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RESUMO

Os antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a oxidagdo do
substrato envolvido nos processos oxidativos, impedindo a formacdo de radicais
livres. Neste estudo foram avaliados os efeitos do 6leo de caju e mamona,
empregados isoladamente ou em associacéo, e do Oleo de peixe sobre o status
oxidativo de cées. As dietas utilizadas foram controle (CN); éleo de Caju (OCA),
contendo 0,06% de 6leo de caju; 6leo de mamona (OMA), contendo 0,018% de
6leo de mamona; 6leo de caju e mamona em associacdo (OCAOMA), contendo
0,015% da mistura de ambos; 6leo de peixe (PEIXE), contendo 0,5% de 6leo de
peixe. Os animais passaram por um periodo de adaptacao de 30 dias, recebendo
uma dieta comercial padrdo. Apés este periodo foram alimentados com as dietas
experimentais por 84 dias. Foram coletadas amostras de sangue nos periodos O,
28, 56 e 84 dias. ApOs esse periodo, uma simulacdo de estresse de transporte foi
realizada e apds 3 horas procedeu-se a coleta de sangue. Foram realizados os
ensaios do &cido Tiobarbitarico (TBARS), Capacidade Antioxidante Total (TAC) e
0 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) nas amostras de soro
coletadas. Nao houve efeito da adicdo das diferentes fontes de lipideos, embora
tenha sido verificado uma tendéncia a reducdo (p=0,06) nos niveis séricos de
TBARS nos animais que receberam dieta contendo Oleo de peixe. N&ao foi
verificado efeito da inclusdo dos Gleos de caju e mamona sobre o status oxidativo
dos caes. Por outro lado, o modelo de stress empregado no estudo promoveu
modificacdes nos parametros oxidativos analisados, porém, sem efeito do
tratamento recebido. Tendo em vista os resultados obtidos e parametros de
avaliacdo do status oxidativo dos cades, o uso de 6leo de caju e mamona nas

doses utilizadas ndo promoveu alteracdo no status oxidativo dos caes.

Palavras-chave: Nutricdo, Antioxidantes, TBARS, DPPH, TAC



xiii

ABSTRACT

Antioxidants may act by preventing or retarding the oxidation of oxidative
processes involved in preventing the formation of free radicals. This study
evaluated the effects of cashew and castor oil, used alone or in combination, and
fish oil on the oxidative status of dogs. The diets were control (CN); oil Cashew
(OCA), containing 0.06% of cashew nut oil, castor oil (OMA), containing 0.018% of
castor oil, castor oil and cashew nuts in combination (OCAOMA) containing
0.015% of the mixture of both; fish oil (FISH), containing 0.5% fish oil. The animals
went through an adjustment period of 30 days, receiving a standard commercial
diet. After they were fed the experimental diets for 84 days. Blood samples were
collected in periods 0, 28, 56 and 84 days. After this period, a simulation of
transport stress was performed after 3 hours and proceeded to collect blood.
Assays were performed in the thiobarbituric acid (TBARS), Total Antioxidant
Capacity (TAC) and the sequestration of the radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) in serum samples collected. No effect of addition of different lipid sources,
although it has been a trend to decrease (p = 0.06) in serum levels of TBARS in
the animals fed the diet containing fish oil. There was no effect of inclusion of
cashew and castor oil on the oxidative status of the dogs. Moreover, the model
used in the study of stress promoted oxidative modifications in the parameters
considered, however, no effect of treatment received. In view of the results and
parameters for assessing the oxidative status of the dogs, the use of cashew and

castor oil in the doses used does not change the oxidative status of dogs.

Keywords: Nutrition, Antioxidants, TBARS, DPPH, TAC
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IINTRODUCAO

Manter a alimentag&o dos caes e gatos adequada tem sido uma busca mais
frequente pelos proprietarios que fornecem alimentos industrializados aos seus
animais, com o objetivo de aumentar a longevidade e prevenir o desenvolvimento
de doencas. Com isto, a nutricdo e os cuidados veterinarios estdo ganhando cada
vez mais importancia na sociedade (BONTEMPO, 2005).

Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizagdo da acao dos
radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa
funcdo (SOARES, 2002), com destacado potencial nutracéutico.

O uso de antioxidantes naturais na alimentacdo de caes e gatos, visando a
substituicdo dos antioxidantes sintéticos com provaveis potenciais deletérios ao
organismo, tem ganhado importdncia a medida que o seu uso se intensifica na
alimentacdo humana.

O 6leo de mamona com seu potencial anti-inflamatério e o 6leo de caju por
seu poder anti-inflamatério, antimicrobiano e antioxidante tem sido estudados
como coadjuvantes na alimentagcdo animal. O uso dessas substancias tem sido
testadas em associacéo, buscando um efeito sinérgico. Ja o 6leo de peixe possui
comprovada acdo anti-inflamatéria, porém sdo mais propensos a oxidacao,
podendo fornecer substratos para a peroxidacao lipidica.

No entanto, os estudos avaliando efeitos em petfood ainda séo escassos e
controversos, justificando a necessidade de se explorar melhor estas substancias.
Portanto, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos antioxidantes do 6leo de
caju e mamona empregados isoladamente ou em associacdo e o uso de 6leo de
peixe sobre o estresse oxidativo de cdes alimentados com diferentes dietas

contendo estes 6leos.
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II.LREVISAO DE LITERATURA

Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais
tém sido desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua
importancia na prevengao do desencadeamento das reacdes oxidativas, tanto nos
alimentos como no organismo animal. Os antioxidantes podem agir retardando ou
prevenindo a oxidacdo do substrato envolvido nos processos oxidativos,

impedindo a formacéao de radicais livres (HALLIWEL et. al, 1995).

Il.I Radicais Livres

A oxidacao, como parte fundamental da vida aerdbica e da manutencéo do
metabolismo, € um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necesséria para as atividades essenciais das células. Entretanto, o metabolismo
do oxigénio nas células vivas também leva a producédo de radicais livres, que
podem ser produzidos naturalmente ou por alguma disfuncdo bioldgica
(ROESLER et.al, 2007).

O termo radical livre refere-se a atomo ou molécula altamente reativo, que
contém namero impar de elétrons em sua Ultima camada eletronica. E este ndo
emparelhamento de elétrons da dltima camada que confere alta reatividade a
esses atomos ou moléculas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL
et.al, 1992). Podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana
e o0 seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com
o seu sitio de formacdo (ANDERSON, 1996; YU & ANDERSON, 1997).

Esses radicais livres, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado
nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados, respectivamente de
EROs (Espécies Reativas ao Oxigénio) ou ERNs (Espécies Reativas ao
Nitrogénio) (VISIOLI et.al, 2000; FINKEL & HOLBROOK, 2000; PIETTA, 2000). As
EROs incluem todos os radicais do oxigénio, como o anion radical superdxido

(Oz+-), radical hidroxila (HOe), radical alquila (L¢), alcoxila (LOe+) e peroxila
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(LOO+)(BARBER & BERNHEIM, 1967; CHANGE et. al, 1979). Nas ERNs est&o
incluidos, além do peroxinitrito (ONOO-), o 6éxido nitrico (*NO) e o radical diéxido
de nitrogénio (*NO,) (EISERICH et.al, 1998; HOGG & KALYANARAMAN, 1999).

O anion peroxinitrito (ONOO-), o acido hipocloroso (HOCI), o peroxido de
hidrogénio (H205), o oxigénio singlete (10,) e o0 0zdnio (O3) ndo séo radicais livres,
mas podem induzir reagfes radicalares no organismo, sendo por isso também
considerados como espécies reativas (PORTER, 1984; BENZIE, 1996; PATEL
et.al, 1999). No organismo, encontram-se envolvidos na producdo de energia,
fagocitose, regulacao do crescimento celular, sinalizacao intercelular e sintese de
substancias biolégicas importantes. Entretanto, seu excesso apresenta efeitos
deletérios, tais como danos ao DNA, proteinas e organelas celulares, como
mitocondrias e membranas, provocando alteracbes na estrutura e funcbes
celulares e, dessa forma, se encontram envolvidos em diversas patologias a
exemplo de céancer, envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares,
degenerativas e neurolégicas, choque hemorragico, catarata, disfuncdes
cognitivas, dentre outras (HALLIWELL et. al, 1992).

1.1l Sistemas Antioxidantes de Defesa e Estresse Oxidativo

O acumulo de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com HALLIWELL &
GUTTERIDGE (1990) “Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentragcdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato
ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo”. Sdo substancias capazes de
prevenir os efeitos deletérios da oxidacao, inibindo o inicio da lipoperoxidacéo,
sequestrando radicais livres e/ou quelando ions metéalicos (SOARES, 2002).

Existem dois sistemas principais de defesa antioxidantes: os antioxidantes
enzimaticos e os ndo enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos sdo conhecidos
como antioxidantes naturais. Eles neutralizam os radicais livres excessivos e

previnem danos a estrutura celular. S&o integrados pelas enzimas: superéxido
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dismutase (SOD); catalase (CAT), peroxirredoxinas (Prx), glutationa (GSH),
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). Os antioxidantes né&o
enzimaticos sdo conhecidos como antioxidantes sintéticos ou suplementos da
dieta. Um grande numero de compostos de baixo peso molecular faz parte do
sistema ndo enzimatico, incluindo o acido ascorbico, o tocoferol, diferentes
compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico, acido a-lipoico
(NORDBERG & ARNER, 2001), zinco, taurinas, hipotaurinas, glutationas, varios
carotenoides, dentre outros (MAIA, 2006). Esse sistema pode atuar em duas
linhas: como removedor do agente, antes que ele cause lesédo, ou como reparador
da lesé@o ocorrida. Com excecdo da vitamina E, que é um antioxidante estrutural
da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no meio
intracelular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na manutencdo do status
oxidativo dos organismos, sendo o primeiro mecanismo de defesa contra o0s
radicais livres impedir a sua formacéo, principalmente pela inibicdo das reagdes
em cadeia com o ferro e o cobre. Os antioxidantes sdo também capazes de
interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exdgenas, impedindo sua reacdo com os lipideos, os aminoacidos das proteinas,
a dupla ligacao dos acidos graxos poliinsaturados e as bases do DNA, evitando a
formacao de lesbes e perda de integridade celular. Os antioxidantes obtidos da
dieta, tais como as vitaminas C, E e A, os flavondides e carotendides sé&o
extremamente importantes na interceptacédo dos radicais livres. Outro mecanismo
de protecdo € o reparo das lesdes causadas pelos radicais. Esse processo esta
relacionado com a remoc¢do de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das
membranas celulares danificadas. Em algumas situacées pode ocorrer adaptacao
do organismo em resposta a geracao desses radicais com 0 aumento da sintese
de enzimas antioxidantes (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

O controle das concentracbes de enzimas antioxidantes nas células é

extremamente importante para a sobrevivéncia no ambiente aerdbico (BARNETT
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& KING, 1995). Numa situagdo em que ha diminuicdo nos niveis das enzimas
antioxidantes, uma elevada velocidade de producédo de radicais livres ou uma
combinacéo de ambas as condi¢cGes pode resultar no chamado estresse oxidativo.
Este pode ocorrer devido a acdo de xenobiontes, através da alteracdo na
regulacéo redox celular, pelo metabolismo de citocromos P450, ou ainda, pela
presenca de ions metalicos livres, gerando ciclos de reac¢des oxidativas celulares
(REGOLI et al., 2002).

[LLIIl Lipoperoxidagao

Um dos principais mecanismos de lesdo celular relativos ao Estresse
Oxidativo € a lipoperoxidacédo (LPO). Esta se caracteriza por reacdo de oxidagao
mediada por EROs e ERNs sobre os componentes bioldgicos lipidicos,
principalmente os acidos graxos poliinsaturados (AGPI), constituintes das
membranas bioldégicas e de lipoproteinas. Acarretam alteracbes em suas
estruturas, permeabilidades, fluidez e atividade enzimatica (MELLO FILHO et. al,
1983). Consequentemente, ha perda de seletividade na troca ibnica e ainda
liberac@o do contetdo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas,
com formacdo de produtos citotoxicos, culminando com a morte celular
(HERSHKO, 1989). A lipoperoxidacdo também pode estar associada aos
mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacdo da toxicidade de
xenobidticos (SHAN et. al, 1990). No entanto, assim como na formacao das EROs
e ERNs, nem sempre os processos de lipoperoxidagdo séo prejudiciais, pois seus
produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir do acido aracdoénico
(formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria. Um
desequilibrio metabdlico com excesso de formacédo de tais produtos pode ser
lesivo (ROSS & MOLDEUS, 1991).

Em relagdo a ocorréncia de LPO no alimento, estas induzem uma série de
consequéncias nutricionais negativas (KIRK, 1984; KANNER, 1994), como:

destruicdo parcial dos acidos graxos insaturados essenciais; destruicdo parcial de
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outros lipidios insaturados como as vitaminas A, carotendides e tocoferdis;
destruicdo parcial da vitamina C (co-oxidag&o); formacao de produtos secundarios
da oxidacéo lipidica (malonaldeido e outros compostos) e compostos de Maillard,
capazes de reagir com biomoléculas, especialmente proteinas, diminuindo sua
absorcao; irritacdo da mucosa intestinal por perdxidos, que provocam vomito,
diarreia, diminui a capacidade de absor¢cao e importante reducéo da palatabilidade
do alimento; formacédo de lipidios oxidados que sdo antagonistas de diversos
nutrientes como tiamina, pantotenato de calcio, riboflavina, acido ascorbico,
vitamina B12, tocoferdis, vitamina A, proteinas, lisina e aminoéacidos sulfurados.

Basicamente, a LPO consiste na incorporagéo de oxigénio molecular a um
AGPI, produzindo um hidroperoxido lipidico (LOOH) como produto primario inicial.
Nos sistemas biolégicos a LPO pode ocorrer principalmente por duas vias: uma
via enzimatica, envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases na oxigenacao dos
AGPI; a peroxidacao ndo enzimatica, que envolve a participacdo de EROs, ERNSs,
metais de transicdo e outros radicais livres (AL MEHDI et al., 1993; PORTER et
al., 1995).

O processo de LPO pode ser dividido em trés etapas distintas: iniciagéo,
propagacéo e terminacdo (Figura 1). O comeco desta reacdo geralmente ocorre
através da abstracdo de atomo hidrogénio de um grupo metileno (-CH2-) através
do ataque de uma molécula reativa, como EROs, metais, ou outros radicais livres,
formando um radical centrado em carbono. Este, por sua vez, promovera um
rearranjo molecular, formando um dieno conjugado, o qual pode reagir com
moléculas de oxigénio, formando um radical peroxil (ROQOs¢). A partir da formagao
deste radical ocorre a fase de propagacao, devido a sua capacidade de abstrair
atomos de hidrogénio de outros grupos metilenos de cadeias adjacentes
(transformando-se em um peréxido lipidico). Estes sofrerdo processos de
rearranjo molecular, formacdo de dienos conjugados e, posteriormente, ataque de
moléculas de oxigénio, formando um novo ROOe-. Este reinicia o processo,
gerando uma reacao oxidativa em cadeia (Figura 1) (HALLIWELL, B &
GUTTERIDGE, 2007).
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Ao mesmo tempo, quando o atomo de hidrogénio € abstraido das cadeias
adjacentes pela reagdo com ROOe, forma-se um perdéxido lipidico (ROOH) (Figura
1). Este peroxido € geralmente estavel sob temperatura fisiolégica, mas na
presenca de ions metalicos pode iniciar um novo tipo de reacdo em cadeia,
quebrando a ligagdo O-O e formando um radical alcoxil (ROH+) (HALLIWELL, B &
GUTTERIDGE, 2007).

ROOH + Fe?* — Fe®" + OH- + ROH-

Estes radicais alcoxilas também podem abstrair &tomos de hidrogénio, tanto
de outros perdxidos como de grupos metilenos de acidos graxos poliinsaturados,
continuando as reacfes em cadeia. Outro grande problema destas reacfes € a
oxidacdo de metais de transicéo, tais como o Fe**, que também pode reagir com
peréxidos lipidicos formando radicais peroxilas e Fe*, em um ciclo
autosustentavel de propagacao (HALLIWELL, B & GUTTERIDGE, 2007):

ROOH + Fe3+ — ROO. + H+ + Fe2+

Varios fatores contribuem para o término deste processo ciclico de
lipoperoxidacdo, tais como a neutralizacdo desses inumeros radicais por
antioxidantes, formacdo de produtos ndo radicalares, consumo dos reagentes,

dentre outros.



21

Acido graxo
/\:/U\:/ poliinsaturado
-H- Abstracao de hidrogénio

Rearranjo molecular

Dieno conjugado

+0, Captacéo de oxigénio

Radical Peroxil (ROO:)

8' . Abstraggo de hidrogénio
de cadeias de acidos
graxos adjacentes

Perdxido lipidico (ROOH)

O

Figura 1: Reacdes envolvidas na peroxidacao lipidica. A abstracdo de
atomos de hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado (neste
esquema representado por trés ligacdes duplas) leva a formacao de
um dieno conjugado por rearranjo molecular. Esta molécula pode
sofrer o ataque de oxigénio, formando um radical peroxil. Este radical
pode continuar o ciclo de lipoperoxidacdo através da abstracdo de
atomos de hidrogénio de cadeias poliinsaturadas proximas,
transformando-se em um peréxido lipidico. (HALLIWELL et al., 2007)

[I.IV Métodos de Avaliacao do Estresse Oxidativo

Os testes para medir a atividade anti-radical livre em alimentos e sistemas
biolégicos podem ser divididos em dois grupos: métodos diretos e métodos
indiretos. Os diretos avaliam a peroxidacao lipidica, sob condigbes padronizadas
usa-se um substrato (lipidico, lipoproteina) e mede-se o grau de inibicdo da
oxidagdo, sendo os mais utilizados o TBARS (substancias reativas ao éacido
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tiobarbitdrico) e dienos conjugados (ROGINSKY & LISSI, 2005). Os métodos
indiretos medem a habilidade de aprisionar (scavenger) radicais livres e podem
ser empregados na avaliacdo da capacidade anti-radical livre de compostos puros
e de extratos complexos. Devido a estabilidade, facilidade de manipulacdo e
simplicidade de procedimento, os radicais mais utilizados s&o derivados do 1,1-
difenil-2-picrilidrazil (DPPH¢) e do acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
sulfénico (ABTS) (ROGINSKY & LISSI, 2005).

Uma das técnicas mais empregadas para a determinacdo da oxidacédo de
lipidios € a determinacdo do produto final da reagdo: o malondialdeido ou
malonildialdeido (MDA). A introducao deste método para determinacdo da LPO
ocorreu em 1944 por Kohn & Liversedge, tornando-se um método simples e
barato, porém de pouca especificidade. O MDA é um aldeido formado como
produto secundario durante a oxidacdo de AGPI por cisdo beta dos acidos graxos
poliinsaturados peroxidados. O MDA tem as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: volatilidade, baixo peso molecular (C3H402; PM = 72,02) e pKa 4,46.
Em condic6es favoraveis, como pH acido e aquecimento (80-100 °C) o MDA reage
com agentes nucleofilicos para produzir cromégenos com alta absortividade molar
no espectro visivel. A condensacdo com o acido tiobarbitarico (TBA) e formacédo
do produto réseo MDATBA na proporcdo de 1:2 pode ser monitorada através da
absorcdo no espectro visivel com comprimento de onda de 532 nandmetros
(Figura 2).

Esta reacao tornou-se muito conhecida pelo nome de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (do inglés TBARS) e representa a maioria dos métodos que
utilizam o TBA como agente cromégeno (LIMA & ABDALLA, 2001; ROGINSKY &
LISSI, 2005). O método € aplicavel a determinacdo da extensdo da LPO em

amostras biologicas e em ensaios in vitro, sendo considerado util e satisfatério.
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Figura 2 — Reacdo TBARS

Apesar de frequentemente usado, o teste do TBA apresenta limitacoes,
tornando necessarias algumas precaucdes quanto ao significado atribuido as
determinacdes realizadas: o MDA forma-se unicamente a partir dos acidos graxos
possuindo pelo menos trés duplas ligacbes; o MDA néo é o Unico produto de
oxidacdo dos lipidios que reage com o TBA: os 4-hidroxialcenais, os 2,4-
alcadienais e os 2-alcenais formam igualmente um cromogénio. Por essa razao
parece preferivel falar em “substancias que reagem com o TBA”
(TBARS)(BERSET, 1996); a falta de especificidade do teste ndo se limita aos
compostos anteriormente referidos. Particularmente quando o teor de MDA é
baixo, outros aldeidos ndo provenientes do processo de degradacdo dos lipidios
podem reagir com o TBA (e.g. acetaldeido e compostos da reacdo de Maillard).
Os acucares, nomeadamente a sacarose e a glicose, interferem exercendo um
forte efeito sinérgico na formacdo de TBARS, sobrestimando dessa forma a
extensdo da oxidacdo. Por outro lado, o MDA pode néo reagir com o TBA devido a
sua complexacdo com proteinas, aminas e outros compostos (FRANKEL, 1993;
BERSET, 1996; WONG et. alL, 1995).

Pelo anteriormente exposto, parece conveniente estabelecer uma
correlacdo entre os valores de TBARS e os resultados da avaliagdo de outros
métodos.

Outro método existente é o Sequestro do Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

(DPPH?e). Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade
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sequestradora do radical livre DPPHe. O radical DPPHe possui coloragao purpura
absorvendo um comprimento de onda maximo de aproximadamente 516 nm. Por
agao de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), o DPPH- é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcéo de luz que pode ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia (Figura 3). Os radicais livres de DPPH?e, que inicialmente apresentam
cor roxa por possuirem elétron livre, perdem esta cor quando um radical
hidrogénio doado por uma molécula antioxidante entra em ressonancia com a
molécula de DPPHe, diminuindo-se, assim, a absorbéncia. A partir dos resultados
obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora
de radicais livres e/ou porcentagem de DPPH+ remanescente no meio reacional
(CHANDRASEKAR et al, 2006; KIM & THOMAS, 2006; RAYMUNDO et al, 2004).
A baixa absorbancia indica atividade sequestrante de radicais livres (SOUSA et al,
2007). O DPPH é um radical estavel e com baixa taxa de deterioracdo e
reatividade com a maioria dos compostos. Assim sendo, apenas reagentes
redutores fortes sdo capazes de reagir com estes radicais estaveis em um modo

estequiométrico.
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Figura 3 — Reacdo do DPPH. 1- Forma radicalar; 2 — Forma reduzida

Embora este seja um teste largamente utilizado, tanto pela simplicidade e
rapidez quanto pela reprodutibilidade, os resultados devem ser cuidadosamente
interpretados. As substancias analisadas podem interferir nos resultados caso
seus espectros se sobreponham ao do DPPH ao redor de 515 nm como, por
exemplo, os carotenoides. Sendo a acessibilidade estérica o fator determinante da
reacdo, moléculas pequenas que tém melhor acesso ao sitio do radical podem
apresentar uma maior atividade aparente quando comparada as moléculas
maiores (PRIOR et. AL, 2005).

Em outro ensaio proposto pelo, o radical cation ABTSe+ foi obtido em
presenca de H,0,, apresentando maximos de absorcdo a 417, 645, 734 e 815 nm.
Na presengca de antioxidantes doadores de hidrogénio, pode medir-se a
diminuicdo da formacao deste radical por espectrofotometria (SILVA et al, 1999).
O teste se baseia na formacdo do radical cation ABTSe+ [2,2’- azino-di-(3-
etilbenzotiazolina sulfonato)], de coloracdo verde-azulada e sua remocao (pelos
constituintes da amostra, isto €, soro sanguineo, medicamento ou alimento) é
medida por espectrofotometria. O ABTS é incubado com a enzima
metahemoglobina peroxidase, produzindo o radical ABTSe<+ (reagdes 1 e 2), que
apresenta coloracdo azul-esverdearda estavel (FERRARI, 2008; RICE-EVANS,
2000).



26

MetaMb—Fe®" + H202 — ferrilMb — [Fe4* = O] + H20 (1)
ABTS + ferriiMb—[Fe*" = O] — ABTS™ + MetaMb (2)

Mb = mioglobina

A adicdo da amostra produz a inibigdo na produgdo do radical ABTSe+,
promovendo a diminuicdo na absorbéncia (Figura 4). A absorbancia é
inversamente associada com o contetdo de antioxidantes da amostra. Também é
possivel determinar a quantidade de ABTSe+ consumida devido a reagdo com
amostras contendo compostos fendlicos, que foi expressa em Trolox equivalentes
(unidades de concentracdo). Esse valor foi designado como TEAC (Capacidade
antioxidante trolox equivalente), fornecendo uma estimativa da quantidade de
moléculas de radicais consumidas pelo antioxidante (CAMPOS & LISSI,1997). Os
resultados sdo expressos em mmol de equivalentes de Trolox (ET)/L (sangue ou
fluidos) ou em umol ET/100g de amostra (alimento ou amostra sélida). Por sua
relativa simplicidade e elevada qualidade analitica, o kit TEAC, comercializado
com o nome de “capacidade antioxidante total” (TAC), é largamente empregado
em todo mundo (FERRARI, 2008; RICE-EVANS, 2000).

Figura 4 - Estabilizacdo do radical ABTS.+ por um antioxidante e sua formacao
pelo persulfato de potassio. Adaptada de SOUSA et al, 2007.
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1.V Antioxidantes Naturais

Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais
tém sido desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua
importancia na prevencao do desencadeamento das reacdes oxidativas, tanto nos
alimentos como no organismo animal. No século passado, a partir dos anos 80,
deu-se inicio as pesquisas com antioxidantes naturais visando a substitui¢cdo total
ou parcial dos antioxidantes sintéticos, aos quais se atribuem efeitos deletérios ao
organismo animal quando utilizados em doses elevadas (DURAM & PADILLA,
1993). Além dos possiveis riscos que o uso irregular e/ou indiscriminado dos
antioxidantes sintéticos pode acarretar ao homem, soma-se a rejeicao
generalizada da popula¢do aos aditivos alimentares sintéticos. Enfase tem sido
dada a identificacdo e purificacdo de novos compostos com atividade antioxidante,
oriundos de fontes naturais, que possam agir sozinhos ou sinergicamente com
outros aditivos, como uma forma de prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos
e tornar possivel a reducao da utilizacdo dos antioxidantes sintéticos (SHAHIDI et.
aL, 2007).

Compostos tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de
fendis, acidos fendlicos e seus derivados, flavondides, tocoferéis, fosfolipidios,
aminoacidos, acido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterdis (XING & WHITE,
1996). A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se, principalmente,
as suas propriedades redutoras e a estrutura quimica, que desempenham papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacao de metais
de transicdo, agindo assim tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo (SOARES, 2002; SOUSA et.al, 2007). Os intermediarios
formados pela acdo de antioxidantes fenolicos séo relativamente estaveis, devido
a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias
(SOARES, 2002).
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I.V.1 Oleo de Caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), planta disseminada em todo o
mundo tropical, vem despertando interesse cada vez maior na regido Nordeste do
Brasil devido, principalmente, a geracdo de emprego e renda. O liquido da
castanha de caju, ou 6leo de caju € uma fonte natural de compostos de cadeia
fendlica longa e insaturada (KUMAR et al., 2002). O liquido proveniente da
extracdo com solventes é constituido principalmente de acido anacérdico (60-
65%), cardol (15-20%), cardanol (10%) e tracos de 2-metil cardanol. O liquido
técnico proveniente da queima das castanhas é constituido por cardanol (60-65%),
cardol (15 -20%), material polimérico (10%) e tracos do 2-metil cardol.
Dependendo das condi¢cdes do processo de queima a composi¢cdo do liquido
técnico da castanha de caju pode mudar de composicdo e chegar a uma alta
porcentagem de cardanol (83 -84%), com menos cardol (8-11%) mas mantendo as
guantidades de material polimérico e o indice do 2-metil cardol (2%). O acido
anacéardico é termicamente instavel e é facilmente descarboxilado durante o
processo de extracdo por aguecimento, quando é transformado em cardanol
(KUMAR et. al, 2002). Estes lipideos fendlicos apresentam o nudcleo do &cido
salicilico e uma cadeia lateral de 15 carbonos, que pode conter uma, duas ou trés
ligagbes insaturadas (AGOSTINI et al., 2008).

O &cido anacardico e o cardol sdo os dois componentes do 6leo de caju
com acao antimicrobiana (NAGABHUSA et al., 1995). O cardanol tem atividade
tanto antiinflamatéria como antioxidante (AMORATTI et al., 2001; TREVISAN et
al., 2006). A maioria dos antioxidantes de plantas superiores sdo polifendis, que
mostram também atividades bioldgicas do tipo antibacteriana, anticarcinogénica,
antiinflamatdria, antialérgica, estrogénica e imuno-estimulante. As propriedades
antioxidantes dos fendis sdo devidas as suas propriedades de oxirreducdo, que
permitem a eles agirem como agentes redutores, doadores de hidrogénio e
eliminador de oxigénio singlete (GUERRA, 2001).
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11.V.ll Oleo de Mamona

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma planta pertencente a familia das
Euforbidceas, a mesma da mandioca, da seringueira e do pinhdo manso. E
originaria provavelmente da Africa ou da india, sendo atualmente cultivada em
diversos paises do mundo, sendo a india, a China e o Brasil, nesta ordem, os
maiores produtores mundiais (EMBRAPA, 2012). O principal produto da
mamoneira € seu Oleo, que possui propriedades quimicas peculiares que lhe
fazem Unico na natureza. Estas caracteristicas sdo conferidas pelo acido graxo
ricinoleico, que tem larga predominancia na composicao do 6leo (cerca de 90%).
Este possui uma hidroxila (OH), o que lhe confere propriedades como alta
viscosidade, estabilidade fisica e quimica e solubilidade em 4&lcool a baixa
temperatura (EMBRAPA, 2012). Cerca de 90% do 6leo de mamona € composto
por triglicerideos esterificados com ricinoleina, o componente do acido ricinoléico
cuja formula molecular é Ci7;H3;;OHCOOH. O acido ricinoléico tem ligacbes
insaturadas e pertence ao grupo dos hidroxiacidos, caracterizando-se por seu alto
peso molecular (298) e baixo ponto de fusdo (5°C). O grupo hidroxila presente na
ricinoleina confere ao 6leo de mamona a propriedade exclusiva de solubilidade em
alcool (WEISS, 1983; MOSHKIN, 1986).

Quimicamente, o acido ricinoléico é um acido graxo muito parecido ao acido
oléico, sendo a unica diferenca um radical hidroxila presente no acido ricinoléico e
ausente no oléico. Por este motivo o acido ricinoléico é também chamado
hidroxioléico. O acido ricinoléico funciona como um iondéforo divalente e embora
existam poucos trabalhos da acdo do &cido ricinoléico como antiinflamatorio,
pesquisas mostraram acdo antiinflamatéria ocular quando usado continuamente
(VIEIRA et. al, 2001).
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I1.VI Oleo de Peixe

O Oleo de Peixe contem os acidos eicosapentahendico (EPA) e
docosaexahenoico (DHA), pertencentes a familia 6mega 3 (w-3 ) e desempenham
papéis importantes no desenvolvimento e manuten¢éo do sistema nervoso central
(MACLEAN et.al, 2005), produzindo efeitos benéficos em doencas associadas a
reacoes inflamatorias, como artrite reumatoide ou doenca intestinal inflamatoria
(ROMBEAU & ROLANDELLI, 2005) e auxiliando no tratamento e prevencédo de
doencas do coragcdo e cancer. A base de sua acdo consiste no fato destes
reduzirem a concentracado de mediadores proinflamatérios produzidos nas células
(MORAES & COLLA, 2006). O EPA e o DHA também parecem atuar na
prevencdo da doenca de Alzheimer em humanos (FETT, 2001; MORAES &
COLLA, 2006). O 6leo de peixe tem sido atualmente largamente ingerido como
forma ndo farmacologica de se corrigir ou prevenir algumas doengas citadas
anteriormente, mas os acidos graxos w-3 devem ser consumidos em uma
proporcao equilibrada (MORAES & COLLA, 2006). Existem preocupacfes quanto
a possibilidade de aumento da peroxidacéo lipidica em razado da suplementacéo
exagerada com 6leo de peixe (PEDERSEN et.al, 2003).

De acordo com Pacheco (2005), os acidos graxos poli-insaturados w-3 séo
mais propensos a oxidacao por apresentarem muitas duplas ligagdes que atuam
como alvo para o ataque de espécies reativas de oxigénio. Estudos evidenciaram
que gorduras oxidadas e produtos da peroxidacdo lipidica (hidroperéxidos
lipidicos) na dieta podem contribuir para o aparecimento de doencas, uma vez que
esses compostos sao absorvidos pelo intestino e transportados pela corrente
sanguinea. Os acidos graxos w-3 incorporados na membrana das células e
oxidados por radicais livres podem danificar outros lipideos, proteinas e também
DNA celular, levando até mesmo ao processo de apoptose (GONZALEZ &
RIORDAN, 1996). Além disso, os produtos da peroxidacao lipidica podem também

atuar como indutores da carcinogénese (PACHECO, 2005).
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O &cido linoléico, presente no Oleo de girassol, pertencente ao grupo dos
acidos graxos 6mega 6, € transformado pelo organismo humano no &cido
araquidénico e em outros acidos graxos poliinsaturados. Os 6mega 6 derivados do
acido linoléico exercem importante papel fisiologico: participam da estrutura de
membranas celulares, influenciando a viscosidade sanguinea, permeabilidade dos
vasos, acao antiagregadora, pressao arterial, reacdo inflamatéria e funcdes
plaguetarias (MORAES & COLLA, 2006).

Assim, apesar de existirem muitos beneficios relatados com a ingestédo de
Oleo de peixe ha a necessidade de se investigar se a suplementagdo crdonica com
esse Oleo pode fornecer substrato para a peroxidacdo lipidica em Orgaos
metabdlicos importantes, e com isso, oferecer risco para a saude. Sao
necessarios mais estudos para se definir os limites seguros de seu emprego,
entendendo também que riscos oxidativos este poderia ocasionar em animais

saudaveis.
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Il MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no canil de pesquisas do Laboratorio de
Pesquisas em Nutricdo e Doencgas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof. Dr. Flavio
Prada”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, campus de
Jaboticabal. Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCAV/UNESP. (Protocolo:
010074/11, Apéndice 1).

lll.I Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 40 caes adultos da raca Beagle, com idade média de 4,9 +
2,85 anos, peso médio de 12,4 + 1,55 Kg e Escore de Condi¢cdo Corporal (ECC)
4,7 £ 0,46 distribuidos em um delineamento de blocos casualizados, com dois
blocos de 20 animais, cinco tratamentos e oito repeticdes por tratamento. Cada
bloco experimental teve duracdo de 114 dias, sendo 30 dias de adaptacdo e 84
dias de tratamento. A distribuicdo entre os tratamentos foi organizada de modo a
se balancear diferencas de sexo, idade e escore corporal. Todos os animais foram
devidamente vermifugados e submetidos ao exame clinico, antes do inicio do
estudo, demonstrando bom estado de saude. Adicionalmente, uma amostra de
10mL de sangue foi obtida por venipuncdo da jugular para a realizacdo do
hemograma e determinacdo do perfil bioquimico e enzimético sérico, com a

finalidade de atestar a salde de todos os animais.

Durante o experimento os cées foram alojados em canis de 1,5m por 3,5m,
com solario. Agua de bebida foi disponibilizada ad libitum. Os cées eram soltos em
terreno gramado (200m?2) das 7:30 da manha, e permaneciam até as 10:30,
horéario da alimentacéao.

Durante o periodo experimental, os animais receberam a mesma racao
comercial antes do inicio do estudo, por um periodo de 30 dias, para padronizacao

do status oxidativo (Tabela 1; Sabor & Vida® caes adultos, Mogiana Alimentos
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S.A., Campinas, SP). No momento inicial (dia 0) e mensalmente (dias 28, 56 e 84),
até o término do estudo, apés jejum de 24 horas, uma amostra de 13mL de
sangue foi obtida por venipuncdo da jugular para a determinacdo do status
oxidativo sérico, centrifugada a 4°C por 15 minutos e armazenada em freezer —
80°C.

Os caes foram alimentados de modo a manterem constante seu peso
corporal, oferecida uma vez ao dia as 10:30 da manha. Para isto, a necessidade
energética inicial dos animais foi calculada inicialmente pela seguinte férmula:
NEM = 125xPeso0®’ Onde: NEM — necessidade energética de manutencao; 125:

0,75

média verificada pelo canil; Peso™ ' — peso metabdlico.

Ajustes individuais nas quantidades de alimento fornecido foram realizados

mensalmente, com o intuito de manter do peso corporal dos caes.

Tabela 1. Composicdo quimica da dieta comercial (Sabor & Vida®, Mogiana
Alimentos S.A., Campinas, SP).

Composicao quimica (% na MS)

Matéria seca 91,85
Proteina bruta 23,3
Extrato etéreo 13,96
Matéria fibrosa 1,93
Matéria mineral 10,05
Energia metabolizavel (kcal/100g MS)* 400,3

' Energia metabolizavel estimada de acordo com a composic3o quimica do alimento (NRC,
2006).

lll.I.I Simulacdo de estresse por transporte

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a um transporte,
visando mimetizar uma situacdo de estresse. Os caes foram alojados aos pares
em caixas de transporte medindo 1,0m por 1,5m, colocados em carreta acoplada a
um trator e transportados pelo periodo de 15 minutos no periodo apos as 14:00

horas. Foi coletada amostra de sangue apés 3 horas do transporte para avaliagao
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de estresse oxidativo. Esperava-se um aumento na oxidacdo com possivel acdo

antioxidante sérica.

[ll.1l Dietas experimentais

Foi formulado um alimento cuja composicdo quimica atendeu as
recomendacdes nutricionais para cdes em manutencado da AAFCO (2004) e estéao

descritas na Tabela 2. Estas ficaram assim dispostas:
Controle (CN) — Com éleo de girassol 0,5%.
Oleo Caju (OCA) — Com 6leo de girassol 0,5% e 6leo de caju 0,06%.

Oleo de mamona (OMA) — Com 6leo de girassol 0,5% e 6leo de mamona
0,018%.

Oleo de Caju e Oleo de Mamona (OCAOMA) — Com 6leo de girassol 0,5%
e associacao de Oleos de caju e mamona em apresentacdo em p6 0,015%.

Oleo de Peixe (PEIXE) — Com o0leo de peixe 0,5% em substituicdo ao 6leo

de girassol.

As racOes experimentais foram produzidas na Fabrica de Racdo do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Campus de Jaboticabal (FCAV/UNESP). Os ingredientes das foram selecionados
e misturados apos avaliacao de indice de peréxidos, BHA e BHT dos ingredientes
de origem animal (farinha de visceras e 6leos). Os 6leos foram adicionados a
mistura antes da extrusdo. As racdes foram moidas previamente a extrusdo em
moinho com peneira de 0,8mm e em seguida extrusadas (Extrusora MAB 400S,
com capacidade de processamento de 150 kg de racéo/hora). Todas as condi¢des
de processamento foram controladas (produtividade e pressao interna da
maquina, temperatura de extrusdo, temperatura de secagem, umidade do

extrusado, densidade do extrusado, umidade da racdo apO0s a secagem e
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atividade de 4gua da racdo seca), procurando-se manter as mesmas condi¢cdes de
processamento para todas as ra¢des. Os 0Oleos de caju, mamona, girassol e de
peixe foram acrescentados aos ingredientes no momento da mistura, antes da

moagem e extrusao.

Tabela 2. Formulagbes dos alimentos utilizados no experimento

Ingredientes cNt oca  OMA Y gcaomA  PEIXE
Milho Grao 49,44 49,44 49,44 49,44 49,44
Milho Gluten 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farelo trigo 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Farinha de Visceras de Aves 10% 26,10 26,10 26,10 26,10 26,10
Gordura de Aves 9,52 9,52 9,52 9,52 9,52
Cloreto de colina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Cloreto de potassio 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Premix min/vit 2 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Oleo de Girassol 0,5 0,5 0,5 0,5 0
Oleo de Peixe 0 0 0 0 0,5
Oleo de Caju 0 0,06 0 0 0
Oleo de Mamona 0 0 0,018 0 0
Essential Oil® em p6® 0 0 0 0,15 0
Palatabilizante liquido 2,00 2,00 2,00 2 2
Palatabilizante p6 1 1 1 1 1
Antifingico® 0,1 0,1 0.1 0,1 0,1
Antioxidante® 002 002 902 0,02 0,02

Composicao quimica analisada das dietas

Umidade (%) 555 6,7 5,16 3,8 4,65
Proteina Bruta (%) 26,47 27,31 27,63 28,06 27,89
Extrato Etéreo Hidrolise Acida (%) 14,69 14,49 15,58 15,66 14,88
Fibra bruta (%) 19 1,88 1,7 2,1 2
Matéria Mineral (%) 6,4 6,2 6,5 6,3 6,7
Energia Metabolizavel (Kcal/g)6 3,97 3,93 4,05 4,08 4

'CN - controle; OCA — dleo de caji; OMA — 6leo de mamona; OCAOMA — 6leo de caju e mamona

associados em p6 (Essential oil); PEIXE — 6leo de peixe > Adic&o por quilograma de produto: Ferro 100 mg,
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Cobre 10 mg, Manganés 10 mg, Zinco 150 mg, lodo 2 mg, Selénio 0,3 mg, Vitamina A 18000 UlI, Vit. D 1200
Ul, Vit. E 200 UI, Tiamina 6 mg, Riboflavina 10 mg, Acido pantoténico 40 mg, Niacina 60 mg, Piroxidina 6 mg,
Acido félico 0,30 mg, Vit. B12 0,1 mg. ¥Essential Oil®, Oleo de caju e 6leo de mamona, Oligabasics,
Cascavel, Brasil. * Mold Zap Aquativa, Alltech Brasil Agroindustrial Ltda: propionato de aménio, propanodiol,
acido propibnico, acido acético, acido lactico, acido ascoérbico, acido férmico, sorbato de potassio, veiculo

g.s.p. > BHT © Estimada de acordo com recomendac¢des do NRC (2006)

.1 Mensuracéo da capacidade antioxidante do soro sanguineo

Foi realizada uma série de testes laboratoriais para avaliar o estresse
oxidativo dos animais com a ingestdo das dietas experimentais. Estas analises
foram realizadas no Laboratério do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reproducdo Animal Reproducdo, no Laboratério de Pesquisas do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria e no Laboratério do Departamento
de Patologia Animal, todos da FCAV/UNESP/Jaboticabal.

[11.11I.I Acido tiobarbitGrico - TBARS

Este método foi realizado conforme descrito por Paya et al. (1992). A
extensdo da degradacdo dos lipideos pelo ataque de radicais livres pode ser
indiretamente medida por este método, que consiste na reatividade dos produtos
finais da lipoperoxidacéo, especialmente o malondialdeido e outros aldeidos, com
0 acido tiobarbitdrico, produzindo cromégenos que podem ser medidos
espectrofotometricamente entre 520-540nm. Foram separadas duas amostras de
soro de cada animal. Foi adicionada a primeira 2mL da solu¢cdo de TBARS-RL
(15% de Acido Tricloroacético, 0,275% de Acido Tiobarbitirico e 0,25M de Acido
Cloridrico). Em seguida, os tubos foram levados a ebulicdo por 15 minutos em
banho-maria e, entéo, resfriados por 15 minutos em gelo moido acondicionado em
caixa térmica de isopor e centrifugados por 15 minutos a 1200G, formando um
precipitado. O sobrenadante foi analisado ao espectrofotometro UV-visivel. O
cromoégeno desenvolvido foi identificado por meio de leituras de absorbancia em

um comprimento de onda fixo de 532nm conforme metodologia descrita por Paya
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et al. (1992) determinando a quantidade de lipoperoxidagdo na amostra. A
segunda amostra foi adicionada 2mL de solucdo de TBARS-SG (15% de Acido
Tricloroacético, 0,375% de Acido Tiobarbitdrico, 0,25M de Acido Cloridrico,
0,24mM de Cloreto de Ferro e 50uM de Hidroxitoluenobutilado). Esse
procedimento foi denominado de sistema gerador e tem a mesma funcdo do
sistema gerador para o radical O, e H;0,. Os tubos passaram pelo mesmo
procedimento dos tubos anteriores. Os resultados de mensuracdo de
lipoperoxidagao foram expressos em absorbancia.

[L.111.11 Capacidade antioxidante total (TAC)

Essa é uma técnica utilizada para mensuracdo de radicais totais em
culturas celulares, tecidos, plasma e soro. Foi utilizado kit especifico (Antioxidant
Assay Kit, CS0790, Sigma, Sao Paulo, Brasil), cujo principio é a inducéo in vitro da
formacdo dos radicais ferril mioglobina, metmioglobina e peréxido de hidrogénio
gue oxidam o ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) levando a
producdo de um radical cation ABTS®, um cromdgeno solGvel de coloracgéo
esverdeada que pode ser determinado pelo espectrofotdbmetro num comprimento
de 405nm. Desta forma, a presenca de antioxidantes na amostra inibe
parcialmente a oxidacdo do ABTS. Para o teste, as solu¢des estoques foram
preparadas de acordo com o boletim técnico que acompanha o Kit da seguinte
maneira: o tampao foi diluido a 10X; solucdo estoqgue de mioglobina (adicionado
285uL de agua e estocado a menos 20°C); solucdo trabalho (1uL de estoque de
mioglobina em 99uL de tampé&o, no momento da utilizagéo); solucdo trabalho de
Trolox (adicionado 2,67mL de tampédo 1X, estocado a -20°C); solucdo ABTS
(adicionado um tablete de ABTS mais um tablete de fosfato mais 100mL de agua,
estocado a 4°C); solugédo trabalho 10uL da solucdo de ABTS mais 25uL de
peréxido de hidrogénio a 3% que deve ser utilizado em 20 a 30 minutos. O plasma

foi descongelado a temperatura ambiente e centrifugado a 2000g por 10 minutos a
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4°C, removendo-se o sobrenadante para continuar o procedimento.

O procedimento foi realizado em placas de 96 pocos sendo adicionados
sobre o sobrenadante 10uL da solucéo trabalho de Trolox, 20uL da solucéo
trabalho de mioglobina, 150uL de solugédo trabalho de ABTS. Passados dois
minutos, periodo de incubacdo em temperatura ambiente foi adicionado 100uL de
solucdo STOP que se encontrava em temperatura ambiente. Em seguida, foi
efetuada a leitura em absorbancia de 405nm. Para o conhecimento das
concentracdes de antioxidante foi construida uma curva padrdo com a expressao
dos resultados em equivalentes de TROLOX (analogo hidrossoluvel da vitamina
E).

LI Sequestro do Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade doadora de hidrogénio pelos antioxidantes do soro foi avaliada
através da capacidade de sequestracdo do radical DPPHe seguida por
espectrofotometro UV-visivel. O radical DPPHes em solugdo metandlica tem um
méaximo de absorbancia a 517 nm, sendo a sua forma reduzida de cor amarela.
Efetuou-se uma mistura de 0,5 mL de soro e 0,5 mL de acetona que foi
homogeneizada em vortex por 1 minuto; em seguida centrifugou-se esta mistura
durante 5 min, a velocidade de 3600 rpm para a desproteinizacdo da amostra. O
sobrenadante foi filtrado numa pipeta Pasteur com enchimento de algodao de
forma a remover pequenas particulas de precipitado ndo separadas por
centrifugagédo. Uma solugdo de DPPH+ em metanol a 0,21mM (0,0039 g/100 mL) foi
preparada por dia de teste, ficando incubada no escuro por 30 minutos antes de
ser utilizada. Foi mantida armazenada em geladeira e protegida da luz.
Seguidamente adicionou-se 400 pL da solucédo em 360 uyL de PBS e 40 uL do
sobrenadante filtrado homogeneizados em vortex. A mistura foi feita no momento
zero da leitura. Foram feitas leituras em espectrofotbmetro UV-visivel com

absorvancia a 505 nm, nos momentos zero, 5, 10, 15 e 20 minutos apGs a mistura.
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A inibicdo do radical DPPH- foi calculada como a diferenga relativa percentual
entre a absorvancia da amostra e a de um branco de 400 uL de solugao
metandlica de DPPH e 400 pyL de PBS. Agua destilada foi utilizada para a
calibragem do aparelho. A atividade sequestrante (%ASRL) ou porcentagem de
descoloracao (% descoloragéo) foi expressa em porcentagem por comparacéo a

um controle ou branco, segundo a seguinte equacao:

%ASRL (% descoloragéo) = Ac — At x100
Ac

Onde, Ac: absorbancia controle ou branco; At: absorbancia teste (amostra).

1.1V Analise estatistica

O estudo apresentou um delineamento inteiramente casualizado em um
esquema de medidas repetidas no tempo, utilizando para as andlises, cinco
tratamentos e oito caes por tratamento, totalizando 40 animais. Foram
comparados os efeitos dos tratamentos, periodos e interacdo entre ambos. Os
dados foram inicialmente analisados quanto a distribuicdo Normal e igualdade de
Variancias, antes da realizacdo da analise de Variancia (ANAVA). As variaveis que
nao apresentaram Distribuicdo Normal (DPPH nos diferentes momentos de
avaliacdo) foram transformadas para a escala logaritmica (logx+1), antes de
proceder-se a ANAVA. Posteriormente procedeu-se a ANAVA, considerando-se
5% de probabilidade e, quando significativa, os dados entre tratamentos ou
periodos foram comparados pelo Teste Duncan, também considerando 5% de
probabilidade. Todos os dados foram realizados com o auxilio do software
estatistico SAS (Schlotzhauer e Littell, 1997).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&do houve interacdo entre tratamentos e periodos no estudo, para
nenhuma das variaveis estudadas. Desta forma, as médias dos tratamentos e
periodos para cada uma das variaveis em estudo foram comparadas entre si. A
inclusdo de o6leo de caju, mamona ou ambos nas dietas, assim como do 6leo de
peixe ndo modificaram os parametros oxidativos estudados, visto pela auséncia de
efeito de tratamento pela andlise estatistica realizada. Por outro lado, para todas
as variaveis verificaram-se diferencas entre os periodos do estudo, visto pelas
oscilacdes do status oxidativo dos animais nos diferentes momentos de coleta. Os

resultados sé@o apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5.

O protocolo de stress empregado neste estudo pareceu ser eficiente na
inducdo de modificacbes nos parametros oxidativos. Apesar disto, ndo foram
verificadas diferengas entre os tratamentos, mas apenas entre o status oxidativo
antes ou apo6s 3 horas de inducéo do stress. Estes dados encontram-se na Tabela
6.
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Tabela 3: Concentracdo Sérica de Substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS-
RL) e na oxidagao induzida in vitro (TBARS-SG)

Dietas
Item CN OCA OMA OCAOMA PEIXE Médias EPM!
TBARS — RL
Dia 0 0,048 0,050 0,052 0,048 0,041 0,048a 0,0003

Dia 28 0,036 0,041 0,045 0,041 0,037 0,040b  0,0002
Dia 56 0,053 0,040 0,052 0,043 0,039 0,046 0,0004
Dia 84 0,033 0,043 0,041 0,042 0,034 0,039b  0,0003
Médias 0,043 0,043 0,048 0,044 0,038
EPM* 0,0004  0,0003  0,0004 0,0004 0,0003

TBARS - SG

Dia 0 0,065 0,070 0,069 0,068 0,066  0,068ab  0,0003
Dia 28 0,059 0,060 0,067 0,067 0,062 0,063b  0,0002
Dia 56 0,077 0,072 0,081 0,062 0,066 0,0722 0,0005
Dia 84 0,063 0,063 0,062 0,076 0,061 0,064b  0,0003
Médias 0,067 0,066 0,070 0,068 0,063
EPM* 0,0004 0,0003  0,0006 0,0005 0,0003

' — EPM = erro padréo da média, n=8 repeticbes por dieta
2 P _ médias dos tratamentos nas colunas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Duncan

(p<0,05)
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Tabela 4: Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) ap6s 20 minutos de incubacgdo a temperatura ambiente. Valores medidos
pelo percentual de descoloragdo ao momento inicial.

Dietas

Item CN OCA OMA OCAOMA PEIXE  Médias EPM!

DPPH (% de descoloracao)

Dia 0 5,731 5112 6,470 5,507 5,535 5,671la  0,0454
Dia 28 6,44 6,217 6,337 5,463 6,365 6,155a 0,0474
Dia 56 5,72 5,638 5,721 5,232 6,212 5,707a  0,0326
Dia 84 4,471 4,952 5,267 4,725 4,711 4,831b  0,0343
Médias 5,568 5,450 5,949 5,248 5,738

EPM'  0,0589 0,0437 0,0514 0,0378 0,0642

! _ EPM = erro padrdo da média, n=8 repeticdes por dieta
3 b _ médias dos tratamentos nas colunas sem uma letra em comum diferem pelo teste de
Duncan (p<0,05)

Tabela 5: Capacidade Antioxidante Total

Dietas
Item CN OCA OMA OCAOMA PEIXE Médias EPM!
TAC

Dia 0 0,417 0,302 0,358 0,326 0,364 0,353b 0,0039
Dia 28 0,453 0,367 0,389 0,259 0,307 0,356b 0,0040
Dia 56 0,462 0,490 0,550 0,489 0,462 0,491a 0,0044
Dia 84 0,463 0,463 0,435 0,470 0,444 0,455a 0,0042
Médias 0,449 0,403 0,433 0,387 0,395

EPM* 0,0051 0,0054 0,0060 0,0059 0,0050

' — EPM = erro padréo da média, n=8 repeticdes por dieta
2 ®_ médias dos tratamentos nas colunas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Duncan
(p<0,05)
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reativas ao acido

tiobarbitdrico (TBARS-RL) e oxidag&o induzida in vitro (TBARS-SG) e DPPH no

dia 84 e no estresse de transporte .

Dietas
Item CN OCA OMA  OCAOMA PEIXE Médias EPM!
TBARS-RL
Dia 84 0,029 0,041 0,032 0,039 0,039 0,036b  0,0004
Transporte 0,043 0,032 0,050 0,061 0,050 0,047%  0,0008
Médias 0,036 0,037 0,041 0,050 0,044
EPM! 0,0013 0,0011 0,0015 0,0021 0,0024
TBARS-SG
Dia 84 0,058 0,066 0,057 0,062 0,067 0,062b  0,0003
Transporte 0,062 0,063 0,097 0,111 0,090 0,085a  0,0020
Médias 0,060 0,064 0,077 0,086 0,077
EPM* 0,0011 0,0010 0,0058 0,0044 0,0033
DPPH (% descoloracao)
Dia 84 4,992 5,542 5,080 5,087 4,538 5,024b  0,0590
Transporte 6,195 6,932 6,725 5,212 6,307 6,2722 0,0825
Médias 5,594 6,237 5,902 5,150 5,201
EPM* 0,2101 0,1767 0,2670  0,1033 0,1720
TAC
Dia 84 0,507 0,536 0,515 0,511 0,554 0,526 0,0067
Transporte 0,736 0,485 0,512 0,489 0,482 0,544 0,0076
Médias 0,622 0,511 0,514 0,500 0,527
EPM! 0,0207 0,0159 0,0179 0,0171 0,0162

' — EPM = erro padréo da média, n=8 repeticdes por dieta
,° — médias dos tratamentos nas colunas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Duncan

a

(p<0,05)
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Embora néo tenha sido verificado efeito de tratamento para os parametros
estudados, o tratamento com Oleo de peixe apresentou 0s menores valores de

TBARS (p=0,06), com uma tendéncia a reducao neste parametro.

O efeito anti-inflamatério dos 6leos de caju, mamona e 6leo de peixe tem
sido verificado em estudos anteriores. No entanto, neste estudo buscou-se
verificar os efeitos destes 6leos sobre o status oxidativo de caes. Apesar de
aparentemente distintas estas funcées no organismo, MOREIRA e MANCINI-
FILHO (2003) demonstraram que especiarias comumente empregadas na
alimentacdo, ricas em compostos fenolicos, foram eficientes em inibir os
processos oxidativos em ratos e um dos mecanismos verificados para a inibicao
da lipoperoxidagdo foi por meio da reducdo da atividade de enzimas
cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX), as quais estdo envolvidas na sintese
de mediadores inflamtérios no organismo pela oxidacdo do acido araquiddnico,

gerando produtos de oxidacao lipidica.

Os mecanismos de defesa antioxidante do organismo foram evoluindo ao
longo dos anos para limitar os danos promovidos pelos ataques intra ou
extracelulares dos radicais livres. O organismo apresenta dois principais sistemas
de acdo antioxidante, que sdo o enzimatico, representado por enzimas como a
superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e NADPH quinona
oxidorredutase, além de enzimas de reparo, e 0 sistema ndo enzimatico,
representado por vitaminas E e C, carotendides, flavondides, proteinas
plasmaticas, selénio, glutationa, clorofilina e aminoacidos, entre outros (BIANCHI
& ANTUNES, 1999).

Os 6leos de caju e mamona empregados nesta pesquisa apresentam como
principais compostos antioxidantes o cardanol e &cido ricinoléico,
respectivamente. O cardanol € um composto fendlico que atua pelo sequestro
direto dos radicais livres, tanto em meio lipofilico quanto hidrofilico, por meio da

doacdo de ions hidrogénio. Gragas a este mecanismo de acdo, oS compostos
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fenolicos apresentam importante funcdo inibindo a reagcdo em cadeia (fase de
propagacgéo) promovida pelos radicais livres (RODRIGUES et al., 2006). Apesar
disto, os compostos fendlicos ndo atuam em todos os tipos de processos
oxidativos e podem atuar como substancias pro-oxidantes dependendo da dose
empregada (BIANCHI & ANTUNES, 1999). Embora os mecanismos de acao do
acido ricinoléico ainda sejam pouco conhecidos, OLOYEDE (2012) demonstrou
gue este composto, mesmo em baixas concentracdes (0,00625 mg/mL) foi capaz
de inibir, in vitro, a oxidacao induzida pelo ferro, além de ser eficiente no sequestro
de radicais hidrogénio e perdxido de hidrogénio, sendo estes efeitos superiores
aos verificados por antioxidantes conhecidos, como o butil hidroxianisol (BHA),

alfa-tocoferol e acido ascorbico.

Tendo em vista as doses empregadas nos estudos em outras espécies e no
presente estudo em cédes, uma possivel explicacdo para a auséncia de efeitos dos
Oleos de caju, mamona ou da associacdo de ambos sobre o status oxidativo de
cées pode ser explicada pela baixa concentracdo destes compostos nas dietas,
havendo necessidade de outros estudos com diferentes dosagens para confirmar
esta hipotese. Neste estudo, os animais receberam em média, aproximadamente
9 mg/kg do dGleo de caju, 3 mg/kg do 6leo de mamona e 23 mg/kg da associacdo
de ambos. Nao foram encontrados outros estudos com estes compostos em caes

para efeitos comparativos de resultados.

LING (2006) verificou os efeitos do extrato alcodlico do 6leo de caju sobre o
status oxidativo em ratos diabéticos e verificou que na dose de 250, 500 e 1000
mg/kg, houve reducao significativa nas concentracées séricas de malondialdeido
(MDA) dos animais, além de melhora na regulacéo das concentracdes glicémicas
dos ratos. Em outro estudo, BROINIZI et al (2008) suplementaram 200-400 mg/kg
de extrato hidroalcodlico de bagaco do pedunculo do caju em ratos e verificaram
que, embora ndo tenha ocorrido modificacdo nos parametros oxidativos
plasmaticos, os animais suplementados apresentaram melhor status oxidativo

cerebral e maior concentracdo de acidos graxos poliinsaturados neste 6rgdo, com
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possiveis beneficios para o sistema nervoso. Os efeitos do extrato aquoso do
Anacardium occidentale sobre o status oxidativo também foram estudados por
FAZALI et al. (2011), em coelhos hipercolesterolémicos, que verificaram reducao

nas concentracdes de MDA nas doses de 100-200 mg/kg.

Com relacdo ao 6leo de mamona, foram encontrados poucos estudos na
literatura, nos quais os efeitos in vivo deste composto foram estudados.
RAVISHANKAR et al. (2012), estudaram os efeitos da intoxicagdo com tetracloreto
de carbono (CCls) em ratos tratados previamente com extrato etandélico de Ricinus
communis e verificaram os animais tratados com 300 ou 500 mg/kg deste extrato
apresentaram efeitos mais brandos da intoxicacdo por este composto, quando
comparados ao grupo Controle, ndo tratado. A atividade de sequestro dos radicais

livres foi o principal mecanismo protetor atribuido pelos autores.

Neste estudo, os Oleos contendo compostos antioxidantes foram ainda
submetidos ao processo de extrusdo, visando reproduzir as condi¢cdes de
processo industrial as quais os alimentos para cdes sdo submetidos.
Considerando a sensibilidade de compostos fendlicos ao tratamento térmico,
podem ter ocorrido perdas destes compostos durante a extrusdo. Embora esta
hipétese seja levantada, ndo foram encontrados estudos na literatura para uma
discusséo mais aprofundada. Sabe-se que o acido anacardico presente no 6leo de
caju é termicamente instavel e quando submetido a elevadas temperaturas é
transformado em cardanol (KUMAR et al.,, 2002). Nao foram determinadas as
concentracfes dos compostos antioxidantes nos 6leos estudados, antes e apoés a

extrusdo, para verificar possiveis perdas durante este processo.

Os Obleos e extratos extraidos de frutas, algas e outros alimentos séo
susceptiveis as perdas de acordo com o método de obtengcdo. LIMA &
GONCALVES (1997) encontraram diferengas com relagéo a técnica de extragao.
A extracdo a frio se mostrou mais eficiente do que a extracdo a quente, com

relacdo ao teor de tocoferdis do 6leo da castanha de caju, mas em relacdo a
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composicdo de acidos graxos ndo houve diferenca. Este fato reforca possivel
efeito danoso da extrusdo sobre os compostos antioxidantes destes ingredientes.
ROESLER et al (2007) estudou a funcdo antioxidantes de frutos do cerrado e
encontrou uma relacdo entre concentracdo de fendis totais e a capacidade de
sequestrar radicais livres dos extratos de fragbes das frutas. Foram utilizados
polpa, semente e casca dos frutos de lobeira, pequi, araticum, cagaita e banha de
galinha, por dois métodos de extracdo. Os extratos com maior concentracdo de
fendis totais apresentaram maior atividade antioxidante. Concluiram ainda que
para a extracdo seletiva de antioxidantes naturais, é de grande importancia e

necessario um estudo sobre o solvente mais apropriado.

MELO et al (2008) verificaram que o0 extrato aquoso e acetdnico da acerola,
seguido pelo do caju, destacaram-se com 0 mais elevado teor de fendlicos totais.
Neste mesmo estudo, 0s extratos acetbnico da acerola, caju, pinha e goiaba
exibiram uma elevada capacidade de sequestrar o radical DPPH (superior a 70%),

superior a encontrada por fendlicos sintéticos como o butil hidroxianisol (BHT).

Nesta pesquisa, a utilizacdo do 6leo de peixe teve como propésito verificar
seus efeitos sobre o status oxidativo dos animais, uma vez que os dados da
literatura sé@o controversos com relacdo a este efeito. SEALLS et al. (2008)
relataram aumento da peroxidacao lipidica hepatica em animais alimentados com
dietas contendo Oleo de peixe. Outros estudos observaram uma reducdo na
producdo de EROs e do estresse oxidativo associado ao uso do EPA (SAW et al,
2010; TANAKA et al, 2010). As diferentes conclusdes entre estes estudos séo
provavelmente devido as diferentes dosagens absolutas empregadas e relacdes

entre acidos graxos das familias 6mega 6 e 3.

Os acidos graxos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA),
além de participarem como constituintes celulares neuronais, também competem
com o acido araquidonico na sintese de mediadores inflamatorios, dando origem a

mediadores menos inflamatdrios, o que reduz os danos oxidativos decorrentes da



48

degradacdo do &cido araquidénico. Gragas a este efeito, estes acidos graxos tém
sido extensivamente utilizados em doencas cronicas degenerativas (GROSS et al.,
2010; FORRESTER et al., 2010). Conforme verificado por WANDER et al. (1997),
em dietas para caes, relacdes muito baixas (proximas de 1:1) entre estes acidos
graxos devem ser evitadas, pois aumentaram as concentragdes de metabdlitos da
oxidacao lipidica (malondialdeido) no plasma de cées. Neste estudo, a relacédo
exata entre o acido alfa-linoléico e EPA+DHA nédo foram determinadas, mas
estima-se, pelos niveis de gordura de aves e 0leo de peixe incluidos nas dietas,
que tenham ficado ao redor de 9:1. Possivelmente devido aos mecanismos de
acdo explicados acima, a dieta contendo Oleo de peixe tendeu a reduzir as
concentracbes séricas de TBARS nos animais pertencentes a este grupo, em

relacdo aos demais (Tabela 3).

Apesar disto, SUGIHARA et al. (1994) verificaram que a peroxidacao
lipidica em cultura de hepatdcitos de ratos é proporcional a insaturacdo da cadeia
do acido graxo em questdo, da seguinte maneira: DHA > EPA > AA (&cido
araquidonico) > alfa-linolénico > alfa-linoléico > oléico. Reforgando estes achados,
ALMEIDA (2011) submeteram ratos a dietas hiperlipidicas e verificaram que as
dietas contendo 6leo de peixe (35% da gordura total) aumentaram a peroxibilidade
lipidica hepética, vista pelo aumento no TBARS neste tecido, embora as
concentracdes plasmaticas de colesterol e triglicerideos tenha diminuido.

De acordo com os dados verificados neste estudo, a inclusao de 0,5% de
Oleo de peixe em dietas contendo 30% da energia metabolizavel proveniente dos
lipideos foi considerada segura, sem efeitos sobre os parametros oxidativos

estudados.

Embora o protocolo de inducdo do stress nos animais nesta pesquisa tenha
sido eficiente na inducdo da lipoperoxidacéo, nao verificou-se efeito protetor dos
Oleos de caju, mamona ou peixe sobre as concentracfes de TBARS. Ao contrario

do verificado nos resultados de percentual de descoloracdo do radical DPPH e da
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Capacidade Antioxidante Total dos animais, esperava-se com este protocolo uma
redugdo na Capacidade Antioxidante Total e redugdo no percentual de
descoloracdo do DPPH, pelos antioxidantes presentes na amostra. Possivel
explicacdo para este efeito contrario ao esperado pode ser devido a indugcédo dos
sistemas antioxidantes enzimaticos do organismo (CAT, SOD e GPx), além da
sintese e liberagdo de moléculas com agéo antioxidante pelo organismo, como por
exemplo o acido ascorbico, acido Urico e proteinas. Apesar disto, estes compostos
nao foram quantificados nesta pesquisa. Estes achados ressaltam a importancia
de avaliagcbes completas de muitos parametros oxidativos, quando se estuda
antioxidantes, visando estabelecer relacdes fisioldgicas entre as modificacbes em

cada parametro estudado.

V. CONCLUSAO

A adicdo dos 6leos de caju, mamona e peixe, nas dosagens empregadas

neste estudo ndo promoveu modifica¢cdes no status oxidativo dos caes.

O protocolo de stress avaliado neste estudo foi eficiente em estimular o
sistema de defesa antioxidante dos animais e induzir a producao de produtos da

liperoxidacgao.
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