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RESUMO

Os exames laboratoriais sao reconhecidos como importantes meios de
auxilio diagnostico na pratica médico-veterinaria, especialmente no
esclarecimento de diversas enfermidades que acometem animais de
companhia, particularmente cées. Dentre tais exames, destacam-se os
bioquimico-séricos, ndo s6 pela sua utilidade clinica, como também pela
praticidade de realizagao e por estarem incorporados a rotina dos laboratérios
de analises clinicas veterinarias. Diante da importancia e da grande demanda
por provas bioquimico-séricas, na rotina da clinica de pequenos animais, além
da falta de estudos em relacdo a viabilidade dos constituintes séricos, quando
se faz imperiosa a necessidade de estoque do soro sangiliineo sob diferentes
condi¢des, planejou-se o presente projeto de pesquisa com o escopo de se
verificar a estabilidade de alguns metabolitos séricos frente a diferentes
temperaturas e periodos de estoque. Para tanto, foram analisadas amostras de
soro sanguineo de 10 cdes sadios, as quais foram submetidas a analise de
sédio, potassio, calcio total, fosforo, colesterol, triglicérides, proteina total,
albumina, creatinina, uréia e a atividade das enzimas aspartato
aminotransferase, alanino aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-
glutamiltransferase e creatina quinase, estocadas em diferentes temperaturas
(25°C, 4°C, -4°C, -20°C e -70°C) e analisadas em diferentes periodos (logo
apos a colheita, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 7 dias, 15 dias, 30dias, 60 dias e
90 dias apds a colheita). Dentre os resultados obtidos, foi possivel observar,
principalmente, que a temperatura de congelamento de -20°C propiciou uma
maior estabilidade dos parametros estudados sendo quinze destes, estaveis

durante todo o protocolo experimental.

Palavras-chave: Bioquimicos, estocagem, soro, caes.
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ABSTRACT

The laboratory tests are known as important diagnostic tools in veterinary
medicine, regardering the diagnosis of many diseases, specially in dogs.
Among all these tests, the biochemical ones can be brought out, not only for
their clinical importance, but also for their easy performance and because they
are inserted as ordinary tests in the veterinary laboratories. Due to the lack of
information as for the viability of blood components in dogs, and the need of
blood storage under different conditions, the aim of this study was to check out
the stability of some blood components under different temperatures and
storage periods. Therefore, the blood samplesof 10 healthy dogs were
evaluated regardering sodium, potassium, calcium, phosphorus, colesterol,
tryglicerides, total protein, albumine, creatinine, urea and enzyme activities of
asparatate aminotransferase, alanine aminotransferase, alkaline phosphatase,
gama glutamyl transferase and creatine quinase stored
under different temperature (25°C, 4°C, -4°C,
-20°C e -70°C) and assessed in different intervals (just after collection, 12
hours, 24 hours, 36 hours, 7 days, 15 days, 30 days, 60 days and 90 days after
collection). Among all the results, it was inferred that the freezing temperature
(-20°C) provided the best stability of the evaluated parameters, and 15 out of

them showed to be stable during the whole protocol.

Key-words: Biochemistry, storage, serum, dogs.



1.INTRODUGAO

A correta interpretagdo das analises bioquimico-séricas depende de uma
série de fatores criticos, sendo a estabilidade dos parametros analisados de
extrema importancia (FONTAINE et al., 1987; SZENCI et al., 1991;
THORENSEN, 1995). A concentracdo sérica de muitos constituintes
sanguineos pode mudar com maior ou menor rapidez durante o
armazenamento, particularmente se as amostras sdo mantidas a temperatura
ambiente ou temperaturas elevadas. E pratica comum a estocagem de
amostras biologicas, especialmente do soro sanguineo, para a realizag&o
posterior de exames bioquimico-séricos, ou ainda para a obtenc&o de dados
clinico-laboratoriais complementares. Em tais situagbes, corre-se o risco de
obtencado de resultados ndo confidveis ou até a perda de amostras em
decorréncia de conservacao inadequada, como asseverado por Doreto (1996).
O mesmo risco ocorre com amostras colhidas na rotina da clinica de pequenos
animais, visto que os intervalos entre a colheita do material, a chegada do
mesmo ao laboratério e 0 momento da analise podem interferir nos resultados
obtidos dependendo da maneira como a amostra foi manipulada. Mesmo
considerando a importancia do envase e conservagao adequados de amostras
biolégicas, a investigacdo bibliografica, que fundamentou a proposta de
trabalho em tela, revelou poucos trabalhos relacionados a viabilidade de

constituintes bioquimicos, em soro sangliineo armazenado de caes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANALISE BIOQUIMICA DO SORO SANGUINEO

2.1.1 Sédio

O sbédio € um eletrélito encontrado predominantemente no liquido
extracelular (LEC), e sua concentracdo normal no soro varia de 140 a 155
mEqg/L (MEYER, 1995; CARLSON, 1997). O sédio plasmatico ¢ filtrado pelo
glomérulo e reabsorvido em grande parte pelos tubulos renais proximais e
distais principalmente por meio da acéo da aldosterona nos tubulos distais, a
qual promove a retencado do sbdio e a excregdo do potassio. Segundo Aitken
(1976), raramente a deplecao de sédio sérico é resultado da deficiéncia do
mesmo na dieta, mas mais comumente resultando da excessiva perda de
fluidos, como é o caso dos disturbios gastrointestinais, com ocorréncia de
vomito e diarréia (FISHER, 1976, LAKRITZ, 1992). Outros autores ainda
ressaltam que situacdes tais como doencga intersticial renal, queimaduras
extensas e a terapia com diuréticos, também podem culminar em grandes
perdas deste ion (ROSE, 1984; MEYER, 1995; CARLSON, 1997). Em
contrapartida, a hipernatremia pode ocorrer juntamente com insuficiéncia

cardiaca congestiva e doencas hepaticas crbnicas as quais levam a faléncia na



manutengdo efetiva do volume circulante e retencdo compensatoria de sodio
pelos rins (CARLSON, 1997). Sendo assim, a verificagdo da concentragédo de
sodio sérico torna-se importante, nas enfermidades acima citadas, para que
haja um controle da homeostase do referido mineral no organismo do paciente
(MEYER, 1995).

Em soro humano, Wilson (1972) nao observou alteracdes na
concentragédo de sddio em amostras mantidas a 37°C, 25°C e 10°C por 42 dias.
Em outro estudo, Ono et al. (1981) relataram que a concentracdo deste
eletrélito se manteve estavel por apenas seis horas quando a temperatura de
estocagem era de 23°C a 30°C e oito horas sob 4°C. Trabalhando com o
armazenamento a 20°C, Thorensen (1992) encontrou alteragbes significativas
nas concentragdes de sédio de amostras plasmaticas caninas apés um dia de
armazenamento e no soro em dois dias de estocagem. Ja, sob congelamento a
-20°C e -70°C, Thorensen (1995) verificou, em amostras de soro de céo, a

estabilidade deste mesmo eletrolito por 240 dias de armazenamento.

2.1.2 Potassio

O potassio € um ion localizado na sua grande maioria no liquido
intracelular (LIC) devido a agédo das bombas de sddio/potassio existentes na
membrana das células (TANEM, 1984; CARLSON, 1997). Alteracdes na
concentragcdo de potassio alteram o potencial de membrana das células e, em
geral, a hipocalemia aumenta este potencial e a hipercalemia o diminui
causando hiperexcitabilidade (CARLSON, 1997). A homeostase deste ion
envolve o balango interno e externo, que compreendem a distribuicdo do
potassio entre o LIC e o LEC, sendo este o resultado entre ingestédo e perdas
(ROSE, 1984; BROBST, 1986). Os valores normais da concentragao sérica de
potassio estédo entre 4,2 e 5,7 mEq/L (MEYER, 1995).

O potassio assume um papel importante na manutengdo da
excitabilidade neuromuscular cardiaca e assim sendo, a manutengdo da
concentragéo deste ion dentro dos valores de normalidade torna-se de extrema
importancia, como explica Carlson (1997). A hipocalemia pode ocorrer durante

o curso de diversas enfermidades que culminam na perda excessiva deste ion,



como nos disturbios gastrointestinais com de vomito e diarréia, na insuficiéncia
renal crénica e também apos a utilizagdo de medicamentos como a insulina e
alguns diuréticos (MEYER, 1995). A hipercalemia, por sua vez, ocorre em
pacientes que apresentam doencas que levam a diminuicdo da excrecéo
urinaria de potassio, exemplificada pelos processos obstrutivos do trato urinario
e o hipoadrenocorticismo (FETTMAN, 2001).

Ono et al. (1981) e Goodman (1984), em amostras séricas humanas
refrigeradas a 4°C, relataram instabilidade na concentragéo do potassio a partir
de seis horas de estocagem e apds oito horas de armazenamento, e
observaram que esta alteragéo revelou-se clinicamente significativa. Porém,
Wilson (1972) n&o constatou alteragdo significativa em amostras mantidas a
37°C, 23°C a 27°C, 4°C e —10°C por 42 dias. Thorensen (1992) encontrou
alteracbes em amostras de sangue total canino armazenadas por 20°C a partir
de um dia, fato que ocorreu provavelmente pelo extravasamento de potassio
contido nos leucdcitos e eritrocitos, ja que as amostras de soro e plasma nao
sofreram alteragbes na concentragdo de potassio durante o periodo
experimental. Thorensen (1995) submeteu amostras de soro e plasma de céo
ao armazenamento a -20°C e -70°C por 90 e 240 dias e nao observou a

instabilidade na concentragéo de potassio.

2.1.3 Calcio total

O calcio € um mineral que possui um papel central na manutengao da
homeostase dos vertebrados. Dentre suas diversas funcdes estdo a contracéo
muscular, coagulagdo sanguinea, cofator enzimatico, excitabilidade neural,
secrecao hormonal, adesado celular, além de participar da estrutura do
esqueleto (CAPEN, 1993). O calcio esta presente no organismo sob trés
formas, ou seja, ionizada, complexada a anions e ligada a proteinas. O calcio
complexado é dependente do pH e o ibnico é a forma biologicamente ativa e
disponivel no organismo. Em caes, a concentragdo de calcio sérico total esta
compreendida entre 9,4 e 12mg/dL (ROSOL; CAPEN, 1997).

Algumas enfermidades podem levar a hipercalcemia como € o caso do

hiperparatiroidismo primario e secundario renal, hipervitaminose D, que resulta



na absorcdo intestinal excessiva deste mineral e as lesdes osteoliticas que
culminam com a reabsor¢do de calcio 6sseo (ROSOL & CAPEN, 1997). Por
outro lado, a hipocalcemia pode ocorrer em decorréncia do
hipoparatireoidismo, hipovitaminose D, eclampsia e mal-absorg¢ao intestinal
(GRECO, 2001).

Wilson (1972) relata que, em amostras séricas humanas a -10°C, -4°C e
27°C, foi possivel verificar a estabilidade da concentragao sérica de calcio total
por 28, 12 e 2 dias, respectivamente. Outros autores, ao submeterem amostras
de soro de cdo a —70°C, -20°C por 240 dias e 20°C por 3 dias, observaram
instabilidade deste parametro em todo o periodo experimental (THORENSEN,
1992; THORENSEN, 1995).

2.1.4 Fosforo

O fosforo € o maior anion intracelular, que participa de varios processos
metabdlicos, apresentando-se no organismo de duas formas, organico e
inorganico (DENIS, 1996). Como no caso de outros minerais, € a fragdo de
fésforo inorganico que € mensurado rotineiramente, como relatado por Kaneko
(1997). Em animais monogastricos e saudaveis 0s rins sdo 0s maiores
reguladores do fésforo sérico, sendo que a sua concentragdo também é
influenciada pela idade, sendo que animais em crescimento tém uma
concentragdo sérica mais elevada desse elemento (YANAGAWA, 1992). Em
cades adultos, os valores normais do fésforo sérico vao de 2,6 a 6,2 mg/dL
(ROSOL; CAPEN, 1997).

A hiperfosfatemia € uma condigdo que ocorre no decurso de algumas
enfermidades como é o caso de doengas renais, sendo que nestas ultimas,
resulta da reducdo da filtragdo glomerular precedida pela azotemia,
hipervitaminose D e hipoparatiroidismo. No caso da hipofosfatemia, podem
estar relacionados o hiperparatiroidismo primario, hipovitaminose D,
malabsorcéo intestinal, inanicdo e, ainda, a administracdo de insulina, como

ressaltado por Meyer (1995) e Rosol; Capen (1997).



Ono et al.(1981) verificaram, em amostras de soro humano estocadas a
23°C e 4°C, estabilidade das concentragdes de fosforo até 24 e 48 horas de
armazenamento, respectivamente. Em temperaturas superiores a 22°C Rehak
(1988), também em soro humano, verificou um aumento de 14% no valor
obtido inicialmente para cada grau centigrado de temperatura acima de 22°C.
Thorensen (1992), trabalhando com amostras séricas caninas, nao observou
alteragbes significativas do fosforo até trés dias de armazenamento a 20°C,
contudo Thorensen (1995), ao submeter amostras de soro de cdo ao
congelamento a —20°C e —70°C, verificou estabilidade do fésforo sérico apos

90 dias de estocagem.

2.1.5 Proteina Total e Albumina

De acordo com Kaneko (1997), o principal sitio de sintese de proteinas
plasmaticas € o figado seguido pelo sistema imunolégico. Suas fun¢des séo
inumeras, tais como a manutengao da pressao oncoética, catalise de reagdes
bioquimicas, manutengdo do equilibrio acido-basico, coagulagédo sanguinea,
nutricdo e defesa do organismo. A proteina sérica total compreende as o., B e
v-globulinas e a albumina. A albumina, por sua vez, é produzida
exclusivamente pelo figado e é a proteina sérica mais abundante, constituindo
cerca de 35 a 50% da proteina sérica total nos animais domésticos (KANEKO,
1997).

A hiperproteinemia pode ser resultado da desidratacao e, nesta situagao,
todas as fragbes encontram-se proporcionalmente aumentadas, incluindo a
albumina. As gamopatias também podem causar hiperproteinemia como
relatam Meyer (1995) e Kaneko (1997). A hipoproteinemia, por sua vez, esta
associada a queda da producdo, cujas causas podem ser malabsorgcéo
intestinal, insuficiéncia pancreatica exdcrina, parasitismo e doencga hepatica
cronica com diminui¢cdo da producao de albumina, ou ainda, o aumento das
perdas protéicas, as quais podem ocorrer na doenca renal com proteinuria
cronica, lesdo cutanea exudativa, hemorragia externa e enteropatia com perda

de proteinas (LASSEN, 2001a). Os valores normais de proteina total e



albumina em caes adultos estéo situados entre 5,4 a 7,7g /dL e 2,5 a 3,7 g/dL,
respectivamente (MEYER, 1995).

Wilson (1972) submeteu amostras de soro humano a conservagao sob
—10°C, 4°C, 23°C e 37°C e observou que as concentragbes de proteina total e
albumina se mantiveram estaveis por 26 e 42 dias, respectivamente. Ono et al.
(1981) mantiveram amostras séricas humanas a 4°C e 23°C e relataram que os
resultados se mantiveram estaveis por seis e oito horas, respectivamente.
Thorensen (1992) observou estabilidade da proteina total e albumina por trés
dias, sob a temperatura de 20°C, e Thorensen (1995) no periodo de 240 dias

as temperaturas de armazenamento de —20°C e —70°C.

2.1.6 Creatinina

A creatinina € formada no organismo a partir da metabolizagédo da
creatina em um processo ndo enzimatico e irreversivel que ocorre na
musculatura esquelética. Este metabdlito é excretado pela filtracdo glomerular
e qualquer anormalidade que diminua a velocidade do fluxo urinario resultara
na elevagdo da concentragdo sérica do referido metabdlito (COLES, 1984).
Desta forma, a elevada concentragéo sérica de creatinina pode ser resultado
de alteragbes pré-renais, renais ou pos-renais, exemplificadas por Meyer
(1995), tais como a desidratagdo, doenca cardiovascular e choque (pré-
renais); doenca renal causando lesdo de mais de dois-tercos dos néfrons
(renais); obstrugao do trato urinario e ruptura do mesmo (pés- renais).

O valor normal da concentracédo sérica de creatinina nos caes sadios
esta compreendido entre 0,5 e 1,5 mg/dL (FINCO, 1997).

Wilson (1972) relatou estabilidade da creatinina em amostras séricas
humanas mantidas a -10°C, 23°C e 37°C por 42 dias. Thoresen (1992),
trabalhando com amostras séricas e plasmaticas de cées, observou a
estabilidade da creatinina quando as amostras foram estocadas a 20°C por 3
dias, assim como Thoresen (1995), analisando amostras séricas e plasmaticas
da mesma espécie mantidas sob congelamento a -20°C e -70°C, verificou a
estabilidade da creatinina por 240 dias de armazenamento. Em camelos,

Ahsam et al. (1995) verificaram que a concentracdo de creatinina sérica



permaneceu sem alteragao significativa por seis e sete dias nas amostras
conservadas as temperaturas de 25°C e 5°C, respectivamente. De outra parte,
Doreto (1996) submeteu amostras de soro bovino ao armazenamento a —20°C,
5°C e 25°C e verificou que a concentragéo sérica de creatinina manteve-se
estavel por 90 dias, quando mantidas sob refrigeracédo ou congelamento, e por
30 dias em temperatura ambiente. Por outro lado, Fernandes (2001) manteve
amostras de soro e plasma de cades sob diferentes temperaturas de
armazenamento e observou que a estabilidade da concentragdo de creatinina
nao foi observada a temperatura ambiente, no entanto, se manteve estavel por

24 horas, sob refrigeracéo.

2.1.7 Uréia

A uréia é sintetizada no figado e seu ciclo incorpora duas moléculas de
amonia, cuja principal fonte provém do catabolismo protéico (FINCO, 1997).
Segundo Meyer (1995), a uréia atravessa o filtro glomerular e cerca de 25 a 40
% da uréia filtrada sédo reabsorvidos durante a passagem pelos tubulos renais.

A concentrag&o de uréia sérica € alterada com o aumento no consumo
de proteina dietética, colapso catabdlico ou hemorragias no interior do trato
gastrointestinal. Além destas situagdes, a elevagcéo de uréia sérica pode estar
associada as mesmas causas da elevacdo da concentracdo de creatinina
sérica citadas anteriormente (FETTMAN; REBAR, 2001). A concentracao de
uréia do soro de um cao normal estd compreendida entre 21 e 59 mg/dL e,
assim como a creatinina, trata-se de parametro utilizado principalmente para a
avaliacao da funcdo renal. A dosagem deve ser realizada sempre quando
houver suspeita de redugéo da funcao renal e a avaliagdo sequencial utilizada
para monitorar a eficacia do tratamento e progressdo da doenca (COLES,
1984; MEYER, 1995; FINCO, 1997).

Winter (1986) armazenou amostras de soro bovino e observou que sob
as temperaturas de 4°C e 20°C, a concentragdo sérica de uréia manteve-se
estavel por 72 horas e a —25°C por um ano. Lindner (1991) verificou, em soro
de equinos, a instabilidade da uréia em amostras séricas armazenadas sob

temperatura ambiente ou refrigeracao. Thorensen (1992) avaliou, em cées, as



concentragdes sérica e plasmatica de uréia submetendo as amostras de soro e
plasma a temperatura de 20°C por trés dias de armazenamento e observou
que as concentragbes de uréia ndo sofreram alteragcbes significativas. Ja
Doreto (1996) relatou a estabilidade da uréia por cinco dias em amostras de
soro bovino mantidas a 25°C, e por 90 dias, a 5°C e —20°C. Fernandes (2001),
estudando a estabilidade deste mesmo parametro em soro e plasma de cao,
relatou que a 25°C, no plasma, a uréia se manteve estavel por duas horas e,
no soro, por 24 horas. A 4°C, no plasma, ndo houve alteracao significativa até
24 horas de estocagem e no soro, até 30 dias. A —20°C a uréia plasmatica
permaneceu estavel dentro das primeiras 72 horas e a sérica durante os 30

dias subsequentes a amostragem do material.

2.1.8 Colesterol

Segundo Bruss, (1997), o colesterol no organismo € o precursor de
horménios esterdides, vitamina D, acidos biliares e participa da constituicdo da
membrana celular e micelas da bile. Trata-se de um metabdlito obtido junto a
dieta que contenha constituintes de origem animal ou pode, ainda, ser
sintetizado pelo figado. Apo6s ser produzido nos hepatécitos, pode ser
secretado para o plasma como parte das lipoproteinas, langado aos canaliculos
biliares ou ainda esterificado ou degradado a acido biliar. Os valores normais
da concentracdo de colesterol sérico relatados por Meyer (1995), estéo entre
125 a 270 mg/dL.

A hipercolesterolemia pode ocorrer no decurso de algumas
enfermidades, € o caso da obstrucédo biliar extra-hepatica, hipotiroidismo e
Diabetes mellitus. A hipocolesterolemia, por sua vez, podera estar presente na
insuficiéncia pancreatica exocrina, enteropatia com perda protéica, ma digestao
e mal-absorcéo intestinal (MEYER,1995; BRUSS, 1997).

Wilson (1972) estudou amostras de soro humano armazenadas a —10°C
e a 4°C e verificou estabilidade na concentracdo sérica de colesterol por 42
dias. Thorensen (1992) estocou amostras de soro de cdo a 20°C por trés dias e
observou que o colesterol manteve-se estavel. Entretanto, Thorensen (1995)

manteve amostras séricas caninas sob congelamento a —20°C e —70°C e, em
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tais condicbes, a concentracdo sérica de colesterol apresentou alteragéo

significativa apds 240 dias de armazenamento.

2.1.9 Triglicérides

O triglicérides é o maior lipideo do tecido adiposo, constituindo forma
relevante de estocagem da gordura do organismo. A sintese desta molécula
ocorre no intestino delgado durante o processo de digestao e absorgao da dieta
e também no figado, tecido adiposo e glandula mamaria (LASSEN; FETTMAN,
2001). No tecido adiposo, a sintese desta molécula é estimulada pela presenca
de insulina e inibida sob a ag¢do do glucagon (BRUSS, 1997).

A elevagdo da concentragdo sérica de triglicérides pode ocorrer em
algumas enfermidades como é o caso de doencgas hepaticas, diabetes mellitus
e o hipotiroidismo e a diminuicdo, por sua vez encontra-se relacionada
principalmente as sindromes de ma-digestdo e ma-absor¢éo de animais com
insuficiéncia pancreatica acinar ou ainda as doencas intestinais inflamatorias.
Os valores de normalidade do triglicérides sérico em caes € de 20 a 112 mg/dL
(BRUSS, 1997).

Segundo Ono et al. (1981), a concentragéo de triglicérides se manteve
estavel por 48 horas quando amostras de soro humano foram estocadas a 4°C,
24°C e 30°C. Thorensen (1992), por sua vez, armazenou amostras de soro de
caes a 20°C e relatou que este mesmo parametro manteve-se estavel por trés
dias. Thorensen (1995), submeteu amostras de soro de cédes ao congelamento
a -20°C e -70°C e observou que nestas temperaturas a concentracao de

triglicérides nao sofreu alteracao por 240 dias de estocagem.

2.1.10 Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (FA) é uma enzima encontrada em diversos tecidos
como intestino, rins, figado, utero e ossos. No figado, a FA esta localizada
primariamente na membrana dos canaliculos biliares do figado (TENTANT,

1997). A elevacdo da atividade sérica da FA ocorre em animais em
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crescimento, no decurso de doengas 0sseas ou enfermidades hepatobiliares
(MEYER, 1995). Segundo Kaneko (1997), a elevagdo marcante da atividade
sérica da FA ocorre em animais com processos de colangite, cirrose biliar ou
obstrucdo extra-hepatica dos dutos biliares, sendo que, nestes processos
colestaticos, a magnitude da elevagao da atividade sérica de FA n&o auxilia na
diferenciacdo da colestase intra e extra-hepatica. Os valores normais de FA

sérica estao compreendidos entre 20 e 150 U/L.

Juul (1967) armazenou amostras de soro humano a —20°C, 4°C e 22°C
e constatou que, por uma semana, a atividade sérica da FA manteve-se
estavel. Blincoe (1985) submeteu amostras séricas bovinas a estocagem sob
4°C e 20°C e observou que a atividade da FA manteve-se sem alteragbes
significativas por trés e seis dias, respectivamente. Jones (1985), por sua vez,
ao estocar o mesmo tipo de material, sob as mesmas temperaturas, observou
sete dias de estabilidade. Tentant, (1997), descreveu que a atividade sérica da
FA é estavel no soro armazenado a 25°C e 4°C por 2 a 3 dias e a —25°C por 1

més de estocagem.

2.1.11 Alanina aminotransferase

Center (1996) indica que a atividade significativa da alanina
aminotransferase (ALT) esta confinada principalmente ao citoplasma dos
hepatdcitos e, em cées e gatos, a elevacdo da atividade sérica desta enzima é
indicativa de injuria hepatocelular. De acordo com Tentant (1997), a maior
finalidade da mensuragdo da atividade sérica da ALT é detectar injuria aos
hepatécitos e monitorar a progressado da hepatite aguda. Em estagios finais de
doenca hepatica crénica, os valores de ALT podem estar normais ou somente
pouco aumentados (LASSEN, 2001b). Os valores da atividade sérica de ALT
em caes higidos estdo compreendidos entre 10 e 88 U/L (MEYER, 1995). Ja
Crawford et al. (1985) referem de 15 a 50 U/L como um intervalo de

normalidade para ALT em caes.

Tollersurd (1969) submeteu amostras de soro de varias espécies a

estocagem sob temperatura ambiente, refrigeracao e congelamento e verificou,
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em suinos, a instabilidade da atividade sérica da ALT em todas as condi¢des
de armazenamento, e em ovinos, a atividade desta enzima mostrou-se estavel
sob todas as condigdes. Jones (1985), trabalhando com amostras de soro
sangilineo de bovinos, armazenadas a 20°C e 4°C, relatou a estabilidade da
ALT por dois e trés dias, respectivamente. Thorensen (1992) estocou amostras
de soro canino a 20°C e ndo constatou alteragbes significativas durante trés
dias de estoque, enquanto que Thorensen (1995) trabalhou com
armazenamento de soro canino a —20°C e —70°C e a atividade da ALT

manteve-se estavel durante o periodo de 240 dias.

2.1.12 Aspartato aminotransferase

A aspartato aminotransferase (AST) € uma enzima com atividade
elevada no figado e que, ao contrario da ALT, esta presente em sua maioria na
mitocdndria dos hepatdcitos, como cita Meyer (1995). Em todas as espécies
domésticas, a atividade da AST é elevada no figado, e como a atividade da
ALT, em injurias hepaticas agudas e crénicas, sua atividade sérica encontra-se
elevada. Cardinet (1997), Tentant (1997) e Lassen (2001b) relatam que,
principalmente em caes e gatos, a atividade sérica da AST pode encontrar-se
elevada também em doencgas da musculatura esquelética e cardiaca, e desta
forma, a diferenciacdo da origem desta elevagdo pode ser realizada pela
mensuracao da atividade sérica de outras enzimas musculares, como € o caso
da creatina-quinase (CK). Os mesmos autores ainda indicam que o aumento
concomitante de ALT e AST esta presente em varias doencas hepaticas de
pequenos animais e tem valor limitado no diagnéstico diferencial das mesmas.
Porém, a ALT e a AST sado enzimas uteis para diferenciar processos
colestaticos de injurias hepatocelulares, contudo, ambas as formas podem
coexistir em casos de hepatopatias graves. As consideracdes feitas a atividade
enzimatica da ALT, quanto aos casos de hepatite crénica, também sao validos
a atividade da AST. Os valores normais da atividade sérica de AST, em cées
sadios, estdo compreendidos entre 23 e 66 U/L (TENTANT, 1997).
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Blincoe (1985) armazenou amostras de soro bovino a 20°C e verificou a
estabilidade da atividade da AST por apenas seis horas. Jones (1985)
trabalhando com amostras séricas de bovinos, estocadas a 20°C e 4°C,
constatou estabilidade da AST por trés dias e a —20°C, instabilidade a partir do
primeiro dia de armazenamento. Doreto (1996) relatou a estabilidade da
atividade da AST em amostras de soro bovino mantidas a 5°C por cinco dias.
Thorensen (1992) e Thorensen (1995) descreveram estabilidade da atividade
da AST em amostras de soro de cdes saudaveis mantidas em temperatura

ambiente dor 3 dias e sob congelamento, por 240 dias.

2.1.13 Gama glutamiltransferase

A gama-glutamiltransferase (GGT) € uma enzima associada a
numerosos tecidos, excecao feita ao tecido 6sseo. Além disso, trata-se de
enzima que se comporta como um marcador sérico, principalmente de doengas
do sistema hepatobiliar associadas a colestase, como indica Braun (1983).
Além disso, Tentant (1997) assevera que, nestas condi¢des, sua elevacao
reflete um aumento na sua producgéo e liberagdo pelo tecido hepatobiliar. Os
valores da atividade enzimatica da GGT em soro de caes adultos sadios estdo

compreendidos entre 1,2 e 6,4 U/L.

Jones (1985) submeteu amostras plasmaticas e séricas de bovinos ao
armazenamento sob as temperaturas de 20°C, 4°C e —20°C verificando que a
atividade da GGT no plasma foi estavel por 7, 4 e 28 dias e no soro por 3, 2 e
42 dias, respectivamente. Thorensen (1992) estocou soro canino € o submeteu
a 20°C relatando a estabilidade da GGT por 3 dias. Thorensen (1995) congelou
amostras de soro canino a —20°C e —70°C, as quais, mantiveram-se estaveis
com relacdo a atividade da GGT por 240 dias. Kaneko (1997) relatou a
estabilidade da atividade desta mesma enzima a 25°C, 4°C e —25°C por dois

dias, uma semana e um més, respectivamente.
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2.1.14 Creatina Quinase

A enzima creatina quinase (CK) tem atividade catalitica que se localiza
nas musculaturas esquelética e cardiaca, além do tecido nervoso, e tem como
principal fungéo formar o ATP disponivel para a contragdo muscular (LASSEN,
2001c). Sua atividade sérica € a mais utilizada como parametro de diagnéstico
de enfermidades musculares de animais domésticos, porém, apesar da
especificidade desta enzima, na determinacédo das doencas musculares, ela
nao é capaz de informar a origem do processo (CARDINET, 1997). Os valores
normais da atividade sérica de CK em caes vao de 20 a 200 U/L (MEYER,
1995).

Jones (1985) analisou a estabilidade da CK em soro e plasma bovino a
20°C, 4°C e —-20°C e verificou que, em ambos, a estabilidade da CK se
manteve por dois, quatro e 42 dias, respectivamente. Thorensen (1992) relatou
a estabilidade da atividade da CK em amostras de soro de cdes normais
conservadas a 20°C por trés dias. Thorensen (1995) analisando amostras
séricas caninas estocadas a —20°C e —70°C observou estabilidade da CK por
240 dias de armazenamento. Doreto (1996) avaliou amostras de soro bovino a

25°C e —20°C e constatou estabilidade da atividade da CK durante cinco dias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1Animais

Para o desenvolvimento do protocolo experimental foram utilizados 10 caes
higidos, adultos, da raca beagle, machos ou fémeas, obtidos junto ao canil de
Nutricdo Clinica da FCAV — UNESP- Campus de Jaboticabal, e alojados em
canis onde receberam agua e alimentacao ad libitum. O bom estado de saude
foi verificado com base nos resultados do exame clinico detalhado, exames

hematolégicos, bioquimicos-séricos, coproparasitologicos e urinalise de rotina.

3.2Colheita do sangue e obteng¢ao do soro

Apods anti-sepsia local, as amostras de sangue total foram colhidas, por
venipuncao jugular, com auxilio de agulhas (25 x 8) e seringas de 10 mL, sem
anticoagulante. A seguir, o sangue foi transferido para quatro tubos a vacuo de
3mL com retrator de coagulo (Vacutainer BD®) e submetido & centrifugacdo por
cinco minutos, a 2500 rpm, para retracdo do coagulo. Ato continuo, o soro
sanguineo obtido foi distribuido em oito aliquotas, as quais foram
acondicionadas em frascos estéreis e submetidas a diferentes condi¢des de

temperatura e tempo de armazenamento, como explicitado a seguir.
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3.3Grupos Experimentais

Os 10 céaes foram utilizados nos cinco grupos experimentais, G1 (25°C), G2
(4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e G5(-70°C), por meio de colheitas de sangue
semanais até o desenvolvimento de todo o protocolo experimental. Assim
sendo, para cada colheita, as amostras obtidas de soro foram distribuidas em 9
aliquotas para avaliagdo em 9 periodos, M1 (logo ap6s a colheita), M2
(12horas apés a colheita), M3 (24 horas apos a colheita), M4 (36 horas ap6s a
colheita), M5 ( sete dias apds a colheita), M6 (15 dias apds a colheita), M7 (30
dias apo6s a colheita), M8 (60 dias ap6s a colheita) e M9 (90 dias ap6s a
colheita) referentes a diferentes periodos de conservagdo de um mesmo grupo
experimental.

Foram mensurados as concentragcbes séricas de sodio, potassio, calcio
total, fésforo, colesterol, triglicérides, proteina total, albumina, creatinina, uréia
e as atividades séricas das enzimas aspartato aminotransferase, alanina
aminotranseferase, fosfatase alcalina, gamaglutamiltransferase e creatina

quinase, para cada grupo experimental nos diferentes momentos.

3.4 Analises Laboratoriais

As determinacbes dos niveis séricos de fésforo, calcio total, colesterol,
triglicérides, proteina total, albumina, creatinina, uréia e a atividade das
enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotranseferase, fosfatase
alcalina, gamaglutamiltransferase e creatina quinase foram conduzidas com
auxilio de conjuntos de reagentes especificos para cada parametro (Labtest),
sendo as leituras realizadas em aparelho analisador bioquimico (LABQUEST).

As determinagbes das concentragcbes séricas de sbédio e potassio foram
realizadas com o auxilio de conjunto de reagentes Iselab (Drake) e leituras em

seletor de ions Iselab (Drake).
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3.5Analise Estatistica

A analise estatistica foi conduzida dentro de um delineamento inteiramente
casualizado, com parcelas subdivididas para analise de variancia, e a
comparacao das médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
(GOMES, 1987).
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4. RESULTADOS

As amostras séricas dos grupos G1(25°C) e G2 (4°C) apresentaram
contaminagcdo por fungo ap6s uma semana e um més de estocagem,
respectivamente, inviabilizando desta forma a analise das aliquotas de soro
mantidas nestas temperaturas ap6s os periodos supracitados.

Os valores médios obtidos para os diferentes parametros bioquimicos-
séricos (concentragéo sérica de sodio, potassio, calcio total, fosforo, creatinina,
uréia, colesterol e a atividade sérica de fosfatase alcalina, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, gama glutamiltransferase e
creatina quinase) de todas as parcelas experimentais, estdo expressos nos

Apéndices de numeros 1 a 14 e Figuras 1 a 14.
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4.1 Soédio
Os valores médios obtidos para concentragbes séricas de sodio, nos
diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 1.

sODIO
200
(]
0 M e g | T
- —8—4°C
|
S 100 - -4°C
E -20°C
50 1 —%—-70°C
0

M1 M2 M3 w4 M5 M6 M7 M8 M9
MOMENTOS

Figura 1 — Variacbes dos valores médios obtidos para as concentragcdes
séricas de sodio de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e G5
(-70°C) nos diferentes momentos de conservagdo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

A concentrac&o sérica de sddio se manteve estavel por oito horas e 36
horas nas amostras de soro armazenadas a 25°C e 4°C, respectivamente. Nas
amostras de soro mantidas sob congelamento a -4°C, -20°C e -70°C a
estabilidade deste parametro foi observada por sete dias, 60 e 30 dias,

respectivamente.
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4.2 Potassio
Os valores médios obtidos para concentragds séricas de potassio, nos
diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 2.

POTASSIO

5

A — e _ —e—25°C
a3 —=—4°C
u_cf -4°C
E 2 -20°C

14 —¥—-70°C

M1 M2 M3 v M5 M6 M7 M3 M9
MOMENTOS

Figura 2 — Variagbes dos valores médios obtidos para as concentracdes
séricas de potassio de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e
G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagdo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

A concentrac&o sérica de potassio se manteve estavel até 36 horas de
estocagem da amostras de soro mantidas a 25°C e sob refrigeracao, os valores
se mantiveram estaveis até um més de armazenamento. As aliquotas de soro
mantidas sob congelamento a -4°C e -20°C n&o apresentaram alteracbes
estatisticamente significativa na concentracéo de potassio durante os 90 dias
de armazenamento, contudo, sob a temperatura de -70°C, este mesmo

parametro manteve-se estavel por 60 dias.
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4.3 Calcio total
Os valores médios obtidos para concentragbes séricas de calcio total,
nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 3.

CALCIO TOTAL

14 —e—25°C
121 = 40C
10 1 = e k—y —X 4°C
g o] v '
S g -20°C
£
4] —%— -70°C
2 J
0

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
MOMENTOS

Figura 3 — Variagbes dos valores médios obtidos para as concentracdes
séricas de calcio total de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C)
e G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagéo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

Os dados obtidos para a concentragéo sérica de calcio revelaram que as
amostras armazenadas a 25°C apresentaram alteragdo estatisticamente
significativa na concentracédo de calcio sérico logo ap6s oito horas de
armazenamento e as aliquotas mantidas sob refrigeragdo a 4°C demonstraram
a estabilidade deste parametro durante sete dias de estocagem. Contudo,
quando estocadas sob congelamento a -4°C, -20°C e -70°C, ndo foram

observadas alteracdes significativas durante todo protocolo experimental.



4.4 Fosforo
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Os valores médios obtidos para concentragdes séricas de fosforo, nos
diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 4.

FOSFORO

10

ZW

mg/dL

—e—25°C

—=—4°C
-4°C
-20°C

—%—-70°C

MOMENTOS

M1 M2 M3 w4 M5 M6 M7 M8 Mo

Figura 4 — Variagbes dos valores médios obtidos para as concentracdes
séricas de fésforo de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e

G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagcdo das amostras (M1 a M9),

Jaboticabal (SP), 2007.

A concentracao de fésforo sérico se manteve estavel por sete dias nas

amostras mantidas a 25°C, por um més naquelas estocadas sob refrigeragéo a

4°C e por 90 dias nas aliquotas de soro armazenadas em todas as

temperaturas de congelamento.
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4.5 Proteinas totais

Os valores médios obtidos para concentragbes séricas de proteinas
totais, nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3
(-4°C), G4 (-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de

numero 5.

PROTEINAS TOTAIS

10 —e—25°C

8 1 % _ g —m4°C
o 6] - x—X -4°C
4] -20°C

2 —%—-70°C

M M M3 M4 M5 M6 M7 M8 MO
MOMENTOS

Figura 5 — Variagbes dos valores médios obtidos para as concentracdes
séricas de proteina total de cdes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4
(-20°C) e G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagao das amostras (M1 a
M9), Jaboticabal (SP), 2007.

A concentragdo sérica de proteina se manteve estavel por sete dias e
trinta dias quando as amostras de soro foram estocadas a 25°C e 4°C,
respectivamente. Ja, sob congelamento, este mesmo parametro se manteve
estavel durante 60 dias nas amostras mantidas a -4°C, 90 dias sob a
temperatura de -20°C e 30 dias, quando a temperatura de estocagem foi de
-70°C.
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4.6 Albumina
Os valores médios obtidos para concentragdes séricas de albumina, nos
diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 6.

ALBUMINA
3,5
3 1 E‘E\’ :/v);_\}/ p——8——~"A—=a o— 25°C
2,5 1 = 4°C
-4 2
3 -4°C
o 1,5
| -20°C
05 | —%— -70°C
0 T T T T T T T T
M1 M2 M3 w4 M5 M6 M7 M8 M9
MOMENTOS

Figura 6 — Variagbes dos valores médios obtidos para as concentracdes
séricas de albumina de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e
G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagdo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

A concentrac&o de albumina sérica se manteve estavel por sete dias nas
amostras mantidas a 25°C, por 30 dias naquelas estocadas sob refrigeracéo a
4°C e 90 dias nas aliquotas de soro mantidas em todas as temperaturas de

congelamento.
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4.7 Creatinina
Os valores médios obtidos para concentragbes séricas de creatinina,
nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 7.

CREATININA
14
1,2 A .
| . S " = —e—25°C
4 w —m—4°C
d 08 ]
=4 -4°C
E 004 20°C
04 - i
- o
02 | —%— -70°C
0 : : : : : : : :
M M2 M3 M M5 M6 M7 M8 M9
MOMENTOS

Figura 7 — Variagbes dos valores médios obtidos para as concentracdes
séricas de creatinina de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e
G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagcdo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

A concentragdo sérica de creatinina manteve-se instavel nas amostras
mantidas a 25°C, sofrendo alteragdo estatisticamente significativa logo ap6s
oito horas de armazenamento. Contudo, a concentragdo deste metabdlito se
manteve estavel por 30 dias quando as amostras foram estocadas sob
refrigeracdo a 4°C e congelamento a -20°C. Ja, quando a temperatura de
estocagem foi de -4°C e -70°C foi verificada estabilidade por 90 dias e 60 dias,

respectivamente.
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4.8 Uréia
Os valores médios obtidos para concentragbes séricas de uréia, nos
diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 8.

UREIA
50
40 - ‘\\’/‘\‘ —e—25°C
: —B—4°C
= 30 - —— »
% e \X\K/)\ -4°C
£ 20 - X -20°C
10 - —%—-70°C
0 , ‘ ‘ ‘ ‘ , , ,
M1 M2 M3 W M5 M6 M7 M8 M9
MOMENTOS

Figura 8- Variagcbes dos valores médios obtidos para as concentragdes séricas
de uréia de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e G5 (-70°C)
nos diferentes momentos de conservagédo das amostras (M1 a M9), Jaboticabal (SP),
2007.

Os dados obtidos para a concentracéo sérica de uréia evidenciaram a
instabilidade deste parametro em amostras mantidas a 25°C, apresentando
alteracdo estatisticamente significativa logo ap6s oito horas de
armazenamento. Nas amostras estocadas a 4°C, houve estabilidade deste
parametro até 15 dias de estocagem e por 90 dias nas amostras mantidas sob
congelamento a -4°C, -20°C e -70°C .
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4.9 Colesterol
Os valores médios obtidos para concentragdes séricas de colesterol, nos
diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 9.

COLESTEROL

300

250 - /\ —e—25°C
200 -

. 2 N - —B— 4°C

2 150 | W\/ -4°C

E 100 - -20°C
50 —%— -70°C

M1 M2 M3 w4 M5 M6 M7 M8 Mo
MOMENTOS

Figura 9 — Variagbes dos valores médios obtidos para as concentracdes
séricas de colesterol de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e
G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagdo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

Os valores obtidos para a concentragéo sérica de colesterol mostraram
a estabilidade deste parametro por uma semana nas amostras mantidas a
25°C e apenas oito horas nas aliquotas de soro armazenadas a 4°C. Contudo,
quando estocadas sob congelamento a -4°C, -20°C e -70°C, n&o foi
evidenciada alteragdo estatisticamente significativa durante todo o protocolo

experimental.
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4.10 Triglicérides
Os valores médios obtidos para concentragcbes séricas de triglicérides,
nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 10.

TRIGLICERIDES
120
100 - —e—25°C
te %@&/\* —=—4°C
T 60 - 4°C
E 4. -20°C
20 - —%—-70°C
M1 M M3 WM M5 M6 MW7 M8 M9
MOMENTOS

Figura 10 — Variagcdes dos valores médios obtidos para as concentragdes
séricas de triglicérides de cdes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C)
e G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagéo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

Os valores obtidos para a concentragdo sérica de ftriglicérides
evidenciaram a instabilidade deste parametro quando a temperatura de
armazenamento foi de 25°C, havendo alteracdo estatisticamente significativa
logo apds oito horas de armazenamento. Sob refrigeragdo, por sua vez, a
concentragdo sérica de triglicérides manteve-se estavel por 30 dias e sob
congelamento a -4°C, -20°C e -70°C, nado foi evidenciada alteracéo

estatisticamente significativa durante os 90 dias de estocagem.



4.11 Fosfatase Alcalina

Os valores médios obtidos para atividades séricas da fosfatase alcalina,

nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 11.

160

U/L

FOSFATASE ALCALINA (FA)

140 -
120 -
100 -
80 -
60
40 A
20

— e

—— " T

—e— 25°C

—|—4°C
-4°C
-20°C

—%—-70°C

M1 M2 M3 w4 M5
MOMENTOS

Figura 11 — Variagdes dos valores médios obtidos para as atividades séricas
da fosfatase alcalina de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e

G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagdo das amostras (M1 a M9),

Jaboticabal (SP), 2007.

A atividade sérica de FA se manteve estavel por sete e 30 dias

estocadas a 25°C e 4°C, respectivamente. Nas temperaturas de congelamento,

por sua vez, a atividade sérica de fosfatase alcalina se manteve estavel por até

noventa dias de armazenamento.




30

4.12 Alanina aminotransferase

Os valores meédios obtidos para atividades séricas da alanina
aminotransferase, nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2
(4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e

figura de niumero 12.

ALANINA AMINOTRANSFERASE (ALT)

80,00
70,00 -
60,00 -
50,00 - —=—4C
40,00 - -4°C
30,00 - — -20°C
20,00 1 7000
10,00 -
0,00

—e— 25°C

u/iL

[
\

M1 M2 M3 w4 M5 M6 M7 M8 M9
MOMENTOS

Figura 12 — Variagdes dos valores médios obtidos para as atividades séricas
da alanina aminotransferase de cdes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (4°C), G4
(-20°C) e G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagao das amostras (M1 a
M9), Jaboticabal (SP), 2007.

A atividade sérica de ALT n&o sofreu alteragdo estatisticamente
significativa até sete e 30 dias estocagem a 25°C e 4°C, respectivamente, e por

90 dias em todas as temperaturas de congelamento.
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4.13 Asparatato aminotransferase

Os valores médios obtidos para atividades séricas da aspartato
aminotransferase, nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2
(4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e

figura de niumero 13.

ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)

80

70
60 —e—25°C
50 —8—4°C
5 40 -4°C
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Figura 13 — Variagdes dos valores médios obtidos para as atividades séricas
da aspartato aminotranferase de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4
(-20°C) e G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagdo das amostras (M1 a
M9), Jaboticabal (SP), 2007.

Os valores obtidos para a atividade sérica de AST evidenciaram a
estabilidade deste parametro por sete dias nas amostras de soro mantidas a
25°C, 30 dias a 4°C, noventa dias a -4°C, -20°C e apenas 15 dias a -70°C.



4.14 Gama glutamiltransferase
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Os valores médios obtidos para atividades séricas da gama glutamil

transferase, nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3
(-4°C), G4 (-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de

numero 14.
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GAMA GLUTAMILTRANSFERASE
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Figura 14 — Varia¢des dos valores médios obtidos para as atividades séricas da
gama glutamiliranferase de cdes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (4°C), G4
(-20°C) e G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagao das amostras (M1 a
M9), Jaboticabal (SP), 2007.

A atividade sérica de GGT apresentou-se estavel por oito horas nas

amostras de soro armazenadas a -4°C, um dia quando mantidas a -70°C e sete

dias nas aliquotas estocadas a 25°C. Sob refrigeracao a 4°C e congelamento a
-20°C a estabilidade da atividade de GGT foi observada até 15 e 30 dias de

estocagem, respectivamente.
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4.15 Creatina quinase
Os valores médios obtidos para atividades séricas da creatina-quinase,
nos diferentes momentos, para os grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4

(-20°C) e G5 (-70°C) acham-se explicitados no apéndice e figura de numero 15.

CREATINA QUINASE (CK)
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Figura 15 — Variagdes dos valores médios obtidos para as atividades séricas
da creatina-quinase de caes dos grupos G1 (25°C), G2 (4°C), G3 (-4°C), G4 (-20°C) e
G5 (-70°C) nos diferentes momentos de conservagcdo das amostras (M1 a M9),
Jaboticabal (SP), 2007.

Os dados obtidos para a atividade sérica de CK revelaram a estabilidade
deste parametro por sete dias e 30 dias de armazenamento nas amostras de
soro mantidas a 25°C e 4°C, respectivamente. Em relagdo as temperaturas de
congelamento, os valores obtidos demonstraram que a atividade da CK se
manteve estavel 60 dias a -4°C e 90 dias sob -20°C e -70°C .
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5. DISCUSSAO

5.1 Sédio

A partir dos dados apresentados no apéndice e figura 1, é possivel notar
que a concentracdo sérica de sédio manteve-se estavel por apenas oito horas
quando as amostras de soro foram mantidas a 25°C, 36 horas sob refrigeragao
a 4°C, uma semana a -4°C, a 30 dias a -70°C e 90 dias a -20°C. Estes dados
descordam com os estudos de Ono et. al (1981), que relatam a estabilidade da
concentragéo sérica de sodio por seis horas e oito horas em amostras de soro
humano mantidas em temperatura ambiente e a 4°C, respectivamente. Ja, em
relacdo as temperaturas de congelamento, o presente estudo concorda em
partes com os achados de Thorensen et. al. (1995) que relatou a estabilidade
por 240 dias da concentracédo de s6dio em amostras de soro de cao mantidas a
-20°C e -70°C.

5.2 Potassio

Segundo os dados apresentados no apéndice e figura 2, a concentracéo
sérica de potassio nas amostras mantidas a 25°C manteve-se estavel por 36
horas, discordando dos achados de Ono et. al. (1981) que relatam instabilidade
deste mesmo parametro em apenas um dia de armazenamento, em amostras
de soro humano. Quanto aos resultados obtidos nas amostras mantidas sob
refrigeracdo e congelamento, constatou-se estabilidade da concentragdo de
potassio por 30 dias a 4°C, 60 dias a -70°C e 90 dias a -4°C e -20°C,
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corroborando, em partes, com achados de Wilson, et. al. (1972) que verificaram
estabilidade das concentragéo de potassio em soro humano por 42 dias em
amostras mantidas sob congelamento e Thorensen et. al., que relatam
estabilidade por 240 dias em amostras de soro de cdo mantidas a -20°C e -
70°C.

5.3 Calcio total

Quanto a concentracao de calcio total, foi verificada instabilidade deste
parametro logo apds oito horas de armazenamento a 25° C, discordando dos
achados de Wilson et. al. (1972), Ono et. al. (1981) e Thorensen et. al. (1992)
que descreveram a estabilidade deste parametro estocado a 25° C por dez
dias, dois dias e trés dias, respectivamente. Em relagdo aos dados referentes
as amostras mantidas sob refrigeragdo e congelamento, observou-se que a
concentragédo sérica de calcio manteve-se estavel por sete dias e 90 dias,
respectivamente, discordante com os achados de Thorensen et. al. (1995) que
relataram instabilidade deste parametro quando armazenado a baixas

temperaturas.

5.4 Foforo

De acordo com os dados apresentados no apéndice e figura 4 foi
possivel observar a estabilidade deste parametro por sete dias, 30 dias e 90
dias nas amostras mantidas em temperatura ambiente, refrigeracdo e
congelamento, respectivamente. Estes achados descordam de Ono et. al.
(1981) que relataram estabilidade por apenas um dia e dois dias na
concentragéo de fosforo de amostras de soro humano mantidas a 25° C e 4° C,
respectivamente e também de Wilson et. al. (1972) e Throrensen (1995) os
quais relataram estabilidade deste parametro por periodo inferior a 30 dias

guando as amostras foram mantidas sob congelamento.
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5.5 Proteina Total

Segundo os dados apresentados no apéndice e figura 5, observou-se
que no armazenamento a 25° C e 4° C a concentracao de proteina sérica total
manteve-se estavel por sete e 30 dias, respectivamente, corroborando com os
achados de Doreto (1996) que relatou a estabilidade da concentragdo de
proteina total em amostras de soro bovino estocado a 25° C por cinco dias e a
5° C por 30 dias. Ja, em relagdo as temperaturas de congelamento, o presente
estudo constatou a estabilidade deste mesmo parametro por 30 dias a — 70° C,
60 dias a — 4° C e 90 dias a — 20° C, acordando em partes com os achados de
Thorensen (1995) que relataram a estabilidade da concentracdo de proteina
total em amostras de soro de cao mantidas sob congelamento por 240 dias,
mas contrapondo os dados apresentados por Doreto (1996) que observou a
estabilidade da concentragéo de proteina total em soro de bovinos mantidos a

—20° C por apenas 15 dias.

5.6 Albumina

Nos dados apresentados no apéndice e figura 6 € possivel observar que
a concentragao sérica de albumina manteve-se estavel por sete dias e sob
refrigeracéo por 30 dias, concordando em partes com os achados de Wilson et.
al. (1972) que relatam a estabilidade da concentracdo de albumina em
amostras de soro humano mantidas a 37° C, 25° C e 4° C por 42 dias. Ja nas
temperaturas de congelamento a estabilidade da concentragdo de albumina se
manteve por 90 dias, assim como nos achados de Thorensen et. al. (1995) que
relataram a estabilidade da concentrac&o sérica de albumina em céaes por até

240 dias em amostras mantidasa —20°Ce—-70°C.

5.7 Creatinina

Segundo os dados apresentados no apéndice e figura 7, a concentracéo
sérica de creatinina demonstrou grande estabilidade frente ao armazenamento
a 25° C, discordando com os achados de Throrensen et al. (1992) que

descreveram a estabilidade deste parédmetro por trés dias em temperatura
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ambiente. Contudo, em temperaturas inferiores, este parametro demonstrou
maior estabilidade n&o apresentando alteragdo estatisticamente significativa
por 30 dias nas amostras mantidas a 4° C e -20°C, por 60 dias a -70°C, e 90
dias a -4°C, acordando em partes com os achados de Doreto (1996) que
relatou a estabilidade da concentragdo de creatinina em amostras de soro

bovino mantidas sob refrigeragéo e congelamento por 90 dias.

5.8 Uréia

Os dados obtidos para a concentracdo sérica de uréia, demonstrados no
apéndice e figura 8 evidenciam alteragéo estatisticamente significativa logo nas
primeiras oito horas de estocagem a 25° C, discordando dos achados de
Thorensen et. al. (1992) que relatam estabilidade da concentragéo de uréia em
amostras de soro e plasma de cdo mantidas a 25° C por trés dias. Sob
refrigeracdo e congelamento, no presente estudo, a concentracédo de uréia
manteve-se estavel por 15 e 90 dias respectivamente, corroborando em partes
com os achados de Doreto (1996) que asseverou a estabilidade da
concentragdo de uréia em amostras de soro bovino mantidos a 5° C e — 20° C

por 90 dias.

5.9 Colesterol

Segundo os dados apresentados no apéndice e figura 9 é possivel
verificar que nas amostras estocadas a 25° C e 4° C a estabilidade da
concentracdo de colesterol manteve-se estavel por sete dias e oito horas,
respectivamente. Estes dados contrapbéem os achados de Wilson et. al. (1972)
0s quais relataram que este mesmo parametro, em amostras de soro de
humanos mantidos a 25° C, apresentou alteracdo significativa logo nas
primeiras horas de armazenamento e a 4° C, manteve-se estavel por 42 dias.
Quanto as temperaturas de congelamento, n&o foi possivel observar alteragao
estatisticamente significativa durante os 90 dias de armazenamento,
descordando dos dados apresentados por Thorensen et. al. (1995) os quais
relatam instabilidade deste parametro em amostras de caes mantidas a — 20° C
e—70°C.
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5.10 Triglicérides

De acordo com os dados apresentados no apéndice e figura 10,
observa-se a instabilidade da concentracédo sérica de triglicérides frente a
estocagem a 25°C. Estes achados discordam de Thorensen et. al. (1992) que
relatam estabilidade deste parametro por trés dias em amostras de soro
conservadas em temperatura ambiente. Sob refrigeragédo e congelamento, por
sua vez, a concentracéo de triglicérides manteve-se estavel por 30 e 90 dias
respectivamente, corroborando em partes com os achados de Thorensen et. al.
(1995) que constatou estabilidade da concentracdo de triglicérides frente ao

congelamento a -20°C e -70°C por 240 dias.

5.11 Fosfatase alcalina

Segundo os dados apresentados no apéndice e figura 11 € possivel
observar que a atividade sérica de FA nao sofreu alteracao significativa por 7
dias e 30 dias quando armazenadas a 25°C e 4°C, respectivamente. Da
mesma forma Doreto (1996) relata a estabilidade deste parametro em soro
bovino estocado a 25°C por cinco dias e a 5°C por 30 dias. Contudo, Blincoe
et. al. (1985) constatou queda significativa da atividade desta enzima em soro
humano armazenado a 25°C e 4°C. Ja, sob congelamento, foi possivel
observar a estabilidade da atividade de FA por 90 dias, corroborando com os
dados de Thorensen et. al. (1995) que relatam a estabilidade da atividade

desta enzima em céaes por 240 dias a -20°C e -70°C.

5.12 Alanina aminotransferase

De acordo com os dados apresentados no apéndice e figura 12 observa-
se a estabilidade da atividade da ALT por sete dias a 25°C e 30 dias a 4°C.
Estes dados concordam parcialmente com Doreto (1996) que constatou
estabilidade deste mesmo parametro por cinco e 90 dias em amostras de soro
bovino armazenadas a 25°C e 5°C, respectivamente. Frente ao congelamento,

a atividade sérica de ALT manteve-se estavel por 90 dias, discordando de
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Jones (1985) que relatou estabilidade da ALT em amostras de soro e plasma

bovinos por apenas 42 dias acondicionadas a -20°C.

5.13 Aspartato aminotransferase

Segundo os dados apresentados no apéndice e figura 13 observa-se a
estabilidade da atividade sérica de AST por sete dias e 30 dias em amostras de
soro estocadas a 25°C e 4°C, respectivamente. Estes achados discordam dos
dados apresentados por Jones (1985) que relatou a estabilidade da atividade
de AST em soro bovino mantido a 20°C e 4°C por apenas quatro dias. Ja, sob
congelamento, observou-se a estabilidade da atividade de AST por 90 dias a
-4°C e -20°C e por apenas 15 dias a -70°C, corroborando em partes com os
achados relatados por Thorensen et al. (1995) que afirmam a estabilidade
deste mesmo parametro em amostras de soro de cdo mantidas sob

congelamento por um periodo de 90 dias.

5.14 Gama glutamiltransferase

De acordo com os dados descritos no apéndice e tabela 14 a atividade
sérica de GGT apresentou-se estavel por sete dias quando mantida a 25°C, ja
sob refrigeracéo, este periodo de estabilidade prolongou-se por 15 dias. Estes
dados contrapéem os achados de Doreto (1996) que verificaram a alteracéo
logo nos primeiros dias de estocagem de soro bovino a 25°C e 5°C. Frente ao
congelamento a -4°C, -20°C e -70°C verificou-se a estabilidade deste mesmo
parametro por 8 horas, 15 dias e um dia, respectivamente. Estes achados
descordam de Thorensen et al. (1995) que relatam a estabilidade da atividade
sérica e plasmatica de GGT por 240 dias quando mantidas sob congelamento a
-20°C e -70°C.
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5.15 Creatina quinase

De acordo com os dados apresentados no apéndice e figura 15 observa-
se a estabilidade da atividade sérica de CK em amostras de soro mantidas a
25°C e 4°C por sete dias e 30 dias, respectivamente. Estes achados discordam
dos dados apresentados por Jones (1985) e Doreto (1996) que asseveram a
estabilidade da atividade sérica de CK por cerca de cinco dias em amostras de
soro bovino mantidos em temperatura ambiente e refrigeracdo. Quanto as
temperaturas de congelamento, ndo se constatou alteragdo estatisticamente
significativa durante os noventa dias de armazenamento, corroborando com os
achados de Thorensen et al. (1995) que constatou estabilidade deste mesmo
parametro por 240 dias em amostras de soro de cdo submetidas ao

congelamento.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as seguintes conclusées:

1.

Em amostras de soro estocadas a 25° C a atividade sérica de CK, FA,
GGT, ALT e AST mantiveram-se estaveis por sete dias.

Em amostras de soro estocadas a 25° C as concentragbes de
triglicérides, calcio total, creatinina e uréia mostraram-se instaveis logo
apos oito horas de estocagem, e a concentracdo de sodio e potassio
foram estaveis por oito horas e 36s horas, respectivamente. A
concentragdo sérica de proteina total, albumina, colesterol e fosforo
mantiveram-se estaveis por sete dias.

Sob refrigeracéo a atividade sérica de GGT manteve-se estavel por 15
dias e as atividades de CK, FA, ALT e AST por 30 dias.

Sob refrigeracdo a concentracdo sérica de colesterol, sédio, calcio total
e uréia foram estaveis por oito horas, 36 horas, sete dias e 15 dias,
respectivamente. A concentracdo sérica de proteina total, albumina,
triglicérides, fosforo, potassio e creatinina mantiveram-se estaveis por
trinta dias.

Sob congelamento a — 4° C a atividade de GGT manteve-se estavel por
oito horas e a de CK por 60 dias. A atividade sérica de FA, ALT e AST
foram estaveis por 90 dias.

Sob congelamento a — 4° C a concentragéo sérica de sddio e proteina
total mantiveram-se estaveis por sete dias e 60 dias, respectivamente. A
concentragdo de albumina triglicérides, colesterol, fésforo, célcio total,

potassio, creatinina e uréia foram estaveis por 90 dias.
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Sob congelamento a — 20° C a atividade sérica de GGT manteve-se
estavel por 30 dias e as atividades de CK, FA, ALT e AST mantiveram-
se estaveis por 90 dias.

Sob congelamento a — 20° C a concentragcdo de creatinina e soédio
mantiveram-se estaveis por 30 e 60 dias, respectivamente. A
concentragdo de proteina total, albumina, triglicérides, colesterol,
fésforo, calcio, potassio e uréia mantiveram-se estaveis por 90 dias.

Sob congelamento a — 70° C a atividade sérica de GGT e AST
mantiveram-se estaveis por 24 horas e 15 dias, respectivamente. A

atividade de CK, FA e ALT foram estaveis por 90 dias.

10. Sob congelamento a — 70° C a concentragdo de proteina total e sddio

11.

foram estaveis por 30 dias e a concentragéo de creatinina e potassio por
60 dias. A concentragdo de albumina, triglicérides, colesterol, fosforo,
calcio total e uréia mantiveram-se estaveis por 90 dias.

O congelamento a — 20° C revelou-se a condi¢gdo mais adequada para a
estocagem de amostras de soro sangilineo de céo, pois nesta
temperatura houve estabilidade de doze dos quinze parametros

avaliados durante todo o protocolo experimental.
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