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RESUMO

A cantaxantina ¢ um corante muito utilizado em pescados de cativeiro, em especial o
salmdo e a truta. E utilizada em fraudes alimentares com trutas salmonadas, que acabam
sendo comercializadas como salmao devido a cor laranja da cantaxantina. Porém, seu uso,
mesmo em pequenas quantidades, resulta em riscos para a saude, como a retinopatia por
excesso de cantaxantina e alteragdes hepatoldgicas, como aumento da atividade das enzimas
hepaticas. Tendo em vista a escassez de trabalhos publicados, objetiva-se avaliar os aspectos
toxicoldgicos associados ao consumo excessivo de cantaxantina. No ensaio bioldgico de 60
dias, foram utilizados 21 camundongos swiss (Mus musculus), machos, divididos em trés
grupos experimentais (n=7): Grupo Controle Caseina (GCC): animais alimentados com racao
a base de caseina, recebendo agua ad libitum; Grupo Controle + Truta Salmonada (GTS):
animais alimentados com racdo a base de caseina + 6% de truta salmonada liofilizada,
recebendo agua ad libitum; e Grupo Controle + Cantaxantina (GC): animais alimentados com
racdo a base de caseina, recebendo adicdo de 6% de suplemento de cantaxantina e dgua ad
libitum. Durante o ensaio bioldgico, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno,
em ambiente com temperatura constante (22°C £ 2°C) e iluminagdo controlada (ciclo claro e
escuro de 12/12 horas). A caracterizagdo da composi¢ado centesimal das amostras de pescado
e de ragdes experimentais se deu de acordo com as técnicas descritas por Gongalves (2009).
Para a determinagdo da eficacia protéica das ragdes através do Protein Efficiency Ratio (PER)
foi realizada a pesagem dos animais e das ragdes ofertadas duas vezes por semana para
verificar a quantidade ingerida de cada animal e variagao de peso dos mesmos. Ao final do
experimento, estes foram anestesiados com tiopental (Tiopentax® - 0,6 ml/100g pc, i.p.) para
a coleta do sangue, que foi centrifugado e o soro obtido utilizado para quantificagdo do perfil
sorologico (colesterol total (CT), trigliceridios (TGL) e AST (aspartato aminotransferase)).
Os figados foram removidos e armazenados em formalina a 10% por 48h, incluidos em
parafina e corados pelo método histoldégico da hematoxilina & eosina. As alteragdes celulares
encontradas neste material foram lidas em microscépio Optico observando-se a presenca de
figuras de mitose, binucleagdo, esteatose, megalocitose, presenca de infiltrado inflamatorio,
hemorragia, hiperemia, necrose e fibrose. Os resultados demonstram que as ragdes
experimentais estavam de acordo com o previamente balanceado. Os valores de PER obtidos
foram: GCC 2,343; GC 1,506 ¢ GTS 1,010. Observamos que o GTS se apresentou
significativamente inferior ao GCC e GC, sendo p= 0,0006, sugerindo uma acao negativa da
cantaxantina. Nao foi observada diferenga estatistica entre os grupos para os valores de AST,
TGL e CT. Os resultados histopatologicos demonstraram que o grupo controle apresentou
arquitetura hepatica normal. O grupo cantaxantina e truta salmonada apresentaram
megalocitose e binucleagdo. Em um dos animais do grupo truta salmonada foi observada
esteatose hepatica e hiperemia. Concluimos que a cantaxantina apresentou toxidade no que se
refere a alimentagdo dos animais. Entretanto, acreditamos ser necessario um tratamento por
maior periodo de tempo para que seu efeito seja mais bem compreendido.

Palavras-chave: cantaxantina, truta salmonada, fraudes, toxicologia de alimentos, corantes.



ABSTRACT

Canthaxanthin is a dye widely used in captive fish, especially salmon and trout. It is
used in food fraud salmonadas trout, which end up being marketed as salmon because of the
orange canthaxanthin. However, its use, even in small quantities, resulting in health risks,
such as retinopathy excess canthaxanthin and changes in the liver, as increased activity of
liver enzymes. Given the scarcity of published works, the objective is to evaluate the
toxicological aspects associated with excessive consumption of canthaxanthin. In bioassay 60
days, were used 21 Swiss mice (Mus musculus), males, divided into three groups (n = 7):
control group Casein (GCC): animals fed diets based on casein, receiving water ad libitum ;
Group Control + salmon trout (GTS): animals fed diets based on casein + 6% freeze-dried
salmon trout, receiving water ad libitum; and Group Control + Canthaxanthin (GC): animals
fed with diet based on casein, receiving the addition of 6% canthaxanthin supplement and
water ad libitum. During the assay, the animals were housed in polypropylene cages in
environment with constant temperature (22 °© C &+ 2 ° C) and controlled illumination (light and
dark cycle of 12/12 hours). The characterization of the chemical composition of the samples
and experimental fish feed was in accordance with the techniques described by Goncalves
(2009). To determine the protein efficiency of feed through the Protein Efficiency Ratio
(PER) was performed weighing the animals and the feed offered twice a week to check the
consumed amount of each individual animal weight change thereof. At the end of the
experiment, they were anesthetized with thiopental (Tiopentax® - 0.6 ml / 100 g bw, ip) for
blood collection, which was centrifuged and the serum obtained used to quantify the
serologic profile (total cholesterol (TC) triglycerides (TGL) and AST (aspartate
aminotransferase)). Livers were removed and stored in 10% formalin for 48 hours, embedded
in paraffin and stained for histological hematoxylin & eosin method. The cellular changes
found in this material were read in light microscope observing the presence of mitotic
figures, binucleation, steatosis, megalocytosis, presence of inflammatory infiltrate,
hemorrhage, hyperemia, necrosis and fibrosis. The results demonstrate that the experimental
diets were in agreement with previously balanced. The PER values were obtained: 2.343
GCC; GC 1,506 and 1,010 GTS. We note that the GTS performed significantly lower than
the GCC and GC, p = 0.0006, suggesting a negative action canthaxanthin. There was no
statistical difference between the groups for AST, TGL and CT. Histopathological results
showed that the control group showed normal liver architecture. The canthaxanthin and
salmon trout group had megalocytosis and binucleation. In one of the animals of the sea trout
group was observed hepatic steatosis and hyperemia. We conclude that canthaxanthin
showed toxicity in relation to animal nutrition. However, we believe the need for a treatment
for a longer period of time so that its effect is better understood.

Keywords: canthaxanthin, salmon trout, fraud, food toxicology, dyes.
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1. Introducio

Antigamente, a producdo e a fabricagdo dos alimentos eram realizadas na mesma
regido ou em regides proximas as de comercializagdo. Dessa forma, com o aumento da
industrializacdo e da globalizagdo, assim como a produgdo e a fabricagdo de alimentos em
regides longinquas, houve a necessidade de se criar estratégias para manter a qualidade e a
integridade dos alimentos como, por exemplo, a utilizacdo de aditivos alimentares
(ANTUNES e ARAUJO, 2000). Dentre esses aditivos destaca-se a cantaxantina, carotenoide
ainda pouco estudado.

Os carotenoides sdao pigmentos lipossoltveis (GOODWIN, 1986) pertencentes a
familia dos tetraterpenos sendo divididos em duas classes: os carotenoides ndo polares, como
o P-caroteno, e as xantofilas polares, como a cantaxantina, que possuem pelo menos um
atomo de oxigénio (TAPIERO et al, 2004). Suas propriedades antioxidantes devem-se a alta
capacidade de sequestrar radicais livres e desativar espécies reativas de oxigénio, o que
confere protecdo aos alimentos, prevenindo a oxidacdo de matérias primas alimentares e,
consequentemente, estendendo sua vida de prateleira (DECKER et al, 2005; EDGE et al,
1997).

Dentre os carotenoides, a cantaxantina foi relatada como sendo o antioxidante mais
potente (TERAO, 1989). Possui a capacidade de ser supressor eficiente de oxigénio singleto e
eficaz sequestrante de radicais livres. Dentro das membranas, tanto a cantaxantina quanto os
carotenoides podem ser considerados parte integrante do sistema antioxidante, além de ter
sido demonstrada sua capacidade de alteragdo das membranas lipidicas (SUJAK et al, 2005).
Surai (2012) demonstrou esse efeito protetor sob varias condi¢cdes de estresse. Em um estudo
realizado por Shih e colaboradores (2008), in vivo, foi demonstrado haver uma relacao
inversamente proporcional entre a capacidade antioxidante da xantofila e a sua concentragao.
Embora utilizada como conservante, ¢ utilizada também em fraudes alimentares.

Como corante alimentar, a cantaxantina vem sendo muito utilizada em ragdes para
aves de pequeno porte e em pescados de cativeiro, em especial o salmao (Salmo salar). Este €
um peixe que apresenta alto valor comercial, dessa forma seu comércio deve ser
constantemente monitorado, ja que fraudes podem ser facilmente realizadas por parte dos
comerciantes ao colocar outra espécie como, por exemplo, a truta salmonada, sendo
comercializada como salmao (VALLANDRO, 2010).

A truta salmonada ¢ obtida a partir da adi¢do do corante cantaxantina e/ou astaxantina
na alimenta¢do do pescado para que se consiga uma coloracdo mais alaranjada na carne, que

acaba por se assemelhar sensorialmente com o salmido (BUCK, 2010), embora apresente
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menor valor nutricional e significativo menor custo de producao (DA SILVA et al, 2012). O
consumidor, ao comprar a truta salmonada por preco semelhante ao salmao, ¢ ludibriado, uma
vez que existem diferencas entre os dois tipos de pescado, caracterizando a fraude alimentar.

Apesar da atividade antioxidante, o uso da cantaxantina mostrou resultar em riscos
para a saude, como ¢ o caso da retinopatia por excesso de cantaxantina. Esta patologia estd
associada a deposicao de cristais formados a partir de um complexo cantaxantina-lipoproteina
na macula lutea do olho. Esta relacionada também com danos nos vasos sanguineos em torno
do local, além de crescimento de novos vasos anormais (DAICKER et al, 1987; HARNOIS et
al, 1989). Sujak (2009) relacionou a toxicidade da cantaxantina com as interagdes moleculares
que poderiam ocorrer entre a cantaxantina e as moléculas lipidicas. Dentre os mecanismos
propostos acredita-se que a formagao de ligagdes de hidrogénio entre grupos da cantaxantina e
dos lipideos bem como entre a cadeia polieno do carotenodide e a d4gua sejam cruciais para a
formacdo dos agregados. Além da retinopatia, seu uso como autobronzeador tem sido
associado a anemia aplésica e danos no figado (LOBER, 1985; ROUSSEAU, 1983; BLUHM
et al, 1990).
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2. Referencial Teodrico

2.1 Industrializacao de Alimentos

Ao longo dos anos, a fabricagdo e o preparo dos alimentos tem se modificado muito,
principalmente quanto as suas formas de distribuicdo e apresentagdo ao consumidor. No
passado, os alimentos eram provenientes da regido onde eram produzidos ou de regides muito
proximas. Atualmente, boa parte dos alimentos € proveniente de regides longinquas e
necessitam freqiientemente de aditivos para manter a sua integridade (ANTUNES e
ARAUJO, 2000).

Com o avango da industria quimica, a industria alimenticia passou a utilizar um grande
nimero de aditivos nos alimentos, para melhorar as condi¢des de armazenagem e oferecer
alimentos seguros, e assim atender as expectativas do mercado consumidor. Elas
desempenham um papel importante no desenvolvimento de alimentos, porém, nos ultimos
anos, os consumidores tornaram-se cada vez mais cautelosos sobre seguranca alimentar, pois

o uso dos aditivos alimentares estd entre os mais controversos (HONORATO et al, 2013).

A Portaria n° 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de 1997, define que:
“aditivo alimentar ¢ qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos, sem proposito de nutrir, mas com o objetivo de modificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricagdo,
processamento,  preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento,
armazenagem, transporte ou manipulagdo de um alimento. Ao agregar-se podera
resultar em que o proprio aditivo ou seus derivados se convertam em um
componente de tal alimento. Esta defini¢do ndo inclui os contaminantes ou
substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para manter ou melhorar
suas propriedades nutricionais” (BRASIL, 1997).

Dentre os aditivos, os pigmentos e corantes sdo muito utilizados na industria
alimenticia, tendo como objetivo geral melhorar a apresentagdo do alimento ao consumidor.
Sao utilizados na produgdo de alimentos e bebidas no intuito de compensar a perda da cor
durante a fabricacdo e estocagem, garantir a uniformidade da cor e atribuir coloracao aqueles
originalmente incolores (TOCCHINI e MERCADANTE, 2001).

Dentre os principais beneficios da utilizacdo de corantes tém-se, adicionalmente, suas
propriedades antioxidantes que podem proteger os alimentos prevenindo a oxidagdo de
matérias primas alimentares estendendo sua vida de prateleira (DECKER et al, 2005). Este ¢ o

caso dos carotenoides, grupo onde esta presente a cantaxantina.
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2.2 Carotenoides como conservantes

Os carotenoides pertencem a familia dos tetraterpenos e sdo representados por mais de
600 variantes estruturais naturais conhecidas. Sao sintetizados em plantas, fungos, bactérias e
algas. O metabolismo humano n3o ¢ capaz de produzir estas substancias e depende da
alimentagdo para obté-las, pois muitas delas se convertem em vitamina A no organismo. Sao
divididos em duas classes, carotenos, contendo apenas atomos de carbono e hidrogénio, e
oxocarotenoides (xantofilas), que possuem pelo menos um atomo de oxigénio (TAPIERO et
al, 2004; ZERAIK ¢ YARIWAKE, 2008).

Os carotenoides sdao antioxidantes que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres a partir da doacdo de um elétron. Podem ser definidos
como compostos que protegem as cé€lulas contra os efeitos danosos dos radicais livres
oxigenados e nitrogenados, formados nos processos oxidativos. Os radicais livres em excesso
geram um desbalango, dando inicio ao estresse oxidativo, processo metabdlico responsavel
pelo desencadeamento de diversos tipos de doengas cronico-degenerativas (SANTOS et al,
2010; SOARES D. G. et al, 2005). Na figura 1 pode-se observar a reagdo de reducao do anion
superoxido (Oz) pelo B-caroteno devido a capacidade do carotenoide de doar elétrons para

espécies reativas de oxigénio. (RIOS et al, 2009)

O, + CAR +2H" —— CAR"" + H,O,

Fig 1. Equagao de redu¢ao do anion superdxido (O27) pelo carotenoide (RIOS et al, 2009)

Os antioxidantes naturais, como os carotenoides, estdo recebendo maior aten¢do por
poderem representar uma alternativa as substancias sintéticas, como o butil-hidroxi-tolueno
(BHT, 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol) ou o butil-hidroxi-anisol (BHA, mistura dos
isdmeros 2-terc-butil-4-metoxifenol e 3-terc-butil-4-metoxifenol), usadas como conservantes
alimentares. Dentre os pigmentos naturais, os carotenodides tem sido os mais adicionados em
alimentos, bebidas, cosméticos e racdes animais (ZERAIK ¢ YARIWAKE, 2008).

Tem sido proposto que alguns tipos de carotenoides, como B-caroteno e cantaxantina,
podem reduzir o risco de aparecimento de cancer assim como suas propriedades antioxidantes
podem ajudar a evitar o aparecimento de outras doencas que se cré serem iniciadas por
radicais livres como, aterosclerose, cataratas, degeneragao macular relacionada com a idade e

a esclerose multipla (EDGE et al, 1997).
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A cantaxantina, assim como outros carotenoides que possuem grupos 0xo na posicao 4
(4’) no sistema de anel B-ionona, sdo antioxidantes mais eficazes do que o B-caroteno na

peroxidacdo lipidica radical dependente (TERAO, 1989).

2.3 Cantaxantina

A cantaxantina pertence a um grupo de carotenoides conhecido como xantofilas.
Consiste predominantemente de todo trans B-caroteno-4,4'-diona (Fig. 2) em conjunto com
quantidades menores de outros carotenoides. Apresenta estrutura de anel no final da cadeia da
dupla ligacdo conjugada com funcao polar (ZARIPHEP e ERDMAN, 2002; EUROPEAN
FOOD SAFETY AUTHORITY, 2010).

E um pigmento que pode ser encontrado em frutas, vegetais, e peixes ¢ sua presenca
no tecido humano ¢ resultante, exclusivamente, da ingestdo alimentar. Possui uma tonalidade
que passa do vermelho ao laranja sendo utilizado basicamente para corar alimentos,
bronzeamento de pele, (GUPTA et al, 1985) pigmentacdo de ovos ou carnes de galinhas
poedeiras, frango, salmao e truta (FURUSAWA, 2011).

0
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Fig 2. Estrutura quimica da Cantaxantina (FURUSAWA, 2011)

A absorcao da xantofila ocorre com seu movimento ou de seu metabolito ativo através
das células da mucosa até o sistema porta onde primeiramente, deve ser liberada de sua matriz
alimentar. A segunda etapa de absorc¢ao ¢ a transferéncia da xantofila para micelas lipidicas
no intestino delgado, o que requer a presenca de gordura alimentar para estimular a vesicula
biliar a liberar os acidos biliares que atuam como emulsionantes. Em seguida sdo absorvidas
pelas micelas mistas de lipideos no [umen do intestino delgado, provavelmente orientando-se
na superficie da micela, onde sdo levadas através do quimo hidrofilico no intestino a
superficie de células da mucosa intestinal. Apods isso ocorre a absor¢ao, onde as xantofilas se

difundem passivamente através da membrana celular e sdo liberadas no enterocito. Sdo, entdo,
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incorporadas em quilomicrons e finalmente entregues a corrente sanguinea (ZARIPHEH,
2002).

E postulado que os componentes ndo trigliceridicos do quilomicron, incluindo
moléculas de superficie, tais como as xantofilas, podem ser tomados pelos tecidos extra-
hepéticos ou transferidos para outras lipoproteinas do sangue. Eventualmente, o quilomicron
remanescente, incluindo as xantofilas restantes, ¢ tomado pelo figado. Logo apds, as
xantofilas podem permanecer no figado ou serem transportadas para a corrente sanguinea
através de VLDL. Elas sdo, entdo, transferidas para a LDL e HDL com a maturacdo das
lipoproteinas (ZARIPHEH, 2002).

A cantaxantina ¢ importante ndo somente por fornecer coloragdes maravilhosas, mas,
também, por desempenhar importantes fungdes bioldgicas como antioxidantes para reduzir o
estresse oxidativo. Nao apresenta atividade de proé-vitamina A, porém se mostrou mais
potente que outros carotenoides (TERAO, 1989). Essas tensdes oxidativas causadas por
espécies reativas de oxigénio como, por exemplo, superoxido, radicais hidroxil e peroxil,
peréxido de hidrogénio e outros, podem ser neutralizadas pela cantaxantina, por meio do
seqliestro eficaz destas espécies através de reacdes quimicas com a porgao polieno conjugado
nas estruturas (CHOI e KOO, 2005).

Terao (1989) demonstrou que a atividade antioxidante apresentada pela cantaxantina e
astaxantina durou mais tempo do que a apresentada pelo PB-caroteno e zeaxantina devido a
realizagao de uma substituicao na estrutura de um atomo de hidrogénio por um grupo oxo na
posicao 4 (4’) no sistema de anel B-ionona. Em 2002, um estudo realizado por Surai também
demonstrou que a cantaxantina foi bastante eficaz como antioxidante para medidas de
preven¢do para formagdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), formacao
de hidroperoxido lipidico, quebra de DNA e outros.

A cantaxantina, assim como os carotenoides, pode ser considerada parte integrante do
sistema antioxidante por possuir capacidade de ser supressor eficiente de oxigénio singleto e
eficaz sequestrante de radicais livres sob varias condi¢des de estresse. Além disso, foi
demonstrada sua capacidade de alteracdo das membranas lipidicas (SUJAK et al, 2005;
SURALI, 2012). Em um estudo realizado por Shih e colaboradores (2008), in vivo, constatou-
se que a capacidade antioxidante da cantaxantina foi mais potente no plasma do que no
figado, embora sua concentracdo se apresentasse maior no figado, o que demonstra haver uma
relagdo inversamente proporcional entre a capacidade antioxidante e a concentragdo. Por ser
um corante natural e possuir excelente capacidade antioxidante, acaba sendo utilizada em

fraudes alimentares.
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2.4 Fraudes Alimentares

As fraudes em alimentos sdo alteragdes, adulteracdes ¢ falsificacdes realizadas com a
finalidade de obtenc¢do de maiores lucros. Estas operagdes procuram ocultar ou mascarar as
mas condi¢des estruturais e sanitarias dos produtos e atribuir-lhes requisitos que ndo possuem
(TEIXEIRA et al, 2014). Considera-se fraude, os artificios usados sem o consentimento
oficial, resultado da modificagdo de um produto, visando lucro ilicito e que ndo fazem parte
de uma pratica universalmente aceita (KOLICHESKI, 1994).

As fraudes em alimentos sdo praticadas em diversas modalidades, desde a mais
grosseira que nos leva a uma imediata percep¢do, a mais astuta e dificil de ser identificada.
Pode-se classifica-las em quatro grandes grupos: fraudes por alteragdo, por adulteragdo, por
falsificacdo e por sofisticacao (TEIXEIRA et al, 2014).

A falsificacdo ¢ a modalidade de fraude levada a efeito na ocasido da venda do produto
e consiste em enganar o consumidor, induzindo-o a adquirir o alimento de nivel inferior,
julgando-o de categoria superior. A falsificacdo de alimentos pode proceder de diferentes
maneiras: quanto a qualidade; quanto ao peso; quanto a apresentacdo; quanto a procedéncia;
quanto a propaganda. Em relacdo a qualidade, este tipo de falsificacdo esta relacionado com a
categoria do produto, como se este fosse de alta qualidade, quando na verdade ¢ de classe
inferior (TEIXEIRA et al, 2014). Como exemplo tem-se a truta salmonada sendo
comercializada como salmdo, sendo aquele um pescado de menor valor nutricional e
significativo menor custo de producao (DA SILVA et al, 2012).

Algumas operagdes de aquacultura utilizam aditivos de cor como a cantaxantina e/ou
astaxantina na alimentacdo para dar uma cor mais laranja a carne de salmao e/ou truta. A
carne das variedades exploradas destes peixes seria, se ndo fosse por esses aditivos de cor,
uma cor mais palida, menos atraente. Sob determinadas condic¢des, o uso destes aditivos nos
alimentos para peixes salmonideos ¢ permitido, sendo na ordem de 25mg/Kg de peixe de
acordo com o Decreto-Lei n°322/2003, desde que os peixes estejam devidamente rotulados
para identificar que este tratamento foi utilizado. Entretanto, esses pescados, onde os aditivos
tém sido usados para realcar a cor, sdo suscetiveis de serem indevidamente rotulados e este
produto de forma fraudulenta e enganosamente comercializado como salmao "selvagem"
(BUCK, 2010).

O salmao ¢ um peixe de alto valor comercial. Dessa forma, seu comércio deve ser
monitorado constantemente, ja que fraudes podem ser facilmente realizadas colocando outra
espécie, como a truta salmonada, por apresentar caracteristicas morfoldgicas e sensoriais

semelhantes as do salmdo (VALLANDRO, 2010). A truta salmonada apresenta a coloragdo
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da carne muito semelhante a do salmio, no entanto, apresenta um valor nutricional menor e
um custo de produgdo significativamente menor quando comparado ao custo de producao do
salmdo, que vive em dguas salgadas enquanto a truta pode ser facilmente cultivada em
tanques de piscicultura (SOSISNKI, 2004).

O salmdo e a truta pertencem a familia dos Salmonideos e sdo classificados como
“pescado branco”. A caracteristica cor vermelho-rosa da carne de salmonideos, um importante
critério de qualidade para os agricultores e os consumidores, ¢ devido a capacidade destes
peixes para combinar xantofilas, tais como astaxantina e cantaxantina, com complexos de
actomiosina em musculos (BRIZIO et al, 2013). E de grande importincia econdmica que a
carne seja pigmentada para atender as preferéncias dos consumidores. A pigmentagdo do
musculo ¢ devido a deposi¢cdao de carotenoides dietéticos, cantaxantina e astaxantina, que o
peixe ndo pode sintetizar, sendo obtidos principalmente a partir da alimentagdo de crustaceos
que contém os pigmentos em sua composicao. (SALVADOR et al, 2009). Dessa forma, a
presenca do carotenoide em pequena concentracdo no salmao selvagem nao acarreta em risco
para o consumidor.

Nos peixes criados em aquacultura o uso da cantaxantina sintética ¢ uma fonte de
carotenoides na dieta (SALVADOR et al, 2009). Contudo, seu uso em excesso pode trazer
riscos a satde do consumidor, pois apresenta aspectos toxicoldgicos, como por exemplo, a

retinopatia por cantaxantina.

2.5 Toxicologia da Cantaxantina

Apesar de relatado sua atividade antioxidante, o uso da cantaxantina em excesso
demonstrou riscos para a sade como ¢é o caso da retinopatia por cantaxantina causada
principalmente pela formagao de cristais nas membranas da macula lutea da retina (SUJAK,
2009). A maioria dos pacientes com retinopatia por cantaxantina permanecem assintomaticos,
porém podem apresentar defeitos do campo visual, diminuicdo da acuidade visual, teste
eletrorretinograma anormal e de baixo limiar de luminancia estatica (BEAULIEU et al, 2013).

A retinopatia ¢ um termo que se refere a formas de danos nao-inflamatdrios na retina
que sao muitas vezes progressivos, € pode resultar em cegueira ou severa perda de visao. A
ingestdo de cantaxantina estd associada com depdsitos cristalinos birrefringentes, amarelo ou
vermelho dourado na retina em torno da macula (SUJAK, 2009). Daicker e colaboradores
(1987) concluiram, pelo grande numero e tamanho dos cristais e a quantidade relativamente
pequena de cantaxantina isolada, que os cristais presumivelmente representam um complexo

cantaxantina-lipoproteina, ao invés de cantaxantina sozinha. Foi relatado que a retinopatia por
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cantaxantina estd relacionada principalmente a danos nos vasos sanguineos em torno do local
de deposicdo do cristal e o crescimento de novos vasos sanguineos anormais.

A toxicidade da cantaxantina em relacdo as membranas lipidicas foi relacionada como
o resultado da forte interagdo entre o corante e moléculas de lipidios e da formacdo de
agregados cristalinos de cantaxantina em membranas, mesmo em concentragdes muito
pequenas, o que afetaria as propriedades fisicas das paredes dos capilares da retina resultando
na destruicao da vasculatura retiniana e no desenvolvimento de retinopatia. Os mecanismos
propostos relacionam-se a formagao de agregados da cantaxantina com as moléculas lipidicas,
forte interacdo de Van der Walls entre a cadeia da cantaxantina e do lipidio, modificagdes nas
propriedades do lipideo, introdug¢do de novas fases termotropicas nos lipideos e formacao de
ligagdes de hidrogénio entre grupos da cantaxantina e dos lipideos, bem como entre a cadeia
polieno do carotenoide e a dgua. Acredita-se que este ltimo seja crucial para a formagao dos
agregados (SUJAK, 2009; SUJAK et al, 2005).

Bluhm e colaboradores relataram, em 1990, um caso de anemia aplasica com desfecho
fatal de uma mulher de vinte anos de idade, que had cerca de quatro meses antes da
hospitalizagao utilizou capsulas contendo cantaxantina com a finalidade de bronzeamento
corporal, que foi fornecido por um saldo comercial de bronzeamento. A coloracao fornecida a
pele deve-se a deposi¢ao do pigmento na epiderme e gordura subcutanea sem estimulagao da
sintese de melanina. Tem sido utilizada experimentalmente em pacientes com fotodermatoses
e distarbios da pigmentagdo. A cantaxantina pode permanecer no corpo por longos periodos,
assim como foi observada sua presenga no plasma de individuos saudaveis que doaram
sangue varios meses depois do término da utilizacdo das capsulas. Contudo, a freqiiéncia dos
efeitos adversos associados ao uso da cantaxantina como a supressdo da medula dssea ainda
sdo desconhecidos (MACDONALD et al, 1984). O uso de capsulas de cantaxantina
destinadas ao bronzeamento demonstrou causar, também, retinopatia (ROUSSEAU, 1983),
urticaria (JUHLIN, 1981) e desordens no figado (SHIH et al, 2008).

Em relacdo ao figado, estudos in vivo revelaram alteragdes como aumento da atividade
das enzimas hepaticas (ex. superoxido dismutase e glutationa redutase) e aumento do peso do
figado nas fémeas (SHIH et al, 2008). Um estudo realizado por Palozza e colaboradores
(2000), demonstraram que a cantaxantina pode alterar a protecdo contra o estresse oxidativo
in vivo, o que poderia justificar o duplo papel de carotenoides como antitumoral ou agentes
promotores de tumor. Quando a atividade pré-oxidante dos carotenoides ocorre em células
normais, o que poderia gerar danos oxidativos, pode ocorrer diminui¢do da integridade celular

e/ou inducdo da transformacdo neoplasica. Em contrapartida, quando os carotenoides atuam
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como pré-oxidantes em células j& transformadas, que exibem baixas defesas antioxidantes,
estes podem ter efeitos benéficos, inibindo o crescimento do tumor. (MASOTTI et al, 1988)

Além disso, a cantaxantina foi capaz de interagir com medicamentos, uma vez que foi
relatado atuar como indutora substancial de enzimas responsaveis pela metabolizacdo de
farmacos. Essa interagdo pode levar a efeitos adversos severos ou falha terapéutica
(GRADELET et al, 1996).

Sendo assim, devido a escassez de trabalhos publicados acerca desse tema, esse
trabalho visa avaliar os aspectos toxicologicos da ingestdo excessiva da cantaxantina utilizada

no processamento tecnologico de trutas salmonadas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral
Avaliar os aspectos toxicologicos hepaticos associados ao consumo excessivo de

cantaxantina em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

1) Determinar a composi¢ao centesimal das ragdes experimentais utilizadas;

2) Avaliar a qualidade proteica das ragdes a partir da determinacdo do Coeficiente de
Eficiéncia Proteica (PER) dos animais;

3) Determinar o perfil sorolégico a partir dos valores de colesterol total (CT),
trigliceridios (TGL) e AST (aspartato aminotransferase) dos camundongos;

4) Realizar avaliagdo histopatoldgica dos figados dos camundongos;

5) Comparar os dados dos grupos experimentais, caracterizando, assim os efeitos da

cantaxantina.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Materiais
O projeto foi submetido a avaliagio ética pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UFRJ/Campus Macaé e aprovado sob o protocolo MAC034 (Anexo 1).
No ensaio bioldégico de 60 dias, foram utilizados 21 camundongos swiss (Mus
musculus), machos, provenientes da colonia do Instituto de Macaé¢ de Ciéncia e Tecnologia

(IMCT/UFRJ), que formaram os grupos experimentais descritos a seguir.

4.1.1 Grupos Experimentais

Posteriormente ao desmame, realizado no 21° dia de vida, os animais foram, entdo,
aleatoriamente divididos em trés grupos (n=7): Grupo Controle Caseina (GCC): animais
alimentados com ragdo a base de caseina, recebendo adgua ad libitum; Grupo Controle + Truta
Salmonada (GTS): animais alimentados com racdo a base de caseina + truta salmonada
liofilizada, recebendo agua ad [libitum; e Grupo Controle + Cantaxantina (GC): animais
alimentados com racao a base de caseina, recebendo adi¢do de 6% de suplemento de
cantaxantina e agua ad libitum.

A utilizagdo desse percentual referente a cantaxantina se deu apos a compilacao de
dados da literatura de autores que trabalharam com valores semelhantes. Dessa forma, se
adicionou 6% de suplemento de cantaxantina.

Durante o ensaio bioldgico, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno,
em ambiente com temperatura constante (22°C + 2°C) e iluminacao controlada (ciclo claro e

escuro de 12 em 12 horas) durante todo o periodo experimental.

4.1.2 Preparo das Racdes Experimentais

As amostras de truta salmonada foram doadas pela Fundacao Instituto de Pesca do
Estado do Rio de Janeiro (FIPERJ) de modo que ndo s6 possamos garantir a inocuidade das
mesmas, mas também a variedade e espécie de pescado usado, atestado por veterinario
responsavel da Institui¢ao. O suplemento de cantaxantina utilizado foi adquirido em comércio
local em lojas varejistas especializadas em criacdo de animais.

A truta salmonada foi submetida ao processo de liofilizagdo, onde o pescado foi
levado ao congelamento a -80°C e em seguida encaminhado para o liofilizador por
aproximadamente 6 horas. Apds a liofilizag¢do, esta foi passada no multiprocessador e em

seguida em peneira para a obten¢do de um p6 (TATTINI JR et al, 2006).
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As racOes foram formuladas através da mistura dos ingredientes com agua até a
obten¢do de massa com textura homogénea. Em seguida essa massa foi peletizada, levada a

estufa e seca por 24hs. Apos este tempo, foi ensacada, lacrada e armazenada em geladeira

(4°C) até posterior uso.

Em todas as racdes foram adicionadas misturas de minerais e de vitaminas, seguindo

as recomendacdes da American Institute of Nutrition (AIN 93G) (REEVES, 1993) (Tabela 1).

Tabela 1. Ingredientes adicionados para o preparo das ragdes (g/100g).

Grupos
GCC GTS GC
Ingredientes
Caseina? 10,87 6,35 18.92
Truta Salmonada® - 21,70 -
Suplemento de
- - 6,00
Cantaxantina®
Amidod 62,08 50,11 48,03
Acgucar® 10,00 10,00 10,00
Oleof 7,00 1,79 7,00
Mistura de mineraisé 3,50 3,50 3,50
Mistura de vitaminas® 1,00 1,00 1,00
Celulose! 5,00 5,00 5,00
B-colinal 0,25 0,25 0,25
Cistina¥ 0,30 0,30 0,30
Total 100,00 100,00 100,00
VET! 3948 388,75 417,76

a Comércio e Industria Farmos Ltda. (Rio de Janeiro RJ, Brasil); » Netuno Alimentos S/A (Imbiribeira, Recife,
PE); ¢ Adquirido em comércio local; ¢ Maizena da Unilever Bestfoods Brasil Ltda. (Mogi Guagu, SP, Brasil); ¢
Unido (Rio de Janeiro, RJ, Brasil); f Liza da Cargill Agricultura Ltda. (Mairinque, SP, Brasil; g, n PragSolugdes
Comércio e Servigos Ltda-ME (Jau, SP, Sao Paulo); i Microcel da Blanver Ltda. (Cotia, SP, Brasil); e j, xk M.
Cassab Comércio e Industria Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil). ' VET — Valor Energético Total.
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4.2 Métodos

4.2.1 Analises Fisico-quimicas
Para composicdo centesimal das ragdes experimentais, as caracteristicas fisico-
quimicas estudadas compreenderam: teor de umidade, proteina bruta, lipidios totais e cinzas.
As analises foram realizadas em triplicatas segundo a metodologia descrita por

GONCALVES, 2009.

4.2.2 Variacio de peso e Perfil alimentar dos animais
Foi realizada a pesagem dos animais duas vezes por semana em balan¢a da marca
FILIZOLA®, com capacidade maxima de 3 kg e precisdo de 0,5g. Os animais foram pesados
individualmente, suspensos pelo terco distal caudal e colocados em recipiente de
polipropileno com a balanca previamente tarada, determinando-se assim a variagdo de peso
dos mesmos (SOARES et al, 2005). As racdes ofertadas foram pesadas na mesma balanga em
dias alternados para verificar a quantidade ingerida de cada animal. Contabilizou-se a oferta e

o resto de racao dos animais.

4.2.3 Coeficiente de eficacia proteica (PER)

O PER foi determinado através do método de Osborne, Mendel e Ferry, de acordo
com a AOAC, método esse que relaciona o ganho de peso dos animais com o consumo de
proteina e esses sdo comparados a uma proteina padrdo, nesse caso a caseina. Assumindo que
ocorre variagao do total de proteina corporal motivada por diferencas da qualidade protéica da
dieta, ¢ comum medir-se a variagdo do peso corporal como um reflexo global da atuagdo da
proteina ingerida. O tempo de experimentacdo sugerido para o PER ¢ de 28 dias. (ANGELIS,
R. C., 1995; ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1975).

O PER foi calculado pela seguinte equagao:

PER=__ Ganho de peso do grupo — teste (g)
Proteina consumida pelo grupo — teste (g)

4.2.4 Determinacio de perfil sorologico dos animais
Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com tiopental (Tiopentax® -
0,6 ml/100g pc, i.p.) para a coleta do sangue, o qual foi armazenado em tubos esterilizados.

Os tubos contendo sangue foram centrifugados em centrifuga (Sigma®) durante 30 minutos a
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3.500 rpm (MILLER, 1977) para a obtencao do soro. Este foi acondicionado em eppendorfs
individuais em freezer (-20°C) para posterior analise.

Para quantificagdo do perfil sorologico dos camundongos, foram determinados os
valores de colesterol total (CT), trigliceridios (TGL) e enzima hepatica AST (aspartato
aminotransferase). Para tais dosagens, foram utilizados Kits Cinéticos da BIOCLIN (Quibasa-
Quimica Basica Ltda) e a leitura das amostras foi realizada em espectrofotometro

termostatizado.

4.2.5 Avaliacao Histopatologica

Apobs o sacrificio dos animais, os figados foram removidos e armazenados em
formalina a 10% por 48hs, incluidos em parafina e corados pelo método histoldgico da
hematoxilina & eosina de acordo com COTRAN e colaboradores (1994). Para a comparacao
entre os grupos, a analise microscopica consistiu na avaliacdo morfologica descritiva de cortes
histologicos de 4 pm obtidos de figado. Foram avaliados os seguintes aspectos: figuras de
mitose, binucleagdo, esteatose, megalocitose, presenca de infiltrado inflamatorio, hemorragia,
hiperemia, necrose e fibrose. As alteragdes celulares encontradas neste material foram lidas
em microscopio Optico (H&E Stain x 200®). Esta andlise foi conduzida no Laboratério

Integrado de Morfologia localizado no Nucleo em Ecologia e Desenvolvimento Sécio-

Ambiental de Macaé (UFRJ/Macag).

4.2.6 Analise Estatistica
Os dados encontrados foram submetidos ao teste estatistico Mann Whitney, com

p<0,005, ou seja, o intervalo de confianga ¢ de 95%.
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Tabela 2. Composicao centesimal das ragdes experimentais, representada em g/100g de dieta

Racoes
Composicao
o Grupo Controle Grupo Grupo Truta
quimica
(GCO) Cantaxantina (GC) | Salmonada (GTS)
Umidade (%) 1,91 1,75 1,92
Lipidios (%) 7,31 7,99 7,31
Cinzas (%) 3,79 3,96 4,78
Proteina (%)* 9,84 9,72 10,86
Carboidrato (%)* 77,15 76,58 75,13
VET** (Kcal) 413,75 417,11 409,75

Grupo Controle (GCC): racdo a base de caseina; Grupo Truta Salmonada (GTS): racdo a base de
caseina + 6% de truta salmonada liofilizada; e Grupo Cantaxantina (GC): racdo a base de caseina, recebendo
adicao de 6% de suplemento de cantaxantina. Os valores apresentados referem-se as médias de 3 determinagdes;
*calculado pela diferenga; ffator de conversdo de 6,25. **VET, Valor Energético Total.

De acordo com as andlises quimicas, as ragdes utilizadas neste trabalho estavam de

acordo com o previamente balanceado, ou seja, atenderam as recomendagdes do Instituto

Americano de Nutricdo (AIN) (REEVES et al, 1993), para os teores de macronutrientes

(proteinas, carboidratos e lipidios), assim como foram isocaldricas e isoproteicas.
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Tabela 3. Variagdo de peso, consumo de ragdo, consumo de proteina e Protein Efficiency

Ratio (PER) dos animais apos 28 dias.

Grupos Experimentais
Dados
GCC GC GTS
Consumo de
231,82 198,96* 24391
Ragio (g)
Consumo de
13,63 11,70%* 14,34
proteina (g)
Variacao de
31,99 17,61%* 14,53*
peso (g)
PER 2,34 1,50% 1,01%*

Grupo Controle (GCC): racdo a base de caseina; Grupo Truta Salmonada (GTS): racdo a base de
caseina + 6% de truta salmonada liofilizada; Grupo Cantaxantina (GC): e racdo a base de caseina, recebendo
adi¢do de 6% de suplemento de cantaxantina. *Simbolos diferentes na mesma coluna denotam significancia

estatistica ao nivel de p<0,05.

Na Tabela 3, observamos que o consumo de racdo do GTS e do GCC foram

semelhantes, porém ambos superiores (p=0,0050) ao GC. O mesmo pode ser observado

quando avaliamos o consumo de proteina apos 28 dias de experimento. Pode-se observar que

os GC e GTS foram semelhantes entre si e inferiores (p=0,0018) ao GCC, quando tratamos da

variagdo de peso dos animais, o que se deve, provavelmente, a toxicologia da substancia.

Quando discutimos o valor do PER, observamos que o GTS e o GC se apresentaram

semelhantes entre si e estatisticamente inferiores ao GCC, sendo p<0,005 (Grafico 1).



33

PER

3-
282
e | .
§E
.E %
= < 1-

0 T

G O S

Teste estatistico Mann Whitney, com p<0,005, ou seja, intervalo de confianga de 95%. *: GCC
comparado a GC e GCC comparado a GTS; #: GC comparado a GTS.

Grifico 1. Protein Efficiency Ratio (PER) dos animais ap6s 28 dias

5.3 Perfil sorologico dos animais

Tabela 4. Perfil sorolégico dos animais ao final de 60 dias

Grupos Experimentais
Dados
GCC GC GTS
Colesterol Total
129,18 124,82 163,7*
(mg/dL)
TGL
218,53 178,98 205,64
(mg/dL)
AST
24,6 21,07 18,4
(U/L)

Grupo Controle (GCC): racdo a base de caseina; Grupo Truta Salmonada (GTS): racdo a base de
caseina + 6% de truta salmonada liofilizada; e Grupo Cantaxantina (GC): racdo a base de caseina, recebendo
adi¢do de 6% de suplemento de cantaxantina. *Simbolos diferentes na mesma coluna denotam significancia
estatistica ao nivel de p<0,05
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Nos valores de colesterol total descritos na Tabela 4 e no Grafico 2 pode-se
observar que o0 GCC e GC foram estatisticamente semelhantes entre si. O GTS apresentou
valor estatisticamente (p<0,005) superior ao GCC e GC. Nao foi observada diferenca

estatistica entre os grupos para os valores de AST e TGL, sendo p=0,376.
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Teste estatistico Mann Whitney, com p<0,005, ou seja, intervalo de confianga de 95%. *: GCC

comparado a GC e GCC comparado a GTS.

Grafico 2. Valores de colesterol total
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5.4 Avaliacdo Histopatologica

Fig. 3. Fotomicrografias de figado de camundongos tratados com truta salmonada e
cantaxantina.

A-GCC mostrando Tecido hepatico com arquitetura normal; B-GC mostrando megalocitose (seta) e
binucleagdo (cabeca de seta); C-GTS apresentando esteatose (goticulas de gordura), megalocitose (seta) e
binucleagdo (cabeca de seta); e D-GTS apresentando hiperemia. HE, aumento original 400x em A,BeCe
100x em D.

O grupo controle (GCC) apresentou arquitetura hepatica normal, sem qualquer
alteracdo significativa sendo observada. Lobulos hepéaticos apresentavam-se preservados, com
corddes de hepatocitos e sinusoides de aspecto normal. No grupo cantaxantina (GC) foi
observada megalocitose e binucleacdo. A arquitetura hepatica mostrou-se normal, sem
alteracdes marcantes. Nao foi observada necrose, esteatose, figuras de mitose, infiltrado
inflamatorio, hemorragia, hiperemia e fibrose. No grupo truta salmonada (GTS) foi observada
megalocitose e binucleacdo. Em um dos animais foi observada esteatose hepatica moderada.
Foi observada também grande hiperemia nos vasos sanguineos. Nao foi visualizada necrose,

figuras de mitose, infiltrado inflamatoério, hemorragia ou fibrose.
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6. Discussao

Nesse trabalho procuramos observar os efeitos toxicoldgicos da cantaxantina onde o
tratamento dos animais foi realizado por um periodo de 60 dias. Quanto aos valores de PER,
aos 28 dias do experimento pode-se observar que o GTS e o GC apresentaram crescimento
menor que o GCC, fato que pode estar relacionado com um efeito toxico da cantaxantina. O
GTS consumiu mais ragdo e proteina que o0 GCC, mas obteve menor variagdo de peso e menor
PER. O GC apresentou menor consumo de ragdo, proteina e, consequentemente, menor
variagdo de peso e PER quando comparado ao GCC.

De acordo com o calculo do PER, foi encontrado um valor de 1,01 e 1,50 para a média
do GTS e GC, respectivamente. Comparando com o padrdo do GCC, que apresentou PER de
2,34, podemos verificar que tanto a cantaxantina quanto a truta salmonada se mostraram de
baixa qualidade nutricional. Valores de PER acima de 2 sdo relacionados com proteina de
boa qualidade, e valores abaixo de 1,5 com proteina de baixa qualidade. Portanto, ambos,
cantaxantina e truta salmonada, podem ser consideradas de baixa qualidade proteica, ja que
apresentaram PER inferior a 1,5 (FRIEDMAN, 1996). Porém ndo se pode levar em conta
somente o valor do PER para avaliacao da qualidade proteica ja que o valor proteico de um
alimento ¢ determinado pela sua composi¢do em aminodcidos essenciais, € o aproveitamento
biologico dos aminoacidos (biodisponibilidade) depende também da digestibilidade da
proteina, (BRESSANI, 1991; YOUNG e PELLETT, 1994) parametro que ndo foi avaliado
nesse trabalho.

A carne do pescado possui uma excelente qualidade nutricional, ¢ uma fonte de
proteinas de alto valor biologico, além de ser rica em vitaminas e Omega-3. A digestibilidade
das proteinas de pescado ¢ alta. Eles estimulam mais a secrecdo gastrica do que a carne
bovina e possuem baixo teor de tecido conectivo o que facilita a mastigacao. A digestibilidade
média ¢ de 96%, sendo para aves 90% e para bovinos 87%. (NICOLUZZI, 1998; SENAI-DR,
2007). Em contrapartida, pode-se observar que os animais tratados com a truta apresentaram
menor crescimento frente aos outros grupos, o que nao era esperado, ja que a truta ¢ fonte de
proteinas de alto valor biologico. Era esperado que os animais tratados com a truta
apresentassem um valor de PER elevado, porém isso ndo ocorreu, provavelmente por conta da
acdo interferente de algum componente existente na truta salmonada.

Ao observarmos os valores de colesterol total encontrados, verificamos que o GTS
apresentou-se estatisticamente (p<0,005) superior ao GCC e GC. Kalinowski e colaboradores
(2015) demonstrou apos 24 semanas de estudo avaliando o efeito da cantaxantina no

crescimento e composicao lipidica de peixes da espécie Pagrus pagrus, que o colesterol total
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dos animais alimentados com dieta contendo cantaxantina se mostrou elevado em comparagao
com o grupo controle. Porém, outros parametros como triglicerideos plasmaticos e
fosfolipideos ndo sofreram influencia pela inclusdo da cantaxantina na dieta. Em nosso
trabalho podemos observar que o elevado valor encontrado para colesterol total nos animais
do GTS ¢ condizente com a presenca de algum interferente na truta salmonada, entretanto, no
GC nao foram encontradas alteracdes significativas. Palloza e colaboradores (1997) observou
que a cantaxantina foi mais eficientemente acumulada pelos camundongos fémeas do que por
machos, demonstrado pelos niveis do carotendide no plasma e no figado. Estes dados
sugerem uma possivel diferenca entre camundongos machos e fémeas na absorcao e/ou
metabolismo da cantaxantina intestinal. Em nosso trabalho, a suplementagao foi realizada por
um periodo de 60 dias utilizando camundongos machos onde foram encontradas alteragdes
estatisticamente significativas quanto ao colesterol total somente no GTS. Por isso, pode ser
que a cantaxantina possa requerer periodos de suplementacao mais longos além da utilizagao
de camundongos fémeas como modelo experimental a fim de que tais alteragdes sejam mais
bem estudadas.

O valor de referéncia para a enzima hepatica AST apresentado pelo Canadian Council
on Animal Care (CCAC, 1984) esta entre 23-48 U/L. Ao observarmos os valores encontrados
para os grupos experimentais, vemos que o GCC apresentou valor normal, ¢ os GC e GTS
apresentaram valores inferiores, sendo, respectivamente, 21,07 e 18,4, o que ndo demonstra
alteragdo significativa.

O consumo de gordura saturada e trans ¢ classicamente relacionado com elevagao do
LDL-c plasmatico e aumento de risco cardiovascular. As repercussoes da ingestao de gordura,
no entanto, ndo se restringem ao metabolismo lipidico; o tipo de gordura ingerida pode
influenciar também outros fatores de risco, como a resisténcia a insulina e a pressao arterial.
Os acidos graxos saturados podem ser divididos em dois grupos: cadeia média (entre 8 e 12
atomos de carbono na cadeia) e cadeia longa (acima de 14 4tomos de carbono). Apos a
absor¢ao intestinal, os de cadeia média sdo transferidos para a circulacdo sanguinea,
transportados ligados a albumina, pela veia porta, diretamente para o figado, sendo, entdo,
metabolizados, ndo sendo responsaveis pelo aumento do colesterol sérico. Os acidos graxos
saturados (SFA) de cadeia longa encontram-se no estado solido a temperatura ambiente. Apos
a absor¢ao, os acidos graxos (AG) de cadeia longa sao esterificados nos enterocitos, formando
os triglicérides. Sao entdo transportados pelos quilomicrons no sistema linfatico e em seguida
na corrente sanguinea. Os triglicérides dos quilomicrons sdo hidrolisados pela lipoproteina

lipase, liberando os acidos graxos para os tecidos, onde sdo re-esterificados, formando
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novamente os triglicérides, forma de armazenamento da gordura no organismo. De maneira
geral, a gordura saturada eleva a concentracdo plasmatica de colesterol. Existe forte
associacao entre o alto consumo de colesterol com maior incidéncia de aterosclerose. Além
disto, os acidos graxos trans podem gerar a diminui¢do de HDL-c (SANTOS et al, 2013;
FARRET, 2005). Dessa forma, o valor estatisticamente elevado (p<0,005) encontrado para
colesterol total no GTS pode estar relacionada a adi¢do de gordura saturada a alimentacao na
criagdo do pescado, visando acelerar o processo de engorda, j& que durante essa fase sdo
fornecidas 3 ou mais refei¢des ao dia, o que, embora acelere o crescimento dos peixes,
contribui para maior deposicao de gordura corporal e nas visceras (KUBITZA, 1999).

Na cultura de espécies marinhas sdo tradicionalmente usadas racdes cuja composi¢ao
se baseia essencialmente em farinhas e 6leos de peixe, ou seja, ricas em lipidos contendo
elevados teores de acidos gordos polinsaturados do tipo 6mega-3 (n-3), em particular os
acidos eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) e docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA) (SARGENT
e TACON, 1999). Todavia, a diminuigdo da disponibilidade dos recursos pesqueiros bem
como a necessidade de diminuir os residuos provenientes das ragdes, tem conduzido a procura
de fontes alternativas de proteinas e de lipidos, para substituicdo parcial ou total das farinhas e
0leos de peixe. Esta substitui¢ao tem sido testada principalmente com ingredientes de origem
vegetal, como soja, milho, colza, entre outras (REGOST et al., 2003; FRANCESCO et al.,
2004; IZQUIERDO et al., 2005; DIAS et al., 2009). Atualmente, a maioria das ragoes
comerciais para peixe ja incluem na sua composicao mais de 30% de proteinas de origem
vegetal (FRANCESCO et al., 2004). Nao ¢ possivel associar o consumo desses acidos graxos
ao aumento do colesterol total. Posteriormente sera realizado o perfil de acidos graxos do
pescado para melhor compreensao.

O efeito da alteragdo da composi¢do das ragdes na estrutura quimica do peixe deve-se,
sobretudo, ao tipo de matéria prima utilizada, a sua qualidade e ao nivel de inclusdo. Em
particular, o elevado nivel de incorporagdo de 6leos vegetais provoca a alteragdo do perfil de
acidos graxos do musculo do peixe, devido principalmente a diminuigao dos teores de EPA e
DHA e ao aumento do nivel de acidos graxos do tipo 6mega-6 (n-6), em especial do acido
linoleico (18:2 n-6) (REGOST et al., 2003; IZQUIERDO et al., 2005). Esta situacao pode
desequilibrar o valor nutricional do pescado de aquacultura, designadamente o balanco entre
os acidos graxos n-3 e n-6, importante para a sautde humana (SIMOPOULQOS, 2004). O
omega-6, encontrado em Oleos vegetais como o de milho e soja, embora nio prejudicial, ¢
mais suscetivel a oxidagdo e talvez reduza as concentragoes do HDL-c. (MACGOWAN,

1997)
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O figado ¢ o principal 6rgdo responsavel pela manutencdo da homeostase metabolica,
participa da biotransformagdao de metabolitos circulantes, na desintoxicagdo e excreg¢dao de
residuos metabélicos e de contaminantes externos. E um 6rgio muito susceptivel a potenciais
lesdes por substancias farmacéuticas e quimicas, que podem provocar hepatotoxicidade.
Diante de possiveis lesdes a que o figado ¢ submetido, os hepatdcitos contam com
mecanismos eficientes para enfrentar as modificacdes ao seu entorno seja aumentando o seu
tamanho (hipertrofia) ou incrementando o nimero de células, por meio da divisao celular
(hiperplasia), como resposta adaptativa ao estresse (ALVARADO-RICO e CASTRO, 2010).

Os hepatocitos t€ém como caracteristicas a presenga de dois ou mais nucleos, e
geralmente apresentam tamanho uniforme. A hipertrofia acontece quando estas células
aumentam consideravelmente de tamanho, podendo ocorrer também o aumento do ntcleo. A
hipertrofia, tumefa¢do ou aumento de células sdo achados morfoldgicos comuns em varias
doencas inflamatérias do figado, resultando de alteragdes funcionais na bomba de s6dio com
reten¢do citoplasmatica deste e de agua. A hiperplasia celular pode ser identificada com a
maior freqiiéncia de hepatdcitos binucleados, sendo este um indicativo da etapa final da
divisdo. Aumento na freqiiéncia de hepatocitos binucleados também pode indicar maior
atividade metabolica do tecido (LORA, 2007). Neste trabalho, pode-se observar maior
freqiiéncia de hepatocitos binucleados entre os grupos que receberam tratamento com
cantaxantina e truta salmonada. O achado de nucleos binucleados nesses grupos ¢ um
provavel sinal de concomitante proliferacao celular. Além disso, foi possivel observar maior
relacdo nucleo/citoplasma, indicando que o tratamento provocou alteracdo no volume nuclear
dos hepatocitos (megalocitose) (Figura 6 — B e C). No presente estudo, este processo pode ter
ocorrido em razdo do potencial toxico da cantaxantina. Nao foram encontradas alteragdes na
freqliéncia e morfologia dos vasos sanguineos, porém no grupo TS foi observada grande
hiperemia (Figura 6 — D).

Um estudo realizado por Kalinowski e colaboradores (2015) utilizando o modelo
animal Pargo (Pagrus pagrus) alimentados com cantaxantina foram observadas que as
caracteristicas morfoldgicas de hepatdcitos revelaram diferencas entre os grupos. Os peixes
alimentados com a dieta de cantaxantina apresentaram hepatocitos com morfologia regular em
torno de espagos sinusoidais, ¢ uma reducdo na vacuolizagdo lipidica no citoplasma e
diminui¢do do numero de hepatdcitos com os nucleos deslocados para a periferia celular, ou
seja, presenca de hepatocitos com nucleos centrais. Tais alteracdes ndo foram encontradas nas
amostras analisadas em nosso trabalho, provavelmente devido ao pouco tempo de tratamento

dos animais com a cantaxantina e a truta salmonada.
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A esteatose ¢ a forma inicial de lesdo hepatica sendo diagnosticada quando a gordura
representa mais de 5% do peso do figado (AGUIAR, 2008; STOUT et al, 2011). Caracteriza-
se pelo acamulo de triglicerideos no citoplasma celular, na forma de goticulas de lipideos,
geralmente com a manutengdo da fungdo hepatica. De acordo com Aguiar (2008), a esteatose
hepéatica decorre de um conjunto de alteragdes: diminui¢do da oxidacdo dos lipideos pelo
figado, aumento da lipogenese hepatica, diminui¢do da sintese e liberagdo de lipoproteinas,
aumento da mobilizacdo de tecido hepatico e aumento da entrada hepatica dos lipideos
circulantes (WOUTERS et al, 2008). Nao foi observada freqiiéncia de esteatose no GC,
porém no GTS houve presenca de esteatose em um dos animais tratados, o que poderia estar
relacionado com a gordura saturada adicionada ao pescado no processo de engorda da truta

salmonada (Figura 6 - C), como j4 descrito anteriormente.
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7. Conclusdes

Neste trabalho, a partir das alteragdes encontradas, concluimos que a cantaxantina
apresentou toxidade no que se refere a alimentacao dos animais. Além disso, as alteragdes
histologicas encontradas estdo relacionadas com possiveis mecanismos eficientes para
enfrentar as modificagdes entorno dos hepatdcitos, ou seja, em resposta a lesdes a que o
figado ¢ submetido. Entretanto, acreditamos ser necessdrio um tratamento por maior
periodo de tempo para que seu efeito seja mais bem compreendido, ja que outros autores

obtiveram resultados positivos com tratamento prolongado.
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