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RESUMO GERAL

Situagdes estressantes sdo inevitaveis para gatos e tém como resultado o
aumento na producdo de radicais livres os quais sdo associados as doengas.
Dessa maneira, objetivou-se avaliar os niveis crescentes de suplementacdo de
um pool de antioxidantes ndo enzimaticos (AOX) em dieta de gatos e seus
efeitos sobre o estresse fisioldgico, avaliacdo dos status oxidativo, bioquimica
sérica, parametros do equilibrio acido-basico, fragilidade osmotica eritrocitaria,
parametros urindrios e hemograma completo. Foram utilizados 24 gatos adultos,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro niveis (0,
250, 500, 750 mg de AOX/kg de alimento na matéria seca) e seis repetigdes
durante 80 dias. Coletou-se sangue dos gatos em jejum no dia 0 e a cada 20 dias
(tempos - T). No 61° dia, os gatos foram submetidos a um estresse induzido por
meio da presenga de cdes proximo ao recinto experimental (agente estressor;
AE) que permaneceram até o final das avaliagdes. Observou-se que os efeitos
estresse induzido foram controlados pela suplementacio de AOX com
manutencdo dos niveis plasmaticos de cortisol e dialdeido maldnico e
consequente manutengdo da atividade da enzima superoxido dismutase e
redugdo da atividade da enzima catalase. Houve, ainda, o aumento do HDL-c
conforme a aumento dos niveis de suplementagdo do AOX. Nos parametros do
balango acido basico, houve aumento na pressio parcial de diéxido de carbono e
do bicarbonato plasmaticos, conforme a aumento dos niveis de suplementagio
do AOX. Houve, ainda, aumento da concentragdo da hemoglobina nos gatos
suplementado com os maiores niveis estudados. Nao houve diferengas nas
demais variaveis estudadas. Conclui-se que o AOX causa importante controle do
estresse, sendo recomendado o nivel de 750 mg/kg de matéria seca de dieta para
gatos adultos.

Palavras-chave: Equilibrio 4acido-basico. Estresse. Felinos. Radicais livres.



GENERAL ABSTRACT

Stressful situations are inevitable for cats and result in the increase on
the production of free radicals, which are associated to diseases. Thus, we aimed
at evaluating the increasing levels of supplementation of a pool of non-
enzymatic antioxidants (AOX) in cat diets and its effects over physiological
stress, oxidative status evaluation, serum biochemistry, acid-base balance
parameters, erythrocyte osmotic fragility, urinary parameters and complete
blood count. Twenty-four adult cats were distributed in a completely
randomized design with four levels (0, 250, 500, 750 mg of AOX/kg of feed in
dry matter) and six replicates during 80 days. Blood was drawn from the cats at
fasting in day 0 and at each 20 days (times — T). In the 61 day, the cats were
submitted to stress induced by means of the presence of dogs near the
experimental enclosure (stress agent; SA) which remained until the end of the
evaluations. It was observed that the effects of the induced stress were controlled
by the supplementation of AOX, maintaining the serum levels of cortisol and
malonic dialdehyde and, consequently, the maintenance of the superoxide
dismutase enzyme activity and the reduction of the catalase enzyme activity.
There was also an increase of the HDL-c according to the increase on the levels
of AOX supplementation. In the acid-base balance parameters there was an
increase in the partial pressures of serum carbon dioxide and bicarbonate,
according to the increase of the levels of AOX supplementation. There was also
the increase of hemoglobin concentration in cats supplemented with the highest
levels studied. There was no difference on the remaining variables studied. It is
concluded that the AOX is responsible for an important stress control,
recommending the level of 750 mg/kg of diet dry matter for adult cats.

Keywords: Acid-base balance. Stress. Felines. Free radicals.



LISTA DE FIGURAS

PRIMEIRA PARTE

Figural Esquema das respostas globais a0 eStresse........coceecvevenveninenennennene 17

Figura2 Processo de produgdo de biodiesel baseado na microalga e
obtengdo da farinha de algas ...........ccceeeeviieciieiiiiee e, 25

Figura3 Hidrolise do acido tanico, R; (galoil) e R, (digaloil) ............c........... 29

Figura4 Oxida¢do do ascorbato por meio da reducdo do radical

tocoferoxil (reciclagem do tocoferol).........coccvevuieviiiiiiiienieiiecee 32

SEGUNDA PARTE - ARTIGOS
ARTIGO 1

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Alteragdes nas concentragcdes de cortisol (A), superoxido
dismutase total (B) e catalase (C) no plasma de gatos dentro do
tempo 80 dias de suplementagdo com AOX (farinha de algas
marinhas, selénio levedura, acido ascorbico e produto de
fermentacdo de Aspergillus niger)/ kg de matéria seca da dieta. ...... 58
Alteragdes nas concentragcdes de TBARS (Dialdeido maldnico-
MDA) no plasma de gatos dentro do tempo 60 dias de
experimentacdo (A) e 80 dias de experimentacdo (B) de
suplementacdo com AOX (farinha de algas marinhas, selénio
levedura, &cido ascorbico e produto de fermentacdo de
Aspergillus niger)/ kg de MS na dieta........cccoeevveievienienieiieeee 59
Alteragdes nas concentra¢des de colesterol total (A) e HDL-c
(B) no plasma de gatos dentro do tempo 80 dias de
suplementacdo com AOX (farinha de algas marinhas, selénio
levedura, &acido ascorbico e produto de fermentacdo de

Aspergillus niger) mg/kg de matéria seca da dieta........c..oceeeeeenee. 61



ARTIGO 2

Figura 1

Figura 2

Alteragdes nas concentracdes da pressdo parcial de didxido de
carbono (A) e bicarbonato (B) no plasma de gatos dentro do
tempo 80 dias de suplementagdo com AOX (farinha de algas
marinhas, selénio levedura, acido ascorbico e produto de

fermentacdo de Aspergillus niger) mg/kg de matéria seca da

Curvas acumulativas (médias) da fragilidade osmotica
eritrocitaria de gatos apds 80 dias da suplementagdo com AOX

(farinha de algas marinhas, selénio levedura, acido ascorbico e

produto de fermentacéo de Aspergillus niger)/ kg de MS na dieta ...

82



LISTA DE TABELAS

SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

Tabela 1 Composi¢do nutricional da dieta padrao™ ...........ccccevverieriieernnnnne. 52

Tabela 2 Resultados de varidveis referente ao estresse oxidativo no
plasma de gatos durante o periodo de suplementagdo com
AOX(mg/kg dieta na MS) .....coiiiiiiiiiiiininneecceee e 57

Tabela 4 Valores médios dos pardmetros de bioquimica sérica de gatos

adultos aos 80 dias apds suplementac@o com antioxidante AOX .....60

ARTIGO 2
Tabela 1 Composi¢do nutricional da dieta padriio’.............coccoveevveveeeeereeeennn. 75
Tabela 2 Valores médios dos parametros de gasometria de gatos adultos

aos 80 dias apds suplementacdo com antioxidante AOX.................. 79
Tabela3 Valores médios dos parametros hematoldgicos e pardmetros

urinarios de gatos adultos ap6s suplementag¢do com antioxidante

Tabela 4 Valores médios (derivativos) das concentragdes de solugdo salina
(% NaCl) correspondentes a 5, 50 ¢ 95% de hemdlise em gatos
adultos apds 80 dias de suplementacdo com AOX (mg/kg MS)....... 83



2.1
2.2
2.3
24

24.1
24.2
243
24.4
2.5

2.5.1
2.5.2
253

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE

INTRODUGCAO ..o 14
REVISAO DE LITERATURA. .......cooooniririririiereenreeeeeesseeenees 16
Estresse fisiol0gico em gatos ..................cccoeeviiiniiiiniieniiiie e 16
Oxidacao, radicais livres e estresse oxidativo.................................... 19
Antioxidantes e suas combinagoes...................cc.ccoeeeiiiiiiiiieiieeene. 22
Ingredientes que podem ser utilizados no aprimoramento do
status antioxidante de gatos ...............coccevviiiiiiiiien e 24
Farinha de algas marinhas.....................cococoviiiiiiiiiii e 24
Produto da Fermentacio de Aspergillus niger .................................. 28
S@IEMED ........oiiiiiiiiieiieeee ettt et e e e be e aeesnre s 30
Acido ASCOIDICO ............ovoveceeeeeeeeeeee e 31
Avaliacdes de antioxidantes dietéticos.................cccceeevviiiiniiiiennnnnn. 33
Avaliaciio parametros SAaNgUINEOs ...............ccoeveevuieiierierienieneeeeenn. 34
Mensuracio da fragilidade osmética eritrocitaria ........................... 35
L@ T1) 11151 8 3 T WSS SUTRRNE 36
CONSIDERACOES FINAIS. ..ot 39
REFERENCIAS ......ooooooiiiieiee s 40
SEGUNDA PARTE - ARTIGOS ..ot 47

ARTIGO 1 Suplementagdo com antioxidante comercial
(EconomasE®) em alimento para gatos adultos sob estresse e seus
efeitos sobre o status oxXidativo..................cocooiiiiiiiniini, 47
ARTIGO 2 Uso de antioxidante comercial (EconomasE®) em
alimento para gatos sob estresse: efeitos nos pardmetros do
equilibrio acido-basico, urinarios e fragilidade de eritrocitos ............... 71
ANEXOS ..o e 91



14

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os problemas de saude gerados atualmente pelo estilo de vida humano
tém atingindo, também, os gatos domésticos em virtude da intensa relagdo
existente entre tais espécies. Os gatos tiveram que se adaptar a uma rotina
totalmente diferente da que tinham na natureza e, desse modo, as situagdes que
parecem ser corriqueiras para humanos podem se tornar completamente
estressantes para esses animais. Mesmo que parecam inofensivas, as atividades
como banhos, tratamentos de beleza, transporte, manipulacio indesejada ou por
pessoas desconhecidas, introdugdo de novos animais no ambiente,
confinamento, soliddo, poluicdo sonora, entre outros podem resultar em estresse
fisioldgico nesses animais.

A recuperacdo da homeostase, apds um estresse fisiolodgico, depende
intensamente da capacidade individual e, uma vez que as situacdes estressantes
sdo inevitaveis em muitas ocasides, tornam-se necessarias estratégias para a
manutencdo da saide do gato. Nesse sentido, uma boa alimentacdo é uma
importante aliada.

Por outro lado, em condi¢des normais, ao exercerem suas fungdes, as
células aerdbicas geram radicais livres que sdo denominados de espécies reativas
de oxigénio (EROs). O organismo sadio possui sistemas de defesas enddgenos e
exdgenos que o protege da acdo das EROs. No entanto, qualquer fendmeno que
gere desequilibrio entre a remog¢do e formagdo das EROs resulta em danos
destrutivos e irreversiveis para célula. Portanto, esse desequilibrio, também,
chamado de estresse oxidativo, tem sido atribuido como causa ou agravamento
de diversas doengas como o cancer, disturbios renais, cardiacos e degenerativos.

O estresse oxidativo pode ocorrer por diferentes causas, em todas as faixas
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etarias, mas pode ser intensificado nos animais em situagdes de estresse
fisioldgico.

Deste modo, a utilizagdo de nutrientes funcionais conhecidos como
nutracéuticos vem sendo bastante estudada em humanos e animais. Dentre estas
substancias se destacam os antioxidantes que s@o capazes de neutralizar as EROs
antes que as mesmas ataquem as estruturas celulares ou, ainda, no combate das
reagdes em cadeia. Os antioxidantes mais estudados na nutricdo sdo os
tocoferdis (vitamina E), 4&cido ascoérbico (vitamina C), polifenois,
oligoelementos (cobre, zinco, selénio e manganés). No entanto, em estudos
mostra-se que a utilizacdo de antioxidantes em conjunto pode ser mais efetiva do
que quando isolados, uma vez que a maioria deles atua de maneira
complementar.

Em se tratando de gatos, os dados publicados a respeito da interferéncia
dos antioxidantes sobre os pardmetros de avaliacdo do estresse oxidativo sdo
limitados. A avaliagdo ¢ descoberta de niveis ideais de uma mistura de
antioxidantes utilizados na nutri¢do poderdo auxiliar as industrias petfood a
terem maior seguranga em recomendar a utilizacdo desses produtos, ja que,
frequentemente, as quantidades adicionadas na dieta sdo extrapoladas da

nutricdo humana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estresse fisiologico em gatos

Com processo de domesticagdo, os gatos passaram a se adaptar a uma
rotina totalmente diferente da que tinham na natureza (CARRAMENHA;
CARREGARO, 2012). Situagdes corriqueiras para humanos, mesmo que
parecam inofensivas, podem se tornar completamente estressantes para os gatos.

Qualquer alteragdo ambiental que interrompa a homeostase pode ser
considerada um agente estressor (AE) (SQUIRES, 2003). Banhos, tratamentos
de beleza, transportes, manipulacdo indesejada ou por pessoas desconhecidas,
introducdo de novos animais no ambiente, poluicdo sonora e do ar,
confinamento, soliddo e outras varias situagdes, tais como agressdes infecciosas,
presenca de endo e ecto parasitas, modificagdes na alimenta¢do ¢ estresse
térmico sdo potenciais AE para gatos (BEAVER, 2003; CARRAMENHA;
CARREGARO, 2012; LACERDA NETO et al., 2004).

A interag@o entre um AE e a resposta ao estimulo manifesta-se na forma
da “sindrome de adaptagdo geral” no qual o organismo tenta reduzir os efeitos
do AE (SQUIRES, 2003). A hiperestimulacdo fisioldgica e psicologica que
ocorrem em resposta ao estresse evoluiu como um mecanismo para lidar com
ameagas a sobrevivéncia e contribui para ajustar varios sistemas em busca da
homeostase. Assim, o estresse, até certo ponto, pode ser benéfico. Entretanto,
quando estes ajustes ndo compensam o estresse ou quando a resposta ao estresse
se da de maneira excessiva, alteracdes patologicas e danos ao animal podem
ocorrer (SQUIRES, 2003).

Dentre as manifestacdes de estresse mais comuns estdo o medo,
agressividade, problemas reprodutivos, metabdlico e desvios de comportamento,

podendo evoluir para o obito em casos extremos (CARRAMENHA;
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CARREGARO, 2012). Os sintomas do estresse sdo, muitas vezes, subjetivos e
de natureza emocional (CARLSTEAD; BROWN; STRAWN, 1993).

Uma resposta imediata ao estresse agudo é denominada de luta ou fuga.
Nela, por intermédio do sistema nervoso auténomo, hd uma descarga de
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) que é seguida de uma recuperagio
dos valores basais (ROMERO; BUTLER, 2007). Quando o estresse tem a
durag@o superior a uma semana passa a ser denominado como estresse cronico
onde ha predominio da liberagdo de hormdnios glicocorticoides, como o cortisol
e a corticosterona (ROMERO; BUTLER, 2007). Os efeitos do estresse cronico
em animais sdo controlados ao nivel de hipotdlamo, mediados por mudangas no
comportamento ¢ efeitos neuroenddcrinos por meio do sistema nervoso
simpatico e do eixo hipotalamo- hipdfise-adrenal (SQUIRES, 2003). Estes

efeitos encontram-se resumidos na Figura 1.

Agente Estressor

{

Sistema Nervoso Central

Respostas Resposta
Fisiolégicas —— |Comportamental

N

Estresse Agudo Estresse Cronico
Resposta ativa: Resposta passiva:
luta ou fuga esconder,
comportamento anormal,
Adrenalina, CRH, ACTH estereotipias

Noradrenalina  Corticdides e Mineralocorticides

Figura 1 Esquema das respostas globais ao estresse

Fonte: Adaptado de Squires (2003).
Nota: CRH:  horménio  liberador de  corticotrofina; ACTH:  hormoénio
adrenocorticotréfico.
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O cortisol é o mais importante glicocorticoide em gatos (JOHSTON;
MATHER, 1979) e sua mensuragdo no sangue tem sido uma medida eficiente
para mensurar o grau de estresse, uma vez que apresenta correlagdo positiva com
o estresse agudo ou cronico (BERDA et al., 1997; LACERDA NETO et al.,
2004).

Foi demonstrado que o cortisol requer um periodo relativamente longo
para retornar aos valores normais apds um estresse em gatos. Depois de um
procedimento cirurgico, a concentragio de cortisol no plasma de gatos aumentou
24 horas apos a cirurgia e diminuiu progressivamente até retornar os niveis
basais, 72 horas depois (LACERDA NETO et al., 2004). De acordo com
Johnston e Mather (1979), a concentragdo de cortisol no plasma de gatos é
considerada maior do que em outras espécies, pois neles a concentracdo do
horménio permanece em média menor que 4ug /dl de plasma sob condigdes
normais.

O cortisol influencia no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas; promove a gliconeogénese com base em aminodcidos, aumenta a
mobilizagdo e oxidagdo de acidos graxos, eleva os niveis de colesterol,
triacilglicerol plasmaticos ¢ aumenta a deposicdo de glicogénio no figado. Esse
glicocorticoide, também, interfere na distribuicdo de agua e eletrdlitos nos
tecidos e, além disso, tem efeitos sobre imunidade e inflamagdo, provavelmente,
pela inibigdo da sintese de prostaglandinas (SQUIRES, 2003). O cortisol &,
portanto, um horménio envolvido em muitos processos metabolicos geradores
de radicais livres e sua elevagdo no plasma tem sido associado, também, com o
aumento do estresse oxidativo no organismo (DIAZ et al., 2010). Altos niveis de
cortisol podem esgotar as reservas antioxidantes como, por exemplo, a
glutationa celular que ¢ um importante substrato na defesa antioxidante

(MCANULTRY et al., 2007).
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Nesse sentido, a suplementagdo com antioxidantes dietéticos contribui
para que os mecanismos antioxidantes sejam repostos apds uma situacdo de
estresse. Além do mais, foi observado por alguns autores (CIVEN et al., 1980;
WANG et al., 2003) que, em animais submetidos ao estresse fisioldgico, ocorreu
um efeito de redug¢do nos niveis de cortisol, quando suplementados com
antioxidantes (carotenoides, vitamina C, vitamina E, selénio, ou a combinagio
deles). Entretanto o mecanismo exato desse efeito ¢, ainda, desconhecido,

principalmente, em gatos.

2.2 Oxidacao, radicais livres e estresse oxidativo

A oxidag@o é um fendmeno necessario para células em que oxigénio é
utilizado na respira¢do e produgdo de energia. Contudo, o oxigénio ¢ altamente
reativo e potencialmente toxico e, assim, mecanismos fundamentais como a
respiragdo resultam na producdo de componentes oxidantes chamados de EROs
(TUCKER, 2003). As EROs sdo capazes de reagir com qualquer biomolécula
em razdo da presenca de elétrons desemparelhados (BIANCHI; ANTUNES,
1999). E importante ressaltar que, sob condi¢des fisioldgicas normais, entre 3%
e 5% do oxigénio celular ¢ transformado em radicais livres (SOHAL;
WEINDRUCH, 1996), uma quantidade que aumenta drasticamente sob
condigdes estressantes.

Durante a respiracdo aerdbica, a conversdo do O, a H,O resulta na
formagdo de diversos compostos intermedidrios (EROs), uma vez que, ao
receber um elétron, o oxigénio forma o 4&nion superdxido (O, ),
consecutivamente, o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (OH")
antes de chegar a sua forma final de molécula de agua (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

As equagdes de conversdo do oxigénio a agua sdo:
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10, +4e +4H" —_— 2H,0

1) Oz +e D ———— 02._

2)0, " +e +2H" _— H,0O,
3)H,0,+e¢ +H' —— OH" + H,O
4)'OH+e +H' _ H,O

O O, ~ ocorre em quase todas as células aerdbicas e sua produgdo ¢é
aumentada, durante a ativagdo maxima de neutrdfilos, mondcitos, macrofagos e
eosindfilos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O H,0,, apesar de ndo ser um
radical livre, ¢ um metabodlito do oxigénio extremamente deletério, porque
facilmente € convertido em OH™ (Equagdo 3). O H,0, é capaz de atravessar
camadas lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas
ligadas ao Fe”™" (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). J4 OH" ¢ considerada a
EROs mais reativa em sistemas bioldgicos. A combinag@o extremamente rapida
dessa molécula com metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi
produzido, confirma sua alta reatividade. Assim, se o OH" for produzido
proximo ao DNA e a este estiver fixado um metal, poderdo ocorrer modificagdes
de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativagdo ou mutacdo do DNA
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O OH’ e/ou o radical alcoxila (LO") iniciam a peroxidagdo lipidica. Esta
consiste em uma reagdo em cadeia que ocorre em trés estagios: fase de iniciagio,
fase de propagacgdo e fase de terminagdo. Na fase de inicia¢do, radicais R* sdo
produzidos da retirada de um proton do acido graxo poliinsaturado. Na fase de
propagacdo, esses radicais reagem, rapidamente, com o oxigénio molecular,
formando o radical peroxil (ROO¢), o qual, também, ¢ capaz de atacar outra
molécula de lipideo poliinsaturado. Embora o radical peroxil inicial seja
convertido a hidroperéxido (ROOH), esse processo produz um novo radical Re,

o qual ¢, rapidamente, convertido em outro radical peroxil. O processo
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propagativo continua e pode tornar-se um processo de fuga, consumindo gordura
poliinsaturada e produzindo uma quantidade correspondente de hidroperdxido
(ROOH). A reag2o em cadeia ndo para até que o peroxil (ROO¢) encontre e
combine com outro radical peroxil para formar produtos inativos (BURTON,
1990).

Ha, ainda, os radicais derivados do nitrogénio, como, por exemplo, o
oxido nitrico (NO") e o peroxinitrito (ONOQO™) e as espécies reativas do cloreto.

Todos esses radicais, também, requerem o oxigénio para serem formados
(FANG; YANG; WU, 2002).

Deste modo, os organismos aerdbios sdo adaptados a conviverem em
concentragdes altas de O, e, nesse ponto, entra a importancia das defesas
antioxidantes.

O estresse oxidativo é a denomina¢do dada ao desequilibrio entre a
producdo de EROs e os sistemas de defesa antioxidante e pode resultar de um
excesso de radicais livres e/ou uma diminui¢do nos niveis de antioxidantes
(BIANCHI; ANTUNES, 1999). Esse desequilibrio pode ocorrer em funcdo de
diversos fatores que levam a processos como a peroxidacdo lipidica das
membranas celulares, destruicdo de organelas ¢ de acidos nucleicos (BASKIN et
al., 2000).

Por isso, as EROs vém sendo associadas ao surgimento ou agravamento
de doengas renais (KARGIN; FIDANCI, 2001), cardiacas (SUZUKI; KANEKO;
CHAPMAN, 1991), cancer (LOPACZYSKI; ZEISEL, 2001) e diversas doengas
degenerativas (ZICKER; WEDEKIND; JEWELL, 2006).

No entanto, abordagens dietéticas eficazes, para reduzir os efeitos do

estresse oxidativo, ndo tém estado disponiveis.
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2.3 Antioxidantes e suas combinacdes

Os antioxidantes agem interagindo com as EROs antes que esses possam
reagir com as moléculas biologicas, evitando que ocorram as reagdes em cadeia
ou prevenindo a ativacdo do oxigénio a produtos altamente reativos.
Considerando essa fungdo, o antioxidante pode preservar a integridade estrutural
ou fun¢do de uma molécula bioldgica e, assim, preservar a sua acdo na célula
(ZICKER; WEDEKIND; JEWELL, 2006).

Dentre as enzimas antioxidantes envolvidas na remocdo das EROs, a
superdxido dismutase (SOD) ¢ ativada para catalisar a dismutacdo do radical
superéxido em H,0,. Existem quatro isoenzimas da SOD que diferem pelo
metal ligado ao seu sitio ativo, podendo ser o cobre, o zinco, 0 manganés ou o
ferro (VALKO et al., 2006).

A SOD 1 é a primeira isoenzima, sendo esta complexada ao cobre e
zinco ¢ esta presente no citoplasma, nucleo e liquido extracelular. A SOD 2 é
complexada por manganés e estd presente no interior de mitocondrias e
corresponde a principal defesa antioxidante celular pelo alto consumo de
oxigénio e liberag¢io de radicais livres nesta organela (VALDIVIA et al., 2009).
A SOD 3, que é complexada ao cobre e zinco, possui um peptideo sinalizador
presente no espago extracelular de tecidos como endotélio vascular do musculo
liso, células alveolares tipo III, cornea e esclerdtica. Existe, ainda, a SOD 4,
complexada ao ferro, que ¢ encontrada somente em bactérias, algas ¢ vegetais
superiores (VALDIVIA et al., 2009).

O H,0, formado pela agdo da SOD ¢ mais estavel que o O," ", mas ainda
¢ toxico e, entdo, precisa da agdo de outras enzimas. Para ser removido das
células, precisa de reagdes adicionais, que sdo realizadas pela agdo da glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) (TUCKER, 2003). Uma vez que a GPx ¢

encontrada em varios compartimentos celulares e a CAT ¢ localizada,



23

principalmente, nos peroxissomos, a eficacia de remocdo de H,O, nas células é
maior com GPx. No entanto, na presenga de estresse oxidativo, a catalase ¢ a
enzima antioxidante mais adaptavel e desempenha um papel significativo na
defesa nas células contra danos oxidativos (MATES; PEREZ-GOMEZ;
CASTRO, 1999). A GPx possui em sua estrutura um residuo de cisteina ligada a
um selénio e a deficiéncia deste mineral decorre em redugdo na atividade desta
enzima (ROVER JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001). Assim, se as enzimas
antioxidantes sd3o metaloenzimas, 0s microminerais s€ tornam necessarios em
quantidades suficientes na dieta para assegurar a sintese enzimatica nas
organelas celulares e, consequentemente, para maximizar a eficiéncia do
antioxidante (TUCKER, 2003).

Porém, a acdo dos antioxidantes enzimdticos ndo ¢ suficiente para
impedir completamente a formagdo de radicais livres ¢ da peroxidagio lipidica.
Ha um segundo nivel de defesa antioxidante, o que inclui os antioxidantes
soliveis em gordura (vitaminas A, E, carotenoides e ubiquinona) e soluveis em
agua (por exemplo, acido ascdrbico, glutationa e dacido urico). Estes
antioxidantes sdo potentes compostos bloqueadores de cadeia que impedem a
formagio e propagacdo em cadeia dos radicais livres (TUCKER, 2003).

Desta maneira, o metabolismo de renovagdo das EROs ¢ bastante
complexo e, para que funcione corretamente, ¢ necessdrio que haja a sua
disposi¢do todas as substancias que auxiliem na atividade. Nesse ponto, entra a
importancia da suplementagdo, via dietética, de agentes que atuem contra a
oxidacdo. O aumento dos niveis de antioxidantes na dieta auxilia no aumento
dos niveis antioxidantes circulantes, sendo estes responsaveis pela reducdo de
produtos finais da oxidacdo (JEWELL et al., 2000).

O fornecimento de antioxidantes via dieta pode ajudar em uma completa

protecdo ao animal, assim como auxilia para que os recursos antioxidantes sejam
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utilizados de maneira eficiente como, por exemplo, a reciclagem eficiente de
vitamina E na presenga da vitamina C e selénio (TUCKER, 2003).

Entretanto, a necessidade de suplementag@o dietética com antioxidantes
varia com a idade, raga, saude, estado fisioldgico e, também, em situagdes de
estresse fisioldgico. A exposi¢do ao ar, doenga, poluicdo (incluindo fumaga de
cigarro), contribuem para o estresse oxidativo, tornando essencial o
fornecimento adequado de niveis de compostos antioxidantes e¢ precursores de

SOD, GPx e CAT para auxiliar na sua formagdo (TUCKER, 2003).

2.4 Ingredientes que podem ser utilizados no aprimoramento do status

antioxidante de gatos

Sdo diversos os ingredientes possiveis de serem utilizados na nutri¢do de
cées e gatos. A seguir serdo exposto alguns capazes de fornecerem antioxidantes

de diversas naturezas.

2.4.1 Farinha de algas marinhas

O termo alga refere-se a uma fracdo de plantas inferiores que contém
clorofila nas células e que é tipica habitante do ambiente aquatico (KOVAC et
al., 2013). As algas marinhas, de maneira geral, representam uma importante
fonte de antioxidantes naturais, uma vez que tém sistemas de defesas
antioxidantes bem desenvolvidos para suportar as variagdes ambientais como
temperatura, pH e presenca de poluentes (ROCHA, 2008). Sdo ricas em
polissacarideos, minerais e algumas vitaminas, além de outros compostos como
proteinas, lipideos e antioxidantes que proporcionam as caracteristicas

antibacterianas, antifingicas e antivirais (HOLDT; KRAAN, 2010).
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Conforme suas dimensdes, as algas podem ser divididas em macroalgas
(algas macroscopicas) e microalgas (algas microscopicas) (KOVAC et al.,
2013). Quanto ao crescimento, as microalgas, praticamente, dobram e até
triplicam sua biomassa em 24 horas e em virtude desse rdpido crescimento e,
também, porque algumas espécies sdo ricas em Oleo, as microalgas sdo fontes
potenciais de biodiesel (ASHFORD et al., 2000). Nesse sentido, um coproduto
provindo do processamento de algas para o biodiesel ¢ denominado de farinha
de algas (Figura 2). A farinha de algas do biodiesel, por conter o6leo residual,
proteinas e carboidratos vem se tornando importante fonte de nutrientes
essenciais sob a forma de alimentos, principalmente, pela quantidade que vem
sendo gerada. Em torno de trés a quatro vezes mais farinha de algas é produzida

por peso do que biodiesel provindo de algas (LOHREY, 2012).
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Figura 2 Processo de producdo de biodiesel baseado na microalga e obtengdo da
farinha de algas

Fonte: Adaptado de Lohrey (2012).
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Uma vez que muitos estudos de seguranga comprovaram a adequacdo da
biomassa algal como suplemento alimentar animal (FICHTALIL
SENANAYAKE, 2010), as microalgas vém sendo incorporadas em alimentos de
uma variedade de animais e, de fato, 30% da producdo mundial de algas sdo
vendidas para aplicagdes em alimentacdo animal (FICHTALI, SENANAYAKE,
2010).

A microalga Schizochytrium sp. ¢ utilizada para producdo comercial do
oleo rico em 6mega-3, o acido docosahexaenodico (DHA, C22: 6) e na forma
seca, também, como fonte de DHA para alimentos e suplementos nutricionais
(ASHFORD et al., 2000). Nao foi encontrada toxicidade ou patogenicidade
associada a essa alga Schizochytrium sp. (HAMMOND et al., 2001), a qual vem
se tornando uma das mais populares microalgas como fonte de biomassa rica em
proteina e componentes, especialmente, carotenoides, pigmentos, extratos
antioxidantes e acidos graxos essenciais (HAKIM, 2012). Nessa alga, cerca de
50-77% do peso corresponde a quantidade de lipideos (KOVAC et al., 2013) e
25-45% dos écidos graxos nos triacilgliceréis sdo do tipo DHA (ASHFORD et
al., 2000).

O conteudo de oleo na farinha de algas varia de acordo com o
processamento utilizado para a extra¢cdo. O método por prensa para extragdo de
o6leo em algas, por exemplo, produz o 6leo bruto e uma farinha oleosa de alga
contendo, aproximadamente, de 10-12% de residuos de éleo rico em DHA
(LOHREY, 2012). Dentre outros métodos inclui a extragdo por solventes, os
quais podem ser empregados o benzeno, o éter etilico e o hexano, que, quando
combinados com a prensagem, reduz o residuo de 6leo para 5% na farinha de
algas (KOWALSKI, 2010).

Fontes de DHA s3o importantes para cdes e gatos por serem espécies
ineficientes na conversdo de acido o linoleico em cadeias maiores de acidos

graxos dmega-3. Nesse sentindo, o Nacional Research Council (2006) atualizou
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os requerimentos de DHA em caes e gatos para condicionalmente essencial nas
fases fisiologicas de maior demanda, como crescimento e reprodug@o. Assim,
inameros produtos pet food no mercado tém sido suplementados com acidos
graxos Omega-3. Para gatos adultos o DHA € recomendado, porém o
requerimento nao estd estabelecido (NACIONAL RESEARCH COUNCIL,
2006).

Em um estudo conduzido por Li et al. (2007), para avaliar o potencial de
fontes de antioxidantes de diversas microalgas, a alga Schizochytrium sp.
apresentou, relativamente, alto conteido em compostos fendlicos. Os
antioxidantes fenolicos funcionam como sequestradores de radicais e, algumas
vezes, como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacio do processo oxidativo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA ANIMAIS DE ESTIMACAO, 2012).

Os carotenoides estdo envolvidos na restricdo da propagacdo de EROs e
remove o excesso de EROs (TUCKER, 2003). O beta caroteno foi o principal
carotenoide presente no oOleo bruto oriundo de Schizochytrium sp.
(SENANAYAKE; FICHTALI, 2006). Gatos ndo conseguem sintetizar vitamina
A por beta caroteno, porém sfo capazes de absorver carotenoides dietéticos que
s3o incorporados nas membranas de organelas, especialmente, nas mitocondrias
e nos linfocitos (CAVE, 2008). Por serem de facil absor¢do e em decorréncia da
capacidade de estabilizar os radicais livres, aliados ao fato de se localizarem nas
mitocondrias, tornam os carotenoides antioxidantes muito eficazes na protego
das células contra o os agentes oxidantes (CAVE, 2008).

Embora as algas sejam consideradas como ricas em antioxidantes, ha
pouca informacao sobre atividade antioxidante das microalgas (LI et al., 2007).
Isto aumenta a necessidade de mais estudos sobre elas. Além do mais, em face
da grande producdo de biodiesel, ha necessidade de utilizagdo desses residuos

que s3o fontes de antioxidantes naturais, obtidos de processos controlados em
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biorreatores, de modo que eles nao contém herbicidas e pesticidas, ou quaisquer
outras substancias toxicas (LI et al., 2001).

Os extratos de alga apresentam melhores resultados quando em sinergia
com o a-tocoferol ou acido ascorbico e atuam neutralizando radicais 2,2-difenil-

1-picrihidrazil (DPPH) e hidroxila (+*OH) (ROCHA, 2008).

2.4.2 Produto da Fermentacao de Aspergillus niger

O fungo Aspergillus niger sob fermentacdo a uma temperatura de 28°C ¢
utilizado para a produgdo em escala da enzima tanino acil hidrolase (EC
3.1.1.20) ou mais conhecida como tanase (BATTESTIN; MATSUDA;
MACEDO, 2004; RENOVATO et al., 2010).

Os taninos s3o metabdlitos secundarios presentes em plantas, utilizadas
na nutrigdo animal, por exemplo, o sorgo, e¢ sdo considerados um fator
antinutricional capaz de interferir no aproveitamento de nutrientes para gatos
(CARCIOFI, 2008). Geralmente, sdo divididos em dois tipos: hidrolisaveis
(galotaninos, elagitaninos) e condensados (ndo hidrolisaveis) formados por
polimeros de proantocianidinas. A tanase catalisa a hidrdlise de ésteres e
ligagdes laterais de taninos hidrolisaveis, produzindo acido galico e glicose e,
portanto, ¢ usada, principalmente, na produ¢do industrial de acido galico com
base em fontes vegetais com alto teor de tanino (BATTESTIN; MATSUDA;
MACEDO, 2004) (Figura 3).
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Figura3 Hidrolise do acido tanico, R; (galoil) e R, (digaloil)
Fonte: BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO (2004).

O 4cido galico e seus derivados sdo acidos fendlicos que apresentam
uma grande variedade de agdes biologicas. O acido galico tem apresentado
atividade antiviral frente ao virus calicivirus felino (FCV) (CUETO et al., 2011)
e ¢ um potente agente no combate das EROs como superoxido, peréxido de
hidrogénio e radicais hidroxilas (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA ANIMAIS DE ESTIMACAO, 2012;
PEYRAT-MAILLARD et al., 2000). Em estudos epidemioldgicos indica-se que
esses compostos fendlicos encontrados na dieta reduzem muito os riscos a
patologias como a aterosclerose, doengas neurodegenerativas, tumores entre
outras (CARVALHO; LOCATELLI, 2009).

Hsu e Yen (2007), ao avaliarem o efeito do uso oral do acido galico em
ratos com obesidade induzida, observaram a diminui¢do do peso ¢ da esteatose
hepatica, melhora nos parametros séricos (colesterol total, LDL-c, insulina e
leptina) e diminui¢do do estresse oxidativo. De maneira semelhante, Li et al.
(2005) mostraram que o tratamento com acido galico resultou em reducdo do

nivel da peroxidacdo lipidica em ratos idosos.
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Deste modo, a tanase tem tido varias aplicacdes importantes em
alimentos, rag¢des, industrias quimicas e farmacéuticas (RENOVATO et al.,

2010).

2.4.3 Selénio

Em 1973 foi descoberto que o selénio (Se) ¢ um componente da GPx.
Descobertas subsequentes revelaram outras selenoproteinas (trés iodotironina
59-desiodases (tipos I, II e II), duas tiorredoxina redutases ¢ quatro outras
selenoproteinas distribuidas no plasma, musculo, figado e prostata (ZICKER;
WEDEKIND; JEWELL, 2006), todas envolvidas direta ou indiretamente no
metabolismo das EROs.

Outra fun¢do importante do Se, como antioxidante dietético, deve-se a
estreita interrelagdo com a vitamina E que é um poderoso antioxidante capaz de
prevenir a oxidacdo das gorduras e consequente formacdo de perdxidos
(TUCKER, 2003). Por sua vez, o Se destrdéi os perdxidos que conseguem
formar-se, apesar da agdo dos antioxidantes e da vitamina E, deste modo, o
selénio poupa a vitamina E e reduz as suas necessidades para um animal (CASE
etal., 2011; NACIONAL RESEARCH COUNCIL, 2006).

Os alimentos completos e industrializados para gatos utilizam fontes
ricas em Se (grios de cereais, carne e peixes), sendo, portanto, um elemento
abundante no alimento pronto e distirbios relacionados a deficiéncia ndo ¢ um
problema comum em cées e gatos (CASE et al., 2011).

Quanto a fonte a ser utilizada na suplementagdo, a fonte organica de
selénio demonstrou uma maior taxa de retencdo no organismo de gatos em
relagcdo a fonte inorganica e sua absor¢do, também, ocorre de forma mais rapida

(SILVA JUNIOR; SAAD; LIMA, 2008).



31

A atividade da GPx tem sido correlacionada com o status de selénio no
organismo (NACIONAL RESEARCH COUNCIL, 2006). Gatos filhotes que
ingeriram uma dieta com baixo teor de Se (0,02 mg/kg) apresentaram redugio da
GPx quando comparados aos que ingeriram um teor médio (0,40 mg/kg) (YU et

al., 2002).

2.4.4 Acido ascorbico

Vitamina C ¢ um termo genérico para descrever, qualitativamente,
compostos com atividade bioldgica do acido ascérbico, descoberto como
essencial ao metabolismo, ap6s desvendamento da origem da doenga escorbuto,
em humanos (COMBS; VITAMIN, 2008). Enquanto algumas espécies nio
sintetizam a vitamina C, cies e gatos sdo capazes de sintetiza-la em quantidades
suficientes para a manutencdo do metabolismo normal (NACIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2006). As deficiéncias de vitamina C nessas espécies
podem ocorrer como resultado do metabolismo inadequado da glicose e o
aumento nas necessidades podem ocorrer em alguns estdgios fisioldgicos do
animal, mas também por em algumas condi¢cdes como temperaturas elevadas e
altas umidades, doencas ¢ estresse. E uma vez que a vitamina C pode melhorar a
estabilidade de outros nutrientes e, também, proteger contra danos oxidativos,
ela vem sendo suplementada para cdes e¢ gatos (NACIONAL RESEARCH
COUNCIL, 2006).

A vitamina C ¢ tida como doadora de elétrons, portanto, um agente
redutor, impedindo que outros compostos sejam oxidados, muito embora ela
propria seja oxidada no processo (Figura 4). Dentre os varios tipos de espécies
reativas que recebem elétrons e sdo reduzidos pela vitamina C, destaca-se o

mecanismo de recuperacgdo do a-tocoferol, em que o radical tocoferoxil pode ser



32

reduzido pelo ascorbato retomando sua forma original, o a-tocoferol

(PADAYATTY etal., 2003).

radical tocoferoxil tocoferol
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Figura4 Oxida¢do do ascorbato por meio da redu¢do do radical tocoferoxil
(reciclagem do tocoferol)

A funglo antioxidante do acido ascorbico se deve ao fato dele remover
os radicais livres que estdo envolvidos no dano oxidativo, tais como radicais
superoxido e hidroperdxido, oxigénio molecular excitado, 0zonio, peroxinitrito,
radical nitroxido e &cido hipercloroso (CHAO et al.,, 2002; NACIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2006). Combs e Vitamin (2008) reforgam que o acido
ascorbico ¢ o mais efetivo antioxidante no plasma, liquido intersticial e fases
hidrosoltveis das células, ao citarem suas atuagdes como agente na prevengdo de
peroxidagdo lipidica (associagdo com a vitamina E), na prevengdo da oxidago
de proteinas, na prevencdo da oxida¢do do DNA e na prevencdo da oxidagdo do
oxido nitrico (NO).

Diferentemente da vitamina E, a vitamina C tem sido menos estudada
em cées ¢ gatos (ZICKER; WEKIND; JEWELL, 2006) e nos poucos trabalhos

existentes os resultados se apresentam contraditorios. Apenas a vitamina C nio



33

foi o suficiente para alterar o TBARS em cies atletas (MARSHALL et al.,
2002). A suplementag¢do de vitamina C nio induziu uma mudanga clara no status
antioxidante medido (vitamina E, A, estearato de retinol e palmitato, TBARS e
acido Urico) e parametros imunologicos em cdes adultos sauddveis em repouso
(HESTA et al., 2009). Entretanto, em ratos, a adicdo de 1500 mg de vitamina
C/kg de alimento (com base na matéria seca) mostrou-se efetiva por diminuir a
fragilidade dos eritrécitos, quando a vitamina E esta perto do requerimento
minimo na dieta (CHEN, 1981), em fun¢do do efeito reciclador que a vitamina C
promove na vitamina E.

O efeito da vitamina C pode ocorrer quando combinada com outros
antioxidantes. A suplementagdo dietética de vitamina E, vitamina C e -caroteno
reduziu o estresse oxidativo em gatos com insuficiéncia renal (YU; PAETAU-

ROBINSON, 2006).

2.5 Avaliagdes de antioxidantes dietéticos

Os dados de referéncia de parametros de estresse oxidativo publicados
em cles e gatos sdo limitados e contraditorios (FREEMAN; BROWN; RUSHI,
1999). Isto porque os estudos de suplementos antioxidantes sdo de dificil
interpretacdo, uma vez que os efeitos biologicos de antioxidantes podem ser
resultado de multiplas vias divergentes ou convergentes, tdo grande ¢ a
complexidade metabolica. Além disso, os efeitos de radicais livres demoram a
serem notados, visto que a maioria dos experimentos ¢ de curta duracdo, fato
que se torna um desafio.

Os efeitos da suplementagdo de antioxidantes podem ser avaliados de
trés maneiras, de acordo com Fang, Yang ¢ Wu (2002): 1) determinacido de
niveis enddgenos de antioxidantes; 2) mensuracdo de produtos de

macromoléculas oxidadas; 3) deteccdo direta dos radicais livres. Dentre os
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meios de avaliagdo, a detecg¢@o direta das EROs ¢ a mais complicada, uma vez
que os radicais livres possuem curto tempo de meia-vida. Assim, em vez\ de
medir diretamente radicais livres em tecidos-alvo, uma variedade de métodos
laboratoriais foi desenvolvida para medir moléculas, biologicamente, estaveis
produzidas no metabolismo dos radicais livres. Desse modo, se estes marcadores
aumentarem no sangue ou tecido, presume-se que existem mais radicais livres
sendo produzidos, e, portanto, mais danos. Caso o contrario aconte¢a, acredita-
se que a producdo de radicais livres foi diminuida (FREEMAN; BROWN;
RUSHLI, 1999).

Estes marcadores sdo especificos para biomoléculas diferentes, tais
como o DNA (8-0x0-2'- deoxiguanosina), lipideos (dialdeido maldnico [MDA]
ou, também, denominado de substancias reativas ao acido tiobarbittrico
[TBARS]), prostaglandinas (isoprostanos), proteina (por exemplo, nitrotirosina e
carbonilos de proteina) e produtos da glicagdo avancada (AGE) (FREEMAN;
BROWN; RUSHI, 1999). Uma vez que em animais de companhia, muitas vezes,
ha a restricdo de técnicas invasivas em decorréncia da ética experimental, fato
que limita avaliagdes em tecidos alvos, as determinagdes indiretas, citadas
anteriormente, sdo as mais utilizadas. A lipoperoxidagio de membranas e
estresse oxidativo sdo habitualmente monitorados pelo método TBARS e ou por
avaliacdo das atividades enzimaticas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Estas

medidas podem ser realizadas em sangue e outros fluidos.

2.5.1 Avaliacdo parametros sanguineos

As avaliagdes dos componentes do sangue auxiliam na determinacdo da
influéncia de condigdes fisiopatologicas que possam afetar a homeostase,
colaborando, assim, para compreensdo da relagdo entre as caracteristicas

sanguineas ¢ a saude dos gatos.



35

No diagnostico de possiveis distirbios metabdlicos, ¢ importante avaliar
o perfil bioquimico sérico, pois ele indica anormalidades nas concentracdes
substancias indicadoras de mau funcionamento hepatico, renal, digestivo, assim
como no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (MEYER; COLES;
RICH, 1995), os quais podem sofrer interferéncias conforme a intensidade do
estresse.

Os antioxidantes evitam que ocorra a peroxidagdo lipidica (LI et al.,
2005) e tém demonstrado efeito modulador dos pardmetros séricos,
principalmente, relacionados ao metabolismo lipidico (AVIRAM et al., 2000;
HSU; YEN, 2007).

2.5.2 Mensuracio da fragilidade osmética eritrocitaria

Os eritrdcitos sfo altamente predispostos ao estresse oxidativo, porque
neles ha altas tensdes de oxigénio, alto teor de acidos graxos poliinsaturados em
suas membranas e, ainda, apresentam uma quantidade elevada de ferro ligado a
hemoglobina (KOLANJIAPPAN; MANOHARAN; KAYALVIZHI, 2002).

O actimulo de produto de MDA que ocorre em situacdes de estresse
pode atrapalhar a organizagio da fosfatidilserina ¢ da fosfatidiletanolamina na
membrana bilateral dos eritrécitos (JAIN, 1984). Deste modo, o estresse
oxidativo diminui a fluidez celular e provoca aumento na fragilidade osmotica
eritrocitaria (FOE) (HEBBEL, 1986).

A variacdo da resisténcia dos eritrécitos pode ser medida pelo teste de
FOE, por meio da avaliagdo da hemolise, quando essas células sdo expostas a
acdo de solucdes salinas hipotdnicas (JAIN, 1973). Para melhor avaliagdo da
FOE, os resultados podem ser representados em graficos, nos quais a
porcentagem de hemolise distribui-se no eixo das ordenadas, e as concentragdes

das solugdes hipotdnicas de NaCl no eixo das abscissas, resultando numa curva
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sigmoide que representa a distribui¢@o da frequéncia acumulativa da FOE, numa
populacdo de células normais (SANT ANA et al., 2001).

A comparagdo dos resultados pode, também, ser feita pelos valores
numéricos, representando a concentragdo da solugdo salina em que houve a
hemolise minima (5%), hemoélise maxima (95%) ou a FOE média, momento em
que ocorre hemdlise de 50% dessas células (SANT ANA et al., 2001).

Porém em felinos, a FOE é uma técnica pouco empregada, com poucas
referéncias quanto aos seus valores em condi¢cdes normais ¢ nas diferentes
afecgdes. Nessa espécie, a mesma pode estar aumentada em situagdes de estresse
oxidativo como nas anemias hemoliticas e doengas de modo geral (JAIN, 1973).

Quanto aos antioxidantes, a suplementacdo de vitamina E induziu a
mudangas na peroxidagao lipidica e, consequentemente, reduziu a FOE de ratos

induzidos ao estresse oxidativo (AMBALI et al., 2010).

2.5.3 Gasometria

A gasometria sanguinea consiste na medi¢do do pH e dos gases
dissolvidos que contribuem para o equilibrio 4cido-basico consistindo num
exame que determina o estado metabdlico assim como a eficiéncia das trocas
gasosas cardiopulmonares (DETHIOUX; GOY-THOLLOT, 2007). Ha a
formagdo de grandes quantidades de CO, resultantes do metabolismo para
obtenc¢ao de energia das gorduras, carboidratos e proteinas, que ¢ transformado e
um acido fraco, o acido carbonico (H,CO;), que ¢ revertido nos pulmdes em
CO; que ¢ eliminado rapidamente (MEYER; COLES; RICH, 1995).

O pH normal do sangue venoso em gatos se mantém entre 7,28-7,41
(DIBARTOLA, 2006) e sua regulacdo ¢ feita por diversos sistemas de tamp3ao.
Dentre os tampdes, o tampao bicarbonato/acido carbonico é o mais importante

pela rapidez com que o CO, pode ser eliminado pelos pulmdes apds a conversao
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do H,CO; (MEYER; COLES; RICH, 1995). Deste modo, o pH sanguineo
anormal surge, quando a propor¢do de HCO; (metabdlico)/pCO, (respiratorio)
afasta-se de 20:1 (baseado na equacdo de Hendenson-Hassebalch) (MEYER;
COLES; RICH, 1995).

A taxa de eliminacdo do CO, depende do ritmo e profundidade da
respiragio (MEYER; COLES; RICH, 1995). Em situagdes de estresse ¢
ansiedade pode ocorrer hiperventilagdo pulmonar, ou seja, a expiracdo do
diéxido de carbono pode exceder a sua taxa de produgdo o que caracteriza por
baixa de pCO, e, consequentemente, alcalose respiratéria (DIBARTOLA, 2006).

O controle pulmonar do pH sanguineo, como ja mencionado, pode
ocorrer rapidamente (horas) as alteragdes pela expiragdo do CO,, ao passo que
os rins levam de 12 a 24 horas para responder e dias para completar a
compensacio metabolica (MEYER; COLES; RICH, 1995). O excesso de base é
uma mensuragdo utilizada para investigar alteracdes metabdlicas, uma vez que
quando positivo (HCOs;- aumentado) indica uma alcalose metabdlica. Um
excesso de base negativo (HCO;™ diminuido) indica uma deficiéncia de base
(acidose metabdlica). Por outro lado, um aumento na pCO, que, na verdade
causa um aumento na concentragdo de H,CO; ¢é conhecido com acidose
respiratoria ¢ uma diminui¢do é chamada de alcalose respiratoria (MEYER;
COLES; RICH, 1995).

Desde que o organismo esteja bem provido com sistemas tampdo, a
compensacdo (uma tentativa em corrigir o desequilibrio acido-basico) é vista
clinicamente.  Deste modo, ¢ incomum uma  acidose/alcalose
metabolica/respiratoria pura (MEYER; COLES; RICH, 1995).

As respostas ao estresse estdo intimamente envolvidas com o balango
acido basico e, de acordo com Sivakumar, Singh e¢ Varshney (2010) a

suplementa¢do com antioxidantes (vitamina C, vitamina E e selénio) contribui
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para o restabelecimento do equilibrio. Porém, ndo foram encontradas pesquisas

em gatos.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a pesquisa realizada, observou-se que os antioxidantes
dietéticos assumem fundamental importdncia na manutencdo da satde, no
entanto, ha poucos trabalhos cientificos em gatos publicados até o momento.
Deste modo, objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos da suplementagéo
dietética com niveis crescentes de um antioxidante comercial (AOX) a base de
algas marinhas, selénio, vitamina C e produto de fermentagdo de Aspergillus

niger para gatos submetidos a um agente estressor.
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Resumo

Os radicais livres (EROs) sdo produzidos continuamente durante a vida, porém
em situagdes estressantes sua producdo aumenta drasticamente. Objetivou-se
avaliar o efeito de um composto comercial AOX (EconomasE, Alltech), a base
de algas e outros antioxidantes ndo enzimaticos, em dietas para gatos induzidos
ao estresse. Foram utilizados 24 gatos adultos, pesando 3,72+0,74 kg,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro niveis de
AOX (0, 250, 500, 750 mg/kg de alimento na matéria seca) e seis repeticdes
durante 80 dias. Coletou-se sangue dos gatos no dia 0 e a cada 20 dias para
avaliacdo do status antioxidante. No 61° dia, os gatos foram induzidos a um
estresse pela presenca de cdes proximos ao recinto experimental (agente
estressor; AE) que permaneceram até o final das avaliagdes. Observou-se uma
interagdo entre os fatores nivel e tempo (P<0,05) para o variavel cortisol,
dialdeido malonico (MDA) e atividades das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT). Apds a¢do do AE, os animais que receberam 750 mg
de AOX/kg foram os unicos que ndo aumentaram os niveis de cortisol. Para o
MDA e atividade de SOD, os valores ndo aumentaram para os gatos que
ingeriram 500 ¢ 750 mg de AOX/kg, visto que nesses mesmos niveis houve
diminuicdo da atividade da CAT. A atividade da glutationa peroxidase
apresentou efeito para o fator tempo (P<0,05), ndo diferindo conforme os niveis
de AOX. No ultimo dia experimental, observou-se efeito linear (P<0,05)
crescente do HDL-c, conforme os niveis ingeridos. Conclui-se que o AOX
apresenta efeito anti-estressor com alteracdes benéficas no status oxidativo e
aumento do HDL-c em gatos, sendo recomendado o nivel de 750 mg/kg de
dieta. Este é o primeiro estudo avaliando AOX em gatos e os resultados aqui
encontrados poderdo servir de referéncias para estudos futuros.

Palavras-chave: cortisol, enzimas antioxidantes, felinos, peroxidagao.
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Introducgéo

Ao exercerem suas fungdes normais, as células aerdbicas geram radicais livres
que sdo denominados como espécies reativas de oxigénio (EROs). Para se
proteger, o organismo sadio possui sistemas enzimaticos ou ndo enzimaticos,
enddgenos ou exogenos, que contribuem para a homeostase.

Entretanto, qualquer fenomeno que promova desequilibrio entre
producdo e remocgdo das EROs resulta em prejuizos as células (Lopaczyski and
Zeisel, 2001). Nessa situa¢do, também conhecida como estresse oxidativo, ha
ocorréncia de danos irreversiveis que incluem a peroxidag¢do lipidica das
membranas e destruicdo de organelas e de acidos nucleicos (Baskin et al., 2000).
Por isso, as EROs vém sendo associadas ao surgimento ou agravamento de
doencas renais (Kargin and Fidanci, 2001), cardiacas (Suzuki et al., 1991),
tumores (Lopaczyski and Zeisel, 2001) e diversas doengas degenerativas (Zicker
et al., 2006).

O estresse em gatos pode ser induzido por manuseio indesejado,
mudancas no ambiente, endo e ectoparasitismos, convivéncia com outros
animais, contengdo fisica e exposi¢do continua a sons de alta frequéncia
(Beaver, 2003; Griffin and Humme, 2006). Deste modo, a elevagdo dos niveis de
glicocorticoides no plasma que ocorrem em situagdes de estresse fisiologico tem
sido associada com o aumento do estresse oxidativo (Diaz et al., 2010).

Por outro lado, o uso de nutrientes funcionais conhecidos como
nutracéuticos tém sido extensamente estudados em humanos e pets com o
proposito de garantir maior longevidade e qualidade de vida. Dentre eles,
destacam-se os antioxidantes, que sdo substancias capazes de agir de maneira
direta na desativacio das EROs ou indireta por participar de sistemas
antioxidantes enzimaticos (Zicker et al., 20006).

As enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa

peroxidase (GPx) sdo consideradas a primeira linha de defesa antioxidante por
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catalisarem reagdes de EROs (Zicker et al., 2006). Ja os antioxidantes nio
enzimaticos mais estudados na nutri¢do sdo os tocoferdis (vitamina E), acido
ascorbico (vitamina C), polifendis, oligoelementos (cobre, zinco, selénio e
manganés), carotenoides e, ainda, acidos graxos poliinsaturados (Fang et al.,
2002). A utilizagdo de antioxidantes combinados ¢ mais efetiva do que quando
isolados (Wedekind et al., 2002; Zicker et al., 2006), principalmente, em virtude
da agfo sinérgica que alguns podem apresentar. Nesse sentido, ha sugestdo de
que a suplementagdo de um composto comercial, a base de farinha de algas (rica
em compostos fendlicos e acido docosahexaenoico), selénio orgdnico e outros
antioxidantes ndo enzimdticos (AOX), apresenta funcdes fisiologicas
redundantes a vitamina E e, também, proporciona aumento da capacidade
antioxidante total quando suplementado em frangos de corte (Pierce et al., 2009;
Xido et al., 2011). Porém, ndo ha relatos da efetividade do composto em animais
em que se busca a longevidade, como os pets.

O estudo e possivel descoberta de niveis 6timos de antioxidantes usados
na nutricdo poder@o contribuir para que as industrias petfood obtenham maior
seguranca na utiliza¢do desses produtos, ja que ha escassez de trabalhos sobre o
tema. Além do mais, uma vez que a nutrigdo pet apresenta 0s mesmos principios
da nutri¢do humana, ¢ possivel que, no futuro, os resultados possam ser base
inicial para avalia¢do de produtos semelhantes, também, em humanos.

Sendo assim, buscou-se, com esse trabalho, verificar se a suplementacdo
dietética com um produto comercial - AOX afeta os indices de status oxidativo e

parametros bioquimicos de gatos adultos induzidos ao estresse fisioldgico.

Material e métodos
Todos os procedimentos experimentais estiveram de acordo com os Principios

Eticos da Experimentagio Animal adotados pela Comissdo de Etica no Uso de
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Animais da Universidade Federal de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil
(Comissdes/ Permanentes/PRP-UFLA- Protocolo n® 036/11).

O ensaio foi conduzido no Centro Experimental de Animais de
Companhia (CENAC) do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Lavras. A temperatura média no periodo experimental foi de 20,50+£2,48 °C ¢
umidade relativa de 75,60+8,64 % (Fonte: Estacdo Climatologica Principal de
Lavras — Convénio UFLA/INMET).

Animais utilizados e dietas experimentais

Foram utilizados 24 gatos, com idade de 3,5 anos, sem raca definida, machos e
fémeas, peso médio de 3,49+0,87kg, alojados, individualmente, em gaiolas
metabdlicas suspensas com dimensdes de 0,8 x 0,8 x 1 m (altura x profundidade
x largura). Os animais foram pesados ¢ avaliados quanto a saude geral antes do
inicio do estudo e nos dias anteriores a cada coleta de sangue. Todos os animais
receberam o mesmo alimento, completo e de boa qualidade, antes do periodo
experimental.

Durante todo o periodo experimental, que correspondeu a 80 dias, os
animais receberam agua ad libitum ¢ um alimento seco em quantidade suficiente
para a manuten¢@o de gatos adultos, calculado segundo a equacdo de predig¢do
das necessidades energéticas diarias do NRC (2006): 100 kcal x (PC em kg)™"’.
A dieta padrio utilizada foi um alimento comercial para gatos adultos presente
no mercado brasileiro (Tabela 1).

O AOX consistiu num antioxidante comercial (EconomasE®, Alltech,
Araucdria, Brasil) que continha em sua composi¢@o farinha de algas marinhas
(Schizochytrium sp.), levedura enriquecida com selénio (1500 mg de selénio/kg
de produto), acido ascorbico e produto de fermentagdo de Aspergillus niger.
Esse composto foi fornecido nas seguintes proporgdes: 0, 250, 500 ¢ 750 mg/kg

da dieta padrio na matéria seca (MS). Para cada nivel foram utilizados seis
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gatos (repeti¢des). Sequencialmente a ingestdo completa e voluntaria da dieta
padrdo, os animais receberam 2 mL de leite contendo AOX; exceto os que
pertenciam ao nivel 0 mg/kg de MS que receberam apenas o leite. A ingestdo do

leite foi feita de maneira rapida, voluntaria e completa pelos gatos.

Tabela 1 Composi¢do nutricional da dieta padrao*

Niveis Nutricionais Ragdo seca Ragdo seca (MS%)t
(MN%)+
Umidade 5,39 -
Proteina Bruta 2691 28,44
Extrato Etéreo 11,06 11,69
Matéria Fibrosa 2,83 2,99
Matéria Mineral 9,48 11,69
Extrativo Nao Nitrogenado 4432 46,85
Energia metabolizavel (kcal/kg) I 3329 3519

*Composicdo basica: Farinha de carne e ossos, farinha de visceras, hidrolisado de
frango, gordura animal estabilizada, farelo de trigo, milho integral moido, espinafre em
p6 (min. 0,5%-equivalente a 5% espinafre fresco), sementes de linhaca, cloreto de sodio
(sal comum), taurina, acido fosférico (min. 0,04%), antioxidantes, corantes e premix
vitaminico mineral. Eventuais substitutivos: farelo de arroz desengordurado, gluten de
milho 60, arroz quebrado e farelo de soja.

+Analise realizada no Laboratério de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brasil.

tCalculada com base nos niveis nutricionais por meio da equag@o proposta pelo NRC
(2006)

Estresse oxidativo

Foi avaliado considerando a mensurag@o da atividade enzimatica da SOD (E.C.
1.15.1.1), GPx (E.C. 1.11.1.9), CAT (E.C. 1.11.1.6) e a quantificagdo de
dialdeido maldnico (MDA) e cortisol no sangue. Os gatos foram submetidos a
cinco coletas de sangue da veia jugular correspondendo aos dias 0, 20, 40, 60 e

80 do experimento. Todas as coletas foram realizadas as 8 horas da manha com
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os animais em jejum. Com o objetivo de promover um desafio para melhor
avaliar o AOX, o ambiente foi modificado, a partir do 61° dia de consumo das
dietas, quando foram incluidos seis caes da raga labrador (agente estressor; AE)
os quais eram desconhecidos dos gatos do experimento e foram alocados num
ambiente proximo a sala de experimentagdo onde permaneceram até o termino
do experimento. As amostras sanguineas dos gatos foram acondicionadas em
tubos a vacuo, contendo heparina como anticoagulante ¢ ficaram preservadas
imersas no gelo até serem processadas em centrifuga a 1000 x g por 10 minutos
a uma temperatura de 4°C (Laborzentrifugen, modelo 2K-15, Sigma, Osterode
Am Harz, Alemanha). O plasma foi removido e, entdo, dividido em microtubos
eppendorfs e congelado a temperatura de -80°C até a realizagdo das andlises, que
ocorreu antes que se atingisse 30 dias corridos apds a coleta.

As atividades da SOD, GPx e CAT foram mensuradas, utilizando-se os
kits comerciais SOD Assay Kit, Glutationa peroxidase ¢ Catalase (todos da
empresa Cayman Chemical Company, Ann Arbor, EUA). Os protocolos
adotados seguiram as recomendagdes do fabricante.

Para determinagdo do cortisol, foi utilizado o kit comercial de ensaio
(Cortisol Enzyme Immunoassay DetectX, Arbor Assays, Ann Arbor, EUA),
seguindo a metodologia descrita no mesmo ¢ realizada a leitura a uma
absorbancia de 450 nm.

A peroxidagdo lipidica plasmatica foi determinada pela quantificacdo de
MDA, por meio do método de TBARS (substancias reativas ao dacido
tiobarbiturico), utilizando kit comercial (Quanti ChromTM TBARS, BioAssay
Systems, Hayward, EUA). O protocolo adotado seguiu as recomendagdes do
fabricante, que se baseia na capacidade do acido tiobarbitarico-dialdeido
maldnico, sob altas temperaturas e baixo pH tornar-se colorimetricamente

mensuravel por espectrofotometria, no comprimento de onda de 530 nm.
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Todas as andlises foram realizadas em duplicatas. As leituras foram
feitas por leitor automatico de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific

Inc., Bremen, Alemanha).

Bioquimica sérica

Foram realizadas coletas de sangue em jejum (12 horas) no dia 0 ¢ no 80° dia em
todos os animais. Aliquotas de 4 mL desse material foram armazenadas em
tubos sem anticoagulantes, acondicionadas em gelo e enviadas a laboratorio
especializado para realizagdo das andlises. Todas as andlises a seguir foram
procedidas por meio de kits da empresa Labtest Diagnostica SA (Lagoa Santa,
Brasil). A glicose foi mensurada pelo método da glicose oxidase (Ref.85), o
colesterol pelo método enzimatico colorimétrico (Trinder) da colesterol
esterase/colesterol oxidase (Ref.76), a HDL-c pelo método colorimétrico com
base no sobrenadante, obtido apds centrifuga¢do do sistema enzimatico
Colesterol Liquiform Labtest (metodologia Labtest) (Ref.76), a LDL-c ¢ VLDL-
¢ por meio de céalculos, em fungdo do triglicérides (Ref.87), colesterol total e
HDL-c, as proteinas totais pelo método do biureto (Ref.99), a albumina pelo
método do verde de bromocresol (Ref.19), as globulinas por calculo (albumina
subtraida das proteinas totais), a ureia pelo método da diacetilmonoxima
(Ref.104), a creatinina pela reagdo do picrato alcalino (Ref.127), a transaminase
piravica (TGP) pelo método de Reitman e Frankel (Ref.108) e a gama-glutamil

transferase pelo método colorimétrico enzimatico (Ref.105).

Analises estatisticas

As varidveis do estresse oxidativo, quando necessario, foram transformadas (raiz
quadrada) para atender a normalidade. Apds a confirmagdo de distribuigio
normal, os dados foram submetidos a analise de variincia, considerando um

delineamento inteiramente casualizado em parcelas subdivididas no tempo. Para
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as médias dentro de cada tempo foram ajustadas equagdes de regressdo e as
médias dentro de cada nivel foram comparadas pelo teste de SNK a 5% de
probabilidade do erro. Para os pardmetros sanguineos e urindrios, os dados
foram submetidos a analise de covaridncia, sendo as medidas no TO as
covaridveis e, em seguida, a andlise de regressdo. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa estatistico Statistical Analysis System Institute

(SAS, 2004).

Resultados

Estresse oxidativo

Houve interagdo (P<0,05) entre os fatores nivel e tempo para as variaveis
cortisol, MDA, SOD e CAT (Tabela 2).

A concentragdo média de cortisol foi de 2,37+1,56 pg/dL de plasma.
Constatou-se que em todos os niveis de AOX o cortisol se manteve nos animais
até o T60, porém, apds agdo do AE, a partir do 61° dia, somente os animais que
receberam o nivel 750 mg AOX/kg de MS néo apresentaram aumento. O T80
foi o Gnico que apresentou efeito nos niveis (P<0,05)( Figura 1), uma vez que
houve reducgdo linear da concentragdo plasmatica de cortisol até o nivel 750 mg
AOX/kg de MS.

Ja o MDA nos animais que ingeriram somente a dieta padrdo, reduziu
até o T60 e aumento no T80. Os animais que receberam 250 mg de AOX/kg de
MS mantiveram a peroxidacdo lipidica até¢ o T40, seguida de uma reducdo no
T60 e aumento no T80. Entretanto, os que receberam o tratamento com 500 mg
AOX/kg de MS tiveram redug¢do no MDA no T20 que se manteve mesmo apds o
AE. Ja os que receberam o nivel 750 mg AOX/kg de MS ndo apresentaram
alteragoes (P>0,05) no MDA em nenhum dos tempos. Para o fator tempo, foi

encontrado que o T60 e T80 diferiram dos demais (Figura 2), com os menores
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valores de MDA encontrados nos animais dos niveis 200 e 475 mg AOX/kg de
MS, respectivamente.

Para a atividade da SOD, observou-se que os animais de todos os niveis
comegaram com baixa atividade da enzima, com um aumento no T20, seguida
de uma redug¢do no T40 que se manteve até o T60. Entretanto, no T80 os niveis 0
e 250 mg aumentaram enquanto os que estavam nos niveis 500 e 750 mg
AOX/kg de MS mantiveram constante a atividade enzimatica. Foi encontrada
diferenca (P<0,05) entre os niveis de AOX apenas dentro do T80 e em animais
que receberam os maiores niveis ocorreu uma redugdo na atividade da enzima
até o nivel de 750 mg AOX/kg de MS.

A atividade da CAT, para os animais que estavam nos niveis 0 e 250 mg
AOX/kg de MS aumentou no T20 e depois reduziu no T40 mantendo-se
constante até o T80. J& para os que estavam no nivel de 500 mg, houve redugéo
no T60 que se manteve até o T80 e os que estavam no nivel de 750 mg AOX/kg
de MS apresentaram redugdo apenas no T80. Para o fator tempo, assim como
ocorreu para a SOD, foram encontradas diferencas (P<0,05) para a atividade da
CAT apenas dentro do T80, com reducdo na atividade da enzima nos animais
que receberam os maiores niveis .

Ocorreu um efeito para a GPx (P<0,05) somente referente ao tempo.
Desta maneira, em todos os niveis de AOX, as atividades da GPx foram iguais

até o final do estudo.
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Figura 1 Alteragdes nas concentragdes de cortisol (A), superoxido dismutase
total (B) e catalase (C) no plasma de gatos dentro do tempo 80 dias de
suplementacio com AOX (farinha de algas marinhas, selénio
levedura, acido ascorbico e produto de fermentacdo de Aspergillus

niger)/ kg de matéria seca da dieta.
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Figura 2 Alteragdes nas concentragdes de TBARS (Dialdeido malénico-MDA)
no plasma de gatos dentro do tempo 60 dias de experimentacdo (A) e
80 dias de experimentagdo (B) de suplementagdo com AOX (farinha
de algas marinhas, selénio levedura, acido ascorbico e produto de
fermentacdo de Aspergillus niger)/ kg de MS na dieta.

Bioquimica sérica

O resultado foi significativo (P<0,05) apenas para as varidveis HDL-c e
colesterol total, que apresentaram aumento proporcional ao aumento do nivel de
suplementacdo de AOX/kg MS (Tabela 4 e Figura 3). As demais varidveis ndo

apresentaram diferencas (P>0,05).
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Figura 3 Alteracdes nas concentragdes de colesterol total (A) e HDL-c (B) no
plasma de gatos dentro do tempo 80 dias de suplementagdo com
AOX (farinha de algas marinhas, selénio levedura, 4cido ascdrbico e
produto de fermentacdo de Aspergillus niger) mg/kg de matéria seca
da dieta.

Discussio

Este experimento foi o primeiro avaliando o AOX para gatos induzidos ao
estresse fisiologico. O cortisol € o principal glicocorticoide em gatos (Johnston
and Mather, 1979). Sua mensuragdo tem sido eficiente para avaliar o estresse
fisioldgico em animais, uma vez que apresenta correlagdo positiva com o
estresse agudo ou cronico (Berda et al., 1997; Mori et al., 2001). A média geral
de cortisol no experimento apresentou-se de acordo com Johnston and Mather
(1979) que encontraram, na maioria dos gatos estudados, menos de 4 pg /dL de
plasma. Gatos sdo animais muito susceptiveis ao estresse e a contengdo fisica,
mudangas no ambiente, introdu¢do de novos animais ¢ exposi¢do continua a
sons de alta frequéncia constituem os mais potentes AE para eles (Beaver, 2003;
Griffin and Humme, 2006). E provavel que, por serem animais adaptados as
condigdes experimentais, o cortisol permaneceu constante nos animais utilizados
até antes da acdo do AE para todos os niveis estudados. Apds a agdo do AE

(T80), com exce¢do do nivel de 750 mg AOX/kg de MS, todos os demais niveis
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aumentaram o contetido de cortisol. Entretanto, quando avaliado dentro do T80
(Figura 2) observou-se uma efetividade de ambos os niveis 500 e¢ 750 mg
AOX/kg de MS na redugdo do contetido plasmatico de cortisol.

Assim como observado no presente trabalho, foi encontrado em ratos
(Civen et al., 1980), suinos (Wang et al., 2003) e cabras (Sivakumar et al.,
2010), submetidos ao estresse fisiologico, um efeito de supressdo nos niveis de
cortisol quando suplementados com antioxidantes como a vitamina C, vitamina
E e selénio, ou a combinagdo deles. O mesmo efeito foi observado com a
suplementagdo com carotenoides realizado por Oliveira (2009) em tildpias. Este
fato mostra a relevancia da suplementa¢do com antioxidantes diversos em
animais submetidos a qualquer tipo de estresse. O mecanismo de agdo dos
agentes antioxidantes sobre o cortisol € desconhecido, mas acredita-se que seja
por meio da reducdo da sintese e/ou secre¢do (Sivakumar et al., 2010), por
possivel a¢do, principalmente, da vitamina C, na glandula adrenal ou no eixo
hipotalamico-hipofise (Davison et al., 2007).

Quando ha estresse oxidativo, a peroxidagdo de lipideos resulta em
alguns metabdlitos secundarios dentre os quais se destaca o MDA (Halliwell e
Whiteman, 2004). A média de MDA encontrada no experimento foi proxima aos
valores de 0,74+0,28 pM, observado em cées sadios, praticando baixa atividade
fisica (Harper, 1999). Apds a agdo do AE, os gatos que receberam os niveis 0 e
250 mg de AOX apresentaram aumento na peroxidacdo lipidica, no entanto os
que ingeriram os niveis de 500 e 750 mg nfo apresentaram mudangas na
peroxidacdo lipidica. Este fato reforca a efetividade da suplementagdo do AOX.
Além das enzimas antioxidantes (SOD, GPx e CAT), as células possuem outros
mecanismos de defesa antioxidantes. O sistema de defesa ndo-enzimatico inclui,
especialmente, os compostos antioxidantes de origem dietética, entre os quais se
destacam: vitaminas, minerais co-fatores das enzimas antioxidantes ¢ compostos

fenolicos (Tucker, 2003). O AOX apresenta em sua composi¢ao basica selénio
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organico, farinha de alga (Schizochytrium sp.), acido ascorbico e produto de
Aspergillus niger. A alga Schizochytrium sp. ¢ rica em carotenoides, pigmentos,
extratos antioxidantes ¢ DHA. O produto de fermentacdo de Aspergillus niger,
por sua vez, corresponde a producdo industrial do 4cido galico, o qual ¢ um
potente antioxidante. Portanto, pressupde-se que, no presente trabalho, o AOX
quando incluido nas maiores doses, atuou fortalecendo a defesa ndo enzimatica
do sistema antioxidante que combateram os radicais livres produzidos apos a
acdo do AE. Esses resultados discordam do achado por Marshall et al. (2002)
onde apenas a suplementagdo com vitamina C nfo foi o suficiente para alterar o
MDA em cédes atletas. Entretanto, assim como no presente trabalho, a
suplementa¢do com antioxidantes em ratos (Chidambara Murthy et al., 2002) e
peixes (Oliveira, 2009), submetidos ao estresse, promoveu a contencdo da
elevagdo da peroxidagéo lipidica.

A enzima SOD catalisa a transformacio de dois Anions superdxidos (O,

) em H,O, e O, e tem se demonstrado ser a primeira linha de defesa enzimatica
contra EROs (Michiels et al. 1994). Essa enzima possui trés isoformas presentes
no organismo animal que se diferem quanto ao local predominante de ocorréncia
e quanto ao mineral co-fator (Valdivea et al., 2009). No presente estudo, foram
encontrados valores de atividade dessa enzima, com base em uma analise de
SOD total no plasma de gatos. A média geral encontrada no presente trabalho foi
semelhante ao valor de 3,48+1,36 U/mL em humanos adultos saudaveis (Dave
and Parakar, 2009). A atividade de SOD no plasma foi maior nos T20 ¢ T80 e
nos niveis 0 e 250 mg AOX/kg de MS e estes dados corroboram com Dave and
Parakar (2009), que obtiveram maior atividade da enzima como uma resposta
secundaria a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Nesse sentido,
todos os niveis (linhas) podem ter tido atividade elevada no T20, uma vez que os
animais ainda estavam se adaptando as dietas e condi¢des experimentais, uma

vez que antes do inicio do experimento, todos os animais recebiam como um
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alimento de qualidade superior ao alimento padrdo utilizado no periodo
experimental. J4 no T80 o aumento pode ser em resposta a agdo do AE (Tabela
2).

Em condi¢des experimentais, a mensura¢do da SOD de vérias espécies
mostraram que a mesma esta presente no plasma em niveis baixos, porém ¢
altamente induzivel sob estresse oxidativo (Maral et al., 1977). O AOX contém
em sua composi¢do o acido ascdrbico, um potente antioxidante que combate o
anion superdxido (Chao et al., 2002; NRC, 2006) além dos outros compostos
oxidantes. Portanto, ¢ provavel que, no experimento, a suplementacdo de AOX
nos niveis de 500 e 750 mg/kg MS proporcionaram maior combate aos radicais
livres e dessa maneira, a atividade da enzima reduziu conforme a redu¢do do
substrato. Refor¢ando o achado, Xido et al. (2011) encontraram aumento da
capacidade antioxidante total de frangos quando suplementados com o AOX.

O H,0,, obtido apos a agdo da SOD, ndo é um radical livre, porém,
necessita ser removido do organismo e, portanto, devem existir reagdes
adicionais que sdo realizadas pela acdo da GPx e CAT, uma vez que ambas o
convertem em H,O (Tucker, 2003). Embora desempenhem o mesmo papel, a
CAT se difere da GPx no local de atuagfo, ja que a primeira se localiza nos
peroxissomos das células enquanto a outra em todos os compartilhamentos
celulares (Michiels et al., 1994). A atividade média foi préoxima ao valor de 38
nmol/min/mL para mulheres, encontrado por Castanho et al. (2012). Esses
autores, também, correlacionaram o aumento da atividade da CAT em resposta
ao aumento de reagdes oxidantes. A GPx apresenta uma eficidcia maior na
remoc¢do do H,O,, porém, quando ha ocorréncia do estresse oxidativo, a CAT,
por ser mais adaptavel, desempenha um papel significativo na defesa nas células
contra danos oxidativos (Matés et al., 1999). A suplementagdo com antioxidante
para peixes com estresse por contengdo impediu o aumento da atividade da CAT

no musculo (Oliveira, 2009) sendo este que foi considerado um efeito positivo.
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Ainda, de acordo com Vazquez et al. (2006), uma dieta equilibrada que forneca
antioxidantes de varias naturezas, pode aumentar a capacidade antioxidante do
organismo e reduzir a atividade da CAT. Portanto, o efeito do AOX sobre a
redu¢do da CAT foi coerente ao encontrado para SOD, realcando um poder
antioxidante do produto.

A GPx ¢ uma selenoproteina que catalisa reagdes de reducdo de
hidroperdxidos, lipidicos e ndo lipidicos assim como o H,0,, enquanto oxida
duas moléculas de glutationa (GSH) (Michiels et al., 1994). O fato da GPx nlo
ter tido sua atividade modificada mesmo apos a acdo do AE pode ser justificada
por esta enzima ser menos adaptavel ao estresse que a SOD e a CAT, mesmo
sendo mais abundante (Maral et al., 1977; Mates et al., 1999). Por ser uma
enzima que tem o selénio como cofator, a atividade da GPx tem sido associada a
maior ingestdo e ao nivel desse elemento no sangue (NRC, 2006) e, dessa
maneira, a suplementagdo de niveis crescentes de AOX, que contém quantidade
consideravel de Se organico, poderia ter interferido na atividade dessa enzima, o
que ndo foi verificado. Esses resultados do presente trabalho estdo de acordo
com Silva Junior et al. (2008) que ndo acharam boa correlagdo entre ingestdo do
elemento e niveis plasmaticos de GPx com a ingestdo suplementar de Se
organico. Os autores justificaram a auséncia de resultados por ndo terem
utilizado uma dieta padrdo com um nivel do elemento abaixo do recomendado
para gatos. Nesse sentido, os resultados do presente trabalho, também, propdem
que o alimento comercial utilizado atendeu os requerimentos minimos de
selénio, o que impediu uma melhor visualizagdo do efeito do AOX sobre a
atividade de GPx.

A avaliacdo do perfil bioquimico sérico informa se ha anormalidades nas
concentragdes de substancias indicadoras de mau funcionamento hepatico, renal,
assim como metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (Meyer et al.,

1995). Os valores médios de todas as varidveis do perfil bioquimico estiveram
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dentro dos valores de referéncia da espécie (Meyer et al., 1995), demonstrando
que o estresse sofrido pelos gatos ndo foi suficiente para afetar a bioquimica
sérica dos animais ao longo dos 80 dias. No entanto, observou-se aumento do
colesterol total e do HDL-c. O HDL-c realiza o transporte de colesterol no
sentido inverso da LDL-c, ou seja, dos tecidos periféricos e dos vasos para o
figado, onde é metabolizado. Por isso, ¢ considerado desejavel, fisiologicamente,
em relagdo ao LDL-c. Além do mais, o HDL-c apresenta-se mais resistente a
peroxida¢do quando ha agentes oxidantes do que o LDL-c (Parthasaranthy et al.,
1990). No experimento, os indices de HDL-c acompanharam os valores de
colesterol total, ocorrendo um incremento até a dose de 750 mg/kg. Esse fato
pode ter ocorrido pela menor peroxidacdo do HDL-c promovida pelo AOX,
tornando-se benéfico fisiologicamente aos animais. Ao contrario do achado,
Hesta et al. (2008) ndo encontraram diferengas nos pardmetros bioquimicos de
cées saudaveis suplementados apenas com vitamina C.

Pelo presente estudo demonstrou-se que a combinagéo de antioxidantes
atua, positivamente, sobre o sfatus oxidativo em individuos, que como os
humanos, sofrem por estresse e danos oxidativos por varios anos de vida.
Quanto ao melhor nivel, ainda que apds o AE para o MDA o melhor nivel foi
proximo aos 500 mg de AOX/ kg de dieta, para as demais variaveis com efeito
significativo os melhores efeitos foram no nivel de 750 mg/kg de dieta. Por se
tratar de um experimento pioneiro em AOX, recomendam-se mais estudos para
se entender melhor os efeitos do AOX sobre 0 MDA.

Baseando-se nos dados obtidos, sugere-se que o AOX pode amenizar os
danos provocados pelo estresse oxidativo com alteracdes benéficas no status
oxidativo e aumentando o HDL-c, quando incluido em longo prazo nas dietas de
gatos induzidos ao estresse, sendo indicado, nas condi¢des estudadas, o nivel de

750 mg/kg de ragdo na matéria seca.
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Resumo

O estresse pode ocasionar importantes alteragdes fisiologicas. Nao ¢ conhecido o
efeito que a suplementacdo de antioxidantes pode ter sobre o reestabelecimento
do equilibrio 4cido-bésico, pardmetros hematoldgicos e fragilidade osmética de
eritrocitos (FOE) de gatos apds o estresse. Deste modo objetivou-se avaliar o
efeito da suplementag¢@o de um composto antioxidante comercial a base de algas,
selénio e outros antioxidantes ndo enzimaticos (AOX) sobre esses pardmetros de
gatos induzidos ao estresse. Foram utilizados 24 gatos adultos, pesando
3,72+0,74 kg, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado com
quatro niveis (0, 250, 500, 750 mg de AOX/kg de alimento na matéria seca) e
seis repeticdes durante 83 dias. Coletou-se sangue dos gatos em jejum no dia 0 e
a 80 para avaliacdo. No 61° dia, os gatos foram induzidos ao estresse através da
presenca de cdes proximo ao recinto experimental (agente estressor; AE) que
permaneceram até o final das avaliagdes. Houve aumento linear crescente da
para pressdo parcial de didxido de carbono (pCO,) e bicarbonato (HCO;)
(P<0,05) conforme o aumento da ingestdo de AOX. Houve diferengas para o
dioxido de carbono total (tCO,) com os maiores valores para os niveis de 500 e
750 mg AOX/kg de dieta. As variaveis hematologicas tiveram diferengas
(P<0,05) nas concentragdes de hemoglobina que se apresentaram maiores nos
niveis de 250 e 500 mg AOX/kg de dieta. Nao foram observadas diferengas nos
parametros urinarios ¢ nem para a FOE. Conclui-se que a suplementagdo com
AOX apresenta efeitos benéficos apenas nos pardmetros relacionados ao
equilibrio acido-basico e concentragdo de hemoglobina de gatos induzidos ao
estresse.

Palavras-chave: farinha de algas, selénio, vitamina C, felinos.
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Introducgéo

As concentragdes de H' no organismo ¢ um dos fatores mais
dinamicamente regulados no sangue, uma vez que as estruturas proteicas, assim
como as enzimas, sdo dependentes do pH (DIBARTOLA, 2006; WOJTAS et al.,
2013). O pH sanguineo depende diretamente da concentragdo de acido carbonico
e bicarbonato no sangue (COPPOCK et al., 1982), assim como de uma série de
compostos produzidos diariamente apos oxidagdo completa de carboidratos,
proteinas e acidos graxos (DIBARTOLA, 2006).

Deste modo, o equilibrio &4cido-basico ¢ um processo fisiologico
complexo regulado tanto por tampdes intracelulares e extracelulares quanto
pelos sistemas urinario e respiratério (MEYER; COLES, RICH, 1995). Por essa
complexidade, o equilibrio acido-basico € passivel de ser influenciado por uma
série de fatores internos e externos, incluindo fatores inerentes ao metabolismo,
a dieta e as condigdes ambientais (OLANREWAIJU et al., 2010), muito embora
0 organismo sadio consiga compensar essas alteragoes.

A exposicdo dos animais a situa¢des de estresse ativa o eixo hipotdlamo-
pituitaria-adrenal e, consequentemente, aumenta a concentragdo sanguinea de
hormoénios do estresse (SIVAKUMAR et al., 2010). Quando isso acontece,
desordens respiratorias e metabdlicas podem ocorrer, ¢ tem sido relatado em
animais de diversas espécies que as respostas ao estresse estdo envolvidas com o
balan¢o acido basico (AGUILERA-TEJERO et al., 2000; PARKER et al., 2003;
WOITAS et al., 2013), bem como com o aumento da demanda de oxigénio (O,)
(GARCIA et al., 2012).

Os gatos sdo animais altamente susceptiveis ao estresse fisioldgico
(BEAVER, 2003; GRIFFIN; HUMME, 2006). Sendo assim, muitas vezes ¢
necessario lancar mao de estratégias para conter os efeitos colaterais resultantes
do estresse fisioldgico e, portanto, a suplementagdo com antioxidantes pode ser

interessante. Os antioxidantes atuam no combate de EROs produzidas
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excessivamente durante a situagcdo de estresse fisioldgico e estabiliza o status
saudavel do animal (ZICKER; WEDEKIND; JEWELL, 2006). De acordo com
SIVAKUMAR et al. (2010) a suplementagdo com antioxidantes (vitamina C,
vitamina E e selénio) pode resultar em melhora no equilibrio acido-basico.

Hé relatos que um antioxidante comercial (AOX), composto por um
pool de ingredientes contendo antioxidantes ndo enzimaticos, proporciona
aprimoramento da capacidade antioxidante quando suplementado em dietas de
animais de producdo (PIERCE et al., 2009; XIAO et al., 2011). Entretanto, nio
existem estudos de seus efeitos sobre o metabolismo de gatos, assim como ha
escassez na literatura de pesquisas que tenham avaliado as possiveis
interferéncias no status acido-basico apds a suplementagdo com antioxidantes
em dietas para gatos.

Sendo assim, visou-se com este trabalho avaliar as possiveis alteragdes
nos pardmetros sanguineos como hemogasometria, hemograma e fragilidade
osmotica de eritrocitos (FOE) de gatos adultos induzidos ao estresse quando

suplementados com niveis crescentes de AOX.

Material e Métodos

O ensaio foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais, no Centro Experimental de Animais de
Companhia (CENAC). Todos os procedimentos experimentais estiveram de
acordo com os Principios Eticos da Experimentacio Animal adotados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Comissdes/ Permanentes/PRP-UFLA-
Protocolo n° 036/11). A temperatura média no periodo foi de 20,50+2,48 °C e
umidade relativa de 75,60+£8,64% (Fonte: Estacdo Climatoldgica Principal de
Lavras — Convénio UFLA/INMET).

Foram utilizados 24 gatos com idade de 3,5 anos, sem raga definida,

machos e fémeas, peso médio de 3,49+0,87 kg, alojados individualmente em
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gaiolas metabolicas suspensas com dimensdes de 0,8 x 0,8 x 1 m (altura x
profundidade x largura). Os animais foram pesados e avaliados quanto a satde
geral antes do inicio do estudo e nos dias anteriores a cada coleta de sangue.

Durante todo o periodo experimental, que correspondeu a 83 dias, os
animais receberam agua ad libitum e um alimento comercial para gatos adultos
(dieta padréo) (tabela 1) em quantidade suficiente para a manutencdo de gatos
adultos, calculado segundo a equagdo de predicdo do NRC (2006): 100 kcal x
(PC em kg)™*’.

Tabela 1 Composigdo nutricional da dieta padrio’

o S Racgdo seca N )
Niveis Nutricionais ) Ragao seca (MS%)
(MN%)
Umidade 5,39 -

Proteina Bruta 26,91 28,44
Extrato Etéreo 11,06 11,69
Matéria Fibrosa 2,83 2,99
Matéria Mineral 9,48 11,69
Extrativo Nao Nitrogenado 44,32 46,85
Energia metabolizével (kcal/kg)’ 3329 3519

1Composig:eio basica: Farinha de carne e ossos, farinha de visceras, hidrolisado de
frango, gordura animal estabilizada, farelo de trigo, milho integral moido, espinafre em
pd (min. 0,5%-equivalente a 5% espinafre fresco), sementes de linhaca, cloreto de sddio
(sal comum), taurina, acido fosforico (min. 0,04%), antioxidantes, corantes e premix
vitaminico mineral. Eventuais substitutivos: farelo de arroz desengordurado, gluten de
milho 60, arroz quebrado e farelo de soja

% Analise realizada no Laboratorio de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brasil

3Calculada a partir dos niveis nutricionais por meio da equagdo proposta pelo NRC
(2006)
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O AOX (EconomasE®, Alltech, Araucaria, Brasil) contém em sua
composicdo farinha de algas marinhas (Schizochytrium sp.), levedura
enriquecida com selénio (1500 mg de selénio/kg de produto), acido ascorbico e
produto de fermentacdo de Aspergillus niger.

O aditivo foi fornecido nas seguintes proporc¢des: 0, 250, 500 e 750
mg/kg da dieta padrio na matéria seca (MS). Para cada nivel foram utilizados
seis gatos (repeticdes). Sequencialmente a ingestdo voluntaria e completa da
dieta padrio, os animais receberam 2 mL de leite contendo AOX; exceto os que
pertenciam ao nivel Omg/kg de MS que receberam apenas o leite.

Para melhor visualizar as possiveis interferéncias da suplementacdo do
AOX sobre os parametros relacionados ao equilibrio acido-basico, hemograma,
parametros urindrios ¢ FOE, foi promovido um desafio pela modificagdo do
ambiente experimental. Dessa maneira, a partir do 61° dia de consumo das dietas
foram incluidos seis cdes da raga labrador, desconhecidos para os gatos do
experimento (agente estressor; AE) em um ambiente proximo a sala de
experimentacdo onde permaneceram até o final do experimento.

As avaliagdes hemogasométricas foram realizadas em amostras de
sangue venoso na quantidade 1,0 mL/animal, coletadas na veia jugular no dia 0 e
no dia 80°. Em cada dia de observagdo houve uma coleta dos animais em jejum
(as 8:00 horas da manhd) e outra apds 6 horas de ingestdo das dietas. As
amostras foram acondicionadas em tubos a vacuo contendo heparina,
refrigerados em temperatura de 4°C e transportados imediatamente ao
Laboratorio de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil. As avaliagdes foram feita antes de 1
hora apds a coleta por meio de um analisador de pH e gases sanguineos (Modelo
AGS22; Drake Ltda; Sao Jose do Rio Preto, Brasil). As varidveis observadas

foram pH, pressdo parcial de didxido de carbono (,CO,), concentragdo de
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bicarbonato (HCOys"), total de didxido de carbono (tCO,) e excesso de bases
(EB).

A avaliag@o do hemograma completo foi realizada a partir de uma coleta
de 1,0 mL de sangue dos animais em jejum no dia 0 e outra no 80° dia apds a
ingestdo das dietas. As amostras foram acondicionadas em tubo com
anticoagulante EDTA e enviadas a laboratério especializado para realizagdo das
analises. Os parametros do hemograma foram analisados utilizando os reagentes
hematoldgicos Dialyse - 3CF, Diascatter Pak, Diaton 3 e Diaclenz (Diagon, Belo
Horizonte, MG, Brasil).

A densidade e o pH urinario foram avaliados no final do experimento,
durante trés dias consecutivos apds a ultima coleta de sangue, com os animais
ainda consumindo as dietas, seguindo o protocolo proposto por Carciofi (2007).
O pH urinario foi mensurado usando um pHmetro digital (Modelo DM22;
Digimed, Sdo Paulo, Brasil) e a densidade foi determinada através de um
refratometro portatil (Modelo RTP-20ATC; Instrutherm, Sdo Paulo, Brasil).

Amostras de 1,0 mL de sangue com heparina sodica foram obtidos dos
gatos no 80° dia de experimento para avaliacdo da FOE, determinada de acordo
com o método de MAEDE & HATA (1975) adaptado. Deste modo adicionou-se
0,05 mL de sangue a 5,0 mL de solu¢do de NaCl com concentragdes de 0,1 a
0,9%. O conteudo foi homogeneizado por inversdo (5 vezes) e deixado a
temperatura ambiente por 30 minutos. Os tubos foram entdo centrifugados a
2000 rpm por 10 minutos. O conteido de hemoglobina sobrenadante foi
determinado por espectrofotometria a 540nm (Bel SPECTRO S05, Bel
Engineering®, Monza, Itdlia), sendo que a solu¢do contida no tubo de 0,9% foi
considerada como branco, ou acerto do zero. A porcentagem de hemdlise foi
calculada com a solucdo de 0,1% NaCl como correspondente a 100% de
hemolise e, desta maneira, a porcentagem hemdlise nas demais concentragdes

foi calculada por relag@o diretamente proporcional entre as grandezas.
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Os dados foram submetidos a analise de covariincia, sendo as medidas
no TO as covaridveis e, em seguida, a andlise de regressdo. Entretanto, quando
ndo houve ajuste, ou seja, um R* que ndo correspondeu adequadamente o
comportamento dos dados, as médias foram comparadas pelo teste de SNK a
5%. A anélise de fragilidade osmédtica foi realizada no Probit (SAS, 2004) para
calcular a FOE nas concentra¢des em que ocorreram as diferentes porcentagens
de hemolise (5%, 50% e 95%), e foram representadas pelas curvas cumulativas,

nesse caso foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

Resultados

A ingestdo das dietas ao longo do experimento ndo influenciaram nos
valores de pH sanguineo e excesso de bases (EB) (P>0,05) independente do
periodo de avaliagdo ser em jejum ou pods prandial. Para o tCO,  as maiores
concentragdes estiveram nos niveis de 500 e 750mg de AOX/kg de dieta
(P<0,05) na matéria seca (MS)(tabela 2).

As variaveis pressao parcial de dioxido de carbono (pCO,) e bicarbonato
(HCOy") apresentaram aumento linear nas concentragdes (P<0,05) conforme a

ingestdo de AOX, porém somente do periodo de jejum (Figura 1).
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Figura 1 Alteragdes nas concentracdes da pressdo parcial de dioxido de carbono
(A) e bicarbonato (B) no plasma de gatos dentro do tempo 80 dias de
suplementacdo com AOX (farinha de algas marinhas, selénio
levedura, acido ascorbico ¢ produto de fermentacdo de Aspergillus
niger) mg/kg de matéria seca da dieta

Houve diferencas apenas para os niveis de hemoglobina (P<0,05) (tabela

3) conforme a ingestdo de AOX, em que os maiores valores estiveram nos

animais suplementados com os niveis de 250 e 500 mg de AOX/kg de matéria

seca e houve tendéncia (P=0,05) para hematdcrito e contagem de eritrocitos.

As médias de pH e densidade urindria ndo apresentaram diferencas

significativas (P>0,05) conforme a suplementagido de AOX.
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As curvas acumulativas (médias) da FOE obtidas apds 80 dias de

suplementagdo com AOX de gatos foram semelhantes para todos os niveis

(Figura 2).

—o— 0 mg AOX
250 mg AOX

—&— 500 mg AOX

—— 750 mg AOX

(%) ASI'TQIAH

0,90 0,85 0,80 0,75 0,70 0,65 0,60 Oﬁa%ilﬂ(‘g,;ﬁ 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10
()

Figura 2 Curvas acumulativas (médias) da fragilidade osmotica eritrocitaria de
gatos apos 80 dias da suplementagdo com AOX (farinha de algas
marinhas, selénio levedura, dcido ascérbico e produto de fermentagao
de Aspergillus niger)/ kg de MS na dieta

Nao foram observadas diferengas (P>0,05) na FOE quando avaliado os
valores médios das concentragdes de solugdo salina tamponada que

corresponderam a 5, 50 e 95% de hemolise (tabela 4).
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Tabela 4 Valores médios (derivativos) das concentragdes de solugdo salina (%
NaCl) correspondentes a 5, 50 e 95% de hemdlise em gatos adultos
apos 80 dias de suplementagdo com AOX (mg/kg MS)

AOX
Hemolise 0 250 500 750 CVv P
5% 0,87 0,88 0,89 0,89 7,36 0,66
50% 0,51 0,53 0,52 0,52 574 0,64
95% 0,32 0,33 0,30 0,30 14,85 0,68

*Nao significativo pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%
AOX: farinha de algas marinhas, selénio levedura, acido ascérbico e produto de
fermentagdo de Aspergillus niger)

Discussiao

A metabolizacdo de carboidratos, proteinas e lipideos resulta em
compostos que interferem no equilibrio acido-basico. Nesse sentido, para avaliar
a influéncia dietética sobre a hemogasometria em gatos o periodo pds prandial
tem sido estudado (JEREMIAS et al., 2013; PIRES et al., 2013). Porém, a
suplementa¢do com compostos antioxidantes tem apresentado efetividade
dependente do tempo de ingestdo deles (HEATON et al., 2002) do que da
refei¢do. Portanto, as avaliagdes hemogasometricas realizadas no periodo pos
prandial podem ter sido influenciadas pela composi¢@o da dieta controle o qual
impediu uma melhor visualizagdo dos efeitos do AOX nesse periodo. No
entanto, quando observado em jejum, foram encontradas diferencas na pCO, ,
HCOj e tCO, demostrando a¢do do AOX apos 80 dias de suplementagio.

Nao foram considerados no presente trabalho os valores de pressdo de
oxigénio geralmente observados na hemogasometria, uma vez que quando se
estuda o sangue venoso ao invés de sangue arterial (considerado ideal) sfo
encontradas diferencas em func¢io da oxigenagdo pelos pulmdes e sua utilizagdo
pelos tecidos (ALMOSNY, 2003; DIBARTOLA, 2006). Amostra de sangue
venoso tem sido utilizada por alguns autores que encontraram bons resultados ao
avaliarem o balango acido-basico em gatos (KIENZLE; WILMS-EILERS, 1994;
PIRES et al., 2013; JEREMIAS et al., 2013).



84

Todos os valores dos pardmetros hemogasométricos observados no
presente trabalho estiveram abaixo dos valores de referéncia preconizados por
DIBARTOLA (2006) e LEE; DROBATZ (2003) para sangue venoso,
comprovando uma resposta de todos os animais ao agente estressor.

O pH sanguineo ¢ rapidamente controlado pelo sistema respiratdrio
(horas) e pelos rins mais tardiamente (dias) (MEYER; COLES, RICH, 1995). Ja
o EB ¢ uma mensuragio utilizada para investigar alteracdes metabolicas, uma
vez que quando negativo (HCO;™ diminuido) indica uma deficiéncia de base que
¢ caracterizado como acidose metabolica (DIBARTOLA, 2006). Assim,
coerente aos dados de pH sanguineo, os valores do EB e também do HCOjs’
(bicarbonato) estiveram abaixo dos valores de referéncia demostrando que todos
os animais utilizados no presente trabalho apresentaram, aos 80 dias do
experimento, um estado de uma acidose metabdlica independente de ingerirem
ou ndo niveis de AOX.

Ja a pCO,, no exame hemogasométrico, ¢ o dado que informa sobre a
compensacdo respiratéria (MEYER; COLES, RICH, 1995). Em outros estudos
(SIVAKUMAR et al., 2010; OLANREWAJU et al., 2010; WEST, 1999) foram
observados que em animais sob situagdo de estresse, ansiedade ou medo pode
haver mudangas na frequéncia e profundidade respiratéria, com ocorréncia de
uma hiperventilagdo pulmonar. Esse estado ocorre devido ao fato da expirago
do CO, exceder a sua taxa de producgio, e consequentemente ha a diminuigéo da
pCO,. Quando isto acontece hd um quadro de alcalose respiratéria
(DIBARTOLA, 2006).

O padrio de alteracdes no equilibrio 4dcido-base depende dos efeitos dos
agentes estressores sobre a condicdo e a taxa de metabolismo, a respiracdo e o
mecanismo de H +, equivalente troca idnica. A interpretagdo de disturbios do
equilibrio acido-base, especialmente durante o estresse, ¢ dificil pelo fato de

muitas variaveis relevantes mudarem simultaneamente e, em muitos casos, em
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sentidos opostos, dependendo as espécies, sexo, idade e do tipo de estressor
(OLANREWAIJU et al., 2010). Nesse sentido, desde que o organismo esteja
sadio haverd compensacdo respiratdria e/ou renal e, portanto dificilmente
ocorrera um disturbio isolado no equilibrio acido-basico (MEYER; COLES,
RICH, 1995). Em funcao disso, acredita-se que num primeiro momento os gatos
do presente experimento apresentaram uma alcalose respiratoria. Na tentativa de
compensar esse disturbio eles eliminaram base excessivamente o que resultou no
estado de acidose metabdlica para todas as dietas estudadas. Este fato &
reforcado por SCHNEIDER et al. (1988) e WEST (1999) que encontraram
resultados semelhantes quando estudaram animais submetidos ao estresse.

Até o momento ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem valores
hemogasométricos de gatos em situagdes de estresse quando suplementados com
antioxidantes. Entretanto, os resultados do presente estudo corroboram com os
dados encontrados por Sivakumar et al. (2010) os quais observaram maiores
valores de HCO; e pCO, em cabras estressadas recebendo suplemento
antioxidante quando comparadas aquelas estressadas e ndo suplementadas. Os
autores consideraram esse efeito como uma melhora no equilibrio 4cido-basico.

Os eritrocitos sdo importantes indicadores de estresse oxidativo
(MACHADO et al., 2009) e em gatos, o principal alvo da lesdo oxidativa em
eritrocitos ¢ a hemoglobina (CALDIN et al., 2005). As elevagdes nas
concentragdes da hemoglobina nos gatos suplementados com 250 ¢ 500 mg de
AOX/kg de MS podem ter algumas hipoteses fisiologicas. Uma delas pode ser
devido ao fato que a hemoglobina corresponde por mais de 80% da capacidade
tampdo ndo bicarbonato presente no sangue (DIBARTOLA, 2006) e também
podem ser reduzidas em situacdes de desequilibrio acido-basico (WEST, 1999)
que aconteceu nos animais que ingeriram os niveis 0 ¢ 750 mg de AOX/kg de
MS. Outra hipdtese pode ser pelo fato do estresse cronico em gatos resultar em

importantes alteragdes fisiologicas (CARLSTEAD et al., 1993) e uma redugdo
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de eritrocitos ja foi associada a exaustdo na capacidade de eritropoiese
ocasionada por esse tipo de estresse (GARCIA et al., 2012). Isto pode ter
ocorrido nos animais ndo suplementados com AOX e, de maneira inesperada,
com os que ingeriram 750 mg de AOX/kg de MS que sugere um possivel
excesso do produto. Sivakumar et al. (2010) e Yousef et al. (2003) também
encontraram elevagdes nas concentragdes de hemoglobina em animais
estressados suplementados com antioxidantes.

O pH urinario pode se tornar alcalino ou 4cido a partir da compensacao
devido as alteracdes do pH sanguineo, de maneira que os rins passam a excretar
bases ou acidos na urina (DIBARTOLA; BATERMAN, 2006). Deste modo, ¢
provavel que as altera¢des pela suplementacdo do AOX nas dietas dos gatos ndo
foram suficientes para modificar o pH urinario.

Os valores (derivativos) das concentragdes de solucdo salina (% NaCl)
em que se observou 50% de hemdlise se apresentaram de acordo com o valor
médio de 0,54 para gatos sadios obtidos por Jain (1973). O aumento da
peroxidacdo lipidica, que ocorre em situacdes de estresse oxidativo, provoca
aumento na fragilidade osmdtica e diminui a fluidez celular (Hebbel, 1986), uma
vez que pode atrapalhar a organizac¢do dos fosfolipidios (fosfatidilserina ¢ da
fostadiletanolamina) da membrana bilateral de eritrocitos (Jain, 1984). No

entanto, a inclusao de AOX nao foi o suficiente para alterar a FOE.

Conclusio
Os resultados do presente trabalho sugerem que a suplementacdo de AOX em
dietas apresenta efeitos benéficos nos parametros relacionados ao equilibrio

acido-basico e na concentragdo de hemoglobina de gatos induzidos ao estresse.
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ANEXOS

ANEXO A - ANALISE DE VARIANCIA

Tabela 1A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para cortisol
Fator de

o GL SQ QM FC Pr>Fc
variacéo
Nivel 3 1,233524 0,026640 3,166  0,0553
Residuo 1 15 1,947890 0,022461
Tempo 4 7,888353 0,126667 17,778  0,0000
Tempo*Nivel 12 2,503382 1,972088 1,881  0,0482
Residuo 2 85 9,429080 0,208615
Total corrigido 119 23,00222 0,110930
CV1 (%) 24,39
CV2(%) 22,52
M¢édia geral 1,47 N° de observagoes: 120

Tabela 2A. Analise de varidncia e coeficiente de variagdo para superdxido
dismutase
Fator de

S GL SQ oM FC Pr>Fc

variago

Nivel 3 0,414581 0,138194 2,040  0,1515
Residuo 1 15 1,016128 0,067742

Tempo 4 7,471119 1,867780 69,839 0,0000
Tempo*Nivel 12 0,851596 0,070966 2,654 0,0046

Erro 2 85 2,273248 0,026744
Total corrigido 119 12,02667

CV1 (%) 20,04

CV2(%) 12,59

Média geral 1,29 N° de observagodes: 120




Tabela 3A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para catalase
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Fator de GL SQ QM FC  ProFc
variagdo
Nivel 3 31,25385 10,417951 4,528  0,0188
Residuo 1 15 34,514086 2,300939
Tempo 4 59,847441 14,961860 15,940 0,0000
Tempo*Nivel 12 22,73398 1,89449 2,018 0,0321
Residuo 2 85 79,78477 0,93864
Total corrigido 119 228,13414
CV1 (%) 22,51
CV2(%) 14,38
M¢dia geral 6,73 N° de observagoes: 120
Tabela 4A. Analise de varidncia ¢ coeficiente de variagdo para glutationa
peroxidase
Fator de
variagdo GL SQ oM FC Pr>Fc
Nivel 3 1061,70 353,9012 2,216  0,1285
Residuo 1 15 2395,35 159,6899
Tempo 4 4215,56 1053,8910 13,996 0,0000
Tempo*Nivel 12 649,11 54,092712 0,718 0,7297
Residuo 2 85 6400,23 75,296908
Total corrigido 119 14721,96
CV1 (%) 22,52
CV2(%) 15,46
Média geral 56,11 N° de observagoes: 120
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Tabela 5A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para TBARS

Fator de GL SQ QM FC  Pr>Fc
variacio
Nivel 3 0,215724 0,071908 5,149  0,0120
Residuo 1 15 0,209494 0,013966
Tempo 4 0,967976 0,241994 20,387  0,0000
Tempo*Nivel 12 0,350087 0,029174 2,458  0,0084
Residuo 2 85 1,008928 0,011870
Total corrigido 119 2,752210
CV1 (%) 14,62
CV2(%) 13,48
Média geral 0,80 N° de observagoes: 120

Tabela 6A. Andlise de variancia e coeficiente de variag@o para glicemia

Fatorde o SQ QM FC Pr>Fe
variagao
Nivel 3 1528,166667 509,3883880 6,096681971 0.0585
Glic 0 1 2638400077 2638400077 0.362395935 0.5500

Residuo 19 1383,282666  72,80435084

CV (%) 11,14
M¢dia geral 75,58 N° de observagdes: 24

Tabela 7A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para uréia

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fc
variagao

Nivel 3 198,8333333 6627777778 0,860518112 0,4785
Uréia 0 1 4196051452 419,6051452 5447947102 0,03072
Residuo 19 1463,394855 77,02078183

CV (%) 19,68
Média geral 45 N° de observagdes: 24
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Tabela 8A. Analise de varidncia e coeficiente de variag@o para creatinina

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fc
variagdo
Nivel 3 0,18 0,060 2,91 0,0610
Creat 0 1 0,12 0,120 5,79 0,0260
Residuo 19 0,39 0,021
CV (%) 10,78
M¢dia geral 45 N° de observagoes: 24

Tabela 10A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para colesterol total

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fe
varia¢do
Nivel 3 0,5 0,2 3.4 0,039
linear 1 0,4 0,39 7,707 0,01
quadratica 1 0,1 0,11 2,137 0,16
desvio 1 0,0 0,01 0,219 0,65
Colest 0 1 1,1 1,1 21,5 0,000
Residuo 19 1,0 0,1
CV (%) 4,93
Média geral 4,59 N° de observagdes: 24

Tabela 11A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para triglicerideos

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fc
variacao
Nivel 3 0,766 0.255 2187 0123
TGI 0 1 0.003 0.003 0.025 0875
Residuo 19 2,219 0,117
CV (%) 9.72

Média geral 3,52 N° de observagdes: 24




Tabela 12A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para HDL-c
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Fator de GL SQ QM FC Pr>Fc
variagdo
Nivel 3 0,50 0,17 3,83 0,03
linear 1 0,42 0,42 9,545 0,01
quadratica 1 0,08 0,08 1,824 0,19
desvio 1 0,00 0,00 0,110 0,74
HDL-c 0 1 1,08 1,08 24,77 0,00
Residuo 19 0,83 0,04
CV (%) 4,77
Média geral 4,38 N° de observagoes: 24
Tabela 13A. Analise de variancia e coeficiente de varia¢do para LDL-c
Fator de GL SQ oM FC  ProFc
variagdo
Nivel 3 0,67 0,22 1,38 0,28
LDL-c 0 1 1,43 1,43 8,86 0,01
Residuo 19 3,07 0,16
CV (%) 13,91
Média geral 2,89 N° de observagdes: 24

Tabela 14A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para VLDL-c

Fator de

o GL SQ QM FC Pr>Fc
variagdo
Nivel 3 0,77 0,26 2,19 0,12
VLDL-c 0 1 0,00 0,00 0,03 0,88
Residuo 19 2,22 0,12
CV (%) 17,93
M¢dia geral 1,91 N° de observagoes: 24
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Tabela 15A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para proteinas totais

Fator de GL SQ QM FC  ProFc
variagdo
Nivel 3 0,46 0,154 1,05 0,394
PTN O 1 0,51 0,505 3,44 0,079
Residuo 19 2,79 0,147
CV (%) 5,02
M¢dia geral 7,64 N° de observagoes: 24

Tabela 16A. Analise de variancia e coeficiente de varia¢do para albumina

Fator de GL sQ QM FC  Pr>Fc
variagdo
Nivel 3 0,09 0,030 1,20 0,335
Albumina 0 1 0,26 0,258 10,22 0,005
Residuo 19 0,48 0,025
CV (%) 6,12
Média geral 2,60 N° de observagdes: 24

Tabela 17A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para gama glutamil
transferase
Fator de

ord GL sQ QM FC  ProFc
variagao

Nivel 3 2,798 0,93 1433 0,26
Ggt 0 1 0,247 0,25 0379 055
Residuo 19 12,362 0,65

CV (%) 50,02

Média geral 1,61 N° de observagoes: 24




97

Tabela 18A. Anadlise de variancia e coeficiente de variacdo para pH sanguineo

em jejum

Fator c~1e GL SQ QM FC Pr>Fc

variagdo
Nivel 3 0,008 0,002 1,573  0,2287
pHO 0,003 0,003 1,818  0,1933

Residuo 19 0,033 0,001

CV (%) 0,57

M¢dia geral 7,24 N° de observagoes: 24

Tabela 19A. Andlise de variancia e coeficiente de variacdo para pH sanguineo

apds alimentag@o

Fator de

ot GL SQ QM FC Pr>Fc
variago
Nivel 0,0171 0,005 2,054 0,1404
pHO 1 0,0007 0,0007 0,260 0,6158
Residuo 19 0,0595 0,0027
CV (%) 0,70
Média geral 7,23 N° de observacdes: 24

Tabela 20A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para pCO, sanguineo

em jejum
Fator de GL SQ QM FC Pr>Fe
variagdo
Nivel 3 90,043 30,0142 3,4305 0,0379
linear 1 62,496 62,496 6,5350 0,0168
quadratica 1 4,507 4,507 0,4712 0,4999
pCO, 0 1 11,556 11,5561 1,3208 0,2647
Residuo 19 166,235 8,7492
CV (%) 10,86
Média geral 26,91 N° de observagdes: 24
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Tabela 21A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para pCO, sanguineo
apods alimentagdo

Fatorde 5 SQ QM FC Pr>Fe
variagio
Nivel 3 12,942 4,314 0,769 0,5255
pCO, 0 1 0,054 0,054 0,009 0,9227
Residuo 19 106,59 5,610
CV (%) 10,46
M¢édia geral 22,10 N° de observagoes: 24

Tabela 22A. Analise de varidncia e coeficiente de variagdo para HCOj
sanguineo em jejum

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fe
varia¢do
Nivel 3 10,635 3,5451 2,9559 0,0386
linear 1 7,2521 7,2521 6,0144 0,02259
quadratica 1 2,2204 2,2204 1,9183 0,1806
HCO5 0 1 0,357 0,357 0,29977 0,5917
Residuo 19 22,787 1,199
CV (%) 9,23
M¢dia geral 11,55 N° de observagoes: 24

Tabela 23A. Analise de varidncia e coeficiente de variagdo para HCOj
sanguineo apos alimentagio

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fe
variagao

Nivel 3 1,601 0,533 05609 0,6473
HCO,0 1 0,054 0,054 00573 0,8133
Residuo 19 18,077 0,951

CV (%) 9.03

Média geral 12,39 N° de observacdes: 24
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Tabela 24A. Analise de variancia e coeficiente de variacio para tCO, sanguineo

em jejum
Fator de GL SQ QM FC Pr>Fe
varia¢ao
Nivel 3 12,1288 4,0429 3,1504 0,0489
linear 1 8,5333 8,5333 6,6608 0,01705
quadratica 1 1,9267 1,9267 1,5408 0,2281
tCO, 0 1 0,2067 0,2067 0,1611 0,6926
Residuo 19 24,3828 1,2833
CV (%) 16,22
Média geral 12,39 N° de observagoes: 24

Tabela 25A. Analise de varidncia e coeficiente de variagdo para tCO, sanguineo
apo6s alimentacdo

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fe
variagdo
Nivel 3 1,0529 0,3509 0,3577 0,7842
tCO, 0 1 0,0377 0,0377 0,0384 0,8467
Residuo 19 24,3828 1,2833
CV (%) 8,60
M¢dia geral 11,21 N° de observagdes: 24

Tabela 26A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para EB sanguineo

em jejum

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fc
variagao

Nivel 3 9,668 3022 11354 0,3600
BE 0 1 6,566 6,566 23134 0,147
Residuo 19 53,926 2.8382

CV (%) 11,80
M¢dia geral 13,99 N° de observagdes: 24
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Tabela 27A. Analise de varidncia e coeficiente de variagdo para EB sanguineo
apods alimentagdo

Fatorde 5 SQ QM FC Pr>Fe
variagio
Nivel 3 19,371 6,457 1,699 0,2010
BEO 1 0,567 0,566 0,149 0,7037
Residuo 19 72,199 3,799
CV (%) 14,06
M¢édia geral  -13,53 N° de observagoes: 24

Tabela 28A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para eritrocitos

Fator de GL SQ QM FC  ProFc
varia¢ao
Nivel 3 5918 1,97 3,465 0,05
Eritroc 0 1 0,908 0,91 1,594 0,22
Residuo 19 10,816 0,57
CV (%) 8,52
Média geral 8,85 N° de observagdes: 24

Tabela 29A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para hematdcrito

Fator de GL SQ QM FC  ProFc
variacao

Nivel 3 114,655 38,22 3,712 0,05
Hematécrito 0 1 55,244 55,24 5366 0,03
Residuo 19 195,599 10,29

CV (%) 8,16

Média geral 39 N° de observagdes: 24
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Tabela 30A. Andlise de variancia e coeficiente de varia¢do para hemoglobina

Fator de GL SQ QM FC  Pr>Fc
variacdo
Nivel 3 13,445 4,48 6,840 0,00
Hemoglob 0 1 4,486 4,49 6,847 0,02
Residuo 19 12,449 0,66
CV (%) 6,62
Média geral 12,92 N° de observagdes: 24

Tabela 31A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para V.C.M.
Fator de

S GL SQ oM FC Pr>Fc
variagdo
Nivel 3 1,723 0,57 0,351 0,79
V.CM.0 1 3,225 3,23 1,970 0,18
Residuo 19 31,112 1,64
CV (%) 2,88
Média geral 44,40 N° de observagdes: 24

Tabela 32A. Analise de variancia e coeficiente de varia¢do para C.H.C.M

Fator de GL SQ QM FC  ProFc
varia¢do
Nivel 3 1,431 0,48 0,586 0,63
CHCM.0 1 9,172 9,17 11,261 0,00
Residuo 19 15,476 0,81
CV (%) 2,15
M¢dia geral 32,85 N° de observagodes: 24

Tabela 33A. Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para H.C.M
Fator de

s GL SQ QM FC Pr>Fc
varia¢do
Nivel 3 0,575 0,19 0,903 0,46
H.CM. 0 1 0,096 0,10 0,454 0,51
Residuo 19 4,029 0,21
CV (%) 3,16

M¢dia geral 14,58 N° de observagoes: 24
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Tabela 34A. Analise de variancia e coeficiente de varia¢do para leucocitos totais

Fator de GL SQ QM FC  ProFc
variacio
Nivel 3 0,19 0,06 0,19 0,90
LTO 1 0,89 0,89 2,63 0,12
Residuo 19 6,45 0,34
CV (%) 2,57
Média geral 22,69 N° de observagdes: 24

Tabela 35A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para plaquetas

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fc
variagido
Nivel 3 70013,792  23337,93056 1,268376011 0,31353
Plaquetas 0 1 30666,650 30666,65033 1,666679209 0,21219
Residuo 19 349597,183 18399,85174
CV (%) 14,22
M¢édia geral 953,93 N° de observagoes: 24

Tabela 36A. Analise de variancia e coeficiente de variagdo para pH urina

Fator de GL SQ QM FC Pr>Fe
Varla(;ao
Nivel 3 130581 043527 1.5460 0.2352
pH urina 0 1 000180 000180 000642  0.9369
Residuo 19 534935 028154
CV (%) 6.99

Média geral 7,59 N° de observagoes: 24
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Tabela 37A. Anélise de variancia e coeficiente de variagdo para densidade da
urina

Fator c~1e GL SQ QM FC Pr>Fc
variagdo
Nivel 3 166,7916667 55,59722222 0,74338057 0,53938
densidade 0 1 166,8287069 166,8287069 2,23063695 0,15172
Residuo 19 1421,004626 74,78971718
CV (%) 0,84
Média geral 1025 N° de observagdes: 24

Tabela 38A. Andlise de varidncia ndo paramétrica para a fragilidade osmotica
eritrocitaria - Hemolise 5%
Fator de variagdo GL Qui-quadrado P

Nivel 3 1,6024 0,6589

Tabela 39A. Analise de varidncia ndo paramétrica para a fragilidade osmotica
eritrocitaria - Hemolise 50%

Fator de variaco GL Qui-quadrado P

Nivel 3 1,6733 0,6429

Tabela 40A. Andlise de variancia ndo paramétrica para a fragilidade osmotica
eritrocitaria - Hemolise 95%

Fator de variagdo GL Qui-quadrado P

Nivel 3 1,4823 0,6864
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