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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antioxidante in vivo da poliamina
espermina. Foi pesquisada a presenca desta amina em alimentos e subprodutos
(figado, testiculo, casca de maracuja e milho) como fonte para extragao e posterior uso
em dieta animal. Diferentes tipos de milho foram analisados também para verificacao
do potencial deste alimento como fonte de espermina para a dieta humana. Utilizando-
se cromatografia em coluna a espermina foi extraida a partir de extrato de figado. Foi
realizado experimento piloto com um numero reduzido de ratos para adequagcao dos
tratamentos e logo apds, sessenta animais foram aleatoriamente distribuidos em seis
tratamentos, nos quais foram fornecidas duas doses de espermina (27 e 54 mg/kg)
durante dois periodos de tempo (seis e doze dias) e os respectivos grupos controle. Os
resultados foram analisados com relacdo aos efeitos sobre as caracteristicas de
qualidade e a oxidacao na carne, simulando analises realizadas em carne provenientes
de animais de producao destinados a alimentagdo humana e a acao sobre o sistema
de antioxidacdo enddgeno de ratos. A espermina promoveu a oxidagdo da carne,
verificada pelo aumento na formagao de malonaldeido e dienos conjugados. Nao houve
diferenca entre os grupos que receberam espermina e 0s controles, em relacdo ao
coeficiente de eficacia alimentar e pH da carne. As concentragdes de espermina foram
maiores na carne de animais tratados durante seis dias, em relagdo aos demais
grupos, entretanto, ndo houve influéncia das doses utilizadas. Animais tratados durante
doze dias apresentaram carne mais escura e amarela, observada com relagdo aos
parametros de cor L* e b*. O efeito da administragcdo de espermina sobre o sistema
antioxidante enzimatico endégeno apresentou resultados satisfatérios, devido ao
aumento das atividades das enzimas superoxido dismutase e catalase nos grupos
tratados, em relacdo aos grupos controle, sugerindo sua ativacdo nas condi¢des
avaliadas, o que contribui para a defesa do organismo contra lesdes provocadas pela
oxidacao proveniente de espécies reativas de oxigénio. Os tratamentos aplicados
indicaram maior oxidagao protéica nos grupos que receberam espermina em relacao
aos grupos controle. Nenhum efeito dos tratamentos foi observado sobre as
concentragcdes de indicadores enzimaticos de estresse oxidativo e 6xido nitrico. Assim,

em algumas situacgdes foi verificado o efeito antioxidante da espermina in vivo.

Palavras-chave: aminas bioativas, espermina, antioxidante, rato, superdxido

dismutase, catalase.
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ABSTRACT

This work aimed to evaluate the antioxidant effect of polyamine spermine in
vivo. Was investigated the presence of this amine in foods and by-products (liver,
testis, passion fruit peel and corn) as a source for extraction and subsequent use in
animal diets. Different types of maize were analyzed to verify the potential of
spermine as a source for human diet too. Using colunm chromatography, spermine
was extracted from liver extract. Pilot experiment was conducted with a small number
of mice to adequacy of treatments and after sixty animals were randomly assigned to
six treatments, which were given in two doses of spermine (27 and 54 mg / kQ)
during two periods of time (sixand twelve days) and the respective control
groups. The results were analyzed with respect to effects on quality and oxidation in
meat, simulating the analysis performed in meat from farm animals intended for
human consumption and action on the endogenous antioxidation system of rats. The
spermine promoted oxidation of meat, verified by increased formation of
malonaldehyde and conjugated dienes. There was no difference between the groups
that received spermine and controls in relation to food efficiency ratio and pH of the
meat. Spermine concentrations were higher in meat from animals treated for six
days, compared to other groups, however, there was no influence of the doses
used. Animals treated for twelve days had darker and yellow meat, with respect to
the observed color parameters L* and b*. The effect of spermine administration on
the endogenous enzymatic antioxidant system showed satisfactory results, due to
increased activity of the enzymes superoxide dismutase and catalase in treated
groups compared to control groups, suggesting their activation under the conditions
evaluated, which contributes to the defense the body against damage from oxidation
caused by reactive oxygen species. The treatments showed increased protein
oxidation in the groups receiving spermine compared to control groups. No treatment
effect was observed on the enzyme concentrations of indicators of oxidative stress
and nitric oxide. Thus, in some situations there was the antioxidant effect of spermine

in vivo.

Keywords: bioactive amines, spermine, antioxidant, mouse, superoxide dismutase,

catalase.
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INTRODUCAO

Estudos tém sido realizados com o objetivo de encontrar alternativas para
retardar o processo de oxidagdo causado pelas espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio, que provoca danos irreversiveis as células. No organismo vivo, a oxidagao
causa o envelhecimento celular precoce e aumenta a incidéncia de algumas doengas.
Sob o aspecto alimentar, a oxidacdo promove a deterioracdo dos alimentos como
carnes e produtos carneos, reduzindo sua qualidade nutricional e seu periodo de
armazenamento (FENNEMA, 1996; FARACI & DIDON, 2004; VENTANAS et al., 2006).

No organismo vivo ha diversos mecanismos intrinsecos de defesa contra
reacbes de oxidacdo que incluem sistemas enzimaticos (catalase e superdxido
dismutase). A enzima antioxidante superoxido-dismutase (SOD) catalisa a dismutacao
do radical superoxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular, enquanto a
catalase catalisa a redugédo do peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio (COHEN et
al., 1996; FARACI & DIDON, 2004). Além do sistema enzimatico, compostos de baixo
peso molecular soluveis em agua como as poliaminas também atuam no sistema
antioxidante endégeno (KANNER et al., 1987; LOVAAS & CARLIN, 1991; SASAKI et
al., 1996) e apresentam como principal carateristica a atuacao tanto na fracao lipidica
quanto aquosa do organismo (DECKER & CRUM, 1991; LAVAAS, 1997).

Os antioxidantes presentes nos alimentos ndo podem reverter 0 processo de
oxidacao iniciado, mas podem inibi-lo ou retarda-lo (LAVAAS, 1991). Assim, é
importante a rapida incorporacao, de forma que a adicdo a dieta dos animais é uma
estratégia interessante (GEORGANTELIS et al., 2007). A oxidacao tem inicio logo apés
0 abate dos animais devido a interrupcao do sistema antioxidante natural (BUCKLEY et
al., 1995; HOUBEN et al.,, 1998). Além disto, ocorre uma série de alteracbes
bioquimicas no tecido muscular, que determinardo importantes caracteristicas de
qualidade na carne. Portanto, o termo carne refere-se ao produto final resultante deste
processo de conversao, que ocorre em poucas horas (LAWRIE, 1974).

Durante o processamento de produtos carneos, varios compostos oxidantes sao
produzidos, incluindo radicais livres (MERCIER et al., 1998; KJERSGARD et al., 2006;
VENTANAS et al., 2006). A oxidagao de lipideos e proteinas presentes nas carnes
causa, além da reducgao no valor nutricional, a deterioracéo no produto, frequentemente
resultando em perda de qualidade devido a altera¢des de cor, textura e reduzido tempo
de armazenamento, além de conferirem odor e sabor desagradaveis (MERCIER et al.,
1998; KJAERSGARD et al., 2006; VENTANAS et al., 2006).
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A oxidacao é um fendmeno espontdneo e inevitavel com implicacdo direta no
valor comercial tanto da prépria carne como de todos os produtos que a partir dela
serao formulados. Este processo pode ser determinado por analises laboratoriais, que
determinam tanto produtos primarios (dienos conjugados e hidroperéxidos) quanto
secundarios (aldeidos, acidos e alcoois), provenientes da oxidacao lipidica formados
durante o armazenamento (FENNEMA, 1996; GEORGANTELIS et al., 2007).

A formacdo de dienos conjugados pode ser acompanhada por aumento na
absorcao a 234 nm e é indicativo de auto-oxidacdo (GUNSTONE & NORRIS, 1983;
WHITE, 1995). O malonaldeido, um dialdeido, reage eficientemente com uma
variedade de agentes nucleofilicos para produzir cromdégenos com alta absortividade
molar no espectro visivel. A sua condensag¢do, com o acido tiobarbiturico, forma
produtos que podem ser determinados por absorcdo no visivel (532 nm) (JANERO,
1990; BENZIE, 1996).

Modificacées oxidativas de estruturas protéicas tém um papel significativo na
etiologia/progressdo de doengas como Alzheimer e diabetes, sendo que o conteudo de
proteina carbonilada tem sido utilizado em diagnésticos (SHACTER, 2000; DALLE-
DONNE et al.,, 2003). Esta pode ser determinada pela analise de carbonilas com
formacao de hidrazonas, que podem ser medidas espectrofotometricamente.

Devido a importancia dos estudos de compostos antioxidantes para inibir a
oxidacao, este trabalho teve como objetivo geral a avaliacdo do efeito antioxidante da
espermina in vivo, utilizando ratos como modelo experimental.

Os objetivos especificos foram (i) determinar o perfil e teores de aminas
bioativas em alimentos e subprodutos alimentares (casca de maracuija, testiculo bovino
e figado suino) como fonte de espermina para posterior extracdo e fornecimento a
ratos; (ii) determinar o perfil e teores de aminas bioativas em milho fresco, em
conserva, seco, germinado e embrido extraido do cotilédone, como fonte de espermina
para extracdo e fornecimento a ratos e para dieta humana; (iii) desenvolver processo
de extracao e purificacdo de espermina a partir de extratos de figado suino para
posterior fornecimento a animais; (iv) avaliar preliminarmente a adequacédo de
tratamentos com espermina (doses e tempos) e técnicas analiticas para verificacao dos
resultados em reduzido numero de animais (experimento piloto) para posterior uso em
namero maior de animais; (v) avaliar o efeito oxidante e parametros de qualidade na
carne proveniente de animais que receberam espermina por gavagem; e (vi) avaliar o

efeito da espermina na indugéo do sistema antioxidante endégeno de ratos.
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REVISAO DE LITERATURA

1 Aminas bioativas

1.1 Definicao, classificacao e estrutura

Aminas bioativas ou biologicamente ativas sao bases organicas alifaticas,
aliciclicas ou heterociclicas de baixa massa molecular (Figura 1). Sao também
definidas como compostos nitrogenados, derivados da aménia (NH3) em que um, dois
ou trés atomos de hidrogénio da molécula foram substituidos por grupos alquila ou arila
(grupos organicos que apresentam valéncia livre em atomo de carbono saturado e em
anel benzénico, respectivamente). As aminas sdo formadas por processos bioquimicos
e participam de funcdées metabdlicas e fisioldgicas importantes nos organismos vivos,
desempenhando diversas atividades bioldgicas, inclusive com comprovada acao
antioxidante. Sao encontradas em alimentos de origem animal, vegetal bem como em
alimentos fermentados (SOLOMONS, 1983; HALASZ et al., 1994; CINQUINA et al.,
2004; GLORIA, 2005; MAYER et al., 2010).

Serotonina Histamina
rat rehbe CH,CHyNH,
LC
A\ —
) H—N\7 N
-
2-Feniletilamina Tiramina Triptamina

CHyCHaNH,
@—CHZCHZBHZ HO—@—CHZCHzNHZ

—= />>\

Putrescina Cadaverina Espermidina
AN NN AN NP L HoN N NH,
NH, Now ey
Espermina Agmatina

H,N NH NH NH,
e NCHyT NCHp)”

NH
N)]\ _(CH2)4NHy
H N
2

Figura 1 - Estrutura quimica de algumas aminas.
Fonte: GLORIA (2005).
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Com relacdo a estrutura quimica as aminas podem ser classificadas em
alifaticas (putrescina, cadaverina, espermidina, espermina e agmatina) e aromaticas
(tiramina, feniletilamina, histamina e triptamina). Em relacdo a funcdo que exercem,
podem ser classificadas em catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina),
indolaminas (serotonina) e como imidazolaminas (histamina) (SMITH, 1981;
BARDOCZ, 1995; SILLA-SANTOS, 1996).

A denominagcdo das aminas bioativas, em sua maioria, € funcdo dos
aminoacidos precursores, como por exemplo, a histamina, tiramina e triptamina
originam-se da histidina, tirosina e triptofano, respectivamente. Os nomes cadaverina e
putrescina, originam-se do fato destas aminas terem sido encontradas em produtos em
decomposicado ou putrefacdo. Ja a espermina e a espermidina se referem ao fluido
seminal, de onde foram isoladas pela primeira vez. Afirma ainda a autora que as
aminas bioativas podem ser classificadas em fungcdo do nimero de grupamentos amina
na molécula, da estrutura quimica, da via biossintética e da funcao que exercem.
Quanto ao numero de grupamentos amina na molécula, se classificam em monoaminas
(tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina, serotonina, putrescina e
cadaverina) e poliaminas (espermidina, espermina e agmatina) (GLORIA, 2005).

Com relacao ao numero de N substituintes podem ser classificadas em primarias
(R-NHy), secundarias (R1R2NH) ou terciarias (R1R2R3N), quando ocorre a
substituicdo de um, dois, ou trés hidrogénios da molécula de amoénia por grupos
organicos (alquila ou arila), respectivamente. Quando se usa os prefixos di e tri, indica-
se que a amina é secundaria ou terciaria, respectivamente, e com grupos substituintes
iguais. As aminas podem ser ainda classificadas como simples quando o0s grupos
alquila ou arila sdo iguais, ou mistos se estes forem diferentes. Quando os grupos sao
diferentes, estes sdo denominados sucessivamente, do menor para 0 maior,
terminando o nome do composto com o sufixo “amina”. Algumas vezes indica-se o
prefixo amino, indicando a posicdo e o nome do grupo hidrocarbénico (SOLOMONS,
1983).

Assim, a estrutura molecular de algumas aminas recebe a seguinte
nomenclatura: 1,4-diaminobutano (putrescina), N-(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano
(espermidina) e N,N-bis(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano (espermina), 2-(4-imidazolil)
etilamina (histamina), 1,5-diaminopentano (cadaverina) e 4-aminobutil-guanidina
(agmatina) (MERCK, 1983).

Quanto a via biossintética, as aminas se classificam em naturais, quando sao
formadas durante a biosintese “in situ”, ou seja, a partir de uma molécula mais simples,
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a medida que sao requeridas (espermina e espermidina) ou podem estar armazenadas
nos mastécitos e basodfilos (histamina). Por outro lado, as aminas biogénicas sao
formadas por reagdes de descarboxilagdo conduzidas por descarboxilases bacterianas,
sendo esta a principal via de formacédo de aminas nos alimentos (histamina, serotonina,
tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina) (SHALABY,
1996; GLORIA, 2005; MAYER et al., 2010).

1.2 Propriedades fisicas

As aminas sao bases relativamente fracas e moderadamente polares, quando
comparadas aos ions hidréxido. A polaridade decresce no sentido primaria, secundaria,
terciaria e, consequentemente, os pontos de ebulicdo decrescem no mesmo sentido
(Tabela 1). Ocorre a formacéao de ligacdes de hidrogénio, entretanto, estas sao fracas
e, por isso, as aminas apresentam baixo ponto de ebulicdo, pois, além de precisar de
pouca energia para evaporar, estdo pouco ligadas umas as outras. Entretanto, as
aminas primarias e secundarias tém pontos de ebulicdo maiores que o das aminas
terciarias, pois as primeiras formam ligacées de hidrogénio entre si e com a agua,
enquanto as aminas terciarias formam ligacées de hidrogénio apenas com a agua
(SOLOMONS, 1983).

Tabela 1 - Ponto de ebulicdo de algumas aminas bioativas

Amina Ponto de ebulicao (°C)
Putrescina 158 a 160
Cadaverina 178 a 180
Histamina 209 a 210
Espermidina 128 a 130
Espermina 141 2 142

Fonte: Merck (1983).

A maioria das aminas é soluvel em agua. Aquelas de peso molecular menor séo
perfeitamente solUveis em agua. Tanto aminas solUveis quanto insolUveis em agua
reagem com solucdes acidas formando sais de amina, enquanto aminas primarias
aromaticas formam sais de diazénio. Como acontece com o NH4OH, os hidroxidos das
aminas sao instaveis e sé existem em solucdo aquosa. Ja o0s sais das aminas sao
solidos brancos cristalinos e soluveis em agua, como os sais de aménio (MERCK,
1983; SOLOMONS, 1983).
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As poliaminas sao polications flexiveis e exibem 2, 3 ou 4 cargas positivas em
condicoes fisioldégicas. Podem girar em torno das ligagdes C-C ou C-N conferindo
flexibilidade conformacional (BARDOCZ et al., 1993; LOVAAS, 1997). Ao contrario de
ions metdlicos, os quais tém cargas localizadas, as poliaminas possuem cargas
positivas distribuidas ao longo de suas cadeias carbOnicas que podem interagir
formando pontes com estruturas de cargas negativas (BARDOCZ, 1995).

1.3 Funcoes

Algumas aminas podem desempenhar fungdes psicoativas e vasoativas. As
psicoativas, como histamina, serotonina, dopamina, adrenalina e noradrenalina, atuam
no sistema nervoso central. As aminas vasoativas atuam direta ou indiretamente no
sistema vascular, podendo ser vasoconstritoras ou vasodilatadoras. Tiramina,
feniletilamina, isoamilamina, dopamina, adrenalina, noradrenalina e triptamina causam
um aumento na pressao sanguinea por constringir o sistema vascular e aumentar a
velocidade e a forga da contragdo cardiaca. A histamina reduz a pressao sanguinea
por causar vasodilatacdo. A serotonina inibe a secreg¢ao gastrica, estimula o musculo
liso, é vasoconstritora ou vasopressora (LIMA & GLORIA, 1999).

As poliaminas apresentam fung¢des diferenciadas nas células, onde estdo
presentes em elevadas concentracoes e tém seus teores aumentados em tecidos em
crescimento rapido (SILLA-SANTOS, 1996; SILVA & GLORIA, 2002). Estdo envolvidas
nas etapas iniciais de sintese e de regulagdo do DNA, RNA e proteinas, sendo
essenciais ao crescimento e proliferacdo celular (SILVA & GLORIA, 2002). Além disso,
estdo envolvidas na estabilizagdo do RNA transportador e na reducao da taxa de
degradacdo do RNA (SMITH, 1981; BARDOCZ, 1995; SILLA-SANTOS, 1996). Sao
ainda importantes na regulacao das funcdes dos fosfolipidios, estabilizando as funcdes
dos cromossomos e alterando a permeabilidade das membranas (DROLET et al., 1986;
SMITH et al., 1996).

A acao sobre a alteracao da permeabilidade da membrana fosfolipidica ocorre
devido a mimetizagdo da agéo do ion calcio. A espermina, por ser um cation, mimetiza
a acao do célcio, que é um outro cation. A bomba de calcio, por transporte ativo, esta
envolvida na regulacao e estabilizacao dos fosfolipideos (anions) da membrana celular,
ocorrendo entdo, interacdes eletrostaticas. Quando tem muito célcio dentro da célula a

membrana torna-se mais rigida, diminuindo sua permeabilidade. Assim, quando a
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espermina compete pelos sitios de ligacao do calcio, passa a ter a capacidade de
controlar a permeabilidade da membrana (LOVAAS, 1997).

Da mesma forma, por serem polications, a espermidina € a espermina tém
afinidade por outros compostos anidnicos, aos quais se ligam fortemente, através de
interacdes eletrostaticas. Desta forma, passam a regular também a estabilidade dos
acidos nucléicos (DNA e RNA) e as particulas que os contém, aumentando a
estabilidade da dupla hélice frente a desnaturacao térmica e as condi¢des acidas e
alcalinas (SILLA-SANTOS, 1996; LOSER, 2000; SEILER & RAUL, 2005). Além disso, a
ligacdo com proteinas e fosfolipidios de membrana, que também sdo macromaléculas
carregadas negativamente, faz com que exercam importantes fungdes de regulacao
nas enzimas associadas, promovendo, assim, sinalizacdo intracelular (TADOLINI,
1988; MOINARD et al., 2005; HAKKINEN et al., 2007).

De acordo com BARDOCZ (1995), a fungdo mais importante das poliaminas, a
qual ndo pode ser realizado por qualquer outro cation, € a de exercer papel de
mensageiras secundarias, mediando a acao de todos os horménios conhecidos e dos
fatores de crescimento. Os teores de poliaminas na célula afetam diretamente a
ocorréncia da expressdo de genes em resposta a estimulacdo do crescimento e a
inibicdo de agentes de crescimento. As poliaminas afetam a expressdo em nivel de
transcricao e esse efeito é mais provavel devido a interagéo da poliamina com o DNA
e/ou fatores de transcricao das proteinas (LINDEMOSE et al., 2005).

Segundo MOINARD et al. (2005), as poliaminas agem na proliferagdao celular
interagindo com uma proteina nuclear, a qual tem papel essencial na regulagdo de
varios genes envolvidos no crescimento e morte celular. Além disso, desempenham
funcdes celulares exclusivas, como iniciacdo e controle da traducédo, podendo ainda
estimular a associacao de subunidades de ribossomos, estabilizar a estrutura do RNAt
e reduzir a taxa de degradacdo do RNA (BARDOCZ, 1995).

As poliaminas aumentam a resisténcia do RNA a acao da ribonuclease por se
ligarem aos grupamentos fosfatos adjacentes do polinucleotideo, protegendo as
ligacdes internucleotideas. Por outro lado, em elevadas concentragdes, a espermina e
a espermidina funcionam como inibidores da sintese de RNA, provavelmente devido a
precipitacao dos ribossomos (BARDOCZ, 1995; MEDINA et al., 2003).

A estabilizagdo, bem como a interacdo com o RNAt e os ribossomos séo
aspectos importantes da acao das poliaminas na sintese protéica in vitro. Embora, uma
guantidade critica de Mg*™™ seja necessaria para a manutencao da integridade estrutural
e funcional dos ribossomos, grande parte da necessidade de cations di ou polivalentes
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é preenchida pelas poliaminas in vivo. Outra semelhanga entre as poliaminas e o Mg**
€ a facilidade com que ambos compartiham fungdo comum, como ocorre na
associacdo dos ribossomos com as membranas do reticulo endoplasmatico
(BARDOCZ, 1995).

Uma vez que a renovagao celular no epitélio intestinal € maior que em outras
partes do corpo, as poliaminas sao de vital importancia para a estrutura e funcédo de
todo o trato digestivo. As poliaminas sdo essenciais para a manutencdo da alta
atividade metabdlica no funcionamento saudavel do intestino, por estarem envolvidas
no reparo de danos intestinais causados por componentes deletérios dos alimentos e
microrganismos (BARDOCZ et al., 1993; DELOYER et al., 2001).

As poliaminas provenientes dos alimentos, além do papel potencial no
crescimento e desenvolvimento do sistema digestivo de mamiferos recém-nascidos,
tém se mostrado necessarias para a manutencdo do trato digestivo dos adultos
(DELOYER et al., 2001).

Em vegetais, as poliaminas participam na floragéo, no desenvolvimento do fruto,
na resposta ao estresse e inibem a producéo de etileno e a senescéncia. Participam
também da sintese de metabdlitos secundarios de interesse bioldgico, como a nicotina
e alcaldides (LIMA & GLORIA, 1999; GOYAL & ASTHIR, 2010).

KHAN et al. (1992) avaliaram a fungcdo de algumas poliaminas (espermina e
espermidina) na protecado in vitro dos acidos nucléicos contra danos causados pelo
oxigénio singlete. Os autores sugeriram que a funcao primaria das poliaminas seria a
de proteger a sintese de DNA e RNA nas células, funcdo esta essencial para o
desenvolvimento e manutencao do organismo.

E também relatada a atividade antinflamatéria da espermina (LOVAAS, 1995;
SODA et al., 2009). LAVAAS & CARLIN (1999) informaram que a agao antinflamatéria
esteja associada a atividade supressora sobre a permeabilidade vascular local,
diminuindo o edema, além de suprimir mediadores inflamatérios e a proliferacao de
linfécitos e granulécitos. SODA et al. (2009), acreditam que diversas doencas podem
ser evitadas pelo consumo de alimentos ricos em compostos antinflamatérios. Os
autores estudaram trés concentracdes de espermina (2,89; 3,24 e 7,57 mg/100 g de
dieta) adicionada a dieta de ratos com idade de 24 semanas, durante 26 semanas e
observaram menor incidéncia de glomeruloesclerose nos animais tratados com a maior

dose.
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Assim sendo, as poliaminas sao consideradas componentes indispensaveis a
todas as células vivas e essenciais a renovagao, crescimento e metabolismo de todos
os organismos (SILLA-SANTOS, 1996).

1.3.1 Poliaminas antioxidantes

Além das funcbes de renovagao e crescimento celular, muitos pesquisadores
estudaram as poliaminas em sistemas biol6gicos e comprovaram sua capacidade
antioxidante, atuando de diferentes formas. Apesar do mecanismo de antioxidacdo néo
ser totalmente conhecido, sabe-se que as poliaminas protegem as células da acao das
espécies reativas do oxigénio (RIDER et al.,, 2007). Assim, as poliaminas atuam
retardando o processo de auto-oxidacao (TABOR et al., 1961; TADOLINI et al., 1984;
LOVAAS, 1991; MARZABADI & LAVAAS, 1996), inibem os danos causados pelos
radicais livres (KHAN et al., 1992) e atuam como neuroprotetoras (HA et al., 1998a;
ASSIMAKOPOULOQOS et al., 2010).

Segundo LGVAAS (1997), a sugestdo de que poliaminas atuam como
antioxidantes biolégicos surgiu de abordagens experimentais de diferentes linhas de
pesquisa, como processamento de alimentos, fisico-quimica, pesquisa médica e
biologia celular.

A espermina apresenta propriedades farmacodindmicas muito importantes em
relacdo a outras substancias com propriedades antioxidantes devido ao fato de que
pode interagir tanto com sistemas aquosos quanto organicos. Desta forma, sua agao
torna-se muito mais eficiente por poder penetrar com facilidade em uma ampla
variedade de meios (MARZABADI & LOVAAS, 1996).

LOVAAS (1991) acredita que substancias acidas podem ser consideradas pro-
oxidantes e catalisadoras da oxidacao lipidica e, por serem bases organicas, as aminas
atuam como antioxidantes naturais, assim, propds que o efeito antioxidante das
poliaminas € devido a neutralizacdo de acidos, os quais sao pré-oxidantes por
estimular a decomposicao de radicais peréxidos ou por promover um aumento na
solubilidade de metais tracos, estimulando a reagao de Fenton.

De acordo com LOVAAS & CARLIN (1991), a espermina tem pelo menos dois
mecanismos que controlam a acdo oxidante. O primeiro seria inibindo a geracao e o
transporte de radicais superoxido e o segundo seria a formagédo de um produto nao
reativo quelado com ferro, prevenindo, assim, a geracdo de radicais hidroxila

destrutivos.
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Outro sistema de antioxidacao sugerido para a agao das poliaminas € a protecao
de vesiculas de fosfolipidios contra produtos da reagdo de Fenton produzidos por
peréxido de hidrogénio e superdxido (TADOLINI et al., 1984; LOVAAS & CARLIN,
1991) e protegcdo do DNA contra diversos agentes incluindo compostos alquilantes
(MACKINTOSH & PEGG, 2000).

DROLET et al. (1986) observaram que espermina, espermidina, putrescina e
cadaverina sao eficientes sequestradoras de radicais livres gerados em varios sistemas
quimicos e enzimaticos in vitro. Da mesma forma, OUANNES & WILSON (1968)
relataram que as aminas secundarias e terciarias sdo conhecidas por atuarem como
captadores fisicos do oxigénio singlete. Neste processo, ha pouca reagdo quimica
entre as aminas e os radicais livres, garantindo pouca destruicdo das aminas durante
este processo e, portanto, mantendo-as presentes no alimento e nado gerando a
formacao de compostos téxicos derivados (KHAN et al., 1992).

De forma geral, LOVAAS & CARLIN (1991) e LOVAAS (1991; 1995; 1997)
acreditam que a acao antioxidante das poliaminas ocorra devido a sua capacidade de
se ligar a ions metalicos como o Fe2+, responsavel pela catalisagcdo das reacdes de
oxidagao. A ligacao das poliaminas aos ions metalicos ocorre nos grupamentos amino
protonados da molécula. Sendo assim, espermina tem maior capacidade de ligagdo em
relacdo a outras poliaminas. A capacidade de estabilizacdo de membranas e DNA,
entretanto, ocorre devido a interacao eletrostatica entre as aminas e estas estruturas

anidnicas (Figura 2).

Figura 2 - Interacdo dinamica da espermina com anions (DNA) e cations (ferro). A)
espermina se liga ao DNA por interacées i6nicas. B) situagéo intermediaria, onde o ion
ferro se aproxima do complexo. C) Complexo formado entre espermina e ferro, com
alteracao simultdnea na conformacao da espermina. Este complexo formado impede a
ligagéo do ferro ao DNA, prevenindo a oxidagao. Dados obtidos por cristalografia.

Fonte: LOVAAS (1997).
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1.3.1.1 Efeito antioxidante no organismo

PAVLOVIC et al. (1992) estudaram a acdo das poliaminas espermina e
espermidina e da diamina putrescina em suspensoes lipossémicas de fosfolipideos e
homogenatos de figado adicionados de Fe®*. Utilizando quimioluminescéncia e teste
das substancias reativas ao acido tiobarbitirico, comprovaram que essas aminas tém
capacidade de sequestrar radicais de oxigénio e/ou radicais lipidicos (principalmente o
radical peroxila).

Avaliando a atividade de superdxido dismutase, glutationa reduzida e o grau de
oxidagao lipidica pelo teste das substancias reativas ao acido tiobarbitarico,
MATKOVICS et al. (1993) comprovaram os efeitos antioxidantes das poliaminas e
putrescina, em concentragdes variando de 107 a 102 M. As propriedades antioxidantes
foram analisadas em eritrocitos e em tecidos cerebral e cardiaco submetidos a estresse
com Fe®* e H,0x.

A atuacdo da espermina na protecao da epiderme contra danos oxidativos
provocados pela radiacdo ultravioleta (UV) foi estudada por LOVAAS (1995). A
hipotese foi substanciada pelo fato da ornitina descarboxilase, que controla a taxa de
biossintese da espermina ser induzida pela radiagao ultravioleta do tipo B (UVB), pela
presenca desta amina em altos niveis na epiderme e seu efeito antioxidante. E sabido
que a exposicao cronica a radiagado ultravioleta causa aumento na deposicao de ferro
na pele, entdo, o referido autor sugere que a espermina, com sua habilidade de quelar
metais, proteja a pele contra a radiacéao.

MARZABADI & LOVAAS (1996) compararam o efeito antioxidante da espermina
e da vitamina E na prevencdo do estresse oxidativo de células do miocardio e
verificaram que niveis fisiolégicos de espermina reduziram o acumulo de ferro e de
lipofucsina em 20%, desta forma, segundo os autores, o efeito antioxidante das aminas
pode ser comparado ao ja reconhecido efeito antoxidante da vitamina E.

De acordo com DAS & MISRA (2004), as aminas cadaverina, putrescina,
espermidina e espermina sao capazes de sequestrar radicais superoxido in vitro
quando presentes em altas concentracdes, mas ndo em concentragcdes fisioldgicas
(0,5; 1 e 2 mmol/L). No entanto, mesmo em baixas concentracées (1,5 mM) sao
potentes sequestradoras do radical hidroxila produzidos pela reagdo de Fenton. Além
disso, espermina e espermidina agem efetivamente como supressoras do oxigénio
singlete.

TANG & NEWTON (2005) pesquisaram o efeito das poliaminas na protecao de
culturas de calo e plantulas do pinheiro Virginia (Pinus virginiana Mill.) contra danos
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oxidativos induzidos pelo estresse salino. Os autores verificaram mudangas no
crescimento celular e aumento na atividade das enzimas antioxidantes, ascorbato
peroxidase, glutationa redutase e superdxido dismutase, pelas poliaminas nos tecidos
durante a adaptacdo ao sal.

GABORIAU et al. (2005) compararam as propriedades antioxidantes das
poliaminas naturais com as de seus analogos estruturais, 0s quais possuem o
grupamento dimetilsilano [-Si(CH3),]. Foram avaliados os efeitos contra anions
superoxidos e radicais peroxila. Os autores concluiram que a agao da hexamina foi
similar a da espermina, conferindo, assim, acao antioxidante.

Em concentracdes similares a fisioldgica, a espermina pode prevenir o inchago e
colapso nas células, os quais induzem a transicdo de permeabilidade mitocondrial, em
hepatécitos de ratos. Este efeito ocorre devido a sua acao de sequestrar radicais livres,
na auséncia de Ca®, inibindo a producdo de peréxido de hidrogénio e mantendo
grupos glutationa e sulfidrila em niveis normais reduzidos. Desta forma, a concentragéao
critica de tidis mantém-se reduzida, a qual € responsavel (quando em altas
concentracdes) pela abertura dos poros. Este mecanismo previne, portanto, a oxidacao
das mitocondrias. A espermina também protege a mitocéndria dos hepatécitos, sob
acentuada oxidacdo de grupos tiol e glutationa, da oxidagédo lipidica e protéica,
provavelmente pela eliminagéao do radical hidroxila (SAVA et al., 2006).

Avaliando injarias oxidativas causadas por perdxido de hidrogénio, RIDER et al.
(2007) verificaram a protecdo mediada pelas poliaminas espermidina e espermina,
utilizando fibroblastos de embrides de ratos mutantes, deficientes em espermina
sintase. Os autores confirmaram a importancia do papel das poliaminas celulares na
protecdo as células expostas as espécies reativas de oxigénio. Entretanto, os
resultados revelaram que concentracbes fisiologicas de espermidina e espermina
protegem as células, mas, ao contrario do que se imaginava, baixas concentracdes
podem ser mais potentes, sendo que a espermina mostrou-se mais potente que a
espermidina. Este resultado é semelhante aos estudos que comprovaram a maior
habilidade da espermina em sequestrar radicais peroxila (FUJISAWA & KADOMA,
2005) e aqueles que demostraram que a espermidina € mais ativa que a espermina
apenas quando em concentracées mais elevadas (LOVAAS, 1991; NEWTON et al.,
1997; HA et al., 1998b).

O catabolismo de poliaminas elevou o estresse oxidativo em camundongos
transgénicos, que apresentavam reduzida atividade na expressdo da enzima
catabolizadora de poliaminas (N'-acetiltransferase). Este resultado foi observado
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devido ao aumento na concentracdo de putrescina e a redug¢do na concentracido de
espermina e espermidina, além de reducdo na atividade das enzimas catalase e
superoxido dismutase, contraria ao resultado esperado (CERRADA-GIMENEZ et al.,
2011).

1.3.1.2 Efeito antioxidante em alimentos

LOVAAS (1991) comparou o efeito dos antioxidantes a-tocoferol, BHT, TBHQ,
galato de octila, palmitato de ascorbila e etoxiquinina com o efeito antioxidante das
poliaminas (espermina, espermidina e putrescina) na estabilizacdo de 6leo de peixe e
concentrados ricos em acidos graxos polinsaturados, tanto a temperatura ambiente

quanto apds aquecimento (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito relativo dos antioxidantes no tempo de indugdo (h) da oxidacdo em
compostos contendo acidos graxos polinsaturados (AGPI)

Antioxidante Oleocrua1002C  Oleo de peixe* a 70 °C
(20% AGPI) (30% AGPI)
a-tocoferol 3,4 (0,8) -
BHT 3,6 (1,1) -
Palmitato de ascorbila 18,3 (2,1) -
Etoxiquinina 27,6 (2,0) -
Espermina 100** (8,1) 100 (7,6)
Espermidina 74,5 (6,1) 61(4,8)
Putrescina - 23 (3)
Tempo de indugao: controle 2,1 (0,4) 6,0 (0,8)
Tempo de inducdo: espermina 85,2 (6,9) 52,6 (4,0)

*Esteres metilicos dos acidos eicosapentaendico (EPA) e docosapentaendico (DHA), na concentragdo
de 30% de 6leo de peixe. ** Efeito antioxidante expresso em tempo de indugdo relativo para espermina.
Concentragao de todos os antioxidantes: 2 mM. Analises realizadas no Rancimat®.

Fonte: Adaptado de LOVAAS (1991).

A eficiéncia do efeito antioxidante foi avaliada através da utilizagdo tanto do
equipamento Rancimat®, quanto pela deteccdo de perdxidos, substancias reativas ao
acido tiobarbiturico, por espectrofotometria e por cromatografia gasosa, para deteccao
de acidos graxos polinsaturados. O autor verificou que o efeito das poliaminas foi maior
comparado aos outros antioxidantes e dentre estas, a espermina foi a que apresentou
os melhores resultados, inclusive em relacdo ao tempo de inducdo. LOVAAS (1991)
ainda observou que o efeito antioxidante esta relacionado ao nimero de grupamentos
amina e, desta forma, a espermina seria mais eficiente que a espermidina e esta mais
que a putrescina. Além disso, a espermina foi capaz de inibir a polimerizacao do éleo e
apresentou maior efeito estabilizante em relagdo ao a-tocoferol e pigmentos
carotendides. Da mesma forma, SILLA-SANTOS (1996) relatou que as poliaminas
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espermina e espermidina inibiram a oxidacdo de acidos graxos polinsaturados e
também correlacionou este efeito ao numero de grupamentos amino.

Em trabalho utilizando éleo polinsaturado, a atividade antioxidante da espermina,
assim como o seu efeito sinergistico com o a-tocoferol foram determinados (OGAWA et
al., 1996). Os autores concluiram que a espermina isoladamente nao produziu efeito
antioxidante, mas apresentou efeito sinergistico com o a-tocoferol, por doar hidrogénio
ao radical tocoferoxila; ao doar este hidrogénio, a amina sequestra um radical peroxila
do lipidio e forma um complexo lipidico que estabiliza a reagao.

Propriedades antioxidantes da espermina foram determinadas por SASAKI et al.
(1996) utilizando tecido espermatico de salmdo. Os autores extrairam a parte
hidrosoluvel deste tecido e avaliaram suas diversas fracées contendo, além da
espermina, também putrescina, hipoxantina, xantina e glutationa, através da atividade
dos compostos reativos ao acido tiobarbiturico. Os resultados apresentados mostraram
que isoladamente ou a combinagao de algumas destas substancias nao apresentaram
o mesmo efeito que a combinacao de todas as substancias juntas. Assim, os autores
concluiram que outro componente nao identificado possa ter causado o maior efeito
antioxidante, entretanto, ndo puderam confirmar a natureza deste composto.

Em aveia (Avena sativa)) BORREL et al. (1997) observaram diminuicdo na
producdo de malonaldeido pela reacdo dos compostos reativos ao acido tiobarbiturico
e inibicao da atividade da lipoxigenase, ap6s imersao das folhas sem epiderme em
solucdo tampéo contendo espermina e espermidina. Tais resultados sustentam a
alegacdo de que a inibicdo da peroxidagdo lipidica pelas poliaminas é um dos
mecanismos responsaveis pelos seus efeitos anti-senescéncia.

OLSEN et al. (1999) adicionaram acidos graxos polinsaturados, a-tocoferol (70
ou 300 mg/Kq) e espermina (0 ou 250 mg/Kg) a dieta de peixes (Salvelinus alpinus L.),
para verificar a composi¢do de acidos graxos na carne destes peixes. A resposta aos
tratamentos foi avaliada pela composicdo de &cidos graxos da carne, além de
avaliacao da peroxidacao lipidica (TBARS) na carne e figado, parametros bioquimicos
séricos e enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).
Foi também determinado o teor de espermina na carne e figado. Os autores verificaram
que nenhum dos tratamentos apresentou influéncia sobre as analises realizadas. Os
autores concluiram que a espermina, por ser naturalmente produzida pelo organismo,
pode ser utilizada como antioxidante em alimentos com vantagens em termos de

eficiéncia e seguranca, por ser uma substancia natural.
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MENDONGCA (2009) também pesquisou a estabilidade oxidativa da espermina
em 6leo de soja, utilizando o equipamento Rancimat®, concluindo que esta amina
apresentou capacidade antioxidante com aumento linear no intervalo de concentracoes
estudadas (0,002 a 0,012 g/100 g) e temperaturas avaliadas (100 e 120 °C).

Assim como 6leos vegetais, as dietas para peixes possuem altas concentracoes
de acidos graxos polinsaturados, pois sdo compostas basicamente por ingredientes
marinhos e, portanto, altamente susceptiveis a oxidacao (HAMRE et al., 2010). Por
isso, € comum a adicao de antioxidantes visando preserva-las durante a estocagem. A
estabilidade oxidativa da espermina foi avaliada quando adicionada a dieta de peixes,
por HAMRE et al. (2010), mas os resultados indicaram que ela ndo apresentou efeito
antioxidante na concentracao utilizada (500 mg/kg), entretanto, esta foi maior do que as
relatadas por outros autores (LAVAAS, 1991 e OLSEN et al., 1999, respectivamente
200 e 250 mg/kg), que preconizaram baixas doses para obtencao de efeito
antioxidante.

TAKLE & MOERKOERE (2008) patentearam o uso de espermina como
antioxidante em alimentos carneos como pescados, aves e bovinos. Os pesquisadores
utilizaram solugdes de espermina em concentragdes variando de 1 a 2000 nmol/L, nas
quais as amostras foram imersas. Foi verificado que além da efetividade como
antioxidante, a espermina previne perdas de liquido durante o descongelamento,
mantendo a textura e também evita alteragbes na coloracdo. Os autores ressaltaram
que a quantidade de espermina adicionada deve ser suficiente para preservar o
alimento, sem que seja percebido sabor ou odor desagradavel.

Adicionada a carne de peixe picada (Trachurus trachurus) a espermina
apresentou pouca atividade antioxidante sobre lipideos e proteinas, em estudo
realizado por EYMARD et al. (2010). Os autores atribuiram este resultado ao fato da
espermina ter sido utilizada em solugdo e sugeriram que a aplicacao de espermina
diretamente sobre o produto poderia apresentar resultados mais satisfatérios.

De acordo com estudos relatados anteriormente, as poliaminas possuem

importante potencial antioxidante, sendo a espermina a mais promissora delas.

1.4 Sintese

A biosintese de aminas (Figura 3) ocorre durante o processo metabdlico normal
em todos os organismos vivos, através da hidrdlise de compostos nitrogenados,

decomposicado térmica ou descarboxilacdo de aminoacidos, sendo esta Ultima, a
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principal via de formacao das aminas biogénicas (SHALABY, 1996; KOMPRDA et al.,
2001). Assim, no alimento, as aminas biogénicas sdo formadas como resultado da
atividade enzimatica de microrganismos descarboxilase positivos sobre aminoéacidos,
em condi¢des favoraveis a atividade destas enzimas (HALASZ et al., 1994; BARDOCZ,
1995).

?DDH
R-—CH-NH, ————® R—CH,—NH, + CO,

Figura 3 - Formacgao de aminas por descarboxilagao de aminoacido.
Fonte: GLORIA (2005).

A sintese de histamina, tiramina, triptamina e cadaverina ocorre Vvia
descarboxilacdo dos respectivos aminoacidos precursores, histidina, tirosina, triptofano
e lisina, respectivamente, por atividade enzimatica (Figura 4) (HALASZ et al., 1994;
KOMPRDA et al., 2001).

[ FENILETILAMINA ] SEROTONINA
T | HISTAMINA l
T | 5-Hidroxitriptofano

Histidina

Tirosina PROTEINAS ———[ Lising |—>| CADAVERINA
TIRAMINA Prolina |

Omitna |+ ([ prunna ]

mi J
Triptofano
l PUTRESCINA 4—[ AGMATINA J

TRIPTAMINA] !
ESPERMIDINA _.[ ESPERMINA J

Figura 4 - Vias metabdlicas para formacao de aminas bioativas.
Fonte: NAGATSU (1991); HALASZ et al. (1994).

Na biosintese de catecolaminas a tirosina € transformada pela tirosina
hidroxilase no hidroxiaminoacido correspondente, 3,4-dihidroxifenilalanina ou dopa, que

€ preferencialmente descarboxilado por aminoacido aromatico descarboxilase,
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formando a dopamina. A dopamina pode ser transformada em norepinefrina por
dopamina-f-hidroxilase e em epinefrina por feniletilamina-N-metiltransferase
(NAGATSU, 1991).

Na sintese da serotonina, o triptofano € inicialmente transformado pela triptofano
hidroxilase no hidroxiaminoacido correspondente 5-hidroxitriptofano, que ¢é
descarboxilado em 5-hidroxitriptofano ou serotonina (NAGATSU, 1991).

A protedlise autolitica ou bacteriana leva a ocorréncia de aminoacidos livres e
estes podem sofrer descarboxilacdo por enzimas provenientes de microrganismos, com
consequente formacdo de aminas bioativas. Entretanto, a produgdo de aminas
biogénicas pode ser influenciada pelo pH, temperatura e presenca de oxigénio (SILLA-
SANTOS, 1996).

De acordo com HALASZ et al. (1994), a reducdo do potencial redox estimula a
producao de histamina. Segundo 0 mesmo autor, a histamina, entretanto, esta presente
nos mastocitos e, portanto, pode ser encontrada em pequenas quantidades nos
musculos, em condicbes fisiolégicas normais. De acordo com SILLA-SANTOS (1996)
guando o meio esta &cido, pH na faixa de 4,0 a 5,5, a concentracdo de ions H* é
prejudicial as bactérias, porém 6timo para a formacado de aminas. Desta forma, as
bactérias desencadeiam um mecanismo de protecdo baseado na descarboxilacdo, a
fim de promover a sintese de aminas para neutralizar o pH (KALAC & GLORIA, 2009).

Acreditava-se que as poliaminas eram produzidas somente in situ, uma vez que
todas as células sdo capazes de sintetiza-las (SMITH, 1985). Porém, HALASZ et al.
(1994) observaram que, em alguns casos, a capacidade das células e 6rgaos de
sintetizarem poliaminas é insuficiente para satisfazer os requerimentos totais. Estudos
mais recentes sugeriram que as poliaminas provenientes de fontes extracelulares séo
também de fundamental importancia para os processos metabélicos (BARDOCZ et al.,
1993; MEDINA et al., 2003; KALAC & KRAUSOVA, 2005). Assim, as trés fontes
formadoras de poliaminas estabelecidas sao: biossintese in situ a partir de
aminoacidos, ingestao direta por meio da dieta, além da sintese e liberacao por
bactérias residentes no trato gastrintestinal (BARDOCZ, 1995).

Os precursores para a sintese de poliaminas sdo os aminoacidos ornitina e
arginina, sendo a putrescina um intermediario obrigatério. A formacao da putrescina em
animais e fungos ocorre via descarboxilagdo da ornitina pela enzima ornitina
descarboxilase. Células bacterianas possuem uma enzima alternativa, a qual
descarboxila a arginina e forma a agmatina. Em vegetais, pode ocorrer a sintese da

putrescina tanto via agmatina quanto via ornitina. Entretanto, uma via adicional
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sugerida para a sintese da putrescina seria a da citrulina (BARDOCZ, 1995; LIMA &
GLORIA, 1999; KOMPRDA et al., 2001).

Para a formacao de espermina e espermidina (Figura 5), um grupo aminopropil
derivado da metionina via S-adenosilmetionina (SAM), € adicionado a putrescina, para
formar espermidina e a esta ultima para formar a espermina. Uma série de reacdes
envolvendo transferases, descarboxilases e sintetases acontecem paralelamente,
dentre elas, espermina e espermidina sintases e SAM descarboxilase (GLORIA, 2005;
KALAC & KRAUSOVA, 2005; KALAC & GLORIA, 2009).

De acordo com HIBASAMI et al. (1980), na sintese de poliaminas em células
eucariotas ha o envolvimento de quatro enzimas (ornitina descarboxilase, S-
adenosilmetionina descarboxilase e duas aminopropiltransferases) sendo a atividade
relativa destas enzimas determinante da proporcdo de cada uma destas aminas nas
células. Além disso, estes autores isolaram de figado de rato duas enzimas que
demonstraram efeitos inibidores no processo de sintese de poliaminas: a
diciclohexilamina e a ciclohexilamina, sendo que a primeira estaria mais envolvida na

inibicao da espermidina.

Citrulina
cDC
Uréia v
Prolina ——» Ornitina < ‘\/ Arginina
N-carbamoil-
putrescina  NH;
oDcC ADC
/ H20 \_

COA NCPAH AlH ACO;
L J Y
Putrescina Agmatina

EpdS | «—— Propilamina
Y \
Espermidina SAM descarboxilada
EpmS | «— Propilamina  ATPs | samDC
¥

Espermina Metionina

Figura 5 - Vias metabdlicas para formacao de espermina e espermidina.
Fonte: GLORIA (2005).
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1.5 Metabolismo e distribuicao das poliaminas no organismo animal

As poliaminas estabelecem ligacbes de hidrogénio e, por esta razdo, sao
soluveis em agua; além disso, podem também se ligar a estruturas de membranas
celulares como os fosfolipidios. Em meio lipofilico, entretanto, as poliaminas
apresentam-se como compostos neutros e sdo facilmente sollveis tanto em meios
aquosos quanto organicos, o que significa que elas podem ser completamente
distribuidas por todo o organismo por mecanismos de difusdo (LOVAAS, 1991;
MOINARD et al., 2005). De acordo com SMITH (1981), em pH fisiolégico as aminas
estdo completamente protonadas e policatibnicas.

Substancias acidas, ao contrario de substancias basicas, sdao rapidamente
absorvidas pelo estdbmago, porque a mucosa gastrica é seletivamente permeéavel a
compostos nao dissociados. Consequentemente, substancias basicas como as aminas
estariam ionizadas no pH acido do estdbmago e nao seriam metabolizadas. Entretanto,
no pH alcalino do duodeno e jejuno ocorre conversdao das aminas para a forma nao
ionizada, facilmente absorvida (GLORIA, 2005).

As poliaminas que chegam ao lumem intestinal provém, principalmente, da dieta.
No intestino, elas sédo rapida e completamente absorvidas, por difusdo simples, no
duodeno e na primeira porcao do jejuno. O processo de difusdo simples depende da
saturacao de poliaminas no meio, da temperatura e nao depende da presenca de sédio
para se ligar a membrana; depois, ha carreadores especificos para atravessar a
bicamada lipidica. Alguns autores acreditam que depende do pH e € melhor quando
este é fisioldgico, porque as aminas estdo carregadas (BARDOCZ et al., 1995;
MILOVIC, 2001).

Dentro dos enterdcitos ocorre a metabolizagdo das poliaminas por enzimas
especificas, antes de alcangar a corrente sanguinea. Parte delas saem do lumen
intestinal por transporte passivo, sendo que parte delas pode ser também utilizada
pelos enterdcitos, para suas funcdes metabdlicas (BARDOCZ et al., 1995; MILOVIC,
2001) (Figura 6).

BARDOCZ (1993) verificou a porcentagem de poliaminas ingeridas que
alcancaram a corrente sanguinea para serem utilizadas pelas células, 1 hora apés a
ingestdo. Houve recuperacao de 72 a 74% de espermina marcada com Cq4, de forma
intacta, 79% de espermidina e 11 a 15% de putrescina. Os autores concluiram que a
espermidina e a espermina sdo as fontes ideais de poliaminas por estarem

prontamente acessiveis as células.
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Figura 6 - Manutencdo de concentragdes intracelulares de poliaminas em células
epiteliais intestinais humanas. As concentracdes intracelulares de poliaminas séo
mantidas pela sintese e pela captacdo de poliaminas enddégenas do lumen intestinal.
Ocorre estimulo pela sintese de poliaminas (estimulo das atividades da ODC e S-
adenosilmethionine descarboxilase - SAMDC), e captacao através da membrana apical
ou basolateral. Entretanto, a maioria das poliaminas lumenais parece ser absorvida
passivamente através da rota paracelular e através da membrana basolateral, ou
ainda, sao metabolizadas antes de alcancar o sistema circulatério.

Fonte: MILOVIC (2001).

Dentro dos enterécitos, as aminas bioativas sdo rapidamente metabolizadas no
organismo por conjugacao ou mediante reacdes de oxidacdo por aminoxidases como
monoaminoxidases (MAQO) e diaminoxidases (DAO), assim como também ocorrem
interconversdes de um tipo de amina para outro (SMITH, 1981). Assim, as poliaminas
sofrem interconvergdes e reacdes de acetilacdo (GLORIA, 2005).

No organismo, a principal via de degradacao das poliaminas é pela desaminacao
oxidativa promovida pela DAO, a qual esta presente na mucosa intestinal, figado e rim.
Esta enzima atua ndo somente nas poliaminas livres, mas também em seus derivados
acetilados. Outra enzima, a PAO (poliaminoxidase) também participa no catabolismo
das poliaminas, entretanto atua, preferencialmente, sobre as poliaminas livres
(GLORIA, 2005).

As aminoxidases podem ser de duas classes, dependendo do co-fator. As
aminoxidases que contém o co-fator cobre na molécula, agem sobre os grupamentos

amino primarios, enquanto as aminoxidases que contém o co-fator FAD agem sobre os
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grupamentos amino secundarios, como é o caso das poliaminoxidases (GLORIA,
2005). As poliaminoxidases sao especificas para metabolizagdo das poliaminas. A
oxidacao de espermidina produz 1-pyrroline, 1,3-diaminopropano, peréxido de
hidrogénio e y-aminobutiraldeido, enquanto a oxidacao da espermina produz 1,3-
aminopropilpirrolina, além de diaminopropano e peroxido de hidrogénio.
Diaminopropano pode gerar B-alanine (SMITH, 1985; GLORIA, 2005).

De acordo com SMITH (1981), durante a oxidacdo de aminas, promovida pelas
aminoxidases ha producao de perdxido de hidrogénio, aldeidos e ambnia (Figura 7).

RCH,NH, + O, + H,0 — H,0,+RCHO +NH; (1)

- +
R-CH,NRR'R"+ %0, — RCHO + NH,R'R"” 2)

Figura 7 - Equaces para a oxidagdo de aminas por aminoxidases na presenca (1) e
auséncia de catalase (2).

Fonte: GLORIA (2005).

O composto y-aminobutiraldeido formado pela oxidacdo da espermidina pode
formar GABA (&cido 4-aminobutirico) e este ser transaminado e resultar em &cido
succinico e entrar no ciclo de Krebs. Esta sequéncia metabdlica completa o ciclo do
carbono e do nitrogénio, reciclando completamente o carbono e nitrogénio das
poliaminas. Isso pode explicar porque as poliaminas podem atuar como fonte de
nitrogénio para as células (GLORIA, 2005) (Figura 8).

HOLTTA (1977) demonstrou que a espermidina é degradada em putrescina e 3-
aminopropionaldeido e espermina em espermidina e 3-aminopropionaldeido. Sendo a
poliaminoxidase uma flavoproteina, localizada nos peroxissomos de células hepéticas,
e promove a oxidagao de poliaminas quando o pH esta em torno de 10.

PEGG et al. (1982) analisaram a biosintese e a interconversao de poliaminas no
organismo de ratos e verificaram que as concentragdes de poliaminas variaram em um
mesmo tecido e atribuiram isso, a acdo inicial de trés enzimas (ornitina descarboxilase,
S-adenosilmetionina descarboxilase e espermidina/espermina N'-acetiltransferase)
envolvidas no processo de descarboxilacdo e acetilagcdo, além da acao posterior das
poliaminoxidases. As acetilases agiram tanto na espermina quanto na espermidina
para formar derivados N'-acetil, os quais foram entdo oxidados por poliaminoxidases

formando espermidina e putrescina, respectivamente. Os autores verificaram ainda que
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a meia vida destas enzimas é curta (menos de 60 min), enquanto a das
poliaminoxidases é de mais de 20 horas.

HoN(CHa),NH,  HoN(CH,)NH(CH,)sNH,  HoN(CH,)sNH(CH,),NH(CH,)sNH,

Putrescina Espermidina Espermina
0O, + H,0 0, + H0
DAO ol - pao | O2*MeO
H202 NH;, [ H0, _:: H20,
- -h-h"""-._,_\_ — —
CH—CH, i T e "™ GH—CH
7 H,N(CH,).NH, y :
\ 1,3-diaminopropano HQNI:CH?)EN\
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H.N(CH,),COOH
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HzN(CH);COOH
Acido 4-aminobutirico (GABA)
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Semialdeido succinico Succinato

Figura 8 - Metabolismo de putrescina, espermidina e espermina.
Fonte: GLORIA (2005).

HOSOMI et al. (1986) avaliaram a distribuicdo de poliaminas em diversos
segmentos (duodeno, jejuno, ileo, ceco e colon) da mucosa intestinal de ratos sadios, e
observaram que houve predominancia de espermidina (460 nmol/10 cm) em todos
eles, seguida por espermina (290 nmol/10 cm), putrescina (832 nmol/10 cm) e
cadaverina (8 nmol/10 cm), sendo que as maiores concentracbes foram encontradas
sempre no ceco.

E provavel que exista no organismo um local de armazenamento de poliaminas
do qual sao liberadas, quando necessario, por processos regulados por hormdnios e
fatores de crescimento (BARDOCZ et al., 1992; 1995). Assim, estudos realizados por
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BARDOCZ et al. (1990; 1992) sugeriram que o musculo e a pele podem ser
importantes locais de armazenamento de poliaminas.

Em um deles, BARDOCZ et al. (1990) verificaram que apés 1 h de incorporagéo
de putrescina marcada com 'C via intubagdo em ratos, apenas 29 a 39% da atividade
foi encontrada como poliamina e 11 a 15% como putrescina. De acordo com o0s
autores, esta intensa quebra de putrescina em metabdlitos ndo poliaminicos ocorreu,
provavelmente, devido a agdo da diaminoxidase, que é uma das enzimas mais
abundantes no tecido intestinal. Entretanto, espermina e espermidina marcadas foram
altamente conservadas, tendo sido recuperadas, na forma original, 87 a 96% da
espermidina e 79 a 82%, da espermina.

Em outro estudo, BARDOCZ et al. (1992), injetaram, por via intraperitoneal
espermidina marcada com '*C em ratos Hooded-Lister divididos em trés grupos
segundo a composicao da dieta: (a) controle, (b) acrescida de clenbuterol, agonista f3-
adrenoreceptor que induz hipertrofia do masculo esquelético, e (c) acrescida de feijao,
ou seja, de lectina, que induz crescimento hiperplasico no intestino. Apds o sacrificio
destes animais, observou-se que, em condicées normais, a espermidina estava
distribuida em varios érgaos, com acumulo no musculo (Tabela 3). Nas demais dietas,
com clenbuterol e com feijao, foram observados um maior acumulo de espermidina no
musculo e no intestino, respectivamente, devido a necessidade de altas concentracoes

desta amina para o desenvolvimento do tecido.

Tabela 3 - Distribuicdo de espermidina marcada com '*C administrada por dia, em
diferentes 6rgaos de ratos submetidos a dietas diversas

Orgao Percentual de espermidina no 6rgao / dieta
Controle Feijao Clenbuterol

Musculo esquelético 11 5 32

Trato digestivo 8 22 9

Figado 8 10 10

Rim 6 7 5

Pancreas 2 3 1

Fonte: BARDOCZ et al. (1992).

Baseado nestes resultados, espermidina e espermina foram consideradas as
fontes ideais de poliaminas uma vez que sdo bem conservadas para posterior
utilizagdo pelo organismo. Além disso, este estudo demonstrou que a putrescina néo
atuou como fator de crescimento, mas apenas como precursora de poliaminas.
Entretanto, verifica-se que a absorcdo das poliaminas no intestino € dependente das
enzimas catabdélicas presentes nos enterdcitos (BARDOCZ et al., 1992).
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1.6 Aspectos toxicoldgicos

Embora as aminas sejam constituintes normais de muitos alimentos e
desempenhem funcdes fisioldgicas essenciais, podem se tornar um perigo a saude,
podendo causar intoxicacdo se consumidas em grandes quantidades, se as enzimas
metabolizadoras estao inibidas, se efeitos sinérgicos ou potencializadores ocorrem, ou
se houver deficiéncia genética para o seu catabolismo (LIMA & GLORIA, 1999).

A mais frequente intoxicacdo causada por aminas biogénicas em alimentos
envolve a histamina (peixes), seguida pela tiramina (queijos) (CINQUINA et al., 2004;
LANDETE et al., 2008). A intoxicagao histaminica resulta da ingestao de alimentos que
contém altos teores de histamina. Os principais sintomas sao erupgbes na pele,
nauseas, dor de cabeca, palpitacbes, vémitos, dores abdominais, disturbios
respiratérios e taquicardia, sendo que seu efeito pode ser potencializado pela presenca
concomitante de tiramina, putrescina, cadaverina, espermina, espermidina, dentre
outras aminas (LIMA & GLORIA, 1999; GLORIA, 2005, KALAC & GLORIA, 2009).

A temperatura de estocagem é um importante fator que pode afetar o conteudo
de aminas bioativas no alimento, devido a inibicdo ou ativagdo no crescimento de
microrganismos, principalmente aqueles que descarboxilam aminoacidos, sendo que o
perfil e teores de aminas bioativas pode ser utilizado como indice de qualidade
(HALASZ et al., 1994).

As poliaminas espermidina e espermina, quando administradas por via oral, em
altas concentracbes em animais de laborat6rio, podem causar paralisia muscular,
sedacao, hipotermia, hiperglicemia, convulsées (COUTTS et al., 1986), redugao da
pressao sanguinea e tremores musculares (TIL et al., 1997).

TIL et al. (1997) avaliaram a toxicidade de algumas aminas em ratos e
verificaram que a DL50 para espermina é de 600 mg/kg/dia, por via oral. Entretanto, na
concentracdao de 19 mg/kg de peso vivo/dia foi verificada auséncia de toxicidade. A
espermina isoladamente possui toxicidade renal, podendo causar desequilibrios no
processo de coagulagédo, degeneracao do miocardio, além de alteracdes na pulsagéo e
respiracdao quando administrada em doses superiores a 180 mg/kg.

1.7 Extracao, separacao e quantificacao de aminas bioativas

A determinacdo de aminas bioativas é feita através das etapas de extracao,

purificacdo, separacdo e quantificacdo. A natureza da amostra, a presenca de
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compostos interferentes e a ocorréncia de varias aminas simultaneamente na mesma
aliqguota sédo problemas tipicos encontrados na analise de aminas bioativas em
alimentos (SHALABY, 1996). Ndo € uma técnica simples, pois estas substancias
possuem estruturas quimicas distintas e estdo presentes em faixas de concentracao
variaveis, as vezes muito baixas, em uma matriz complexa. Técnicas cromatograficas,
especialmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo as mais utilizadas, uma
vez que fornecem alta resolucdo, sensibilidade e versatilidade, e o tratamento da
amostra é simples (LAVIZZARI et al., 2006).

1.7.1 Métodos de extracao

A etapa de extracao é considerada critica e sua eficiéncia depende do tipo e da
natureza das aminas presentes, do solvente utilizado e do alimento analisado (TAMIN
et al., 2002). Diversos métodos sado descritos na literatura. Destes, a extracdo com
acido é a mais utilizada. Como acidos extratores citam-se o acido perclérico (HCIO,)
(Yamamoto et al., 1982), o &cido cloridrico (HCI) e o &cido tricloroacético (TCA), os
quais permitem a extracdo de aminas ligadas a diversos componentes da matriz
(CHANG et al., 1985; SANTOS et al., 2003).

PECHANEK et al. (1980) avaliaram a extracdo de aminas bioativas de diversos
tipos de carnes e produtos carneos bovino e suino, utilizando diferentes &cidos e
observaram que TCA foi o melhor acido para extracdo de histamina, putrescina e
cadaverina, enquanto HCI foi mais eficiente para histamina e o acido perclérico
apresentou melhores resultados para espermina. Os autores concluiram que a
extracdo com TCA foi mais eficiente para um maior numero de aminas, além de
apresentar maior facilidade e rapidez no método e ser de manipulagédo mais segura.

ZEE et al. (1983) em trabalho semelhante ao de PECHANEK et al. (1980),
observaram que o TCA foi o melhor extrator para espermina, enquanto TCA e acido
perclérico promoveram melhor extragdo de histamina e tiramina e o HCI extraiu melhor
a putrescina e a cadaverina.

Por serem hidrossollveis, as aminas bioativas também podem ser extraidas com
agua a temperatura ambiente ou aquecida. Outros solventes como etanol, metanol,
acetona, acetonitrila ou diclorometano também podem ser utilizados (WANG, 1972;
MORET & CONTE, 1996).

As resinas de troca ibnica ou cationica, as de particdo com butanol ou éter etilico
podem ser utilizadas para purificacdo antes da separacdo, quando ha presenca de
interferentes (COUTTS et al., 1986).
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1.7.2 Métodos de separacao e quantificacao

Os métodos cromatograficos sdo os mais utilizados para a separagcao e
quantificacdo de aminas bioativas, dentre eles cromatografia em papel, em camada
delgada (CCD), de troca ibnica, gasosa (CQ) e liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo
que a CCD e a CLAE sao as mais empregadas (YAMAMOTO et al., 1982; COUTTS et
al., 1986; HAKKINEN et al., 2007). Também sdo descritos na literatura métodos
utilizando técnicas de eletroforese e imunoensaio (STAHL, 1969; GONG & HAUSER,
2006; HAKKINEN et al., 2007).

Até o inicio da década de 80 a CCD era a mais utilizada para a separacao de
aminas, sendo substituida a partir de entdo pela CLAE com vantagens em termos de
sensibilidade e especificidade (SLOCUM et al., 1989). A CCD consiste na identificacao
da amina em funcao da distancia percorrida pela amostra, comparada com a distancia
percorrida pelo padrao. Esta distancia percorrida é medida do local de aplicacéao até o
local onde ha uma mancha produzida pela revelagdo da amostra. A quantificagdo é
feita pela intensidade da coloracdo da mancha produzida. Isto é realizado por meio da
determinacdo da area da mancha, por densitdmetro ou cortando-se a mancha,
extraindo as aminas com solventes e fazendo a leitura em espectrofotbmetro ou
espectrofluorimetro  apés centrifugacdo (DOMINGUEZ, 1975; SEILER, 1986;
GRINBERG, 1990). A maior dificuldade nesta técnica € a eluicdo dos aminodcidos
juntamente com as aminas, tornando as separagdes demoradas e dificeis
(DOMINGUEZ, 1975; SEILER, 1986; GRINBERG, 1990).

Geralmente para a separacdo de aminas biotivas, as placas de CCD sao
impregnadas com silica gel (ABE & SAMEJIMA, 1975). Entretanto, compostos polares
podem ser separados utilizando-se sulfato de calcio. KHAN (2006) propds a utilizacao
de placas confeccionadas com sulfato de célcio ao invés de silica com vantagens em
termos de resolucao e separagao, por promover melhor separacao de aminas alifaticas
nao dansiladas, facilitando a etapa de preparo das amostras, além de reduzir o tempo
de andlise.

Outras substancias utilizadas como fase estacionaria para separagcao de aminas
sdo a celulose (HAMMOND & HERBST, 1968) e o 6xido de aluminio (DOMINGUEZ,
1975; COLLINS et al., 2006).

Diversos trabalhos relataram a separagcdo de aminas biotivas por CCD,
entretanto, a separacdo das poliaminas espermidina e espermina nem sempre é
conseguida devido a semelhanga entre as moléculas. ABE & SAMEJIMA (1975)
promoveram a separacao de espermidina e espermina por CCD utilizando placas de
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silica gel e solugcéao de alcool butilico, acido acético e piridina, como fase mével. Com
este método, os autores conseguiram a separacao de 17 aminas, sendo que os fatores
de retencao para espermidina e espermina foram de 0,18 e 0,36, respectivamente, e 0s
aminoacidos eluiram apés a separacao de todas as aminas.

Depois da separacdo nas placas, as aminas devem ser reveladas para que
possam ser analisados os fatores de retencdo de cada substancia. Como reveladores
podem ser utilizados a fluorescamina (ABE & SAMEJIMA, 1975); a 2,6-dicloroquinona;
a 4-cloroimida (ROSS, 1968); o iodo (RANDERATH, 1969); a a-naftilamina
(RANDERATH, 1969), sendo a ninidrina o reagente mais comum (HAMMOND &
HERBST, 1968; RANDERATH, 1969; STAHL, 1969; GRINBERG, 1990).

WETTLAUFER & WEINSTEIN (1988) afirmaram que a separacéao de poliaminas
por CCD é eficiente, entretanto, a quantificacao & laboriosa porque requer a remogao
da silica das placas, dependendo do método utilizado.

A CLAE e a CG tem a vantagem de, em um mesmo equipamento, realizar a
separacdo e a quantificagdo, com rapidez e sensibilidade (VALE & GLORIA, 1997;
LIMA, 1999), sendo a CLAE por fase reversa, a mais adequada para a analise de
aminas em alimentos (MORET & CONTE, 1996). A utilizagado de um contra-ion como o
sal sodico dos acidos hexanosulfénico, heptanosulfénico ou octanosulfénico na fase
mével utilizada na CLAE de fase reversa, melhora a separacdo das aminas, devido a
neutralizacdo destas e aumento do tempo de retengcdo na fase estacionaria. A
desvantagem desta técnica é a mistura de solventes organico e aquoso na mesma fase
mével, 0 que exige seu preparo constante para garantir estabilidade no momento da
utilizacéo, que pode ser por sistema isocratico ou gradiente (LIMA, 1999).

Para que possam ser determinadas por cromatografia utilizando deteccéao por
ultravioleta tradicional ou fluorescéncia, as aminas devem passar por processos de
derivagdo, no entanto, ha relato de trabalhos que citam a determinacdo de aminas nao
derivadas (GONG & HAUSER, 2006; KHAN, 2006; HAKKINEN et al., 2007).

1.7.2.1 Derivacao

A derivacado consiste em formar compostos que apresentem absorcdo no
ultravioleta natural ou fluorescéncia, aumentando a sensibilidade do método; é
realizada também, quando uma substancia apresenta 0 mesmo comprimento de onda
de um interferente. Um dos principais métodos de derivacao de aminas € a dansilacao,
que consiste na adicdo de cloreto de dansila (5-[dimetilamino]-naftaleno-1-
sulfonilcloridrico) a amostra, promovendo a transformacao das aminas em compostos
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fluorescentes, permitindo sua deteccdo no UV, no comprimento de onda de 365 nm
(STAHL, 1969; GRINBERG, 1990; HAKKINEN et al., 2007) e por fluorescéncia. Outros
reagentes derivantes sao o cloroformato de etila (YAMAMOTO et al., 1982) e 2,4-
dinitrofluorobenzeno (MORUZZI| & CALDARERA, 1964; WANG, 1972) e o o-ftalaldeido
(VALE & GLORIA, 1997; DALGAARD et al., 2006; LAVIZZARI et al., 2006).

Utilizando CCD ha relatos de diversos trabalhos que realizaram a separacao de
poliaminas dansiladas para reduzir a formacao de caudas, entretanto, além de ser um
método dispendioso, os compostos dansilados sdo modificados pela acdo da luz,
temperatura, pH e polaridade do solvente (NAHUM & HORVATH, 1981; WETTLAUFER
& WEINSTEIN, 1988; KHAN, 2006). Além disso, o cloreto de dansila reage nao
apenas com as aminas, mas com compostos fenélicos e alguns alcodis e agucares e
estes derivados podem mascarar ou interferir com a separacdo de aminas dansiladas
(SEILER & DECKARDT, 1975).

A CCD néao detecta a agmatina, quando é utilizado o cloreto de dansila como
derivante, pois este ndo reage com a funcdo guanidino da agmatina e, portanto, seus
derivados dansilados exibem pouca mobilidade nas placas de silica gel eluidas com
solventes nao-polares utilizados para a separagcdao de aminas dansiladas (SEILER,
1971; WETTLAUFER & WEINSTEIN, 1988).

Apesar da ampla utilizagcdo, ha relato da ocorréncia de degradacdo de
poliaminas apds a reagao de dansilagdo. RUSTENBECK et al. (1995) verificaram
perdas na concentracdo de poliaminas quando em concentragdes de 1 a 20 pmol,
devido a reacado destas com a silica, apds tempo de contato prolongado. O principal
problema da derivacao, entretanto, € o aumento no tempo de analise e a possibilidade
de se obter resultados imprecisos devido a reacdo incompleta ou a instabilidade da
reacdo (HAKKINEN et al., 2007).

No caso da cromatografia utilizando coluna a derivacao pode ser feita antes da
amostra entrar na coluna, ou seja antes da separagcado, ou apds a saida da coluna
(HAKKINEN et al., 2007). Como agentes derivantes sdo também utilizados ninidrina, 2-
naftaleno, cloreto de benzoila, o-ftaldialdeido, dentre outros (WETTLAUFER &
WEINSTEIN, 1988). O uso do o-ftaldialdeido tem como vantagem a maior seletividade
e sensibilidade, embora tenha menor estabilidade (VALE & GLORIA, 1997).

Para a reacdo com o o-ftaldialdeido é recomendada a derivagdo apés a
separacao, pois o tempo entre a formacao do complexo e sua deteccao é curto. Além
disso, a reacao pos-coluna requer menor tratamento da amostra e menor tempo de
analise (IZQUIERDO-PULIDO et al., 1993). Segundo GLORIA & DAESCHEL (1995), a
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derivacdo pds-coluna com o-ftaldialdeido seguida por deteccao fluorimétrica € mais

sensivel, seletivo e simples, exigindo menor quantidade e preparo da amostra.
2 Oxidacao

A oxidacgao pode ser definida como o processo no qual o oxigénio & adicionado,
ou o hidrogénio ou elétrons sdo removidos do componente oxidado por um oxidante,
geralmente provocando efeitos indesejaveis (ARAUJO, 2004). Assim, estudos tém sido
realizados com o objetivo de encontrar alternativas para retardar o processo de
oxidacao, causado pelas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que provoca danos
irreversiveis as células. No organismo vivo a oxidagé&o causa o envelhecimento celular
precoce e aumenta a incidéncia de algumas doencas. Sob o aspecto alimentar a
oxidagao promove a deterioracdo dos alimentos como carnes e produtos carneos,
reduzindo a qualidade nutricional e o periodo de armazenamento. Por isso, o
conhecimento e a compreensao dos mecanismos das reacdes de oxidacao e as formas
de controle sdao de suma importancia para a industria (FENNEMA, 1996; FARACI &
DIDON, 2004; VENTANAS et al., 2006).

2.1 Compostos produzidos durante a oxidacao

Do oxigénio molecular absorvido pelos organismos aerdbios, 95 a 98% é
reduzido formando agua na cadeia respiratéria, através do transporte de elétrons na
mitocéndria. O restante é reduzido univalentemente, em um processo em que uma
molécula recebe apenas um elétron, o qual ira ocupar um dos orbitais externos, ao
mesmo tempo em que o outro continua desemparelhado, consequentemente,
produzindo intermediarios altamente reativos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).

Os termos agente oxidante, radical livre, espécie radicalar, espécie ativada e
espécie reativa sao frequentemente utilizados para designar, de forma genérica as
espécies reativas de oxigénio (ERO) de importancia bioldgica. Entretanto, nem sempre
sdo usados adequadamente, uma vez que apresentam diferentes caracteristicas
quimicas. Radical pode ser compreeendido, sob o ponto de vista quimico, como um
grupo de atomos que se comporta como uma unidade (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
1986). As espécies reativas de oxigénio ocorrem como parte normal do metabolismo
celular ou por exposicao a fatores ambientais.
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Na formacdo das espécies reativas de oxigénio, o oxigénio, devido a sua
configuragéo eletrénica, tende a receber um elétron de cada vez, formando compostos
intermediarios altamente reativos como radical superéxido, peréxido de hidrogénio e

radical hidroxila (Figura 9).

e- + H+ e- + H+

0, —%p 0O =720 o H,0, > OH =*H*y H,0
H,0

Figura 9 - Formacao das espécies reativas de oxigénio.
Fonte: OXIDACAO... (s.d.).

O radical superéxido, representado por O," ou O™ é formado apds a primeira
reducado do oxigénio molecular (O,), ocorre em quase todas as células aerdbicas e é
produzido durante a ativacdo maxima de neutréfilos, monécitos, macréfagos e
eosindfilos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990),
produzindo lesdo biolégica secundaria. Radicais livres como 0s anions superéxidos sao
produzidos durante a respiragdo celular e por uma variedade de enzimas, incluindo
xantina oxidase, ciclooxigenase e NADPH oxidase. Esta dltima, uma enzima que se
encontra ligada a membrana das células, € a principal fonte de geracao dos radicais
superoxidos que possuem alta capacidade oxidante pela reacédo de Fenton, formando o
radical hidroxila, o qual € muito reativo. Os superoxidos promovem oxidacao em lipides,
proteinas e DNA (ARAUJO, 2004; FENG & ARRIAGA, 2008).

O peroxido de hidrogénio (H.O.), apesar de ndo ser um radical livre, pela
auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, é um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, por participar da reacdo que produz o radical hidroxila. Além
disso, tem vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a
membrana eritrocitaria e com proteinas, sendo altamente téxico para as células
(ARAUJO, 2004).

O radical hidroxila (OH’), considerado a espécie do oxigénio, mais reativa em
sistemas biol6gicos pode promover mutacdo do DNA, inativar proteinas (enzimas e
membrana celular) e iniciar a oxidacdo dos acidos graxos polinsaturados das
membranas celulares (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1986).

O radical hidroperoxila (HO.) representa a forma protonada do radical

superoxido, ou seja, possui o préton hidrogénio. Existem evidéncias de que o
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hidroperoxila & mais reativo que o superéxido, por sua maior facilidade em iniciar a
destruicdo de membranas biolégicas (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 2007).

O oxigénio molecular, no estado fundamental, possui dois elétrons com spins
paralelos ocupando dois orbitais p de mesma energia, chamados de degenerados,
caracterizando, portanto, um estado triplete (*0,). Consequentemente, a redugao direta
do oxigénio por dois elétrons é proibida pela regra de conservacao do spin. Uma forma
mais reativa do oxigénio, conhecida como oxigénio singlete, pode ser gerada por um
acréscimo de energia. Nela, a restricao da regra de conservacao do spin é removida.
Sendo assim, o oxigénio singlete € muito mais oxidante que o oxigénio molecular no
seu estado fundamental (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Portanto, o oxigénio
singlete ('O,) é a forma excitada de oxigénio molecular e ndo possui elétrons
desemparelhados em sua ultima camada (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). O
oxigénio triplete é um di-radical com dois elétrons paralelos separados em orbitais e
constitui 21% do ar. O %0, reage com elementos e fons, formando 6xidos, mas n&do
com compostos organicos. No entanto, reage facilmente com radicais livres (ARAUJO,
2004).

Para inibir ou retardar a formacdo dos produtos da oxidacdo podem ser
utilizados antioxidantes. Antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem o
processo de oxidacdo, quando presentes em baixa concentragdo, comparada a do
substrato oxidavel, e diminuem significativamente a velocidade da reacdo ou
prolongam o periodo de inducdo. Os principais mecanismos de acdo de compostos
antioxidantes incluem a captacao de radicais e supressao de estados excitados, além
de sistemas cataliticos que neutralizam ou eliminam espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e a ligagao de ions metalicos a proteinas, o que os torna indisponiveis para a
producéo de espécies oxidantes (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2004).

2.2 Importancia do ion ferro na formacao das espécies reativas de
oxigénio

O estudo sobre os mecanismos de lesdo oxidativa tem, progressivamente,
confirmado a acao catalitica dos metais nas reagdes que levam a estas lesdes. O papel
dos metais na formagéo in vitro das espécies reativas de oxigénio é confirmado pelas

reacoes de Fenton e de Haber-Weiss. Embora o cobre possa também catalisar a
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reacao de Haber-Weiss, o ferro é o metal pesado mais abundante no organismo e esta
biologicamente mais capacitado para catalisar as rea¢gdes de oxidacao de biomoléculas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990; FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Como pode
ser observado a seguir, nas reacdes de Fenton e de Haber-Weiss sdo formadas
diferentes espécies reativas (Figura 10).

Reacao de Fenton: Reacao de Haber-Weiss:

Fe™ + Oy < -> Fe™ + O, Fe™ + 0, < ->Fe™ + O,

20,7 + 2H" ————> O, + H,0O2 Fe™ + H, O, ——— > Fe™ + OH + OH’
Fe™ + H, O, ——— > Fe™ + OH + OH’ O, + H, O ————> O, + OH + OH'

Figura 10 — Produtos de formacéo das reacdes de Fenton e Haber-Weiss.
Fonte: HALLIWELL & GUTTERIDGE (1990); FERREIRA & MATSUBARA (1997)

Lesbes teciduais associadas a sangramentos podem liberar hemoglobina e ferro,
favorecendo reagdes oxirredutoras, como nos tumores e na artrite reumatoide, quando
o ferro é liberado da hemoglobina apés microssangramentos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1990; FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

2.3 Oxidacao lipidica

A oxidacao dos acidos graxos insaturados ocorre por diferentes vias em funcao
do meio e dos catalisadores, por meio de mecanismos quimicos, como a fotoxidagéo e
a autoxidagdo (SILVA et al., 1999). Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a
acao das espécies reativas de oxigénio, porém a membrana é um dos mais atingidos
em decorréncia da peroxidagao lipidica, que acarreta alteragdes na sua estrutura e
permeabilidade (MELLO FILHO et al.,, 1983). Consequentemente, ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberacdo do conteudo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacao de produtos citotéxicos (como o malonaldeido),
culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989).

2.3.1 Autoxidacao
A autoxidacao € uma reacao de baixa energia de ativacao, bastante complexa,
que abrange um grande numero de reacbes interrelacionadas, nado sendo

significantemente inibida pela diminuicdo da temperatura de armazenamento. A reacao
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envolve a formacdo de radicais livres e pode ocorrer na auséncia de luz (ARAUJO,
2004).

O mecanismo de autoxidacao dos lipideos ocorre em trés fases. A primeira fase,
denominada iniciacdo, comega lentamente e corresponde ao “periodo de inducao” da
reacdo. E o tempo necessario para se atingir um ponto critico, com aceleragdo brusca
da velocidade do processo oxidativo. Neste estagio hd o inicio do consumo dos
substratos de oxidacdo tais como o oxigénio e, em quantidades muito menores, 0s
lipidios insaturados (ARAUJO, 2004).

A iniciacdo, representada na reacao (1) é caracterizada pela formacao de
radicais (R") das moléculas de lipideos (RH). A reacéo inicial ocorre pela remocéao do
atomo de hidrogénio do grupo metileno (-CH=CH- — -CH=C"), a partir de iniciadores
(X"), como os radicais alquila, alcoxila, hidroxila, peréxido, além de hidroperéxido e
clivagens térmicas e fotoquimicas (ARAUJO, 2004).

X"+ RH — R’ + XH (1)

Terminado o periodo de iniciacdo segue a chamada “fase acelerada”,
denominada propagacdo (FENNEMA, 1996). Nesta fase, ocorre o aparecimento dos
produtos primarios de oxidacdo, como os perdxidos (ROQO’) e os hidroperéxidos
(ROOH), cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes, com
formacao de radicais livres e, consequentemente, radicais peréxidos, podendo agir
como centros iniciadores para a propagacao de futuras reagdes e liberacdo de outros
milhares de radicais livres, representados nas reacoes (2) e (3). Os perdxidos séo,
portanto, produtos intermediarios instaveis, sobretudo em temperaturas elevadas ou na
presenca de metais de transicdo, além disso, podem decompor-se em produtos
secundarios como 4acidos, aldeidos, alcoois, cetonas, epodxidos, etc, apresentando
efeitos deletérios similares. Sdo inodoros e incolores e oxidam o Fe?* a Fe**
(KOLAKOWSKA, 2003; ARAUJO, 2004; PEGG & SHAHIDI, 2005).

R+ O, — ROO' 2)
ROO" + RH — ROOH + R’ (3)

Desta forma, inicialmente ha uma alta concentracao de perdxidos que, em um
dado momento, se reduz devido a instabilidade da molécula. Por outro lado, a
concentracdo de aldeidos, apesar de aumentar mais lentamente, ndo se reduz,
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atingindo concentracdes elevadas ao final do processo de oxidacao, que é a terceira
fase (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2004).

A terceira fase, denominada término (reacdes 4, 5 e 6), portanto, é caracterizada
pelo aparecimento dos compostos secundarios inativos obtidos por cisdo e rearranjo
dos peréxidos, cuja natureza e proporcdo dependem de diversos parametros
(FENNEMA, 1996; PEGG & SHAHIDI, 2005). Nesta fase os radicais reagem entre si
formando um produto ndo radical. As reacbes também podem terminar quando um dos
radicais reage com um antioxidante, removendo um hidrogénio e formando um radical
inerte do antioxidante (GORDON, 2001).

ROO’ + ROO" — ROOR + O (4)
ROO" + R" — ROOR (5)
R +R — RR (6)

Desta forma, a oxidacdo cessa quando todo o oxigénio estiver esgotado ou
houver formacdo de compostos inativos. Estes compostos gerados nao sao
degradados e progressivamente acumulam nos alimentos, ocasionando entdo, forte
reducdo da palatabilidade, caracterizada pelo sabor e odor desagradaveis
caracteristicos da oxidacao (FENNEMA, 1996; PEGG & SHAHIDI, 2005).

2.3.2 Fotoxidacao

A fotoxidacdo é um mecanismo alternativo a formacdo de radicais livres. A
presenca de fotossensores nos tecidos animal e vegetal, como a mioglobina,
hemoglobina, riboflavina e clorofila, na presenca de luz e oxigénio, da inicio ao
processo de transferéncia de energia para a formagao de peréxido (FENNEMA, 1996;
GORDON, 2001).

Os fotossensores absorvem luz na regido visivel e/ou préximo do ultravioleta,
tornando-se eletronicamente excitados, passando do estado singlete ('Sensores) para
triplete (®Sensores*), pela absorcdo da energia do foéton (Av). Nessa situacdo,
transferem energia para o oxigénio triplete (?0s), que resulta na excitagdo da molécula
do oxigénio para o estado singlete ('O, *), conforme indicado nas reacées (7) e (8). O
oxigénio singlete reage com duplas ligacées por adicdo formando o hidroperdxido,
representado na reacdo (9) (ARAUJO, 2004).
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'Sensores + Av — ®Sensores* (7)
3Sensores* + 20, — '0,* + 'Sensores (8)
'0,* + RH — ROOH (9)

Diferente da autoxidagdo, a fotoxidacdao ndo envolve a formacdo de radicais
livres, independe da pressao de oxigénio, e ndo apresenta periodo de indugédo. Os
hidroperoxidos sao diferentes dos formados na autoxidacdo e, por degradacgao,
originam aldeidos, alcoois, e hidrocarbonetos (SILVA et al., 1999; ARAUJO, 2004).

De acordo com GORDON (2001), a fotoxidacao pela excitacao de lipideos, na
presenga de riboflavina, é caracterizada pela transferéncia de um elétron por um atomo
de hidrogénio entre um sensor triplete excitado e um substrato, produzindo radicais e

continuando como na autoxidacao.

2.4 Oxidacao proteica

A modificagdo de proteinas pode ser induzida pelas espécies reativas de
oxigénio, por cations metalicos (Fe?*, Cu*), por peréxidos lipidicos, por oxidorredutases,
dentre outros. Todos os aminoacidos sao susceptiveis a oxidacao, principalmente os
aromaticos, que sao os alvos preferidos de ataque. Existem, portanto, muitos
mecanismos para oxidacdo de proteinas e, ao mesmo tempo, muitas substancias
passiveis de tal modificacdo (SCHACTER, 2000). A oxidacao direta de lisina, arginina,
prolina e treonina fornece derivados carbonilicos (Figura 11). Além disso, grupos
carbonila podem ser introduzidos em proteinas via reacao com aldeidos derivados da
peroxidacao lipidica ou gerados a partir da reacao de reducao de acucar (p.ex., glicose)
ou produtos de sua oxidacdo com residuos de lisina (reagdes de glicacdo e de
glicoxidacdo formando carboximetil-lisina) (BERLETT & STADTMAN, 1997;
SCHACTER, 2000). A glicacdo é um processo nao enzimatico a que estao sujeitas
todas as proteinas e consiste de 2 etapas: a glicose e o grupo amino de lisina reagem e
formam frutose-lisina (FL); FL sofre desidratacédo, rearranjo e ciclizagdo, seguida de
reacdo que forma os AGEs ("Advanced Glycation end products"), denominada reacao
de Maillard (MCCALL & BALZ, 1999).

Os radicais livres formados apdés a oxidacdo dos lipideos reagem com as
proteinas, formando radicais lipideo-proteina. Estes radicais livres conjugados podem
sofrer polimerizacdo com ligacbes cruzadas de proteinas. Os compostos carbonila

formados (aldeidos e cetonas) apds a peroxidacao lipidica reagem com grupos amino
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de proteinas (via reagao carbonila-amina) e formam base de Schiff, promovendo a
formagéo de ligacdes cruzadas e proteinas poliméricas, produzindo efeito deletério no
seu valor nutricional. Os residuos de aminoacidos mais susceptiveis a oxidagdo sao 0s
aromaticos, metionina, cisteina/cistina, triptofano, histidina e tirosina em menores
proporcoes (FENNEMA, 1996; FENG & ARRIAGA, 2008).
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Figura 11 — Processo de formacao de grupos carbonila, por oxidacao de aminoacidos.
Fonte: VASCONCELOS et al. (2007).

FENG & ARRIAGA (2008) sugeriram dois principais mecanismos de geragao
de carbonila protéica: a partir de metal catalitico (cobre e ferro) e através da reacao
de cadeias laterais de aminoacidos com produtos de oxidacao lipidica, assim como
com agucares redutores ou seus produtos.

KJAERSGARD et al. (2006) avaliaram os teores de proteina carbonilada apés o
armazenamento de filés de truta congelados, durante dois anos a -20 e -80 °C, devido
a perda de solubilidade protéica neste periodo. Verificou-se que a -80 °C néo houve
alteracao, mas a -20 °C ocorreu aumento no conteldo de proteina carbonilada o que
induziu alteragdes na solubilidade protéica. Os autores sugerem que ha proteinas que
sdo mais susceptiveis a oxidagcdo que outras, devido a sua localizacdo celular,
sequéncia de aminoacidos e fungéo bioquimica.

Além do efeito deletério no valor nutricional, a oxidacdo de proteinas esta
relacionada aos processos de envelhecimento e de desenvolvimento de desordens
neurodegenerativas. Uma vez oxidadas, as proteinas tornam-se alvos de degradacao
por proteases endbégenas. Este processo proteolitico diminui o acumulo de proteinas
sem fungéo bioquimica adequada (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).
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2.5 Oxidacao em carnes e produtos carneos

Estudos tém sido realizados com o objetivo de encontrar alternativas para
retardar o processo de oxidagdo em carnes e produtos carneos, tanto durante as fases
de processamento e armazenamento, quanto logo apds o abate dos animais, momento
em que se inicia a oxidagado devido a interrupcdo do sistema antioxidante natural
(BUCKLEY et al., 1995; HOUBEN et al., 1998).

Considerando-se os componentes quimicos dos alimentos, os lipidios sdo os
mais propensos a oxidacdo devido a presenca de elétrons altamente instaveis
proximos as ligagées duplas da molécula. A oxidagao lipidica é a primeira causa de
ranco durante o tempo de estocagem de carnes e produtos carneos e esta intimamente
relacionada a presenga de &acidos graxos polinsaturados. Desta forma, oxida-se
inicialmente o lipidio com maior quantidade de acidos graxos insaturados, em virtude
da presenca de duplas ligagdes (FENNEMA, 1996; ARAUJO, 2004; PEGG & SHAHIDI,
2005).

Durante o processamento de produtos carneos, varios compostos oxidantes sao
produzidos, incluindo radicais livres. Estes podem formar-se durante a oxidacao lipidica
e protéica, irradiacao e fotoxidacdo de compostos como riboflavina (FENNEMA, 1996;
MERCIER et al., 1998; KJAERSGARD et al., 2006; VENTANAS et al., 2006). Assim,
além da presenca de acidos graxos polinsaturados, os fenbmenos de oxidagao dos
lipidios dependem de mecanismos reacionais diversos e extremamente complexos,
que funcionam pela acao de agentes catalisadores. Estes podem estar relacionados ao
tipo de interface entre os lipidios e o oxigénio (fase lipidica continua, dispersa ou em
emulsao), as condicdes de armazenamento como exposicao a luz (acao fotoquimica),
ao calor (que fornece energia de ativacao para provocar o inicio da reacdo) e ao
oxigénio livre no interior da embalagem. Outros fatores que interferem na oxidacao de
lipidios sdo a presenca de microrganismos, a presenca de pré-oxidantes (mioglobina,
hemoglobina, ions metalicos de transicdo, principalmente, ion ferro-heme e nao-heme)
ou de antioxidantes (FENNEMA, 1996; PEGG & SHAHIDI, 2005).

Os componentes pré-oxidantes sado liberados devido a formagdo dos radicais
livres. Estes promovem alteragdes no metabolismo celular, com desnaturacdes
protéicas que interferem nos mecanismos reguladores dos fluxos de ions através das
membranas celulares. Estas alteracdes promovem a liberacdo de ferro e de outros
agentes oxidantes, resultando na geracdo de mais radicais, causando a oxidagao de

mais acidos graxos, com formacdo de produtos citotéxicos (como o malonaldeido)
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culminando com a morte celular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; PARDI et al.,
2006). O musculo esquelético é particularmente mais susceptivel a reagdao de oxidacao
devido as altas concentracdes dos agentes pro-oxidantes (KANNER, 1994; PEGG &
SHAHIDI, 2005).

A oxidacao de lipideos e proteinas presentes nas carnes causa, além da
reducdo no valor nutricional, a deterioragdo no produto, frequentemente resultando em
perda de qualidade devido a alteracbes de cor, textura e reduzido tempo de
armazenamento, além de conferirem odor e sabor desagradaveis (MERCIER et al.,
1998; KJ/ERSGARD et al., 2006; VENTANAS et al., 2006).

A oxidacéo lipidica promove a modificacdo da cor de carnes, pela transformacéao
do pigmento oximioglobina, de coloragdo vermelho brilhante, em metamioglobina,
tornando a carne marrom-acinzentada, aspecto que o consumidor rejeita. Quanto a
textura, lipidios oxidados e produtos da oxidagao lipidica podem formar complexos
proteina-lipidio ou provocar cisdo de proteinas. Também sdo formados complexos
proteina-proteina e aldeidos-grupamentos amino de bases de Schiff, formando
polimeros, levando a desnaturacdo protéica, inibicdo da atividade enzimatica e
diminuicao da solubilidade (MOREY et al., 1973; KANNER, 1994).

Portanto, a oxidagdo € um fenémeno espontaneo e inevitavel com implicacao
direta no valor comercial tanto da prépria carne como de todos os produtos que a partir
dela serdo formulados. Este processo pode ser determinado por anélises laboratoriais,
que determinam tanto produtos primarios (dienos conjugados e hidroper6xidos) quanto
secundarios (aldeidos, acidos e alcoois), provenientes da oxidacéo lipidica, formados
durante o armazenamento (GEORGANTELIS et al., 2007; FENNEMA, 1996).

Os antioxidantes utilizados em alimentos geralmente agem apenas em uma de
suas fracoes. Assim, aqueles que atuam na fracao lipidica ndo oferecerem protecao
contra a oxidacao de compostos soluveis em agua, como a mioglobina. Enquanto
aqueles que atuam na fracdo aquosa sao ineficientes em musculos processados, nos
quais a incorporacdo a membrana celular lipidica é dificultada. Desta forma, os mais
adequados sao aqueles que apresentam boa penetragao na fracdo aquosa e lipidica do
alimento, como é o caso das poliaminas (DECKER & CRUM, 1991; LOVAAS, 1991).

Os antioxidantes presentes nos alimentos, ndo podem reverter 0 processo de
oxidagdo uma vez iniciado, mas podem inibi-lo ou retarda-lo (LOVAAS, 1991). No
entanto, devem ser incorporados o mais rapido possivel e, por isso, a adicdo na dieta
dos animais é uma estratégia interessante (GEORGANTELIS et al., 2007)
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2.6 Sistema antioxidante endégeno

Existem evidéncias de que diversas doencas estdo associadas ao desequilibrio
oxidativo, provocado por estresse fisiolégico, devido a alta producdo de espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL,
1992). Entretanto, no organismo animal ha diversos mecanismos intrinsecos de defesa
contra reacbes de oxidacao provocada pelas espécies reativas de oxigénio, que
incluem antioxidantes soluveis em sistemas lipidicos (ubiquinona, carotendides,
tocoferois), sistemas enzimaticos (catalase, glutationa peroxidase, superéxido
dismutase) e compostos de baixo peso molecular sollveis em agua. Neste ultimo grupo
encontram-se as poliaminas, principalmente a espermina. Assim, os sistemas de
antioxidantes endogenos quando encontrados nos alimentos tém um excelente
potencial para uso como aditivos “naturais”, podendo prevenir o estresse oxidativo no
organismo (KANNER et al., 1987; LOVAAS & CARLIN, 1991; SASAKI et al., 1996).

A enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) tem papel antioxidante, ja
que catalisa a dismutacao do radical superdéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular, na presenca do préton H*. Em humanos esta enzima esta presente em trés
formas: citoplasmatica (cobre zinco SOD), mitocondrial (manganés SOD) e extracelular
(SOD3 — cobre zinco SOD). A catalase é uma hemeproteina citoplasmatica que
catalisa a redugdo do perdxido de hidrogénio a agua e oxigénio. E encontrada no
sangue (eritrécitos), medula déssea, mucosas, rim e figado. Assim, o sistema
antioxidante enzimatico (Figura 12) constitui a primeira defesa enddégena a agir contra
ataques das espécies reativas de oxigénio, impedindo sua formacdo ou sequestram-
nas de forma a impedir sua interagcdo com alvos celulares, ou seja, bloqueiam a etapa
de iniciacao da cadeia radicular (COHEN et al., 1996; FARACI & DIDON, 2004).

Superoxido dismutase: 2 O,” + 2H" — Hy0, + O»
Glutationa peroxidase: H,O, + 2GSH — GSSG + 2 H.O
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H.O
Catalase: H,O, — HO + Oo
Glutationa transferase: ROOH + 2GSH — GSSH + ROH + HO

Figura 12 - Interagdes entre as enzimas antioxidantes endégenas.
Fonte: ARAUJO (2004).
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O que faz com que o perdxido de hidrogénio seja potencialmente danoso é sua
facilidade de difusédo através das membranas biolégicas e sua alta instabilidade. Assim,
o peroxido de hidrogénio produzido na mitocondria alcanga facilmente outros
compartimentos celulares, podendo causar danos oxidativos, inclusive no nucleo
celular (KANNER et al., 1987; COHEN et al., 1996).

Através da acdo das enzimas antioxidantes as células tentam manter baixas as
quantidades do radical superéxido e de perdxido de hidrogénio evitando, assim, a
formagao de radical hidroxila extremamente reativo e deletério a elas (COHEN et al.,
1996; FARACI & DIDON, 2004).

A formacado de radicais livres, assim como 0s processos de lipoperoxidacao,
nem sempre 0s sao prejudiciais, pois seus produtos sdo importantes na resposta
inflamatéria participando na formacdo de prostaglandinas e de outras vias de
transducao de sinais. Entretanto, o excesso pode ser lesivo (SHACTER, 2000; DALLE-
DONNE et al., 2003).

O 6xido nitrico ((NO) é uma espécie reativa de nitrogénio que tem um elétron
nao pareado e reage facilmente com oxigénio, radical superéxido, dentre outros. O
Oxido nitrico derivado das células endoteliais é considerado essencial para a
homeostase vascular, promovendo vasodilatacdo, inibicido da ativacdo, adesdo e
agregacao plaquetaria, regulagdo da pressédo sanguinea basal, dentre outros. O 6xido
nitrico modula reacodes inflamatérias ou antinflamatérias, dependendo do tipo celular e
do estimulo. No entanto é potencialmente toxico. A toxicidade se faz presente,
particularmente, em situacbes de estresse oxidativo, geracdo de intermediarios do
oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante. A baixa formacao de éxido nitrico (em
varias doencas vasculares) reduz a perfusao tecidual e promove a formacao de trombo,
enquanto a alta formacdo de Oxido nitrico (patolégico) produz vasodilatagao
pronunciada e choque e com a reducao da atividade plaquetaria a homeostase fica
prejudicada (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002; DUSSE et al., 2003).

Modificagbes oxidativas de enzimas e estruturas protéicas tém um papel
significativo na etiologia/progressdo de doengas como Alzheimer, diabetes, doengas
pulmonares e renais crbnicas, dentre outras, sendo que o conteudo de proteina
carbonilada é o melhor e mais utilizado marcador de oxidacédo protéica e tem sido
utilizado em diagnésticos (SHACTER, 2000; DALLE-DONNE et al., 2003). Cisteina e
metionina sdo aminoacidos particularmente propensos ao ataque oxidativo por
espécies reativas de oxigénio, com formacdo de proteina carbonilada derivada
(aldeidos e cetonas) (BERLETT & STADTMAN, 1997).
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O estresse fisioldgico pode provocar liberacdo de enzimas, tais como aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase
(LDH). A AST é encontrada em quase todos os tecidos, mas principalmente nos
hepatécitos, células musculares esqueléticas e cardiacas enquanto ALT é encontrada
no figado, coracdo, musculo e rim. A LDH é uma enzima inespecifica por ser
encontrada em muitas células do organismo, ndo tendo valor quando analisada
isoladamente (PEREZ et al., 2002; THRAL, 2006; CAMARA-SILVA et al., 2007).

Como as espécies reativas de oxigénio sao continuamente formadas em
pequenas quantidades pelos processos normais do metabolismo, todas as células
possuem mecanismos para mitigar seus efeitos agressores. Cabe salientar que a
composicao das defesas antioxidantes difere de tecido a tecido, de tipo de célula a tipo
de célula e possivelmente de célula a célula do mesmo tipo, em um dado tecido
(COHEN et al., 1996; FARACI & DIDON, 2004).

2.7 Métodos de analise da oxidacao

Diversos métodos para determinacdo da oxidacao lipidica e protéica, tanto em
alimentos quanto em tecidos bioldgicos, sdo citados na literatura e contribuem para o
estudo destes processos determinando, inclusive, o estagio em que eles se encontram,
uma vez que ha producdo de diferentes compostos formados durante o processo de
oxidacao e que caracterizam cada uma das etapas. Assim, durante a oxidagdo podem
ser determinados os compostos formados nas fases iniciais (dienos conjugados,
hidroperoxidos) e finais (aldeidos, cetonas, alcanos) e que fornecem informacdes sobre
a fase em que a oxidagao se encontra (SILVA, 1999).

O inicio da oxidacao de acidos graxos polinsaturados € caracterizado pela troca
de posicao da dupla ligacao. Assim, ligacdes duplas ndo conjugadas (C=C-C-C=C) sao
convertidas a ligacbes conjugadas (C=C-C=C). Esta troca ocorre quando um
hidrogénio é perdido do grupo metileno posicionado entre duas duplas ligacoes
existentes na configuracdo original. Forma-se um radical intermediario que se
transforma em estruturas hidroperéxido dieno conjugado. Este processo pode ser
acompanhado por aumento na absorcdo a 234 nm, indicativo de auto-oxidacao
(GUNSTONE & NORRIS, 1983; WHITE, 1995).

O final do processo de oxidagdo dos acidos graxos pode ser determinado pela
presenca de malonaldeido. O malonaldeido € um dialdeido formado como um produto

secundario durante a oxidacao de acido graxo polinsaturado por cisdo beta dos acidos
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graxos polinsaturados peroxidados, principalmente o acido araquidénico. Em condicbes
apropriadas de incubacao (meio acido e aquecimento), reage eficientemente com uma
variedade de agentes nucleofilicos para produzir cromdégenos com alta absortividade
molar no espectro visivel. A sua condensagdo com o 4&cido tiobarbitdrico, forma
produtos que podem ser determinados por absorcdo no visivel a 532 nm (Figura 7)
(JANERO, 1990; BENZIE, 1996).
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Figura 13 - Reacao do acido tiobarbitarico-TBA (1) e malonaldeido-MDA (2) resultando
no complexo TBA-MDA.

Fonte: GRIFFITHS et al. (2002).

Além da oxidacéo lipidica, a oxidagdao de proteinas e a formacao de carbonila
fornecem importante informagdo sobre o processo de oxidagdo. A formacdo de
carbonilas tem inicio devido a acao dos radicais livres, formados durante a oxidacao
dos &cidos graxos, sobre as proteinas. As carbonilas formadas reagem com a
dinitrofenilhidrazina, = formando  hidrazonas, que podem ser medidas
espectrofotometricamente (FENG & ARRIAGA, 2008).

Os métodos mais utilizados para afericao indireta das reacdes de oxidacdo em
sistemas biolégicos e, consequentemente, das lesbes oxidativas provocadas nas
células sdo os espectrofotométricos e cromatométricos, que medem a atividade de
enzimas que compdem o sistema antioxidante end6geno, como superéxido dismutase
e catalase. Dependendo do local onde estdo presentes estas enzimas, as medidas
podem ser realizadas em tecidos e sangue, dentre outros (GRIFFITHS et al., 2002;
FARACI & DIDON, 2004; FENG & ARRIAGA, 2008).
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CAPITULO I: Determinacido do perfil e teores de aminas
bioativas em subprodutos, casca de maracuja, testiculo
bovino e figado suino

1  Objetivo

Pesquisar matrizes de baixo custo, provenientes de aproveitamento de residuos
ou subprodutos da industria de alimentos, quanto ao perfil e teores de aminas bioativas

para posterior extracado de espermina e fornecimento desta para animais.

2 Material e métodos

2.1 Amostras

Quatro amostras de maracuja azedo (Passiflora edulis) foram adquiridas no
mercado de Belo Horizonte, MG, Brasil. A polpa foi retirada, sendo utilizada para a
analise somente a casca (albedo e flavedo). Cinco amostras de testiculo bovino (corpo
do testiculo) e nove amostras de figado suino foram adquiridas em um matadouro-
frigorifico localizado na cidade de Pedro Leopoldo/MG e foram transportadas até o

laboratério, em isopor contendo gelo.
2.2 Reagentes, solventes e padroes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, com excecado daqueles
utilizados na cromatografia liquida de alta eficiéncia (acetonitrila e metanol) que foram
de grau cromatografico. Os solventes orgéanicos foram filtrados em membrana HVLP,
com 47 mm de didmetro e 0,45 ym de tamanho do poro (Millipore Corp., Milford, MA,
EUA). Para o preparo das solucdes foi utilizada agua ultrapura, com condutividade de
18,2 mQ, obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

Os padrbées de dez aminas bioativas foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St Louis, MO, EUA), dentre eles dicloridrato de putrescina (PUT), dicloridrato de
cadaverina (CAD), cloridrato de tiramina (TIM), dicloridrato de histamina (HIM),

cloridrato de 5-hidroxitriptamina (serotonina — SRT), complexo sulfato creatinina
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agmatina (AGM), tricloridrato de espermidina (EPD), tetracloridrato de espermina
(EPM), cloridrato de 2-feniletilamina (FEM) e triptamina (TRM). O reagente de
derivacao cromatografica orto-ftalaldeido (OPA) também foi adquirido da Sigma.

2.3 Meétodos de analise

2.3.1 Extracao de aminas bioativas

Para a extracdo das aminas do maracuja foi utilizado o método de SANTIAGO-
SILVA et al. (2011). Foram adicionados 7 mL de acido cloridrico (HCI) a1 Nem 5 g de
amostra de casca de maracuja moida em processador e pesada em tubo de centrifuga
de polipropileno. Os tubos foram agitados por 5 min em agitador orbital TE-140 Tecnal
(Piracicaba, SP, Brasil) a 250 rpm e centrifugados em centrifuga refrigerada Jouan
CRSi (Saint Herblain, Franga) a 4 °C, a 11180 x g por 10 min e o sobrenadante foi
filtrado em papel de filtro qualitativo. Esta etapa foi repetida mais duas vezes com o
mesmo volume de acido, totalizando 21 mL adicionados. Os sobrenadantes foram
misturados e armazenados a -18 °C até o momento das analises.

A extracdo das aminas do testiculo e do figado foi realizada de acordo com o
método de THEODORO (2003). Foram adicionados 7 mL de acido tricloroacético (TCA)
a 5% em 5 g de amostra triturada e homogeneizada, pesada em tubo de centrifuga de
polipropileno. As amostras foram misturadas em agitador orbital TE-140 Tecnal
(Piracicaba, SP, Brasil) a 250 rpm e centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4 °C, a
8422 x g por 21 min e o sobrenadante filtrado em papel de filtro qualitativo. Esta etapa
foi repetida mais duas vezes com o mesmo volume de &cido, totalizando 21 mL
adicionados. Os sobrenadantes foram misturados e armazenados a -18 °C até o

momento das analises.

2.3.2 Determinacao de aminas bioativas por CLAE

Imediatamente antes da injecao no cromatégrafo, o sobrenadante foi filtrado em
membrana HAWP (Millipore Corp., Milford, MA, EUA) de 13 mm de didametro e 45 um
de tamanho do poro. A separagao e a quantificagdo das aminas foram realizadas de
acordo com VALE & GLORIA (1997). O cromatdgrafo utilizado (Shimadzu, Kioto,
Japao) era composto por trés bombas com conjunto de lavagem automatica do pistao,
sendo duas modelo LC-10 AD e 1 LC-10 ADvp acoplada a uma camara de mistura,
injetor automatico modelo SIL-10 ADvp, detector espectrofluorimétrico modelo RF-

10AXL, com comprimento de onda de 340 e 450 nm de excitacdo e emissao,
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respectivamente, unidade de controle CBM-20 A conectada a um microcomputador. A
coluna e pré-coluna utilizadas foram pBondapak®C18 10 pm (3,9 x 300 mm) e
uBondapak® (Waters Milford, MA, EUA), respectivamente, mantidas & temperatura de
22 +1 °C.

Para a separacao das aminas foram utilizadas duas fases moveis: fase movel A
= solugdo tampédo acetato de sédio 0,2 mol/L contendo octanossulfonato de sdédio
15 mmol/L, pH ajustado para 4,9 em potenciobmetro DM20 (Digimed, SP, Brasil)
utilizando acido acético glacial; e B = acetonitrila, em fluxo de 0,5 mL/min. Estas
solugdes foram filtradas em membranas com poro de 0,45 um, do tipo HAWP
(Millipore, Corp., Milford, MA, EUA) em éster de celulose para a fase moével A e HYWP
para a fase mével B, desgaseificadas em aparelho ultra-som (UltraSonic Cleaner,
Unique, SP, Brasil). Foi utilizado um gradiente de eluicdo para este sistema binario.

Para a derivagao pés-coluna, um tubo de teflon, protegido da luz, de 2,0 m de
comprimento e 0,25 mm de didametro, foi conectado entre a camara de mistura e o
detector. A solucdo derivante foi preparada dissolvendo-se 25 g de acido bérico e 22 g
de hidroxido de potassio em 500 mL de agua grau CLAE, pH ajustado a 10,5-11,0 com
hidroxido de potassio, filtrada em membrana HAWP de 47 mm de didmetro e 0,45 um
de didmetro do poro e bombeada a camara de mistura a um fluxo de 0,4 mL/min.
Foram adicionados a esta solucédo 1,5 mL de Brij-35, 1,5 mL de 2-mercaptoetanol e 0,2
g de o-ftalaldeido dissolvido em 3 mL de metanol (LIMA & GLORIA, 1999). Esta
solucao foi preparada diariamente e mantida ao abrigo da luz.

A identificacdo das aminas bioativas foi baseada na comparagédo dos tempos de
retengdo das aminas encontradas nas amostras com 0s das aminas na solugéo
padrdao. A confirmacédo foi feita pela adicdo de solucdo padrdo contendo a amina
suspeita a amostra. Solucbdes padrao foram analisadas intercaladas as amostras. A
quantificacdo foi realizada por interpolacdo em curva analitica externa e o valor
encontrado na amostra multiplicado pelo fator de correcdo correspondente a esta
amina.

Para o preparo das solucdes padrao foram consideradas as massas das bases
livres para resultar em uma concentracao de 1 mg/mL em 10 mL de acido cloridrico.

Todas as solucdes foram acondicionadas em tubos hermeticamente fechados,
identificadas e armazenadas sob refrigeracao para a realizacao das analises, exceto a
solucdo tampao de acetato de sodio:octanossulfonato de sédio, que foi mantida entre
21 e 23 °C.
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2.4 Analise estatistica

Todas as amostras foram analisadas em duplicata. A partir dos dados foram
calculados a média, desvio-padrao e coeficiente de variagao.

3 Resultados e discussao

Para se obter espermina a um custo reduzido optou-se pela sua extracdo e
purificacdo, a partir de um dado alimento, ndo havendo necessidade, portanto, de se
utilizarem padrdes de custo elevado. Inicialmente foram consultados dados disponiveis
na literatura a respeito do perfil e teores de aminas bioativas em diversos subprodutos,
tanto de origem animal quanto vegetal. Apds este levantamento foram determinadas
algumas das fontes mais abundantes e algumas delas como casca de maracuja,
testiculo bovino e figado suino foram analisadas.

O método utilizado para extracdo das aminas bioativas variou de uma amostra
para outra devido as diferentes composicoes de cada uma. Entretanto a determinagao
de aminas por CLAE foi a mesma para todos os alimentos.

Das 10 aminas analisadas, putrescina, espermidina e espermina estavam
presentes no testiculo e no figado. Além destas, agmatina estava presente no testiculo
e cadaverina e histamina estavam presentes no figado, entretanto, a cadaverina foi
apenas detectada, mas nao foi quantificada.

Nao foram encontradas aminas bioativas na casca de maracuja. Entretanto, de
acordo com resultados obtidos por SANTIAGO-SILVA et al. (2011), a polpa desta fruta
contém altos teores de aminas bioativas, principalmente, espermina (3,3 mg/100 g).

No figado a presenca de poliaminas foi pesquisada porque este érgao contém
uma grande variedade de sistemas enzimaticos capazes de aminar, transaminar e
descarboxilar aminoacidos. No testiculo esperava-se encontrar espermina, devido a
dados de literatura (SASAKI et al., 1996), inclusive pelo fato da espermina ter sido
isolada pela primeira vez a partir do fluido seminal e ter sido assim denominada em
funcéo deste achado.

No figado a concentragdo média de aminas bioativas totais foi de 20,6 mg/100 g,
sendo 0,1 mg/100 g de putrescina; 0,8 mg/100 g de histamina; 3,3 mg/100 g de
espermidina e 16,6 mg/100 g de espermina. No testiculo, a concentracdo média de
aminas bioativas totais foi de 13,7 mg/100 g, sendo 2,3 mg/100 g de putrescina; 0,1
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mg/100 g de agmatina; 4,0 mg/100 g de espermidina e 7,3 mg/100 g de espermina
(Figura I.1).
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Figura 1.1 - Perfil e teores de aminas bioativas e percentual de contribuicdo do teor de
cada amina ao total de aminas bioativas no figado suino (A) e no testiculo bovino (B).
PUT: putrescina; EPD: espermidina; EPM: espermina; HIM: histamina; AGM: agmatina.

Tanto no figado quanto no testiculo houve predominancia de espermina, seguida
por espermidina. No figado a presenca de histamina era esperada, pois esta é
encontrada naturalmente, em baixas concentragbes, em tecidos de origem animal,
proveniente, principalmente de mastocitos e baséfilos, uma vez que estas células estao
presentes em tecidos vascularizados (COUTTS et al., 1986). Segundo o autor, o tecido
muscular frequentemente apresenta concentracdo de histamina de 1 mg/100 g,
semelhante a obtida neste trabalho (0,8 mg/100 g), sendo referente, portanto, a

concentragéao fisiologica.

No tecido espermatico do peixe salmdo, SASAKI et al. (1996) encontraram
teores de 335 mg/100 g de espermina e 13 mg/100 g de putrescina, enquanto
espermidina nao foi detectada. Os teores encontrados por estes autores foram muito
superiores aos obtidos neste trabalho utilizando o0 mesmo tipo de tecido, entretanto, de

espécies diferentes.

Para determinacdo do alimento a ser utilizado para a obtengdo de espermina
foram levados em consideracado aspectos tais como maior concentragao de poliaminas,
presenca de poucos tipos diferentes de aminas, reduzida concentracdo de aminas
biogénicas, custo e facilidade de obtencao deste subproduto, além da facilidade para

utilizagdo em um método de baixo custo e de facil execugao.

Por ser de origem animal era esperado que o testiculo e o figado apresentassem

maior concentracao de espermina em relagdo a casca de maracuja. Entretanto, ao
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contrario do que se esperava, no testiculo, ndo foi encontrada uma alta concentracao

de espermina, em comparagao ao figado.

4 Conclusoes

O testiculo bovino e o figado suino sao fontes de aminas bioativas, sendo a
espermina predominante em ambos. Na casca de maracuja ndo foram detectadas
aminas bioativas. Portanto, como fonte de poliaminas foi selecionado o figado suino,
pois este apresentou o perfil de aminas bioativas ideal, caracterizado pela presenca de
poucas aminas além de espermina e espermidina o que facilita o processo de

purificacdo posterior, além de apresentar uma concentracdo de espermina maior. E

também um subproduto de custo reduzido, sendo adquirido com relativa facilidade.
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CAPITULO II: Aminas bioativas em milho fresco, em
conserva, seco, germinado e embriao

Artigo aceito para publicacdo no periddico Food Chemistry em 30 de setembro de 2011
(Anexo A)

1 Objetivos

Pesquisar o potencial de diferentes tipos de milho quanto perfil e teores de
aminas bioativas para posterior extracdo de espermina e fornecimento desta para
animais. O objetivo especifico foi determinar o perfil e os teores de poliaminas em
produtos de milho comumente disponiveis na dieta brasileira.

2 Material e métodos

2.1 Amostras

Amostras de milho (Zea mays L.) fresco, seco e em conserva foram adquiridos
no mercado de Belo Horizonte, MG, Brasil. Os grdaos de milho fresco foram
cuidadosamente removidos da espiga para manter o embrido intacto. O milho em
conserva foi drenado e os graos foram analisados como gréao inteiro e também como
embrido e grao sem embrido, separadamente. Dois cultivares de milho (BRS2020 e
PL8080) foram fornecidos pela Associacdo de Produtores de Sementes de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil. A germinacao destes cultivares foi feita mantendo-
se as sementes em incubadora a 22 + 2 °C, 90 + 2% de umidade relativa e na presencga
de luz. Estes foram analisados antes e depois da germinacdo, no 52 dia de

germinagao.
2.2 Reagentes, solventes e padroes

Os reagentes, solventes e padroes sdo os mesmos descritos no Capitulo I.
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2.3 Meétodos de analise

2.3.1 Teor de umidade
O teor de umidade foi determinado de acordo com o método descrito na AOAC
(1995). Foi usado para calcular e expressar os resultados de aminas bioativas em base

seca.

2.3.2 Aminas bioativas

As aminas foram extraidas de acordo com GLORIA et al. (2005). Trés gramas de
amostra de milho foram usadas apés trituracdo e homogeneizacédo e as aminas foram
extraidas com acido tricloroacético 5%. As amostras foram misturadas por 5 min em
agitador orbital TE-140 Tecnal (Piracicaba, SP, Brasil) a 250 rpm e centrifugadas em
centrifuga refrigerada Jouan CRS3i (Saint Herblain, Franga) a 8422 x g por 20 min, a
4 °C. Esta etapa foi repetida mais duas vezes. Os sobrenadantes foram misturados,
filtrados em papel de filtro qualitativo e armazenados a -18 °C até o momento das
analises.

As condi¢des utilizadas para separacao e quantificagdo das aminas bioativas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo as mesmas descritas no Capitulo I.

2.4 Analise estatistica

Ao menos trés diferentes lotes de cada produto foi analisado em triplicata. Os
resultados foram submetidos a anélise de varidncia e as médias foram comparadas

pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

3 Resultados e discussao

3.1 Teor de umidade dos diferentes produtos de milho

O teor de umidade variou significativamente entre os produtos de milho
analisados. Altos valores médios foram encontrados em milho em conserva (78,3 g/100
g) e fresco (74,3 g/100 g). O milho germinado apresentou teor médio de umidade de
70,9 g/100 g. O milho seco apresentou teor de umidade de 11,3 a 12,7 g/100 g. Estes
valores sao similares aqueles apresentados na literatura (LUPATINI et al., 2004;
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BARBOUR et al., 2008). Devido as diferencas significativas observadas no contetdo de
umidade dos produtos de milho investigados, os teores de aminas foram calculados e

comparados em base seca.

3.2 Perfil de aminas bioativas livres em milho fresco, em conserva e

seco

O perfil de aminas bioativas em milho fresco, em conserva e seco estao
indicados na Tabela 1.1 e na Figura Il.L1. Das 10 aminas bioativas analisadas,
espermidina a putrescina estavam presentes em todos os produtos analisados,
enguanto serotonina, tiramina e triptamina nao foram detectadas em nenhuma amostra.
Cadaverina e feniletilamina nao foram detectadas em milho em conserva. Histamina foi

detectada apenas em milho fresco. Agmatina foi apenas quantificada em milho seco.

Tabela Il.1 - Teores médios de aminas bioativas livres em milho fresco, em conserva e
seco (Zea mays)

Teores médios” (mg/100 g bs) / milho

Aminas

fresco conserva sSeco
Espermidina 9,18 +0,12° 10,5+0,42 2 1,90 +0,09°
Espermina 0,94 +0,08 ¢ 1,70+ 0,07 ° 2,79+0,16 2
Putrescina 3,40+0,16° 29.8+2582 0,51 +0,02°
Cadaverina 0,52 + 0,03 2 nd © 0,11+0,01°
Histamina 0,13 +0,00 2 nd ® nd °
Agmatina nd° nd ° 0,32+0,01°
Feniletilamina 0,54 +0,032 nd ® 0,51 +0,08 2

"n = 9 lotes analisados em triplicata; bs = base seca; nd = ndo detectado; limite de detec¢éo: 0,1 pg/mL;
limite de quantificacdo: 0,4 mg/100 g; médias (+ desvio-padrao) com diferentes letras na mesma linha
(a,b,c) sdo estatisticamente diferentes (teste t de Student, p < 0,05).

A presencga de espermidina e espermina era esperada em produtos de milho
porque as poliaminas estdo presentes naturalmente em vegetais. Putrescina era
também esperada em baixas concentracées porque é um intermediario na sintese de
espermidina e espermina (BARDOCZ, 1995; GLORIA, 2005). A presenca de
espermidina e putrescina em milho fresco e em conserva foi apresentado por
OKAMOTO et al. (1997) e ZOUMAS-MORSE et al. (2007); entretanto, espermina nao
foi investigada por estes autores. CAO et al. (2010) investigaram e detectaram
espermina, espermidina e putrescina em milho seco.

De modo geral, espermidina e espermina contribuiram com mais de 67% do total

dos teores de aminas bioativas em milho fresco e seco, entretanto, representou apenas
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29% em milho em conserva (Figura Il.1). Putrescina foi a amina predominante em milho
em conserva (71% do teor total). Cadaverina, histamina e feniletilamina representaram

menos de 15% do total de aminas bioativas em milhos fresco e seco.

OEPD mEPM OPUT @CAD OHIM BAGM BFEM

1,8
1 4,0
Conserva 25,0 I 71,0
| 3,5
Fresco 62,4 6,4 23,1 I7
0,9
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura. Il.1 - Porcentagem de contribuicdo de cada amina ao total de aminas em milho

fresco, em conserva e seco (Zea mays L.). (EPD — espermidina, EPM — espermina, PUT —
putrescina, CAD — cadaverina, HIM — histamina, AGM — agmatina, FEM — feniletilamina).

Espermidina foi a amina que contribuiu com maiores teores em milho fresco
(62,3%). Foi seguida por putrescina (23,1%), espermina (6,4%), feniletilamina (3,7%),
cadaverina (3,5%) e histamina (0,9%). Em milho em conserva, a putrescina contribuiu
com a maioria do total de aminas (71%), seguida por espermidina (25%) e espermina
(4%). Portanto, o perfil de aminas em milho parece ser significativamente afetado pelo
processo de conserva. Milho seco continha mais espermina (45,4%) seguido por
espermidina (30,9%), putrescina e feniletilamina (8,3%), agmatina (5,2%) e cadaverina
(1,8%).

Baseado nestes resultados, o perfil de aminas bioativas livres variaram
significativamente entre os diferentes produtos de milho analisados. As diferengas sao,
provavelmente, associadas aos cultivares, as praticas de cultivo e as etapas do
processamento como descrito por SHALABY (2000), LIANG & LUR (2002), GLORIA
(2005) e FRIAS et al. (2007).
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3.3 Concentracoes de aminas bioativas livres nos diferentes
produtos

As concentracbes totais de aminas em base seca variaram de 10,9 a
17,1 mg/100 g no milho fresco; de 5,0 a 6,9 mg/100 g no milho seco; de 14,7 a 79,7
mg/100 g no milho em conserva e de 13,8 a 18,1 mg/100 g no milho germinado (Figura
II.2). A concentragao total de aminas foi significativamente maior (p<0,05) em milho em
conserva (42 mg/100 g) comparado ao fresco (14,7 mg/100 g) e seco (6,1 mg/100 g).

De acordo com a Figura 1.2, as poliaminas espermidina e espermina
contribuiram com 70% do total de aminas em milho fresco e seco; entretanto, no milho

em conserva as poliaminas representaram apenas 30% das aminas.
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Figura 1.2 - Concentragbes de poliaminas e de aminas bioativas total em milho
fresco, em conserva e seco (Zea mays L.).

As concentragbes de putrescina em milho em conserva variaram entre as
amostras de diferentes marcas e entre lotes da mesma marca (dados néao
apresentados). As altas concentragbes de putrescina correlacionaram-se
significativamente com o tempo de estocagem — quanto maior o periodo de
estocagem, maior a concentracdao. Estudos realizados por SHALABY (2000) e
CIRILO et al. (2003) indicaram que o0 aquecimento e cozimento afetaram as
concentragcdes de aminas. Além disso, aminas putrefativas como a putrescina
usualmente aumentam durante periodo de estocagem dos alimentos.

Diferentes concentracées de aminas em produtos de milho sdo apresentados
na literatura. OKAMOTO et al. (1997) encontraram altas concentracées de
putrescina e espermidina em milho fresco. ZOUMAS-MORSE et al. (2007)

71



encontraram baixas concentracées de espermidina e putrescina em milho fresco e
conserva. As diferencas observadas no perfil e teores de aminas podem ser
relacionadas a diversos fatores tais como cultivares, praticas de cultivo, estresse
hidrico, tempo de colheita, maturidade do grdo, tipos de processamento e
estocagem (FELIX & HARR, 1987; LIANG & LUR, 2002; FRIAS et al., 2007).

3.4 Influéncia da germinacao no perfil e teores de aminas

As alteracbes que ocorreram nas concentracbes de aminas durante a
germinacdo do milho estdo indicadas na Tabela I.2. Durante a germinacao, ocorreu
aumento de trés a seis vezes nas concentracdes de espermidina e espermina e 57
vezes nas concentragdes de putrescina. Portanto, durante a germinacdo ocorre
aumento significativo nas concentracées de poliaminas e putrescina. Este resultado
indica maior qualidade do produto germinado comparado ao produto ndo germinado,

com relagdo as poliaminas.

Tabela 1l.2 - Concentracbes médias de aminas bioativas livres em milho seco e
germinado (Zea mays)

Concentracoes médias (mg/100 g bs) / milho

Aminas

Seco Germinado
Espermidina 2,00 +0,08° 6,89 +1,02°2
Espermina 1,07 +£0,09° 595+1,1°
Putrescina 0,05+ 0,00° 2,83+0,23°
Histamina 0,24 +0,01° 0,39 +0,00°
Agmatina 0,12+0,01° 0,31+0,17°

n = 9 lotes analisado em ftriplicata; bs = base seca. Limite de deteccdo: 0,1 mg/mL; Limite de
quantificacao: 0,04 mg/100 g. Médias (+ desvio-padrdo) com diferentes letras na mesma linha (a-b)
sdo significativamente diferentes (Teste t de Student, p < 0,05).

Nenhuma alteragdo significativa foi observada nas concentragbes de agmatina
no milho germinado comparado ao ndo germinado; entretanto, as concentracdes de
cadaverina e feniletilamina foram menores enquanto as concentracées de histamina
foram maiores comparadas ao milho seco (ndo germinado). O aumento nas
concentracdes de histamina podem estar associados a protecdo da planta contra
predadores durante a germinacdo (GLORIA, 2005). Além disso, as baixas
concentragdes de cadaverina e feniletilamina podem estar associadas com seu papel
na elongacao e producao de indol, respectivamente.

Em milho germinado BOGET et al. (1995) encontraram concentragdes de
putrescina, espermidina e espermina inferiores as obtidas neste trabalho. Seria
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interessante investigar as razdes para esta diferenga, se esta relacionada ao cultivar
utilizado ou se o aumento observado no quinto dia de germinacdo poderia estar
seguido por reducdo nas concentragdes ao longo da germinacdo. GLORIA et al. (2005)
verificaram resultados similares aos descritos em para soja germinada: durante a
germinacao houve aumento significativo nas concentragdes totais de aminas (6,6 vezes
nas primeiras 48-72 h), seguido por reducao com 96 h. O aumento significativo nas
concentracdes de espermidina, espermina e putrescina observados nas 48-72 h
sugeriram que este foi o periodo de maior crescimento e replicagao celular.

De acordo com FELIX & HARR (1987), apés a germinacado de 30 diferentes
variedades de plantas incluindo milho (Zea mays L.) e soja (Glycine Max), ocorreu
aumento acentuado nas concentracées de poliaminas nos cotilédones e endosperma,
enquanto cadaverina e putrescina apresentaram variacdes nas concentracdes totais
dependendo do tipo de planta e estagio de desenvolvimento.

FRIAS et al. (2007) avaliaram alfafa e feno grego germinado obtidos por trés
diferentes condi¢cdes de germinacédo (temperaturas e quantidade de luz) e observaram
um aumento no conteudo total de aminas bioativas. As concentracdes de aminas
aumentaram significativamente durante a germinacdo da alfafa, enquanto apenas a
concentragdo de espermina aumentou em feno grego.

Baseado nos resultados obtidos neste estudo e também em dados da literatura,
as concentracées de poliaminas aumentam e posteriormente diminuem durante a
germinagao. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para determinar o tempo de

germinacao requerido para alcangar o conteudo maximo de poliaminas.

3.5 Perfil e teores de aminas em diferentes partes do milho

Para determinar se o perfil de aminas livres no embrido do grao era diferente do
restante do gréao, as duas partes foram separadas e analisadas separadamente. Milho
em conserva foi utilizado para esta etapa. Altas concentragdes de espermina e
espermidina foram detectadas no embrido (Tabela 11.3), entretanto, as concentracdes
de putrescina nao foram significativamente diferentes (p < 0,05). Portanto, o germe do
milho apresentou altas concentragdes de espermidina.

Para fins alimentares, quando altas concentracdes de espermina sdo desejadas,
o embrido do milho pode ser usado. Ao contrario, quando concentracdes reduzidas de
espermina sao necessarias, o milho sem embrido pode ser usado. Estudos sao

necessarios para otimizar um processo para remocao do embrido.
73



Tabela 11.3 - Concentragcdes médias de aminas bioativas livres no embrido do grao de
milho e no grdo sem embrido (Zea mays)

Aminas Concentracoes médias (mg/100 g bs) / milho
embriao sem embriao
Espermidina 5,80 £ 0,46 2 4,74 +0,38 2
Espermina 1,03 +0,09 2 0,66 +0,08°
Putrescina 14,3+2,40°2 15,5+2,76 2
Total 21,1 +0,98°2 20,9 +1,07 2

n = 3 lotes analisados em ftriplicata; bs = base seca. Médias (+ desvio-padrao) com diferentes letras
na mesma linha séo estatisticamente diferentes (Teste t de Student, p < 0.05).

4 Conclusoes

Observou-se que o milho é uma fonte significativa de poliaminas. Milho fresco
contém principalmente espermidina seguida por putrescina. Espermina, cadaverina,
feniletilamina, histamina e agmatina estavam também presentes, mas em baixas
concentracdes. O perfil e teores de aminas foram significativamente diferentes em
milho em conserva e seco comparado ao milho fresco. A putrescina foi a amina
predominante em milho em conserva enquanto espermina foi predominante em milho
seco. Durante a germinagdo do milho por cinco dias, houve um aumento significativo
nos teores de espermidina, espermina e putrescina. O embrido do milho contém altos
teores de espermina comparado ao milho sem o embrido. Os diferentes tipos de
produtos de milho disponiveis podem ser usados para atender diferentes dietas e
necessidades nutricionais. Comparando-se o perfil e teores de aminas do milho e do
figado suino, analisado no Capitulo |, verificou-se que o figado apresentou-se ideal
como substrato para extracdo de espermina devido a presenca de poucas aminas e

maior concentracdo de espermina, em relagédo ao milho.
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CAPITULO Ill: Separacio de aminas bioativas por
cromatografia em camada delgada e em coluna

1  Objetivos

Desenvolver um método para a separacao e purificacdo de espermina a partir de
extrato de figado suino, obtido no Capitulo I. Os objetivos especificos foram: i)
desenvolver método para a separacdo das aminas bioativas por cromatografia em
camada delgada utilizando sulfato de calcio, e ii) separar as aminas bioativas por

cromatografia em coluna.

2 Material e métodos

2.1 Amostras

Nove amostras de figado suino foram adquiridas em um matadouro-frigorifico
localizado na cidade de Pedro Leopoldo/MG e transportadas em isopor contendo gelo.
A partir do figado foram extraidas as aminas bioativas para preparo dos extratos.

2.2 Reagentes, solventes e padroes

Foram utilizados os mesmos reagentes, solventes e padrdes descritos no

Capitulo I.

2.3 Metodos

2.3.1 Obtencao e concentracao do extrato

Para extracdo das aminas a partir de figado suino (THEODORO, 2003) foram
adicionados 7 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 5% em 5 g de amostra triturada e
homogeneizada, pesada em tubo de centrifuga de polipropileno. As amostras foram
misturadas por 10 min em mesa agitadora a 250 rpm e centrifugadas a 4 °C, a 8422 x g

por 21 min e o sobrenadante filtrado em papel de filtro qualitativo. Esta etapa foi
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repetida mais duas vezes com o mesmo volume de &cido, totalizando 21 mL
adicionados.

O volume final de filtrado obtido de todas as amostras foi coletado e concentrado
em rotavapor (R-114 Blichi, Uster, Suica), com banho de agua a temperatura de 50 a
60 °C (para nao degradar as aminas), com pressao reduzida. Foram conectados ao
rotavapor uma bomba de vacuo modelo 151VC/1700 rpm (Fabbe-Primar, Brasil) e um
trap contendo nitrogénio liquido. O sistema de rotavapor com bomba de vacuo foi
utilizado com trap contendo nitrogénio liquido, para evitar que residuos de amostra ou
solvente penetrassem na bomba, danificando-a.

A partir deste extrato concentrado foi realizada a separagdo das aminas
bioativas por destilagdo, cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia em

coluna (CC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2.3.2 Destilacao do extrato

As etapas de separacgao e purificagdo das aminas bioativas foram realizadas no
laboratério de Quimica Organica do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas da UFMG, coordenado pela professora Dorila Pil6-Veloso.

Para a separacdo das aminas bioativas foi utilizado o método de destilacdo de
ZOTOV et al. (2007). O extrato concentrado obtido a partir de figado suino foi destilado
utiizando coluna de fracionamento. As fragdes destiladas foram recolhidas
separadamente, na saida da coluna, de acordo com o ponto de ebulicdo de cada uma
das aminas. Para aquecimento da amostra utilizou-se banho de nujol sobre chapa de
aquecimento. As temperaturas da chapa de aquecimento e da saida da coluna foram
controladas durante todo o tempo, nao ultrapassando 150 °C e 100 °C,
respectivamente.

As fracdes destiladas e o conteudo restante (ndo destilado) foram analisados

quanto ao teor de aminas bioativas por CLAE.

2.3.3 Separacao preparativa de aminas por cromatografia em coluna

2.3.3.1 Preparo da coluna
Para a CC utilizou-se coluna de vidro com 82 cm de altura e 2 cm de largura,
com extremidade esmerilhada para encaixe de conector com saida para bomba de
vacuo. A fase estacionaria foi preparada com sulfato de célcio anidro da marca Vetec
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e solugdo propanol e 4gua na propor¢cao de 75% (3:1, v/v).
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Esta mistura foi colocada em agitador magnético durante 4 h, intercaladas, a cada 1 h,
com 1 min em ultra-som. Para o empacotamento foi aplicada pressdo de 0,3 kgf/cm?®,
com auxilio de bomba a vacuo, sobre a fase mével, durante 2 h e, apds este periodo, a
coluna foi deixada em repouso por 10 h, de forma que a altura final da fase estacionaria
foi de 28 cm.

2.3.3.2 Separacao das aminas bioativas por CC

O extrato de figado concentrado foi introduzido na coluna apés estabilizacao da
fase moével. A fase médvel foi sendo adicionada a coluna, cuidadosamente, a medida
que estava sendo consumida. Fracdes foram coletadas individualmente, a cada 5 mL,
em frascos de vidro para penicilina e identificadas sequencialmente. Apos coletadas, as
fracoes foram imediatamente analisadas por CCD e comparadas quanto aos padrdes
de aminas bioativas comerciais para identificacdo. Posteriormente estas mesmas
fracoes foram analisadas quanto ao perfil e teores de aminas bioativas, por CLAE.

A corrida terminou apds o deslocamento completo da amostra, verificado

concomitantemente por CCD, quanto a auséncia de manchas nas placas.

2.4 Meétodos de analise

2.4.1 Determinacao qualitativa das aminas por CCD

2.4.1.1 Preparo das placas

A fase estacionaria das placas utilizadas na CCD foi preparada com sulfato de
célcio anidro da marca Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), de acordo com KHAN (2006),
com modificagdes na proporcao dos reagentes. Adicionaram-se 8 mL de agua destilada
e 24 mL de propanol da marca Sinth (Diadema, SP, Brasil) em 7 g de sulfato de calcio
anidro. Esta mistura foi colocada em agitador magnético durante 4 h, intercaladas, a
cada 1 h, com 1 min em ultra-som e, logo em seguida, despejada sobre placas de vidro
de 4,5 x 10 cm, previamente limpas com acetona e espalhada com auxilio de um
homogeneizador de placas, para formacao de uma camada uniforme com espessura
de 0,25 mm.

Ap6s a aplicagdo da fase estacionaria, as placas foram deixadas em
temperatura ambiente por aproximadamente 10 min e depois colocadas em estufa a
110 °C, por 1 h e armazenadas a temperatura ambiente até o momento da utilizacao.
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2.4.1.2 Separacao das aminas bioativas por CCD

Antes da aplicagdo dos extratos e dos padrdes de aminas, as placas foram
colocadas em estufa durante 3 min para reativacdo. Na mesma placa foram aplicados
os padrbes de aminas e o extrato de figado concentrado, sempre na mesma
sequéncia, com auxilio de capilares e a eluicao foi feita em cuba contendo fase moével.

Como fases médveis foram testadas solugdes de: acetona e agua (2:1); etanol e
agua (1:1); propanol e agua (1:1, 2:1, 3:1, 1:1 + NH,OH (1:20) e 2:1 mais adicdo de
NH4OH (1:60)); metanol e agua (6:1 e 5:1); acetonitrila e agua (1:1, 2:1 + NH,OH (1:20)
e 1:1 + NH4OH (1:60). O tempo de corrida variou de acordo com a fase movel utilizada
e foi determinado pela observacao visual do término das placas, ndo sendo, portanto,
contabilizado.

As amostras foram reveladas com solugdo alcéolica de ninidrina a 0,2% e
colocadas em estufa a 110 °C, durante 30 min para o aparecimento de manchas
coloridas.

A identificacdo das manchas do extrato de figado foi baseada na comparacao
das distancias percorridas pelas aminas encontradas no extrato com os padrdes de
aminas, desde o ponto de aplicacao até o ponto de deslocamento final.

2.4.2 Determinacao quantitativa e qualitativa das aminas por CLAE

Foram utilizadas as mesmas condi¢des descritas no Capitulo I.

3 Resultados e discussao

3.1 Concentracao dos extratos

A amostra concentrada final apresentou coloragdo amarela mais acentuada que
a inicial e maior opacidade. Ap6s decantacao observou-se que houve precipitagdo de
substancia branca no fundo do recipiente. Apés centrifugagédo a 1800 x g, 4 °C por 20
min, observou-se que houve reducdo da turbidez e maior quantidade de substancia
branca depositada no fundo do recipiente. O conteudo liquido foi vertido restando
apenas a substancia branca precipitada no fundo do frasco. Ambos (liquido vertido e
substancia branca) foram analisados quanto ao teor de aminas bioativas por CLAE e
verificou-se que a substancia branca ndao apresentava aminas bioativas, as quais

estavam presentes no liquido vertido.
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O pH das amostras antes e depois da concentracao foi igual a 1,0, enquanto o
do baldo coletor e do trap foram de 2,15 e 5,0, respectivamente, o que sugere a
evaporacao do acido utilizado na extracao das aminas.

Para avaliar a eficiéncia do processo, amostras coletadas no baldo contendo a
amostra concentrada, no tubo coletor e no trap foram analisadas por CLAE, quanto ao
teor de aminas bioativas. Putrescina, cadaverina, histamina (tracos), espermidina e
espermina, esta Ultima em grande quantidade, estavam presentes na amostra
concentrada, sugerindo que nao foram destruidas pelo calor aplicado durante o
processo de concentracdo em rotavapor. No baldo coletor e no trap foram encontrados
tracos de putrescina, espermidina e espermina.

A concentracdo do extrato em rotavapor apresentou-se eficiente e auxiliou os
processos subsequentes de purificacdo, diminuindo o volume de solventes
necessarios. Desta forma, outras amostras foram concentradas, seguindo o mesmo

processo e também foram analisadas por CLAE quanto ao teor de aminas bioativas.

3.2 Purificacao do extrato por destilacao em coluna de
fracionamento

Com a amostra concentrada, optou-se, inicialmente, por promover a separacao
das aminas utilizando-se destilacdo em coluna de fracionamento. Como o ponto de
ebulicdo das aminas em questdo é relativamente alto, pensou-se que este método
poderia promover a separacao tanto das aminas, quanto destas do acido tricloroacético
utilizado na extracao.

A temperatura da solucao que saiu através da coluna nao ultrapassou 100 °C e
apresentou odor caracteristico de acetato e de amina. Esta solucdo e o conteludo
restante do baldo contendo a amostra foram analisados quanto ao perfil de aminas por
CLAE e constatou-se apenas a presenca de espermidina em ambos. Ao final do
processo, a amostra contida no baldo mantido sob chapa de aquecimento a 50 °C
apresentava-se com coloracdo marrom escura. Verificou-se, portanto, que houve
degradacdo das aminas por este processo, pois apenas a espermidina foi detectada.
Possivelmente o uso de vacuo poderia reduzir a temperatura durante o processo de
separacao e, reduzir as perdas de aminas, entretanto, ndo havia equipamento com

esta caracteristica que pudesse ser utilizado.
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3.3 Otimizacao da CCD para separacao de aminas

Apbs o preparo das primeiras placas de CCD observou-se a presenca de
irregularidades sobre a superficie, caracterizadas por numerosos pontos salientes, que
comprometeriam a eficiéncia da separag¢ao da amostra. Assim, foram testados diversos
métodos de preparo como alteracao do solvente, das proporcdes de solvente e sulfato
de calcio, maior tempo de agitacao, aplicacao de ultra-som, utilizacdo de peneira para
reducdo do tamanho das particulas de sulfato de célcio (60 mesh) e maceracao em
capsula de porcelana. Destes, um maior tempo de agitacao (4 h) e aplicacdo de ultra-
som (4 min) apresentaram melhores resultados, de forma a obterem-se placas com

superficie uniforme (Figura lll.1).

Figura lll.1 - Placas de cromatografia em camada delgada preparadas com sulfato de
célcio para a separacao de aminas: (A) presenca de imperfeicdes sobre a superficie, e
(B) placa com superficie uniforme.

Para os testes preliminares nas placas foram aplicadas amostras de extrato de
figado e de padrbes de espermidina e espermina, sempre em uma mesma sequéncia
para padronizacdo das placas. Nestes testes optou-se por utilizar apenas os padroes
de espermidina e espermina para facilitar a manipulacdo das placas e aplicacao do
método e, posteriormente os padrdes de outras aminas também seriam utilizados.

Foram testadas diversas fases mdveis para a separacado das aminas, mudando-
se o tipo e a proporcdo de solventes para alteracdo da polaridade da solugao.
Inicialmente foram testados solventes puros (acetona, etanol, propanol, metanol e
acetonitrila) para verificacao do perfil da separacdo nas placas, entretanto, verificou-se
que acetona e acetonitrila deslocaram muito pouco a amostra, e os padrdes
permaneceram completamente retidos no local de aplicacdo na fase estacionaria.

Metanol, etanol e propanol deslocaram muito pouco a amostra e os padroes.
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Para aumentar a polaridade da fase movel e possibilitar o deslocamento das
aminas foram testadas diversas proporcdes destes solventes em agua, além da adigéao
de uma base forte, o hidroxido de aménio (Tabela lll.1).

Apébs a observacao das placas verificou-se que as solucées de propanol e de
acetonitrila apresentaram os melhores resultados, sendo que o propanol apresentou
melhor resolucéo (separacao das manchas) em comparacao a acetonitrila. A adicdo de
hidréxido de aménio com intencdo de reduzir as caudas, ndo apresentou bons
resultados, pois estas continuaram a ser formadas. Optou-se, portanto, por utilizar
como fase moével, solucdo de propanol e agua a 75% (3:1, v/v). Os resultados de
alguns testes com diferentes fases méveis estao ilustrados na Figura IIl.2.

Tabela Ill.1 - Fases modveis testadas na cromatografia em camada delgada para
separacao de extrato de figado, contendo aminas bioativas e os resultados obtidos

Fase mével Proporcao (v/v) Resultado
Acetona e 2:1 Pouca eluicdo da amostra e formacao de cauda
agua nos padrdes
Etanol e 1:1 Eluicao total, ndo promovendo separagao da
agua amostra
3:1 Eluicao total, ndo promovendo separagao da
amostra
Propanol e 1:1 e 2:1 Eluicdo da amostra e padrdes, porém pouca
agua resolucao e formacéo de cauda
1:1+NH,OH Eluicédo total da amostra e padrdes, unindo-se no
(1:20) final da placa
2:1+NH,OH Eluicéo total e boa separag¢do da amostra e
(1:60) padroes, porém com formacao de cauda
3:1 Eluicdo parcial e separacao da amostra e padrdes
Metanol e 6:1 Pouca eluicdo da amostra e padrées
agua 5:1 Pouca eluicao da amostra e padrées
Acetonitrila 2:1 Eluicao parcial da amostra, porém, pouca
e agua resolucdo. Formacéao de cauda na eluicdo da
espermidina e pouca eluicdo da espermina
2:1+ NH,OH Eluicédo total da amostra e padrdes, unindo-se ao
(1:20) final da placa
1:1 Amostra separou bem, mas houve formacéao de
muita cauda
1:1+NH4OH Eluicao total e boa separacao da amostra e
(1:60) padrbes, porém com formacao de cauda

NH,OH: hidréxido de aménio.
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Figura lll.2 - Placas de CCD preparadas com sulfato de célcio, para a separacéao de
aminas. Testes com fase médvel na cromatografia em camada delgada: (A1 e A2)
amostras pouco eluidas, (A3) amostras retidas, (A4) formacdo de cauda, e (B)
separagao das aminas, utilizando fase mdével propanol:agua a 75% (3:1, v/v). Fase
mével: A1=etanol e metanol, 1:1; A2=etanol e propanol, 1:1; A3=acetona; Ad4=propanol
e agua 1:1.

3.4 Otimizacao da CC para a separacao das aminas

Apébs o estabelecimento das condicbes de preparo da fase mével e da fase
estacionaria, iniciaram-se os testes com a coluna cromatografica. Foram testados dois
tipos de coluna, uma mais curta e larga (25 x 2,0 cm) e outra mais comprida e estreita
(40 x 1,0 cm), entretanto, em ambas nao ocorreu o deslocamento da fase mével,
havendo a necessidade da aplicacao de vacuo com bomba.

Foi entdo utilizada uma coluna mais longa e mais larga que as anteriores (82 x 2
cm). Foi introduzida a fase estacionaria composta por sulfato de célcio e solugao de
propanol e agua a 75% e foi feito o empacotamento da coluna. Apds introdugao da
amostra e eluicdo de fase mobvel, composta por propanol:agua (3:1 v/v), foram
coletadas, na saida da coluna, fracbes de aproximadamente 5 mL, para serem
analisadas imediatamente por cromatografia em placas, para verificar a separacao das
aminas.

Apoés a separacao das amostras das primeiras colunas construidas verificou-se
que a quantidade de amostra introduzida foi insuficiente, pois, ao serem analisadas as
fracbes nas placas nao foi identificada nenhuma substédncia, mesmo ap6s a
concentracao destas fracdes. Na tentativa de verificar a auséncia de manchas nas
placas, estas foram também reveladas em camara de ultravioleta, onde verificou-se a
presenca de aminas apenas apds a aplicacdo de amostra mais concentrada. Assim,

nas colunas seguintes foi introduzida uma quantidade maior de amostra, ajustando-a
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ao tamanho da coluna e a quantidade de fase estacionaria. No inicio observou-se,
através da CCD, que a distancia da mancha ao ponto de aplicacdo no inicio da placa
(dy) estava muito préxima, o que poderia ser devido a alta concentracdo da amostra ou
a concentracdo da fase mével utilizada, optando-se, portanto, pela aplicacdo de fase
mével com gradiente de concentracao. Os gradientes utilizados foram propanol e agua
a 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 30% e agua pura, sendo que o monitoramento através
de placas de cromatografia em camada delgada seguiu este mesmo gradiente.

Apés a coleta das fracdes e preparo das placas observou-se que no gradiente a
5% nao houve deslocamento de nenhuma substancia. Os gradientes a 10% e 15%
promoveram o deslocamento de substancia, provocando a presenca de duas manchas,
com d, de aproximadamente 4,5 e 5,0 cm. O gradiente a 20% promoveu o
deslocamento de substancia com o mesmo fator de retencdo da mancha produzida
pelo gradiente a 10% e 15% além de outra com fator de retencdo menor, de
aproximadamente 3 cm. A 25% houve eluicdo de outra substancia, com fator de
retencdo diferente dos anteriores (aproximadamente 6 cm), sugerindo, portanto, a
presenca de quatro substancias diferentes detectadas pelo método de cromatografia
em camada delgada. A 30% e com agua pura as placas nao revelaram substancia,
indicando que a polaridade da fase mével de 10% a 25% € suficiente para arrastar
todos os componentes da amostra.

Para analisar os resultados obtidos nas placas, nas fracdes nas quais verificou-
se a presenca de alguma substancia, foram determinadas as aminas bioativas por
CLAE. Verificou-se a presenca de aminoacidos, os quais eluem logo no inicio do
cromatograma, anteriormente a eluicdo de aminas bioativas. Apds analise por CLAE
observou-se que a substancia eluida com fase mével a 10% foi a cadaverina e a 15%
foi a espermidina e a histamina. A 20 e 25% houve eluicdo apenas de aminodcidos,
enquanto a espermina nao foi detectada.

Como o objetivo deste trabalho foi a obtencdo de aminas purificadas, estas nao
poderiam ter sua constituicdo alterada por derivagao, por isso buscou-se por métodos
de separacdo nos quais as aminas nao precisariam ser derivadas, como sugerido por
KHAN (2006).

KHAN (2006) comparou a separacdao de poliaminas utilizando placas
impregnadas com silica e com sulfato de calcio e observou que a separacao com
sulfato de calcio foi melhor para a separacdao de poliaminas. Estes resultados sao
similares aos obtidos neste trabalho. Este autor investigou varios solventes e verificou
que o metanol promoveu a melhor separacdo das aminas, mas o fator de retencéo da
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espermidina e da espermina foi o mesmo. No presente trabalho o uso de propanol
apresentou melhores resultados quando comparado a solugdo com metanol, além de
promover a separacao entre espermina e espermidina.

A quantidade de aminas obtidas em escala laboratorial foi pequena, sendo
recomendada, portanto, a utilizagcdo de métodos em escala industrial, com objetivo de

reduzir tempo e custo.

4 Conclusoes

Na CCD, a solucao de propanol apresentou melhor resolucao para separagao
das aminas e foi utilizada como fase moével, na proporcao de 75% (3:1, v/v). Como fase
estacionaria foi utilizado sulfato de célcio com espessura de 0,25 mm, distribuido em
placa de vidro medindo 4,5 x 10 cm.

Na CC foi utilizada uma coluna de vidro com 82 cm de comprimento € 2 cm de
largura. Como fase estacionaria foi utilizado sulfato de célcio e como fase modvel
propanol e agua (3:1, v/v) & pressdo de 0,3 kgf/cm®, com bomba a vacuo, sendo a
altura final da fase estacionaria de 28 cm. O método de CC proporcionou boa
separacdo das aminas, entretanto, mais estudos sdo necessarios para conseguir

melhor separacdo e um extrato rico em espermina e livre de interferéncias.
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CAPITULO IV: Avaliacio de parametros bioquimicos
sanguineos, aminas bioativas e estabilidade oxidativa em
carne de rato apos administracao de espermina -
Experimento piloto

1  Objetivos

Adequar tratamentos (doses e tempos) e técnicas analiticas para verificar o
efeito antioxidante da espermina in vivo. Os objetivos especificos foram: i) avaliar o
coeficiente de eficacia alimentar; ii) verificar a influéncia dos tratamentos sobre os
parametros bioquimicos séricos; iii) avaliar o pH da carne; iv) avaliar os teores de
aminas bioativas na carne; v) e avaliar a oxidacdo pelas analises de dienos
conjugados (carne) e das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (carne e figado) e

vi) perfil de 4cidos graxos na carne.

2 Material e Métodos

2.1 Animais e dieta

Foram utilizados ratos Wistar, Rattus norvegicus var. albinus com 90 dias de
idade, pesando aproximadamente 300 g, provenientes do biotério da Faculdade de
Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram alojados
individualmente em gaiolas plasticas de polipropileno, receberam agua e dieta Labina
(Purina) ad libitum (Tabela IV.1) e foram mantidos sob condi¢bes controladas de
iluminacao (ciclo 12 h claro/escuro) (FIOCRUZ, 2005).

Tabela IV.1 - Composicao centesimal da racdo comercial para ratos Labina (Purina)

Componentes Concentracoes (g/100 g)
Umidade (max) 13

Proteina bruta (min) 23

Extrato etéreo (min) 4

Matéria fibrosa (max) 5

Matéria mineral (méax) 10

Glicidios (diferenca) 45

Célcio (max) 1,3

Fésforo (min) 0,85
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2.2 Tratamentos

Dezesseis ratos machos foram aleatoriamente distribuidos em dois
experimentos, sendo 8 animais para cada experimento. No experimento piloto 1 (EP1),
os animais foram distribuidos em quatro grupos, recebendo diferentes doses de
espermina, 0, 27, 100 e 167 mg/kg/dia, respectivamente grupos controle, G8, G30 e
G50, durante diferentes periodos de tempo, sendo dois animais para cada tratamento
(Tabela 1V.2). ApGs a realizacdo do EP 1 e observacao dos resultados foi realizado o
EP 2. No EP2, os animais foram distribuidos em quatro grupos, recebendo as mesmas
doses de espermina do EP1, entretanto, durante um periodo Unico de tempo para
todos os grupos, sendo dois animais para cada tratamento (Tabela IV.3). Foram
preparadas solu¢des aquosas de espermina a partir do padrdo tetracloridrato de
espermina (S-2876) da Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, EUA) e estas foram

administradas por gavagem.

Tabela IV.2 - Condicoes experimentais do experimento piloto 1, utilizando oito animais,
sendo dois animais por grupo, diferentes doses de espermina (0 a 50 mg) e periodos
de tratamento (quatro a dez dias)

Grupo Dose EPM (mg)/animal Dose/dia Periodo
diluida em 0,3 mL de agua (mg EPM/kg) (dias)
Controle 0 0 7
G8 8 27 10
G30 30 100 7
G50 50 167 4

EPM = espermina; kg = quilograma de peso vivo.

Os animais do EP 1, submetidos a 7 e 10 dias de tratamento foram pesados ao
5¢ dia para ajuste da dose administrada em fun¢ao da alteragdo de peso corporal.

Tabela IV.3 - Condicoes experimentais do experimento piloto 2, utilizando oito animais,
sendo dois animais por grupo, diferentes doses de espermina (0 a 50 mg) e um periodo
de tratamento (quatro dias)

Grupo Dose EPM (mg)/animal Dose/dia
diluida em 0,3 mL de agua (mg EPM/Kkg)

Controle 0 0

G8 8 27

G30 30 100

G50 50 167

EPM = espermina; kg = quilograma de peso vivo.
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2.3 Eutanasia e coleta de material para analises

Os animais foram eutanasiados 48 h ap6s a administracao da ultima dose do
tratamento, utilizando associagéao de cloridrato de cetamina (1,16 g/10 mL) e cloridrato
de xilazina (200 mg/10 mL), nas doses de 66 mg/kg e 8,6 mg/kg, respectivamente e
cloreto de potassio a 20% (FIOCRUZ, 2005).

Apbs a aplicacao intraperitoneal de 0,1 mL da associacdo de cetamina e
xilazina/100 g de peso vivo, 0 sangue foi coletado por puncao intracardiaca. Para
obtencao do soro, o sangue foi imediatamente centrifugado a 2330 x g durante 10 min.
Em seguida foi aplicada outra dose de anestésico, por via intraperitoneal, e 1 mL de
cloreto de potassio, por via intracardiaca, até completa parada cardiaca, determinada
por ausculta.

Apbés a eutanasia foram retirados a pele e as visceras e a carcaca foi
armazenada em refrigerador a 4 °C por 24 h. Apds este periodo a carne foi separada
dos o0ssos, moida em multiprocessador, embalada em sacos de polietileno e
armazenada em refrigerador a -18 °C, separadas em dois grupos (0 e 45 dias). Estas
amostras foram analisadas quanto ao teor de aminas bioativas, pH, perfil de acidos
graxos e estabilidade oxidativa pelos métodos de dienos conjugados (DC) e
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). O figado foi separado das outras
visceras, moido e armazenado, individualmente, em sacos de polietileno para anélises
de TBARS. No sangue foi feita avaliacdo dos parametros bioquimicos.

As andlises de pH, DC e TBARS foram realizadas aos 0 e 45 dias
(respectivamente TO e T45), apds a eutanasia dos animais, enquanto as analises de

aminas bioativas e acidos graxos foram realizadas apenas uma vez.

2.4 Meétodos de analise

2.4.1 Determinacao do consumo de alimento, variacao de peso e rendimento em
carne
Os animais foram pesados no inicio e final do experimento, assim como a
quantidade de racdo consumida foi calculada no mesmo periodo. Para calculo do
rendimento em carne foi utilizado o peso inicial do animal e o peso obtido apds a

retirada de toda a carne
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2.4.2 Analise do sangue quanto aos parametros bioquimicos

As andlises bioquimicas foram realizadas no laboratério de patologia clinica da
Escola de Veterinaria da UFMG, utilizando o aparelho automatico Cobas Mira (Roche)
com sistemas comerciais da Bioclin®. Foram avaliadas as concentracées de glicose,
uréia, creatinina, albumina, célcio, fosfatase alcalina, proteinas totais, bilirrubina total,
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), amilase, colesterol

e fosforo, analisadas no soro sanguineo.

2.4.3 Determinacao do pH

Para a determinacédo do pH foram pesados 2 g de tecido muscular moido, em
béquer, ao qual foram adicionados 20 mL de agua deionizada (BRASIL, 1999). Esta
mistura foi homogeneizada e deixada em repouso durante 30 min. Em seguida o pH foi
determinado utilizando potencidmetro DM20 Digimed (Sao Paulo, Brasil), de acordo
com IAL (2004). Momentos antes da medicdo o aparelho foi aferido com solugdes
tampao de pH 7,0 e 4,0.

2.4.4 Determinacao de aminas bioativas

Para extragcdo das aminas foi utilizado o método de VALE & GLORIA (1997)
modificado. Em tubo de centrifuga de polipropileno foram pesados 1 g de amostra e
adicionados 7 mL de &acido tricloroacético (TCA) a 5%. As amostras foram misturadas
por 5 min em mesa agitadora a 250 rpm e centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4
°C e 8422 x g por 20 min e o sobrenadante filtrado em papel de filtro qualitativo. Esta
etapa foi repetida mais duas vezes com o mesmo volume de acido, totalizando 21 mL
adicionados. O volume final foi coletado em proveta, medido e armazenado em
refrigerador, a -18 °C até o momento da analise.

O proceso de separacdo e quantificacdo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia € o mesmo descrito no Capitulo I.

2.4.5 Determinacao de dienos conjugados

Foram pesados 30 mg de lipidios previamente extraidos (FOLCH et al., 1957),
em baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com isooctano, de acordo
com método da IUPAC (1992). Para a leitura foi utilizada cubeta de quartzo de 1 cm e
isooctano como branco. As medidas da absorvancia foram efetuadas no comprimento

de onda de 232 nm. A concentracdo de dienos conjugados foi determinada pela
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férmula abaixo, sendo que a concentracdo da amostra é a quantidade de 6leo
dissolvida para 100 mL de isooctano.

Dienos conjugados (%) = Absorvancia

Concentragao da amostra x largura da cubeta

2.4.6 Determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A determinacdo de TBARS foi feita de acordo com metodologia de BUEGE &
AUST (1978) modificada. Foram preparados homogeneizados a partir da carne e
figado dos ratos utilizando-se 1 g de amostra moida e 4 mL de solugao salina 0,9%. O
homogeneizado foi transferido para um frasco de polipropileno e armazenado a -18 °C
até o momento das andlises.

Foram adicionados 1,8 mL de agua deionizada a 200 puL do homogeneizado
preparado previamente e 8 mL de solucdo TBARS contendo acido cloridrico 0,25 N,
adicionado de &cido tricloroacético 15% (p/v) e acido tiobarbiturico 0,375% (p/v). Esta
mistura foi aquecida por 30 min em banho de agua a 90 °C e depois centrifugada a
4 °C e 5000 x g, durante 10 min, para remover a proteina precipitada. Como branco foi
utilizada solucdo de TBARS, salina e agua deionizada nas mesmas proporcdes. Foi
feita leitura em espectrofotometro UV1650p (Shimadzu, Kioto, Japao) a 535 nm e a
concentragdo de malonaldeido foi calculada através do coeficiente de extingdo molar
1,56 x 10° M/cm.

2.4.7 Determinacao do perfil de acidos graxos

Os lipidios previamente extraidos (FOLCH et al., 1957) foram armazenados a 4
°C, em eppendorf sob atmosfera de nitrogénio, até o momento das analises. A
determinacao do perfil de &cidos graxos foi realizada na EMBRAPA/CNPGL, na cidade
de Juiz de Fora, MG, utilizando cromatografia gasosa em coluna capilar de silica
fundida (CPSil-88, 100 m x 0,25 mm x 0,2 um) e detector de ionizacdo em chama, de
acordo com DESTAILLATS et al. (2007). As condi¢des utilizadas foram: temperatura
inicial do forno 45 °C por 4 min, elevada a 175 °C a 13 °C/min e a 215 °C a 4 °C/min. A
injecao foi feita no modo split, razdo 1:50. Como géas de arraste foi utilizado hidrogénio,
em fluxo de 1 mL/min. A temperatura do injetor foi de 250 °C e do detector 250 °C. Os
acidos graxos foram identificados por comparacdo com tempos de retencdo dos
padrées comerciais, sendo apenas detectados, mas ndo quantificados.
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2.5 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, com excecao da analise de
acidos graxos que foi feita apenas uma vez. Os dados foram analisados utilizando o
software SAEG, com tratamento e tempo como fatores. Os valores foram expressos
como média * desvio padrao e as diferengas entre os grupos foram determinadas por
andlise de variancia (ANOVA). A significancia estatistica das diferencas foi avaliada
utilizando-se testes a 0,05, enquanto as correlacdes entre diferentes parametros foram
avaliadas através da correlacao de Pearson.

3 Resultados e discussao

3.1 Consumo de racao, variacao de peso e rendimento em carne

O consumo de ragédo e a variacao de peso durante os tratamentos podem ser
observados na Tabela IV.4. Os ratos apresentaram rendimento em carne de
aproximadamente 28%.

Tabela IV.4 - Variacédo de peso e consumo de ragao dos ratos dos experimentos piloto
(EP) 1 e 2, ap6s administracdo de espermina em diferentes doses e tempos de
tratamento

EP 1 EP2
Tratamento Variacao de Consumo Variacao Consumo
peso (9) de racao (g) de peso (g) de racao (g)
Controle 5,542 19,71 -3,291 29,97
G8 -1,513 20,90 3,873 28,58
G30 1,081 22,72 -50,250 16,00
G50 7,403 22,26 -0,624 31,69

Médias (+ desvio-padrdao) com diferentes letras mailsculas na mesma coluna sao significativamente
diferentes (A-C) (Teste de Duncan, p < 0,05). Médias (+ desvio-padrao) com diferentes letras
mindsculas na mesma linha sao significativamente diferentes (a-b) (Teste de Duncan, p < 0,05).

Foi observado que os animais do EP 2, submetidos a dose de 30 mg/dia de
espermina (grupo G30) apresentaram uma queda significativa no peso corporal. Isso
pode ter ocorrido em funcido de diarréia apresentada pelos animais, sendo que um
deles teve diarréia no primeiro dia de tratamento, enquanto o outro, no segundo dia.
Em ambos os casos, a diarréia durou aproximadamente 24 h e nao foi observada nos

animais dos outros grupos e do outro experimento e ndo foi correlacionada com o

90



tratamento experimental. Observou-se também que o consumo de racdo do mesmo
grupo também foi baixo quando comparado aos outros grupos, o que também explica a
maior perda de peso dos animais do grupo.

No EP 1, o consumo de racéo foi menor. Isso pode ter ocorrido devido a falta de

experiéncia do manipulador, de forma a causar maior estresse nos animais.

3.2 Influéncia da administracao de espermina nos parametros
bioquimicos do sangue

Os resultados relativos ao efeito da administracao oral de espermina sobre 0s
parametros bioquimicos sanguineos dos animais submetidos ao EP 2 estédo
apresentados na Tabela IV.5. Foi observada reducdo nas atividades das enzimas
fosfatase alcalina e amilase e aumento na concentracdo de colesterol nos animais do
grupo G30, quando comparado aos animais do grupo controle. Assim como no grupo
G30, no grupo G8 também foi observado um aumento nas concentracdes de colesterol,
entretanto, acredita-se que estas variacbes observadas nao sejam devido a
administracao de espermina, uma vez que nos animais do grupo G50, que receberam a
maior dose, ndo houve diferenca em relacdo ao grupo controle. Este resultado parece
ter sido influenciado pela ocorréncia de diarréia nos animais do grupo G30.

A avaliacdo dos parametros bioquimicos foi importante para a determinacéao de
possiveis alteracbes decorrentes da administracdo de espermina, nao sendo
constatada nenhuma alteracdo renal ou hepatica nos animais tratados, como
observado por TIL et al. (1997).
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Tabela IV.5 - Efeito da administragdo oral de espermina sobre os parametros
bioquimicos de ratos no experimento piloto 2, que receberam diferentes doses de
espermina (8, 30 e 50 mg/kg)

Tratamentos
Parametros Unidade Controle G8 G30 G50
Glicose (mg/dL) 137,5049,91 155,50+7,78 125,00+6,90 156,50+10,01
Uréia (mg/dL) 44,00+3,87 50,00+4,89 46,00+3,59 41,50+3,21
Creatinina (mg/dL) 0,50+0,23 1,00+0,15 0,65+0,04 0,45+0,01
Albumina (g/dL) 2,55+0,55 2,80+0,99 2,40+0,79 2,50+0,88
Célcio (mg/dL) 11,00+0,09 10,30+0,04 10,80+0,09 9,95+0,07
Fosfatase alcalina (U/L) 262,50+13,99  244,50+10,97 61,00+7,89* 256,50+15,34
Proteinas totais (mg/dL) 6,60+1,66 6,80+1,05 6,45+1,39 6,30+1,48
Bilirrubina total (mg/dL) 0,28+0,01 0,26+0,02 0,29+0,06 0,23+0,02
ALT (U/L) 197,00+12,45 197,5049,89 207,0049,90 201,00£11,73
AST (U/L) 26,00+1,79 22,00+2,15 25,00+1,57 24,00+1,37
Amilase (U/L) 873,00+23,89  883,50+15,48 539,00+17,89*  859,50+19,90
Colesterol (mg/dL) 86,50+58,45  104,50+23,67* 127,00+37,82* 99,00+40,74
Fosforo (mg/dL) 8,65+1,01 7,40+1,11 9,20+1,45 8,65+0,99

Os valores representam a média (+ desvio-padrao) obtida em aparelho automatico Cobas Mira (Roche)
com kits da Bioclin®. *Estatisticamente diferente do grupo controle (ANOVA seguido de Tukey, p < 0,05).

3.3 Influéncia da administracao de espermina no pH

A determinagédo do pH foi realizada para avaliagdo da qualidade da carne, em
funcdo da administracdo de espermina, que € uma substancia que apresenta
propriedades basicas. Observou-se, no EP 1, aumento nos valores de pH dos grupos
tratados em relacdo ao grupo controle, tendo este resultado se repetido no tempo TO
do EP 2, enquanto no tempo T45 foi observado aumento apenas no grupo G30 (Tabela
IV.6).

Tabela 1V.6 - Valores do pH da carne de rato dos experimentos piloto (EP) 1 e 2, nos
tempos TO e T45, respectivamente 0 e 45 dias ap6s a eutanasia que receberam
diferentes doses de espermina (8, 30 e 50 mg/kg)

Tratamento Valores de pH da carne

EP 1

T45 TO T45
Controle 6,39+0,00° 6,40+0,00%" 6,40+0,018"
G8 6,43+0,02° 6,45+0,01°A 6,39+0,012°
G30 6,43+0,02° 6,63+0,05%" 6,62+0,1>A
G50 6,45+0,02° 6,46+0,01°A 6,42+0,03%°

Médias (+ desvio-padrao) com diferentes letras (a-c) na mesma coluna e na mesma linha (A-B) sao
significativamente diferentes (Teste de Duncan, p < 0,05).
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3.4 Aminas em carne

Em todas as amostras de carne de rato foram encontradas as aminas
putrescina, histamina, espermidina e espermina, sendo que a cadaverina foi
encontrada apenas em um dos animais do grupo G8 e em outro do G50 do EP 1
(Tabela IV.7).

Tabela IV.7 - Teores de aminas bioativas (mg/100 g) em carne de ratos tratados

com espermina por via oral, dos experimentos piloto (EP) 1 e 2
Aminas (mg/100 g)

Amostra  PUT CAD HIM EPD EPM Total
EP 1

Controle  0,04+0,00° ND 1,030,012 2,1520,11° 12,19+0,48% 15,41+0,47
G8 0,04£0,01® 0,15+0,012 0,850,092 2,08+0,06° 13,28+0,77% 16,32+0,80
G30 0,010,012 ND 0,74+0,24% 1,58+0,16° 12,48+0,60° 14,81+0,58
G50 0,05+0,01° 0,46%,16° 1,140,012 1,80£0,11*° 12,510,482 15,95+0,50
EP 2

Controle 0,050,022 ND 1,170,232 2,26+0,09% 18,50+0,94° 21,98+1,01
G8 0,040,012 ND 1,1040,13° 2,14+0,108 17,18+1,86° 20,44+1,79
G30 0,020,012 ND 1,430,342 2,3620,432 15,42+0,992 19,23+0,95
G50 0,050,012 ND 1,0840142  2,1440,14% 20,5141,22° 23,77+1,20

ND = nado detectado. Limite de detecgao: 0,1 mg/mL; Limite de quantificagcdo: 0,04 mg/100 g. Médias (+
desvio-padrdo) com diferentes letras na mesma coluna séo significativamente diferentes (a-b) (Teste de
Duncan, p < 0,05). Put: putrescina; Cad: cadaverina; Him: histamina; Epd: espermidina; Epm: espermina.

A administracdo de espermina a dieta dos ratos ndo aumentou de forma
significativa a concentracao de espermina depositada na carne dos animais do EP 1,
entretanto, no EP 2 a concentracao no grupo controle foi semelhante ao grupo G8; a do
grupo G30 foi menor que o do grupo controle e a do grupo G50 foi maior que a do
grupo controle.

As concentracdes de histamina dos dois experimentos também mantiveram-se
inalteradas quando comparados os grupos controle e tratados. As concentracbes de
espermidina no tecido dos animais dos grupos controle e G8 do EP 1, foram maiores
que as concentracdes dos outros grupos (G30 e G50). Ja no EP 2 as concentragdes
foram as mesmas em todos os grupos. No grupo G30 do EP 1 a concentracao de
putrescina foi menor em relacdo aos outros grupos, entretanto no EP 2, ndo houve

diferencga estatistica entre eles.
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3.5 Influéncia da administracao de espermina na estabilidade

oxidativa

3.5.1 Concentracao de dienos conjugados

Como indicado na Tabela IV.8, o tempo TO do EP 1 foi observada maior
concentracéo de DC nos grupos G30 e G50, em relagdo ao controle e G8, enquanto no
tempo T45, a concentracdo de DC aumentou linearmente em funcdo da dose
administrada. Nao foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) entre os

grupos controle e G8.

Tabela IV.8 - Dienos conjugados em carne de rato, dos experimentos piloto (EP) 1 e 2,
nos tempos TO e T45, respectivamente 0 e 45 dias ap6s a eutanasia dos animais que
receberam espermina

Tratamento Dienos conjugados (%)
EP 1 EP 2 EP 1 EP 2
TO T45
Controle 3,685:0,04"2"  3,825+0,11%**  3,485+0,03**'  3,885+0,02"**
G8 3,725+0,06™2"  3,235+0,05™%*  4,170+0,14%%2  3,800+0,07*38
G30 4,400+0,16%%"  3,830+0,06%°F 4,645+0,14%%'  3,965+0,075°+
G50 5,130+0,11%%'  4,605+0,03%** 5305+0,03%*'  4,860+0,07°%*

Médias (+ desvio-padrao) com diferentes letras mailsculas na mesma coluna sdo significativamente
diferentes (A-C) (Teste de Tukey, p < 0,05). Médias (+ desvio-padrao) com diferentes letras mindsculas na
mesma linha sdo significativamente diferentes (a-b) (Teste de Tukey, p < 0,05). Médias (+ desvio-padrao)
com diferentes nimeros na mesma linha sdo significativamente diferentes (1-2) (Teste de Tukey, p <
0,05). Médias (+ desvio-padrao) com diferentes simbolos na mesma linha séo significativamente diferentes
( e §) (Teste de Tukey, p <0,05).

Estes resultados revelaram um aumento na oxidacado lipidica em funcdo do
aumento da dose de espermina administrada. Comparando-se os resultados dos EP 1
e 2, tanto no tempo TO quanto no T45, observou-se que nao houve diferenca
significativa entre o tempo de administracdo de espermina, em relagdo a producao de
dienos conjugados, no grupo G8. Assim, com a administragcdo de espermina durante
quatro ou dez dias a producéo de dienos conjugados foi semelhante e igual a do grupo
controle, no tempo TO do EP 1 e no tempo T45 do EP 2.

Este mesmo resultado foi observado no grupo G50, entretanto, tanto a dose
como o tempo de administracdo foram os mesmos, portanto, era de se esperar que nao
houvesse diferenga entre os resultados, assim como no grupo controle.

No grupo G30 foi observada uma reducao na producao de dienos conjugados,
tanto no tempo TO quanto no tempo T45, quando administrou-se espermina durante um

menor periodo de tempo (de sete para quatro dias).
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Entre os tempos TO e T45 houve diferenca apenas no grupo G8, tanto no EP 1
quanto no EP 2, o que caracteriza formagdo de dienos conjugados durante o
armazenamento. Entretanto, este processo nao ocorreu nos grupos controle, G30 e
G50.

Verificou-se menor formacao de dienos conjugados nas amostras do grupo G8,
no tempo TO, do EP 2, pois a concentracdo foi menor que a do grupo controle. A
formacao de DC dos grupos G8 do EP 1 e G8 e G30 do EP 2 revelaram-se igual a do
grupo controle, enquanto em todos os outros tratamentos houve maior formacéo de DC
nos grupos tratados em relacdo ao controle, evidenciando maior oxidacao lipidica com

a administragédo de espermina nas doses utilizadas no presente experimento.

3.5.2 Concentracao das substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

3.5.2.1 TBARS na carne

A determinacdo da concentracdo de malonaldeido pela analise das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico foi realizada para avaliacdo da concentracdo dos
produtos secundarios da oxidacao lipidica. No tempo TO do EP 1 foi observada maior
concentracdo de malonaldeido na carne de animais dos grupos G30 e G50, em relacao
ao controle e G8, tendo este resultado se repetido no tempo T45. Nao foram
observadas diferencgas significativas (p < 0,05) entre os grupos controle e G8 (Tabela
IV.9). As respostas ao aumento da dose de espermina e formacédo de produtos de
oxidagado foram similares aos resultados da determinagdo de DC, onde observou-se
aumento na oxidacdo em funcdo do aumento da dose de espermina e resultados
similares entre grupos controle e G8.

No EP 2 ocorreu maior formacdao de malonaldeido em todos 0s grupos em
relacdo ao controle, nos tempos TO e T45, sugerindo aumento na formacdo de
produtos de oxidacdo em funcdo da dose administrada, entretanto, ocorreu menor
formacao de malonaldeido na maior dose (G50), em relacdo as doses menores (G8 e
G30). Estes resultados revelaram um aumento na oxidacao lipidica em funcao do
aumento da dose de espermina administrada.

Comparando-se os resultados dos EP 1 e 2, tanto no tempo TO quanto no T45,
observou-se que houve diferenga significativa entre o tempo de administragdo de
espermina, em relacdo a producdo de malonaldeido, nos grupos G8 e G30. Nestes
grupos observou-se uma maior producdo de malonaldeido no EP 2 (quatro dias de
administracdo), em relacdo ao EP 1 (dez e sete dias de administracao,
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respectivamente G8 e G30), sugerindo uma possivel adaptacdo do organismo no
metabolismo da espermina, apds sete dias de tratamento, como também observado
por Til et al. (1997).

No tempo TO dos EP 1 e 2 nao foi observada diferenca significativa entre os
resultados do grupo G50, como esperado, devido ao fato terem sido as mesmas
condicoes oferecidas. Nao ocorreram diferencas significativas na formacédo de
malonaldeido no grupo controle, nos tempos TO e T45 de ambos 0s experimentos.

Ao contrario da formacdo de dienos conjugados, houve formagdo de
malonaldeido durante o armazenamento por 45 dias, em todos o0s grupos. Esta
observacdo sugere que a espermina nao apresentou atividade antioxidante na carne,
durante o periodo de armazenamento avaliado. Este resultado é semelhante ao de
SILVA (2010), que utilizou espermina adicionada a embalagem para conservacao de
carnes. Este mesmo autor sugere que isso pode ter ocorrido devido a utilizacao de
espermina na forma de sal (tetracloridrato de espermina), entretanto, no presente
estudo, ndo houve preocupacdo com a administracdo desta mesma substancia,
contendo acido cloridrico (HCI), devido ao fato do HCI estar presente naturalmente no

trato digestivo dos animais, auxiliando na digestao dos alimentos.

Tabela IV.9 - Concentracdo de malonaldeido em carne de rato, dos experimentos piloto
(EP) 1 e 2, nos tempos TO e T45

Tratamento Malonaldeido (umol.L-1/g)
EP 1 EP 2 EP 1 EP 2
TO T45
Controle 2,644+0,032"  2,683+0,05"%* 3,165+0,03*%  3,169+0,04"2$
G8 2,594+0,05"  4,308+0,14%>*  3,128+0,05**2  5,064+0,10°°%
G30 2,923+0,09%2"  4,845+0,04°**  3,455+0,08%%2 5 ,044+0,03°°%
G50 3,733+0,04%%"  3,881+0,0553% 3,470+0,03%32  4,442+0,04%°8

Médias (+ desvio-padrdo) com diferentes letras mailsculas na mesma coluna sao significativamente
diferentes (A-D) (Teste de Tukey, p < 0,05). Médias (x desvio-padrdo) com diferentes letras minusculas
na mesma linha séo significativamente diferentes (a-b) (Tukey, p < 0,05). Médias (+ desvio-padrdao) com
diferentes nimeros na mesma linha sdo significativamente diferentes (1-2) (Teste de Tukey, p < 0,05).
Médias (+ desvio-padrdo) com diferentes simbolos na mesma linha séo significativamente diferentes (f e
§) (Teste de Tukey, p < 0,05).

Pela andlise de formacdo de malonaldeido verificou-se que, nos animais
tratados com espermina, ndo foi observada atividade antioxidante em relacao ao grupo
controle. Entretanto, o grupo G8 do EP 1, nos tempos TO e T45, apresentaram
concentragdo de malonaldeido semelhante ao controle, enquanto em todos os outros
tratamentos houve maior formacao de malonaldeido nos grupos tratados em relacao ao
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controle, evidenciando maior oxidagao lipidica com a administragdo de espermina nas

doses utilizadas no presente experimento.

3.5.2.2 TBARS no figado

Foi observado um aumento nas concentragées de malonaldeido no figado nos
dois tempos (TO e T45) dos dois experimentos (EP 1 e EP2), quando compararam-se
0s grupos tratados em relacdo ao controle (Tabela 1V.10). No tempo TO do EP 1 foi
observada maior concentragcdo nos grupos G30 e G50, que nao apresentaram
diferenca significativa entre si, enquanto no tempo T45, o grupo G30 apresentou as
maiores concentracées de malonaldeido, em relagdo aos outros grupos tratados. Nos
tempos TO e T45 do EP 2, os grupos G8 e G50 apresentaram maiores concentracdes
de malonaldeido em relacdo ao G30.

Da mesma forma que a analise da concentracdo de dienos conjugados e
malonaldeido em carne, os resultados de malonaldeido em figado também revelaram
um aumento na oxidacao lipidica em funcdo do aumento da dose de espermina
administrada.

Comparando-se os resultados dos EPs 1 e 2, tanto no tempo TO quanto no T45,
observou que houve diferenca significativa entre o tempo de administracdo de
espermina, em relacao a producao de malonaldeido, nos grupos G8 e G30.

No grupo G8, houve maior formacao de malonaldeido durante o0 menor tempo de
administracdo de espermina (EP2, quatro dias). Este resultado sugere que a
administracdo de espermina por um tempo mais longo (EP1, sete dias) pode
apresentar alguma atividade antioxidante, ou ainda, pode ter ocorrido adaptagéao
metabdlica a maior ingestao de espermina. Entretanto, ao contrario do grupo G8, no
grupo G30, houve menor formacao de malonaldeido durante o tratamento mais curto
(EP2, quatro dias).

A analise estatistica da determinacdo de DC na carne revelou que o0 grupo que
recebeu a menor dose de espermina apresentou menor formagdo de DC quando
comparado ao grupo controle. Entretanto, na dose intermediaria e na mais elevada
houve aumento na formagdo de DC. Na analise de TBARS verificou-se menor
formacao de malonaldeido na carne do grupo controle em relagdo aos grupos que
receberam espermina. Embora o uso de espermina com finalidade de inibir o processo
oxidativo tenha sido comprovado em sistemas biolégicos e em 6leos vegetais, esta
atividade nao foi observada in vivo, em todas as situacdes das condicdes testadas.
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Tabela 1V.10 - Concentracdo de malonaldeido (pmol.L''/g) em figado de rato, apds
tratamento com espermina, nos animais dos experimentos piloto (EP) 1 e 2, nos
tempos TO e T45, respectivamente 0 e 45 dias ap6s a eutanasia

Concentracdo de malonaldeido em figado de rato (umol.L"'/g)

EP2

EP 1

EP 2

T0

T45

Tratamento

EP 1
Controle 5,851+0,12%2
G8 6,355+0,1052
G30 8,718+0,11%2
G50 8,577+0,05%2

5,778+0,1172
8,247+0,17°°
7,058+0,195°
8,276+0,06°2

6,145+0,12"2
6,835+0,0652
9,205+0,22°2
8,875+0,07%2

6,010+0,05™2
8,916+0,07°°
7,469+0,13B°
8,464+0,13%2

Médias (+ desvio-padrdo) com diferentes letras mailsculas na mesma coluna sao significativamente
diferentes (A-D) (Teste de Tukey, p < 0,05). Médias (x desvio-padrdo) com diferentes letras minlUsculas
na mesma linha sdo significativamente diferentes (a-b) (Tukey, p < 0,05).

A atividade antioxidante da espermina foi observada apenas quando se utilizou a
menor dose, comparada ao grupo controle, pela analise de DC, nao tendo este
resultado se repetido quando analisado por TBARS. Nas andlises de TBARS e nas
doses mais elevadas de espermina analisadas por DC a espermina apresentou
atividade pro-oxidante, talvez devido as concentracbes utilizadas, uma vez que, de

maneira geral, observou-se aumento da oxidagdo com aumento da dose administrada.

3.6 Acidos graxos em carne de rato

Foram detectados 41 acidos graxos nas amostras de carne de rato, entre
saturados, polinsaturados e monoinsaturados (Tabela IV.11). De todos os acidos
graxos analisados s6 nao foram detectados o0 C11 em um dos animais do grupo G8 e o

C22:2 ¢c13c16 em um dos animais controle.
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Tabela IV.11 - Perfil de &acidos graxos na carne de ratos do experimento piloto 2,
tratados com espermina em diferentes doses (8, 30 e 50 mg/kqg), durante 4 dias
Perfil de acidos graxos na carne de ratos

Saturados Monoinsaturados Polinsaturados
C4 C14:1 c9 C18:2 c9c12
C6 C16:1 c9 C18:3 c9c12c15
C8 C17:1 c10 CLA coti1
C10 C18:116-8 CLA t10c12
Cif C18:119 C20:2 c11c14
Cc12 C18:1t10 C20:3 n6
C13 C18:1 t11 C20:4 n6
Ci14 C18:1t12 C22:2 c13c16
Ci15 C18:1t13-14 DHA
Ci16 C18:1c9
C17 C18:1 c11
C18 C18:1 ¢c12
0%200] C18:1 ¢c13
C22 C18:1t16
Cc23 C20:1 c11
C24 C24:1 n9

3.7 Avaliacao da correlacao entre as analises realizadas

Foram consideradas todas as possibilidades de correlacdo entre a avaliacao de
dienos conjugados e TBARS. A possibilidade de correlacdo entre estas analises foi
avaliada pelo teste de Pearson.

Estao representadas na Tabela IV.12, as correlagdes que apresentaram grau de
significancia < 0,05 no presente experimento. As demais correlacdes apresentaram-se

de baixa magnitude no presente experimento, por isso ndao foram destacadas.

Tabela 1V.12 - Correlagcbes entre as andlises de dienos conjugados (DC) e
malonaldeido (TBARS) na carne de ratos recebendo espermina por via oral, do
experimento piloto 1

Variaveis Correlacoes

Correlacao (r) Significancia (P)
DC x TBARS carne 74,94% 0,0001
DC x TBARS figado 80,91% 0,0001
TBARS carne x TBARS figado 67,85% 0,0001

No EP 1, houve uma correlacdo positiva significativa (p € 0,0001) entre a
concentracdo de DC e TBARS tanto na carne quanto no figado, ou seja, quando a
concentracdo de DC apresentava-se elevada, a de TBARS também encontrava-se em

concentracdes elevadas. A observacao da elevacao destes fatores indica a formacao
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de substancias provenientes da oxidagao lipidica, sendo a formagdao de DC
caracteristica do primeiro estagio da oxidagédo, enquanto a de TBARS, do segundo
estagio.

A correlacao entre a andlise de TBARS na carne e TBARS no figado também foi
positiva, indicando que estas tiveram um comportamento semelhante ao longo do

experimento. No EP 2 ndo foram observadas correla¢des significativas (p < 0,0001).

4 Conclusoes

Os tratamentos com espermina provocaram alteracdo de peso e consumo de
racdo quando comparadas as diferentes doses, entretanto, ndo provocaram alteracdes
de parametros bioquimicos séricos, de aminas bioativas e perfil de acidos graxos, nos
animais, entretanto, foram observadas aumento no pH da carne nos grupos tratados.

A atividade antioxidante da espermina foi observada apenas quando se utilizou a
menor dose, comparada ao grupo controle, pela andlise de DC, ndo tendo este
resultado se repetido quando analisado por TBARS. Nas andlises de TBARS e nas
doses mais elevadas de espermina analisadas por DC, ao contrario da acao esperada,
a espermina apresentou atividade pro-oxidante.

Estes resultados foram provenientes de um estudo inicial, no qual poucos animais
foram utilizados, comprometendo sua confiabilidade estatistica, entretanto, os
resultados foram importantes para adequar os tratamentos e técnicas analiticas

empregadas em experimento posterior com maior nimero de animais.
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CAPITULO V: Avaliacio de parametros de qualidade na
carne apos administracao de espermina, utilizando ratos
Wistar como modelo experimental

1  Objetivos

Determinar o efeito da administracdo (por gavagem) de espermina na carne e
figado de ratos Wistar. Os objetivos especificos foram: i) avaliar o coeficiente de
eficacia alimentar; ii) avaliar o perfil e teores de aminas bioativas na carne; iii) avaliar a
cor e o pH da carne; iv) avaliar a oxidacao lipidica na carne e figado; v) e avaliar a
oxidacao protéica no figado.

2 Material e métodos

2.1 Animais e dieta

Este experimento foi conduzido no Biotério da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais, coordenado pela Médica Veterinaria Maria
Adelaide Fernandes.

Foram utilizados Rattus norvegicus albinus, da linhagem Wistar, adultos, com
idade de aproximadamente 90 dias e peso médio de 330 g. Antes do periodo
experimental, os cuidados de higienizacao e alimentacao foram diarios e realizados por
tratador unico. Dois dias antes do inicio dos tratamentos, os animais passaram por
periodo de adaptacdo, no qual foram alojados em gaiolas plasticas (polipropileno)
individuais com tampo metalico, alimentados com dieta prépria (Tabela V.1) para a
espécie (Labina®, Purina, SP, Brasil) e agua a vontade.

Apébs o periodo de adaptacdo, os animais receberam as respectivas doses de
espermina, por gavagem, realizada sempre no periodo da manha. Os animais foram
pesados antes e apds os tratamentos. A quantidade de alimento ingerido por cada
animal foi medida para determinacéo da taxa de conversao alimentar.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Processo n° 005/10)

(Anexo B).
101



Tabela V.1 - Composicao centesimal da racdo comercial para ratos Labina (Purina)

Componentes Concentracoes (g/100 g)
Umidade (max) 13

Proteina bruta (min) 23

Extrato etéreo (min) 4

Matéria Fibrosa (max) 5

Matéria Mineral (max) 10
Carboidrato (diferenca) 45

Célcio (max) 1,3

Fosforo (min) 0,85

Valores encontrados na embalagem do produto.
2.2 Tratamentos

Sessenta ratos machos foram distribuidos aleatoriamente em seis tratamentos,
sendo dez animais para cada tratamento. Os tratamentos envolveram a administragéo
de duas doses de espermina (27 e 54 mg/kg) e dois periodos de tratamento (6 e doze
dias) e seus respectivos grupos controle.

As doses foram fornecidas diariamente aos animais, de cada tratamento, atraves
de gavagem, com introducdo de 0,3 mL de solucdo de tetracloridrato de espermina
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). Os animais dos grupos controle receberam apenas 0,3
mL de agua.

O experimento foi realizado em trés tempos (blocos). Em cada bloco foram

utilizados 20 animais, sendo composto por trés ou quatro animais de cada tratamento.

2.3 Eutanasia, coleta de sangue, retirada de visceras, pele e
musculos

Para anestesia foi utilizado tiopental so6dico (0,025 mg/mL), por via
intraperitoneal, na dose de 25 a 30 mg/kg (FIOCRUZ, 2005). Com o animal
anestesiado foi feita puncao de sangue intracardiaco, com seringa de 5 mL (lavada
com heparina e enxaguada com soro fisiolégico entre um animal e outro), até completa
retirada do sangue e parada cardio-respiratéria. Em seguida foi feita incisdo na pele e
musculos abdominais, sob linha média. O figado foi retirado, dividido em partes e cada
uma das partes foi acondicionada em embalagem individual de polietileno identificada,
para analises de TBARS, proteina carbonilada e total. As amostras de figado foram
colocadas em gelo seco até o armazenamento a -80 °C.
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Logo em seguida, foram retiradas as outras visceras, os membros e a pele. A
carcaga, contendo 0s musculos e 0s 0sso0s, foi lavada com agua corrente para retirada
de sujidades e colocadas, individualmente, em sacos de polietileno identificados e
foram armazenadas em refrigerador a 4 °C, durante 24 h.

Depois de 24 h, a carne foi moida em multiprocessador e acondicionada em
embalagens de polietileno para analise de cor. Foi entdo dividida em embalagens de
polietileno identificadas individualmente para as analises de pH, TBARS, dienos
conjugados e aminas bioativas. As embalagens foram armazenadas em refrigerador a

4 °C, até o momento das analises.

2.4 Reagentes, solucoes e padroes

Sao os mesmos descritos no Capitulo .

2.5 Meétodos de analise

2.5.1 Determinacao do consumo de alimento, variacao de peso e rendimento em
carne

Mesmos métodos descritos no Capitulo IV.

2.5.2 Determinacao de aminas bioativas

Mesmo método descrito no Capitulo IV

A separacao e a quantificacdo das aminas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) estdo descritas no Capitulo I. Os padrées de aminas bioativas

utilizados foram preparados em acido tricloroacético.

2.5.3 Determinacao da cor

Para a avaliacdo instrumental da cor da carne foi utilizado Colorimetro portatil
Colortec PCM (Clinton, EUA), com fonte de luz D-65 (que corresponde a luz natural do
dia) e angulo de observagao de 10°, calibrado contra um padréo de cor branca e outro
de cor preta, de acordo com HONIKEL (1998).

A cor da carne de rato foi determinada na amostra moida, uma vez que a
quantidade de carne obtida a partir de apenas um musculo seria insuficiente para a
realizacdo de todas as anadlises deste estudo. Por isso, todos os musculos foram

utilizados, sendo moidos e homogeneizados. Para as analises, as amostras estavam
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acondicionadas em embalagens de polietileno com altura de aproximadamente 1,5 cm,
sendo o leitor colocado sobre a embalagem.

Os valores da cor foram calculados de acordo com a escala CIE L* a* b* (Centre
International de L’Eclairage. A tonalidade e a cromaticidade foram determinadas,

respectivamente pelas equagdes (b*/a*) e [(a*? + b*?)"].

2.5.4 Determinacao do pH

Para as analises de pH (IAL, 2004, modificado) foram pesados 2 g de amostra
moida, em tubo de centrifuga, ao qual foram adicionados 20 mL de agua deionizada.
Os tubos foram agitados em voértex (Biomatic, Sdo Paulo, Brasil) durante 30 seg e
centrifugados a 10400 x g, durante 15 min, a 23 °C, em centrifuga MR23i (Jouan,
Franca). O sobrenadante foi transferido para béquer de 50 mL e deixado em repouso
durante 30 min. Em seguida o pH foi determinado utilizando potenciémetro Digimed
DM20 (Sao Paulo, SP, Brasil), aferido previamente, com solu¢des tampéao de pH 7,0 e
4,0.

2.5.5 Preparo de homogeneizado de figado

Para as analises de malonaldeido, proteina carbonilada e proteina total em
figado foram preparados homogeneizados pesando-se 400 mg de amostra, em tubo de
homogeneizador de tecidos, onde adicionaram-se 2 mL de solugdo tampao fosfato 50
mM, pH 6,7 (AEBI, 1984). Para a andlise de TBARS foi retirada uma aliquota do
homogeneizado total. Para as analises de proteina carbonilada e total foi utilizada uma
aliquota do sobrenadante obtido pela centrifugacdo a 10400 x g, em centrifuga Jouan
MR23i, durante 5 min, a 4 °C. Todas as aliquotas foram armazenadas a -80 °C, até o

momento das analises.

2.5.6 Avaliacao da oxidacao lipidica

A oxidacao lipidica foi avaliada através da determinacao de produtos primarios
(dienos conjugados) e secundarios (malonaldeido) formados durante o armazenamento
sob refrigeracdo. Estas andlises foram realizadas nos tempo 0, 3 e 6 dias apo6s a

eutanasia, para verificacdo da oxidacao durante o periodo de armazenamento.

2.5.6.1 Determinacao de dienos conjugados
Em tubo de ensaio com tampa foram pesados 15 mg de lipideos, previamente
extraidos da carne de rato (FOLCH et al., 1957) e adicionaram-se 5 mL de isooctano.
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Logo em seguida os tubos foram agitados em vértex, durante 5 seg de acordo com o
método 2.505 da IUPAC (1992). Foi feita leitura em espectrofotdmetro UV1650p
(Shimadzu, Kioto, Japao) a 234 nm. Os resultados foram expressos em valores de
absorvancia.

A medida dos dienos conjugados foi determinada pela férmula a seguir, sendo
que a concentracdo da amostra é a quantidade de 6leo (g) dissolvida para 100 mL de

isoctano.

Dienos conjugados = ____ Absorvancia
Concentragdao da amostra x largura da cubeta

2.5.6.2 Determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico

A analise das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) para
determinacao de malonaldeido foi realizada tanto na carne, quanto no figado (BUEGE
& AUST, 1978). Para analise da carne, amostras de 0,5 g de carne de rato foram
pesadas em tubo de centrifuga e foram adicionados 3 mL de solucéo acida, contendo
acido cloridrico 0,25 N, acido tricloroacético 15% (p/v) e acido tiobarbiturico 0,375%
(p/v). Os tubos foram agitados durante 10 seg em vértex e logo em seguida, aquecidos
em banho de 4gua a 92,5 °C, durante 30 min. Posteriormente foram centrifugados a
10400 x g, durante 15 min, a 23 °C; em centrifuga MR23i (Jouan, Franca). O
sobrenadante foi analisado em espectrofotémetro UV1650p (Shimadzu, Kioto, Japao) a
535 nm.

Para analise no figado foram pipetados 150 uL de homogeneizado preparado
com 400 mg de amostra e 2 mL de solucao tampao fosfato 50 mM, pH 6,7. O restante
do método foi semelhante ao utilizado para determinacdo na carne. Os resultados
foram expressos em valores de absorvancia. A concentracdo do malonaldeido foi
calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 1,56 x 10° M/cm, sendo o
resultado das analises expressos em mg de malonaldeido/kg de amostra.

2.5.7 Avaliacao da oxidacao protéica

A avaliacdo da oxidacao protéica foi determinada pelo conteldo de proteina
carbonilada (LEVINE et al, 1990). Foi utilizado o sobrenadante do mesmo
homogeneizado preparado para analise de TBARS, obtido por centrifugacdo a 10400 x
g, em centrifuga MR23i (Jouan, Francga), durante 5 min, a 4 °C. Em eppendorf foram
pipetados 500 uL do sobrenadante e adicionaram-se 500 pL de &cido tricloroacético
(TCA) 10%. Agitou-se em vortex, durante 10 seg e centrifugou-se a 10400 x g, durante

10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado. No tecido precipitado, adicionaram-se
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500 pL solugao de dinitrofenilhidrazina (DNPH) a 10 nmol/L em 2 mol/L de HCI. Agitou-
se o eppendorf em vortex, durante 10 seg. As amostras foram incubadas no escuro, a
temperatura ambiente, durante 30 min, agitando-se em vortex, a cada 15 min. Logo em
seguida adicionaram-se 500 pyL de TCA 10% e agitou-se em vortex, durante 10 seg.
Centrifugou-se a 10400 x g, durante 10 min, a 4 °C e descartou-se o sobrenadante. O
precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de solucdo etanol:acetato de etila (1:1).
Agitou-se em vértex a cada lavada e centrifugou-se a 10400 x g, durante 10 min, a
4 °C; descartando-se o sobrenadante. Apdés as duas lavagens com solucdo de
etanol:acetato de etila, dissolveu-se o precipitado em 2 mL de solugcdo aquosa de
dodecil sulfato de sdédio (SDS) 6%. Agitou-se em vortex, durante 10 seg e centrifugou-
se a 10400 x g, durante 10 min, a 4 °C. Foi feita leitura em espectrofotémetro UV1650p
(Shimadzu, Kioto, Japao) a 370 nm, utilizando-se cubeta de quartzo, com 1 mL de
volume interno.

Para cada amostra foi feito um branco, substituindo-se a solucao de DNPH por
solugéo de HCI 2 mol/L, para zerar o equipamento.

O conteudo de carbonila foi determinado através da férmula a seguir, na qual o
coeficiente de extingdo molar (CEM) é 21 x 10° M/cm e o valor de p corresponde ao

valor de proteina total (mg).

CEM x absorvancia
P

Conteudo de carbonila em nmol/mg de proteina =

2.5.8 Determinacao de proteina total
No mesmo sobrenadante utilizado para analise de proteina carbonilada foi feita
a determinagéo de proteina total de acordo com o método de LOWRY et al. (1951).

2.6 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata, com excessao da analise de
pH que foi realizada em duplicata. A partir destes dados foram calculados a média,
desvio-padrao, erro padrao e coeficiente de variacdo. Os resultados foram expressos
em meédia * erro padrao.

A transformacdo de variavel foi feita quando a suposicdo de igualdade de
variancias (homocedasticidade) entre os grupos nao foi satisfeita. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey apds evidéncias encontradas na Analise de Variancia
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Simples (ANOVA) utilizando como fontes de variagdo as doses e os periodos de
tratamento. Nas anélises de dienos conjugados e malonaldeido, além das variaveis
citadas, foi utilizado o tempo de anélise como fonte de variacao. Foi utilizado o nivel de
significAncia de a=5% (p < 0,05). Foi utilizado Excel 2007 for Windows
(MONTGOMERY, 2001).

3 Resultados e discussao

3.1 Consumo de racao, variacao de peso e rendimento em carne

O consumo diario de ragao e a variacao de peso durante os tratamentos podem
ser observados na Tabela V.2.

Tabela V.2 - Variacdo de peso e consumo diario de racdo dos ratos apés
administracdo de espermina em diferentes doses e tempos de tratamento

Tempo de Dose de Variacao Consumo diario
tratamento (dias) espermina (mg/kg) de peso (g9) de racao (g)
0 21,35+1,87°2 30,81+2,69%
6 27 20,35+1,442 31,52+1,48%
54 18,22+2,09° 35,80+2,56°
0 22,52+2,702 30,13+1,33%
12 27 20,29+1,572 28,47+2,89%
54 19,34+2,67° 28,87+2,90°

Médias (+ erro-padrao) com diferentes letras mindsculas na mesma coluna sdo significativamente
diferentes (a-b) (Teste de Tukey, p < 0,05).

Utilizando ratos como modelo experimental, este trabalho procurou simular as
praticas de manejo e abate de animais de producgao, para avaliagdo de parametros de
qualidade na carne. Para verificar se os tratamentos com espermina provocaram
alteragédo de peso nos animais foi determinado o coeficiente de eficacia alimentar,
entretanto ndo foram verificadas variacoes significativas (p < 0,05). Os valores médios
de consumo diario de alimento e ganho de peso, em todos os grupos foi de 30,8 g e 20
g, respectivamente, independente do tratamento aplicado, enquanto o rendimento em

carne foi semelhante ao de animais de producao (30%).
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3.2 Aminas bioativas na carne

Em todas as amostras de carne de rato foram encontradas as aminas
putrescina, histamina, espermidina e espermina, sendo que algumas apresentaram
também a cadaverina e a tiramina. Espermina foi quantificada, enquanto as outras
aminas foram apenas detectadas, sendo o limite de deteccao de (0,04 mg/100 Q).

A curva de calibracao para quantificacdo de espermina apresentou equacao da
reta representada por y=446155,55x-89265,21 sendo o coeficiente de determinacéo
(R?) de 0,996.

Animais tratados durante seis dias com ambas as doses de espermina (27 e
54 mg/kg) apresentaram as mesmas concentragbes de espermina dos animais do
grupo controle, tendo este resultado se repetido nos animais tratados durante doze
dias. Observou-se maior concentracdo de espermina na carne dos animais tratados
durante seis dias, em relacdo aos tratados durante doze dias, inclusive o grupo
controle. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracbes dos
animais tratados durante doze dias e aqueles tratados com a menor dose de espermina

durante seis dias (Tabela V.3).

Tabela V.3 - Concentracdo de espermina na carne de ratos, apds tratamento com
diferentes doses e tempos de fornecimento de espermina por gavagem

Tempo de tratamento Dose de espermina Espermina na carne

(dias) (mg/kg) (mg/100 g)

0 0,46+0,02°

6 27 0,45+0,03%°

54 0,47+0,02%

0 0,410,01°

12 27 0,41+0,01°

54 0,41+0,01°

Médias (x erro padrdo) com diferentes letras na mesma coluna séo significativamente diferentes (a-b)
(Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.

A concentracdo de espermina na carne de animais tratados durante doze dias
foi menor possivelmente em funcdo da metabolizacdo desta por enzimas
metabolizadoras como as poliaminoxidases (PAQO). Este resultado pode ser observado
também pela diferenga na concentracao de espermina nos animais dos grupos controle
de ambos os tratamentos (seis e doze dias). Assim, é possivel que tenha havido maior
metabolizacdo de espermina pelo organismo durante o periodo em que 0s animais
estavam sob condicées de tratamento. Da mesma forma, OLSEN et al. (1999)

108



alimentaram peixes com dieta contendo espermina (0,3 ou 0,7 g/kg), mas nao
verificaram aumento nas concentragées musculares ou hepaticas desta amina.

De acordo com OLSEN et al. (1999), a espermina é altamente soluvel em agua
e, por isso, pode ser facilmente absorvida ou excretada pelo organismo. Nos tecidos,
as poliaminas sofrem interconvercdes e reacdes de acetilacdo. No organismo, a
principal via de degradagéo das poliaminas é a desaminagéo oxidativa promovida pela
DAO, a qual esta presente na mucosa intestinal, figado e rim. Esta enzima atua nédo
somente nas poliaminas livres, mas também em seus derivados acetilados. Outra
enzima, a PAO (poliaminoxidase) também participa no catabolismo das poliaminas,
entretanto atua, preferencialmente, sobre as poliaminas livres (GLORIA, 2005).

BARDOCZ et al. (1990; 1992) sugeriram que o musculo e a pele podem ser
importantes locais de armazenamento de poliaminas e, por isso, a carne dos ratos foi
analisada. Entretanto, ao contrario do que foi avaliado por BARDOCZ et al. (1992),

aparentemente ndo houve deposicdo na carne.

3.3 Influéncia da administracao de espermina no pH da carne

O pH da carne nao foi alterado em funcao dos diferentes tratamentos (Tabela
V.4). Esta andlise foi realizada para verificar possivel alteracdo no pH devido a

caracteristica catidonica das poliaminas.

Tabela V.4 - Valores de pH da carne de ratos, apds tratamento com diferentes doses e
tempos de fornecimento de espermina
Tempo de tratamento Dose de espermina

(dias) (mg/kg) pH da carne
0 6,34+0,072
6 27 6,34+0,11°2
54 6,35+0,072
0 6,33+0,07°
12 27 6,40+0,09?
54 6,35+0,07°

Médias (+ erro padrao) com mesma letra na mesma coluna séo significativamente iguais (Teste de
Tukey, p £ 0,05), n=20.

O pH final da carne de frango encontrado por SILVA & GLORIA (2002) foi 5,72 e
6,30, respectivamente nos cortes peito e coxa. Enquanto em carne bovina, IMMONEN
et al. (2000) encontraram valores de 5,5 a 5,75. Verifica-se portanto, que os valores de

pH da carne de rato ficou acima do pH da carne bovina e peito de frango, mas

assemelhou-se ao pH da coxa de frango.
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Neste estudo o pH foi determinado como parédmetro de qualidade devido a uma
possivel deposicao de espermina na carne de animais dos grupos que a receberam e
alteracao do pH. Entretanto, ndo ocorreu deposicao desta nos musculos e o pH dos

grupos controle e tratados foi 0 mesmo.

3.4 Influéncia da administracao de espermina na cor da carne

O parametro L* ndo foi influenciado pelas diferentes doses de espermina, mas
foi influenciado pelo tempo de tratamento. Os animais que receberam espermina
durante seis dias apresentaram carne mais clara em relagcdo ao tempo de tratamento
de doze dias, enquanto os valores de a* ndo sofreram qualquer alteracdo devido aos
tratamentos aplicados. O parametro b*, que confere cor amarela as carnes, entretanto,
apresentou influéncia da dose, quando fornecida pelo tempo de doze dias, de forma
que, animais que receberam a dose de 27 mg/kg apresentaram carne mais amarela em
relacdo ao grupo controle. Portanto, ambas as doses, quando fornecidas durante seis
dias, produziram carne mais clara em relagdo ao fornecimento durante doze dias. O
mesmo ocorreu com o parametro b*, ou seja, carne mais amarela, na qual os valores
mais altos foram observados nos animais tratados durante doze dias.

A tonalidade (b*/a*) e a cromaticidade ou saturacdo [(a*? + b*?)"?], da mesma
forma apresentaram influéncia do tempo e ndo da dose, sendo ambas maiores no

tempo de tratamento de doze dias (Tabela V.5).

Tabela V.5 - Parametros de cor avaliados em carne de ratos, apds tratamento com
diferentes doses e tempos de fornecimento de espermina

Tempo Dose

Tmt EPM L* a* b* Tonalidade Saturacao
(dias) (mg/kg)
0 51,22+0,64% 4,67+0,44* 27,87+0,81° 0,018+0,001% 28,28+0,78°
6 27 52,12+1,16 5,14+0,55° 27,23+1,272 0,017+0,0012 27,74+1,30°

54 51,94+0,85%  4,6410,35°  28,03+0,68% 0,018+0,000? 28,42+0,69°

0 50,41+0,77°° 456+0,52% 29,22+0,84*° 0,019+0,001®° 29,61+0,832°
12 27 48,45+1,28° 4,28+0,36° 31,02+0,80° 0,020+0,000°  31,33+0,78°
54 48,88+1,50° 4,38+0,50° 29,68+0,52°°  0,020+0,001°  30,03+0,50°

Tmt: tratamento; EPM: espermina. Médias (+ erro padrao) com diferentes letras na mesma coluna sao
significativamente diferentes (a-b) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.

A cor da carne depende da concentragdo de pigmentos e das suas propriedades
fisico-quimicas, sendo o estado de oxidagcdo da mioglobina o principal fator. O sistema
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CIE L*, a* e b* foi utilizado para avaliacdo da cor da carne, onde o valor de L* igual a
zero corresponde ao preto e 100 ao branco, sendo que é inversamente proporcional a
porcentagem do pigmento mioglobina presente no tecido muscular. Os valores de a*
variam do -a* que representa o verde ao +a* que representa o vermelho. O valor do -b*
corresponde ao azul e o +b* ao amarelo. Assim, quanto maior o teor de mioglobina na
carne, menor o valor de L* e maior o valor de a* (GEORGANTELIS et al., 2007).

Os parametros L*, a*, b* e saturacdo obedeceram a distribuicdo normal,
apresentando coeficientes de determinagao (R?) superiores a 0,95. Para tonalidade, foi
necessario transformar a variavel u = In(dado).

Animais tratados com espermina durante seis dias apresentaram menores
valores de b* quando utilizada a menor dose de espermina e um ligeiro aumento
quando utilizada a maior dose, ambos em relagdo ao grupo controle. Nestas condigdes,
animais tratados com a menor dose apresentaram a carne menos amarela em relacao
ao grupo controle, tendo o inverso acorrido com os animais tratados com a maior dose,
que tiveram a carne mais amarela. Nos animais tratados durante doze dias ocorre
aumento no valor de b* quando comparados os grupos controle (0 mg/kg) e grupos
tratados. Nestes, com a menor dose (27 mg/kg) houve um aumento em b* e
posteriormente os valores reduziram até o grupo tratado com a maior dose (54 mg/kg),
sendo ambos maiores que o valor de b* do grupo controle, o que significa que a carne
tornou-se mais amarela nos grupos tratados em relacdo ao grupo controle.

A observacdo visual ndo houve diferenca na coloragdo entre os tratamentos,
entretanto, foi observado que animais que apresentaram comportamento agitado
apresentaram carne mais escura devido a dificuldade em se fazer a sangria. Esta
observacéao foi confirmada pelos maiores valores de a* e menores valores de L*, em
relagéo a carne dos outros animais deste experimento.

A oxidagao da mioglobina e formacdo de metamioglobina é caracterizada pelo
aumento nos valores de tonalidade e redugdo nos valores de a*, b* e saturagao
(GEORGANTELIS et al., 2007). Neste estudo observou-se que ocorreu aumento nos
valores de b*, tonalidade e saturacéo e reducéo nos valores de L* nos animais tratados
durante doze dias, quando comparados aos tratados durante seis dias.

Nas situaces apresentadas nota-se influéncia significativa do tempo de
tratamento, em relacdo aos parametros de cor analisados, principalmente quando
comparados 0s grupos controle de ambos os tempos de tratamento.
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3.5 Formacao de produtos de oxidacao lipidica na carne e no figado

durante o armazenamento

O efeito dos tratamentos com espermina na oxidacao lipidica da carne de rato,
durante os tempos de armazenamento sob refrigeracdo (0, 3 e 6 dias), foi analisado
através das determinacdoes de dienos conjugados e substancias reativas ao acido
tiobarbitarico.

A formacédo de dienos conjugados, produto primario da oxidagao lipidica variou
em funcao dos diferentes tempos e doses de espermina utilizados. Animais tratados
durante seis dias nao apresentaram variacoes em relacdo ao grupo controle,
entretanto, animais tratados durante doze dias com a menor dose (27 mg/kg)
apresentaram maior formagdo de dienos conjugados e relacdo ao grupo controle,
enquanto aqueles tratados com a maior dose apresentaram teores de dienos
conjugados equivalente ao grupo controle, sendo que ambos 0s grupos controle
apresentaram concentracées estatisticamente iguais (Tabela V.6). A maior
concentracdo de dienos conjugados no grupo tratado com a menor dose, durante doze
dias indica maior oxidacdo em funcdo do tratamento aplicado. Assim, quando
comparadas as mesmas doses, fornecidas durante tempos diferentes nota-se que no
menor tempo (seis dias) a formacdo de dienos conjugados foi menor quando
comparada ao fornecimento durante maior tempo (doze dias), indicando possivel efeito
oxidante da espermina quando fornecida por tempo maior.

Tabela V.6 - Concentracdo de dienos conjugados na carne de ratos, nos dias 0, 3 e 6
apos armazenamento sob refrigeracao de animais tratados com diferentes doses e
tempos de fornecimento de espermina
Tempo de Dose
tratamento EPM

Dienos conjugados (%)
Tempo de armazenamento (dias)

(dias) (mg/kg) 0 3 6
0 1,48+0,09%" 1,62+0,07%" 1,77+0,0738
6 27 1,44+0,12%" 1,49+0,10%" 1,76+0,08%8
54 1,51+0,10%" 1,54+0,14%" 1,7440,06%B
0 1,59+0,08%" 1,53+0,08%" 1,62+0,08%"
12 27 1,83+0,12° 1,64+0,07%" 1,68+0,08%8
54 1,78+0,15%PA 1,63+0,08%" 1,70+0,09%"

EPM: espermina. Médias (+ erro padrdo) com diferentes letras mindsculas na mesma coluna séo
significativamente diferentes (a-c). Médias (+ erro padrdao) com diferentes letras mailsculas na mesma
linha séo significativamente diferentes (A-D) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.

Quando avaliada a formacao de dienos conjugados durante o armazenamento,

nota-se que nao houve alteracdo entre as concentracées avaliadas nos dias 0 e 3.
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Entretanto ocorreu maior concentracdo durante a refrigeracdo por seis dias, nos
animais tratados durante seis dias, enquanto naqueles animais tratados durante doze
dias, com a menor dose, ocorreu reducao na concentracdao de dienos conjugados ao
longo do periodo de armazenamento.

A reducao nas concentracdes de dienos conjugados pode ocorrer, devido a sua
decomposicao e transformacéo em produtos secundarios da oxidacdo como aldeidos e
cetonas. Além disso, sua taxa de decomposicdo pode ser menor que a de sua
formacao a partir dos acidos graxos insaturados (CHAIJAN et al., 2009).

A formacao de malonaldeido na carne, produto secundario da oxidacao lipidica,
determinada através da analise de TBARS foi influenciada em fungcédo das diferentes
doses e tempos de tratamento (Tabela V.7).

Animais tratados com espermina durante seis dias apresentaram maior
formacao de malonaldeido quando comparados ao controle, indicando maior oxidacao
em funcao dos tratamentos aplicados. Enquanto os grupos tratados durante doze dias
nao apresentaram variacdes estatisticamente significativas, mas apresentaram maiores
concentracdes quando comparados aos tratados durante seis dias, sugerindo maior
oxidacdo nos grupos tratados durante doze dias, possivelmente em funcéo de estresse
causado nos animais devido ao maior periodo de manipulagdo. Portanto, quando
comparadas as mesmas doses, fornecidas durante tempos diferentes nota-se que no
menor tempo (seis dias) a formacao de malonaldeido na carne foi menor quando
comparada ao fornecimento durante maior tempo (doze dias).

Tabela V.7 - Concentracdo de malonaldeido na carne de ratos, nos dias 0, 3 e 6 apds
armazenamento sob refrigeracdo. Animais tratados com diferentes doses e tempos de
fornecimento de espermina

Tempo de Dose EPM Malonaldeido (mg/kg carne)

tratamento (mg/kg) Tempo de armazenamento (dias)
(dias) 0 3 6

0 1,03+0,00**  1,08+0,01*° 1,14+0,01%°°

6 27 1,05+0,01°°*  1,09+0,01®  1,15+0,00%°

54 1,0440,00°*  1,09+0,01®*®  1,13+0,01°C

0 1,06+0,02°°*  1,07+0,01®* 1,15+0,01%PF

12 27 1,0640,01°*  1,08+0,01** 1,13+0,01°®

54 1,0740,01°*  1,08+0,01** 1,13+0,01°®

EPM: espermina. Médias (+ erro padrdo) com diferentes letras mindsculas na mesma coluna sao
significativamente diferentes (a-b). Médias (x erro padrao) com diferentes letras maidsculas na mesma
linha sao significativamente diferentes (A-C) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.

Durante o periodo de armazenamento de 0 a 6 dias observou-se aumento
gradativo na concentracdo de malonaldeido. Na carne armazenada por 3 dias, notou-
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se concentracbes semelhantes de malonaldeido em todos os grupos, enquanto
maiores concentracdes foram observadas nos grupos tratados durante doze dias e
armazenamento durante seis dias.

Nota-se que nos grupos tratados durante doze dias a variacdo na concentracao
de malonaldeido foi pequena quando comparados o primeiro e o terceiro dias de
armazenamento, apresentando uma variagdo maior no sexto dia, o que indica que o
processo de oxidacao lipidica, com formacao de produtos secundarios intensificou-se a
partir do terceiro dia. Enquanto os grupos tratados durante seis dias apresentaram
variagcdes mais homogéneas ao longo do tempo. Isso pode ter ocorrido em funcao das
concentracdes de espermina na carne, sendo encontrados maiores valores naquelas
dos grupos tratados durante seis dias. De acordo com MARIUTTI et al. (2009) pode
ocorrer reducao nas concentracées de malonaldeido devido a degradacao ou reagdes
com outros compostos, como as proteinas.

Apesar da reacdao de TBARS nao ser especifica para malonaldeido porque o
acido tiobarbiturico reage com diferentes compostos carbonilicos além do malonaldeido
(alcanos, alcenos e alcadienos) esta andlise pode ser usada para avaliar a extensao da
oxidagao lipidica (MARIUTTI et al., 2008). Assim, ndo deve ser utilizada isolada, mas
sim em conjunto com outras analises e, por isso, foi também analisada a concentracao
de dienos conjugados e proteina carbonilada.

No figado a concentracao de malonaldeido também foi analisada no figado ap6s
transformacao da variavel u = In(dado) para que os dados obedecessem a uma
distribuicdo normal, apresentando R® de 0,94. A concentragdo de malonaldeido no
figado foi influenciada em funcdo das diferentes doses e tempos de fornecimento.
Animais tratados durante seis dias com a menor dose de espermina apresentaram
concentracdo semelhantes as do grupo controle, entretanto, os tratados com a maior
dose apresentaram concentragdes maiores, porém, semelhantes ao grupo tratado com
a menor dose, indicando maior oxidagdo nos grupos tratados com espermina. Nos
grupos tratados durante doze dias ndo foram observadas diferencas entre grupos
tratados com espermina e controle, sendo os valores semelhantes ao controle de seis
dias e menores quando comparados aos tratados durante seis dias (Tabela V.8).

A formacédo de malonaldeido no figado apresentou 0 mesmo comportamento
apresentado na carne, de forma que quando comparadas as mesmas doses,
fornecidas durante tempos diferentes nota-se que no menor tempo (seis dias) a

formacao de dienos conjugados foi menor quando comparada ao fornecimento durante
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maior tempo (doze dias), indicando possivel efeito oxidante da espermina quando

fornecida por tempo maior.

Tabela V.8 - Concentracado de malonaldeido no figado de ratos tratados com diferentes
doses e tempos de fornecimento de espermina

Tempo de tratamento Dose EPM Malonaldeido
(dias) (mg/kg) (mg/kg figado)

0 1,30+0,08%¢

6 27 1,37+0,09*°

54 1,54+0,10°

0 1,26+0,10%¢

12 27 1,1940,05%¢

54 1,14+0,08°

EPM: espermina. Médias (x erro padrdo) com diferentes letras na mesma coluna sé&o significativamente
diferentes (a-b) (Teste de de Tukey, p < 0,05), n=30.

Ao contrario da analise feita na carne (tempos 0, 3 e 6 dias de armazenamento
sob refrigeracéo), no figado, a determinagcéo de malonaldeido foi feita apenas uma vez.

De acordo com OGAWA et al. (1996), a acao antioxidante da espermina parece
depender da presenca de tocoferdis, por mecanismos ainda nao esclarecidos. WANG
et al. (1996) justificam a hipétese de OGAWA et al. (1996) afirmando que o radical
tocoferil e carotendides sdo capazes de regenerar 0 grupo amino da espermina, e por
isso, atuariam melhor quando presentes no mesmo meio. EYMARD et al. (2010)
testaram o uso da espermina em filés de peixe e observaram pouco efeito antioxidante,
entretanto, justificaram que os resultados insatisfatérios possam ter ocorrido em virtude

de processos de purificacdo da amostra durante a extracdo da espermina.

3.6 Oxidacao protéica no figado

O efeito dos tratamentos com espermina na oxidagao protéica em figado de rato
foi analisado pela determinacdo de proteina carbonilada, através da formacdo de
hidrazonas. As concentracbes de proteina carbonilada obedeceram a distribuicdo
normal, apresentando R? de 0,99.

Observou-se que tanto a dose quanto o tempo influenciaram a formacgéo de
proteina carbonilada no figado, quando analisadas as concentracdes dos grupos
tratados durante doze dias. Nestes, maiores concentracbes foram observadas nos
animais tratados com a menor dose (27 mg/kg) em relacdo ao grupo controle, enquanto
que para a maior dose as concentracdes foram semelhantes as do grupo controle.
Porém, animais tratados com ambas as doses de espermina durante seis dias
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apresentaram concentracoes semelhantes as do grupo controle. Com relacao ao tempo
de tratamento, animais tratados durante doze dias com a menor dose apresentaram
teor de proteina carbonilada semelhantes a todos os grupos tratados durante seis dias,
enquanto aqueles tratados com a maior dose apresentaram teor reduzido, sugerindo
acao antioxidante da espermina nestas condicdes (Tabela V.9).

Tabela V.9 - Concentracdo de proteina carbonilada no figado de ratos tratados com
diferentes doses e tempos de tratamento com espermina

Tempo de tratamento Dose EPM Proteina carbonilada
(dias) (mg/kg) ( pmol.L™'/mg de proteina)
0 0,860,072
6 27 0,97+0,072
54 0,92+0,072
0 0,64+0,08"
12 27 0,8410,10%¢
54 0,69+0,08"°

EPM: espermina. Médias (x erro padrdao) com diferentes letras na mesma coluna sao
significativamente diferentes (a-f) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.

Eymard et al. (2010) avaliaram o efeito da aplicacdo de espermina em carne de
peixe, sobre a oxidacao protéica e verificaram aumento, concluindo que a espermina
apresentou atividade pré-oxidante. A oxidacao protéica em carnes de diversas
espécies tem sido estudado, entretanto, os mecanismos de oxidacdo de proteinas
ainda ndo estdo bem esclarecidos (MERCIER et al., 1998; KIERSGARD et al., 2006;
VENTANAS et al., 2006). Segundo KJAERSGARD et al. (2006), o estudo da oxidacdo
protéica em alimentos esta sendo iniciada e ainda ha muitos questionamentos a cerca
de sua contribuicdo para a tecnologia de alimentos, qual como sua interacdo com 0s

produtos de oxidacao lipidica.

4 Conclusoes

Nao houve diferenca nos resultados dos grupos que receberam espermina em
relacdo aos controles, sobre os parametros de alteracdo de peso, consumo diario de
racdo e pH da carne, entretanto maiores concentracdes de espermina foram
encontradas nos animais tratados durante seis dias.

Animais tratados durante seis dias apresentaram carne mais clara, enquanto
aqueles tratados com a menor dose durante doze dias apresentaram carne mais

amarela, representada pelos valores dos parametros de cor L* e b*, respectivamente.
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Nao houve diferenca entre animais tratados durante seis dias, quanto a
formacao de dienos conjugados, entretanto, nos animais tratados durante doze dias
observou-se maior formagéo.

Houve maior formagdo de malonaldeido na carne e no figado de animais
tratados com espermina, indicando acao oxidante da espermina. Os tratamentos com
espermina ndo apresentaram influéncia sobre a oxidacao lipidica da carne armazenada
sob refrigeragéo.

Houve maior oxidagdo protéica no grupo tratado com a maior dose durante

maior tempo, quando comparado ao menor tempo de fornecimento.
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CAPITULO VI: Espermina pode atuar como antioxidante
protegendo rato Wistar submetido a gavagem, contra
estresse

1  Objetivos

Determinar o efeito da administracdo de espermina sobre a inducédo do sistema
antioxidante enddégeno do organismo. Os objetivos especificos foram investigar o efeito
da administracdo de espermina em rato Wistar sob a forma de gavagem em: i)
oxidagao lipidica e protéica; ii) na atividade enzimatica de superéxido dismutase e
catalase; iii) na producdo de 6xido nitrico; iv) e na atividade de marcadores de leséo
hepatica (enzimas aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e lactato

desidrogenase).

2 Material e métodos

2.1 Animais e dieta

Sao os mesmos descritos no Capitulo V.
2.2 Tratamentos

Sao os mesmos descritos no Capitulo V.

2.3 Eutanasia, coleta de sangue, retirada de visceras, pele e

musculos

Para anestesia foi utilizado tiopental soédico (0,025 mg/mL), por via
intraperitoneal, na dose de 25 a 30 mg/kg (FIOCRUZ, 2005). Com o animal
anestesiado foi feita puncao de sangue intracardiaco, com seringa de 5 mL (lavada

com heparina entre um animal e outro), até completa retirada do sangue.
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Para separacéao do soro, o sangue coletado foi transferido para tubo Falcon de
15 mL, aguardando-se 30 min, para formacdo do coagulo. Posteriormente foi
centrifugado a 1583 x g, durante 15 min, em centrifuga Excelsa Baby |, modelo 206,
marca Fanem (Sao Paulo, Brasil). A coleta do plasma foi feita em tubo eppendorf, com
10 uL de heparina, centrifugado a 2000 x g, durante 10 min, em centrifuga Centrimicro,
marca Fanem (Sao Paulo, Brasil). O soro destinado as analises de bioquimica sérica e
oxido nitrico foram armazenados, respectivamente a 4 °C e -18 °C, até o momento das
andlises. Apés a coleta do plasma, o sedimento contendo eritrcitos foi armazenado a -
80 °C, para analises enzimaticas de catalase e superdxido dismutase (SOD).

Apbs completa retirada do sangue e parada cardio-respiratoria, foi feita incisdo
na pele e musculos abdominais, sob a linha média. O figado foi retirado, dividido em
partes e cada uma das partes foi acondicionada em embalagem individual de
polietileno identificada para anélises de catalase, SOD, substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), proteina total e carbonilada. As amostras de figado foram
colocadas em gelo seco até o armazenamento a -80 °C.

2.4 Reagentes, solucoes e padroes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. O padrao de espermina
(tetracloridrato) e os reagentes utilizados na andlise de 6xido nitrico (NADPH, FAD,
nitrato redutase e nitrito de sddio) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO, EUA). Para analise bioquimica sérica foram utilizados kits comerciais da

Synermed (Belo Horizonte, Brasil).

2.5 Meétodos de analise

2.5.1 Determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
Amostras de figado foram mantidas refrigeradas a -80 °C até o preparo de
homogeneizados pesando-se 400 mg de amostra e adicionando-se 2 mL de solucao
tampao fosfato 50 mM, pH 6,7 (AEBI, 1984). Para as andlises foram pipetados 150 pL
do homogeneizado, em tubo de centrifuga, onde foram adicionados 3 mL de solucao
acida, contendo acido cloridrico 0,25 N, adicionado de acido tricloroacético 15% (p/v) e
acido tiobarbiturico 0,375% (p/v). Os tubos foram agitados durante 10 seg em vértex e,
logo em seguida, aquecidos em banho de agua a 92,5 °C, durante 30 min.

Posteriormente foram centrifugados a 10.400 x g, durante 15 min, a 23 °C em
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centrifuga MR23i. O sobrendante foi lido em espectrofotémetro UV1650p (Shimadzu,
Kioto, Japdo) a 535 nm, utilizando cubeta de quartzo de 1 mL de volume interno,
lavadas com &gua deionizada entre uma amostra e outra. Os resultados foram
expressos em valores de absorvancia.

A concentragéao do malonaldeido foi calculada usando o coeficiente de extingao
molar de 1,56 x 10° M/cm (BUEGE & AUST, 1978), sendo o resultado das analises
expressos em mM de malonaldeido/mg de proteina.

2.5.2 Determinacao de proteina carbonilada
Mesmo método descrito no Capitulo V

2.5.3 Determinacao da atividade da enzima catalase

As determinagbes das enzimas catalase e superdxido dismutase foram
realizadas no laboratério de Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutricao e
Saude da UFV, coordenado pela professora Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

A atividade da catalase foi determinada pela taxa de decaimento do peréxido de
hidrogénio lido em espectrofotémetro (Pré-analise UV.1600) a 240 nm, nos tempos 0 e
60 seg, apods leitura do branco. Para preparo do branco foi utilizada a aliquota de cada
amostra e 2 mL de tampao fosfato sem peroxido de hidrogénio (AEBI, 1984). Para
leitura das amostras foram utilizados 2 mL de tampé&o fosfato 50 mM, pH 6,7, contendo
peréxido de hidrogénio a 0,048%. Os resultados foram expressos em unidades de
catalase/mg de proteina.

As aliquotas de sangue foram armazenadas a -80 °C, até o momento das
analises. Para as analises foi feita a separacao entre plasma e eritrécitos. O plasma foi
descartado. Nos eritrocitos foram feitas trés lavagens com 500 pL de NaCl a 0,9% cada
uma, centrifugando-se a 2000 x g, durante 8 min, a 4 °C. Ap6s as lavagens preparou-
se uma suspensado (homogeneizado), pipetando-se 100 uL dos eritrécitos lavados, em
eppendorf contendo 1 mL de agua destilada gelada. Para as analises foi utilizado o
sobrenadante da suspensao obtido pela centrifugacdo a 2000 x g, a 4 °C, durante 5
min.

As amostras de figado foram mantidas refrigeradas a -80 °C até o preparo dos
homogeneizados e estes foram analisados imediatamente. Foram pesados 100 mg de
amostra e adicionado 1 mL de solugao tampéao fosfato 50 mM, pH 6,7. Para as analises
foram utilizadas aliquotas do sobrenadante, obtido por centrifugacdo da suspensao
(homogeneizado) a 2000 x g, 4 °C, durante 10 min.
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Para as andlises no figado e sangue foram utilizadas, respectivamente,
aliqguotas de 10 puL e 20 pL do sobrenadante dos homogeneizados preparados

previamente.

2.5.4 Determinacao da atividade da enzima superoxido dismutase

As amostras de figado e sangue utilizadas foram as mesmas descritas para a
analise de catalase. A atividade da superéxido dismutase foi determinada segundo
método adaptado de DIETERICH et al. (2000), o qual é baseado na habilidade da
superoxido dismutase retirar o oxigénio, diminuindo assim a razao de auto-oxidacao do
pirogalol, usando leitor de microplaca (Asys, UVM 340). As placas foram preparadas de
acordo com a Tabela VI.1 a seguir:

Tabela VI.1 - Reagentes utilizados no plaqueamento para andlise de superéxido
dismutase por ELISA

Reagentes (ulL)
Amostra Tampdo MTT (1,25 mM)  Pirogalol (100 uM) DMSO

Branco - 144 6 - 150
Padrao - 129 6 15 150
Amostra 30 99 6 15 150

MTT: brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium; DMSO:dimetilsulféxido.

Apés o preparo da placa, esta foi incubada por 5 min em estufa, a 37 °C e, logo
em seguida, foi feita leitura em ELISA a 570 nm. Os resultados foram expressos em
unidades de SOD/mg de proteina.

2.5.5 Determinacao de proteina total

Foi feita determinacao de proteina total de acordo com método de LOWRY et al.
(1951) para expressar os resultados de malonaldeido, proteina carbonilada, superéxido
dismutase e catalase, utilizando-se 0 mesmo sobrenadante das analises, para que 0s
resultados fossem expressos em mg de proteina.

2.5.6 Dosagem de nitrato sérico

A dosagem de nitrato no soro sanguineo foi realizada na Escola de Veterinaria
da UFMG, com ajuda da professora Gilcinéa de Cassia Santana.

A formacao do 6xido nitrico foi verificada através da dosagem dos produtos de
oxidacao estaveis do metabolismo do éxido nitrico (nitratos), utilizando reagente de

Griess. Foi pipetada uma aliquota de 50 pL de soro obtido por centrifugacdo do sangue
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em centrifuga Excelsa Baby |, durante 10 min, a 1583 x g. Foram adicionados 150 pL
de agua deionizada e 30 pL de solugdo contendo NADPH, FAD e nitrato redutase a
concentragdo de 1 U/mL. Esta mistura foi incubada a 37 °C, durante 24 h. Apés este
periodo, foram adicionados 10 pL de sulfato de zinco e homogeneizado (GILLIAM et
al., 1993). Em seguida centrifugou-se, durante 5 min, a 2000 x g. Pipetaram-se 100 L
do sobrenadante (amostra) em placas de ELISA (Tabela VI.2).

A quantificagdo foi feita por curva de calibragdo construida com nitrito de sédio,
em oito concentracdes (de 0,78 a 100 umol/L), sendo duas leituras feitas para cada

concentragao.

Tabela VI.2 - Reagentes (uL) utilizados no plagueamento para analise de éxido nitrico
por ELISA

Reagentes (pL)
Amostra Agua Nitrito de sodio Reagente de
deionizada (1 mM/mL de tampao fosfato) Griess”
Branco - 100 - 100
Padrao - - 100 100
Amostra 100 - - 100

*Reagente de Griess: sulfanilamida a 2,5% e naftilenodiamina a 0,7%.

Apos o preparo da placa, esta foi incubada por 10 min, em auséncia de luz e
logo em seguida, foi feita leitura em ELISA a 540 nm. Os resultados foram expressos
em pmol/L.

2.5.7 Analise bioquimica do sangue

As analises bioquimicas foram realizadas no laboratério de patologia clinica da
Escola de Veterinaria da UFMG, utilizando o aparelho automatico Cobas Mira (Roche).
Foram avaliadas as concentragdes de alanina aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST) e lactato desidrogenase (LDH) no soro sanguineo.

2.6 Analise estatistica

As analises de malonaldeido, superdoxido dismutase, proteina carbonilada e
proteina total foram realizadas em triplicata. As analises de catalase e 6xido nitrico
foram realizadas em duplicata e a bioquimica sérica foi feita com uma amostra de cada
animal. A partir destes dados foram calculados a média, desvio-padrao, erro padrao e
coeficiente de variacdo. Nas tabelas, os resultados sao expressos em média * erro
padrao.
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A transformacdo de variavel foi feita quando a suposicdo de igualdade de
variancias (homocedasticidade) entre os grupos nao foi satisfeita. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey apds evidéncias encontradas na Analise de Variancia
Simples (ANOVA) utilizando como fontes de variagdo as doses e os periodos de
tratamento. Nas andlises de dienos conjugados e malonaldeido, além das variaveis
citadas, foi utilizado o tempo de analise como fonte de variagéao.

Em todas as conclusdes obtidas através das analises foi utilizado o nivel de
significAncia de a=5% (p < 0,05). Foi utilizado Excel 2007 for Windows
(MONTGOMERY, 2001).

3 Resultados e discussao
3.1 Oxidacao lipidica no figado

A oxidacao lipidica produzida pelos tratamentos com espermina foi determinada
através da concentracdao de malonaldeido no figado, pela andlise das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Verificou-se que a formacao de malonaldeido
foi influenciada pelas diferentes doses e tempos de tratamento. Nos animais tratados
durante seis dias com a menor dose (27 mg/kg) a formacdao de malonaldeido foi
semelhante a do grupo controle, entretanto, aqueles tratados com a maior dose (54
mg/kg) apresentaram maior formagéo, indicando efeito oxidante da espermina. Quando
comparados os grupos tratados com ambas as doses notou-se semelhanca entre os
resultados. Animais tratados durante doze dias tanto com a menor quanto com a maior
dose apresentaram concentragdes de malonaldeido semelhantes ao grupo controle,
entretanto ocorreu maior formacdo naqueles tratados com a menor dose. Quando
comparados os tempos de fornecimento notou-se menor formagédo de malonaldeido
quando utilizados 54 mg/kg durante doze dias (Tabela VI.3).

Desequilibrios como a hipercolesterolemia causam aumento na producao de
espécies reativas de oxigénio, as quais exercem efeitos citotdxicos por causar a
peroxidacado lipidica com formagdo de malonaldeido. Este aldeido, obtido de
hidroperéxidos lipidicos é considerado um bom biomarcador dos danos causados por
radicais livres em patologias associadas ao estresse oxidativo (MATEOS et al., 2005).

Apesar da reacdao de TBARS nao ser especifica para malonaldeido porque o
acido tiobarbiturico reage com diferentes compostos carbonilicos (alcanos, alcenos e

alcadienos), esta analise pode ser usada para avaliar a extensao da oxidacao lipidica
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(MARIUTTI et al., 2008). Assim, nao deve ser utilizada isolada, mas sim em conjunto
com outras andlises e, por isso, foram feitas outras avaliagdes para determinagédo da

oxidagao.

Tabela VI.3 - Concentracdo de malonaldeido no figado de ratos tratados com
diferentes doses e tempos de tratamento com espermina

Tempo de tratamento Dose EPM Malonaldeido
(dias) (mg/kg) (mM/mg de proteina)
0 1,35+0,08%¢
6 27 1,4840,102°
54 1,6840,11°
0 1,26+0,10%°
12 27 1,35+0,08%°
54 1,1440,08°

EPM: espermina. Médias (£ erro padrdao) com diferentes letras na mesma coluna séo significativamente
diferentes (a-d) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.

3.2 Oxidacao protéica no figado

A oxidagcdo protéica, determinada pela formacédo de proteina carbonilada, foi
influenciada tanto pelas doses utilizadas, quanto pelo tempo de tratamento. Nos grupos
tratados durante doze dias observaram-se maiores concentracées quando utilizada a
menor dose (27 mg/kg) em relagdo ao grupo controle, enquanto que para a maior dose
as concentracoes foram semelhantes as do grupo controle. Porém, animais tratados
com ambas as doses de espermina durante seis dias apresentaram concentracdes
semelhantes as do grupo controle. Com relagdo ao tempo de tratamento, animais
tratados durante doze dias com a menor dose apresentaram teor de proteina
carbonilada semelhantes a todos os grupos tratados durante seis dias, enquanto
aqueles tratados com a maior dose apresentaram teor reduzido, sugerindo agao

antioxidante da espermina nestas condigdes (Tabela VI1.4).

Tabela V1.4 - Concentracéo de proteina carbonilada no figado de ratos tratados com
diferentes doses e tempos de tratamento com espermina

Tempo de tratamento Dose EPM Proteina carbonilada (umol.L"/mg de
(dias) (mg/kg) proteina)
0 0,86+0,07¢
6 27 0,97+0,07¢
54 0,92+0,07%
0 0,64+0,08°
12 27 0,84+0,10%°
54 0,69+0,08°°

EPM: espermina. Médias (+ erro padrdo) com diferentes letras na mesma coluna séo
significativamente diferentes (a-f) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.
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Estes resultados sugerem que nos animais tratados com a menor dose durante
doze dias ocorreu maior oxidacao protéica em relacdo aos grupos controle. Os
mecanismos de oxidacao de proteinas ainda ndo estdo bem esclarecidos. STARKE-
REED & OLIVER (1989) verificaram que a quantidade de carbonila por grama de
proteina aumentou progressivamente com o aumento da idade dos ratos estudados,
associando-se ao aparecimento de doencas senis.

3.3 Atividade das enzimas antioxidantes no figado e no sangue

A capacidade antioxidante no figado e no sangue foi investigada pela
quantificacao da atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD) e catalase. As
concentracdes da enzima superéxido dismutase no figado e no sangue de ratos sao
apresentadas na Tabela VI.5. No figado a atividade de SOD foi maior nos grupos que
receberam espermina em relagdo aos grupos controle, enquanto nos animais dos
grupos que receberam a menor dose (27 mg/kg) a atividade de SOD foi maior em
relacdo aqueles que receberam maior dose (54 mg/kg). Quanto ao periodo de
tratamento, a producao de SOD foi maior nos animais tratados durante doze dias.
Quando comparadas a mesma dose fornecida por diferentes tempos notou-se que para
27 mg/kg nao houve diferenca significativa, entretanto, para 54 mg/kg a producao de
SOD foi maior quando administrada durante doze dias. Nao houve diferenga entre os
grupos controle de ambos os tempos (6 e doze dias).

Tabela VI.5 - Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) no figado e no
sangue (eritrocito) de ratos tratados com diferentes doses e tempos de tratamento
com espermina

Tempo de tratamento Dose EPM SOD
(dias) (mg/kg) (U/mg de proteina)
Figado Eritrécito
6 0 1,16+0,15% 32,50+5,262
27 3,53+0,28° 13,41+1,60°
54 1,82+0,17° 11,68+1,01°
0 1,05+0,14% 27,90+4,722
12 27 4,00+0,34° 12,23+1,55°
54 2,35+0,20° 26,062,472

EPM: espermina. Médias (+ erro padrdo) com diferentes letras na mesma coluna sao significativamente
diferentes (a-c) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=30.

No sangue a producdo de SOD foi menor nos grupos que receberam espermina
em relagcdo aos grupos controle. Entretanto, nos animais dos grupos que receberam a
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maior dose (54 mg/kg) durante doze dias a atividade de SOD foi maior em relacéo
aqueles que receberam menor dose (27 mg/kg), mas igual naqueles tratados durante
seis dias. Em relacao ao periodo de tratamento, a producdo de SOD foi maior nos
animais tratados durante doze dias. Quando comparadas a mesma dose fornecida por
diferentes tempos notou-se comportamento semelhante ao verificado no figado, ou
seja, para 27 mg/kg nao houve diferenca significativa, entretanto, para 54 mg/kg a
producdo de SOD foi maior quando administrada durante doze dias. Nao houve
diferenca entre os grupos controle de ambos os tempos (6 e doze dias).

Observaram-se no sangue altos valores de desvio-padrao nos grupos,
entretanto, os desvios foram baixos quando analisadas as duplicatas da mesma
amostra, tendo valor médio de 2,34 U/mg de proteina.

O efeito da administracdo de espermina sobre as concentracdes da enzima
catalase no figado e sangue de ratos sdo apresentadas na Tabela VI.6. No figado a
producéo de catalase do grupo tratado durante seis dias com a menor dose foi menor
em relacdo ao grupo controle e o grupo tratado com a maior dose apresentou atividade
semelhante a do controle. Enquanto animais tratados durante doze dias o
comportamento foi inverso, ou seja, animais tratados com a menor dose apresentaram
atividade semelhante ao grupo controle e menor que aqueles tratados com a maior
dose. Desta forma, sugere-se atividade antioxidante da espermina nos animais tratados
com a maior dose (54 mg/kg) durante doze dias. Com relacdo a dose fornecida durante
diferentes tempos, ambas apresentaram maior atividade quando fornecidas durante
maior tempo, sendo que as atividades de catalase no figado apresentaram resultados
semelhantes nos grupos controle de ambos os tempos (6 e doze dias).

Tabela V1.6 - Atividade de catalase no figado e no sangue (eritrocito) de ratos tratados
com diferentes doses e tempos de tratamento com espermina

Tempo de tratamento Dose EPM Catalase
(dias) (mg/kg) (U/mg de proteina)
Figado Eritrécito
6 0 10,90+1,10% 14,21+4,60°
27 7,31+0,88° 14,813,112
54 11,98+0,84° 3,90+1,20°
0 10,59+0,70° 13,54+3,00°
12 27 11,68+1,60*° 17,73+13,48°
54 13,9840,80° 15,67+4,56°

EPM: espermina. Médias (+ erro padrdao) com diferentes letras na mesma coluna sao
significativamente diferentes (a-f) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=20.
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A atividade da enzima catalase no sangue de animais tratados durante seis dias
com a menor dose foi estatisticamente igual a do grupo controle e ambas menores que
animais tratados com a menor dose, indicando influéncia negativa da espermina sobre
a atividade da enzima catalase com a maior dose. Entretanto, animais tratados com
espermina durante doze dias nao apresentaram resultados diferentes dos grupos
controle. Quando analisada a mesma dose fornecida por diferentes tempos observou-
se que 27 mg/kg apresentou resultado semelhante em ambos os tempos e que 54
mg/kg durante doze dias resultou em maior atividade de catalase no sangue em
relacdo a seis dias. Os resultados dos grupos controle de ambos os tempos foram
equivalentes.

Da mesma forma como ocorreu nos resultados de superdoxido dismutase,
quando verificados os resultados das concentracdes de catalase no sangue, observam-
se altos valores de desvio-padrdao nos grupos, entretanto, os desvios foram baixos
quando analisadas as duplicatas da mesma amostra, tendo variado de 0,05 a 1,7 U/mg
de proteina.

No sangue de animais tratados durante seis dias ocorreu redugdo na atividade
da catalase nos animais tratados quando utilizada a maior dose (54 mg/kg), enquanto
animais tratados durante doze dias ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos e controle.

A superoxido dismutase é uma enzima que catalisa a conversdao do radical
superoxido transformando-o em peréxido de hidrogénio, enquanto a catalase promove
a reducao de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Portanto, a atuacao conjunta
destas duas enzimas é importante para que o organismo possa eliminar as espécies
reativas de oxigénio, responsaveis por diversos danos celulares. Portanto, niveis
elevados da enzima super6xido dismutase relacionam-se com aumento da funcao
endotelial em condicbes de hipercolesterolemia e prevencédo da producéo de espécies
reativas de oxigénio quando o organismo encontra-se sob elevado estresse oxidativo
(COHEN et al., 1996; FARACI & DIDON, 2004).

Assim, baixas concentragdes destas enzimas levam a detoxificagédo ineficiente
dos pero6xidos lipidicos e de hidrogénio, podendo favorecer a formacédo de radicais
peroxila e hidroxila, sendo este ultimo a espécie reativa de oxigénio mais destrutiva aos
sistemas biologicos (WASSMANN et al., 2004), contribuindo para a ocorréncia de
danos celulares, fato que leva a problemas como aterogénese (CASTRO, 2011).

A oxidagdo da espermina por aminoxidases produz perdoxido de hidrogénio
(CERRADA-GIMENEZ, 2011), assim, é possivel que 0 aumento nas concentracdes de

127



catalase tenha sido causado pelo aumento na producao de perdxido de hidrogénio,
uma vez que esta enzima promove a reducao deste, em agua e oxigénio.

Os resultados encontrados na literatura para a atividade da enzima catalase sao
controversos. Alguns estudos mostraram um aumento na sua atividade (PINHO et al.,
2006), outros uma diminuicdo ou n&o foram alterados em funcdo dos tratamentos
(CASTRO, 2011). A ambiguidade destes resultados pode ser devido a uma variedade
de fatores, incluindo divergéncia de protocolos. A maioria dos ensaios envolve a
degradacao de seu substrato H.O, que é acompanhada espectrofotometricamente,
portanto, a atividade da catalase € dependente ndo s6 do montante de proteina
catalase, mas também da concentracao de H>O. que é usada como substrato (JI,
1995).

O catabolismo das poliaminas deve-se & agdo conjunta da enzima N'-
acetiltransferase e PAO, sendo que esta ultima tem forte afinidade por substratos
acetilados. Este catabolismo gera compostos H>O, e 3-acetaminopropanal, que elevam
o estresse oxidativo no organismo (CERRADA-GIMENEZ et al., 2011). E possivel que
nas situacdes em que ocorreu baixa atividade das enzimas superoxido dismutase e
catalase, tenha ocorrido a metabolizacao do H.O,, pela enzima glutationa peroxidase,
a qual também é responsavel pela metabolizagdo deste composto, entretanto, neste
trabalho nao foi avaliada.

Neste trabalho verificou-se que as concentracées de superdxido dismutase no
figado aumentaram nos grupos tratados com espermina em relacdo aos controles,
sugerindo acao antioxidante da espermina. Entretanto, quando analisada no sangue, o
resultado foi inverso, sendo a concentracdo de superdxido dismutase menor nos
animais tratados, em relacdo aos controles. Quanto as concentragdes de catalase,
observou-se que no figado, em animais tratados durante seis dias as concentragcoes
foram semelhantes (dose maior) ou menores (dose menor) que animais dos grupos
controle e em animais tratados durante doze dias as concentracdes foram semelhantes
(dose menor) ou maiores (dose maior) que animais dos grupos controle.

No sangue, as concentracdes de catalase em animais tratados durante seis dias
foram semelhantes (dose menor) ou menores (dose maior) que animais dos grupos
controle e em animais tratados durante doze dias as concentracdes foram semelhantes
nas duas doses utilizadas em relagdo ao controle.

Com relacdo as doses de espermina utilizadas verificaram-se resultados
diferentes em relacdo as concentragcées da enzima superdoxido dismutase. Enquanto
maiores concentragdes foram encontradas no figado de animais tratados com a menor
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dose (27 mg/kg), em relagdo aos grupos controle, no sangue ocorreu o inverso, sendo
maiores as concentragdes nos grupos controle. No figado, a maior atividade de
catalase foi observada quando utilizada a maior dose (54 mg/kg), enquanto no sangue
foi observada menor atividade quando utilizada a maior dose.

De acordo com os resultados observou-se que a enzima superoxido dismutase
elevou-se no figado de animais tratados com espermina, ao mesmo tempo que
diminuiu no sangue. Isso pode ter ocorrido devido ao tipo de estresse oxidativo, pois
este é bastante especifico e pode estar alterado em cada orgao de forma diferente, ndo
necessariamente seguir uma mesma tendéncia. Estudos mostram que nem sempre as
enzimas superoxido dismutase e catalase seguem um aumento ou reducao
concomitante, por isso, o ideal é dosar outro marcador de estresse oxidativo (como a
enzima glutationa peroxidase ou algum produto do estresse como o malonaldeido).
Além disso, a catalase € bastante instavel e, consequentemente, seus resultados sao
muitos variaveis, devido, principalmente, ao protocolo de analise utilizado.

O aumento na atividade das enzimas antioxidantes pode ser interpretada como
um mecanismo compensatorio (aumento da sintese desta enzima) devido ao aumento
da geragao do radical superéxido produzido durante o estresse oxidativo, entretanto,
neste trabalho, os grupos tratados apresentaram maiores atividades enzimaticas em
relacdo aos grupos controles, submetidos as mesmas condi¢des, indicando, portanto,
que os efeitos benéficos da espermina estdo associados a elevagdo na atividade das
enzimas antioxidantes catalase e superoxido dismutase, sendo sugerida a atuacao da

espermina como ativadora destas importantes enzimas antioxidantes.

3.4 Nitrato de sddio no soro sanguineo

Apés tratamento com espermina verificou-se que nao houve diferenca entre os
grupos tratados e 0s grupos controle sobre a produgao de nitrato de s6dio no soro
sanguineo (Tabela VL.7).

Em relacdo ao periodo de tratamento nota-se que a producdo de nitrato
sanguineo foi maior nos animais tratados durante seis dias, entretanto, inferior as
concentragdes encontradas em outros trabalhos. O éxido nitrico € um potente oxidante
produzido tanto pelas células endoteliais quanto por macréfagos e pode exercer efeitos
aterogénicos ou protetores, dependendo de sua fonte de producao. Quando sintetizado
a partir da éxido nitrico sintase endotelial, sua funcédo vasodilatadora oferece protecéao

contra a hipertensdo e a progressao da aterosclerose. Ao contrario, o 6xido nitrico
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produzido a partir da 6xido nitrico sintase induzivel, nos macréfagos, contribui para a
oxidacao da lipoproteina de alta densidade (LDL) (DEANFIELD et al., 2007).

Tabela VI.7 - Concentragdo de nitrato de so6dio no sangue de ratos tratados com
diferentes doses e tempos de tratamento com espermina

Tempo de tratamento Dose EPM Nitrato de sddio
(dias) (mg/kg) (mM)
0 0,24+0,012°
6 27 0,24+0,00%
54 0,26+0,01°
0 0,07+0,01°
12 27 0,0740,00°
54 0,0740,01°

EPM: espermina. Médias (z erro padrao) com diferentes letras na mesma coluna séao significativamente
diferentes (a-c) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=20.

Além disso, 0 aumento da producado de espécies reativas de oxigénio nos vasos
sanguineos reduz a biodisponibilidade de Oxido nitrico, podendo induzir disfuncao
endotelial (TOUSOULIS et al., 2008). A hipercolesterolemia induzida pela dieta
proporciona diminuigao na atividade da 6xido nitrico sintase favorecendo complicagdes
cardiovasculares via reducao do relaxamento endotelial (DEVRIM et al., 2008).

3.5 Enzimas marcadoras de estresse fisiologico

Para resultar em uma distribuicdo normal, os resultados da concentracdo da
enzima lactato desidrogenase (LDH), sofreram transformacdo u = In(Dado),
apresentando coeficiente de determinagédo (R?) de 0,992.

Os parametros bioquimicos de estresse (ALT, AST e LDH) nao sofreram
influéncia do efeito da administracdo oral de espermina (Tabela VI.8). Alguns estudos
(NICOLA, 1996; VENDEMIALE et al., 2001) mostram a importancia do figado em
manter o status redox, ou seja, o equilibrio oxidativo do organismo, para ndo haver
excesso de radicais livres que causam danos celulares. Contudo, o dano hepatico
promove a oxidacdo e aumento dos radicais livres. Isto, consequentemente, pode
aumentar os niveis de peroxidacao lipidica e os danos celulares. Por isso, a avaliagéo
dos parametros bioquimicos foi importante para a determinacdo de possiveis
alteracdes decorrentes da administracdo de espermina, ndo sendo constatada,
portanto, nenhuma alteragdo hepatica nos animais tratados nas condicées deste
experimento. Estes resultados estdo de acordo com TIL et al. (1997) que estudaram

parametros de toxicidade da espermina em ratos, utilizando diversas doses.
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Tabela V1.8 - Concentracdes de parametros bioquimicos séricos de ratos tratados com
diferentes doses e tempos de tratamento com espermina

Tempo de tratamento Dose EPM LDH ALT AST
(dias) (mg/kg) (U/L) (U/L) (U/L)

0 6,07+0,65° 84,70+13,21°2 108+23?

6 27 5,760,682 92,20+7,372 109+122

54 6,09+0,83° 102,40+14,91* 1024242

0 5,75+0,49° 88,22+12,67° 107+19°

12 27 5,28+0,56° 82,90+9,742 103+11°2

54 6,04+0,72° 93,40+12,02° 117+25°

EPM: espermina; LDH: enzima lactato desidrogenase; ALT: enzima alanina aminotransferase;
AST:aspartato aminotransferase. Médias (+ erro padrdo) com diferentes letras na mesma coluna sao
significativamente diferentes (a-a) (Teste de Tukey, p < 0,05), n=10.

Sendo a LDH uma enzima encontrada tanto em células musculares como em
hepatécitos, sua liberacdo € sugestiva de lesdao por estresse, com ocorréncia de
hemdlise, entretanto, para que ocorra hemolise outros fatores devem estar associados
(COHEN et al., 1998). Assim, é possivel que durante a contencao fisica para realizacao
da gavagem, tenham aumentado os niveis séricos das enzimas ALT, AST e LDH.
Entretanto, como todos os animais foram submetidos as mesmas condicdes, este efeito

nao pode ser observado, pois a espermina nao interferiu em suas concentracdes.

4 Conclusoes

Nas condi¢des avaliadas houve maior formagdo de malonaldeido nos grupos
tratados indicando efeito oxidante da espermina quando analisado por este parametro.

O efeito da administracdo de espermina sobre o sistema antioxidante enzimatico
enddgeno apresentou resultados satisfatérios, devido ao aumento da atividade da
enzima superdxido dismutase e catalase nos grupos tratados em algumas situacoes,
sugerindo sua ativacao nas condi¢coes avaliadas, o que contribui para a defesa do
organismo contra lesdes provocadas pela oxidacao proveniente de espécies reativas
de oxigénio.

Os tratamentos aplicados indicaram maior oxidacdo protéica nos grupos que
receberam espermina em relacdo aos grupos controle, entretanto, foi observado
possivel efeito antioxidante nos animais tratados durante doze dias com a menor dose.

Nenhum efeito dos tratamentos foi observado sobre as concentracbes de
indicadores de estresse oxidativo (alanina aminotransferase, aspartato

aminotransferase e lactato desidrogenase) e nitrato plasmatico.
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Neste estudo foram observados diferentes comportamentos dos tratamentos
aplicados sobre os efeitos na oxidagao, de forma que em determinadas situagdes nota-
se influéncia positiva e em outras negativas sobre a atividade do sistema enzimatico

antioxidante.
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The types and levels of free bioactive amines in different corn products were determined. The amines
were analyzed by ion pair-HPLC, post-column derivatization with o-phthalaldehyde and fluorimetric
detection. Fresh sweet corn contained mainly spermidine followed by putrescine. Spermine, cadaverine,
phenylethylamine, histamine and agmatine were also present at low levels. The profile and levels of
amines changed significantly in canned and dried corn. Putrescine was the prevalent amine in canned
corn whereas spermine was prevalent in dried corn. Germinated corn had significantly higher spermi-
dine, spermine and putrescine levels. The embryo of the corn contained significantly higher spermine lev-
els compared to the endosperm. These results indicate that corn is a good source of polyamines and that
the different types of corn products available can be used to provide a profile of amines according to
specific dietary need.

HPLC

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Maize (Zea mays L.), commonly known as corn, is a cereal
widely used in human food and animal feed. The world production
is 793 million tonne, whereas 52 million tonne is produced in
Brazil. Of the total Brazilian production, 30% is used for human
consumption with a large diversity of products available in the
market. The most commonly used corn products in Brazil are sweet
corn either fresh or canned and dried grain, available as different
types of flour (IBGE, 2010; USDA, 2010).

Corn can supply several nutrients and energy in the diet. In
addition, corn is considered to be a good source of polyamines,
which are part of a larger group of bislogieally active substances,
called bioactive amines (Gloria, 2005). The polyamines spermidine
and spermine are essential for living cells, playing important roles
in various physiological functions (KalaZ & Krausova, 2005; Valero,
Martinez-Romero, & Serrano, 2002). They modulate and promote
growth (Barddcz, 1995). They are involved in the synthesis of
DNA, RNA and protein and in the stabilization of cell membranes
(Moinard, Cynober, & Bandt, 2005). They also promote the renewal
and functionality of the digestive tract and maturation of the intes-
tinal mucosa (Bardéez, 1995; Janicka-Russak, Kabala, Mlodzinska.
& Klebus, 2010; Moinard et al, 2005). Furthermore, they have
antioxidant and anti-inflammatory properties (Gaboriau, Vaultier,
Moulinoux, & Deicros, 2005; L@vaas & Carlin, 1991).

Corn can also be a source of biogenic amines. Some biogenic
amines can be naturally present in corn whereas others can be

* Corresponding author. Tel.: +35 31 34096926; fax: +55 31 3409 6911
E-mail address: mbeatriz@ufmgbr (MB.A. Glorial
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introduced during production, processing and storage. They can
be formed by thermal or microbial decarboxylation of amino acids
and may be used as an index of quality or hygienic conditions of
products. These amines, at low concentrations, can play important
roles in growth and protection of plants against predators and
environmental factors. In the diet of animals, these amines can
act as vaso- and neuro-active substances; however, at high concen-
trations some amines can be hazardous to human health (Bardécz,
1985; Gleria, 20065).

Therefore, the presence of corn in the diet can be advantageous
due to the several functional and health promoting properties
associated with polyamines and other amines. However, little
information is available regarding the types and levels of amines
in the different corn products available in the market.

Recently, the consumption of germinated or sprouted corn (from
seed germination) is becoming popular. Germinated corn and its
flour have been widely used for breads, some types of pasta and also
beer brewing (Arasaratnam, Mylvaganarn, & Balasubramaniam,
1998; Frias et al., 2007). Germination is the practice of soaking and
draining the seeds until they germinate. It is a very efficient way
to increase the nutritive value and the digestibility of seeds (Modgil,
Joshi, Gupta, Verma, & Anand, 2009). During germination, natural
starches are converted into digestible and simple sugars. Therefore,
breads, flours, and pastas produced with sprouted grains are more
digestible. Furthermore, they contain higher levels of carotenes, B
vitamins and enzymes. The germination process can also remove
naturally occurting toxins (Predanov, Sierra, & Vidal-Vatverde,
1997).

According to Gloria, Tavares-Neto, Labanca, and Carvalho
(2005), germinated vegetables can contain higher levels of
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocoio n° 5/2010, relativo ao projeto intitulado “Avafiagio
da atividade antioxidante da espermipa in vivo’, que tem como
responsavel(is) Maria Beatriz Abreu Gléria , estd(30) de acordo com os Principios
Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
24/ 03/2010.

Este certificado expira-se em 24/ 03/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n° 5/2010, related to the project entitied “In
vivo evaluation of the antioxidant activity of spermine’, under the
supervisiors of Maria Beatriz Abreu Gloria, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Anima,
Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in March 24, 2010.

This certificate expires in March 24, 2015.

Belo Horizonte, 31 de Marco de 2010.
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‘x?\ Prof. Humberto Pereira Oliveira
Coordenador de CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-90%1 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516

www.ufma.br/bicetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0) . ;
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