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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a suplementagdo do composto antioxidante comercial EconomasE
(Alltech, Brasil — AOX) sobre o equilibrio acidobasico, os pardmetros urinarios, o hemograma completo e
a fragilidade osmdtica de eritrocitos (FOE) de gatos estressados. Foram utilizados 24 gatos adultos
(3,49+0,87kg), distribuidos em delineamento inteiramente ao acaso, com quatro niveis (0, 250, 500,
750mg de AOX/kg de alimento na matéria seca) e seis repetigdes, durante o periodo de 80 dias. Os gatos
foram induzidos ao estresse por meio da presenga de cdes proximo ao recinto experimental (agente
estressor; AE), do 61° dia até o final do experimento. A pressdo parcial de dioxido de carbono (pCO,) e o
bicarbonato (HCO;5') aumentaram linearmente (P<0,05) conforme o aumento da ingestdo de AOX. Os
maiores valores de didxido de carbono total (tCO,) (P<0,05) foram observados nos gatos alimentados
com 500 e 750mg de AOX/kg de dieta. As concentragdes de hemoglobina foram maiores nos animais
alimentados com 250 e 500mg de AOX/kg de dieta. Os pardmetros urinarios ¢ da FOE foram semelhantes
nos gatos em todas as dietas. Esses dados indicam que a suplementacdo com AOX apresenta efeitos
benéficos no equilibrio acidobasico e na concentragdo de hemoglobina de gatos induzidos ao estresse.

Palavras-chave: farinha de algas, felinos, gases sanguineos, selénio
ABSTRACT

This study aimed to evaluate the supplementation of a commercial antioxidant Economask (Alltech,
Brazil - AOX) on the acid-base balance, urinary parameters, red blood count (RBC) and erythrocyte
osmotic fragility (EOF) of stressed cats. Twenty-four adult cats (3.49+0.87kg) were distributed in a
completely randomized design with four levels (0, 250, 500, 750mg AOX/kg feed dry matter) and six
replicates for a period of 80 days. Cats were induced to stress through the presence of dogs in the
experimental environment (stressor agent; AE) from the 61th day to the end. Partial pressure of carbon
dioxide (pCO,) and bicarbonate (HCOs) increased linearly (P<0.05) with increased intake of AOX. The
highest values of total carbon dioxide (tCO,) (P<0.05) were observed in cats fed the 500 and 750mg
AOX/kg diet. Hemoglobin concentration was higher (P<0.05) in animals fed the 250 and 500mg AOX/kg
diet. The urinary parameters and EOF were similar among all diets. These data indicate that AOX
supplementation has beneficial effects in acid-base balance and hemoglobin concentration of stress-
induced cats.
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INTRODUCAO

Os gatos s@o animais muito susceptiveis ao
estresse (Griffin e Humme, 2006), o que pode
resultar em importantes alteragdes fisiologicas
(Carlstead et al., 1993). Assim, muitas vezes
torna-se necessario lancar mdo de estratégias
para conter os efeitos colaterais do estresse, € a
suplementagdo com antioxidantes, nesse caso,
pode ser um tratamento eficaz. Os antioxidantes
atuam no combate das espécies reativas de
oxigénio, produzidas excessivamente durante a
situacdo de estresse, e contribuem na
estabilizagdo da condi¢do saudavel do animal
(Zicker et al., 2006).

Por outro lado, o equilibrio acidobasico ¢ um
processo fisioldgico complexo, regulado tanto
por tampdes intracelulares e extracelulares
quanto pelos sistemas urindrio e respiratorio
(Meyer et al., 1995). E passivel de ser
influenciado por uma série de fatores internos e
externos, incluindo os inerentes ao metabolismo,
a dieta e as condigdes ambientais (Olanrewaju et
al., 2007, muito embora o organismo sadio
consiga compensar, em curto ou em longo prazo,
as possiveis alteracdes ocorridas.

Tem sido relatado em animais de diversas
espécies que as respostas ao estresse estdo
envolvidas com o balanco acidobasico (Aguilera-
Tejero et al., 2000; Parker et al., 2003; Wojtas et
al., 2013), bem como com o aumento da
demanda de oxigénio (Garcia et al., 2012). Nesse
sentido, Sivakumar et al. (2010) observaram que
a suplementagdo com antioxidantes (vitamina C,
vitamina E e selénio) pode resultar em melhora
no equilibrio acidobasico.

Hé relatos de que o antioxidante comercial
(AOX), composto por um pool de antioxidantes
ndo enzimaticos, proporciona aprimoramento da
capacidade antioxidante quando suplementado
em dietas de aves (Pierce et al., 2009; Xido et al.,
2011). Entretanto, o AOX nédo foi estudado em
gatos, e, sobretudo, ainda ndo se conhecem as
possiveis interferéncias no status acidobasico e
nos demais parametros fisiologicos desses
animais.
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Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos
de um suplemento antioxidante em gatos
submetidos ao estresse nos  pardmetros
hematologicos, wurinarios e no equilibrio
acidobasico.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras,
Minas Gerais, no Centro de Estudo em Nutrigdao
de Animais de Companhia (Cenac), e foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (Comissoes/Permanentes/PRP— UFLA
— Protocolo n° 036/11). A temperatura média foi
de 20,50+2,48°C, e a umidade relativa de
75,60+8,64%, no periodo experimental de 80
dias.

Foram utilizados 24 gatos sadios, com idade de
3,5 anos, sem raca definida, machos e fémeas,
peso médio de 3,49+0,87kg, alojados
individualmente em gaiolas suspensas com
dimensdes de 0,8x0,8x1m (altura x profundidade
x largura).

Durante todo o periodo experimental, os animais
receberam agua ad libitum e um alimento
comercial completo, extrusado e seco para gatos
adultos (dieta padrao) (Tab. 1). A quantidade de
alimento foi calculada segundo a equagdo de
predicdo energética de manutencdo do National
Research Council (Nutrient, 2006), 2006), dada
por 100kcal x (PC em kg)™?.

O AOX (EconomasE®, Alltech, Araucaria,
Brasil) contém em sua composi¢do farinha de
algas marinhas (Schizochytrium sp.), levedura
enriquecida com selénio (1.500mg de selénio/kg
de produto), acido ascorbico e produto de
fermentagdo de Aspergillus niger. O aditivo foi
fornecido nas seguintes proporgdes: 0, 250, 500 e
750mg/kg da dieta padrao na matéria seca (MS).
Para cada nivel, foram utilizados seis gatos,
sendo o animal considerado uma parcela
experimental. Os animais receberam os
diferentes niveis de AOX veiculados a 2mL de
leite, exceto para o nivel Omg/kg de MS, que
recebeu apenas o leite, como forma de
padronizar o procedimento adotado.
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Tabela 1. Composi¢io nutricional da dieta padrio’

Niveis nutricionais Ragcio seca (MN%)” Ragdo seca (MS%)
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 ndo nitrogenado 44,32 46,85
EM (kcal/kg)’ 3329 3519

1Composigﬁo 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
linhaga, cloreto de sodio (sal comum), taurina, acido fosforico (min. 0,04%), antioxidantes, corantes e premix
vitaminico mineral. Eventuais substitutivos: farelo de arroz desengordurado, gliten 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.

SEM: energia metabolizavel, calculada com base nos niveis nutricionais, por meio da equagdo proposta por Nutrient

(2006).

O desafio (agente estressor; AE) foi promovido
do 61° ao 80° dia experimental, por meio da
inclusdo, proximo a sala de experimentagdo, de
seis cdes da raca Labrador, que permaneceram
até o final do experimento.

No dia zero e no 80° dia experimental, foram
realizadas coletas de sangue para gasometria e
hemograma completo. Para a gasometria, em
cada dia houve uma coleta de 1,0mL/animal em
jejum (as oito horas) e outra apos seis horas da
alimentagdo. As avaliagdes foram realizadas por
meio de um analisador de pH e de gases
sanguineos (Modelo AGS22; Drake Ltda.; Sdo
Jose do Rio Preto, Brasil). As variaveis
mensuradas foram pH, pressdo parcial de didoxido
de carbono (,CO,), concentragdo de bicarbonato
(HCOy), total de didéxido de carbono (tCO,) e
excesso de bases (EB). Para o resultado do
hemograma completo, foi utilizado 1,0mL de
sangue de cada animal em jejum em cada dia de
observacdo, utilizando-se o EDTA como
anticoagulante e os reagentes hematologicos
Dialyse — 3CF, Diascatter Pak, Diaton 3 e
Diaclenz (Diagon, Belo Horizonte, Brasil).

Para a avalia¢do da FOE, foi coletado, no 80° dia
experimental, 1,0mL de sangue dos gatos em
jejum, com heparina sdédica como anticoagulante.
A metodologia utilizada foi a descrita por Maede
e Hata (1975); desse modo adicionou-se 0,05mL
de sangue a 5,0mL de solugdo de NaCl com
concentragdoes de 0,1 a 0,9%. O conteudo de
hemoglobina sobrenadante foi determinado por
espectrofotometria a 540nm (Bel SPECTRO

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.5, p.1121-1128, 2016

S0S5, Bel Engineering®, Monza, Italia), e a
solugdo contida no tubo de 0,9% foi considerada
como branco ou acerto do zero. A porcentagem
de hemolise foi calculada com a solugdo de 0,1%
NaCl assumindo 100% de hemolise.

A densidade e o pH urinario foram avaliados nos
trés ultimos dias do experimento, seguindo o
protocolo proposto por Carciofi (2007). O pH
urinario foi mensurado usando-se um pHmetro
digital (Modelo DM22; Digimed, Sdo Paulo,
Brasil) e a densidade foi determinada por meio
de um refratdbmetro portatili (Modelo RTP-
20ATC; Instrutherm, Sdo Paulo, Brasil).

Todas as analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa Statistical Analysis
System (SAS, 2004). Os dados foram submetidos
a analise de covariancia, sendo as medidas no
tempo zero as covariaveis e, em seguida, a
analise de regressdo. Entretanto, quando ndo
houve ajuste, as médias foram comparadas pelo
teste de SNK a 5%. Na analise de FOE, para
encontrar as concentragdes (valores derivativos)
em que ocorreram as porcentagens de hemolise
de 5, 50 e 95%, foi realizada a analise de Probit,
por meio do procedimento PROC PROBIT do
SAS (2004). Os valores derivativos foram
comparados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A ingestdo das dietas ndo influenciou (P>0,05)

nos valores de pH sanguineo e no excesso de
bases (EB) dos gatos, independentemente do
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periodo de avaliagdo: jejum ou poés-prandial
(Tab. 2). Para o tCO,, as maiores concentragdes
(P<0,05) foram obtidas nos niveis de 500 e
750mg de AOX/kg de dieta na matéria seca
(MS). As variaveis pressao parcial de didxido de

carbono (pCO,) e Dbicarbonato (HCO;3)
apresentaram aumento linear nas concentragdes
(P<0,05) conforme a ingestdo de AOX, porém
somente do periodo de jejum.

Tabela 2. Valores médios dos pardmetros de gasometria de gatos adultos aos 80 dias apds suplementagéo

com antioxidante comercial (AOX)

Niveis de AOX (mg/kg de MS)

*

Parimetro 0 250 500 750 CV p L Q
pH j 7,26 7,23 721 7,25 0,57 0,23 - -
pH pp 7,13 725 7,25 7,30 0,70 0,14 - -
pCO, (mmHg) j 24,81 25,13 29,57 28,15 10,86 0,04 0,01 0,50
pCO, (mmHg) pp 21,15 22,77 22,85 21,65 1046 0,52 - -
HCO; (mmol/L) j 11,23 10,67 11,83 12,48 9,23 0,04 002 0,18
HCO; (mmol/L) pp 10,73 10,25 10,30 10,85 9,03 0,64 - -
tCO, (mmol/L) j 12,00°  11,47° 12,75 13,35 1622 0,04' NS NS
tCO, (mmol/L) pp 11,37 10,98 11,03 11,48 11,21 0,78 - -
EB (mEq/L) j -13,63  -1490  -1460 -12,87 11,80 0,36 - -
EB (mEg/L) pp 12,58 -1441  -1447  -12,68 1406 020 - -

*Regressdo polinomial (P<0,05).

pH: potencial de hidrogénio; j: jejum; pp: pos-prandial; pCO,: pressdo parcial de didoxido de carbono; HCOj;™:
bicarbonato; tCO,: diéxido de carbono total; EB: excesso de bases; CV: coeficiente de variagdo; L: linear; Q:

quadratico.

'Valores em uma mesma linha, seguidos por letras mintsculas idénticas, ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo

teste de SNK.
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Figura 1. Alteracdes nas concentragdes da pressdo parcial de diéxido de carbono (A) e bicarbonato (B) no
plasma de gatos em jejum aos 80 dias de suplementacdo com antioxidante comercial (AOX) mg/kg de

matéria seca da dieta.

Embora a hemogasometria em gatos venha sendo
estudada em ambos os periodos, jejum e pos-
prandial (Jeremias et al., 2013; Pires et al.,
2013), sabe-se que a metabolizagdo de
carboidratos, proteinas e lipideos resulta em
compostos que interferem no equilibrio
acidobasico. Desse modo, a auséncia dos
resultados das avaliagdes hemogasométricas pos-
prandial pode ter sido influenciada pela
composicdo da dieta controle, a qual impediu
uma melhor visualizagdo dos efeitos do AOX
apenas nesse periodo. Entretanto, no periodo em
jejum, foram observadas diferengas em alguns
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pardmetros, demonstrando efeito em longo prazo
da ingestdo do AOX.

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

Além disso, ha relatos na literatura (West, 1999;
Olanrewaju et al., 2007) de que situagdes
estressantes podem resultar em mudancas na
frequéncia ¢ na profundidade respiratdria com
consequente expiracdo excessiva de CO,,
resultando na diminuig¢do da pCO, Portanto,
acredita-se que a inclusdo de AOX nos maiores
niveis atenuou o estresse nos gatos.

Houve diferengas apenas para os niveis de
hemoglobina (P<0,05) (Tab. 3) conforme a
ingestdo de AOX, em que os maiores valores
foram observados nos animais suplementados
com os niveis de 250 e 500mg de AOX/kg de
matéria seca, ¢ houve tendéncia (P=0,05) para
hematocrito e contagem de eritrocitos. As demais
variaveis dos parametros hematologicos, assim
como as médias de pH e densidade urinaria, ndo
apresentaram diferengas significativas (P>0,05)
conforme a suplementagdo de AOX.

Tabela 3. Valores médios dos parametros hematologicos e dos pardmetros urinarios de gatos adultos apos

suplementag@o com antioxidante comercial (AOX)

Variavel AOX, mg/kg de MS
0 250 500 750 CV (%) P

Eritrocitos (milhdes/dL) 8,29 9,53 9,12 8,47 8,52 0,05
Hematocrito (%) 36,63 42,18 40,63 37,91 6,26 0,05
Hemoglobina (g/dL) 11,98° 13,77* 13,53% 12,40° 8,16 <0,01
V.C.M. (fL) 44,10 44,18 44,57 44,75 2,88 0,80
C.H.CM (%) 32,73 32,72 33,27 32,67 2,15 0,63
H.CM (pg) 14,43 14,45 14,82 14,62 3,16 0,46
LT (mil/mm3) 15,60 14,33 16,62 13,92 22,69 0,90
Plaquetas (mil/mm3) 580,17 552,17 689,33 567,83 21,90 0,32
pH urina 7,90 7,40 7,70 7,40 6,99 0,24
Densidade urina 1025 1027 1028 1021 0,84 0,54

VCM: volume celular médio dos eritrocitos; CHCM: concentragdo hemoglobinica corpuscular média; LT: leucdcitos

totais; CV: coeficiente de variagdo.

Os eritrocitos sdo importantes indicadores de
estresse oxidativo (Machado et al., 2009), e em
animais de companhia, o principal alvo da lesdao
oxidativa é a hemoglobina (Caldin et al., 2005).
As maiores concentragdes da hemoglobina nos
gatos suplementados com 250 e 500mg de
AOX/kg de MS estdo de acordo com Sivakumar
et al. (2010) e Yousef et al. (2003), que também
encontraram o mesmo resultado em caprinos e
coelhos  estressados  suplementados  com
antioxidantes.

A elevacdo da hemoglobina sugere algumas
hipoteses fisiologicas, ¢ uma delas pode ser
devido ao fato de que a hemoglobina
corresponde a mais de 80% da capacidade
tampdo ndo bicarbonato presente no sangue
(Dibartola, 2006) e pode estar reduzida em
situagdes de desequilibrio acidobasico (West,
1999). Outra hipotese pode ser em razdo de a
reducdo de eritrocitos e, consequentemente, da
hemoglobina ja ter sido associada a exaustdo na
capacidade de eritropoiese ocasionada pelo
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estresse (Garcia et al., 2012). Alguma dessas
hipoteses pode ter ocorrido nos animais nao
suplementados com AOX e, de maneira
inesperada, nos que ingeriram 750mg de
AOX/kg de MS, o que sugere um possivel
excesso do produto, no entanto um estudo mais
amplo dessas respostas deve ser feito para a
confirmagao.

Quanto aos parametros urinarios, o pH urinario
pode se tornar alcalino ou acido a partir da
compensacdo devido as alteragdes do pH
sanguineo (Dibartola, 2006). No presente
trabalho, no entanto, observou-se que o AOX
ndo interfere nesses parametros. Nao foram
encontradas pesquisas que permitissem uma
discussdo mais ampla dos resultados aqui
achados.

As curvas acumulativas (médias) da FOE obtidas
apos 80 dias de suplementagdo com AOX de
gatos foram semelhantes para todos os niveis

(Fig. 2).
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Figura 2. Curvas acumulativas (médias) da fragilidade osmotica eritrocitaria de gatos apds 80 dias da
suplementag@o com antioxidante comercial (AOX) mg/kg de matéria seca da dieta’kg de MS na dieta.

Nao foram observadas diferengas (P>0,05) na
FOE quando avaliados os valores derivativos
médios das concentragdes de solucdo salina
tamponada que corresponderam a 5, 50 e 95% de
hemolise (Tab. 4). A FOE consiste numa técnica

precarias  referéncias  para  gatos em
circunstancias diversas. Contudo, os valores das
concentragoes de solugdo salina (% NaCl), em
que se observou 50% de hemolise, apresentaram-
se semelhantes ao valor médio de 0,54 para gatos

ainda pouco empregada e, portanto, com sadios, obtido por Jain (1973).

Tabela 4. Valores médios (derivativos) das concentra¢des de solucdo salina (% NaCl) correspondentes a
5, 50 e 95% de hemolise em gatos adultos apos 80 dias de suplementagdo com antioxidante comercial
(AOX) mg/kg de MS

AOX
Hemodlise 0 250 500 750 CV P
5% 0,87 0,88 0,89 0,89 7,36 0,66
50% 0,51 0,53 0,52 0,52 5,74 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%; CV: coeficiente de variagdo.

O aumento da FOE pode ocorrer em situagdes de
estresse devido ao aumento da peroxidagdo
lipidica, a qual atrapalha a organizagdo dos
fosfolipideos (fosfatidilserina e da
fostadiletanolamina) da membrana plasmatica
(Jain, 1984) e, consequentemente, reduz a fluidez
celular (Hebbel, 1986). Sabe-se que o
antioxidante acido galico protegeu a integridade
da membrana dos eritrocitos de ratos diabéticos,
apresentando menor porcentagem de hemolise
(Ramkumar et al., 2014). Ha relato de que a
suplementagdo com vitamina E, outro potente
antioxidante, reduziu a FOE em ratos induzidos
ao estresse oxidativo (Ambali et al., 2010).
Foram atribuidos ao composto antioxidante AOX
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efeitos fisiologicos redundantes a vitamina E em
aves (Xido et al, 2011). Apesar disso,
contrariando esses resultados, o atual trabalho
demonstra que a inclusdo do AOX pode ndo ter
sido suficiente para alterar a FOE de gatos
induzidos ao estresse.

CONCLUSOES

A suplementacdo de AOX em dietas apresenta
efeitos  benéficos para os  pardmetros
relacionados ao equilibrio acidobasico e na
concentragdo de hemoglobina de gatos induzidos
ao estresse, sendo recomendada, nas condigdes
estudadas, uma suplementagdo de até 500mg de

Arqg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.5, p.1121-1128, 2016



Equilibrio acidobasico...

AOX/kg de matéria seca. Por se tratar de um
experimento pioneiro, tornam-se necessarios
mais estudos para compreensdo dos mecanismos
de acdo do AOX, sobretudo com outros agentes
estressores para gatos.
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