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RESUMO GERAL
Buscando melhorar a qualidade de vida dos cées durante a senilidade, a incluséo na dieta de
aditivos nutracéuticos que modulem ou estimulem o sistema imune dos animais de companhia,
ganharam destaque, com o objetivo de diminuir ou prevenir o progresso de alteracGes
metabdlicas e minimizar os sintomas clinicos do envelhecimento. Vinte e quatro cdes da raca
American Foxhound, com idade entre oito e 10 anos, de ambos os sexos, foram divididos em 3
grupos com oito cées cada. Cada grupo recebeu um tipo de racdo seca e extrusada sendo,
controle - ragdo premium especial sem incluséo de aditivos nutracéuticos; Tratamento 1 - ragdo
super premium com a incluséo de selénio proteinato: 0,7373 ppm, zinco quelato com glicina:
230 ppm e vitamina C: 200mg/kg; Tratamento 2 - ragdo super premium com a inclusio de
selénio proteinato 0,7373 ppm, zinco quelato com glicina: 230 ppm, vitamina C: 200mg/kg,
Capsicum spp + Curcuma spp: 0, 02 %, eugenol + sacarina: 0,02 %, Oleo de peixe: 0,25%,
mananoligossacarideo + frutoligossacarideo: 0,40%. Todos os cdes consumiram a dieta
controle por 30 dias antes do inicio do experimento, ap0s esse periodo, foram distribuidos nos
tratamentos conforme descrito acima. Apos 50 dias (dia 50 do experimento) consumindo as
dietas foi realizado desafio antigénico com vacinagédo subcutanea contra Leishmaniose Visceral
Canina, Leish-Tech (Ceva Saude Animal Ltda, Paulinea- SP). Apos o desafio antigénico, 0s
animais permaneceram recebendo as dietas experimentais por 21 dias, totalizando 71 dias de
periodo experimental. Foram realizadas quatro coletas de sangue nos dias: O (um dia antes do
inicio do fornecimento das racdes experimentais), 50, 57 e 71 para a realizacao das analises de
malondialdeido (MDA), superédxido dismutase (SOD), cortisol, interleucina 10 (IL-10), TNF-
a, haptoglobina, mieloperoxidase (MPQ), interferon gama e 6xido nitrico. N&o foi observada
interacdo dieta x tempo (p>0,05) para nenhuma variavel. Entretanto, houve diferenca (p<0,05)
entre as dietas e entre 0s tempos avaliados para o cortisol, com contraste significativo entre o
grupo controle e entre os tratamentos 1 e 2. Para as varidaveis SOD, IL-10 e TNF-a houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta. A resposta do MDA evidenciou
diferencas (p<0,05) entre as dietas avaliadas, com contraste significativo entre o controle e os
tratamentos e entre os tratamentos 1 e 2. Na analise de MPO houve diferenca (p<0,05) entre as
dietas com contraste significativo entre os tratamentos 1 e 2. A inclusdo de aditivos
nutracéuticos na dieta de cédes idosos é eficaz em modular a resposta imune e melhorar as

defesas antioxidantes.

Palavras-chave: cdo, nutri¢do, senilidade, curcuma, antioxidantes.



GENERAL ABSTRACT
Seeking to improve dog’s quality life during senility, the inclusion in the diet of nutraceutical
additives that modify or stimulate the immune system of companion animals, gaining
prominence, with the objective or preventing metabolic alterations and minimizing the
conditions of aging. Twenty-four American foxhound dogs, aged between 10 and 10 years,
genders, were divided into eight dogs in 3 groups of eight dogs. Each group received a type of
dry and extruded feed, according, control - special premium feed without the addition of
nutraceutical additives; treatment 1 - super premium feed with the inclusion of selenium
proteinate: 0.7373 ppm, zinc chelate with glycine: 230 ppm and vitamin C: 200mg/kg;
treatment 2 - super premium feed with the inclusion of selenium proteinate 0.7373 ppm, zinc
chelate with glycine: 230 ppm, vitamin C: 200mg/kg, Capsicum spp + Curcuma spp: 0.02%,
eugenol + saccharin: 0.02%, fish oil: 0.25%, mannanoligosaccharide + fructooligosaccharide:
0.40%. All dogs consumed the control diet for 30 days before the start of the experiment, after
which they were distributed in the treatments as described above. After 50 days (day 50 of the
experiment) consuming the diets, an antigenic challenge was performed with subcutaneous
vaccination against Canine Visceral Leishmaniasis, Leish-Tech (Ceva Saude Animal Ltda,
Paulinea-SP). After the antigenic challenge, the animals remained on the experimental diets for
21 days, totaling 71 days of experimental period. Four blood samples were taken on days: 0 (a
day before the beginning of the experimental feed), 50, 57 and 71 for the analysis of
malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), cortisol, interleukin 10 (IL-10), tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), haptoglobin, myeloperoxidase (MPO), interferon gamma and
nitric oxide. Diet x time interaction (p>0.05) was not observed for any variable. However, there
was a difference (p<0.05) between the diets and between the times evaluated for cortisol, with
a significant contrast between the control group and between treatments 1 and 2. For the
variables SOD, IL-10 and TNF- a there was a significant difference (p<0.05) between the
collection times. The MDA response showed differences (p<0.05) between the evaluated diets,
with a significant contrast between the control and treatments and between treatments 1 and 2.
In the MPO analysis, there was a difference (p<0.05) between the diets with significant contrast
between treatments 1 and 2. The inclusion of additives in the diet of elderly dogs is effective in

modulating the immune response and improving antioxidant defenses.

Keywords: dog, nutrition, senility, turmeric, antioxidants.



RESUMO INTERPRETATIVO

ADITIVOS NUTRACEUTICOS EM RACOES COMERCIAIS - IMUNIDADE E
FUNCAO ANTIOXIDANTE DE CAES IDOSOS

Elaborado por Moara Marina Belo Matos Silveira, orientada por Paulo Borges Rodrigues

O aumento na expectativa de vida dos cées trouxe novas preocupagdes para a fase da
senilidade dos pets. Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo avaliar a resposta imune e a
fungdo antioxidante de cdes idosos, frente a adicdo de aditivos nutracéuticos na dieta. Os cées
consumiram dietas contendo diferentes aditivos nutracéuticos que sdo descritos na literatura
como possiveis moduladores do sistema imune e da funcdo antioxidante. As dietas utilizadas
foram: Controle - ragdo premium especial sem incluséo de aditivos nutracéuticos ;Tratamento
1 - racdo super premium com a incluséo de selénio proteinato: 0,7373 ppm, zinco quelato com
glicina: 230 ppm e vitamina C: 200mg/kg; Tratamento 2 - ragdo super premium com a incluséo
de selénio proteinato 0,7373 ppm, zinco quelato com glicina: 230 ppm, vitamina C: 200mg/kg,
Capsicum spp + Curcuma spp: 0, 02 %, eugenol + sacarina: 0,02 %, Oleo de peixe: 0,25%,
mananoligossacarideo + frutoligossacarideo: 0,40%. Os cées foram desafiados com uma dose
da vacina Leish-Tech e consumiram as dietas por 71 dias. Foram avaliados os parametros:
malondialdeido (MDA), superdxido dismutase (SOD), cortisol, interleucina 10 (IL-10), TNF-
a, haptoglobina, mieloperoxidase (MPO), interferon gama e 6xido nitrico plasmaticos. Houve
diferenca (p<0,05) entre as dietas e entre os tempos avaliados para o cortisol, com de contraste
significativo entre o controle e entre os tratamentos 1 e 2. Para SOD, IL-10 e TNF-a houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta. A resposta do MDA evidenciou
diferencas (p<0,05) entre as dietas avaliadas, com contraste significativo entre o controle e os
tratamentos e entre os tratamentos 1 e 2. Na analise de MPO houve diferenca (p<0,05) entre as
dietas com contraste significativo entre os tratamentos 1 e 2. Conclui-se que a inclusdo dos
aditivos nutracéuticos na dieta foi capaz de modular o sistema imune e melhorar as defesas
antioxidantes de cées senis.

Mieloperoxidase
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O envelhecimento é um processo bioldégico complexo que determina a reducédo
progressiva da capacidade de um individuo em manter a homeostase durante as situacdes de
estresse fisiologico e ambiental (GOLDSTON; HOSKINS, 1995). Entretanto, o
envelhecimento em si ndo deve ser considerado uma doencga, e sim um processo que envolve
perda progressiva da capacidade nos principais sistemas do organismo, o que altera as respostas
frente aos fatores estressores e pode predispor a doencas.

Mudancas fisioldgicas, que fazem parte do processo de envelhecimento, comprometem
a habilidade do corpo em responder ao estresse ou mudancas e contribuem para a morbidade e
mortalidade (SPARKES, 2011). Cuidados, principalmente com a nutricdo do individuo, sdo
necessarios para que o envelhecimento ocorra da melhor forma possivel sem grandes prejuizos
a saude e bem-estar dos animais. Melhorias na nutrigdo, cuidados de saude e manejo fizeram
com que muitos cées vivessem cada vez mais.

Durante toda vida, os animais sdo constantemente desafiados, e adaptaces metabdlicas
produzem respostas inflamatorias eficientes. Essas respostas podem levar, com o passar do
tempo, a ocorréncia de doencas inflamatdrias. Por outro lado, baixas respostas inflamatérias,
tornam o individuo mais suscetivel a doencas infecciosas (FRANCESCHI et al., 2007). Para a
longevidade prdspera, o animal deve encontrar meios de reduzir o impacto dos fatores pro-
inflamatdrios, mantendo os aspectos essenciais da imunidade protetora e prevenindo o
aparecimento da imunidade deletéria.

A nutricdo exerce papel determinante na modulacdo do sistema imunologico e
antioxidante. Alguns nutrientes tém a capacidade de interferir na resposta imune por apresentar
efeito regulatério direto sobre os leucdécitos, alterando os indices de proliferacdo, padrdo de
producdo de citocinas e diferenciacdo de populacdes leucocitarias especificas.

Os avancos na nutri¢do de animais de companhia frequentemente seguem as tendéncias
da nutricdo humana. Os conceitos de nutri¢do estdo se expandindo para além da manutencéo
das atividades metabdlicas e satisfacdo da fome para priorizar a utilizacdo de alimentos que
promovam bem-estar e melhora na salide, além de reduzir risco de doencas.

Dessa forma, as pesquisas com incluséo de aditivos que modulam ou estimulam o
sistema imune dos animais de companhia ganharam destaque. Alguns nutrientes tem a

capacidade de interferir na resposta imune por apresentar efeito regulatério direto sobre os
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leucdcitos, alterando os indices de proliferagdo, padrdo de producéo de citocinas e diferenciacéo
de populages leucocitérias especificas (KIM et al., 2013).

Os esforgos estdo voltados para a determinacgdo de ingredientes e aditivos que incluidos
na racdo possam promover melhor qualidade de vida durante a senilidade dos cées, e, assim,
diminuir ou prevenir o progresso de alteracBes metabdlicas e minimizar os sintomas clinicos
do envelhecimento.

A dieta com antioxidantes tem mostrado resultado no tratamento de doencas cognitivas
nos animais, eles ndo revertem totalmente a lesdo, mas retardam o aparecimento dela, sendo
que seriam melhor aproveitados se fossem dados durante toda a vida e ndo sé na idade avancada
(DZANIS, 2008).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Senilidade e imunidade em cées

O envelhecimento € um processo biologico complexo que determina a redugéo
progressiva da capacidade de um individuo em manter a homeostase durante as situacdes de
estresse fisioldgico e ambiental (GOLDSTON, 1995). Entretanto, o envelhecimento em si ndo
deve ser considerado uma doenca, e sim um processo que envolve perda progressiva da
capacidade de reserva funcional nos principais sistemas do organismo, o que altera as respostas
frente aos fatores estressores e pode predispor a doencas.

Durante toda uma vida, os animais sdo constantemente desafiados, e adaptacdes
metabolicas produzem respostas inflamatdrias eficientes. Essas respostas podem levar a
ocorréncia de doencas inflamatdrias com o passar do tempo. Por outro lado, baixas respostas
inflamatdrias tornam o individuo mais suscetivel a doencas infecciosas (FRANCESCHI et al.,
2007). Para a longevidade prdspera, o animal tem que achar meios de reduzir o impacto dos
fatores pro-inflamatorios, mantendo os aspectos essenciais de imunidade protetora e prevenindo
0 aparecimento da imunidade deletéria.

Um bom exemplo do status imunoldgico dos animais é a resposta a vacinacdo. Um
estudo comparativo de 32 cées jovens (idade média de 3,15 anos) e 33 caes idosos (idade média
de 12,1 anos) que receberam vacinacdo multivalente anual revelaram concentracfes
semelhantes de anticorpos séricos ao virus da cinomose canina (CDV) e parvovirus canino
(CPV), antes da vacinacdo dos animais. Cées jovens e idosos apresentaram respostas
sorologicas semelhantes ao CDV e ao CPV ap0s a vacinagdo de reforco, mas os cées jovens

apresentaram uma resposta maior a vacinagdo antirrabica (HOGENESCH et al., 2004).
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Contrariamente, um estudo com 14.035 cdes recebendo um tratamento primario de
vacina contra o virus da raiva antes de viagens internacionais demonstrou que os animais mais
velhos tiveram uma chance significativamente maior de ndo alcangar o titulo vacinal necessario
de 0,5 Ul / ml (MANSFIELD et al., 2004).

Uma vez que animais idosos podem apresentar menor resposta vacinal, o estudo de
moduladores da imunidade pode ser mais eficaz nessa faixa etéria, pois os efeitos se tornam

mais acentuados e facilitam a constatacao estatistica das variaveis estudadas.

2.2 Acidos graxos poli-insaturados (AGPI) da série 6mega-3

Os é&cidos graxos sao cadeias de hidrocarbonetos com nimero variavel de atomos de
carbono, sendo classificados quanto ao nimero de carbonos na cadeia, o nimero de duplas
ligagBes e a localizagio da primeira ligacdo dupla. E importante conhecer esta composicao, pois
a estrutura dos acidos graxos esta intimamente ligada aos seus efeitos no metabolismo celular
(FREEMAN, 2010).

A familia 6mega-3 é assim denominada pela primeira dupla ligacéo da cadeia estar entre
0 terceiro e 0 quarto carbono. Séo considerados acidos graxos essenciais pois 0s caes ndo podem
sintetiza-los e devem ser recebidos pela dieta (NRC,2006). Estes acidos graxos sdo
incorporados aos fosfolipidios da membrana celular no organismo, atuando sobre sua
integridade e fluidez, além de possuir papel importante na sinalizacdo e permeabilidade celular
(CALDER, 2008; TORREJON et al., 2007).

O precursor da familia 6mega-3 é o &cido graxo alfa-linolénico. Sua denominacéo
molecular é C18: 3 Q3, o que indica que a molécula apresenta 18 atomos de carbono, 3 duplas
ligacGes e que a primeira dupla ligacdo esta no terceiro carbono (Q 3). Pela acédo das enzimas
dessaturase e elongase os animais aumentam a estrutura quimica da molécula (Figura 1),
sintetizando o &cido eicosapentaenoico (EPA; C20:5 Q 3) e o acido docosaexaenoico (DHA;
C22:6 Q 3). Esta conversado, no entanto, é limitada no céo e ndo ocorre no gato, de modo que
para uma acdo fisiologica correta deve-se suplementar na dieta destes animais carnivoros
diretamente o EPA e 0 DHA (BAUER, 2011).
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Figura 1: Vias metabdlicas sintéticas dos &cidos graxos poli-insaturados das séries 6mega 6 e

3.
Série -6 Série -3
Acido linoléico (C18:2) Acido alfa-linolénico (C18:3)
ﬂ € | 4 6 desaturase | = ﬂ
Acido v linolénico (C18:3) € | Elongase |=» Estearidénico (C15:4)
o . L . i , "
Acido dihomo 7 linolénico (C20:3) € | 4 5 desaturase | = Eicosatetraendico
_ (C20:4)
A% W
Araquidénico (C20:4) € | FElongase |= Eicosapentandico (C20:5)
A W
Docosatetrasnoico (C22:4) Docosapentandico (C22:5
1 € | A 4 desaturase | 1
Clupadonico (C22:5 Docosahexanoico (C22:46)

Fonte: Briz, 1997.

Quando existe uma injdria fisica ou biogquimica, os &cidos graxos poli-insaturados
(AGPI) séo liberados das membranas celulares pelas fosfolipases e transformados pelas
enzimas lipoxigenase e cicloxigenase, formando os eicosandides. O termo eicosandide é usado
para caracterizar um grupo de compostos oxigenados a partir de acidos graxos de vinte carbonos
(SMITH; MURPHY, 2016). Eicosanoides sdo hormdnios paracrinos, caracterizados por serem
substancias que atuam apenas em células proximas ao local onde sdo sintetizados, ao invés de
serem transportados pelo sangue e atuar em células de outros tecidos e 6rgdos (NELSON; COX,
2005). Os eicosandides ndo sdao armazenados nas células, sdo sintetizados e liberados
rapidamente (5 — 60 segundos) em resposta a estimulo hormonal extracelular (SMITH;
MURPHY, 2016). Sdo constituidos de trés grupos: prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos.

Durante uma resposta inflamatoria, a liberagdo e o metabolismo de AGPI Q-6 produz
prostaglandinas da série-2, leucotrienos da série-4, &cido 12-hidroxieicosatetraenoico (12-
HETE) e tromboxanos A2. Esses agentes sdo imunossupressores e atuam como potentes
mediadores inflamatorios.

A prostaglandina E2 (PGE2) induz a febre, promove vasodilatacdo aumento da
permeabilidade vascular, potencializa a dor e o edema. Além de possuir um efeito

imunossupressor, devido a inibi¢do da proliferacdo de linfécitos e células natural killer (NK) e
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da producdo de IL-2 e IFN-y. Por outro lado, a PGE2 também possui caracteristicas anti-
inflamatdrias quando inibe a producéo de TNF- a e IL-1 (GAROFOLO; PETRILLI, 2006).

O leucotrieno B4 (LTB4) aumenta a permeabilidade vascular, atuando como potente
agente quimiotatico para leucdcitos, induzindo a liberagdo de enzimas lisossomais, aumenta a
produgdo de TNF a, IL-1, IL-6, IL-12 e IFN-y (ANDRADE; CARMO, 2006).

Em contraste, a liberagdo e o metabolismo de AGPI Q-3 (especificamente o EPA)
produz mediadores de menor atividade inflamatdria. Estes compostos s&o anti agregantes e, em
niveis normais, ndo sdo imunossupressores e vasos dilatadores. Incluem prostaglandinas da
série-3, leucotrienos da série-5, acido hidroxieicosapentaendico (HEPE) e tromboxanos A3
(CASE et al., 2010; ROSYCHUK et al., 2000).

Os AGPI Q 3 sdo substratos para a formacao das resolvinas, termo relacionado aos
produtos formados na fase de resolugdo da inflamagdo. As resolvinas foram primeiramente
descritas para indicar a formacgdo de moléculas mediadoras com capacidade anti-inflamatoria e
com propriedades imunomodulatérias, incluindo a reducdo da migracdo de neutrdfilos e
citocinas pro-inflamatérias reduzindo a resposta inflamatoria. As resolvinas da série E sdo
formadas principalmente a partir do EPA e as resolvinas da série D principalmente a partir do
DHA (BARBALHO et al., 2011).

Uma nova classe de mediadores lipidicos do tipo pro-resolvinas formadas a partir de
DHA por macrofagos foi recentemente identificada. A descoberta desta substancia foi feita a
partir de estudos que utilizaram exsudatos colhidos de ratos sofrendo de peritonite. A atividade
destas substancias, nominadas maresinas, tem potencial proximo ao das resolvinas da série E
(NORLING; SERHAN, 2010).

O inicio e o fim do processo inflamatorio sdo de extrema importancia para o organismo.
O inicio é imprescindivel para que seja feita a defesa ao trauma ou ao microrganismo invasor,
e 0 término € necessario para que ndo sejam maximizadas as reac6es inflamatorias e outros
danos tissulares sejam desencadeados, 0 que culminaria em uma doenga.

O perfil de eicosandides sintetizados é determinado pela disponibilidade e tipo de AGPI
precursores nas membranas celulares, assim como pela atividade dos sistemas enzimaticos
metabolicos envolvidos. Os AGPI Q-6 e Q -3 produzem diferentes familias de eicosanoides
(Figura 2), além de competir pelas mesmas rotas metabdlicas (CASE et al., 2010).

A incorporacdo de EPA e DHA na dieta pode influenciar a estrutura lipidica das
membranas celulares e as respostas fisiologicas que dependem destas membranas, como é o

caso dos mecanismos de sinalizagdo celular. Os AGPI Q 3 obtidos da dieta podem colaborar
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com a diminuigdo dos processos inflamatorios e diminuir a incidéncia de doencas relacionadas

a inflamacéo.

Figura 2: Sintese de eicosandides a partir de AGPI émega 6 e 3.
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Fonte: Borges et al. 2014.

Wander et al. (1997) avaliaram a incluséo de 6leo de peixe em substituicdo ao 6leo de
milho em dietas comerciais Umidas para Beagles entre 9.5 e 11.5 anos de idade. Vinte animais
foram divididos em trés tratamentos com diferentes relagdes Q6:Q3 (31:1; 5,4:1 ¢ 1,4:1). Apés
8 semanas de alimentacdo com as dietas experimentais foi verificado aumento na concentracéo
plasmatica de Q3 nos animais que consumiram uma dieta com maior inclusao de dleo de peixe.
Também foi observada reducdo na producdo de PGE2 por células mononucleadas no grupo
com relagdo Q6:Q3 de 1,4:1. Se um aumento no consumo Q3 altera a producao de eicosanoides
entdo, também é esperado que altere a producdo de citocinas. Como as células do sistema
imunologico sdo a principal fonte e o principal alvo das citocinas, a mudanca na producdo de
citocinas pode ter grande impacto na resposta imune.

LeBlanc et al. (2008) estudaram a inclusdo de dleo de girassol, 6leo de peixe e dleo de
peixe + vitamina E na dieta de cdes. Foram utilizados 15 cdes sem raca definida de 1 a 4 anos
de idade. Apds 12 semanas consumindo as dietas, os cdes foram desafiados com injecéo
intravenosa de LPS de Escherichia coli. Houve reducdo na concentracao de PGE2, interleucina-
6 (IL-6) e interleucina- 1 (IL-1) séricas no grupo que recebeu o Oleo de peixe na dieta,
comparados ao grupo com inclusdo de 6leo de girassol e éleo de peixe mais vitamina E.

Mondcitos e macréfagos sdo as principais células produtoras de IL-1, produzindo
principalmente IL-1p, enquanto os queratinocitos produzem IL-1o. As atividades biologicas
primordiais da IL-1 incluem a estimulagdo de células CD4+ a secretar IL-2 e produzir
receptores para a IL-2; proliferacdo e ativagdo de linfécitos B, neutrofilos,

mondcitos/macréfagos, aumentando as atividades quimiotaticas e fagocitarias. Estimula a
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adesdo de leucdcitos, aumenta a expressdo das moléculas de adesdo pelas células endoteliais,
inibe a proliferagdo das células endoteliais, aumenta a atividade de coagulacdo (AREND, 1991).
A IL-1 também estimula hepatdcitos a produzirem proteinas de fase aguda (MONROQY et al.,
1992).

A IL-6 pode ser produzida por varios tipos celulares, sendo as células B, T e mondcitos
as principais fontes. Os estimulos para a sua sintese sdo IL-1, LPS e TNF-a. A IL-6 controla a
resposta imune antigeno especifica e reac6es inflamatorias, sendo um dos maiores mediadores
da fase aguda da inflamacdo, além de estimular a producdo de proteinas da fase aguda nos
hepatdcitos. Tem ainda acdo importante na atracdo de eosindfilos para o local de inflamagéo
(HEINRICH et al., 1990).

Em estudo conduzido com suinos em fase de terminacdo, foi avaliado o efeito da
incluséo de 6leo de linhagca em dietas com sebo bovino como fonte de lipideo sobre a resposta
imunoldgica dos animais. Os suinos foram desafiados com LPS de Escherichia coli. Foi
verificada reducdo na concentracdo serica de cortisol, TNF-o ¢ PGE2 nos animais que
receberam o6leo de linhaca como fonte de 6mega 3 em relacdo ao grupo alimentado somente
com sebo bovino (UPADHAYA et al., 2015).

Os AGPI 6mega-3 s@o conhecidos por reduzirem competitivamente a biossintese de
PGE2 pela reducédo da disponibilidade de enzimas necessarias para a conversdo de acidos
graxos 6mega-6 em &cido araquiddnico, que € um precursor para a producdo de PGE2 (WALL
et al., 2010).

Recentemente foi realizado um estudo com Beagles adultos avaliando a incluséo de 6leo
de soja + DHA e sebo bovino na racéo desses animais. N&o foi relatada rejeicao das dietas pelos
animais e o escore fecal foi similar entre os tratamentos. As concentragdes séricas de superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e TBARS ndo diferiram entre as dietas. Estes resultados foram
inesperados, uma vez que o consumo de alimentos ricos em AGPI poderia aumentar a atividade
das enzimas antioxidantes em resposta ao aumento do estresse oxidativo (PACHECO et al.,
2018). A auséncia de resultados significativos também poderia ser explicada pelo fato de nao
ter sido aplicado nenhum tipo de desafio nos cées.

As doses e as fontes de dmega 3 empregadas nos estudos com cées sdo bastante variaveis
e imprecisamente definidas. Sugere-se que o fornecimento de 6leo de peixe deve ser de 1 grama
para cada 4,5 kg de peso corporal, pois para exercerem efeito sdo necessarios ao menos 50 a 60
mg de EPA mais DHA por quilograma de peso corporal (FREEMAN, 2010)
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2.3 Minerais (Zinco e Selénio)

O zinco (Zn) é um importante oligoelemento envolvido na formacdo de mais de 300
tipos de metaloenzimas que interferem nos processos bioquimicos de todo o organismo (KOO
et al., 2014). Essas metaloenzimas estdo envolvidas no crescimento e desenvolvimento, sintese
de DNA, metabolismo de carboidratos e proteinas, imunidade, funcdes neurosensoriais e
antioxidantes, além de outros processos celulares importantes (WOOD, 2000).

Todos os animais necessitam de um suprimento continuo de Zn na dieta devido as
reservas limitadas desse mineral prontamente disponivel no organismo. A exigéncia de Zn varia
com a funcdo do animal e a natureza de sua dieta. Animais jovens em crescimento e adultos em
reproducdo requerem niveis mais elevados de Zn do que adultos em manutencdo (NRC, 2006).

O sistema imunoldgico € um dos principais sistemas beneficiados pela suplementacéo
de Zn. O Zn interfere no sistema imune através de diferentes mecanismos, pois exerce efeito
sobre a estabilidade da membrana dos linfocitos, assim como sobre diferentes enzimas. Mantém
a estabilidade da membrana celular, prevenindo a lesdo peroxidativa, protegendo a célula do
estresse oxidativo induzido pelas citocinas no processo inflamatério (KOURY;
DONANGELO, 2003; MOCCHEGIANI et al., 2000). Outro papel importante do Zn se da pelo
fato de as células do sistema imune apresentarem altas taxas de proliferacéo e, este mineral estar
envolvido na traducéo, transporte e replicacdo do DNA. Durante a deficiéncia de Zn, alguns
estudos demonstraram uma diminuicdo na razdo CD4:CD8, além da diminuigédo de precursores
de linfocitos-T citotoxicos. O desequilibrio do sistema imunologico pode ser afetado por essa
modificacdo nas proporcdes de linfocitos, afetando sua resposta e sua regulacdo (SALGUEIRO
et al., 2000).

As células fagociticas (neutrofilos e macrdéfagos) e as células natural killer, constituem
a primeira linha de defesa do corpo e sdo conhecidos como resposta imune celular ndo-
especifica (BONHAM et al., 2002). Esses mediadores sdo afetados pelo Zn3 durante sua
deficiéncia em animais e humanos (FRAKER et al., 1978; SINGH et al., 1993).

A resposta imune celular especifica inclui o sistema de linfocitos T e B. Estas células
sdo responsaveis pela sintese de anticorpos, pelo estabelecimento de resisténcia e morte do
microrganismo invasor (BONHAM et al., 2002). A funcdo das células T foi afetada em
humanos com deficiéncia moderada de Zn. A participacdo desse mineral na resposta imune
celular especifica é realizada através do seu papel na expansdo clonal de linfécitos
(SHANKAR; PRASAD, 1998), pela inibicdo do apoptose (ZALEWSKI, 1996) e pela
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manutenc¢do da integridade da membrana celular, através da ligacdo do zinco ao grupamento
tiol (KING; KEEN, 2003).

O zinco e o cobre participam da composicdo da enzima superoxido dismutase (SOD).
A superdxido dismutase é responsavel por acelerar a conversdo do radical superdxido em
peréxido de hidrogénio, o qual é entdo reduzido pela glutationa peroxidase em agua (FINKEL;
HOLBROOK, 2000). Isso evita que o radical livre ataque lipideos de membrana, resultando na
producdo de compostos como o malondialdeido (MDA) (MACMILLAN-CROW;
CRUTHIRDS, 2001).

She et al. (2017) avaliaram a inclusdo de diferentes niveis e fonte de Zn para leitGes
desmamados com 28 dias de idade. Os animais foram distribuidos em 3 grupos. Controle: dieta
deficiente em Zn (24 mg/kg de suplementacdo de Zn); Controle + 120 mg/kg de ZnSO4;
Controle + 120 mg/kg de Zn complexado com proteinas. Verificou-se que a deficiéncia de Zn
aumentou a concentracdo de MDA no figado e bago e reduziu Cu-Zn SOD e Mn SOD no bago
e figado, confirmando que a incluséo do mineral na dieta aumenta a protecéo das células contra
peroxidacdo lipidica. Melhorar a resisténcia oxidativa € uma das rotas pelas quais o Zn €
conhecido por beneficiar o sistema imunologico (HILL et al., 2014). Outros dados interessantes
foram encontrados nesse estudo: aumento na concentracdo no bago de interleucina- 4 (IL-4) e
interleucina-10 (IL-10), além de reducdo de IFN-y, maior populacdo de linfocitos T CD4+ e
menor populacdo de CD8+.

IL-4 e IL-10 sdo citocinas anti-inflamatdrias secretadas principalmente por linfocitos T
ativados (SOUZA et al., 2008). Aumento da producdo de IL-4 e IL-10 implica em melhor
protecdo contra possiveis causas da inflamacdo. Além disso, IL-4 e IL-10 sdo considerados
importantes fatores de crescimento para linfocitos T ativados por antigenos e sdo citocinas
chave no ciclo de proliferacdo de linfécitos T.

O IFN-y é uma citocina pro-inflamatéria e também é secretado por linfocitos T ativados.
Tem sido demonstrado que o IFN-y pode modular a secre¢do de quimiocinas em resposta as
outras citocinas e afetar a adesao celular e a transmigracdo (SHE et al., 2017).

As células T auxiliares (Th), como os linfocitos T CD4+, desempenham um papel
fundamental nos processos intermediarios da resposta imune. O linfécito T CD8 + ¢é
principalmente citotdxico, pode matar as células-alvo diretamente. Portanto, uma alta relacao
CD4+: CD8+ indica bom funcionamento do sistema imune.

Avaliando a inclusédo de Zn na dieta de leitbes de 28 dias de idade, Pei et al. (2019)

encontraram aumento na concentracdo de IgA e reducdo de IgM no sangue, além de menor
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contagem de Escherichia coli no ceco, célon e reto quando o Zn foi incluido em alta dosagem
(3000 mg/kg ZnO) ou quando incluido em baixa dosagem porém, na forma de nano particulas
(450 mg/kg), comparados a dieta controle com 100 mg/kg de ZnO.

Os anticorpos séricos sdo componente essencial da imunidade inata e adaptativa
(MANZ et al., 2005). O aumento de IgA e reducdo de IgM relatado no estudo acima pode ser
resultado do mecanismo pelo qual a IgM aparece antes da IgA durante a resposta imunolégica
e tem uma meia-vida mais curta. Assim, a concentracdo de IgM diminuiu mais cedo do que a
IgA e, altas doses de Zn promovem esse estagio do processo imunoldgico, mas 0 mecanismo
exato permanece incerto (DARDENNE, 2002).

O selénio (Se) é um oligoelemento essencial principalmente para protecdo contra o
estresse oxidativo (TINGGI, 2008). As recomendacdes atuais incluem uma margem de
seguranca para evitar a perda de protecdo antioxidante em baixas concentracdes e o risco de
toxicidade do Se em altas concentracdes. Sabe-se que a producgéo de sinais t0xicos na maioria
das espeécies ocorre em dietas que contenham 5 ppm (5000 ppb) de Se (SAAD, 2005).

A suplementacéo de Se tem principalmente a funcdo imune estimulante, que € medida
por uma gama de parametros, incluindo proliferacdo de células T, atividade de células NK,
funcdes de celulas imunes inatas, entre outros.

O Se e a vitamina E juntos sdo necessarios para o correto funcionamento do sistema
imune do animal. Trés mecanismos determinam o efeito imunomodulatério do Se: 1) efeitos
anti-inflamatorios; 2) sistema antioxidante; e 3) propriedades citostaticas e anticancerigenas.
Melhora na resposta imunologica e protecdo contra certas infeccbes virais sdo observadas
quando doses suplementares de Se sdo administradas, conferindo adicionais beneficios a satde
(MATEOS et al., 2004). A deficiéncia de Se pode afetar tanto a imunidade natural quanto a
imunidade adquirida (SURAI, 2003).

Os efeitos biologicos do Se sdo exercidos principalmente por sua incorporacdo em
selenoproteinas. Essas por sua vez estdo envolvidas na ativacdo, proliferacéo e diferenciacao
de células que conduzem respostas imunes inatas e adaptativas. Nas células, o Se dietético pode
influenciar varias fungdes efetoras dos leucdécitos, incluindo adesdo, migracdo, fagocitose e
secrec¢do de citocinas.

A suplementacdo alimentar com Se também demonstrou restaurar o declinio
relacionado a idade nas respostas proliferativas de linfécitos a estimulacdo de mitdgenos
(atraves da regulacdo positiva dos receptores de I1L-2) em camundongos (ROY et al., 1995) e

na func&o das células NK em idosos (RAVAGLIA et al., 2000). E provéavel que o Se exerca seu
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efeito alterando o status redox das células (MCKENZIE et al.,, 1998) ou atendendo aos
crescentes requisitos de selenoproteinas da células imunes ativadas.

As selenoproteinas sdo necessarias para o equilibrio do sistema antioxidante, o
metabolismo normal da tiredide, ocorréncia de reac6es redox, para adequado funcionamento do
sistema imune, e formagdo de espermatozdides (RAYMAN, 2000). A atividade redox das
selenoproteinas pode ocorrer na sinalizacdo dentro das células (tioredoxinas redutases) ou na
protecdo das células contra danos oxidativos (glutationas peroxidases e selenoproteinas K, R e
W) (BEHNE; KYRIAKOPOULQS, 2001).

Nos mamiferos, cinco de um total de sete glutationa peroxidases identificadas contém
Se como selenocisteina (GPx1-4 e GPx6) e outras duas contendo enxofre como cisteina no
local ativo (PAPP et al., 2007). Elas sdo responsaveis por catalisar a reducdo do peroxido de
hidrogénio e hidroperdxidos organicos a agua ou o correspondente, protegendo as células contra
oxidacio (BRIGELIUS-FLOHE, 2006).

A GSH-Px 1 € encontrada no citosol de todas as células do organismo e, alem de sua
funcédo antioxidante, parece ser uma forma de armazenagem de Se no organismo. A GSH-Px 2
ou gastrintestinal é especifica do trato gastrintestinal e a GSH-Px 3 ou plasmatica ou
extracelular é encontrada no fluido do revestimento interno do pulmao e no leite materno, além
do plasma em mamiferos. A GSH-Px 4 atua sobre peroxidos de residuos de acidos graxos nas
membranas e lipoproteinas (RAYMAN, 2000).

A selenoproteina K tem uma funcdo antioxidante no coracdo (LU et al., 2006) mas
também esta presente no musculo esquelético, pancreas, figado e placenta (KRYUKOV et al.,
2003). A selenoproteina R catalisa a reducdo da metionina oxidada e é necessaria para o reparo
de proteinas danificadas por oxidacao (KIM; GLADYSHEV, 2004). A selenoproteina W possui
acdo antioxidante e é encontrada nos musculos cardiacos e esqueléticos (BECKETT;
ARTHUR, 2005).

As fontes de Se para a producdo de selenoproteinas podem ser organicas: selenocisteina
e selenometionina ou inorganicas: selenito e selenato (BEHNE; KYRIAKOPOULOS, 2001).
A maior vantagem em se suplementar animais com Se organico ndo esta na maior absorcao,
pois as formas inorganicas também sdo bem aproveitadas e suprem as deficiéncias e, sim, na
melhoria do status antioxidante que, muitas vezes, nao é atingido com a suplementacdo de Se
inorganico (PEHRSON, 1998).

Atualmente, a maioria dos alimentos secos e enlatados para caes usa um tipo inorganico

de Se, selenito de sodio ou selenato de sédio. Além do Se presente nos ingredientes dos
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alimentos, fontes adicionais desse mineral sdo incluidas nas formulac6es da dieta. Como o Se
inorganico ndo pode ser armazenado no corpo, as formas organicas estdo sendo cada vez mais
usadas, pois sdo mais seguras e eficazes (SHARADAMMA et al., 2011).

Broome et al. (2004) forneceram 0, 50 ou 100 pg de Se na forma de capsulas a seres
humanos diariamente por 15 semanas e constataram que a suplementacdo aumentou as
porcentagens totais de células T e de células CD4+. A proliferacdo das células T ocorreu mais
rapidamente em individuos suplementados do que nos que receberam placebo sugerindo que 0s
grupos que receberam Se tiveram a habilidade em aumentar a resposta imune.

Putarov (2014) investigou a inclusdo de selenito de sddio ou Se-levedura em ra¢des para
cdes adultos nas seguintes dosagens: 0,33 ppm, 0,66 ppm ou 0,99 ppm. O Se em doses
superiores aos valores minimos recomendados nédo influenciou a resposta imunoldgica de cées

adultos, a qual também ndo foi influenciada pelas fontes de Se.

2.4 Vitaminas (Acido ascorbico e Tocoferol)

Vitamina E € um termo genérico para os derivados tocol e tocotrienol que exibem
atividade biologica do alfa-tocoferol. Todos os oito isdmeros do tocoferol séo isolados de
alimentos de origem vegetal. O alfa-tocoferol tem grupos metil nos carbonos 5, 7 e 8 dos anéis
fendlicos do 6-cromanol e seu sitio biologicamente ativo da molécula € o grupo 6-hidroxil no
anel fendlico, o qual é capaz de doar hidrogénio na reacdo com os radicais livres.

No metabolismo normal, em contato com radicais livres, o alfa-tocoferol é
reversivelmente oxidado ao radical alfa-tocoferil cromanoxi e, posteriormente, reduzido por
agentes como a glutationa e acido ascérbico. Desta forma, € importante que as concentracoes
plasmaticas de ascorbato e glutationa também estejam adequadas. Outro caminho seguido pelo
alfa-tocoferil cromanoxi é o seu metabolismo hepatico (NRC, 2006).

Os compostos antioxidantes podem ser classificados como enzimaticos (dismutases,
catalases, peroxidases ou redutases) ou ndo enzimaticos (enddgenos ou exogenos). Sao
antioxidantes ndo enzimaticos e produzidos endogenamente, o acido lipoico, arginina,
coenzima Q10, melatonina, &cido Urico, bilirrubina, complexos proteina-metais, ferritina, etc.
Dentre antioxidantes adquiridos pela dieta, os mais comumente encontrados nos alimentos sdo
a vitamina E, vitamina C (também produzida endogenamente), carotenoides, oligoelementos
(cobre, ferro, zinco, selénio e manganés), flavonoides, dentre outros (PHAM-HUY et al., 2008).

A vitamina E é o maior antioxidante lipossoltvel no plasma, eritrocitos e demais tecidos,

nos quais sua principal fungdo é o sequestro de radicais livres para prevenir a oxidagdo dos
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AGPI das membranas celulares. Também apresenta fungdes na modulacdo da sintese de
prostaglandinas, no entanto, a funcdo antioxidante parece ser a principal (NRC, 2006).

A quantidade de vitamina E exigida nos alimentos depende da taxa de producgéo de
radicais livres pelo organismo, da composicdo de AGPI na dieta e outros compostos dietéticos
como o Se, por exemplo, necessério para a sintese de glutationa peroxidase (NRC, 2006). A
recomendacdo da Association of American Food Control Officials (AAFCO, 2010) minima de
50 UI de alfa-tocoferol por quilograma de alimento (U1/kg).

As informagdes sobre toxidade da vitamina E sdo pouco estudadas em cées, no entanto,
sabe-se que a utilizacdo de elevadas concentracdes nos alimentos prejudica a absorcdo das
vitaminas A e K, apesar de estudos com dosagens extremamente elevadas em cées terem
falhado em demonstrar efeitos toxicos. Em humanos, a ingestdo de aproximadamente 75 Ul/kg
melhorou a condicdo de satde de pacientes (DEVARAJ et al., 2007).

O sistema imunoldgico é particularmente sensivel aos efeitos do estresse oxidativo. As
células deste sistema dependem fortemente da comunicagéo célula-celula, particularmente via
receptores ligados a membrana, para trabalhar efetivamente. As membranas celulares séo ricas
em AGPI, os quais quando oxidados, prejudicam a fluidez de membrana e consequentemente a
cascata de sinalizacdo intracelular pela qual as células se comunicam (HUGHES, 1999).

Brady et al. (1979) avaliaram a suplementacdo de vitamina E (50 Ul/kg) na dieta de
ratos que sofreram estresse intencional por exercicio forcado (natacdo). Foi observado que a
suplementacdo reduziu os niveis de antioxidante e de TBARS no figado vinte e quatro horas
apos o stress por exercicio, indicando que a vitamina E na dieta reduziu o efeito peroxidativo
do exercicio.

Zhao et al. (2011) estudaram o efeito da suplementacdo de vitamina E na dieta de
pintinhas de 1 dia até 47 dias de vida. Todos os animais foram vacinados contra o virus da
Doenca de New Castle, Influenza Aviaria e Doenca Infecciosa da Bursa de Fabricius. Trinta e
seis dias apos a Ultima vacinacdo as aves foram desafiadas com injecdo intra-abdominal de
Escherichia coli. A inclusdo de vitamina E (40 e 100 Ul/kg) aumentou os titulos de anticorpos
contra Doenca de New Castle e Influenza Aviaria. Também foi verificada reducdo na relacéo
heterofilo: linfocito 72 horas ap6s o desafia pela Escherichia coli. O heterofilo é o principal
leucocito nas aves, sdo células fagociticas envolvidas na resposta inflamatéria e estdo
envolvidos no ataque a bactérias por meio de quimiotaxia, opsonizacdo, fagocitose e lise
(CAPITELLI; CROSTA, 2013). Em geral, se considera que os heterofilos das aves

correspondem aos neutréfilos dos mamiferos. Uma alta relagdo entre heterofilo e linfocitos
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indica uma situacdo de estresse, sendo que a propor¢do normal esta em torno de 1:2. (MACARI,
2002).

Devido a caréncia de trabalhos com cdes avaliando a influéncia da suplementacédo de
vitamina E sobre parametros imunoldgicos, os trabalhos acimas foram escolhidos para relatar
que existem estudos em outras espécies que relatam a eficacia dessa vitamina sobre o sistema
imune.

A vitamina C (&cido ascoOrbico) é uma importante vitamina hidrossolivel que possui
fungdes antioxidantes, anticarcinogénicas e imunomoduladoras no organismo (VILLACORTA
et al., 2007), podendo restaurar as habilidades antioxidantes da vitamina E, sugerindo que uma
de suas principais funcbes é reciclar o radical tocoferil. Nesse sistema, a vitamina E
provavelmente atua como antioxidante primario e a vitamina C pode regenerar o radical
produzido pela vitamina E (WENK et al., 2000). Dessa maneira, a molécula regenerada de
vitamina E esta novamente disponivel para acdo antioxidante ou pode ser armazenada
(EICHENBERGER et al., 2004).

Adicionalmente é relatado na literatura que a vitamina C auxilia nas funcbes dos
fagocitos, na producdo de citocinas, na proliferacdo de linfocitos T e na expressdo génica das
moléculas de adesdo dos monocitos (GREDEL, 2012; SORICE et al., 2014).

O efeito conjunto do acido ascorbico e da vitamina E ja € bem conhecido na literatura,
evidenciando que a interacdo dessas vitaminas é essencial na inibicdo da peroxidacdo dos
lipidios da membrana e na protecdo do DNA (GEY, 1998). O acido ascorbico, a-tocoferol e -
caroteno combinados tem uma acdo mais efetiva, isso porque esses nutrientes podem interagir
no ambiente celular e intensificar a defesa antioxidante (NIKI et al., 1995) resultando, por
exemplo, em protecdo contra danos oxidativos nas células (ANDERSON, 1996; COZZI et al.,
1997; POOL-ZOBEL et al., 1997). A vitamina E age protegendo a membrana da célula rica em
lipidios prevenindo a oxidacdo de &acidos graxos poli-insaturados. Uma falha para evitar a
oxidacao pode resultar em perda da integridade de membrana e provocar a ruptura celular. A
vitamina E ndo pode ser sintetizada pelo corpo e, por esta razdo, é considerada um nutriente
essencial da dieta. Ja a vitamina C age como antioxidante dentro e fora da célula e pode ser
sintetizada pelos cdes, entretanto a suplementacdo pode ser benéfica, particularmente em
momentos de stress (NRC, 2006).

Hesta et al. (2009) investigaram a capacidade da vitamina C em aumentar o potencial
antioxidante e imunomodulador em cées saudaveis. Quinze cdes foram testados quanto aos

efeitos da vitamina E administrada por via oral (60 mg dl-a acetato de tocoferil) em combinacao
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com vitamina C (0, 30 ou 60 mg de acido ascdrbico). Nao houve evidéncias de que o tratamento
dietético alterou as concentracfes plasmaticas de vitamina C, as concentra¢des de TBARS, as
subpopulacdes de linfdcitos, exceto pelo nimero de linfocitos CD4+ que aumentaram com a
suplementacdo de vitamina C. Ndo houve efeito da vitamina C na concentragdo sérica de IgA
e IgG.

Khazaie et al. (2019) avaliaram o efeito da suplementacdo de vitamina C (100 ou 200
mg/kg) em ratos Wistar desafiados com diazinon (DZN), um pesticida organofosforado que
pode causar estresse oxidativo em diferentes tecidos. O tratamento com vitamina C apresentou
efeitos benéficos contra o estresse oxidativo nos tecidos, especialmente no tecido cerebral,
através da eliminacéo de radicais livres. O cérebro é altamente sensivel a danos oxidativos
devido ao seu alto teor AGPI, que podem ser prontamente transformados em perdxidos. Além
disso, utiliza quantidades excessivas de oxigénio e contém niveis relativamente baixos de
enzimas antioxidantes (JAFARI et al., 2012).

2.5 Prebidticos

Prebioticos sdo definidos como ingredientes seletivamente fermentados que permitem
alteracbes especificas, tanto na composicdo quanto na atividade da microbiota
gasiotatrointestinal que confere beneficios a satde e bem-estar ao hospedeiro (ROBERFROID,
2007).

Componentes prebidticos promovem beneficios ao sistema imune, combatem
microrganismos patogénicos, produzem acidos graxos de cadeia curta promovendo acidificagcdo
do cdlon e regulam o tempo de transito intestinal (SAAD et al., 2015).

Segundo Wang (2009), existem alguns critérios basicos para classificacdo de
componentes alimentares como prebioticos. Os ingredientes prebi6ticos devem ser resistentes
a digestao nas secdes superiores do trato digestorio. Como resultado, os prebioticos atingem o
intestino grosso, onde podem ser seletivamente fermentados por bactérias intestinais
potencialmente benéficas. A fermentacdo pode levar a mudancas nos processos metabdlicos e
melhorar o funcionamento do sistema imunoldgico, exercendo assim um efeito benéfico sobre
a saude do hospedeiro.

O mananoligossacarideo (MOS) ¢ derivado da parede celular externa de leveduras e tem
sido utilizado como um potencial prebi6tico para melhorar o estado de saide em muitas

espécies, incluindo cdes. Apresentam capacidade de modular o sistema imunolédgico e a
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microbiota intestinal, ligam-se a uma ampla variedade de micotoxinas e preservam a
integridade da superficie de absorcao intestinal (BORGES et al., 2003; MONTEIRO, 2004).

As bactérias patogénicas colonizam o trato gastrintestinal prendendo-se a superficie das
células epiteliais e os MOS previnem esta coloniza¢do, bloqueando a aderéncia das bactérias
patogénicas ao ocupar os receptores das células epiteliais intestinais (BORGES et al., 2003).

A colonizagdo do epitélio intestinal por microrganismos patogénicos ocorre quando
estes proliferam em namero suficiente para produzir um quadro clinico de doenca.
Especificamente importantes sdo as salmoneloses causadas pela Salmonella spp. que, durante
0 processo de proliferacdo microbiana, atacam as células epiteliais ligando-se a elas por meio
de uma fimbria em sitios de ligacdo especificos ricos em residuos de manose (MILES, 1993).
Essa semelhanca entre os sitios de ligagdo dos enterdcitos, ricos em manose, com 0S
mananoligossacarideos adicionados a dieta dos animais diminui a fixacdo de patdgenos a
mucosa, facilitando a sua expulsdo juntamente com o quimo alimentar através do tubo digestivo
por mecanismos fisioldgicos normais.

Os MOS séo capazes de se ligarem a fimbria das bactérias e inibir a colonizacao do trato

gastrointestinal por microrganismos patogenos (Figura 3) (MARTIN, 1994).

Figura 3: Mecanismo de acdo do MOS sobre a adesdo de bactérias patogénicas nos enterocitos.
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Fonte: Adaptado de http://www.yes.ind.br/produtos/yes-mos-pets/.

A dominéncia e a persisténcia da microbiota desejavel pode ser efetivada quando os

microrganismos fixam-se no epitélio intestinal, multiplicando- se mais rapidamente do que a
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sua eliminagcdo pelo peristaltismo intestinal, como é o caso das bactérias do género
Lactobacillus e Enterococcus (SILVA, 2000).

A microbiota eutrofica inibe o crescimento de bactérias indesejaveis, estimula a
producdo de acidos graxos volateis, principalmente o éacido latico, produzido em grandes
quantidades por bifidobacterias (Bacillus, Bifidobacterium, Lactobacillus). Esses &cidos
organicos determinam a reducdo do pH com a inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas
e estimulo a proliferacdo de enterdcitos, favorecendo a integridade da parede celular e
otimizando a capacidade de absorcédo intestinal. Valores de 5% a 10% das necessidades
energéticas dos carnivoros podem sofrer a influéncia da acdo dos microrganismos,
principalmente na formacéo de &cidos graxos volateis de rdpida absorcéo e utilizados como
energia (FERNANDEZ; CRESPO, 2003).

O MOS atua também modulando a resposta imune dos animais através da interacéo
existente entre seus carboidratos e o sistema linfoide associado ao intestino do animal, que
responde de forma mais eficiente devido a apresentacao de patdgenos. Estudos demonstraram
maior producdo de imunoglobulina A sérica (IgA) em cdes e no conteddo do colon de ratos,
aléem da maior atividade neutrofilica (KHIL, 2001).

Um mecanismo de acdo para MOS sobre o sistema imune envolve algumas proteinas
séricas denominadas coletctinas, as quais atuam como opsoninas, se ligando a particulas que
apresentam manose em sua estrutura, o que favorece a fagocitose por células do sistema imune
inato ou ativo o sistema complemento (EPSTEIN et al., 1996). Véarios microrganismos,
incluindo virus, fungos e bactéria, contém manose como estrutura semelhante a encontrada no
MOS. Assim, este composto pode atuar como adjuvante no combate a algumas infeccGes
através da estimulacdo de proteinas que se ligam a manose (FRANKLIN et al., 2005).

Além disso, o MOS pode ser reconhecido como um antigeno estranho no intestino,
estimulando a diferenciacdo de linfocitos B em plasmocitos com capacidade de secrecdo de
IgA, uma imunoglobulina importante para a imunidade de mucosa, uma vez que inibe a ligacédo
de bactérias e toxinas ao epitélio intestinal, aumenta a secrecdo de muco e previne inflamacdes
gue causam danos ao tecido epitelial (MCKAY; PERDUE, 1993). Swanson et al. (2002) em
estudo com cées, observaram que a associacdo de frutoligossacarideos (FOS) e MOS foi capaz
de aumentar a IgA ileal, o que sugere uma resposta imune local aumentada e uma maior
protecdo contra a invasdo de patdgenos.

Com relacdo aos efeitos do MOS sobre a producdo de citocinas, Che et al. (2012)

observaram que a adicdo de MOS a dieta, na proporcdo de 0,04%, resultou em maiores
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concentragdes séricas de IL-1p, IL-12 e haptoglobina em suinos experimentalmente infectados
com o virus da sindrome respiratéria e reprodutiva, o que sugere um importante papel do MOS
como adjuvante na promo¢do de uma resposta imune inata e mediada por células T.

Pawar et al. (2017) investigaram os efeitos da inclusdo de MOS (15g/kg) em dietas
caseiras para cdes da raga Spitz. Os animais consumiram as dietas por 150 dias e foram
desafiados com inoculacdo subcutéanea do antigeno Leptospira. Foi verificada maior % de
linfocitos T CD4+ e maior relacdo CD4+:CD8+ no grupo suplementado com MOS, em relagdo
a um grupo controle. Além disso, foi observada uma tendéncia (P = 0.084) de maior contracéo
de 1gG sérica 7, 14 e 28 dias ap0s o desafio.

Outra fonte de prebidticos muito utilizada na nutricdo animal sdo os beta-glucanos
derivados de fungos e leveduras. A parede celular de leveduras, como a Saccharomyces
cerevisiae, ¢ constituida principalmente por mananoproteinas, B-1,3 e §-1,6-glucano e quitina
(Figura 4) (LIPKE; OVALLE, 1998). Enquanto os beta-glucanos e a quitina sdo responsaveis
pela rigidez da parede celular e definem sua forma, as manonoproteinas e sua por¢éo de
carboidrato sdo responsaveis pelo reconhecimento e interacdes célula-célula, interacdes com o
meio e determinam a especificidade antigénica da levedura (RUIZ-HERRERA, 1991). Ambos
os tipos de polissacarideos constituintes principais da parede célula das leveduras, tem sido
reconhecidos como capazes de modular o sistema imune por meio de interacfes especificas
com varias células imunocompetentes (MEDZHITOV; JANEWAY JR, 2000).

Figura 4: Estrutura da parede celular de levedura.
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Fonte: Adaptado de http://www:.yes.ind.br/produtos/yes-fix-suinos/.
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Os beta-glucanos ativam o sistema imunolégico inato em humanos e outros mamiferos,
em aves, peixes e até crustaceos (ZENTEK et al., 2002).

Os macrdfagos possuem receptores que reconhecem especificamente B- (1,3 e 1,6)
glucanos, pois ocorrem naturalmente nas paredes celulares de muitas bactérias e fungos. O
sistema imunoldgico inato os reconhece como um desafio e responde montando uma resposta
imune (SMITH; CHARTER, 2010).

Os B-glucanos aumentam as atividades de macréfagos, neutrofilos, células NK, células
T e células B. Como adjuvantes da vacina, eles potencializam respostas imunoldgicas humorais
e celulares a antigenos microbianos e tumorais e aumentam ndo especificamente a resisténcia
do hospedeiro a doenca. Esse amplo espectro de atividades pode ser atribuido principalmente a
ativacdo de macrdfagos.

Estudos in vivo e em in vitro mostraram que os [3-glucanos aumentam a fagocitose de
macrofagos e a producdo de citocinas. O [-glucano, extraido da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae (B-1,3-glucano com longos ramos de -1,6-glucano), é usado como
imunomodulador para melhorar o estado de salde animal, principalmente devido a sua
capacidade de aumentar a resisténcia do hospedeiro a infec¢des virais, bacterianas, fungicas e
parasitarias (BOHN; BEMILLER, 1995; DI LUZIO, 1983).

Haladova et al. (2009) estudaram o efeito do beta-glucano sobre parametros
imunologicos especificos e ndo especificos na espécie canina, com 0 uso de uma solucao
concentrada deste suplemento, a qual foi fornecida a filhotes de cdes de varias racas.
Observaram aumento de parametros imunologicos inespecificos, tais como atividade funcional
de fagdcitos e linfocitos. Também foi notado aumento no titulo de anticorpos contra o virus da
raiva, apos vacinacao.

Stuyven et al. (2010) avaliaram o uso de beta-glucano obtido de Saccharomyces
cerevisiae, na forma de tabletes (225 mg por cdo), por quatro semanas e encontraram efeitos
sobre a imunidade humoral, com aumento de IgM sérica e diminuicdo de IgA no soro e nas
mucosas.

Lin et al. (2019) também investigaram suplementacéo via oral (125, 250 ou 500 mg/d)
de um produto de fermentacdo de levedura em Beagles adultos. A porcentagem de células NK
e células apresentadoras de antigenos ndo foram alteradas pela suplementacdo. Entretanto, a
secrecdo de IFN-y, as células citotoxicas e helper, além da dosagem de IgE séricas aumentaram

linearmente com a suplementacao.
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Os frutooligossacarideos (FOS) ndo sdo digeriveis pelas enzimas dos mamiferos e,
consequentemente, atingem o célon e servem como fonte de substrato altamente digerivel para
as bactérias. Mais especificamente, o FOS estimula seletivamente o crescimento de
bifidobactérias, um género bacteriano associado a saude intestinal (SWANSON et al., 2010).

Os FOS sdo altamente fermentaveis por espécies microbianas, incluindo numerosas
espécies de bifidobactérias e algumas espécies de lactobacilos e bacteroides (HIDAKA et al.,
1986). As espécies incapazes de fermentar o FOS incluem E. coli, C. perfringens (HIDAKA et
al., 1986) e Salmonella spp. (HARA et al., 1994).

Uma pesquisa com camundongos indicou que o uso de frutooligossacarideo aumentou
as concentracdes de IgA, interferon vy, e das interleucina 5, 6, 10, além do tamanho da placa de
Peyer (HOSONO et al., 2003).

Shang et al.(2015) investigaram os efeitos da incluséo de 0,5% de FOS na dieta de
pintinhos de corte de 1 dia até 21 dias de idade. Os animais foram desafiados com LPS de
Salmonella Enteritidis. A suplementacéo reduziu a contagem de heterdcitos, mas aumentou a
de mondcitos. Houve aumento de IgY sérica (semelhante a 1gG dos mamiferos), que € o
anticorpo predominante nas aves contra infeccdo sistémica (DANKOWIAKOWSKA et al.,
2013). Também foi observado aumento da expressdo génica das citocinas IL-1p, IL-10 e IFNy

no ileo dos animais suplementados.

2.6 Extratos Vegetais

Os extratos vegetais sdo metabolitos vegetais secundarios que podem ser obtidos
naturalmente a partir de materiais vegetais ou sintetizados quimicamente. Os extratos de plantas
tem sido de interesse em potencial por um longo tempo devido a seus efeitos antimicrobianos
(BAYDAR et al., 2004), anti-inflamatorios (LANG et al., 2004), antioxidantes (DUNDAR et
al., 2008) e antivirais (SOKMEN et al., 2004).

Curcuma longa (ou Curcuma domestica) é um arbusto perene endémico da india, a
parte do vegetal com maior utilizacdo é o rizoma, que pode ser consumido fresco ou seco. Para
fins de conservacao, esse rizoma é desidratado e moido, gerando um pé de coloracdo dourada.

A curcumina € o componente majoritario dos rizomas de C. longa, sendo responsavel
por cerca de 2% do seu peso seco. Atualmente a curcumina pode ser obtida comercialmente
como uma mistura de trés componentes: curcumina (~77%); desmetoxicurcumina (~17%); e
bisdesmetoxicurcumina (~3%) (GOEL et al., 2008).
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Pesquisas mostram que a curcumina € uma molécula altamente pleiotrdpica capaz de
interagir com varios alvos moleculares envolvidos na inflamagdo. A curcumina modula a
resposta inflamatdria através da regulacdo negativa da atividade da ciclooxigenase-2 (COX-2),
lipooxigenase, da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), inibe a producdo do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e das interleucinas (IL) -1, -2, -6, -8 e -12 (ABE et al., 1999;
GOEL et al., 2008).

A curcumina possui um grande nimero de alvos moleculares, o que explica essa ampla
variedade de efeitos. Podemos dividir os alvos em duas categorias: aqueles que a curcumina
liga-se diretamente modulando sua atividade e outra categoria que envolve modulacdo indireta
ou secundéria. As enzimas como a ciclooxigenase-2 (COX2) e a lipooxigenase (LOX) (HONG
et al., 2004) encontram-se dentre os alvos diretos da curcumina. Os alvos indiretos podem ser
regulados positiva ou negativamente dependendo do alvo e da célula. Esse tipo de acdo ocorre,
por exemplo, atraves de sua acéo sobre fatores de transcricdo como o NF-kB.

A curcumina como agente antioxidante ocorre de maneira direta agindo como
sequestrador de radicais livres, tais como perdxido de hidrogénio e radical hidroxil, e ligando-
se a cations divalentes como ferro e cobre (BARZEGAR; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2011).
De maneira indireta a curcumina altera os niveis de compostos do sistema de limpeza, por
exemplo, ativando o fator de transcricdo Nrf-2 que, por sua vez, vai induzir o aumento da
expressdo de diversos genes como o da enzima glutationa-S-transferase (BALOGUN et al.,
2003).

Devido a sua atividade antioxidante, a curcumina protege 0s animais dos danos
cognitivos, melhorando a meméria de ratos. Em modelo de excitotoxicidade cerebral induzido
pela hemocisteina ela apresentou protecdo na memoria espacial e na memoria aversiva
(AWASTHI et al., 2010).

A curcumina reduz a inflamacdo e a neurodegeneracdo diminuindo a interleucina 18
(IL-1B) e o marcador astrocitario GFAP (BEGUM et al., 2008). Assim como outros anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais, a curcumina mostrou-se capaz de suprimir a transcri¢do do fator
NF-kB, gue controla a expressdo de genes como a ciclooxigenase-2 e ciclina D1, levando a
inibicdo da proliferacao de células tumorais (TAKADA et al., 2004). Outro estudo mostrou que
0s niveis neuronais de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de peroxinitrito foram
significativamente inibidas apds o tratamento com a curcumina (DOHARE et al., 2008).

As pimentas pertencem a familia das solandceas (Solanaceae) e seus frutos apresentam

alta diversidade genética em termos de cor, tamanho, forma, composi¢do quimica e grau de
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pungéncia (CHUAH et al., 2008). Entre as espécies domesticadas do género Capsicum sao C.
annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens (OLIVEIRA et al., 2000).

As pimentas (Capsicum spp.) sdo conhecidas por serem boas fontes de diferentes
fitoquimicos, incluindo vitamina C, compostos fenolicos, flavondides e carotendides
(ALVAREZ-PARRILLA et al., 2011). Sabe-se que esses compostos apresentam alta atividade
antioxidante (MATERSKA; PERUCKA, 2005). E a (nica planta capaz produzir
capsaicinoides, responsaveis por seu sabor quente caracteristico. Também sdo descritas como
0 vegetal com o maior conteudo de vitamina C (LEE; KADER, 2000).

Os compostos fendlicos presentes na pimenta podem neutralizar os radicais livres e
modular a atividade de enzimas envolvidas nos processos de desintoxicagdo, oxidagdo e
reducdo. Além disso, eles podem fortalecer o sistema imunoldgico regulando a expressédo
génica, a sinalizacédo celular e o metabolismo hormonal e também influenciando a proliferacédo
e apoptose celular (ABADIO FINCO et al., 2012).

Apesar dos relatos na literatura sobre os beneficios sobre o sistema imune e defesas
antioxidantes dos extratos vegetais, 0s estudos com inclusdo desses compostos da dieta de cées
ainda sdo escassos, mas representam uma possibilidade ainda pouco explorada.

Song et al. (2010) avaliando o efeito extratos de etanol de sementes de pimenta vermelha
no sistema antioxidante e dano oxidativo em ratos alimentados com dieta com rica em gordura
e colesterol, encontraram que essa suplementacdo resultou em aumento significativo das
atividades da glutationa peroxidase e da catalase hepatica, além de valores reduzidos de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no figado dos animais. Esses resultados
sugerem que os extratos de etanol de sementes de pimenta vermelha podem reduzir o dano
oxidativo, pela ativacdo do sistema de defesa antioxidante em ratos.

Liu e Song et al. (2013) investigaram o efeito de diferentes extratos vegetais (alho,
cdrcuma e pimenta) na dieta de leitdes recém desmamados e experimentalmente infectados por
Escherichia coli. A inclusdo dos extratos vegetais diminui a incidéncia de diarreia, aumentou a
altura das vilosidades no ileo e reduziu as concentra¢des séricas de TNF-a e haptoglobina.

Em estudo semelhante foi avaliada a inclusdo dos trés extratos vegetais (alho, circuma
e pimenta) na dieta de leitdes de 21 dias recém-desmamados, e desafiados com o virus da
sindrome reprodutiva e respiratéria. A inclusdo do extrato de alho aumentou a contagem de
linfocitos B e de linfocitos T CD8+, em comparagdo ao grupo controle. O desafio com o virus
aumentou a carga viral sérica, as concentragfes séricas de TNF-a e IL-1B no dia 7 apods

inoculacdo, ainda houve aumento de proteina C reativa e haptoglobina séricas no dia 14 apds o
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desafio viral. Entretanto, a inclusdo dos extratos vegetais reverteu esse aumento, reduzindo os
parametros citados e, ainda, aumentando a concentracdo de IL-10. Em conclus&o, os resultados
indicam que a suplementacdo com extratos vegetais reduz os efeitos adversos da infeccao viral,
melhorando as respostas imunoldgicas dos animais (LIU; CHE; et al., 2013).

Os 0leos essenciais sdo bastante estudados em animais de producéo, devido a pressdo
para a reducdo no uso de antibidticos no sistema de producdo animal, entretanto, é uma
possibilidade promissora e ainda pouco explorada nos alimentos para cées.

Os Gleos essenciais sdo uma mistura que inclui alcoois, aldeidos, acidos, fendis, terpenos
e acetona. Além disso, alguns estudos de laboratdrio mostraram que esses compostos, extraidos
de espécies de Thymus, tem fungdes antimicrobianas e antioxidantes (DORMAN; DEANS,
2000), enquanto outros, extraidos da espécie Mentha, tem funcdo anti-inflamatorias
(ARUMUGAM et al., 2008; MOGOSAN et al., 2017).

Os 0Oleos essenciais de orégano (OEO) sdo isolados de plantas de Origanum vulgare
(folhas e flores). Os principais constituintes nutracéuticos sdo carvacrol e timol
(SIVROPOULOU et al., 1996).

Liu et al. (2019) avaliaram os efeitos do 6leo essencial de carvacrol administrado por
via oral sobre a resposta imune e a expressao de genes relacionados a inflamacao em frangos
de corte desafiados pelo lipopolissacarideo (LPS). Os resultados mostraram que o carvacrol

inibiu a expressao génica de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1f e IL-6) no intestino delgado.

2.7 Consideracdes Finais

Diante do exposto, nota-se a importancia das pesquisas visando melhor elucidar os
efeitos da inclusdo de aditivos nutracéuticos com potencial de modulacéo do sistema imune e
da funcdo antioxidante. Ainda é preciso avaliar a combinacdo desses nutracéuticos em uma
mesma dieta, visto que seus efeitos podem ser potencializados quando em combinacdo na forma
de um blend.

Por ultimo ressalta-se a relevancia dos estudos com cdes idosos, visto que o0 aumento na
expectativa de vida dos mesmos implica em maior longevidade e maior tempo na permanéncia

na fase de vida senil do céo.



34

REFERENCIAS

AAFCO, A. O. A . F. C. O.-. Dogs and cats nutrient profiles. In: AAFCO official
publication. Washington, D.C. AAFCO, p. 169-183. 2010.

ABADIO FINCO, F. D.; KAMMERER, D. R.; CARLE, R.; TSENG, W.-H. et al.
Antioxidant activity and characterization of phenolic compounds from bacaba (Oenocarpus
bacaba Mart.) fruit by HPLC-DAD-MS n. Journal of Agricultural and food Chemistry, 60,
n. 31, p. 7665-7673, 2012.

ABE, Y.; HASHIMOTO, S.; HORIE, T. Curcumin inhibition of inflammatory cytokine
production by human peripheral blood monocytes and alveolar macrophages.
Pharmacological research, 39, n. 1, p. 41-47, 1999.

ALVAREZ-PARRILLA, E.; DE LAROSA, L. A.; AMAROWICZ, R.; SHAHIDI, F.
Antioxidant activity of fresh and processed Jalapeno and Serrano peppers. Journal of
Agricultural and food Chemistry, 59, n. 1, p. 163-173, 2011.

ANDERSON, D. Antioxidant defences against reactive oxygen species causing genetic and
other damage. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of
Mutagenesis, 350, n. 1, p. 103-108, 1996.

ANDRADE, P. d. M. M.; CARMO, M. Acidos graxos n-3: um link entre eicosanoides,
inflamacéo e imunidade. Revista Mn-Metabdlica, 8, n. 3, p. 135-143, 2006.

AREND, W. P. Interleukin 1 receptor antagonist. A new member of the interleukin 1 family.
The Journal of clinical investigation, 88, n. 5, p. 1445-1451, 1991.

ARUMUGAM, P.; PRIYA, N. G.; SUBATHRA, M.; RAMESH, A. Anti-inflammatory
activity of four solvent fractions of ethanol extract of Mentha spicata L. investigated on acute
and chronic inflammation induced rats. Environmental toxicology and pharmacology, 26,
n. 1, p. 92-95, 2008.

AWASTHI, H.; TOTA, S.; HANIF, K.; NATH, C. et al. Protective effect of curcumin against
intracerebral streptozotocin induced impairment in memory and cerebral blood flow. Life
sciences, 86, n. 3-4, p. 87-94, 2010.

BALOGUN, E.; HOQUE, M.; GONG, P.; KILLEEN, E. et al. Curcumin activates the haem
oxygenase-1 gene via regulation of Nrf2 and the antioxidant-responsive element.
Biochemical journal, 371, n. 3, p. 887-895, 2003.

BARBALHO, S. M.; BECHARA, M. D.; QUESADA, K. R.; GOULART, R. A. Papel dos
acidos graxos dmega 3 na resolucao dos processos inflamatorios. Medicina (Ribeirdo Preto),
44, n. 3, p. 234-240, 2011.



35

BARZEGAR, A.; MOOSAVI-MOVAHEDI, A. A. Intracellular ROS protection efficiency
and free radical-scavenging activity of curcumin. PloS one, 6, n. 10, p. 26012, 2011.

BAUER, J. E. Therapeutic use of fish oils in companion animals. Journal of the American
Veterinary Medical Association, 239, n. 11, p. 1441-1451, 2011.

BAYDAR, N. G.; OZKAN, G.; SAGDIC, O. Total phenolic contents and antibacterial
activities of grape (Vitis vinifera L.) extracts. Food control, 15, n. 5, p. 335-339, 2004.

BECKETT, G. J.; ARTHUR, J. R. Selenium and endocrine systems. Journal of
endocrinology, 184, n. 3, p. 455-465, 2005.

BEGUM, A. N.; JONES, M. R.; LIM, G. P.; MORIHARA, T. et al. Curcumin structure-
function, bioavailability, and efficacy in models of neuroinflammation and Alzheimer's
disease. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 326, n. 1, p. 196-208,
2008.

BEHNE, D.; KYRIAKOPOULOS, A. Mammalian selenium-containing proteins. Annual
review of nutrition, 21, n. 1, p. 453-473, 2001.

BOHN, J. A.; BEMILLER, J. N. (1— 3)-p-d-Glucans as biological response modifiers: a
review of structure-functional activity relationships. Carbohydrate polymers, 28, n. 1, p. 3-
14, 1995.

BONHAM, M.; O'CONNOR, J. M.; HANNIGAN, B. M.; STRAIN, J. The immune system as
a physiological indicator of marginal copper status? British Journal of Nutrition, 87, n. 5, p.
393-403, 2002.

BORGES, F.; SALGARELLO, R.; GURIAN, T. Recentes avancos na nutriNgéo de cdes e
gatos. SIMPOSIO SOBRE NUTRICAO DE ANIMAIS DE ESTIMACAO, 3, p. 21-60,
2003.

BORGES, M. C.; SANTOS, F. d. M. M.; TELLES, R. W.; CORREIA, M. I. T. D. et al.

Polyunsaturated omega-3 fatty acids and systemic lupus erythematosus: what do we know?.
Revista brasileira de reumatologia, 54, p. 459-466, 2014.

BRADY, P. S.; BRADY, L. J.; ULLREY, D. E. Selenium, vitamin E and the response to
swimming stress in the rat. The Journal of nutrition, 109, n. 6, p. 1103-1109, 1979.

BRIGELIUS-FLOHE, R. Glutathione peroxidases and redox-regulated transcription factors.
2006.



36

BROOME, C. S.; MCARDLE, F.; KYLE, J. A.;; ANDREWS, F. et al. An increase in
selenium intake improves immune function and poliovirus handling in adults with marginal
selenium status. The American journal of clinical nutrition, 80, n. 1, p. 154-162, 2004.

CALDER, P. C. The relationship between the fatty acid composition of immune cells and
their function. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids, 79, n. 3-5, p. 101-
108, 2008.

CAPITELLI, R.; CROSTA, L. Overview of psittacine blood analysis and comparative
retrospective study of clinical diagnosis, hematology and blood chemistry in selected
psittacine species. Veterinary Clinics: Exotic Animal Practice, 16, n. 1, p. 71-120, 2013.

CASE, L. P.; DARISTOTLE, L.; HAYEK, M. G.; RAASCH, M. Canine and feline
nutrition: a resource for companion animal professionals. Elsevier Health Sciences, 2010.
0323071473.

CHUAH, A. M,; LEE, Y.-C.; YAMAGUCHI, T.; TAKAMURA, H. et al. Effect of cooking
on the antioxidant properties of coloured peppers. Food chemistry, 111, n. 1, p. 20-28, 2008.

COZZI, R.; RICORDY, R.; AGLITTI, T.; GATTA, V. et al. Ascorbic acid and beta-carotene
as modulators of oxidative damage. Carcinogenesis, 18, n. 1, p. 223-228, 1997.

DANKOWIAKOWSKA, A.; KOZLOWSKA, I.; BEDNARCZYK, M. Probiotics, prebiotics
and snybiotics in Poultry—mode of action, limitation, and achievements. Journal of Central
European Agriculture, 14, n. 1, p. 467-478, 2013.

DARDENNE, M. Zinc and immune function. European journal of clinical nutrition, 56, n.
3, p. S20-S23, 2002.

DEVARAJ, S.; TANG, R.; ADAMS-HUET, B.; HARRIS, A. et al. Effect of high-dose a-
tocopherol supplementation on biomarkers of oxidative stress and inflammation and carotid
atherosclerosis in patients with coronary artery diseasew. The American journal of clinical
nutrition, 86, n. 5, p. 1392-1398, 2007.

DI LUZIO, N. R. Immunopharmacology of glucan: a broad spectrum enhancer of host
defense mechanisms. Trends in Pharmacological Sciences, 4, p. 344-347, 1983.

DOHARE, P.; VARMA, S.; RAY, M. Curcuma oil modulates the nitric oxide system
response to cerebral ischemia/reperfusion injury. Nitric Oxide, 19, n. 1, p. 1-11, 2008.

DORMAN, H. D.; DEANS, S. G. Antimicrobial agents from plants: antibacterial activity of
plant volatile oils. Journal of applied microbiology, 88, n. 2, p. 308-316, 2000.



37

DUNDAR, E.; OLGUN, E. G.; ISIKSOY, S.; KURKCUOGLU, M. et al. The effects of intra-
rectal and intra-peritoneal application of Origanum onites L. essential oil on 2, 4, 6-
trinitrobenzenesulfonic acid-induced colitis in the rat. Experimental and Toxicologic
Pathology, 59, n. 6, p. 399-408, 2008.

DZANIS, D. A. N. Necessidades nutricionais e manejo dietético. In: HOSKINS, J. D.
Geriatria e gerontologia do céo e do gato. 2 ed. S&o Paulo: Roca. p. 21-32, 2008.

EICHENBERGER, B.; PFIRTER, H.; WENK, C.; GEBERT, S. Influence of dietary vitamin
E and C supplementation on vitamin E and C content and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) in different tissues of growing pigs. Archives of animal nutrition, 58,
n. 3, p. 195-208, 2004.

EPSTEIN, J.; EICHBAUM, Q.; SHERIFF, S.; EZEKOWITZ, R. A. B. The collectins in
innate immunity. Current opinion in immunology, 8, n. 1, p. 29-35, 1996.

FERNANDEZ, J.; CRESPO, N. New advances in the application of probiotics. International
Pig Topics, 18, p. 11-13, 2003.

FINKEL, T.; HOLBROOK, N. J. Oxidants, oxidative stress and the biology of ageing.
nature, 408, n. 6809, p. 239-247, 2000.

FRAKER, P. J.; DEPASQUALE-JARDIEU, P.; ZWICKL, C. M.; LUECKE, R. W.
Regeneration of T-cell helper function in zinc-deficient adult mice. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 75, n. 11, p. 5660-5664, 1978.

FRANCESCHI, C.; CAPRI, M.; MONTI, D.; GIUNTA, S. et al. Inflammaging and anti-
inflammaging: a systemic perspective on aging and longevity emerged from studies in
humans. Mechanisms of ageing and development, 128, n. 1, p. 92-105, 2007.

FRANKLIN, S.; NEWMAN, M.; NEWMAN, K.; MEEK, K. Immune parameters of dry cows
fed mannan oligosaccharide and subsequent transfer of immunity to calves. Journal of dairy
science, 88, n. 2, p. 766-775, 2005.

FREEMAN, L. M. Beneficial effects of omega-3 fatty acids in cardiovascular disease.
Journal of Small Animal Practice, 51, n. 9, p. 462-470, 2010.

GAROFOLO, A.; PETRILLI, A. S. Balanco entre acidos graxos 6mega-3 e 6 na resposta
inflamatdria em pacientes com cancer e caquexia. Revista de Nutricéo, 19, p. 611-621, 2006.

GEY, F. Vitamins E plus C and interacting conutrients required for optimal health.
BioFactors, 7, n. 1-2, p. 113-174, 1998.



38

GOEL, A.; KUNNUMAKKARA, A. B.; AGGARWAL, B. B. Curcumin as “Curecumin’:
from kitchen to clinic. Biochemical pharmacology, 75, n. 4, p. 787-809, 2008.

GOLDSTON, R. T.; HOSKINS, J. D. Geriatrics & gerontology of the dog and cat.
Philadelphia Saunders, 1995. 426 p.

GREDEL, S. Nutricéo e imunidade no homem. 2 ed. Bélgica: Ilsi Europe Concise
Monograph Series, 2012. 32 p.

HALADOVA, E.; MOJZISOVA, J.; SMRCO, P.; ONDREJKOVA, A. et al. The effect of p
(1, 3/1, 6) d-glucan on selected non-specific and specific immunological parameters in dogs
after vaccination. Folia Veterinaria, 53, n. 1, p. 43-46, 2009.

HARA, H.; LI, S.-T.; SASAKI, M.; MARUYAMA, T. et al. Effective dose of lactosucrose on
fecal flora and fecal metabolites of humans. Bifidobacteria and Microflora, 13, n. 2, p. 8-63,
1994,

HEINRICH, P. C.; CASTELL, J. V.; ANDUS, T. Interleukin-6 and the acute phase response.
Biochemical journal, 265, n. 3, p. 621-636, 1990.

HESTA, M.; OTTERMANS, C.; KRAMMER-LUKAS, S.; ZENTEK, J. et al. The effect of
vitamin C supplementation in healthy dogs on antioxidative capacity and immune parameters.
Journal of animal physiology and animal nutrition, 93, n. 1, p. 26-34, 2009.

HIDAKA, H.; EIDA, T.; TAKIZAWA, T.; TOKUNAGA, T. et al. Effects of
fructooligosaccharides on intestinal flora and human health. Bifidobacteria and Microflora,
5,n. 1, p. 37-50, 1986.

HILL, G.; MAHAN, D.; JOLLIFF, J. Comparison of organic and inorganic zinc sources to
maximize growth and meet the zinc needs of the nursery pig. Journal of animal science, 92,
n. 4, p. 1582-1594, 2014.

HOGENESCH, H.; THOMPSON, S.; DUNHAM, A.; CEDDIA, M. et al. Effect of age on
immune parameters and the immune response of dogs to vaccines: a cross-sectional study.
Veterinary immunology and immunopathology, 97, n. 1-2, p. 77-85, 2004.

HONG, J.; BOSE, M.; JU, J.; RYU, J.-H. et al. Modulation of arachidonic acid metabolism
by curcumin and related B-diketone derivatives: effects on cytosolic phospholipase A 2,
cyclooxygenases and 5-lipoxygenase. Carcinogenesis, 25, n. 9, p. 1671-1679, 2004.

HOSONO, A.; OZAWA, A.; KATO, R.; OHNISHI, Y. et al. Dietary fructooligosaccharides
induce immunoregulation of intestinal IgA secretion by murine Peyer's patch cells.
Bioscience, biotechnology, and biochemistry, 67, n. 4, p. 758-764, 2003.



39

HUGHES, D. A. Effects of carotenoids on human immune function. Proceedings of the
Nutrition Society, 58, n. 3, p. 713-718, 1999.

JAFARI, M.; SALEHI, M.; ASGARI, A.; AHMADI, S. et al. Effects of paraoxon on serum
biochemical parameters and oxidative stress induction in various tissues of Wistar and
Norway rats. Environmental toxicology and pharmacology, 34, n. 3, p. 876-887, 2012.

KHAZAIE, S.; JAFARI, M.; HEYDARI, J.; ASGARI, A. et al. Modulatory effects of vitamin
C on biochemical and oxidative changes induced by acute exposure to diazinon in rat various
tissues: prophylactic and therapeutic roles. Journal of animal physiology and animal
nutrition, 103, n. 5, p. 1619-1628, 2019.

KHIL, J. The effect of pre-and probiotics and components of beef on colon cancer risk in
rats. University of Minnesota, 2001. 0493041915.

KIM, H.-Y.; GLADYSHEV, V. N. Methionine sulfoxide reduction in mammals:
characterization of methionine-R-sulfoxide reductases. Molecular biology of the cell, 15, n.
3, p. 1055-1064, 2004.

KIM, J.; MULLAN, B.; PLUSKE, J. Impact of the systemic response to stressors and
subclinical and clinical infection on intestinal barrier function and growth in pigs. In:
XIV., M. P. P. Proceedings of the 14th Australasian Pig Science Association (APSA) Biennial
Conference. Melbourne, Australia. 61-76. 2013.

KING, J. C.; KEEN, C. L. Zinco. In: SHILS, M. E. e. a. Tratado de nutricdo moderna na
saude e na doenca. S&o Paulo: Manole, p.239-56. 2003.

S&o Paulo: Manole. v. 1, p. 239-256, 2003.

KOO, 0. J,; PARK, S. J.; LEE, C.; KANG, J. T. et al. Production of mutated porcine embryos
using zinc finger nucleases and a reporter-based cell enrichment system. Asian-Australasian
journal of animal sciences, 27, n. 3, p. 324, 2014.

KOURY, J. C.;. DONANGELDO, C. M. Zinco, estresse oxidativo e atividade fisica. Revista de
Nutricao, 16, p. 433-441, 2003.

KRYUKOQOV, G. V.; CASTELLANDO, S.; NOVOSELOV, S. V.; LOBANQV, A. V. etal.
Characterization of mammalian selenoproteomes. Science, 300, n. 5624, p. 1439-1443, 2003.

LANG, A.; LAHAV, M.; SAKHNINI, E.; BARSHACK, I. et al. Allicin inhibits spontaneous
and TNF-a induced secretion of proinflammatory cytokines and chemokines from intestinal
epithelial cells. Clinical nutrition, 23, n. 5, p. 1199-1208, 2004.



40

LEBLANC, C. J.; HOROHOV, D. W.; BAUER, J. E.; HOSGOOD, G. et al. Effects of
dietary supplementation with fish oil on in vivo production of inflammatory mediators in
clinically normal dogs. American journal of veterinary research, 69, n. 4, p. 486-493,
2008.

LEE, S. K.; KADER, A. A. Preharvest and postharvest factors influencing vitamin C content
of horticultural crops. Postharvest biology and technology, 20, n. 3, p. 207-220, 2000.

LIN, C.-Y.; ALEXANDER, C.; STEELMAN, A. J.; WARZECHA, C. M. et al. Effects of a
Saccharomyces cerevisiae fermentation product on fecal characteristics, nutrient digestibility,
fecal fermentative end-products, fecal microbial populations, immune function, and diet
palatability in adult dogs. Journal of animal science, 97, n. 4, p. 1586-1599, 2019.

LIPKE, P. N.; OVALLE, R. Cell wall architecture in yeast: new structure and new challenges.
Journal of bacteriology, 180, n. 15, p. 3735-3740, 1998.

LIU, S.; SONG, M.; YUN, W.; LEE, J. et al. Effect of carvacrol essential oils on immune
response and inflammation-related genes expression in broilers challenged by
lipopolysaccharide. Poultry science, 98, n. 5, p. 2026-2033, 2019.

LIU, Y.; CHE, T.; SONG, M.; LEE, J. et al. Dietary plant extracts improve immune responses
and growth efficiency of pigs experimentally infected with porcine reproductive and
respiratory syndrome virus. Journal of animal science, 91, n. 12, p. 5668-5679, 2013.

LIU, Y.; SONG, M.; CHE, T.; ALMEIDA, J. et al. Dietary plant extracts alleviate diarrhea
and alter immune responses of weaned pigs experimentally infected with a pathogenic
Escherichia coli. Journal of animal science, 91, n. 11, p. 5294-5306, 2013.

LU, C.; QIU, F.; ZHOU, H.; PENG, Y. et al. Identification and characterization of
selenoprotein K: an antioxidant in cardiomyocytes. FEBS letters, 580, n. 22, p. 5189-5197,
2006.

MACARI, M. L., B.C. . Fisiologia cardiovascular. In: MACARI, M. F., R.L.; GONZALES,
E. Fisiologia aviaria aplicada a frangos de corte. 2 ed. Jaboticabal: Universidade Estadual
Paulista. p. 17-36, 2002.

MACMILLAN-CROW, L. A.; CRUTHIRDS, D. L. Manganese superoxide dismutase in
disease. Free radical research, 34, n. 4, p. 325-336, 2001.

MANSFIELD, K.; SAYERS, R.; FOOKS, A.; BURR, P. et al. Factors affecting the
serological response of dogs and cats to rabies vaccination. Veterinary Record, 154, n. 14, p.
423-426, 2004.



41

MANZ, R. A.; HAUSER, A. E.; HIEPE, F.; RADBRUCH, A. Maintenance of serum
antibody levels. Annu. Rev. Immunol., 23, p. 367-386, 2005.

MARTIN, S. C. Potential for manipulating the gastrointestinal microflora: A review of
recent progress. In: Biotecnology in the Feed Industry Proceedings of 10Th Annual
Symposium. Nottingham University Press. London. 155-166. 1994.

MATEQS, G. G.; VALENCIA, D. G.; MORENDO, E. J. Microminerales en alimentacion de
monogastricos. Aspectos Tecnicos y Consideraciones Legales. XX CURSO DE
ESPECIALIZACION FEDNA, Barcelona, p. 275-323, 2004.

MATERSKA, M.; PERUCKA, I. Antioxidant activity of the main phenolic compounds
isolated from hot pepper fruit (Capsicum annuum L.). Journal of Agricultural and food
Chemistry, 53, n. 5, p. 1750-1756, 2005.

MCKAY, D. M.; PERDUE, M. H. Intestinal epithelial function: the case for
immunophysiological regulation. Digestive diseases and sciences, 38, n. 8, p. 1377-1387,
1993.

MCKENZIE, R. C.; RAFFERTY, T. S.; BECKETT, G. J. Selenium: an essential element for
immune function. Immunology today, 19, n. 8, p. 342-345, 1998.

MEDZHITQV, R.; JANEWAY JR, C. Innate immunity. New England Journal of Medicine,
343, n. 5, p. 338-344, 2000.

MILES, R. D. Manipulation of the microflora of the gastrointestinal tract: Natural ways
to prevent colonization by patogens. In: Biotechnology in the Feed Industry Proceedings of
9th Annual Symposium. Nottingham University Press. London 133-150. 1993.

MOCCHEGIANI, E.; MUZZIOLI, M.; GIACCONI, R. Zinc and immunoresistance to
infection in aging: new biological tools. Trends in Pharmacological Sciences, 21, n. 6, p.
205-208, 2000.

MOGOSAN, C.; VOSTINARU, O.; OPREAN, R.; HEGHES, C. et al. A comparative
analysis of the chemical composition, anti-inflammatory, and antinociceptive effects of the
essential oils from three species of Mentha cultivated in Romania. Molecules, 22, n. 2, p. 263,
2017.

MONROY, R. L.; SKELLY, R. R.; DAVIS, T. A.; MACVITTIE, T. J. Therapeutic
evaluation of interleukin-1 for stimulation of hematopoiesis in primates after autologous bone
marrow transplantation. Biotherapy, 4, n. 2, p. 97-108, 1992.

MONTEIRO, J. R. M. Probi6ticos e Prebidticos para cdes e gatos. In: Anais: IV Simpésio
sobre nutricdo de animais de estimagdo, 2004, Campinas - SP. p. 49-59.



42

NATIONAL. Nutrient requirements of dogs and cats. National Academies Press, 2006.
(RESEARCH COUNCIL. 0309086280.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger principles of biochemistry. 4 ed. New York:
Freeman and Company, 2005.

NIKI, E.; NOGUCHI, N.; TSUCHIHASHI, H.; GOTOH, N. Interaction among vitamin C,
vitamin E, and beta-carotene. The American journal of clinical nutrition, 62, n. 6, p.
1322S-1326S, 1995.

NORLING, L.; SERHAN, C. Profiling in resolving inflammatory exudates identifies novel
anti-inflammatory and pro-resolving mediators and signals for termination. Journal of
internal medicine, 268, n. 1, p. 15-24, 2010.

NRC. Nutrient requirements of dogs and cats. National Research Council: Academic
Press, 2006.

OLIVEIRA, A. d.; SILVA, A. d.; LOPES, C.; RIBEIRO, C. d. C. et al. Capsicum: pimentas e
pimentdes no Brasil. Brasilia: Embrapa, 2000.

PACHECO, G. F.; BORTOLIN, R. C.; CHAVES, P. R.; MOREIRA, J. C. et al. Effects of the
consumption of polyunsaturated fatty acids on the oxidative status of adult dogs. Journal of
animal science, 96, n. 11, p. 4590-4598, 2018.

PAWAR, M. M.; PATTANAIK, A. K.; SINHA, D. K.; GOSWAMI, T. K. et al. Effect of
dietary mannanoligosaccharide supplementation on nutrient digestibility, hindgut
fermentation, immune response and antioxidant indices in dogs. Journal of animal science
and technology, 59, n. 1, p. 1-7, 2017.

PEHRSON, B. Countering selenium deficiency: organic versus inorganic sources. Feed
international, 16, p. 20-22, 1998.

PEI, X.; XIAO, Z.; LIU, L.; WANG, G. et al. Effects of dietary zinc oxide nanoparticles
supplementation on growth performance, zinc status, intestinal morphology, microflora
population, and immune response in weaned pigs. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 99, n. 3, p. 1366-1374, 2019.

PHAM-HUY, L. A.; HE, H.; PHAM-HUY, C. Free radicals, antioxidants in disease and
health. International journal of biomedical science: 1JBS, 4, n. 2, p. 89, 2008.

POOL-ZOBEL, B.; BUB, A.; MULLER, H.; WOLLOWSKI, I. et al. Consumption of
vegetables reduces genetic damage in humans: first results of a human intervention trial with
carotenoid-rich foods. Carcinogenesis, 18, n. 9, p. 1847-1850, 1997.



43

PUTARQV, T. C. Acdes antioxidantes e imunolodgicas do selénio em cées. 2014. (Tese
(doutorado) ) -, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu.

RAVAGLIA, G.; FORTI, P.; MAIOLI, F.; BASTAGLI, L. et al. Effect of micronutrient
status on natural killer cell immune function in healthy free-living subjects aged> 90 y. The
American journal of clinical nutrition, 71, n. 2, p. 590-598, 2000.

RAYMAN, M. P. The importance of selenium to human health. The lancet, 356, n. 9225, p.
233-241, 2000.

ROBERFROID, M. Prebiotics: the concept revisited. The Journal of nutrition, 137, n. 3, p.
830S-837S, 2007.

ROSYCHUK, R.; SCOTT-FIESELER, K.; WHITE, S.; SHACKELFORD, S. Nutritional
management of canine atopy in 47 dogs: a retrospective study. Recent Advances in canine
and feline Nutrition, 3, p. 287-291, 2000.

ROY, M.; KIREMIDJIAN-SCHUMACHER, L.; WISHE, H.; COHEN, M. et al.
Supplementation with selenium restores age-related decline in immune cell function.
Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine, 209, n. 4, p. 369-375,
1995.

RUIZ-HERRERA, J. Fungal cell wall: structure, synthesis, and assembly. Boca Raton,
EUA: CRC press, 1991. 0849366720.

SAAD, F. Minerais quelatados para caes e gatos. | Simpdsio de Producéo,, Nutricéo e
Alimentacéo de caes e gatos da Universidade Estadual de Londrina. Parana, 2005.

SAAD, F. M. d. O. B.; FERREIRA, L. G.; ZANGERONIMO, M. G.; DO PRADO SAAD, C.
E. Nutricdo e imunidade em animais de companhia. Caderno de Ciéncias Agrarias, 7, p. 22-
40, 2015.

SALGUEIRO, M.; ZUBILLAGA, M.; LYSIONEK, A.; CREMASCHI, G. et al. Zinc status
and immune system relationship. Biological trace element research, 76, n. 3, p. 193-205,
2000.

SHANG, Y.; REGASSA, A.; KIM, J. H.; KIM, W. K. The effect of dietary
fructooligosaccharide supplementation on growth performance, intestinal morphology, and
immune responses in broiler chickens challenged with Salmonella Enteritidis
lipopolysaccharides. Poultry science, 94, n. 12, p. 2887-2897, 2015.



44

SHANKAR, A. H.; PRASAD, A. S. Zinc and immune function: the biological basis of altered
resistance to infection. The American journal of clinical nutrition, 68, n. 2, p. 447S-463S,
1998.

SHARADAMMA, K.; PURUSHOTHAM, B.; RADHAKRISHNA, P.; ABHILEKHA, P. et
al. Role of selenium in pets health and nutrition: a review. Asian Journal of Animal
Sciences, 5, n. 1, p. 64-70, 2011.

SHE, Y.; HUANG, Q.; LI, D.; PIAO, X. Effects of proteinate complex zinc on growth
performance, hepatic and splenic trace elements concentrations, antioxidative function and
immune functions in weaned piglets. Asian-Australasian journal of animal sciences, 30, n.
8, p. 1160, 2017.

SILVA, E. Probidticos e prebi6ticos na alimentacdo de aves. In: CONFERENCIA
APINCO DE CIENCIA E TECNOLOGIA AVICOLA. Campinas. 242-251. 2000.

SINGH, A.; EVANS, P.; GALLAGHER, K. L.; DEUSTER, P. A. Dietary intakes and
biochemical profiles of nutritional status of ultramarathoners. Medicine and science in
sports and exercise, 25, n. 3, p. 328-334, 1993.

SIVROPOULOU, A.; PAPANIKOLAQOU, E.; NIKOLAOU, C.; KOKKINI, S. et al.
Antimicrobial and cytotoxic activities of Origanum essential oils. Journal of Agricultural
and food Chemistry, 44, n. 5, p. 1202-1205, 1996.

SMITH, J.; CHARTER, E. Functional Food Product Development. Nova Jersey, EUA:
Blackwell Publishing Ltd, 2010.

SMITH, W. L.; MURPHY, R. C. The eicosanoids: cyclooxygenase, lipoxygenase and
epoxygenase pathways. In: Biochemistry of lipids, lipoproteins and membranes: Elsevier.
p. 259-296, 2016.

SOKMEN, M.; SERKEDJIEVA, J.; DAFERERA, D.; GULLUCE, M. et al. In vitro
antioxidant, antimicrobial, and antiviral activities of the essential oil and various extracts from
herbal parts and callus cultures of Origanum acutidens. Journal of Agricultural and food
Chemistry, 52, n. 11, p. 3309-3312, 2004.

SONG, W.-Y.; KU, K.-H.; CHOI, J.-H. Effect of ethanol extracts from red pepper seeds on
antioxidative defense system and oxidative stress in rats fed high-fat- high-cholesterol diet.
Nutrition research and practice, 4, n. 1, p. 11-15, 2010.

SORICE, A.; GUERRIERO, E.; CAPONE, F.; COLONNA, G. et al. Ascorbic acid: its role in
immune system and chronic inflammation diseases. Mini reviews in medicinal chemistry,
14, n. 5, p. 444-452, 2014.



45

SOUZA, K. L.; GURGUL-CONVEY, E.; ELSNER, M.; LENZEN, S. Interaction between
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines in insulin-producing cells. Journal of
endocrinology, 197, n. 1, p. 139-150, 2008.

SPARKES, A. H. Feeding old cats - An update on new nutritional therapies. Topics in
companion animal medicine, 26, n. 1, p. 37-42, 2011.

STUYVEN, E.; VERDONCK, F.; VAN HOEK, I.; DAMINET, S. et al. Oral administration
of B-1, 3/1, 6-glucan to dogs temporally changes total and antigen-specific IgA and IgM.
Clinical and vaccine immunology, 17, n. 2, p. 281-285, 2010.

SURAI, P. F. Selenium-vitamin E interactions: Does 1+ 1 equal more than 2? In: LYONS, T.
e JACQUES, K. Nutritional Biotechnology in the Feed and Food Industries Nottingham,
UK: Nottingham University Press. p. 47-51, 2003.

SWANSON, K. S.; GRIESHOP, C. M.; FLICKINGER, E. A.; BAUER, L. L. et al.
Supplemental fructooligosaccharides and mannanoligosaccharides influence immune
function, ileal and total tract nutrient digestibilities, microbial populations and concentrations
of protein catabolites in the large bowel of dogs. The Journal of nutrition, 132, n. 5, p. 980-
989, 2002.

TAKADA, Y.; BHARDWAJ, A.; POTDAR, P.; AGGARWAL, B. B. Nonsteroidal anti-
inflammatory agents differ in their ability to suppress NF-k B activation, inhibition of
expression of cyclooxygenase-2 and cyclin D1, and abrogation of tumor cell proliferation.
Oncogene, 23, n. 57, p. 9247-9258, 2004.

TINGGI, U. Selenium: its role as antioxidant in human health. Environmental health and
preventive medicine, 13, n. 2, p. 102-108, 2008.

TORREJON, C.; JUNG, U.; DECKELBAUM, R. n-3 Fatty acids and cardiovascular disease:
actions and molecular mechanisms. Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty
Acids, 77, n. 5-6, p. 319-326, 2007.

UPADHAYA, S.; KIM, J.; MULLAN, B.; PLUSKE, J. et al. Vitamin E and omega-3 fatty
acids independently attenuate plasma concentrations of proinflammatory cytokines and
prostaglandin E2 in Escherichia coli lipopolysaccharide-challenged growing—finishing pigs.
Journal of animal science, 93, n. 6, p. 2926-2934, 2015.

VILLACORTA, L.; AZZI, A.; ZINGG, J.-M. Regulatory role of vitamins E and C on
extracellular matrix components of the vascular system. Molecular aspects of medicine, 28,
n. 5-6, p. 507-537, 2007.



46

WALL, R.; ROSS, R. P.; FITZGERALD, G. F.; STANTON, C. Fatty acids from fish: the
anti-inflammatory potential of long-chain omega-3 fatty acids. Nutrition reviews, 68, n. 5, p.
280-289, 2010.

WANDER, R. C.; HALL, J. A.; GRADIN, J. L.; DU, S.-H. et al. The ratio of dietary (n-6) to
(n-3) fatty acids influences immune system function, eicosanoid metabolism, lipid
peroxidation and vitamin E status in aged dogs. The Journal of nutrition, 127, n. 6, p. 1198-
1205, 1997.

WANG, Y. Prebiotics: Present and future in food science and technology. Food Research
International, 42, n. 1, p. 8-12, 2009.

WENK, G. L.; QUACK, G.; MOEBIUS, H.-J.; DANYSZ, W. No interaction of memantine
with acetylcholinesterase inhibitors approved for clinical use. Life sciences, 66, n. 12, p.
1079-1083, 2000.

WOOD, R. J. Assessment of marginal zinc status in humans. The Journal of nutrition, 130,
n. 5, p. 1350S-13548S, 2000.

ZALEWSKI, P. D. Zinc and immunity: implications for growth, survival and function of
lymphoid cells. Journal of Nutritional Immunology, 4, n. 3, p. 39-101, 1996.

ZENTEK, J. r.; MARQUART, B.; PIETRZAK, T. Intestinal effects of
mannanoligosaccharides, transgalactooligosaccharides, lactose and lactulose in dogs. The
Journal of nutrition, 132, n. 6, p. 1682S-1684S, 2002.

ZHAO, G.; HAN, M.; ZHENG, M.; ZHAO, J. et al. Effects of dietary vitamin E on
immunological stress of layers and their offspring. Journal of animal physiology and
animal nutrition, 95, n. 3, p. 343-350, 2011.



SEGUNDA PARTE

ARTIGO - Aditivos nutracéuticos podem modular o sistema imune e a fungao
antioxidante de cées idosos

Artigo formatado segundo as normas do Plos One

(Versao preliminar).

47



48

Resumo

Com o objetivo de avaliar a imunidade de cdes idosos alimentados com ragdes
comerciais com a incluséo de aditivos nutracéuticos, vinte e quatro cées da raca American
Foxhound com idade entre oito e 10 anos, de ambos o0s sexos, foram divididos em 3 grupos com
8 cées cada. Cada grupo recebeu um tipo de ragdo seca e extrusada sendo, controle - ragéo
premium especial sem incluséo de aditivos nutracéuticos; tratamento 1 - ragdo super premium
com a inclusdo de selénio proteinato: 0,7373 ppm, zinco quelato com glicina: 230 ppm e
vitamina C: 200mg/kg; tratamento 2 - racdo super premium com a inclusdo de selénio proteinato
0,7373 ppm, zinco quelato com glicina: 230 ppm, vitamina C: 200mg/kg, Capsicum spp +
Curcuma spp: 0, 02 9%, eugenol + sacarina: 0,02 %, Oleo de peixe: 0,25%,
mananoligossacarideo + frutoligossacarideo: 0,40%. Todos os cdes consumiram a dieta
controle por 30 dias antes do inicio do experimento, apos esse periodo, foram distribuidos nos
tratamentos conforme descrito acima. Apos 50 dias (dia 50 do experimento) consumindo as
dietas foi realizado desafio antigénico com vacinagdo subcutanea contra Leishmaniose Visceral
Canina, Leish-Tech (Ceva Saude Animal Ltda, Paulinea- SP). Apos o desafio antigénico, os
animais permaneceram recebendo as dietas experimentais por 21 dias, totalizando 71 dias de
periodo experimental. Foram realizadas quatro coletas de sangue nos dias: 0 (um dia antes do
inicio do fornecimento das racdes experimentais), 50, 57 e 71 para a realizacao das analises de
malondialdeido (MDA), superdxido dismutase (SOD), cortisol, interleucina 10 (IL-10), TNF-
a, haptoglobina, micloperoxidase (MPO), interferon gama e 6xido nitrico. N&o foi observada
interacdo dieta x tempo (p>0,05) para nenhuma variavel. Entretanto, houve diferenca (p<0,05)
entre as dietas e entre 0s tempos avaliados para o cortisol, com contraste significativo entre o
grupo controle e entre os tratamentos 1 e 2. Para as variaveis SOD, IL-10 e TNF-a houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de coleta. A resposta do MDA evidenciou
diferencas (p<0,05) entre as dietas avaliadas, com contraste significativo entre o controle e 0s
tratamentos e entre os tratamentos 1 e 2. Na analise de MPO houve diferenca (p<0,05) entre as
dietas com contraste significativo entre os tratamentos 1 e 2 De acordo com os resultados
encontrados para os parametros de cortisol, MDA e MPO, conclui-se que a inclusdo de aditivos
nutracéuticos na dieta de cédes idosos é eficaz em modular a resposta imune e melhorar as

defesas antioxidantes.

Palavras-chave: Céo, Nutricdo, Senilidade, Clrcuma, Antioxidantes.
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1 INTRODUCAO

Melhorias na nutri¢do, cuidados de salde e manejo fizeram com que muitos cées
vivessem cada vez mais. O envelhecimento traz consigo mudangas fisiolgicas, mesmo em cées
aparentemente saudaveis. O processo de envelhecimento esta associado a uma grande variedade
de mudangas fisiologicas, que comprometem a habilidade do corpo em responder ao estresse
ou mudangas e contribui para a morbidade e mortalidade (SPARKES, 2011). Para que o
envelhecimento ocorra da melhor forma possivel sdo necessarios cuidados, com especial
atencdo a nutricdo do individuo.

O envelhecimento é um processo bioldégico complexo que determina a redugdo
progressiva da capacidade de um individuo em manter a homeostase durante as situacdes de
estresse fisiologico e ambiental (GOLDSTON; HOSKINS, 1995). E a soma dos efeitos
deletérios do tempo nas fungdes celulares micro anatémicas e fisioldgicas em cada individuo.
N&o se trata de uma doenca especifica, mas um complexo processo genético, biologico,
nutricional, e todos esses fatores contribuem para uma progressiva regressdao chamada de
envelhecimento. Esses fatores afetam de varias formas o corpo, com progressivas e irreversiveis
mudancas nos tecidos corporais e 0rgdos. Para alguns 6rgdos o nivel da mudanca pode ser
rapido e dramético, enquanto para outros a mudanca é muito menos significante.

Esse processo € influenciado pelo tamanho, raca, genética, nutricdo, meio ambiente e
outros fatores. Segundo Sparkes (2011), existe uma forte evidéncia de que a manipulacdo da
dieta dos cdes pode modificar aspectos do processo de envelhecimento. Assim como em
humanos e em outros animais, a imunocompeténcia dos cées cai com o passar dos anos. Células
da resposta imune sdo as mais afetadas. Os cdes idosos podem apresentar reduzida resposta
mitogénica e hipersensibilidade do tipo I, porque a teoria dos radicais livres do envelhecimento
prevé que o acumulado de efeitos de reacGes de radicais livres e seus subprodutos pode levar a
danos e morte celular (CASE et al., 2010).

Durante o envelhecimento, os radicais livres provocam estresse oxidativo nas células e
tecidos. As células do sistema imune sdo particularmente afetadas pelos radicais livres devido
as suas altas concentracdes de acidos graxos poli-insaturados e porque alguns mecanismos do
sistema imune sdo expostos diretamente a oxidacdo. Além disso, os radicais livres sdo
considerados o principal fator na formacéo do cancer e do préprio envelhecimento (DZANIS,
2008).

A dieta com antioxidantes tem mostrado resultado no tratamento de doencgas cognitivas.

Com isso, as pesquisas com inclusé@o de aditivos que modulam ou estimulam o sistema imune
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dos animais de companhia ganharam destaque. Alguns nutrientes tem a capacidade de interferir
na resposta imune por apresentar efeito regulatorio direto sobre os leucdcitos, alterando os
indices de proliferacdo, padrdo de producdo de citocinas e diferenciacdo de populacdes
leucocitéarias especificas (KIM et al., 2013).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os ingredientes e aditivos que
incluidos na racdo possam melhorar a qualidade de vida durante a senilidade dos cées,
diminuindo ou prevenindo o progresso de alteracdes metab6licas e minimizando os sintomas

clinicos do envelhecimento.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

O projeto foi aprovado pela Comisséo de ética no uso de animais da Archer Daniel
Midland (ADM), conforme anexo. O experimento foi conduzido no Centro Nutricional da
Archer Daniel Midland (ADM) Nutricdo e Saude Animal, em Trés Coragdes - MG. Foram
utilizados 24 cées da raca American Foxhound de oito a 10 anos de idade, de ambos 0s sexos e
peso médio de 26,48 kg + 2,60. Para selecionar os 24 cdes que compuseram o projeto, foram
escolhidos 32 cdes do canil da ADM, todos os cées foram testados sorologicamente contra
Leishmaniose Visceral Canina, sendo também realizado hemograma para avaliar a saude geral
dos animais. Os animais positivos no teste soroldgico ou com alteracbes no hemograma nao
foram utilizados no experimento para reduzir os fatores de confundimento. Apos obtidos os

resultados, foram selecionados 24 animais, dentre os testados, para permanecer no experimento.

2.2 Dietas experimentais

Os cées foram divididos em trés grupos com oito cdes em cada, de acordo com as dietas
experimentais (Quadro 1). A analise bromatoldgica das dietas foi feita no laboratorio comercial
Upscience em Saint-Nolff, Franca (Tabela 2).

A quantidade de alimento fornecida foi calculada para cada animal de acordo com a
formula de necessidade energética de manutencdo 100 x (PV)%". Os cées foram alimentados

uma vez ao dia as 11:30 da manha pelo mesmo tratador. A agua foi fornecida ad libitum.
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Quadro 1: Composigdo bésica das dietas experimentais e inclusdo dos aditivos.

Tratamento Composicdo bésica
Arroz quebrado (15%), milho integral moido, farinha de visceras de
frango, farelo de soja, farinha de carne e 0ssos, gordura de frango,
levedura seca de cervejaria, farelo de glaten de milho-60, carne bovina
mecanicamente separada (3%), hidrolisado de frango e/ou subprodutos,
Controle: fosfato bicalcico, semente de linhaca (1%), cloreto de sddio (sal
Racéo seca e comum), extrato de alho, cloreto de potassio, corante artificial vermelho
extrusada 40, dioxido de titénio, aditivo antioxidante (BHA, BHT), vitamina A,

premium especial

vitamina B12, vitamina D, vitamina E, selenito de sédio, acido félico,
acido pantoténico, sulfato de cobre, cloreto de colina, sulfato ferroso,
iodato de calcio, 6xido de manganés, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B6, vitamina H, vitamina K, vitamina PP, 6xido de zinco.

T1:
Racéao seca e
extrusada super
premium

Farinha de visceras de aves, Farinha de carne e 0ssos (5%), Farinha de
peixe, Ovo em po, Gordura de frango, Oleo de peixe refinado, Milho
integral moido, Farelo de gluten de milho, Farelo de soja, Milho gérmen
desengordurado, Quirera de arroz, Linhaca integral moida, Levedura
seca de cervejaria, Extrato de Yucca (0,025%), Aditivos probioticos e
prebidticos, Hexametafosfato de sddio (0,03%), Cloreto de sodio (sal
comum) Cloreto de potéssio, Propionato de calcio, Cloreto de Colina,
Fosfato bicalcico, Antioxidantes (DL-alfa-tocoferol e extrato de
alecrim), Palatabilizante a base de figado de frango, Acido f6lico, Acido
pantoténico, Vitamina A, Vitamina B1, Vitamina B12, Vitamina B2,
Vitamina B6, Vitamina D3, Vitamina H, Vitamina K3, Vitamina PP,
Vitamina E, Vitamina C, Complexo cobre aminoacido, Complexo ferro
aminoacido, Complexo manganés aminoacido, proteinato de selénio,
Complexo zinco aminoéacido, lodato de célcio.

T2:
Racdo seca e
extrusada super
premium

Farinha de visceras de aves, Farinha de carne e 0ssos (5%), Farinha de
peixe, Ovo em po, Gordura de frango, Oleo de peixe refinado, Milho
integral moido, Farelo de gluten de milho, Farelo de soja, Milho gérmen
desengordurado, Quirera de arroz, Linhaca integral moida, Levedura
seca de cervejaria, Extrato de Yucca (0,025%), Aditivos probioticos e
prebidticos, Hexametafosfato de sddio (0,03%), Cloreto de sodio (sal
comum) Cloreto de potéssio, Propionato de célcio, Cloreto de Colina,
Fosfato bicalcico, Antioxidantes (DL-alfa-tocoferol e extrato de
alecrim), Palatabilizante a base de figado de frango, Acido félico, Acido
pantoténico, Vitamina A, Vitamina B1, Vitamina B12, Vitamina B2,
Vitamina B6, Vitamina D3, Vitamina H, Vitamina K3, Vitamina PP,
Vitamina E, Vitamina C, Complexo cobre aminoacido, Complexo ferro
aminoacido, Complexo manganés aminoéacido, proteinato de selénio,
Complexo zinco aminoacido, lodato de célcio.




Tabela 1: Inclusdo de aditivos nutracéuticos nas dietas experimentais.

Tratamentos Inclusdo de aditivos

Controle: ragéo seca extrusada premium especial | Sem incluséo

T1: racdo seca extrusada super premium Selénio proteinato*: 0,7373 ppm;
Zinco quelato com glicina*: 230 ppm;
Vitamina C: 200mg/kg

T2: ragao seca extrusada super premium Selénio proteinato*: 0,7373 ppm;
Zinco quelato com glicina*: 230 ppm;
Vitamina C: 200mg/kg;

Capsicum spp + Curcuma spp*: 0,02%;
Eugenol e sacarina*: 0,02 %;

Oleo de peixe*: 0,25%;
Mananoligossacarideo: 0,25%;
Frutoligossacarideo: 0,15%

*Pancosma, Valinhos-SP.

Tabela 2: Composicdo nutricional das dietas experimentais*.

Componentes Controle Tratamento 1 Tratamento 2
Umidade % 8 6,5 6,7
Proteina Bruta % 24,7 29,8 29,6
Extrato Etéreo % 16,4 15,6 16
Fibra Bruta % 1,6 1,2 1,2
Omega 3 (Total mg/100g) 232 399 550
Omega 6 (Total mg/100g) 3270 3320 3707
Cobre mg/kg 20 27 27
Selénio ug/kg 603 313 362
Vitamina B1 mg/Kg 8,2 16,6 14,2
Vitamina B12 g/100g 7,9 21,5 13,8
Vitamina B6 mg/kg 9,7 13,8 15,1
Vitamina C mg/kg <60 263 275
Vitamina D3 ug/100g 1,5 4,1 3,2
Vitamina A Ul/g 15,3 13,5 14,0
Vitamina E mg/Kg 335,7 421,5 397,5
Zinco mg/Kg 167 287 281

*Andlises feitas no laboratorio comercial Upscience, Saint-Nolff, Franca.
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2.3 Processamento das dietas

A aplicacdo dos ingredientes testados foi realizada na cobertura das rag@es, junto a
aplicacdo do palatabilizante liquido.

Os ingredientes foram pesados individualmente em béqueres, utilizando uma balanca
de precisdo, sendo os béqueres identificados de acordo com o tratamento.

Foi adicionado 500g do palatabilizante de forma gradativa, de 50 em 50 gramas até
completar 500g. Os ingredientes foram misturados no béquer utilizando uma colher, até que a
mistura ficasse completamente homogénea. A mistura foi entdo aquecida até a temperatura
entre 40°C e 45°C e misturada novamente até o0 momento da cobertura das racoes.

A mistura dos ingredientes foi aplicada a racdo utilizando uma betoneira, de forma a

assegurar que a cobertura da racéo ficasse homogénea.

2.4 Procedimento experimental

Todos os cédes consumiram a dieta controle por 30 dias antes do inicio do experimento
(periodo considerado como wash out). Apos esse periodo, os cdes foram distribuidos nos
tratamentos experimentais (controle, tratamento 1 ou tratamento 2). Apos 50 dias (dia 50 do
experimento) consumindo as dietas foi realizado desafio antigénico com vacinacdo subcutanea
contra Leishmaniose Visceral Canina, Leish-Tech (Ceva Satde Animal Ltda, Paulinea- SP). A
vacina foi escolhida com base no historico de vacinacdo e nenhum dos animais utilizados no
experimento havia sido vacinado contra Leishmaniose anteriormente. Todos 0s animais,
inclusive os do grupo controle, foram vacinados. O objetivo da vacinacdo foi promover
estimulo no sistema imune antigeno-especifica nos cées, para avaliar os possiveis efeitos dos
nutracéuticos incluidos na dieta.

Apos o desafio antigénico, 0s animais permaneceram recebendo as dietas experimentais
por 21 dias, totalizando 71 dias de periodo experimental.

Foram realizadas quatro coletas de sangue, sendo uma no dia O (um dia antes do inicio
do fornecimento das dietas testadas) e aos 50, 57 e 71 dias. Os dias de coleta foram escolhidos
de acordo com a resposta provocada pelo desafio da vacinacdo. No dia 57 (sete dias apos a
vacinacdo) o objetivo foi avaliar a resposta mais aguda e rapida frente ao desafio. A Gltima
coleta de sangue correspondeu ao 21° dia ap0s a vacinagao, onde se tem o pico de produgdo de
anticorpos e pode-se observar uma resposta mais tardia induzida pela vacinagdo (Figura 1)
(FERREIRA et al., 2018).
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Figura 1: Cronograma experimental.
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As coletas de sangue foram realizadas na parte da manhd, sempre pela mesma equipe.
Os animais foram retirados individualmente das baias e foi realizada conten¢do minima para
reduzir o estresse durante a coleta de sangue.

Foi coletado vinte mililitros de sangue de cada cdo por meio da veia jugular, apés
antissepsia com algoddo embebido em alcool 70%. Imediatamente apos a retirada, o sangue foi
acondicionado em tubos coletores com EDTA para as analises de malondialdeido (MDA),
superéxido dismutase (SOD), cortisol, interleucina 10, fator de necrose tumoral alfa,
haptoglobina, mieloperoxidase, interferon gama e 6xido nitrico. Os tubos com sangue foram
mantidos refrigerados durante a coleta em caixa de isopor com gelo, até o processamento do
material.

O sangue coletado foi centrifugado imediatamente apds a coleta, a 1500 rpm por 10
minutos para obtencéo do plasma.

Foram pipetadas dez aliquotas de 300 microlitros de plasma cada, por animal. O material
foi identificado e acondicionado em micro tubos. O plasma foi armazenado em freezer a -80°C
na Universidade Federal de Lavras, até o final do periodo experimental.

Ao final do experimento as aliquotas de plasma foram descongeladas em temperatura
ambiente e as analises foram realizadas através de Kkits comerciais de ELISA para
malondialdeido e 6xido nitrico (MyBioSource, San Diego, Califérnia, Estados Unidos).
Superdxido dismutase e haptoglobina (Cloud Clone Corp., Katy, Texas, Estados Unidos).
Cortisol (Cusabio Technology LLC, Houston, Estados Unidos), interleucina 10, TNF alfa e
interferon gama (Fine Test, Wuhan, Hubei, China). Mieloperoxidase (Abbkine, Biomedicine
Park, Wuhan, China).

Foi realizado teste de diluicéo das amostras para cada Kit, para determinar a diluicdo que

melhor se adeque a curva do parametro avaliado. Todo protocolo foi realizado de acordo com
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o manual do fabricante. As anélises foram realizadas em triplicata, exceto o kit de éxido nitrico

que foi realizado em duplicata.

2.5 Anélises estatisticas

Foi realizada a analise de variancia para interleucina 10 (IL-10), superdxido dismutase
(SOD), cortisol, haptoglobina, interferon gama, malondialdeido (MDA), fatore de necrose
tumoral (TNF) e mieloperoxidase (MPQO) sob delineamento inteiramente ao acaso (DIC) com
trés repeticdes, sendo analise em esquema de parcelas subdivididas no tempo com trés
tratamentos na parcela e quatro tempos (0, 50, 57 e 71 dias) nas subparcelas. Para a variavel
6xido nitrico (ON) foram apenas trés tempos (50, 57 e 71 dias).

No presente estudo a anélise de variancia foi realizada utilizando a fun¢ao psub2.dic do
pacote ExpDes.pt do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2021). Quando os tempos foram
significativos (p < 0,05) pelo teste F da analise de variancia utilizou- se o teste de Tukey e
quando os tratamentos foram significativos se utilizou o teste de Tukey e contrastes ortogonais
(p <0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis plasmaticos de interleucina 10 (IL-10) foram semelhantes entre as dietas e
diferentes entre os tempos de coleta (p<0,05) (Tabela 3). Observou-se reducdo de IL-10 do dia
0 para o dia 50 (dia da vacinacgdo) e posterior aumento do dia 50 para os dias 57 e 71, sendo 0s
valores encontrados nos dias 57 e 71 semelhantes ao do dia 0.

Infere-se que a reducdo de IL-10 encontrada no dia 50 ndo tenha relacdo direta com a
administracao da vacina, pois a coleta de sangue para mensuragdo dessa citocina foi feita antes
da imunizacgdo dos cdes. Ainda assim, a resposta da IL-10 é relatada como mensuravel dentro
de aproximadamente 6 horas apds um estimulo, atingindo concentracbes maximas em 24 horas
(BJERRE et al., 2004).

A 1L-10 é uma citocina anti-inflamatoria secretada principalmente por linfocitos T
ativados (SOUZA et al., 2008), que pode inibir a ativacdo de células imunes e a consequente
producéo de citocinas pré-inflamatoérias, como o0 TNF-a. O resultado € a supressdo da resposta
inflamatéria (MOORE et al., 2001). Portanto, a IL-10 é crucial na regulacdo do equilibrio entre
patologia e protecdo. O aumento da producgédo de IL-10 implica em melhor protecdo contra

possiveis causas de inflamacéo.
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She et al. (2017) avaliaram a inclusdo de diferentes fontes de zinco na dieta de leitdes
recém desmamados e encontraram maior concentracéo de I1L-10 nos animais que consumiram
dietas com zinco organico ou sulfato de zinco, em relagcdo a um grupo com dieta deficiente em
zinco. Assim, é possivel inferir que o zinco tem grande participacdo na resposta imune de
animais desafiados.

Jaguezeski et al. (2018) estudaram os efeitos da adicdo de 80 mg/kg/dia de curcumina
na dieta de ovelhas leiteiras e encontraram aumento de IL-10. De forma semelhante, Gan et al.
(2019) encontraram maiores valores de IL-10 no jejuno de leitdes recebendo dietas
suplementadas com 300 mg/kg de curcumina. No presente trabalho, os caes que consumiram o
tratamento com inclusdo de curcuma apresentaram niveis de IL-10 numericamente mais altos
que os demais tratamentos. Entretanto, esse resultado ndo foi estatisticamente significativo.
Essa divergéncia nos resultados pode ser pelo fato de nos trabalhos citados acima o componente
incluido na dieta foi a curcumina, um dos principios ativos da curcuma. Ja no presente estudo,
a inclusdo foi do ingrediente curcuma o que pode ndo ter sido eficaz em aumentar
significativamente os niveis de I1L-10 dos cées suplementados.

Né&o foi observada interacdo dieta x tempo (p<0,05) para a variavel cortisol (Tabela 3).
Entretanto, houve diferenca entre as dietas e entre os tempos de coleta, separadamente.
Comparando-se entre as dietas, observou-se maiores niveis de cortisol no grupo controle em
relacdo ao demais tratamentos. Quando feita a comparacao por contrastes ortogonais o resultado
é significativo entre o grupo controle e os tratamentos 1 e 2, sendo esses semelhantes entre si
(Tabela5). Tambem foi verificado aumento nos niveis de cortisol de todos os cées no tempo 50,
dia em que ocorreu a vacinagdo dos animais.

Uma das maneiras de se avaliar o bem-estar dos animais € mediante analise dos niveis
de cortisol sanguineo, o qual pode ser considerado o maior indicador fisiolégico do estresse em
cées (VINCENT; MICHELL, 1992; HENNESSY et al., 1997).

O estresse agudo estd relacionado com a ativacdo do sistema nervoso simpatico e
aumento dos niveis de catecolaminas no sangue, levando a alteracdes transitorias no nimero e
na atividade dos leucdcitos do plasma. Ja o estresse persistente ou cronico € responsavel pela
ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, com liberacdo do horménio cortisol que esta
associado com diminuicdo das funcBes imunes, que podem perdurar por varios dias ou até
meses (OPPERMANN et al., 2002).

O cortisol contribui para a diminuicéo da proliferacdo de linfocitos através da inibicéo

de interleucina -1, interleucina -2 e interferon gama (IFN-y), sendo assim seu maior efeito esta
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na imunidade celular (ELENKOV et al., 2000). Diante do exposto pode-se afirmar que niveis
mais altos de cortisol além de indicarem nivel inadequado de bem-estar, impactam
negativamente no funcionamento do sistema imune.

Yah-Qiang et al. (2001) concluiram que ratos consumindo dietas deficientes em zinco
apresentaram maior concentracdo plasmatica de cortisol, em relagdo a ratos consumindo uma
dieta balanceada em zinco. Esse resultado sugere que o zinco pode ter participacdo na regulacéo
do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, contribuindo para a reducdo da concentracao de cortisol.

Avaliando o sistema imune de poedeiras sob estresse térmico que receberam dietas com
suplementacdo de curcumina por 42 dias, Liu et al. (2020) encontraram menores valores de
corticosterona no soro das aves que foram alimentadas com 100, 150 ou 200 mg/kg de
curcumina na dieta.

A reducdo de cortisol nos cdes que consumiram a ragdo com curcuma, pode estar
relacionada ao seu efeito na resposta inflamatdria sérica. Os efeitos anti-inflamatérios da
curcumina sdo mediados por sua capacidade de bloquear a ativacdo do fator nuclear kappa B
em resposta a estimulos inflamatérios (SINGH; AGGARWAL, 1995) e de suprimir a expressao
de citocinas pré-inflamatorias, incluindo fator de necrose tumoral-a, IL-1p, IL-6, e IL-8 (ABE
et al., 1999; JAGETIA; AGGARWAL, 2007).

Dessa forma compreende-se que uma menor concentracao de cortisol, contribui para o
melhor funcionamento do sistema imune dos cées. Assim, as células de defesa podem agir de
forma eficaz na protecdo do organismo. Ainda é possivel inferir que alguns dos aditivos
nutracéuticos incluidos nos tratamentos 1 e 2 podem ter contribuido para a reducéo do cortisol.

Néo foram encontradas diferencas na concentracdo da proteina de fase aguda
haptoglobina (Hp) entre os tratamentos e nos diferentes tempos de coleta de sangue (Tabela 3).

Durante a estimulacdo do sistema imunoldgico, citocinas sdo liberadas na circulagdo por
células inflamatorias, como macréfagos e neutrofilos, que induzem o figado a produzir
proteinas de fase aguda, como o Hp. A elevacdo da Hp em cées é ocasionada por processos
inflamatérios, corticoterapia (SUBIELA et al., 2001), tripanossomiase, leishmaniose, trauma e
sindrome de Cushing (CERON et al., 2005). A Hp pode ser detectada na circulacio 24 horas
ap0s o trauma e suas concentra¢ées chegam ao pico maximo em quatro dias, possui importante
efeito imunomodulador (CERON et al., 2005).

Liu et al. (2013) observaram aumento na concentracdo de Hp de suinos desafiados e

suplementados com extrato de pimentdo na dieta, 14 dias apds o desafio e encontraram que 0
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nivel de Hp se manteve alto mesmo ap6s o pico de 4 dias. Outros extratos vegetais foram

utilizados (alho e circuma), mas ndo se mostraram eficazes em elevar a concentragéo de Hp.

Tabela 3: Parametros da func¢do imune de cées idosos recebendo dieta com diferentes aditivos
nutracéuticos.

Tratamentos Média p-valor*
Variaveis  Tempo Controle 1 2 EPM Tempo Dieta DxT
. 0 403,25 487,00 525,50 471,92a
miereucina 5o 22375 158,17 43425 272,05
(ng/mi) 57 355,00 467,50 498,25 440,25a 123,67 0,0013 0,1682 0,1276
71 443,25 288,00 813,00 514,75a
Média 356,31 350,17 567,75
0 106,22 61,77 58,97 75,66a
Cortisol 50 82,60 88,55 53,87 75,00a
(ng/mi) 57 63,50 46,52 21,08 43,70b 10,43 0,0006 0,0500 0,3498

71 47,15 37,67 36,85 40,55b
Média 74,87a 58,63ab 42,69b

0 74,30 78,39 63,77 72,16
50 80,87 71,50 74,01 75,46
57 80,71 59,90 79,80 73,47 7,31 09827 0,7631 0,9118
71 69,48 76,14 67,18 70,93
Média 76,34 71,48 71,19

Haptoglobina
(ng/ml)

0 124,02 164,50 68,32 118,95
Interferon 50 216,22 331,17 101,00 216,13
gama 57 209,02 68,75 334,37 204,05 127,05 07474 0,9496 0,3988
(pg/ml) 71 188,87 73,60 307,47 189,98

Média 184,54 159,50 202,79

0 11,06 12,84 14,52 12,81b

f]ztcorgg: 50 31,72 66,65 4835 4890b
A 57 236,80 288,90 213,42 246,37a 43,03 <0,0001 0,3749 0,8338
(TNR-a) 71 35592 374,77 198,27 309,66a

Média 158,88 185,79 118,64

0 - - - -
Onido nitrico 3 3470 22,03 2260 26,44

57 2044 2127 2050 2074 257 02867 05997 0,0684
(umol/ml)

71 18,60 32,63 23,42 24,88
Média 24,58 2531 22,17

* T — efeito do tempo; D — efeito da dieta; D x T — interagdo dieta e tempo.
Letras distintas minGsculas nas linhas séo estatisticamente significativas ao teste de Tukey (p < 0,05);
EPM: erro padrdo da média.

O interferon gama (IFN-y) ¢ uma citocina pro-inflamatoria secretada por linfocitos T
ativados (SHE et al.,, 2017). No presente estudo ndo foram encontradas diferengas na

concentragdo de IFN-y entre os tratamentos e nos diferentes tempos (Tabela 3).
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Zaine (2010) avaliou a incluséo de diferentes tipos de parede celular de levedura na dieta
de cées desafiados com vacina contra Leptospirose, ndo houve alteracdo na concentragéo de
IFN-y entre os tratamentos, nem entre os tratamentos € o grupo controle.

Observou-se aumento (p<0,05) dos niveis plasmaticos do fator de necrose tumoral alfa
nos dias 57 e 71. N&o houve efeito (p>0,05) das dietas sobre esse parametro (Tabela 3).

O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria envolvida na resposta de fase aguda, é
indetectavel ou encontrado em baixas concentracGes na circulagdo em condi¢des normais, mas
sua producdo e secrecdo aumentam no quadro de inflamacdo (MEHAFFEY; MAJID, 2017).

Arjoonsingh et al. (2019) avaliaram a resposta inflamatoria de cées da raca Beagle
previamente vacinados e desafiados com cepas de Leptospira. Foi verificado aumento nos
niveis de TNF alfa nos 7 dias ap0os o desafio imunologico.

Liu et al. (2013) estudaram a inclusdo de extratos de plantas (pimenta, alho ou circuma)
na dieta de leitdes desmamados e infectados experimentalmente com o virus da sindrome
respiratoria e reprodutiva suina. Foi encontrado aumento na concentragdo de TNF alfa nos
leitdes que foram desafiados em relagdo a um grupo ndo desafiado. Além disso, dentro do grupo
de animais desafiados foi verificado reducdo de TNF alfa nos leitGes que consumiram as dietas
com extrato de pimenta e de circuma. E possivel inferir que a incluséo de ctrcuma e pimenta
contribuiu para reduzir a inflamacéo gerada pelo desafio induzido.

No presente trabalho a incluséo de aditivos nutracéuticos na dieta dos cées nao foi eficaz
em reduzir a concentracdo de TNF alfa. Entretanto, o aumento verificado nos dias 57 e 71
confirma que o desafio imunoldgico aplicado foi relevante e todos os caes passaram por uma
resposta inflamatoria.

O éxido nitrico (ON) é um componente citotoxico e citostatico para diversos parasitas,
com propriedades oxidativas e pro-oxidativas em doencas inflamatdrias. Foi demonstrado que
a interacdo entre ON e mieloperoxidase pode ter um efeito profundo na capacidade toxica dos
neutrofilos (BRUNET, 2001; KNAAPEN et al., 2005). Nao foram encontradas diferencas nas
concentracdes plasmaticas de 6xido nitrico entre os tratamentos (Tabela 4).

A MPO esta envolvida na peroxidacdo lipidica, eliminacdo direta de 6xido nitrico e
inibicdo de déxido nitrico sintase (NICHOLLS; HAZEN, 2005). No presente estudo, somente 0s
caes do tratamento 1 expressaram maior concentracdo de MPO no plasma, o0 que demostra uma
maior resposta imune frente ao desafio da vacinagdo. Também houve contraste significativo
para essa variavel entre os tratamentos 1 e 2 (Tabela 5). Esses resultados apontam que 0s

nutracéuticos do tratamento 1 modularam a funcdo antioxidantes, mas ainda ndo esta claro
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porque esse resultado ndo foi semelhante no tratamento 2, que possui maior composicdo de
aditivos nutracéuticos.

Askar et al. (2019) encontraram maior concentracdo de MPO e ON no soro de cées
naturalmente infectados com Leishmaniose Visceral Canina, em relacdo a cées sadios.

Foi verificada reducdo (p<0,05) dos niveis plasmaticos de SOD nos dias 50, 57 e 71.
N&o houve efeito (p>0,05) das dietas sobre a SOD plasmaética dos caes (Tabela 4).

Os sistemas enzimaticos de defesa antioxidante geralmente atuam em conjunto e
requerem cofatores. Existem quatro classes de SOD. Ferro SOD (FeSOD), manganés SOD
(MnSOD), cobre-zinco SOD (Cu/ZnSOD) e niquel SOD (NiSOD), sendo Cu/Zn SOD, o0 mais
abundante no citosol e no espago extracelular (ABREU; CABELLI, 2010).

A SOD e responsavel por acelerar a conversdo do radical superoxido em peroxido de
hidrogénio, o qual é entdo reduzido pela glutationa peroxidase em &gua (FINKEL;
HOLBROOK, 2000). O aumento da atividade da SOD nos tecidos pode indicar uma resposta
adaptativa a uma situacdo de estresse ou potencial envolvimento da defesa antioxidante em
condicdes de estresse (SURAI, 2016).

No presente trabalho, a reducdo da concentracdo de SOD encontrada nos dias 57 e 71
pode estar relacionada ao desafio imunologico sofrido pelos cées no dia 50. Cao et al. (2018),
avaliaram a resposta antioxidante de leitdes desafiados com LPS de Escherichia coli e de um
grupo controle que recebeu solucdo de NaCl 0,9%. Houve reducdo da atividade da SOD no
jejuno dos leites desafiados, aléem de reducdo dos niveis de mMRNA de genes relacionados a
SOD (Cu/Zn-SOD e MnSOD).

Em estudo realizado com cdes, Crnogaj et al. (2017) encontraram menores valores de
atividade de SOD em cées naturalmente infectados por Babesia canis canis, independente da
gravidade da doenca.

De forma geral, os biomarcadores antioxidantes sdo reduzidos em condigdes associadas
ao estresse oxidativo (PENG et al., 2000). Apesar disso, a reducdo no dia 50 ndo esta
relacionada ao desafio vacinal, pois a coleta de sangue foi feita antes da imunizacéo e, ainda
que tenha sido feita apds, ndo haveria tempo habil para resposta nos niveis plasmaticos de SOD.

Pereira et al. (2020) estudaram fontes de zinco em dietas para cdes Beagles adultos. As
dietas foram suplementadas com 75 mg/kg de sulfato de zinco (fonte inorgénica) ou proteinato
de zinco (fonte orgéanica), com ou sem inclusdo de enzimas exdgenas. N&o houve alteracdo na

atividade plasmatica da enzima superdxido dismutase entre os tratamentos. Resultado
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semelhante ao encontrado no presente trabalho onde mesmo com uma alta suplementacéo de

zinco organico e frente a um desafio ndo houve alteragcdo na resposta da SOD.

Tabela 4: Pardmetros antioxidantes de cdes idosos recebendo dieta com diferentes aditivos

nutracéuticos.

Variaveis Tratamentos Média p-valor*
Tempo  Controle 1 2 EPM  Tempo Dieta DxT
0 25,52 27,30 26,90 26,57a
Superéxido 50 23,87 24,10 23,52 23,83b
dismutase 57 20,10 19,87 20,90 20,29¢c 0,44 <0,0001 0,7220 0,2216
(ng/ml) 71 20,70 20,45 19,47 20,21c
Média 22,55 22,93 22,70
0 4,33 4,18 4,32 4,27
Malondialdeido >0 4,63 4,56 4,28 4,49
(nmol/ml) 57 5,62 4,30 5,16 502 0,13 0,0632 0,0038 0,2203
71 4,57 3,72 5,03 4,44
Média 4,79 4,19b 4,70a
0 10,92 16,17 10,80 12,63
Mieloperoxidase 50 13,40 18,97 12,30 14,89
(pg/ml) 57 9,67 22,42 10,65 14,25 3,02 0,6421 0,0338 0,6246
71 9,22 20,62 8,92 12,92

Media 10,80b 19,55a  10,67b

* T — efeito do tempo; D — efeito da dieta; D x T — interacdo dieta e tempo.
Letras distintas minusculas nas colunas e nas linhas séo estatisticamente significativas ao teste de Tukey
(p < 0,05); EPM: erro padrao da media.

A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi menor (p<0,05) no tratamento 1,
indicando menor formacdo de radicais livres, portanto, melhor efeito antioxidante nesse
tratamento. Também é evidenciado na analise de contraste que houve diferenca (p<0,05) entre
0 grupo controle e os dois tratamentos avaliados (1 e 2), e entre os dois tratamentos, sendo a
menor concentracdo de MDA encontrada no tratamento 1 (Tabela 5). Ndo houve efeito do
tempo (p>0,05) de coleta para esse parametro (Tabela 4).

Melhorar a resisténcia oxidativa é uma das rotas pelas quais 0 Zn é conhecido por
beneficiar o sistema imunoldgico (HILL et al., 2014). She et al. (2017) avaliaram a inclusao de
diferentes niveis e fontes de zinco para leitbes desmamados com 28 dias de idade. Os animais
foram distribuidos em 3 grupos: dieta deficiente em zinco; suplementacdo com fonte de zinco
inorganico ou suplementacdo com zinco organico. Verificou-se reducdo na concentracdo de
MDA no bago e figado dos leitdes que receberam dieta com suplementacéo de zinco organico.
Confirmando que a inclusdo do mineral na dieta aumenta a protecdo das células contra

peroxidacao lipidica.
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Tabela 5: Contrastes ortogonais dos parametros de funcéo imune de cées idosos recebendo
dieta com diferentes aditivos nutracéuticos.

Contraste
Contraste
Variaveis Média  EPM VT{:S - Controle x Tratall?n;zggolx
~ 1
Ragoes Testes™ 2 tamento 22
Interleucina 10  Controle 356,31 ] A
T1 350,17 123,67 0,1682 0,4161™ 0,1769 ™
T2 567,75
SOD Controle 22,55
T1 2293 0,44 0,7220 1,0000"™ 1,0000™
T2 22,70
Cortisol Controle 74,87 X
T1 58,63 10,43  0,0500 0,0450 0,1838™
T2 42,69
Haptoglobina Controle 76,34
T1 71,48 7,31 0,7631 0,9499 "™ 0,9709"
T2 71,19
Interferon Controle 184,54
T1 159,50 127,05 0,9496 1,0000™ 1,0000™
T2 202,79
MDA Controle 479 X X
T1 4,19 0,13 0,0038 0,0176 0,0098
T2 470
TNF Controle 158,88
T1 185,79 43,03 0,3749 0,8699 ™ 0,3506 ™
T2 118,64
MPO Controle 10,80 X
T1 19,55 3,02 0,0338 0,1551™ 0,0433
T2 10,67
Oxido Nitrico ~ Controle 24,58
T1 25,31 2,57 0,5997 0,7666™ 0,6917™
T2 22,17

“Valor-p dos contrastes; $Valor-p da anélise de variancia dos tratamentos; *:Contraste das dietas
controle x Testes (Tratamento 1 - T1 e Tratamento 2 - T2); % Contraste das dietas Rac&o
Tratamento 1 x Ra¢do Tratamento 2.EPM: Erro-padrdo da média.

Khazaie et al. (2019) avaliaram o efeito da administracdo intraperitoneal de vitamina C

em ratos Wistar desafiados com diazinon, um pesticida organofosforado que pode causar

estresse oxidativo no organismo. O tratamento com vitamina C apresentou efeitos benéficos

contra o estresse oxidativo, reduzindo os niveis de MDA, especialmente no tecido cerebral e

figado.

De forma semelhante Hidayatik et al. (2021) encontraram reducdo dos niveis de MDA no soro

de ratos que sofreram estresse induzido, apos suplementacgdo de vitamina C e E por 4 semanas.



63

CONCLUSAO
Conclui-se que a incluséo dos aditivos nutracéuticos estudados na dieta de cées senis é
eficaz em modular a resposta imune, como observado pela reducéo de cortisol. De modo que
ambos os tratamentos se mostraram eficazes, em relagdo ao grupo controle. Além disso, com a
inclusdo dos aditivos nutracéuticos na dieta houve melhora da funcdo antioxidante, visto pela
reducdo de malondialdeido e aumento de mieloperoxidade, A modulagdo do sistema imune e
funcdo antioxidante através da dieta € uma ferramenta eficaz e vidvel que pode melhorar a

qualidade de vida de cées senis.
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ARCHER DANIEL MIDLAND
CENTRO DE NUTRICAO — ANIMAL NUTRITION
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “NEOMUNE”, sob a responsabilidade de Moara Marina
Belo Matos Silveira, Fldvia Maria Borges de Oliveira Saad, Waleska Marques da Silva, Daniel de
Souza Dias e Olivier Capet, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de ensino e/ou
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas edificadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), do Ministério da Ciéncia, Tecnologia
e Inovagdo (MCTI), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do
Centro de Nutrigdo da Archer Daniels Midland, por aprovagdo via e-mail, 21/11/2018.

Vigéncia da autorizagdo: 01/12/2018 a 31/04/2019
Finalidade: Pesquisa Cientifica
Espécie/Linhagem/Raga: Caes/American Foxhound
N2 de animais aprovados: 24

Peso/idade: 27,6+2,6kg / 10 anos

Sexo: macho e fémea
Origem dos animais: Centro de Nutricdo - Archer Daniels Midland. Responsavel: Waleska
Marques da Silva

U, ] o AR W
Bk Maraues o Siva
Vice-presidente do Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Centro de Nutricdo — Animal Nutrition — Brazil
Archer Daniels Midland Company
Rod. Ferndo Dias, km 755 — Distritio Industrial
Trés Coragdes ~ MG

67



	PRIMEIRA PARTE
	1 INTRODUÇÃO
	2 REFERENCIAL TEÓRICO
	2.1 Senilidade e imunidade em cães
	2.2 Ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) da série ômega-3
	2.3 Minerais (Zinco e Selênio)
	2.4 Vitaminas (Ácido ascórbico e Tocoferol)
	2.5 Prebióticos
	2.6 Extratos Vegetais

	2.7 Considerações Finais
	REFERÊNCIAS
	SEGUNDA PARTE
	ARTIGO - Aditivos nutracêuticos podem modular o sistema imune e a função antioxidante de cães idosos

