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Efeito da Farinha de Visceras de Aves Hidrolisada em alimento extrusado sobre a

capacidade antioxidante sérica e seminal de caes

RESUMO

A utilizagdo das farinhas hidrolisadas em racdes ¢ crescente devido as suas potenciais
funcionalidades em decorréncia da presenca de peptideos bioativos, destacando-se a sua fungao
antioxidante. Este estudo teve como objetivo avaliar a inclusdo de 10% de farinha de visceras
de aves hidrolisada (FVH) em dieta seca extrusada para cdes adultos sobre a capacidade
antioxidante sérica e seminal dos animais. Utilizou-se 16 caes machos adultos em idade
reprodutiva de 4,19 + 0,71 anos, divididos em dois tratamentos: 1) dieta seca extrusada para
caes adultos contendo 32% de farinha de visceras de aves (FVA) e 2) dieta 1 com inclusdo de
10% da FVH em substituicao a dieta controle. Para avaliar o efeito das dietas sobre a capacidade
antioxidante sérica, amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 60 e 120 de consumo das
dietas experimentais para determinagdo de malondialdeido (MDA), capacidade antioxidante
total (CAT) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Para analise seminal, o sémen dos caes foi
colhido ap6s 60 e 120 dias de consumo das dietas, para determinacdo de MDA, CAT e
superoxido desmutase (SOD). Dados foram avaliados por ANOVA two-way, utilizando
SigmaPlot v.12.0 a 5% de probabilidade. Verificou-se na analise de MDA redugao significativa
na peroxidag¢ao lipidica no soro dos caes que receberam dieta com inclusdao de FVH (p=0,005).
Para o sémen, ndo foi verificado efeito significativo de dieta, mas uma tendéncia a maior CAT
no grupo que consumiu a dieta contendo FVH (p=0,058). Os resultados demonstram que a
capacidade antioxidante organica dos animais melhorou, evidenciada pela reducdo de
marcadores do estresse oxidativo no organismo dos cdes durante o periodo estudado. O
consumo de dieta contendo FVH promoveu melhora do status antioxidante sérico de caes, que
se estendeu a uma melhora na capacidade antioxidante seminal, indicando potencial para dar

suporte a saude e reprodugdo destes animais.

Palavras-chave: canina; estresse oxidativo; hidrolisado proteico; peptideos bioativos;

reproducéo



Effect of Hydrolyzed Poultry By-product Meal in Extruded Food on Dogs Serum and

Seminal Antioxidant Capacity
ABSTRACT

The use of hydrolyzed meals in feed is increasing due to their potential functionalities resulting
from the presence of bioactive peptides, highlighting their antioxidant function. This study
aimed to evaluate the inclusion of 10% of hydrolyzed poultry viscera meal (HVM) in an
extruded dry diet for adult dogs on the serum and seminal antioxidant capacity of the animals.
Sixteen adult male dogs of reproductive age of 4.19 £ 0.71 years were used, divided into two
treatments: 1) extruded dry diet for adult dogs containing 32% viscera meal (VFM) and 2) diet
1 with the inclusion of 10% (HVM) replacing the control diet. To evaluate the effect of diets on
serum antioxidant capacity, blood samples were collected on days 0, 60 and 120 of consumption
of the experimental diets to determine malondialdehyde (MDA), total antioxidant capacity
(TAC) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). For seminal analysis, semen from dogs was
collected after 60 and 120 days of consumption of the diets to determine MDA, TAC and
superoxide dismutase (SOD). Data were evaluated by two-way ANOVA, using SigmaPlot
v.12.0 at 5% probability. In the MDA analysis, a significant reduction in lipid peroxidation was
observed in the serum of dogs that received a diet with inclusion of FVH (p=0.005). For semen,
no significant effect of diet was observed, but a tendency towards greater TAC in the group that
consumed the diet containing FVH (p=0.058). The results demonstrate that the organic
antioxidant capacity of the animals improved, evidenced by the reduction of oxidative stress
markers in the dogs' bodies during the study period. The consumption of a diet containing FVH
promoted an improvement in the serum antioxidant status of dogs, which extended to an
improvement in seminal antioxidant capacity, indicating potential to support the health and

reproduction of these animals.

Keywords: bioactive peptides; canines; functional properties; protein hydrolyzate; oxidative

stress
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1. INTRODUCAO

Os animais de companhia, com destaque para os caes, tém presenca crescente nos lares
brasileiros. De acordo com dados da Associagdo Brasileira da Industria de Produtos para
Animais de Estimagdo (Abinpet, 2024), dos 167,6 milhdes de pets convencionais, 67,8 milhdes
corresponde a espécie canina, ocupando o 1° lugar entre os demais animais e demonstrando a
importancia dessa espécie no pais. Normalmente, a posse de caes vem associada a preocupagao
dos tutores em oferecer aos animais qualidade de vida e bem-estar, principalmente através da
alimentacdo. Esse fato ¢ comprovado quando os dados do setor de petfood sao considerados,
possuindo o maior crescimento do pais quando comparado aos outros segmentos ligados a
animais de estimacao e responsavel por 74% do faturamento da industria pet brasileira em 2023

(Abinpet, 2024).

A farinha de visceras de aves (FVA) ¢ uma das principais fontes de proteina na produgao
de petfood, amplamente utilizada devido a qualidade nutricional, balango de aminoacidos, ao
prego acessivel e a sua disponibilidade., além de ser um subproduto da industria avicola, a FVA
¢ relativamente barata quando comparada a outros ingredientes proteicos, além de ser uma
opc¢do ambientalmente mais sustentavel devido a diminui¢do da pegada de carbono, uma vez
que esses materiais quando nao sdo recuperados no ciclo de produgdo precisam ser incinerados
(Bechaux et al., 2019). Logo, economicamente a valorizagdo dos subprodutos de origem animal

permite que a economia circule de forma mais efetiva.

Apesar do método tradicional ser o mais utilizado no mercado, existe a propensdo do
desenvolvimento de pesquisas € novos métodos de processamento, como o uso de enzimas,
com o intuito de agregar novas propriedades funcionais e melhorar a qualidade do produto final
(Brandelli et al., 2015). Neste contexto, destaca-se o desenvolvimento das proteinas
hidrolisadas, com uma gama de propriedades bioativas, como efeitos anti-hipertensivos,
antimicrobianos, imunomoduladores e antioxidantes (Ramos, 2022). Assim como a farinha de

visceras de aves hidrolisada (FVH) abordada nesse estudo.

A FVH ¢ um potencial ingrediente ja utilizado nas ragdes, como por exemplo, na
composicdo de alimentos hipoalergénicos. Esse material hidrolisado € caracterizado pela
presenca dos peptideos bioativos, fragmentos compostos de 2 a 20 aminodcidos com baixo peso
molecular que sdo liberados no processo de hidrolise, € podem contribuir positivamente em
diversas fungdes fisiologicas do organismo além da fungao antialérgica, como elevar o potencial

antioxidante organico (Da Silva et al., 2009; Brandelli et al., 2015; Bechaux et al., 2019).
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Fungdes fisiologicas naturais no organismo resultam em processos metabdlicos como a
oxidagdo, originando intermediarios quimicos com potencial oxidante como os radicais livres
(RL) e as espécies reativas de oxigénio (EROs) (Marlin et al. 2002; Maia et al., 2009). Quando
existe o desequilibrio no corpo entre as moléculas antioxidantes e oxidantes, ocorre um
processo determinado como estresse oxidativo, gerando danos a satde e a homeostase. Outra
consequéncia associada a sobrecarga oxidativa ¢ a redugdo da capacidade fertilizante
espermadtica, diminuindo a fertilidade de machos através de alteragdes na motilidade e
integridade da membrana celular de espermatozoides e de sua funcionalidade (Baskin e Salem,

1997; Lopes, 2010., Sampaio e Zuccari, 2016., Rodwell ef al., 2021).

Naturalmente, o corpo possui mecanismos de defesa para diminui¢ao ou inibi¢cao dos
efeitos danosos dessas moléculas (Ferreira e Abreu, 2007). De forma complementar, a adigao
de antioxidantes naturais ou sintéticos de forma exdgena, ou seja, presentes na composicao de
produtos destinados a alimentag¢do pet, pode contribuir para que estes fornecam suporte as
defesas organicas (Aguilar-Toala e Liceaga,2021). Dessa forma, o potencial antioxidante da
FVH vem sendo investigado como uma alternativa dietética interessante para contribuir para a
melhora da resposta antioxidante organica de caes. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito do consumo de uma dieta contendo a inclusao de 10% de FVH na capacidade

antioxidante sérica e seminal de caes.
REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Proteina hidrolisada e peptideos bioativos

As proteinas sao definidas como macromoléculas compostas por cerca de 20
aminoacidos diferentes ligados por meio de ligagdes peptidicas, com fungdes diversas no
organismo animal, atuando como enzimas e hormonios regulando processos fisiologicos,
formando estruturas de tecidos, contribuindo com o aporte imunoldgico, entre outros.
Biologicamente, o aporte proteico necessario para o corpo suprir as necessidades nutricionais €
obtido através da dieta, com o consumo de carnes e vegetais ricos nesse nutriente. Na
composicao das ragdes, geralmente as proteinas sdo adicionadas de forma integra, sem nenhum
procedimento de hidrolise anterior. Apds a ingestdo, elas sdo digeridas e fragmentadas no
intestino delgado pela acdo de enzimas como proteases e oligopeptidases, em peptideos
menores ou aminoacidos livres. Dentro do corpo a formagao de peptideos e aminodcidos ¢
variavel, relacionadas com a dieta consumida e as necessidades fisioldgicas do animal naquele

momento (Pasupuleti ef al., 2010).
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Quando a proteina passa pelo processo de hidrolise antes da sua inclusdo na dieta,
diversas propriedades funcionais podem ser obtidas com esse processo, através da liberagao de
peptideos bioativos. Eles sdo definidos como sequéncias curtas de aminoacidos com baixo peso
molecular (< 8000 daltons) e funcionalidades como a elevagdo da atividade antimicrobiana,
imunomoduladora, inibidora da ECA e antioxidante (Brandelli ef al., 2015; Etemadian et al.,
2021). Apesar da variedade de fungdes associadas as proteinas hidrolisadas, na nutricdo de
animais de companhia, a utilizacdo esté relacionada com a reducao de alergenicidade que as
proteinas hidrolisadas apresentam. A inclusdo do ingrediente ¢ comum em dietas
hipoalergénicas, além de dietas para pacientes com doenga inflamatéria intestinal devido a sua
digestibilidade facilitada pelo menor peso molecular dos peptideos quando comparados a
proteina intacta, sendo a aplicag@o de outras funcionalidades uma opg¢ao viavel na industria pet

food (Cave, 2006; Noli e Beltrando, 2021).

As visceras obtidas da industria avicola s3o, normalmente, processadas de maneira
convencional para obtencdo da FVA. No entanto a hidrdlise da farinha de visceras de aves ¢
uma alternativa para producdo de um ingrediente com maior leque de aplica¢des, como também
no fornecimento de peptideos bioativos. Existem diversas formas de realizar hidrolise em um
material, sendo a enzimatica o método mais utilizado na fabrica¢do de ra¢des. Diferentemente
do modo convencional, o processamento de ingredientes hidrolisados através do método
enzimatico consiste na drenagem do material cru e trituracdo, transporte até o reator, aplicagao
da enzima para posterior hidrolise enzimatica, separagao das fases (fase soluvel, residuo ndo
soluvel e gordura), secagem por desidratagdo da fase soluvel, resfriamento e moagem. Na
hidrélise enzimatica ocorre a clivagem das ligacdes peptidicas das proteinas com a agdo das
proteases, € como resultado desse processo acontece a formagdo de peptideos de tamanhos
moleculares variados e aminoécidos livres (Clemente, 2000). As enzimas utilizadas nesse
procedimento podem variar e sua escolha depende de alguns fatores associados como: a fonte
proteica utilizada, as caracteristicas adicionais desejadas no produto final e o grau de hidrolise.
Ainda assim, por ser um processo enzimatico, mesmo com padrdes de equipamentos e matérias-
primas estabelecidos, as enzimas podem atuar de forma heterogénea em diferentes sitios de
clivagem e resultar em peptideos distintos. Outros fatores que exercem influéncia no resultado
dos peptideos gerados sdo padrdes geralmente estabelecidos pelas fabricas como: o pH, o tempo
de hidrodlise, temperatura ideal para cada protease e a propor¢ao de enzimas para a quantidade

de substrato utilizada (Pasupuleti ef al., 2010).
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A origem da enzima também interfere na hidrolise, ja que existe muitas fontes de
obtenc¢des possiveis. As de origem vegetal mais utilizadas sdo papaina e bromelina; as advindas
dos animais podem ser citadas a pancreatina, pepsina, tripsina e carboxipeptidases; ja de origem
fingicas existem exemplos como Aspergillus melleus e Aspergillus niger, e das bacterianas
Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis (Rao et al., 1998, Miltenburg, 2021). Segundo Giongo
(2006), as proteases bacterianas sdo as mais empregadas pelas industrias quimicas e
alimenticias, isso pode ser justificado por caracteristicas como: um rapido crescimento para
utilizacdao, uma ampla versatilidade de atividade catalitica, a pouca necessidade de espago para

cultivo e maior facilidade de producao.

De forma geral, em fontes proteicas convencionais, os peptideos bioativos permanecem
inativos dentro da proteina e vao ser liberados internamente apds a ingestao e digestao através
das proteases no trato gastrointestinal, sendo dessa forma classificados como enddgenos. Ja
externamente, os peptideos podem ser liberados de forma “artificial” com um prévio tratamento
de hidrdlise alcalina, acido, ou enzimatica da proteina, sendo nesses casos classificados como
exdgenos (Bechaux ef al., 2019). A adicdo de peptideos bioativos de forma exdgena funciona
como um aporte adicional importante, ja que ndo € possivel ter controle da atividade enddgena,

com seus sitios de clivagem especificos (Lafarga e Hayes, 2014).

1.2 Atividade antioxidante e hidrolisados

Naturalmente, existe a geracdo de compostos oxidativos no corpo do animal devido a
participacdo dessas moléculas oxidantes como mediadores e intermedidrios em processos
fisiologicos. No contexto cientifico, os termos radicais livres (RL) e espécies reativas de
oxigénio (EROs) sdo utilizados para identificar compostos que em excesso podem causar danos
as células. Apesar disso, esses componentes sdo necessarios e desempenham funcdes
significativas no organismo, como a participacdo na producdo de energia, na sintese de
componentes biol6gicos essenciais e na fagocitose. Durante o metabolismo celular aerébio, por
exemplo, ocorre a redugdo tetravalente do oxigénio, aceitando quatro elétrons para formar H-O.
Esse processo pode gerar intermediarios reativos, conhecidos como oxidantes, incluindo o
superoxido (O2".), hidroperédxido (HO>), hidroxila (OH) e perdxido de hidrogénio (H202) (Maia
et al., 2009).
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Os radicais livres sdo caracterizados por possuirem um elétron ndo pareado ocupando
sua Orbita externa, tornando-se altamente reativos. Em contrapartida, as EROs sdo moléculas
derivadas do metabolismo do oxigénio e ndo necessariamente possuem elétrons
desemparelhados. Em similaridade, ambos quando produzidos em excesso sao prejudiciais ao
organismo, ¢ interagem de maneira adversa com diversos compostos como: lipidios,
ocasionando a peroxidagdo lipidica, as proteinas, modificando as sequéncias de aminodacidos e
alterando a homeostase celular, além dos acidos nucléicos, gerando danos irreversiveis ao
modificar bases nitrogenadas e ocasionar mutagdes (Rudenko et al., 2021; Ramos, 2022). Ou
seja, uma concentragdo exacerbada de metabolitos oxidativos pode ocasionar um estado de
estresse oxidativo, expressdo que define quando a concentragdo de oxidantes ultrapassa a
capacidade antioxidante do corpo (Aitken,1994). Uma das consequéncias mais significativas
desse estresse ¢ a oxidacdo dos 4cidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas
celulares, um processo conhecido como a peroxidagao lipidica. Este nivel de peroxidacao pode
ser avaliado quantitativamente através da medi¢ao do acumulo de subprodutos gerados durante
esse processo, como o malondialdeido (MDA). O MDA ¢ frequentemente utilizado em
pesquisas cientificas como um indice da intensidade da peroxidac¢ao lipidica, fornecendo uma
medida do dano oxidativo sofrido pelas células. (Kerksick & Willoughby 2005).

Esse fenomeno oxidativo resulta em danos que podem comprometer a integridade e
fluidez das membranas celulares, interferindo na funcao de transporte de nutrientes essenciais
como proteinas e glicose, além de permeabilidade e redugdo a capacidade de resposta do
sistema autoimune (Ferreira e Abreu, 2007). Em meio a suscetibilidade do organismo aos
ataques de oxidantes, uma associacdo entre os antioxidantes do organismo e antioxidantes
advindos da dieta sao fundamentais para aumentar a prote¢ao das células, melhorar suas funcdes

no organismo e elevar a resposta organica do corpo (Moraes & Colla, 2006).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante prdprio e espontaneo para
mitigar os danos causados pelos radicais, sendo essa defesa classificada em enddgena. Sendo
assim, mecanismos enzimaticos sdo distribuidos tanto no meio intracelular quanto extracelular
e as principais enzimas que podem ser citadas sdo: a catalase, responsavel por catalisar a
decomposic¢édo do peroxido de oxigénio (H202) em agua (H20) e oxigénio (O2), a superoxido
dismutase (SOD), encarregada de catalisar a conversdo do superoxido (O2") em peroxido de
hidrogénio (H20:) e oxigénio (O:) e glutationa peroxidase (GPH-Px) e redutase (GPHR), que
atuam catalisando a redu¢do do peréxido de hidrogénio (H20:) e reduzindo a glutationa oxidada

(GSSG) de volta a sua forma reduzida (GSH) respectivamente (Ferreira e Abreu, 2007). Além
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das enzimas, ha também componentes ndo enzimaticos que funcionam como antioxidantes,
como a vitamina C, responsavel por doar elétrons e estabilizar radicais livres e a vitamina E,

que desempenha o papel de protecdo das membranas celulares contra a oxidag&o.

Ademais, Davies (1988) sugere uma classificacdo do sistema de defesa antioxidante
organico em duas categorias: defesa priméria e defesa secundaria. A defesa primaria agrega os
complexos antioxidantes enzimdticos € ndo enzimaticos que atuam na linha de frente para a
eliminacao de radicais livres. Por outro lado, a defesa secundaria consiste em enzimas com
fungdes adicionais de reparo e manutengao celular, tais como lipases, fosfolipases, enzimas
proteoliticas, enzimas reparadoras de DNA, endonucleases, exonucleases e ligases. De forma
exogena, evidéncias estdo aumentando o indicativo dos beneficios de adicionar antioxidantes
em dietas para dar suporte ao sistema de produ¢do propria do organismo, através da adi¢cao de
um ou mais componentes com agao antioxidante, como os hidrolisados proteicos, pode ocorrer
um efeito sinérgico no combate aos radicais livres produzidos no organismo. Nesse sentido, a
hidrolise de subprodutos como couro de suinos e ruminantes, partes diversas como pés,
traqueia, ossos, sangue e plasma de diversas espécies tem sido amplamente estudada

(Vasconcellos et al., 2024).

No decorrer dos anos, nas fontes proteicas de origem animal, ja foram identificados
alguns compostos que podem atuar como reguladores de processos oxidativos, entre esses
compostos antioxidantes podem ser citados o acido linoleico conjugado (CLA) e dois
dipeptideos, histidil carnosina (B-alanil-L-histidina) e a anserina (Nf-alanil 1-metil-L-histidina)
(Arihara, 2006). A carnosina exerce atividade antioxidante quelando metais de transigéo e
reduzindo radicais livres (Sacchetti et al., 2008). J& a anserina, assim como a carnosina, foram
citadas em estudos atuando como capturadores do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e
como agentes redutores (Wu et al., 2003). Outrossim, 0 consumo de carne bovina foi associado
ao aumento da capacidade antioxidante total do soro humano, um efeito semelhante ao
observado com a administracdo oral de L-carnosina (Sacchetti et al., 2008).

Sacchetti e colaboradores (2008) relataram que a atividade antioxidante da carne de
frango foi avaliada utilizando-se extratos hidrofilicos e lipofilicos obtidos da carne, sendo a
fracéo soluvel em agua extraida com agua, enquanto a fragédo soltvel em lipidios foi obtida pela
mistura de Folch utilizando metanol e cloroférmio. Os resultados indicaram que a atividade de
eliminacdo de radicais livres do extrato hidrofilico foi 40 vezes maior do que a do extrato

lipofilico (expressa por grama de carne fresca). Os antioxidantes hidrofilicos presentes na carne
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podem ser classificados como endogenos, incluindo peptideos, acido Urico, ascorbato, enzimas
antioxidantes e poliaminas; ou exdgenos, como nitrito e compostos fenolicos, enquanto 0s
antioxidantes lipofilicos na carne sdo representados por carotenoides, alfa-tocoferol e
ubiquinona.

Ao avaliar a fisiologia animal, percebe se que no tecido conjuntivo animal o colageno é
a proteina mais abundante, possuindo 27 isoformas e sendo encontrada nos mais diversos
tecidos como 0ssos, cartilagens, ligamentos, pele, musculos, tenddes, e vasos sanguineos
(Damodaran et al., 2008). Devido a sua diversidade e importancia para os tecidos, a atividade
antioxidante do colageno apds o processo de hidrolise ja foi avaliada por pesquisadores. Li e
colaboradores (2007), avaliaram o colageno da pele suina, hidrolisando o material isoladamente
por 24 horas e utilizando fontes distintas de proteases as enzimas papaina, protease pancreatica
bovina (PP) e um coquetel de trés enzimas compostas por PP, protease de Streptomyces (PS) e
protease de Bacillus polymixa (PB). Neste estudo, o hidrolisado de colageno suino preparado
com o coquetel enzimatico demonstrou a maior atividade antioxidante, além disso, através de
técnicas como cromatografia de filtracdo em gel, cromatografia de troca ibnica e RP-HPLC,
quatro peptideos antioxidantes foram isolados, cujas sequéncias foram identificadas como Q-
G-A-R, L-Q-G-M, L-Q-G-M-Hyp e Hyl-C. Esse resultado confirmou a atividade
antioxidante do colageno da pele suina hidrolisada e a sua viabilidade como suporte a atividade
enddgena (Li et al., 2007).

Na fabricacdo de alimentos para animais, a FVA ¢ tradicionalmente muito utilizada e
sua composi¢do pode variar conforme a fabrica e o lote de processamento. Segundo a
Associagdo Americana Oficial de Controle de Alimentos (AAFCO, 2014), a inclusdo de
diversos componentes da ave como moela, intestino, pescogo, cabeca, pés, ovos nao
desenvolvidos, aparas, carcagas danificadas para consumo humano e residuos de carne
mecanicamente separada (CMS) sdo permitidas. Sendo assim, devido a essa diversidade na sua
composi¢do € esperada a presenca de proteinas miofibrilares, além de colageno, elastina e
queratina. Em adicdo a vantagem da presenga de materiais com potencial antioxidante, as
visceras ainda contém naturalmente enzimas proteoliticas em abundancia, o que pode contribuir

para os processos de hidrolise industriais (Abeer ef al., 2021; Bao e Wu, 2021).

De forma geral, as pesquisas ja identificaram diversas propriedades funcionais que as
proteinas hidrolisadas podem obter ap6s o processo de hidrélise, sdo exemplos, a elevagdo da

atividade antimicrobiana, imunomoduladora, atividade inibitoria da dipeptidil peptidase 1V,
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inibitéria da ECA e a elevacdo da atividade antioxidante (Brandelli et al., 2015), foco principal
desse estudo. Algumas pesquisas desenvolvidas para estudar a capacidade antioxidante de
hidrolisados realizados nos ultimos anos alcangaram resultados promissores, como Taheri e
colaboradores (2019) ao avaliarem a proteina hidrolisada de musculo do peixe Kawakawa,
concluiram que o material atingiu quase 100% de eliminacdo de DPPH, possuindo assim efeito
antioxidante eficiente, ja Wang e Shahidi (2018) ao estudarem a capacidade antioxidante de
proteina hidrolisada de carne de diferentes fontes animais (bovino, frango e peru) encontraram
atividade antioxidante superiores na carne de aves. Em contrapartida, alguns estudos obtiveram
efeitos contrarios como como Pinto e colaboradores (2023) que ndo observaram em caes adultos
alimentados com dietas formuladas com figado de frango hidrolisado como principal fonte de
proteina (24%, 32% e 40% de proteina bruta) efeitos protetores contra a oxidag¢do. Sendo assim,
mais experimentos focados na utilizacao de fontes proteicas hidrolisadas e a sua capacidade de
suporte a rede enddgena de antioxidante nos animais sao importantes para corroborar com

novas perspectivas para a utilizagao desses ingredientes.

1.3 Antioxidantes e qualidade espermatica em cées

A saude dos animais de companhia, de forma geral, ¢ uma questdo significativa para
tutores. Os aspectos relacionados a reprodugdo de animais com alto valor zootécnico desperta
preocupacao principalmente nos criadores de cdes de raga pura, como a capacidade potencial
reprodutiva (Silva, 2002). Uma dieta rica em alimentos antioxidantes atua como aliada para o
combate do estresse oxidativo no sistema reprodutivo, sendo a nutricdo uma aliada essencial
para a boa performance reprodutiva.

Os espermatozoides de mamiferos sdo particularmente susceptiveis a danos citotoxicos
induzidos pelas EROs e ao estresse oxidativo. Essa sensibilidade pode ser atribuida a escassez
de enzimas antioxidantes no citoplasma devido ao seu tamanho reduzido, a quantidade de
acidos graxos poli-insaturados na membrana plasmatica, além da reduzida capacidade de
reparacdo do seu DNA (Aitken et al., 1996; Aitken e Sawyer, 2003; Nichi, 2009; Lucio, 2012;
Vieira, 2018). Um dos poucos mecanismos de protecdo dos espermatozoides contra agentes
oxidantes ocorre através do plasma seminal, o qual contém moléculas de baixo e alto peso
molecular, incluindo antioxidantes enzimaticos como superdxido dismutase (SOD) e catalase,
constituindo uma linha de defesa crucial contra as EROs (Agarwal e Saleh, 2002; Maia ef al.,

2009; Lopes et al., 2021).
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A membrana dos espermatozoides ¢ abundantemente composta por acidos graxos poli-
insaturados (Zalata et al., 1998; Baumber et al., 2000), o que a torna altamente suscetivel a agao
dos oxidantes. Isso pode ser explicado ja que a velocidade da peroxidacdo lipidica depende,
entre outros fatores, do grau de insaturagao do acido graxo. Ou seja, quanto maior a insaturagao,
maior a vulnerabilidade da membrana a oxida¢ao (Comhaire e Mahmoud., 1999; Ochsendorf,
1999; Nichi et al., 2007).

A capacidade dos antioxidantes celulares de atenuarem o dano oxidativo causado pelos
EROs e radicais livres influencia diretamente a manutencao da qualidade dos espermatozoides
ao longo da espermatogénese, armazenamento epididimario e durante a ejaculagdo. Essa fungao
antioxidante € crucial, uma vez que a peroxidagdo lipidica das membranas espermaticas induz
a formacao de radicais livres, resultando em danos que comprometem a viabilidade reprodutiva
dos espermatozoides. Além disso, a atividade oxidativa dos metabolitos interfere na qualidade
do s€men, podendo resultar na perda irreversivel na motilidade celular, na fluidez da membrana,
inibi¢do da respiragdo celular, danos ao DNA nuclear e mitocondrial, além da perda de enzimas
intracelulares e, consequentemente, na fertilidade espermatica (Valenga e Guerra, 2007; Aitken

et al., 2014; Sampaio e Zuccari, 2016).

Devido a extensdo dos danos espermaticos causados pelos EROs, estratégias sao
estudadas para melhorar a capacidade reprodutiva masculina, sendo sugerido o uso de dietas
ricas em antioxidantes, uma vez que elas podem reduzir a propagacéo dos danos oxidativos ao

atuarem como suporte a capacidade antioxidante organica (Wong et al., 2002).

Em sinergia com a protecdo advinda do plasma seminal através dos antioxidantes, como
0 superoxido dismutase, a glutationa peroxidase e a catalase que atuam na defesa dos
espermatozoides dos caes, a protecdo exdgena através dos alimentos também age como uma
importante linha de defesa contra os EROs e seus efeitos nocivos ao operarem de forma
colaborativa com o sistema endogeno potencializando a sua acao (Srtzezek et al., 2009). Ou
seja, ajudam a manter o equilibrio na producdo dos oxidantes ao entrarem na corrente
sanguinea, serem direcionados ao plasma seminal e capturarem as espécies reativas produzidas

em excesso (Risso et al., 2021).

Diversas moléculas oxidantes sdo formadas durante 0s processos metabolicos do corpo,
sendo os mais citados na literatura: radical superéxido (O2 °); radical hidroxila (OH") e peroxido
de hidrogénio (H202) (Agarwal; Gupta; Sharma, 2005; Andrade et al., 2010; Vieira, 2018).

Além das EROs, existem produtos de oxidagdo formados pela acao destas moléculas, como por
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exemplo, os produtos da peroxidacao lipidica. Dentre estes produtos, existe a molécula
denominada malondialdeido (MDA) oriunda da quebra dos acidos graxos poli-insaturados que
sdo peroxidados durante esse processo, que tende a reagir com proteinas, lipidios e DNA e tem
acdo tao deletéria quanto as EROs (Montjean ef al., 2010).

Apesar do efeito deletério quando produzidos em excesso ou desequilibrio, os EROs
desempenham um papel crucial na fisiologia do espermatozoide, participando de processos
fundamentais como a capacitagdo, hiperativagdo, reagdo acrossdmica e penetracdo do
espermatozoide no oocito (Lamirande et al., 1997). Portanto, as suplementagdes com
antioxidantes devem ter doses Otimas para evitar a eliminagao completa de EROs e RL, afim
de ndo ter impacto negativo no papel dos oxidantes na fisiologia das fungdes espermaticas em
mamiferos.

A atuagdo dos antioxidantes ¢ variada e pode ser classificada em trés categorias de
acordo com seus mecanismos de acdo: inibindo, bloqueando ou reparando o DNA. Os
inibidores preventivos sequestram as EROs e impedem sua interagdo com os alvos celulares,
retardando a sua fase de iniciacdo. Os bloqueadores, que interceptam, reagem diretamente com
os radicais e impedem sua agdo. Ja os antioxidantes de reparo de DNA, sao representados por
lipidios e proteinas que removem os danos causados (Ferreira ¢ Abreu, 2007; Michael et al.,
2007; Lopes-Santiago et al., 2012; Lima, 2013; Prete et al., 2018; De Souza et al., 2018; Vieira,
2018). Os antioxidantes endogenos presentes no plasma seminal sdo responsaveis pelo controle
da concentragao de radicais livres no sémen, através da neutralizacdo dos EROs, atuando como
inibidores ou bloqueadores nesse sistema (Lucio, 2012; Kawai, 2017; Tufarelli et al., 2018
Lecewicz et al., 2018), com a finalidade de conservar a qualidade do sémen e prevenir a
sobrecarga oxidativa (Lone et al., 2018; Prete et al., 2018).

Em relagdo a fertilidade, quando comparado a outras espécies animais o sistema
reprodutivo de cdes ¢ insuficientemente equipado com glandulas sexuais. Isso acontece uma
vez que a prostata, adjacente ao epididimo, ¢ a principal responsavel pela producdo dos
principais componentes bioquimicos do plasma seminal e a glandula acessoria mais importante
da espécie. Compreendendo a primeira e terceira fracao do ejaculado de caes, cerca de 95% do
seu volume (England, Allen, 1990; Iguer-Ouada e Verstegen, 1997).

Esse ejaculado ¢ dividido em trés fragdes, a primeira que tem como fun¢do limpar o
canal da uretra da fémea para que residuos de células ou urina ndo interajam com o sémen, a
segunda que ¢ responsavel pelos espermatozoides viaveis e a terceira que tem a funcao de

impelir a segunda fracdo (England, G.C.W., 2013; Paulo, 2020). Apesar dessa divisdo das
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fragdes seminais bem definidas, ndo hé literatura disponivel acerca do complexo sistema
antioxidante especifico de cada uma delas na ejaculagdo canina, o que dificulta o
desenvolvimento de estratégias para melhorar a funcdo reprodutiva por meio do uso de
antioxidantes.

Domostawska e colaboradores (2018) investigaram o efeito da suplementagao oral de
selénio (6 pg/kg) e vitamina E (5mg/kg) no estado antioxidante dos espermatozoides e na
qualidade do s€émen em caes com fertilidade reduzida. Os autores observaram aumento no status
antioxidante dos espermatozoides e melhora da qualidade do s€émen. Nao foram encontrados
estudos que avaliaram o consumo de FVH na atividade antioxidante seminal de caes, sendo na
maioria dos trabalhos disponiveis relacionados a suplementag¢do oral com outras formas de

antioxidantes ndo enzimaticas, em animais com algum problema reprodutivo.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Protocolo de Etica no uso de animais e local do experimento

O protocolo experimental deste estudo obedeceu aos principios de ética adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA, Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagio, Brasilia, Brasil) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, Areia, Brasil (Protocolo n°3870020621). O
presente experimento foi realizado nos canis Altos do Miramar e Quinta di Cani (propriedades
privadas), localizados no estado da Paraiba, e que ficam localizados nas cidades de Jodo Pessoa
e Campina Grande, respectivamente.

3.2 Animais, instalag¢des e delineamento experimental

Foram utilizados 16 cdes machos adultos (6 cdes da raca American Pitbull Terrier, 2
cdes da raca Dachshund Miniatura, 6 cées da raca Bulldog Francés e 2 cées da raca Shih Tzu),
em idade reprodutiva com média de 4,19 = 0,71 anos e escore de condicdo corporal 4 ou 5 de
9 (LaFlamme, 1997). Todos os cdes foram previamente vacinados, vermifugados e
clinicamente avaliados por médico veterinario para assegurar seu estado clinico antes do estudo.

O ECC e o peso corporal ao longo do estudo estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Escore de Condicéo Corporal (ECC, sistema de 1 —9) e Peso corporal médio +

desvio padrédo (PC, kg) dos grupos experimentais ao longo do estudo.

Tratamento 30 dias 90 dias 120 dias

ECC PC ECC PC ECC PC
FVH 4,5+0,41 18,8+10,5 53+0,5 19,7+11,1 53+0,5 21,2+12,4
FVA 4,9 £0,85 193+£10,7 53+0,5 203+11,2 52+0,5 21,1 £11,5

FVH: Farinha de Visceras de Aves Hidrolisada; FVA: Farinha de Visceras de Aves; ECC: Escore de Condicao
Corporal; PC: Peso Corporal

Todos os cdes foram alojados em baias individuais com 2m? de area coberta e 4m? de
solério, durante 120 dias, com acesso diario por um periodo de uma hora a area externa de 120
m? para realizacdo de atividades fisicas e socializacdo. Toda a area foi limpa e checada
diariamente para evitar possiveis presencas indesejaveis, como fezes ou material vegetal, que
pudessem interferir nos resultados do experimento. Os animais foram alimentados uma vez ao
dia (09h00) em quantidade suficiente para suprir suas necessidades de energia metabolizavel
(estabelecida inicialmente como 110 kcal x peso corporal kg®'®) segundo Nutritional Research
Council (2006), sendo esse fator ajustado durante o experimento para manter o peso corporal

dos cées constante. A agua foi fornecida ad libitum.

O estudo foi realizado em delineamento ao acaso programado, durante um periodo de
120 dias, sendo os animais divididos igualmente de acordo com a raca, idade e o peso corporal
em dois tratamentos: farinha de visceras de aves (FVA), com peso corporal inicial médio de
15,92 + 8,24, e proteina hidrolisada de frango (FVH), com peso corporal inicial médio de 15,59
+7,98.

3.3 Dietas experimentais

Foram formuladas duas dietas com composi¢do nutricional semelhante, de forma a
atender as necessidades nutricionais de cées adultos (FEDIAF, 2020) Dieta 1- contendo 32%
de farinha de visceras (FVA) e Dieta 2- com inclusdo de 10% da FVVH em substituicdo a dieta
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controle, conforme descrito na Tabela 2. Ambas as dietas foram processadas por extrusao em
extrusora de rosca Unica pertencente a Universidade Estadual Paulista, em Botucatu, Brasil.
Posteriormente, o0 material resultante foi submetido a secagem em um secador tipo esteira. Apos
esse processo, a gordura de aves e 0s agentes aromatizantes foram aplicados sobre os kibbles

por pulverizacdo, enquanto estes estavam sendo continuamente misturados.

A farinha de visceras de aves hidrolisada (FVH) empregada no estudo é tipicamente
produzida a partir de middos, 6rgéos e carne que foram previamente submetidos a hidrolise em
um reator enzimatico. Apds a etapa de hidrolise, a fase soltvel € separada da fracdo gordurosa
e dos residuos insolUveis, sendo entdo seca e moida. Os niveis de garantia e as especificacGes
fisico-quimicas da FVH (BRF S.A, Concordia, Brasil) foram: umidade (méaximo de 8%),
proteina bruta (minimo de 75%), gorduras (maximo de 8%), matéria mineral (maximo de 6%)
e digestibilidade (minimo de 95%).

Tabela 2. Composicéo de ingredientes e quimica das dietas experimentais contendo
farinha de visceras de aves (FVA) e farinha de aves hidrolisada (FVH).

Ingredientes (%) FVA! FVH 2
Milho 39,34 39,07
Farinha de aves 31,91 20,76
Farinha de aves hidrolisada - 10,00
Quirera de Arroz 12,00 12,00
Oleo de visceras de frango 7,49 8,70
Polpa de beterraba 4,00 4,00
Levedura de cerveja 1,00 1,00
Oleo de peixe 0,55 0,55
Palatabilizante 2,00 2,00
Suplemento mineral-vitaminico 3 0,40 0,40
Cloreto de potéassio 0,39 0,37
Sal 0,30 0,30
Colina 60% 0,13 0,19
Fosfato bicélcico - 0,17
DL-metionina 0,12 0,12
Antifungico 0,10 0,10
AM 0,10 0,10
Antioxidante 0,07 0,07
Composic¢do quimica analisada (%0)

Umidade (%) 6,64 6,21

Proteina brutal (%) 26,63 26,90



Extrato etéreo hidrolise acida (%) 13,74 14,99
Matéria mineral (%) 5,95 4,53
Matéria organico (%) 94,05 95,47
Energia brutal (kcal/kg) 4.681 4.759
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.780 3.810

FVA!: Farinha de visceras de aves; FVH?: Ingrediente da farinha de visceras hidrolisada foi concedida pela BRF
(Proteina hidrolisada de frango, BRF SA, Concérdia, Brasil); * Quantidade por kg de Produto: vitamina A,
2.000.000 UI; vitamina B | ( Mononitrato de Tiamina), 500 mg; vitamina A B12 , 6250 mcg; vitamina A B2 , 1000
mg; vitamina A B6 (Cloridrato de Piridoxina), 500 mg; vitamina A D3, 200.000 UI; vitamina E ( DL -alfa tocoferol),
12.000 UI; acido pantoténico ( D - pantotenato de calcio), 2500 mg; acido folico, 75 mg; biotina, 6 mg; sulfato de
cobre, 1750 mg; colina, 100 g; ferro (sulfato de ferro), 20 g; iodo (iodeto de so6dio), 375 mg; manganés (6xido
manganoso ), 1250 mg; niacina, 3750 mg; selénio ( selenito de s6dio),40 mg; 6xido de zinco, 30 g.
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3.4 Coleta de sangue e sémen

Para avaliar o efeito consumo das dietas sobre a capacidade antioxidante organica no
soro, amostras séricas (3 mL) foram coletadas da veia jugular por venopungao nos dias 0, 60 ¢
120 usando sistemas de coleta a vacuo de sangue. As amostras foram coletadas, colocadas em
tubos previamente identificados e posteriormente centrifugadas durante 10 min a 1400 rpm a
4°C para a obtencao de soro. Na sequéncia foram guardadas em tubos a -80°C, até posterior
analise de substincias reativas ao 4acido tiobarbitirico (TBARS), determinagdo do
malondialdeido (MDA), capacidade antioxidante total (CAT), e 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH).

Para avaliagdo da capacidade antioxidante seminal, o sémen de cada cdo foi coletado 2
vezes, considerando que o ciclo seminal completo do cdo dura cerca de 60 dias, foram
realizadas duas avaliagdes do efeito na dieta sobre a capacidade antioxidante do sémen, apos
60 e 120 dias de consumo das dietas. A coleta foi realizada de forma ndo invasiva utilizando o
método de manipulagdo digital. Antes do procedimento a regido peniana dos animais foi
higienizada com uma solucao salina e seca com material limpo e seco. Apds a higienizagao, a
coleta do sémen foi realizada com a presenca de uma fémea em um ambiente calmo, para
minimizar possivel estresse no animal. O ejaculado com volume minimo de 6 mL foi obtido e
mantido em tubo falcon, sendo os primeiros jatos descartados e apenas a segunda fracao do
ejaculado (fragdo rica em espermatozoides) aproveitada. Em seguida o volume foi centrifugado
com velocidade de 2.000 rpm por 10 minutos para separa¢do do plasma seminal. Cerca de 4

mL do plasma seminal foi transferida para 2 tubos eppendorf (2mL para analise e 2mL para
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reserva) e armazenados a -80°C, até posterior analise de malondialdeido (MDA), capacidade

antioxidante total (CAT) e superoxido desmutase (SOD).

3.5 Analise da capacidade antioxidante sérica e seminal em cies

O MDA foi determinado seguindo o método proposto por Gerard-Monnier (1998), com
adaptacdes. Para esta avaliagdo, 100ul do plasma sérico foi sequencialmente misturado com
300ul de 10mM da solugdo de 1-metilfenilindol em acetonitrila e metanol (2:1, v/v) e adigdo
de 75ul de HCI P.A. (37%). Logo apo6s, os tubos passaram pelo vortex e incubados em banho
maria a 45°C por 40 minutos. Apds o banho, as amostras foram resfriadas no gelo e entdo os
tubos foram centrifugados a 4.000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante, a absorbancia foi lida
usando método de espectrofotometria (SpectraMax M3, Molecular Devices, EUA), no
comprimento de onda de 586nm. A concentragdo do MDA foi calculada usando a curva do

1,1,3,3-tetrametoxipropano hidrolisado (TMP) (Ekstrom ef al., 1988).

A mensuragdo das concentragdes plasmaticas de diferentes antioxidantes pode ocorrer
separadamente no laboratorio, mas geralmente sdo demoradas, dispendiosos, trabalhosos e
muitas vezes requerem técnicas complicadas. Uma alternativa vidvel ¢ medir a capacidade
antioxidante total (CAT), ja que o efeito dos diferentes antioxidantes ¢ aditivo e analise da CAT,
fornece uma estimativa da quantidade de moléculas de radicais consumidas pelo agente
antioxidante (Campos e Lissi,1997; Ferreira, 2012), para isso foi mensurada usando o método
baseado no 2,2-azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS) por leitura da absorbancia no

comprimento de onda de 660nm (Erel, 2004).

Enquanto o método DPPH, o teste de reduc¢do do radical 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl,
se baseia na capacidade desse radical organico livre em reagir com doadores de hidrogénio,
sendo a porcentagem de DPPH restante no sistema proporcional a concentragdo de
antioxidantes (Sanchez-Moreno, 2002; Tomei e Salvador, 2007). A atividade de eliminacao do
radical DPPH foi avaliada usando a mistura de 0,5ml do sérum com 0,5ml de acetona, misturada
por 1 minuto e entdo centrifugada por 5 minutos a 5500g e 4°C para desproteinizagdo da
amostra. O sobrenadante foi filtrado com pipeta Pasteur preenchida com pano de algodado para
remover pequenas particulas. Uma solugdo de 0,1mM de DPPH metanolico (0,0039g/100ml)
foi imediatamente preparada antes do teste e foi incubada em ambiente escuro. Uma aliquota

de 400ul da solu¢ao de DPPH foi adicionada em 360ul de neutralizador de fosfato (pH de 7,4)
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e 40 ul da amostra e homogeneizada por vortex. A absorbancia foi lida a 505nm (Labquest,
Labtest Diagnostica) nos tempos 0, 5, 10, 15 e 20 minutos ap6s mistura. A inibi¢do
(descoloragao) do radical DPPH foi calculado como a porcentagem relativa da absorbancia da
amostra no tempo de leitura comparado com um branco (400ul de solugao de DPPH adicionado

do neutralizador de fosfato).

Superdxido dismutase foi medida indiretamente pelo indice de inibicdo da SOD. Foi
utilizado um kit comercial para dosagem de frutosamina (Labtest), proteina consumida pela
SOD. A SOD foi, portanto, mensurada a partir da concentragdo de frutosamina no plasma
seminal, sem inibicdo e com inibicdo da agdo da SOD. A analise foi realizada em
espectrofotometro (SpectraMax M5, Molecular Devices) utilizando um comprimento de
onda de 530nm, apos incubacdo da amostra a 37°C por 10 minutos e depois realizada duas
novas andlises, uma apds 5 minutos e outra apds 10 minutos. Os resultados obtidos sem a
inibi¢do da SOD foram considerados como 100%. Para a determinacgio do valor da SOD, foi
realizada uma curva padrao, utilizando-se concentragdes pré-determinadas de SOD, utilizando
a equacdo: y = 0,027x+ 44,26. Onde y ¢ a concentracdo de SOD em ng/mL e x o valor

encontrado na porcentagem de inibigdo da SOD.
3.6 Analises estatisticas

Para a analise estatistica, todas as variaveis foram verificadas quanto a distribuicdo
normal pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a determinacdo do efeito da dieta na capacidade
antioxidante dos cées ao longo do tempo, os dados foram analisados usando ANOVA modelo
misto com dois fatores [grupo (Duas dietas: FVA e FVH) x tempo (Trés momentos: 0, 60, 120
dias de consumo das dietas) ] com medidas repetidas do fator [tempo]. Para avaliagdo seminal
considerou-se 0 mesmo modelo e dois momentos (60 e 120 dias de consumo das dietas). As
comparagdes post-hoc dos dados foram realizadas usando teste de comparacdo multipla Tukey-
Kramer. As analises estatisticas efetuadas no software SigmaPlot v.12.0 com nivel de

significancia de 5%.

4. RESULTADOS

Todos os cdes mantiveram peso e escore corporal adequados, as dietas foram bem

aceitas pelos animais, os quais ndo apresentaram quadros de recusa, diarreia ou vomito. O
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consumo médio de alimentos para ambas as dietas durante os 120 dias de consumo foi 30,94 +

3,38 ¢ 30, 44 + 1,89 g/kg 0,75 /por dia para as dietas FVA e FVH, respectivamente.

4.1 Parametros no soro sanguineo

Na tabela 3 estdo descritos os resultados as analises de MDA, CAT e DPPH nas
amostras de soro sanguineo dos cdes alimentados com FVA e FVH. Nao foram observadas
diferencas significativas entre grupos (dietas). Contudo, verificou-se efeito significativo de

tempo na avaliacdo MDA, com redugdo desta variavel ao longo do tempo para o tratamento
FVH (p=0,005).

Tabela 3. Avaliacdo dos parametros antioxidantes em soro sanguineo de cdes alimentados com

farinha de visceras de aves (FVA) e farinha de aves hidrolisada (FVH).

FVA FVH P valor

U (uM) Basal 60 dias 120 dias Basal 60 dias 120 dias grupo periodo interagdo

MDA! 153+£3,6 13,2+4.2 133+1,8  13,3+2,07* 13,21+1,54* 10,6+1,7° 0,069 0,005 0,118
CAT? 0,35+0,17 0,49+035 0,38+0,08 0,37+0,13 0,39+0,09 0,31+0,14 0,160 0,298 0,701

DPPH?®  50,6+15,7 68,9+18,5 554+239 48,0+202 67,0+1940 47,8+20,7 0427 0,067 0,819

' Malondialdeido. 2 Capacidade oxidante total 3 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. Letras diferentes (a, b, ¢) na coluna indicam diferengas
significativas entre as médias dos tratamentos. Foi estabelecido nivel de significancia de 5% (P<0,05) e tendéncias consideradas

quando 0,05<P<0,10.

4.2 Parametros seminais

Na tabela 4 estdo descritos aos parametros antioxidantes do sémen. Nao foram
encontradas diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos estudados, contudo,

verificou-se uma tendéncia a maior capacidade antioxidante seminal nos cdes que consumiram

dieta FVH (p=0,058).

Tabela 4. Avaliagdo dos parametros antioxidantes do sémen alimentados com farinha de visceras de aves

(FVA) e farinha de aves hidrolisada (FVH).
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FVA FVH P valor

60 dias 120 dias 60 dias 120 dias  grupo intervalo Interagdo

MDA'! (uM) 6,24+4,78 732+5,87 6,16+3,71 483+196 0,514 0,937 0,437
CAT? (unM)  0,167+0,10 0,132+0,12 0,303+0,19 0,278 +0,18 0,058 0,493 0,908

SOD? (U/mL) 4,48+2,38 3,77+2,16 522+271 3,64+191 0,667 0,304 0,880

1 Malondialdeido. 2 Capacidade oxidante total 3 Superdxido dismutase
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5. DISCUSSAO

A farinha de visceras de aves é um ingrediente comumente empregado na fabricacao de
racdes na industria pet food. Em contraste com o modo de fabricacdo convencional, quando
esse material passa pelo processo de hidrélise enzimética, ocorre a clivagem das ligacGes
peptidicas pelas proteases, formando aminoacidos livres e peptideos de baixo peso molecular
(Clemente, 2000), dando origem a farinha de aves hidrolisada, que além de possuir
caracteristicas desejaveis para compor alimentos hipoalérgicos também pode ser uma fonte
interessante de compostos funcionais antioxidantes, definidos como peptideos bioativos
(Mdller et al.,2008).

A absorc¢do dos peptideos no organismo, especialmente no intestino delgado, envolve
mecanismos complexos com interagdo com o sistema oxidante organico através de sinais
transmitidos para o cérebro, interagdes celulares com enzimas e transportadores (Hou et al.,
2022). ApOs interagir com receptores presentes no epitélio intestinal, mediadores definidos
como transportadores especializados de peptideos (PEPT1) levam esse fragmento de proteina
para dentro das células intestinais. A partir desse ponto, sdo liberados na corrente sanguinea e
direcionados ao figado e ap6s a chegada nesse 6rgdo os peptideos sdo processados seguem para
a circulagdo sistémica onde sdo distribuidos para outros tecidos do corpo (Hernandez- Ledesma
et al.,2011). A colaboragdo dos peptideos bioativos com a defesa antioxidante endogena pode

ocorrer de forma direta ou indireta.

Diretamente, atuando no combate das EROs através da diminuicdo das concentragoes
intracelulares dos compostos oxidativos e inibi¢do da produgdo dos oxidantes ocasionando a
reducdo dos danos do estresse oxidativo, estabelecido pelo desequilibrio entre a produgdo dos
EROS e a capacidade antioxidante organica do corpo em neutraliza-los. Ou indiretamente,
modulando a expressdo das enzimas antioxidantes enddgenas ao ativar vias de sinalizacdo
celular para a sua produc¢édo. Ou seja, quando ocorre o desequilibrio entre as concentracdes de
oxidantes e antioxidantes os peptideos bioativos podem operar em ambas as vias para estabilizar
a homeostase (Zhu et al., 2022).

A oxidacdo dos 4cidos graxos poli-insaturados das membranas celulares, também
conhecida como peroxidagdo lipidica (PL), causa alteragdes na estrutura e permeabilidade
dessas estruturas, comprometendo o metabolismo celular e tendo como consequéncia mais
importante o estresse oxidativo (Ferrari,1999). O malondialdeido ou malonildialdeido (MDA),

aldeido de cadeia curta ¢ um dos principais produtos da PL, servindo como indice para a
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mensuragdo da intensidade da reac¢ao (Sobrinho, 2009; Montjean et al., 2010), O MDA é uma
das principais técnicas empregadas para avaliar a oxidacdo de lipidios, a qual determina os
produtos finais da reac¢do, sendo os menores valores (menos produtos formados durante a reacéo
de oxidacao), mais desejaveis. O MDA pode ser mais prejudicial do que os EROs, devido ao
seu maior tempo de agdo, estando associado a doengas degenerativas e ao envelhecimento

precoce (Maia et al., 2009; Montjean et al., 2010; Rocha et al., 2018).

O MDA ¢ um dos principais biomarcadores do estresse oxidativo, logo sua reducdo ao
longo do tempo ¢ desejavel e indica melhora no sistema de defesa antioxidante, e no presente
experimento o valor encontrado (p=0,005) demonstra a influéncia positiva da dieta FVH na
capacidade antioxidante do c0, ao observar uma redu¢ao do potencial dos danos celulares apos
120 dias da dieta. Efeitos benéficos dos antioxidantes de hidrolisados proteicos como redugao
do malondialdeido em diversas espécies ja foram avaliados ao longo dos anos. Liu et al (2015)
ao avaliarem o efeito da proteina hidrolisada de Mactra veneriformis, uma espécie de molusco,
em camundongos através de marcadores oxidativos como o MDA e a atividade da SOD,
observou a elevacdo da atividade e defesa antioxidante nos animais. J& Sun et al (2012)
analisaram a proteina de frango hidrolisada in vitro e in vivo na dieta para camundongos, que
mostraram atividades de enzimas antioxidantes significativamente aumentadas, enquanto os
niveis de MDA diminuiram tanto no soro quanto no figado dos animais avaliados. De forma
geral, as proteinas de origem animal ap6s o processo de hidrolise demonstram ser importantes
fontes de aporte antioxidativo para o organismo, especialmente as de aves. Ao comparar o
potencial antioxidante de hidrolisados de carne de peru, frango e carne bovina através da
hidrolise com a enzima flavourzyme avaliando radicais como DPPH, Wang e Shahidi (2018)
obtiveram como resultado uma atividade antioxidante da carne de peru e de frango
significativamente maior do que a da carne bovina (P < 0,05). Em contrapartida, outra pesquisa
(Hsu et al., 2024) avaliando os efeitos da proteina hidrolisada de frango incorporada em 5 dietas
com diferentes proporgoes e fontes de hidrolisados de frango (dieta 1 com 25% de FVA; dieta
2 20% FVA mais 5% de hidrolisado de coragdo e figado de frango; dieta 3 com 25% de
hidrolisado de coragdo e figado de frango; dieta 4 5% de hidrolisado de frango mais 20% de
FVA e dieta 5 com 25% de hidrolisado de frango) na dieta de caes adultos saudaveis nao
encontraram diferencas nos biomarcadores séricos de estresse oxidativo entre os grupos de

hidrolisados, tendo valores comparaveis aos da farinha de frango.
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O estresse oxidativo também desempenha efeito negativo em relagcao ao sémen, sendo
os antioxidantes uma importante fonte de defesa. Neste estudo, apesar de ndo serem encontradas
diferencgas significativas (P>0,05) entre os tratamentos estudados, foi encontrado uma tendéncia
a maior capacidade antioxidante seminal, nos caes que consumiram dieta FVH (p=0,058). Estas
avaliagoes refletem o indice de estresse oxidativo ao qual este esta exposto, sendo beneficiado
ou ndo pelo alimento (Vieira, 2018). As EROs podem ocasionar danos irreversiveis ao
espermatozoide, como a redu¢do na motilidade, fragmentagao do material genético e ruptura da
ligacdo do espermatozoide ao odcito, fatores que em niveis elevados podem comprometer
totalmente a fertilidade do animal (Rocha et al.,2018). Essa sensibilidade induzida pelas
espécies reativas ao oxigénio, especialmente em espermatozoides de mamiferos, ocorre em
decorréncia da grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados presentes na membrana
plasmatica, com a clivagem de suas ligagdes duplas ocorrendo facilmente (Nichi et al., 2007).
Mas também pela sensibilidade do seu DNA com baixa capacidade de reparo, além da baixa
quantidade de antioxidantes no seu citoplasma. O plasma seminal ¢ a principal linha de defesa
antioxidante para esta célula reprodutiva, sendo composto por moléculas e enzimas de defesa
intracelulares como catalase e a SOD (Agarwal e Saleh, 2002; Maia et al., 2009; Nichi, 2009).
Um animal com alta performance reprodutiva € uma caracteristica de grande interesse aos
criadores comerciais, respaldando a importancia do desenvolvimento de dietas que contém
ingredientes antioxidantes na sua formulacdo, como suplementagdes de selénio, vitamina C, E
e hidrolisados com o intuito de colabora¢do na melhora do sistema reprodutivo em geral

(Silva,2002; Santos et al., 2016).

Segundo Lamirande e colaboradores (1997) apesar do excesso de oxidantes ser
extremamente nocivo, as EROs participam do metabolismo espermatico desempenhando uma
fun¢do fundamental na capacitagdo, hiperativagdo e no processo de penetracdo do
espermatozoide no odcito, sendo importante para o processo de fecundacao o equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes. Desta forma, o objetivo dos tratamentos com antioxidantes deve
evitar a completa eliminacdo de EROs para ndo influenciar negativamente em seu papel

fundamental na fisiologia das func¢des espermaticas dos mamiferos.

Visto que, os cdes do presente estudo eram saudaveis e nao foram expostos a situacdes
adversas para a indu¢do de um maior estresse oxidativo, como exercicios fisicos extensos,
problemas reprodutivos ou desafios, fatores que contribuem para uma maior atividade oxidativa

em animais, ndo houve muitas alteragdes significativas no teor de antioxidantes e oxidantes do
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sémen, apenas a tendéncia a uma maior capacidade antioxidante total no grupo FVH. Dados
semelhantes a um experimento realizado por Lopes (2010) onde a adi¢do de antioxidantes no
congelamento de sémen canino nao obteve resultado em caes férteis, em contrapartida houve
efeito positivo da SOD no grupo com animais subférteis. Entretanto, Aiudi e colaboradores
(2022) ao avaliar o efeito da lignina hidrolisada de Pinus taeda no status oxidativo e qualidade
do sémen de 40 cdes saudaveis, observaram que cdes que receberam a substancia hidrolisada
apresentaram maior atividade sanguinea de superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GPx) (p < 0,01). Os dados mostram que provavelmente os antioxidantes exercem
interferéncia maior na atividade seminal de caes expostos a circunstancias de maior estresse
oxidativo, sendo interessante o desenvolvimento de futuros estudos nesse sentido, com uma
abordagem alimentar com dietas ricas em antioxidantes sendo alternativa para redugdo
dessa condi¢ao biologica. Como fatores limitantes no presente estudo podem ser citados a
impossibilidade de realizacdo da coleta inicial do sémen e analises morfoldgicas adicionais

devido a logistica.

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a inclusdo de 10% de farinha de visceras de aves
hidrolizada em dietas para caes parece contribuir para a melhora do status antioxidante sérico
de cdes, estendendo-se a uma melhora no status antioxidante do sémen. Os resultados indicam
potencial deste ingrediente para compor alimentos que contribuam com a a satide animal geral
e reprodutiva. Futuros estudos sdo recomendados para definir os teores 6timos de inclusdo da
farinha de visceras de aves hidrolizada para efetiva melhora da atividade antioxidante orgénica

de cdes.
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