclin 9
Uréia (mg/dL) Enzimatico colorimétrico Bioclin 9
Creatinina (mg/dL) Cinética colorimétrica Bioclin 9)
FA (U/L) Cinética Bioclin / Synermed (9. 112)
GGT (U/L) Szasz modificado Bioclin 9
AST (U/L) Cinética — UV Bioclin / Synermed (9. 11)
CK (U/L) Cinética — UV Bioclin 9
LDH (U/L) Cinética Bioclin 9
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APENDICE B

Tabela 1B — Valores de referéncia dos constituintes sangiineos

Valores de Referéncia de Parametros Bioquimicos

Constituintes (unidades) KAe't\lgll.<O ((:%83)8 BE)AL\J?\]EOSU(\EN MEYallz_R * S?—b%%[é;- E?goégglg C?1R9L983())N P(Q()F:)?)(
(1997) (1997) (1995) (2002) '
PPT (g/dL) 58-8,7 6,72 56-7,6 52-7,9 6,0-7,7 6,0-7,7 57-7,9 53-7,4
Albumina (g/dL) 2,6 -3,7 2,60 26-4,1 2,6 -3,7 29-3,8 29-3,8 2,3-3,9 2,7-3,4
Fibrinogénio (mg/dL) 100- 400 100- 500 100 - 400 200 - 400 100 — 400 200 - 400 100 - 400 110 — 450
Na (mmol/L) 132- 146 132- 146 128 - 142 132 — 146 132- 150 132- 146 132 - 146 137 - 143
K (mmol/L) 24-47 24-4,7 29-4,6 24-4,7 3,0- 5,0 3,0- 5,0 24-47 29-44
Cl (mmol/L) 99 — 109 99 — 109 98 - 109 99 — 109 98 — 110 98 - 110 99 - 109 96 - 102
Glicose (mg/dL) 75-115 66 — 100 62 - 134 75-115 60 — 100 75-115 75-115 63 -101
Lactato (mmol/L) 1,11-1,78 - - - - 1,11-1,78 1,11-1,78 0,46 — 1,22
Bilirrubina total (mg/dL) 1,0-2,0 0,81 - 2,07 0-3,2 0-20 0,2- 6,0 1,0-2,0 0-2,0 09-29
Mg (mg/dL) 22-28 208-2,72 14-23 - 18-25 22-28 22-28 1,7-2,2
Uréia (mg/dL) 10-24 10-20 11 - 27 10-24 10-20 10-24 10-24 8-14
Creatinina (mg/dL) 12-19 10-1,9 04-2.2 12-19 12-19 09 -19 12-19 09-1,7
FA (U/L) 143- 395 97 - 209 - 143 - 395 83 —283 140 - 400 143 - 395 000
GGT (U/L) 4,3-13,4 - 6-32 4-13,4 11-44 4 —44 4-13 9-29
AST (U/L) 226- 366 121 - 195 160 - 412 226 — 366 153 - 411 220 - 600 226 - 366 123 - 789
CK (U/L) 2,4-23,4 - 60 - 330 86 — 140 92 — 307 145 - 380 2,4-23,4 18 — 217
LDH (U/L) 162- 412 - - 162 — 412 - 160 — 410 162 - 412 125 - 349
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Tabela 1C — Resultados concluidos com as médias dos dez animais

APENDICE C

Constituinte
(unid.)

TA

R5

C20

C76

T1

T2

T3

T4

T1

T2

T3

T1

T2 | T3

T4

T1

T2

T3

T4

PPT (g/dL)

Albumina (g/dL)

Fibrinogénio
(mg/dL)

Na (mmol/L)

K (mmol/L)

Cl (mmol/L)

Glicose (mg/dL)*

Lactato (mmol/L)

Bilirrubina total
(mg/dL)

Mg (mg/dL)*

Uréia (mg/dL)

Creatinina (mg/Dl)

FA (U/L)

GGT (UIL) *

AST (U/L)

CK (U/L)*

LDH (U/L)

* Manteve-se estavel por toda a fase experimental.
- Lacunas em branco: os constituintes mantiveram-se estaveis, sem variagdes significativas.

- - Aumentou em relagao aos valores médios, variacdo significativa.

~ - Diminuiu em relacé@o aos valores médios, variagao significativa.
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APENDICE D

mantiveram estaveis

Tabela 1D — Tempo e temperatura, nos quais os constituintes estudados se

30, 60, 90 e 180 dias

Constituintes(unid.) Tempo Temperatura
12, 24, 36 e 48 horas TA - (16,6 A 29,6°C)
7,15 e 30 dias R5 — (5°C)
PPT (g/dL) 180 dias C20 — (-20°C)
90 e 180 dias C76 — (-76°C)
48 horas TA — (16,6 A 29,6°C)
. 30 dias R5 — (5°C)
Albumina (g/dL) 30, 60, 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60 e 90 dias C76 — (-76°C)
48 horas TA — (16,6 A 29,6°C)
S 7, 15 e 30 dias R5 - (5°C)
Fibrinogénio (mgfdL) 60, 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12 e 24 horas TA — (16,6 A 29,6°C)
- 7,15 e 30 dias R5 — (5°C)
Sodio (mmol/L) 30, 60, 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA — (16,6 A 29,6°C)
- 7 dias R5 — (5°C)
Potassio (mmol/L) 30, 60, 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA — (16,6 A 29,6°C)
7,15 e 30 dias R5 — (5°C)
Cloreto (mmol/L) 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA — (16,6 A 29,6°C)
. 7,15 e 30 dias R5 — (5°C)
Glicose (mg/dL) 30, 60, 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24 e 36 horas TA — (16,6 A 29,6°C)
7,15 e 30 dias R5 — (5°C)
Lactato (mmol/L) 30, 60, 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA - (16,6 A 29,6°C)
N 7 e 15 dias R5 — (5°C
Bilirrubina total (mg/dL) 30, 60, 90 e 180 dias C20 — ((_ZOO)C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA - (16,6 A 29,6°C)
Mg (mg/dL) 7, 15 e 30 dias C20 - (-20°C)
g9{mg 30, 60, 90 e 180 dias 76 _ (76°C)

12, 24, 36 e 48 horas

TA — (16,6 A 29,6°C)

g 7 e 15 dias R5 — (5°C)
Uréia (mg/dL) 30, 60, 90 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA - (16,6 A 29,6°C)
. 7, 15 e 30 dias R5 - (5°C)
Creatinina (mg/dL) 30, 60 e 180 dias C20 — (-20°C)
30, 60 e 90 dias C76 — (-76°C)
Continua...
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Tabela 1D, Cont.

Constituintes(unid.) Tempo Temperatura
12, 24 e 36 h horas TA - (16,6 A 29,6°C)
7, 15 e 30 dias R5 - (5°C)
FA (UL) 30 e 60 dias C20 - (-20°C)
30 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA - (16,6 A 29,6°C)
7, 15 e 30 dias R5 - (5°C)
GGT (UL) 30, 60, 90 e 180 dias C20 - (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA - (16,6 A 29,6°C)
7 dias R5 — (5°C)
AST (ULL) 30, 60, 90 e 180 dias C20 - (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA (16,6 A 29,6°C)
7, 15 e 30 dias R5 — (5°C)
CK(UL) 30, 60, 90 e 180 dias C20 - (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
12, 24, 36 e 48 horas TA - (16,6 A 29,6°C)
7 dias R5 — (5°C)
LDH (UIL) 30 e 60 dias C20 — (-20°C)
30, 60, 90 e 180 dias C76 — (-76°C)
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