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Atividades de creatina quinase e lactato desidrogenase na
identificacao de frangos com estresse e filés PSE (pale, soft, exudative)

Creatine kinase and lactate dehidrogenase activities for stress
animal identification and chicken PSE (pale, soft, exudative) Meat

Denis Fabricio Marchi'; Jodo Carlos Santilli?>; Adriana Lourengo Soares?; Gleice
Rocha dos Santos*; Alexandre Oba’; Massami Shimokomaki®*; Elza Iouko Ida’

Resumo

PSS do inglés Pork Stress Syndrome (Sindrome do Estresse Suino) ¢ uma anormalidade que ocorre em
suinos. Animais PSS sdo sensiveis ao anestésico halotano, apresentam maior atividade das enzimas
Creatina Quinase (CK) e Lactato Desidrogenase (LDH) e sdo predispostos ao desenvolvimento de
carnes PSE (Pale, Sofi, Exudative), comprometendo sua qualidade. Em frangos, pouco se conhece
sobre a relagdo entre a sensibilidade ao halotano ¢ alteragdes nas atividades destas enzimas com a
ocorréncia de carnes PSE. O objetivo deste trabalho foi determinar as atividades das enzimas CK e
LDH em frangos sensiveis e ndo sensiveis ao halotano para identificagdo da susceptibilidade ao estresse
¢ ao desenvolvimento de carnes PSE. As aves foram expostas ao halotano na concentragao de 3,0%
em oxigénio puro por 5 min. Posteriormente, foram classificadas como sensivel ao halotano (HAL"),
quando ocorreu o enrijecimento dos membros inferiores e nao sensivel (HAL"), quando houve auséncia
de enrijecimento. Apos 3 h e 48 h da realizagdo do teste de sensibilidade ao halotano, o sangue foi
coletado da veia branquial da asa e o soro foi extraido e armazenado a —22 °C até as determinagdes
das atividades de CK ¢ LDH. Néao foram observadas diferengas (p>0,05) na atividade de CK entre os
frangos HAL" e HAL . Entretanto, diferengas (p<0,05) foram verificadas nas atividades de LDH nos
tempos de 3 h e 48 h, sendo 44,2% e 66,1% respectivamente maiores para o grupo HAL". A atividade da
CK nado foi eficaz para identificar os frangos sensiveis ao anestésico halotano, enquanto que a medida
de atividade de LDH pode ser utilizada para identificar animais sensiveis ao estresse, com consequente
problema na qualidade da carne.
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Abstract

Porcine Stress Syndrome (PSS) is a syndrome that occurs in pigs. PSS animals are sensitive to the
anesthetic halothane, have higher activities of Creatine Kinase (CK) and Lactate Dehydrogenase (LDH)
and are predisposed to the development of PSE (Pale, Soft, Exudative) meat, compromising the meat
quality. In chickens, little is known about the relationship between sensitivity to and halothane changes
in the activities of these enzymes with the occurrence of PSE meat. The aim of this study was to
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evaluate the CK and LDH activities in sensitive and non-sensitive halothane chickens and for stress
susceptibility identification and PSE meat development. Birds were exposed to halothane at a 3.0 %
concentration in pure O, for 5 min. Afterwords, they were classified into groups: sensitive to halothane
(HAL +) (stiffening of the lower limbs) and Non-sensitive (HAL-) (no hardening). After 3 h and 48 h to
the test, blood was collected from the wing vein gill, serum extracted and stored at —22 °C until analysis
of CK and LDH. No differences were observed (p > 0.05) in CK activity for HAL" and HAL- groups.
However, differences (p < 0.05) were observed the LDH activity at 3 h and 48 h, and 44.2 % and 66.1 %
higher for the group HAL +, respectively. The determination of lactate dehydrogenase activity indicates
to be an alternative to identify animals susceptible to stress thus prone to produce PSE meat.

Key words: Halothane, glycolitc enzymes, meat quality

Introducao

Carnes PSE sao caracterizadas pelo seu aspecto
palido, flacido, exudativo e uma baixa Capacidade
de Retengdo de Agua (CRA). O desenvolvimento
desta anomalia ¢ causado pela desnaturagdo
das proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas,
provenientes de um acelerado declinio do pH,
enquanto a carcaca do animal ainda encontra-se
quente (+35°C), comprometendo as propriedades
funcionais da carne (CANDEK-POTOKAR et al.,
1998; BREWER; McKEITH, 1999, BARBUT et
al., 2008, SOARES et al., 2003). A taxa de glicolise
post mortem acelerada pode ser observada tanto
em suinos como em aves, o que resulta em um pH
proximo de 5,8 com 45 minutos post mortem em
suinos e 15 minutos em aves (OLIVO et al., 2001,
SOARES et al., 2003).

A ocorréncia de PSE pode ser originada de
diversos fatores que comprometem a homeostase do
animal. Segundo Anthony (1998), a intensa seleg@o
genética dos frangos, com o objetivo de acelerar
o ganho de massa muscular dos animais pode
ter resultado em anormalidades bioquimicas no
musculo Pectoralis major. Em suinos, a principal
causa do PSE ja é conhecida e esta associada a
uma muta¢do nos canais liberadores de Ca>* do
Reticulo Sarcoplasmatico (RS). Esta mutacdo
torna o animal extremamente sensivel ao estresse,
0 que resulta em uma sindrome denominada de
Porcine Stress Syndrome (PSS) (FUJII et al., 1991).
Suinos portadores desta sindrome sdo sensiveis ao
anestésico halotano, o qual foi utilizado até a década
de 90 para selecionar os animais PSS (MITCHELL;
HEFFRON, 1982; BERTOL, 2005).

Além da sensibilidade ao halotano, os suinos PSS
apresentam alteracdes nas atividades das enzimas
Creatina Quinase (CK) e Lactato Desidrogenase
(LDH) (MITCHELL; HEFFRON, 1982; POSO;
PUOLANNE, 2005). ACK éuma enzima encontrada
no citoplasma de musculos cardiacos e esqueléticos
e sensivel na indicagdo de lesdes musculares e em
situacoes estressantes, tendo sua atividade elevada,
como ocorre em animais PSS (MITCHELL;
HEFFRON, 1982; MITCHELL; SANDRECOCK;
COOKE, 2003). A enzima CK ¢ responsavel
por catalisar a via mais rapida de producdo de
energia na forma de Adenosina Tri-Fosfato (ATP)
pela conversdao de fosfocreatina a creatina com
liberagdo de grupamentos fosfatos (MITCHELL;
HEFFRON, 1982). A LDH ¢ uma enzima da classe
das oxi-redutases, em que seu sitio ativo ¢ formado
pelos residuos arginina 171 e histidina 195. Estes
aminoacidos englobam a molécula de piruvato,
produto da glicolise e promovem a sua reducdo
pela adicdo de hidreto fornecido pelo cofator
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADH),
produzindo lactato, responsavel pelo declinio do pH
muscular (VOET; VOET, 2009). Quando a atividade
desta enzima esta elevada, como € o caso de suinos
PSS, o declinio do pH ¢é mais acelerado, dando
origem as carnes PSE (MITCHELL; HEFFRON,
1982, PUOLANNE, 2002).

A agdo do halotano em frangos foi investigada
pelo nosso grupo de pesquisa (SOARES et al.,
2007; MARCHI et al., 2009; ZIOBER et al., 2009)
e foi observado uma relacdo entre a sensibilidade
ao halotano e ocorréncia de carnes PSE (MARCHI
et al., 2009). Porém, em frangos ainda nao foi
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esclarecido se as atividades das enzimas CK e
LDH estdo relacionadas com a sensibilidade
ao halotano. Assim, objetivo deste trabalho foi
determinar as atividades das enzimas CK e LDH
em frangos sensiveis e ndo sensiveis ao halotano
para identificacao da susceptibilidade ao estresse e
ao desenvolvimento de carnes PSE.

Material e Métodos
Animais

Os frangos machos de linhagem comercial
foram criados na Fazenda Escola da Universidade
Estadual de Londrina até a realiza¢do do teste com
0 anestésico halotano.

Teste de sensibilidade ao anestésico halotano

Este teste foi realizado com o auxilio de uma
camara (Figura 1) desenvolvida por Marchi et al.
(2009). Esta camara apresenta dimensoOes internas
de 12x12x100 cm e trés entradas frontais para
introdugdo das cabegas dos frangos. A camara foi

Figura 1. Camara para aplicagdo do teste com halotano.

Cilindro
de O,

Camara deaplicagiog

Fonte: (MARCHI et al., 2009).

Exaustor

interligada a um aparelho de anestesia veterinaria
acoplado a um cilindro de oxigénio.

Para aplicacdo do teste de sensibilidade ao
anestésico halotano, o oxigénio foi liberado do
cilindro, com uma vazdo de 6 L.min.", até atingir
o aparelho de anestesia veterinaria, no qual foi
misturado com o halotano a uma concentragao de
3,0%, sendo entdo, enviado para a cdmara ¢ inalado
pelos frangos por um periodo de 5 min. (MARCHI
et al., 2009). Durante a inalagdo, os frangos foram
avaliados quanto a sensibilidade ao halotano, através
da observagdo do enrijecimento dos membros
inferiores dos animais realizada por trés julgadores
aleatorios ¢ um julgador fixo. Assim, os frangos
foram classificados conforme descrito por Marchi
et al. (2009) em sensiveis ao halotano (HAL"), em
que ocorre o enrijecimento de um ou dois membros
inferiores e ndo-sensiveis ao halotano (HAL),
com auséncia de enrijecimento. Apds a realizagdo
do teste de sensibilidade ao halotano, os frangos
permaneceram desacordados por aproximadamente
2 a 3 min., confirmando o efeito anestésico. Em
seguida, os frangos foram divididos em HAL" e
HAL ~.

Aparelho
Anestesico
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Coleta de Sangue

Apdés 3 h e 48 h da aplicagdo do teste de
sensibilidade ao halotano, cerca de 5 mL de sangue
foram coletados da asa (Figura 2) dos frangos HAL"
e HAL (n=12 para cada grupo) com o auxilio de

uma seringa de 5 mL e agulha (0,7 x 2,5 mm). O
sangue foi armazenado em tubos plasticos (12 x
75 mm) com tampa para posterior extragdo do soro
sanguineo.

Figura 2. Coleta de sangue da asa de frango realizada apds 3 e 48 h da aplicagdo do teste de sensibilidade ao halotano.

Fonte: Elaboragao dos autores.

Obtengdo do soro sanguineo

Os tubos plasticos contendo o sangue coletado
foram mantidos em repouso por 2 a 4 h para a
dessoragdo sanguinea e consequente obtenc¢do do
soro. Em seguida, os tubos foram centrifugados
a 2500 rpm por 10 min. O soro (sobrenadante)
foi armazenado em tubos plasticos com tampa e
congelados a —22 °C por um periodo maximo de 3
meses para analises enzimaticas.

Andlises das atividades das enzimas CK e LDH

Asanalises das atividades das enzimas CK e LDH
foram realizadas no auto analisador bioquimico da
marca Bayer, modelo ADVIA 1650 através de kit
enzimaticos. A atividade de CK foi determinada
segundo metodologia descrita por Oliver (1955)
e Rosalki (1967), modificada por Tietz (1986). A
N-acetil-L-cisteina (NAC) foi incluida na reacdo

para assegurar a total ativacdo da CK no soro. A
atividade de CK foi expressa em U.L"'. A atividade
de LDH foi determinada pela conversao de piruvato
a lactato na presenca de NADH e a oxidacdo do
NADH foi medida no espectrofotdometro a 405 nm.
A atividade de LDH foi expressa em U.L".

Analise estatistica

O teste t-Student a 5% de probabilidade foi
aplicado para comparagdo dos resultados entre
os grupos HAL" e HAL utilizando o programa
STATISTICA for Windows versao 7.0.

Resultados e Discussao

ATabela | apresenta as atividades de CK e LDH,
ambas realizadas no soro sanguineo dos frangos
submetidos ao teste com o anestésico halotano.
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Tabela 1. Atividades de Creatina Quinase (CK) e Lactato Desidrogenase (LDH) em frangos Sensiveis (HAL") e Nao-
sensiveis ao halotano (HAL"), coletados apds 3 e 48 h da aplicagdo do teste com o anestésico halotano a 3% por 5 min.

Enzima Tempo de Coleta HAL"* HAL-
— aA:t aA:t
CK (UL 3h (n=12) 4606,8**+ 1291,1 4914,5 . 1172,8
48h (n=12) 3847,284+ 1625,9 4051,3*44+ 1693,1
3h (n=12) 2004,9*4 £ 472,10 1390,6"*+ 515,4
-1 s s s B
LDH(U.LY) 48h (n=12) 2081,04+ 782,0 1253,0"4+519,1

Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste t-student a 5,0% de probabilidade (p <

0,05).

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna, entre as mesmas analises, diferem entre si pelo teste t-student a

5,0% de probabilidade (p < 0,05).
+ Desvio-padrao.
Fonte: Elaboragdo dos autores.

A coleta de sangue 48 h apo6s o teste do
halotano foi destinada para avaliagao do efeito de
possiveis fatores ambientais comuns nas praticas
de manejo pré-abate. Segundo Mitchell (1999),
que investigaram os efeitos da exposi¢do de aves
ao halotano, este anestésico promove, independente
da positividade das aves ao teste, aumentos
significativos nas atividades de CK e LDH
permanecendo por no maximo 48 h.

A da CK,
significativamente diferente (p > 0,05) tanto entre
os grupos HAL* e HAL quanto entre os diferentes
tempos de coleta do soro (Tabela 1). A similaridade
entre os valores obtidos pode estar relacionada com
o elevado desvio-padrao encontrado, originando
um elevado coeficiente de variagdo superior a 20%
em todos os grupos. Embora estudos relacionem a
atividade de CK com a PSS e também com estresse
de origem nao genética (MITCHELL; HEFFRON,
1982; MITCHELL; SANDRECOCK; COOKE,
2003) alguns autores ja demonstraram dificuldades
em se encontrar diferencas significativas entre a

atividade enzima ndo foi

atividade de CK em suinos normais e susceptiveis
ao estresse devido a alta variabilidade dos resultados
encontrados, sem conclusdes quanto a sua causa
(NELSON et al., 1974; FABREGA et al., 2004).

Mitchell e Heffon (1982) atribuem a elevada
variabilidade da atividade de CK em suinos a trés
fatores: 1) variacdo diurna que pode ter um aumento
de até 50%, 2) relagdo com a atividade muscular e

3) idade do animal, que segundo os autores seria a
mais importante, pois a atividade maxima de CK
esta relacionada com o pico do anabolismo protéico,
que ocorre entre 11 e 28 semanas de idade, tornando
dificil a distingdo das atividades de CK em suinos
nessa faixa de idade. Em relacdo as medidas
da atividade de LDH, diferengas (p < 0,05) foram
observadas entre os grupos HAL*e HAL", tanto
para o tempo de 3 h quanto para o tempo de 48 h
apods o teste. A atividade desta enzima mostrou-se
44.2% e 66,1% superior nas aves do grupo HAL"
nos tempos de 3 e 48 h, respectivamente. A elevada
atividade desta enzima em frangos sensiveis ao
anestésico demonstra que a conversdo de piruvato
a lactato ¢ acelerada nestes animais (PUOLANNE,
2002). Assim, a rapida producdo de lactato leva
a um acentuado declinio do pH muscular, o qual
pode originar as carnes PSE. Segundo Marchi
et al. (2009), frangos HAL® apresentam maior
propensao ao desenvolvimento de carnes PSE, e
consequentemente qualidade inferior da sua carne
(OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006). Dessa forma, a
avaliacdo da atividade enzimatica da LDH poderia
ser utilizada previamente para verificar a propensao
de um animal apresentar sua carne com qualidade
comprometida em decorréncia do desenvolvimento
desta anomalia. Estes resultados sdo semelhantes
aos evidenciados pela literatura (MITCHELL;
HEFFRON, 1982; PUOLANNE, 2002),
os autores afirmaram que a atividade de LDH

onde
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¢ aumentada em resposta a acdes estressantes e
também em suinos com maior susceptibilidade ao
estresse. Portanto, estes resultados indicam que o
halotano ¢ um agente identificador ¢ desencadeador
de estresse em frangos, em decorréncia das maiores
atividades observadas tanto no tempo de 3 h quanto
no de 48 h apds a aplicacao do teste do halotano.

Em conclusdo, a creatina quinase (CK) nio se
mostrou eficaz na identificacdo de frangos sensiveis
ao anestésico halotano (HAL"), enquanto que o uso
da lactato desidrogenase (LDH) pode ser uma 6tima
alternativa para identificar animais sensiveis ao
estresse, com consequente problema na qualidade
da sua carne.
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