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RESUMO

ANGELO, Débora Ferreira dos Santos, Universidade Federal da Paraiba, dezembro de
2016. AVALIACAO DO EFEITO DO TEMPO, TEMPERATURA E USO DO FLUORETO
DE SODIO EM AMOSTRAS DESTINADAS A DOSAGEM DE GLICOSE SANGUINEA
EM GALINHAS (Gallus gallus domesticus) E CODORNAS JAPONESAS (Coturnix

coturnix japonica). Orientadora: Fabiana Satake.

Os exames laboratoriais do sangue sdo ferramentas de grande valor para a clinica
médica de aves, e a afericdo da glicemia é um dos testes bioquimicos comumente utilizados.
Na maior parte das espécies animais, a diminui¢do da concentracdo de glicose in vitro esta
relacionada a atividade glicolitica dos eritrocitos. Nas aves, no entanto, isso ndo ocorre, pois
essas células utilizam &cidos graxos como fonte de energia. Apesar da hematologia e
bioquimica avidria serem semelhantes & humana e de outros mamiferos, algumas
particularidades como, a presenca de hemaécias nucleadas, trombdcitos, granuldcitos
heter6filos e o metabolismo eritrocitario diferenciado, fazem necessarias modificacbes nos
procedimentos laboratoriais. Existindo ainda poucos estudos que esclarecem o0s aspectos
basicos ligados a fisiologia e, avaliacdo clinico-laboratorial desses animais. Neste trabalho,
objetivou-se analisar o efeito do tempo, temperatura e uso do fluoreto de sédio em amostras
destinadas a dosagem de glicose sanguinea em galinhas (Gallus gallus domesticus) e codornas
japonesas (Coturnix coturnix japonica). Através da dosagem da glicose de amostras de
plasma e soro, separados em intervalos de tempo diferentes, e submetidas & temperatura
controlada de 37° C e a temperatura ambiente. Da determinacdo das médias e desvio padrao
da concentracdo de glicose das amostras de sangue com fluoreto de sodio e sem
anticoagulante, separadas nos diferentes tempos e temperaturas. Também da observacdo da
taxa de consumo médio relativo e consumo medio acumulado a cada intervalo de tempo.
Sendo verificado uma menor concentracdo média (p<0,05), e maior consumo medio relativo e
acumulado de glicose (p<0,05), nas amostras de plasma com fluoreto de sddio, que nas
amostras de soro, mantidas em temperatura ambiente e sob incubagdo a 37°C, em diferentes
tempos. Evidenciando, a ineficacia do fluoreto de sddio em preservar a glicose in vitro, além

de um provavel efeito catalizador na degradagédo desse nutriente.

PALAVRAS-CHAVE: glicose, metabolismo eritrocitario, aves, antiglicolitico.



ABSTRACT

ANGELO, Débora Ferreira dos Santos, Universidade Federal da Paraiba, December, 2016.
EVALUATION OF TIME EFFECT, TEMPERATURE AND USE OF SODIUM
FLUORIDE IN SAMPLES INTENDED FOR BLOOD GLUCOSE DOSAGE IN
CHICKENS (Gallus gallus domesticus) AND JAPANESE QUAILS (Coturnix coturnix
japonica). Advisor: Fabiana Satake.

Laboratorial tests of blood are important tools for birds medical clinic, and glycemia dosage is
one of the most common biochemical tests used. In most part of animal species, glucose
concentration reduction in vitro is related to the glycolysis activity of the erythrocytes. In
birds, on the other hand, that does not happen due to fatty acids use by these cells as energy
source. In spite of hematology and biochemistry of birds being similar to human and other
mammals, some particularities as the presence of nucleated red blood cells, thrombocytes,
heterophile granulocytes and different erythrocyte metabolism make modifications on
laboratorial procedures needed. There are few studies clarifying the basic aspects linked to
the physiology and clinical-laboratorial evaluation of these animals. This paper aims to
evaluate time effect, temperature and use of sodium fluoride in samples intended for blood
glucose dosage in chickens (Gallus gallus domesticus) and japanese quails (Coturnix coturnix
japonica) by calibrating glucose in plasma and serum samples, separated in different time
intervals, and incubated at 37°C and at room temperature. It was determined the glucose
concentration means and standard deviations of blood samples with sodium fluoride without
anticoagulant, separated by time and temperature. It was also observed relative average
consumption and cumulative average consumption rates of each time interval. It was verified
a lower average concentration (p<0,05), and a higher relative and cumulative average
consumption of glucose (p<0,05) in plasma samples with sodium fluoride than in serum
samples, kept at room temperature and incubated at 37°C, during different times. Thus, this
paper enhances the sodium fluoride ineffectiveness on preserving glucose in vitro, besides a

probable catalytic effect on the lysis of this nutrient.

KEY WORDS: glucose, erythrocyte metabolism, birds, anti-glycolytic.
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1. INTRODUCAO

A glicose é um carboidrato frequentemente utilizado pelas células do organismo como
fonte de energia (ALEIXO, 2010). Suas concentracdes séricas variam muito, na maioria das
espeécies de aves esta entre 200 a 500 mg/dL, mas em beija-flores, por exemplo, pode chegar
normalmente até 800 mg/dL (SCHMIDT, 2007; THRALL, 2007). Nas aves sua homeostase
sofre influéncia decisiva do glucagon, diferente do que ocorre em mamiferos, que depende
primariamente da insulina, (CUBAS, 2007), o que esta ligado, segundo Thrall (2007), ao
numero relativamente grande de células alfa no pancreas e baixa proporcéao insulina:glucagon
em aves granivoras, em comparagdo com mamiferos.

Esses animais apresentam caracteristicamente, altos niveis séricos de glicose, no
entanto, sua capacidade glicolitica no sangue ¢ minima, quando comparadas a outras espéecies
(ovinos, bovinos, equinos cobaias e cdes) (ROSA, 1983; RIEGEL, 1975).

A mensuracdo da glicemia pode dar informacfes importantes sobre a condicdo
nutricional de aves em tratamento, da ocorréncia de doencas hipo e hiperglicemiantes e da
eficiéncia de estratégias de manejo (NOVELINO, 2015). Porém sdo diversos os fatores que
podem interferir nos resultados e interpretacdo dos exames bioguimicos, como a espécie,
idade, sazonalidade, alimentacédo, habitat, estado reprodutivo, traumas, formas de contencao,
manejo, estresse ambiental e sexo. E é necessario ainda, estudos referentes a adaptacdo das
técnicas laboratoriais, bem como sobre o significado clinico dos resultados (VILA, 2013;
CAMPIONI, 2009).

O esclarecimento a respeito do papel antiglicolitico do fluoreto de sddio nas amostras
de sangue, pode inibir erros na determinacdo da glicemia, no diagnéstico e tratamento de
doencas, além de aumentar a seguranca desse teste bioquimico. Diante de tais questdes este
trabalho objetivou analisar o efeito do tempo, temperatura e uso do fluoreto de s6dio em
amostras destinadas a dosagem de glicose sanguinea em galinhas (Gallus gallus domesticus) e

codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Medicina de aves

Na medicina veterinaria 0s primeiros estudos com aves visavam quase
exclusivamente intensificar a producdo animal. Antes de 1980, por exemplo, o estudo
hematoldgico aviario era utilizado principalmente em pesquisas aplicadas as industrias de
aves domésticas (THRALL et al., 2007). Hoje, no entanto, estdo em foco também a clinica
médica de aves, a preservacdo da avifauna e o desenvolvimento de pesquisas que
esclarecam as diversas particularidades fisioldgicas, patoldgicas, bioquimicas,
comportamentais, e tantas outras, desses animais (VILA, 2013).

A inddstria aviaria do Brasil tem atualmente alta produtividade, baseada em um
sistema técnico-cientifico avancado, e valor econémico global indiscutivel, mantendo nosso
pais como maior exportador de carne de frango do mundo (BERCHIERE JUNIOR et al.,
2009; BRASIL, 2016). A avifauna brasileira estd entre as maiores do mundo quanto a sua
diversidade, sendo composta por mais de 1700 espécies, das quais mais de 10% sao
endémicas, tornando assim imprescindiveis os investimentos para conservagdo e compreensdo
da fisiologia desses animais (EFE et al., 2006).

As doencas nas aves sdao um fator que preocupa a populagdo como um todo, levando
em conta seu papel como transmissores e reservatorios de numerosos patdgenos
(CAMPIONE, 2004). Por isso a importancia em se conhecer as particularidades diagnosticas
desses animais (VILA, 2013). A principio, os procedimentos diagnésticos utilizados na
avicultura eram baseados na necropsia de alguns individuos do lote e apenas, ocasionalmente,
se fazia testes bioquimicos (CUBAS, 2007). Hoje sdo diversos os exames disponiveis,
incluindo testes imunoldgicos, moleculares, bioquimicos, microbioldgicos, histopatoldgicos e
hematoldgicos (BERCHIERE JUNIOR et al., 2009). Os exames hematoldgicos e bioquimicos
do sangue demonstram o estado fisiol6gico dos animais, por refletirem reacdes imunoldgicas
e o funcionamento de Orgdos, entre outras coisas, evidenciando a capacidade do organismo
em manter sua homeostasia (SCHMIDT et al., 2007). Neste contexto, sdo capazes de
fornecer, rapidamente, informagdes importantes para o0 médico veterinario (RUPLEY, 1999).

Por isso, na medicina de aves silvestres, os exames hematologicos e bioquimicos séo
considerados ferramentas de diagndstico, prevencdo de doencas e também como marcadores
bioldgicos de desequilibrios ambientais, uma vez que o meio ambiente influencia a vida dos

seres que ali estdo (CUBAS, 1999). Eles também podem ajudar o médico veterinario a
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conseguir um diagndstico precoce, principalmente quando se trata de uma doenca subclinica.
Sendo esse um aspecto importante, pois as aves silvestres raramente apresentam sinais de
enfermidade, até estarem muito afetadas (CAMPIONE, 2004; RUPLEY, 1999). Além de
possibilitarem um tratamento correto e imediato das doencas, avaliagdo pré-operatoria,
criacdo de banco de dados de valores de referéncia para diferentes espécies, e auxiliar na
profilaxia de enfermidades no setor de avicultura (SCHMIDT et al., 2007; RUPLEY, 1999;
CUBAS, 2007).

Apesar de ndo serem comuns, como em mamiferos, existem diversas doencas ou
circunstancias que podem ocasionar diminui¢do ou aumento da glicemia de aves e quando ndo
sdo diagnosticadas e revertidas, podem gerar complicagbes com risco de morte para o
paciente (ALEIXO, 2010). E considerada hipoglicemia, ou diminuicdo excessiva da
concentracdo de glicose no sangue, quando a glicemia é menor que 200 mg/dL, enquanto a
hiperglicemia é caracterizada por concentraces acima de 500 mg/dL, na maioria das espécies
de aves (SCHMIDT et al., 2007).

Nas aves a hipoglicemia pode estar associada a inani¢do, enterotoxemia, ma digestao
e absorcdo, ma nutricdo, hepatopatias, septicemia, neoplasias, aspergilose, deficiéncia de
vitamina A e as endocrinopatias. J& a hiperglicemia pode ser causada por estresse,
temperaturas extremas, diabetes mellitus, contencdo fisica, administracdo de glicocorticoides
e alimentacéo rica em carboidratos (RUPLEY, 1999; CUBAS, 2007; VILA, 2013; VALLE,
2008).

Entre as analises bioquimicas mais comuns na clinica de aves estdo a determinacéo da
concentracdo de proteinas totais, glicose, acido Urico, fésforo, creatinina, ureia, sodio,
potéssio e cloretos e as atividades séricas aspartato aminotransferase, creatinaquinase e lactato
desidrogenase (CUBAS, 2007).

Para realizacdo dos testes bioquimicos pode-se usar uma amostra com anticoagulante,
chamada plasma, ou o soro, obtido de uma amostra de sangue coagulado. Sao necessarios em
média, 2 a 3 mL de sangue para se conseguir 1mL de soro ou plasma. Poréem, o plasma tem
algumas vantagens, a principal € permitir obter volumes maiores da amostra. Além disso, 0
soro ndao € recomendado para testes bioquimicos enzimaticos, porque 0 processo de
coagulacao libera enzimas eritrocitarias que podem interferir nos resultados de determinados
constituintes (VILA, 2013). Desta forma € necessario evitar a presenga de hemécias em
amostra de soro ou plasma, para evitar a ocorréncia de hemolise, e possiveis interferéncias em

alguns testes bioquimicos (VILA, 2013).
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A colheita e anélise sanguinea sdo possiveis mesmo nas aves muito pequenas. Pois,
em geral é seguro colher até 1% do peso corporal de uma ave em sangue, a menos que 0
animal esteja anémico ou hipovolémico. Sendo esse limite em patos e pombos de até 3% do
peso corporal e de 2% em frangos (CAMPIONE, 2009). A venopuncédo pode ser feita com
agulhas de calibre 23 a 27 G. E as vias mais utilizadas para colheita de sangue em aves
incluem as veias jugular (sendo a direita, de maior calibre), basilica (também chamada de
alar), metatarsais mediais, seio venoso occipital, puncéo cardiaca e por meio de corte das
unhas. Quando a colheita é feita na veia basilica, a contencdo adequada inclui manter a asa
do paciente estendida, para promover maior estabilidade e exposi¢do do vaso. Fazer uma
limpeza prévia do cotovelo medial (articulagdo umerorradioulnar) com algoddo embebido
em alcool (70%), para diminuir sujidades e ajudar a visualizacdo do vaso. Ha possibilidade
de garrotear a veia para aumentar a pressao em seu interior e seu calibre. E posterior a
colheita deve ser aplicada uma presséo no local da venopuncdo para prevenir a formacao de
um hematoma, comum nas aves, mesmo utilizando técnica apropriada (RUPLEY, 1999).

Para obtencdo de sangue total, e posterior separacdo do plasma deve-se utilizar um
anticoagulante adequado, considerando que este ndo interfira na reacdo quimica, ndo
acrescente, e nem remova substancias a serem dosadas as amostras. Lembrando também de
considerar a quantidade e forma de conservacdo dos anticoagulantes, para se evitar
coagulacdo e gelificacdo do plasma (VILA, 2013). Entre as substancias disponiveis estdo o
EDTA (acido etilenodiaminotetracético de sddio ou de potassio), heparina, citrato de sodio e
oxalato de potassio ou amédnia e, para dosagem especifica da glicose no sangue, é
recomendado também o uso do fluoreto de sodio, que é uma substancia antiglicolitica, e vem
associada com o EDTA ou oxalato.

A acdo anticoagulante do EDTA ocorre devido a quelacdo do célcio do sangue. Sendo
o calcio necessario na cascata de coagulacdo, sua captacdo inibe a hemostasia. Ele € o
anticoagulante de escolha para exames hematoldgicos pois preserva as caracteristicas
celulares (SCHMIDT et al., 2007). Ndao ¢ indicado para provas bioquimicas enzimaticas pois
este anticoagulante é quelante de ions que podem ser necessarios para a atividade de algumas
enzimas e também pode causar lise celular em algumas aves (SCHMIDT et al., 2007;
RUPLEY, 1999).

O fluoreto de sodio (NaF) inibi a enolase, uma enzima que participa do nono passo da

via glicolitica, e assim, interrompe a metabolizacdo da glicose pelos eritrocitos e leucdcitos.

14



Por ser considerado um anticoagulante de baixa eficiéncia, que ndo é capaz de interromper o

processo de coagulacdo se usado isoladamente (CUBAS, 2007).

2.2.0 sangue e a glicdlise eritrocitaria

O sangue € dividido na parte liquida, composta pelo plasma, e pelos elementos
figurados, compostos por leucécitos, hemécias e plaquetas, que podem ser separadas por meio
da centrifugacdo (CUNNINGHAM, 2004). Ele funciona como carreador dos nutrientes
necessarios para o metabolismo de cada celula do organismo, bem como leva produtos do
catabolismo para serem eliminados, transporta horménios, mantém o equilibrio de eletrolitos
e &gua, possibilita o funcionamento do sistema imunolégico, e ajuda a regular a temperatura
corporal. O sistema circulatorio das aves, assim como nos mamiferos, € um sistema fechado,
com volume de sangue fixo, representando aproximadamente 7% do peso corporal do animal
(BERCHIERE JUNIOR et al., 2009).

O plasma é o liquido acelular, composto por 93% de &gua, e 5 a 7% de moléculas
proteicas. Porém, também fazem parte de sua constituicdo muitos ions, sendo o ion sodio
(Na®) o cétion predominante, e o cloreto e bicarbonato (respectivamente CI- e HCO3") os
anions em maior abundancia. Além disso, 0s ions potassio, hidrogénio, magnésio,
hidrogenofosfato, dihidrogenofosfato e sulfato (respectivamente K*, Ca**, H*, Mg**, HPO4>,
H2PO4 e SO4%) presentes em menor quantidade, tém um papel critico para o funcionamento
normal do organismo. Existem ainda, pequenas quantidades de gases (oxigénio, gas carbbnico
e nitrogénio), substancias nutrientes (glicose, aminoacidos, lipideos e vitaminas), produtos do
metabolismo (ureia, creatinina, &cido Urico, bilirrubina etc) e horménios (insulina, adrenalina,
tiroxina etc) dissolvidos no plasma (CUNNINGHAM, 2004).

Os leucdcitos presentes no sangue das aves sdo os linfocitos, mondcitos, basofilos,
eosinofilos e heterofilos, sendo o Gltimo tipo o mais abundante na maioria das espécies. Eles
se desenvolvem por mitose e diferenciacdo, a partir de uma linha comum de células
progenitoras, as células-tronco pluripotentes. Os trombdcitos séo células nucleadas presentes
no sangue periférico, que participam do processo de hemostasia, assim como acontece com as
plaquetas de mamiferos (THRALL et al., 2007; CUNNINGHAM, 2004).

Nessa classe de animais os eritrécitos maduros sao elipticos e contém um nucleo oval
central. Quando jovens sao redondos e com nucleo mais frouxo (RUPLEY, 1999). Compostas
por 65% de agua e 35% de sélidos (hemoglobina, proteinas, colesterol, fosfolipideos e ions).

Sua membrana plasmatica é composta por uma bicamada fosfolipidica que representa 50% de
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sua massa total e forma uma barreira entre dois compartimentos liquidos, intra e extracelular.
O transito entre estes compartimentos é realizado por meio de bombas, canais de trocas de
ions e transporte molecular, como € o caso da glicose (MURADOR, 2007).

Para que o metabolismo eritrocitario da glicose ocorra, é estabelecido um fluxo
glicolitico, onde a glicose permeia para o interior da célula e o &cido lactico produzido é
excretado para o meio extracelular (BACILA, 1989).

A glicolise é o processo de degradacdo anaerdbica da glicose produzindo piruvato e
posteriormente acido lactico. Neste processo ocorre producdo de energia em forma de ATP.
Servindo, por isso, na maioria dos animais, como um importante mecanismo de emergéncia,
capaz de produzir energia por periodos curtos quando ndo ha oxigénio disponivel. A medida
que o ATP transfere sua energia para outras moléculas, perde seu grupo de fosfato terminal e
se transforma na adenosina-difosfato, ou ADP, que é a contrapartida pobre em energia do
ATP. A energia livre serd empregada para promover varios tipos de trabalhos celulares, como
na biossintese de componentes celulares, transporte de substancias na célula, e o trabalho
mecanico da contracdo e locomocao, ou pode ser redirecionada para o ADP, que recuperando
um grupo de fosfato se torna ATP novamente (SCHMIDT et al., 2007; LEHNINGER, 1978).

De acordo com Lehninger (1978) a glictlise é catalisada pela acdo subsequente de um
conjunto de onze enzimas, que acredita-se estar localizado na porcdo soltvel do citoplasma,
baseando-se na facilidade de extracdo dessas enzimas. A glicdlise anaerdbica se divide em
dois estagios principais. No primeiro estagio, a glicose é preparada para seu catabolismo, pela
fosforilacdo, e em seguida, clivada para originar o acucar de trés carbonos chamados
giceraldeido-3-fosfato; e no segundo estagio, o gliceraldeido-3-fosfato é convertido a lactato,
formando-se ATP a partir de ADP. A enzima enolase participa do segundo estagio,
convertendo o 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato, uma molécula altamente energética,

através da remocdo de dgua dos a&tomos de carbono 2 e 3 do acido 2-fosfoglicérico (Figura 1).
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Figura 2. Via glicolitica.
Fonte: LEHNINGER, A.L.

Umas das notaveis particularidades bioquimicas das aves € o fato de possuirem glicose
compartimentalizada, principalmente no plasma, atingindo concentragfes elevadas se
comparadas a glicose plasmatica de mamiferos. Fato evidenciado no estudo comparativo de
Riegel (1975), onde as aves tiveram maiores concentracdes de glicose e menor taxa de
consumo, quando comparadas a caes, ovinos, bovinos, equinos e cobaias. O que deve estar
ligado a reduzida capacidade dos eritrocitos de aves em metabolizar a glicose (BACILA,
1989).

Em contraste com seu metabolismo de carboidratos prejudicado, foi demonstrado que
os eritrocitos de galinhas tém todo o conjunto de enzimas glicoliticas. Ressaltando-se ainda,
possuirem um perfil enzimatico muito particular quando comparados com as mesmas enzimas
do figado de frango ou dos eritrocitos humanos, conhecidas por apresentarem atividade
glicolitica muito ativa (ROSA et al., 1983).
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Foi demonstrado por Rosa et al. (1983) que na presenca de triosefosfato,
principalmente 2,3-fosfoglicerato ou 3-fosfoglicerato e 2-fosfoglicerato, ocorrem aumentos
consideraveis na producéo de acido lactico pelos eritrocitos de aves.

Considerando que a maquinaria de transformacéo de energia dos seres vivos é formada
inteiramente de moléculas orgéanicas, frageis e instaveis, que sdo incapazes de suportar
intactas & temperaturas elevadas, mudancas de meio, correntes elétricas intensas, condigdes
extremamente 4&cidas ou basicas, e diversas outras condi¢cbes ainda ndo elucidadas
(LEHNINGER, 1978). E que, especialmente nas aves, varios processos podem interferir nos
parametros bioguimicos, alguns deles durante a colheita ou processamento, por adicdo de
conservantes e outras substancias especificas, manipulacdo ou transporte das amostras
sanguineas, e como ja mensionado, h4 um vasto campo de particularidades ainda néo
elucidadas. Sendo assim, para garantir a qualidade do diagnostico, é necessario 0

aperfeicoamento constante destes procedimentos (VILA, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Analisar o efeito do tempo, temperatura e uso do fluoreto de sédio sobre a glicélise

das hemécias de galinhas (Gallus gallus domesticus) e codornas (Coturnix coturnix japonica).

3.2. Objetivos especificos

Promover o aperfeicoamento da técnica de determinacdo da glicemia nas espécies
Gallus gallus domesticus e Coturnix coturnix japonica,

Estabelecer um protocolo para dosagem bioquimica da concentracdo sanguinea de

glicose, nas espécies Gallus gallus domesticus e Coturnix coturnix japonica.
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4. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), e esta registrado sob os seguintes protocolos
institucionais: 027/15 e 092/2016.

4.1 Animais experimentais

Foram utilizadas 60 codornas (Coturnix coturnix japonica), oriundas da Granja Fujikura
(Suzano-SP), entre 35 e 45 dias de idade, peso médio de 164,9 g, e 30 galinhas adultas
(Gallus gallus domesticus), de faixas etarias variadas, e peso médio 1.536 g, oriundas do setor

de avicultura da Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, Areia-PB.

4.2 Colheita de sangue e processamento das amostras
Foi colhido cerca de 3 mL de sangue de cada codorna e 6 ml de cada galinha, por meio de

puncéo cardiaca nas codornas, e pung¢do da veia basilica nas galinhas (Figuras 2 e 3).

Figura 3- Colheita de sangue por pungéo
cardiaca em codorna japonesa (Cortunix cortunix
japonica).

Fonte: Ricardo P. Lima
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Figura 4- Colheita de sangue por pung¢do da veia basilica em galinha (Gallus gallus domesticus).
Fonte: Débora Ferreira dos S. Angelo

Ao total foram processadas 60 amostras de codornas e 30 de galinhas, devido ao
volume pequeno de sangue colhido das codornas. As amostras de cada espécie foram
divididas aleatoriamente em dois grupos denominados “B”, pois permaneceram por diferentes
tempos em banho-maria a 37°C, e “T, pois permaneceram por diferentes tempos em
temperatura ambiente, tendo cada grupo 30 aliquotas de 3 mL.

Para a analise das amostras do grupo B, foram distribuidos 3 mL de sangue
imediatamente ap0ds a colheita, entre um eppendorf com 10 pl de fluoreto de sodio e quatro
tubos de ensaio sem qualquer substancia. Para a anélise das amostras que permaneceram em
temperatura ambiente, 3 mL de sangue foram distribuidos entre um eppendorf com 10 ul de
fluoreto de sddio e cinco tubos de ensaio sem qualquer substancia.

As amostras com fluoreto de sdédio foram centrifugadas durante 10 minutos
imediatamente apos a colheita (em Micro centrifuga HT, 242 G), e logo apos, foi realizada a
dosagem da concentracédo de glicose (tempo 0). A centrifugacdo (63 G) e leitura das amostras
do grupo T, foram feitas apds respectivamente 1 hora (tempo 1), 2 horas (tempo 2), 3 horas
(tempo 3), 4 horas (tempo 4) e 5 horas (tempo 5) em temperatura ambiente. Enquanto as

amostras do grupo B, foram centrifugadas (63 G) e separadas, respectivamente, ap6s 30
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minutos (tempo 1), 1 hora (tempo 2), 1 hora e 30 minutos (tempo 3) e 2 horas (tempo 4) em
incubacéo a 37°C.

4.3 Analises bioquimicas

A determinacdo da concentracdo de glicose, das amostras de plasma e soro, foi
realizada utilizando-se conjunto de reagentes analiticos comerciais (Labtest Diagndstica®,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) em um analisador bioquimico semi-automatico (Termo
plate), com comprimento de onda de 546 nm, seguindo as orientacGes do fabricante dos
reagentes. Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital

Veterinario da Universidade Federal da Paraiba, Campus II, Areia-PB.

4.4 Andlise estatistica

Foram calculadas as médias e desvio padrdo das concentracdes de glicose das
amostras com fluoreto de sddio e sem anticoagulante separadas em diferentes tempos, de cada
grupo, nas amostras de galinhas (Gallus gallus domesticus) e codornas (Coturnix coturnix
japonica). E extraidos o consumo médio relativo e acumulado ou total. Para o consumo
relativo foi extraida a diferenca entre os valores médios de glicose em cada intervalo de
tempo. E para o consumo acumulado/total foi extraido o consumo médio de glicose até cada
intervalo de tempo estudado.

A avaliacdo estatistica foi realizada no programa estatistico BioEstat 5.0, com o qual
avaliou-se a normalidade dos dados e em seguida, a comparacdo da concentracdo, do
consumo relativo e consumo acumulado da glicose nas amostras de plasma com fluoreto e nas
amostras séricas do mesmo grupo, utilizando o teste de Friedman ou ANOVA: 2 critérios, a
5% de significancia. Também foi realizada a comparacdo do consumo total médio de glicose
apos duas horas de incubacdo em temperatura ambiente e em banho-maria (37° C), utilizando

o teste U-Mann Witney ou teste t: dados amostrais, a 5% de significancia.
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5. RESULTADOS

Nas amostras de codornas japonesas do grupo T, a concentracdo média de glicose no
plasma com fluoreto de sodio foi menor que as concentracdes médias de glicose das amostras
de soro separadas nos tempos 1, 2, 3, 4 e 5 (p<0,05) (TABELA 1). Enquanto em amostras de
galinhas do grupo T, a concentracdo média de glicose do plasma com fluoreto de sddio foi
menor, que os tempos 1, 2 e 3 (p<0,05) (TABELA 1).

Tabela 1. Valores médios seguidos do desvio-padrdo das dosagens de glicose in vitro em
amostras de plasma e soro de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) e galinhas
(Gallus gallus domesticus), mantidas em temperatura ambiente por diferentes tempos de
tratamento e com fluoreto de sodio.

Temperatura ambiente
Tempos 0 1 2 3 4 5

Glicose (g/dL)
Cortunix cortunix

207,837+ 261,18% 251,99°+ 243.64°+ 231,87% 219,76%+
23,31 29,01 27,02 27,52 26,59 28,77

japonica

%':;fjg (gllf'u'g) 204099 230598+ 22088% 21419 20824 196 4°+
9 +2021 2069  +2045 +19.87 +1804 2538

domesticus

Onde: tempo 0: separacdo do plasma imediata, tempo 1: separa¢do do soro ap6s 1 hora, tempo 2: separacdo do
soro apés 2 horas, tempo 3: separacdo do soro ap6s 3 horas, tempo 4: separacdo do soro apos 4 horas, tempo 5:
separagdo do soro ap6s 5 horas. Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste
ANOVA: 2 critérios para a espécie Cortunix cortunix japonica, e pelo teste de Friedman para a espécie Gallus
gallus domesticus, a 5% de significancia.

No grupo T, o percentual do consumo médio de glicose por hora nas amostras de
codornas foi similar em todos os tempos, ndo diferindo estatisticamente (3-5%), assim como
nas amostras de galinhas (2-5%) (FIGURA 4).

Figura 4. Valores médios e desvio-padrdo do consumo in vitro de glicose por hora, em
amostras de soro de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) e galinhas (Gallus
gallus domesticus), mantidas em temperatura ambiente, em diferentes tempos.
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Quando se observou o consumo médio de glicose, entre os tempos 0 e 1, das amostras
de codornas japonesas, pertencentes ao grupo T, notou-se que ele foi superior ao observado
entre os tempos 1 e 4 (p<0,05) (TABELA 2). Nas amostras das galinhas do grupo T, o
consumo médio de glicose entre os tempos 0 e 1, foi semelhante estatisticamente aos tempos
4 e5 (TABELA 2).

Tabela 2. Valores médios seguidos do desvio-padrdo do consumo médio de glicose em
amostras plasma com fluoreto de sodio e soro de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) e galinhas (Gallus gallus domesticus), mantidas em temperatura ambiente em
diferentes tempos de tratamento.

Temperatura ambiente

Intervalos 1-0 1-2 1-3 1-4 1-5
Consumo total (%)
Coturnix coturnix 20,18% + 3,45% + 6,76 + 11,55° + 16,852 +
japonica 6,59 3,01 543 6,06 6,76
0
Corg;m‘; tci);[l?lljs( %) 1142+ 408%+ Soweag | O78% 1552
q g 5,00 5,14 e 5,43 10,31
omesticus

Onde: intervalo 1-0: consumo médio entre plasma separado imediatamente e soro separa ap6s 1 hora, intervalo
1-2: consumo médio entre 1 e 2 horas, intervalo 1-3: consumo médio entre 1 e 3 horas, intervalo 1-4: consumo
médio entre 1 e 4 horas, intervalo 1-5: consumo médio entre 1 e 5 horas. Médias com letras diferentes na mesma
linha diferem entre si pelo teste de Friedman a 5% de significancia.

Nas amostras de codornas japonesas, do grupo B, a concentracdo média de glicose no
plasma com fluoreto de sodio ndo diferiu estatisticamente da concentracdo de glicose das
amostras de soro dosadas apés o tempo 3 (TABELA 3). E nas amostras de galinha, a
concentracdo média de glicose das aliquotas com fluoreto de sédio também ndo diferiu
estatisticamente do tempo 3, e foi menor que as amostras do tempo 1 (p<0,05) (TABELA 3).
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Tabela 3. Valores médios seguidos do desvio-padrdo das dosagens de glicose in vitro em
amostras de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) e galinhas (Gallus gallus
domesticus), mantidas incubadas em banho-maria a 37° C por diferentes tempos de
tratamento e com fluoreto de sddio.

Banho-maria
Tempos 0 1 2 3 4
Glicose (g/dL)
Coturnix coturnix 213,7° 246,2% + 228,62° + 203,89° + 176,189 +
japonica 21,24 22,55 25,22 32,74 34,61

GIICOSG (g/dL) 245,13(; + 26019921 + 252’77b + 245’29C + 234,31d +
Gallus gallus

: 18,02 21,81 21,64 22,54 24,26
domesticus

Onde: tempo 0: separacéo do plasma imediata, tempo 1: separacéo do soro ap6s 30 minutos, tempo 2: separacgao
do soro apés 1 hora, tempo 3: separacdo do soro ap6s 1 hora e 30 minutos, tempo 4: separa¢do do soro apés 2

horas. Médias com letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste ANOVA: 2, a 5% de
significancia.

Quando se analisou o0 consumo de glicose a cada 30 minutos das amostras de soro de
codornas, do grupo B, notou-se que o consumo médio de glicose no intervalo 2-1 foi menor
gue o consumo entre os intervalos 3-2 e 4-3 (p<0,05) (FIGURA 5). Nas amostras de galinha,

este foi estavel, ndo diferindo estatisticamente. Com consumo médio de 2-4% (FIGURA 5).

Figura 5. Valores médios e desvio-padrdo do consumo médio de glicose in vitro por hora em
amostras de soro de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) e galinhas (Gallus
gallus domesticus), mantidas em incubacdo a 37° C, por diferentes tempos.
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Quando se observou a diferenca na concentracdo média de glicose, entre os tempos 0 e
1, das amostras de codornas japonesas e galinhas, do grupo B, notou-se que elas ndo diferiram
estatisticamente do consumo médio do intervalo 1-3 e foram maiores que o consumo do
intervalo 1-2 (p<0,05) (TABELA 4).
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Tabela 4. Valores médios seguidos do desvio-padrdo do consumo acumulado de glicose em
amostras de plasma com fluoreto de sodio e soro de codornas japonesas (Coturnix coturnix
japonica) e galinhas (Gallus gallus domesticus), mantidas em incubacdo a 37° C, em
diferentes tempos de tratamento.

Banho-maria
Intervalos 1-0 1-2 1-3 1-4
Consumo total (%)

Coturnix coturnix 1335 +568  7,17°+52  1826°+10,35 32,16%+ 1533
japonica

Consumo total (%)
Gallus gallus 5,96° + 2,86 3,15°+ 1,85 6,14° + 2 46 10,692 + 4,01
domesticus

Onde: intervalo 1-0: consumo médio entre plasma separado imediatamente e soro separa apds 30 minutos,
intervalo 1-2: consumo médio entre 30 minutos e 1 hora, intervalo 1-3: consumo médio entre 30 minutos e 1
hora e 30 minutos, intervalo 1-4: consumo médio entre 30 minutos e 2 horas. Médias com letras diferentes na
mesma linha diferem entre si pelo teste de Friedman a 5% de significancia.

Foi visto também, que as amostras do grupo B tiveram um consumo médio de glicose,
cerca de nove vezes maior, que o consumo médio de glicose das amostras do grupo T,
separadas até duas horas, nas amostras de codornas, e cerca de duas vezes entre as amostras
de galinhas (p<0,05) (TABELA 5).

Tabela 5. Valores médios seguidos do desvio-padrdo do consumo total de glicose em até duas
horas de amostras de soro de codornas japonesas (Coturnix coturnix japonica) e galinhas
(Gallus gallus domesticus), mantidas até duas horas em temperatura ambiente e em incubagdo
de 37°C.

Temperatura ambiente X Banho-maria

Intervalo 1-2 i 1-4 .
Temperatura ambiente Banho-maria
(0)
Consumo total (%) 3450+ 3,1 32.16% + 15,33
Coturnix coturnix japonica
(0)
Consumo total (%) 4.08° + 5,14 10,69° + 4,01

Gallus gallus domesticus
Onde: 1-2: consumo médio entre 1 e 2 horas, 1-4: consumo médio entre 1 e 4 horas. Médias com letras
diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Mann-whitney a 5% de significancia.

Os resultados mostram que a concentragdo media de glicose in vitro nas amostras de
sangue das aves estudadas, € influenciada pela adi¢do do fluoreto de sddio, pelo tempo entre a

colheita e separagdo do soro, e pela temperatura a qual a amostra é tratada.
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6. DISCUSSAO

O fluoreto de sédio é uma substancia adicionada em amostras de sangue quando se
pretende dosar a glicemia de um individuo, devido seu efeito antiglicolitico, baseado na
inibicdo da enolase, uma enzima da via glicolitica (LEHNINGER, 1978). Porém, nas
espéecies de aves estudadas (Coturnix coturnix japonica e Gallus gallus domesticus), a
concentracdo média de glicose nas aliquotas de plasma fluoretado, foram sempre inferiores
aos valores de glicose observados nas amostras de soro, separadas ap0s o0 tempo 4 em
temperatura ambiente, e ap6s o tempo 2 em incubagdo a 37°C. O que indica a ineficacia do
uso dessa substancia em amostras de aves, uma vez que ela ndo preserva a glicose das
amostras.

Neste trabalho foi observado que o fator tempo é uma variavel relevante, assim como o
que ocorre em amostras de sangue de humanos e bovinos (BECHER, 1984; BERNARDINO
et al., 2013), indicando que quanto menor o tempo entre a colheita e analise bioguimica da
amostra, mais fidedigno o resultado. Também é possivel observar, que 0os maiores niveis de
glicose e as menores taxas de consumo total de glicose in vitro, foram vistas nas amostras de
soro separadas em até 1 hora, em ambos 0s grupos e espécies estudadas, o que indica esse
limite de tempo como o melhor, para obtencdo da concentracdo de glicose mais proxima do
valor real da amostra.

A gqueda na concentracdo de glicose das amostras com fluoreto foi maior que nas amostras
de soro, para os dois tratamentos e espécies. Efeito similar ndo foi descrito na literatura até o
momento, no entanto, esses resultados podem indicar que, além de nédo ser eficaz, o fluoreto
pode estar intensificando o consumo desse nutriente, agindo como um catalizador da cadeia
glicolitica.

Um aumento de 2 a 9 vezes no consumo de glicose, das amostras incubadas em banho-
maria por até duas horas foi observado nesse estudo. Esse aumento, comparado com a
concentracdo em temperatura ambiente, indica que o tratamento adotado também pode
influenciar a concentracdo de glicose in vitro. Neste caso, o fator relevante foi 0 aumento da
temperatura das amostras, que acelerou a glicélise, sendo mais indicado manter a amostra em
temperatura ambiente durante a retracdo do coagulo para evitar erros nos resultados do
exame, assim como verificado nas amostras de bovinos (BERNARDINO et al., 2013).

Segundo Lehninger (1978) ha duas formas gerais por meio das quais a velocidade de uma
reacdo quimica pode ser aumentada. Uma delas € o aumento da temperatura, que eleva o

numero de moléculas em estado de transicdo, acelerando, assim, as reagdes quimicas. A
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segunda forma é a acdo de catalizadores, que quando combinados transitoriamente com
reagentes produzem um estado de transi¢do. Sabendo disso, propde-se que a diminui¢do na
concentracdo de glicose das amostras de plasma fluoretado das espécias Gallus gallus
domesticus e Coturnix Coturnix japonica, esteja relacionada a provavel acéo catalizadora do
fluoreto de sodio na via glicolitica dos eritrocitos. Uma vez que o fator temperatura, apesar de
intensificar a diminuicdo da concentracdo de glicose, ndo pode ser o Unico responsavel pelo
fendmeno, ja que as amostras que ndo foram submetidas a um aumento de temperatura (grupo
T), também tiveram quedas significativas na concentracao de glicose.

Apesar de haver estudos elucidativos a respeito do metabolismo dos eritrocitos de aves
(ROSA et al., 1983; BACILA, 1989). A relacdo dessas células e demais constituintes do
sangue com o fluoreto de sddio ainda ndo foi explorada o suficiente, havendo necessidade de

novas pesquisas bioguimicas que esclarecam as questdes aqui expostas.
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7. CONCLUSOES

Os resultados expostos e discutidos, conduzem a deducdo de que o fluoreto de sddio ndo
foi eficaz em inibir o consumo de glicose in vitro, ndo devendo ser indicado para amostras de
sangue de Coturnix coturnix japonica e Gallus gallus domesticus, destinadas a dosagem da
glicose plasmatica, por interferir de forma significativa na concentracdo real desse nutriente.
Sendo necessario, no entanto, estudos bioquimicos que esclarecam os mecanismos envolvidos
nesse evento. A temperatura e tempo para processamento da amostra também alteram o valor
real da concentracdo de glicose da amostra. Sendo procedimento ideal para dosar a glicemia
desses animais, dosar em amostras de soro, deixadas em temperatura ambiente, por no
maximo 1 hora.
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