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RESUMO

A utilizacdo de ingredientes funcionais na nutricdo de cées busca ndo somente
suprir as necessidades nutricionais basicas dos animais, como também oferece
beneficios adicionais a saude. Nesse contexto, a melancia (Citrullus lanatus) tem
sido objeto de estudos, devido a sua capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e por
seu potencial de modular a microbiota intestinal, efeitos esses atribuidos aos
compostos bioativos presentes na fruta. Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar
o efeito da polpa de melancia sobre a digestibilidade da dieta, funcionalidade
intestinal e resposta inflamatéria e oxidativa em cées adultos saudaveis. Foram
utilizados 16 caes adultos da ragca Beagle, distribuidos inteiramente ao acaso em
dois grupos de dietas: Controle, sem (n=8), e Teste, com a inclus&o de 0,2% de
polpa de melancia desidratada (n=8) na formulagcdo da dieta. Os cées foram
alimentados com as dietas durante 60 dias. Entre os dias 4/ e 52 foi realizada a
coleta total de fezes para avaliagdo da digestibilidade das dietas. Fezes frescas
foram coletadas nos dias 0 e 60 do experimento para avaliacdo de matéria seca,
escore, amonia e pH, acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR) e
microbiota. Ainda, nos dias 0 e 60 foram coletadas amostras de sangue para
avaliagdo de NF-kB e parametros oxidativos, como peroxidagédo lipidica (LPO),
glutationa-S-transferase (GST) e capacidade antioxidante total (CAT). A dieta teste
nao alterou a digestibilidade dos nutrientes e energia metabolizavel, tampouco as
variaveis de consumo, produc¢éo, escore fecal, aménia € metabdlitos de fermentacao
intestinal, como AGCC e AGCR (P>0,05). No entanto, os cdes alimentados com a
dieta teste apresentaram menor pH fecal, em comparag¢do ao grupo controle no dia
60 (P<0,05). A contagem logaritmica do DNA bacteriano (logDNA) mostrou reduc¢ao
na quantidade de Fusobacterium nas fezes do grupo teste (P<0,05). N&o houve
alteracdo nos processos inflamatdrios medidos pelo marcador NF-kB (P>0,05). Foi
observado aumento da GST, reduc&o da LPO e maior CAT nos cées do grupo teste
(P<0,05). Dessa forma, a dieta teste contendo polpa de melancia demonstrou ter
potencial em promover beneficios antioxidantes ao organismo, podendo ser um
ingrediente interessante para inclus&o na alimentacéao de cées.

Palavras-chave: Capacidade antioxidante. Compostos bioativos. Flavonodides.
Licopeno. Polifendis.



ABSTRACT

The use of functional ingredients in dog nutrition aims not only to meet the basic
nutritional needs of the animals but also to provide additional health benefits. In this
context, watermelon (Citrullus lanatus) has been the subject of studies due to its
antioxidant and anti-inflammatory properties, as well as its potential to modulate the
gut microbiota. These effects are attributed to the bioactive compounds present in
the fruit. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of
watermelon pulp on diet digestibility, intestinal functionality, and inflammatory and
oxidative responses in healthy adult dogs. Sixteen adult Beagle dogs were used,
randomly distributed into two diet groups: Control, without (n=8), and Test, with the
inclusion of 0.2% dehydrated watermelon pulp (n=8) in the diet formulation. The diets
had the same chemical composition, differing only in the inclusion or absence of
watermelon. The dogs were fed the diets for 60 days. Between days 47 and 52,
feces were collected following the total collection methodology to assess diet
digestibility. Fresh feces were collected on days 0 and 60 of the experiment to
evaluate dry matter, fecal score, ammonia, fecal pH, short-chain fatty acids (SCFA),
branched-chain fatty acids (BCFA), and fecal microbiota for the 7 bacterial taxa
present in the dysbiosis panel, using gPCR. Additionally, blood samples were
collected on days O and 60 to assess NF-kB and oxidative parameters, such as lipid
peroxidation (LPO), glutathione-S-transferase (GST), and total antioxidant capacity
(CAT). The test diet did not alter the digestibility of nutrients and metabolizable
energy of the diet, nor did it affect intake, production, fecal score, ammonia, and
intestinal fermentation metabolites, such as SCFA and BCFA (P>0.05). However,
dogs fed the test diet had lower fecal pH compared to the control group on day 60
(P<0.05). There was a decrease in Fusobacterium in the feces of the test group
(P<0.05). There were no changes in inflammatory processes measured by the NF-kB
marker (P>0.05). An increase in GST, a reduction in LPO, and greater CAT were
observed in the test group dogs (P<0.05). Thus, the test diet containing watermelon
pulp proved to be nutritionally adequate and has the potential to promote antioxidant
benefits to the body, making it an interesting ingredient for inclusion in dog food.

Keywords: Antioxidant capacity. Bioactive compounds. Flavonoids. Lycopene.

Polyphenols.
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CAPITULO I: CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGCAO

No desenvolvimento e formulagdo de racbes para cées, € fundamental n&o
apenas suprir as exigéncias nutricionais, mas também contribuir para a saude,
longevidade e bem-estar dos animais (Brito et al., 2021). Nesse sentido, a adi¢ao de
ingredientes funcionais as dietas pode ter um papel crucial na melhoria da qualidade
de vida desses animais. Esses ingredientes, quando incluidos regularmente na
alimentacdo, podem proporcionar beneficios a saude, podendo influenciar em
parametros fisioloégicos e bioquimicos, além de auxiliar na redugdo do risco de
desenvolvimento de doengas (Di Cerbo et al., 2017).

As frutas s&o ingredientes que vém ganhando espag¢o no mercado pet food,
sendo utilizadas na formulacdo de alimentos comerciais para caes. A melancia
(Citrullus lanatus) tem sido estudada devido as suas propriedades bioativas. Os
compostos bioativos, como polifendis, carotenoides (licopeno e beta-caroteno),
vitamina C e citrulina (Manivannan et al., 2020) possuem efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios (Meghwar et al., 2024). Ainda, o conteudo de polifendis tem potencial
de modificar a composi¢cdo do microbioma intestinal (Becraft et al., 2020).

Embora os efeitos da melancia ja tenham sido demonstrados em modelos
animais como ratos, & essencial avaliar esses mesmos efeitos em caes, dadas as
diferencas fisioldégicas e nutricionais entre as espécies. Os efeitos do consumo de
melancia e coprodutos, demonstrados em ratos, incluem o aumento do sfatus
antioxidante (Oyenihi et al., 2016; Ajiboye et al., 2020), diminuigdo da inflamacé&o e
estresse oxidativo (Hong et al., 2015), bem como aumento do crescimento de
bactérias com potencial benéfico (Becraft et al., 2020). Dessa forma, o objetivo do
trabalho foi fornecer uma abordagem geral sobre os efeitos do consumo de
melancia, demonstrando 0 seu potencial de utilizagdo em dietas para caes
saudaveis ao avaliar a digestibilidade da dieta, funcionalidade intestinal e
parametros inflamatérios e oxidativos de cies saudaveis alimentados com uma dieta

contendo polpa de melancia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INGREDIENTES FUNCIONAIS

O aumento na popularidade dos animais de estimacdo nos ultimos anos,
particularmente cides e gatos, tem impulsionado o crescimento da industria de
alimentos para pets, tornando-a um mercado cada vez mais competitivo e dindmico
(Alkhatib, 2022). Nesse cenario, a formulacdo de ragdes que atendam as
necessidades nutricionais especificas dos animais de companhia, ao mesmo tempo
que promovam sua saude e bem-estar, tornou-se de interesse para os fabricantes.
Esse movimento acompanha a tendéncia dos tutores, que buscam opg¢des alinhadas
ao proprio estilo de vida, valorizando produtos que remetem ao conceito de “natural’.
Além das fragcbes nutricionais basicas, como proteinas, carboidratos e gorduras, a
pesquisa em nutricao animal tem se concentrado na identificagcdo e aplicacdo de
ingredientes funcionais nos alimentos, buscando oferecer beneficios adicionais além
da nutricdo basica (Moura et al., 2021).

Os ingredientes funcionais sao definidos como aqueles que, por possuirem
componentes bioativos que tém efeitos positivos na saude, proporcionam efeitos
benéficos ao organismo além de seu valor nutricional basico (Di Cerbo et al., 2017).
Nesse ambito estdo incluidos os prebidticos e probidticos, fibras, antioxidantes,
acidos graxos essenciais e compostos derivados de vegetais e frutas (Corbo et al.,
2014).

Os mecanismos de a¢éo dos alimentos funcionais podem variar dependendo
do tipo de composto bioativo presente. Os compostos bioativos mais estudados,
presentes em frutas e vegetais, sdo os polifendis, citrulina, licopeno e carotendides
(Zia et al., 2021). Eles possuem acao antioxidante, que neutraliza radicais livres,
reduzindo o estresse oxidativo e o risco de doengas crénicas (Corbo et al., 2014).
Também possuem efeito imunomodulador, ajudando no fortalecimento do sistema
imunoldgico e, consequentemente, auxiliando no combate a infecgbes pelo
organismo (Adegoke et al., 2018; Panaite et al., 2022) e podem regular a microbiota
intestinal, auxiliando no estabelecimento da funcionalidade intestinal (Di Cerbo et al.,
2017; Meghwar et al., 2024). Dessa forma, os alimentos funcionais podem contribuir

para a saude e o bem-estar, além de suas fungcdes nutricionais basicas.
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Dentre os ingredientes funcionais, a utilizagdo de frutas desidratadas pode
elevar a qualidade do alimento. Esses ingredientes ndo sdo comumente incluidos
nas formulacbes dos alimentos comerciais convencionais, sendo encontrados,
geralmente, em alimentos classificados como super premium. Também, podem
elevar a percepg¢édo da qualidade do alimento do ponto de vista do tutor (Saad e
Franca, 2013). Além disso, a inclusdo de frutas nos alimentos para caes e gatos, por
exemplo, tem sido explorada devido ao seu rico conteudo de vitaminas, minerais €
compostos bioativos com efeitos antioxidantes (Slavin e Lloyd, 2012). Os
antioxidantes presentes em frutas podem desempenhar papel importante na saude
dos pets, contribuindo para a prevengdo de doengas cardiovasculares e
inflamatorias (Griffiths et al., 2016). Ainda, frutas ricas em fibras tém o potencial de
modular a microbiota intestinal, contribuindo para a sua manutengdo em eubiose no
intestino, o que é importante para a saude imunologica e metabdlica dos animais
(Brito et al., 2021).

A incorporacao de ingredientes funcionais nas racfes de cées e gatos como
as frutas desidratadas, oferece, portanto, uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de produtos que nao apenas atendam as necessidades nutricionais
de cédes, mas que também tém a capacidade de melhorar a sua qualidade de vida
(Brambillasca et al., 2012; Brito et al., 2021; Pacheco et al., 2021) e de atender as

exigéncias mercadoldgicas.

2.2 MELANCIA (CITRULLUS LANATUS)

A melancia (Citrullus lanatus) & uma fruta originaria da Africa, tendo sido
cultivada ha cerca de quatro mil anos atras a partir de variedades selvagens que
produziam frutas pequenas com polpa dura, de cor clara e sabor amargo ou insosso
(Guo et al., 2020). O processo de selecdo e melhoramento ao longo dos séculos
resultou nas melancias modernas, caracterizadas por frutos grandes com polpa
suculenta, doce e vermelha de casca fina (Figura 1). Pertencente ao género Citrullus
da familia Cucurbitaceae, a melancia € amplamente consumida em todo o mundo,
reconhecida por seu sabor refrescante e seu alto teor de agua (Guo et al., 2020;
Nadeem et al., 2022).

A melancia é cultivada principalmente na Asia (79,5%), Africa (7,5%) e

América (6,9%) (Meghwar et al., 2024), existindo mais de 1.200 cultivares
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disponiveis, variando em relacdo ao tamanho, cores e sementes (Zheng, 2024). As
diferencas de gendétipos entre diferentes cultivares influenciam na quantidade dos
componentes dessa fruta, que também sao influenciados por fatores externos como
processos agrotécnicos, condigbes ambientais, grau de amadurecimento na colheita
e manipulacdo poés-colheita (Tlili et al., 2011).

/ Pele

*?\ Polpa/carne

Semente

Casca

Figura 1. Diferentes partes da melancia. Adaptado de Meghwar et al. (2024).

Em geral, além de ser uma fonte de hidratacdo, a melancia possui uma
variedade de nutrientes e compostos bioativos que podem ser benéficos para a
saude (Tabela 1). Contém acucares como frutose, glicose e sacarose, apresentando
baixos teores de proteinas e gorduras (Meghwar et al., 2024). Também é uma fonte
de vitamina C e vitamina A (na forma de beta-caroteno), além de fornecer minerais
como potassio e magnésio (Meghwar et al., 2024). Adicionalmente, possui
compostos bioativos como licopeno, citrulina, flavonoides e carotenoides, que

exercem atividades antioxidante e anti-inflamatérias (Manivannan et al., 2020).

Tabela 1. Composicdo quimica da melancia inteira, na matéria seca.

Item Quantidade
Umidade 91,45 g/100g
Aclcares 7,55 g/100g

Fibra dietética total 4,0 g/100g
Proteina bruta 0,61 g/100g
Matéria mineral 0,25 g/100g

Citrulina 0,9 a 5 mg/kg




21

Licopeno 32,5 a120,5 mg/kg
B-caroteno 0,1 a 10,2 mg/kg
Polifendis 89 a 147 mg/kg
Arginina 1,8 a 21,3 mg/g

Dados obtidos de: Rimando e Perkins-Veazie (2005); Tlili et al. (2011); Perkins-Veazie, Davis e

Collins (2012); Becraft et al. (2019); Assefa et al. (2020); Meghwar et al. (2024).

Diversos estudos tém investigado os potenciais beneficios da melancia na

dieta de humanos e de animais, destacando seu papel no combate ao estresse

oxidativo e na modulagcdo de respostas inflamatorias, como demonstrado na Tabela

2

Quadro 1. Principais efeitos fisioldgicos e metabdlicos do uso da melancia e seus coprodutos em estudos
conduzidos com rato, galinha e ensaios in vitro.

Parte Espécie Resultados Referéncias
Efeitos antioxidantes
1 status antioxidante e protec¢do contra lesdo
Polpa (suco) Ratos Oyenihi et al. (2016)
oxidativa aguda.
Semente (extrato) In vitro 1 status antioxidante. Priya et al. (2023)
Polpa (suco) Ratos 1 status antioxidante. Ajiboye et al. (2020)
Semente (Extrato) Ratos | proteina C-reativa e | peroxidacao lipidica. Messaoudi et al. (2019)
Efeitos cardiovasculares
Polpa (Extrato) Ratos Atividade anti-aterosclerotica. Messaoudi et al. (2019)
Casca (EPEC) In vitro Efeito anti-hipertensivo. Dammak et al. (2019)
Efeitos antidiabéticos
Casca (suco) Ratos | hiperglicemia. Sorour (2019)
Fruta (Extrato) In vitro | a-glicosidase e a-amilase. Jibril et al. (2019)
Polpa (Suco) Ratos | a-glicosidase e a-amilase. Ajiboye et al. (2020)
Efeitos na mucosa gastrica
Semente (Extrato) Ratos Atividade anti-tlcera. Abdu et al. (2023)
Efeitos anti-inflamatérios
| inflamagéo e estresse oxidativo, e 1 Hong et al. (2015);
Po6 fruta (Extrato) Ratos
capacidade antioxidante sérica. Hong et al. (2018)
Polpa (Suco) Ratos | radicais de 6xido nitrico. Ajiboye et al. (2020)
PSP (Extrato) Ratos | metabdlitos pré-inflamatérios hepaticos. Becratt et al. (2020)
Efeitos antibacterianos
Casca, pele, In vitro | crescimento de bactérias pela | sintese de Athanasiadis et al.

semente (Extrato)

proteinas e acidos nucleicos.

(2023)
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Efeitos variados

Owoeye (2018);

Semente (Extrato) Ratos Neuroprotetor. ]
Finbarrs-Belo (2019)
Finbarrs-Belo et al.
Semente (Extrato) Ratos | peso e beneficios hematologicos. (2016)
| presséo arterial e efeitos favoraveis no Burton-Freeman et al.
Polpa (suco) Ratos ] L i
metabolismo de lipidios/lipoproteinas. (2021)
Modulag¢ao da microbiota intestinal
PSP (Extrato) Ratos 1 bactérias benéficas e | patogénicas. Becraft et al. (2020)
i Galinhas  Impacto benéfico na morfologia intestinal, 1 ]
Casca (po) ] . . . Panaite et al. (2022)
poedeiras bactérias probidticas e | patogénicas.
Casca (pb) Ratos Influéncia na diversidade bacteriana. Mokhtar et al. (2023)

EPEC = Extrato de polissacarideos extraido da casca; PSP = polpa, semente e pele da melancia.

2.2.1 Compostos bioativos da melancia

Os efeitos metabodlicos da ingestdo de melancia estdo relacionados
principalmente aos seus compostos bioativos. O licopeno € um carotenoide com
propriedades antioxidantes potentes, associado a redug¢do do risco de doencgas
crbnicas, como doen¢as cardiovasculares (Edwards et al., 2003). A alta
concentracao de licopeno na melancia foi correlacionada com a diminuigdo dos
marcadores de dano oxidativo em tecidos humanos, contribuindo para a prevencao
de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (Imran et al., 2020).

Também, a citrulina presente na melancia € convertida em L-arginina no
organismo, sendo este, por sua vez, um aminoacido que desempenha papel
fundamental na producé&o de Oxido nitrico (Hong et al., 2018). O 6xido nitrico € um
vasodilatador potente, que ajuda a dilatar os vasos sanguineos, melhorando o fluxo
sanguineo e reduzindo a pressdo arterial (Burton-Freeman et al., 2021). Nesse
sentido, a citrulina também tem mostrado potencial na melhora do desempenho
fisico, possivelmente devido a sua conversdo em arginina e relagcdo do 6xido nitrico
com a circulagdo sanguinea (Collins et al., 2007). Isso foi demonstrado em um
estudo com humanos, no qual a suplementacéo de citrulina derivada da melancia
reduziu a pressdo arterial de individuos adultos com hipertensado, sugerindo um
efeito vasodilatador significativo (Figueroa, et al., 2017).

Nos estudos com animais, a melancia tem sido investigada principalmente por

seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios (Hong et al., 2015; Messaoudi et al.,
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2019; Ajiboye et al., 2020). Em estudos com ratos, observou-se que o suco de
melancia teve impacto significativo na reducdo dos niveis de glicose no sangue,
além de melhorar a fungdo antioxidante nos animais que receberam o tratamento
com melancia (Jibril et al., 2019; Sorour et al., 2019; Ajiboye et al., 2020). Esses
efeitos sdo atribuidos ao licopeno e a citrulina, que atuam como compostos na
modulacédo da glicemia e no combate ao estresse oxidativo (Ajiboye et al., 2020).
Também, o licopeno pode neutralizar radicais livres, que sdo espécies reativas de
oxigénio excessivamente produzidas no estado diabético (Jibril et al., 2019). Essa
reducdo do estresse oxidativo protege as células [B-pancreaticas, que sé&o
responsaveis pela producédo de insulina, prevenindo sua disfuncdo e morte celular
(Edwards et al., 2003).

Em um estudo utilizando ratos, os autores observaram efeito significativo da
melancia na redugao de parametros inflamatérios nos animais alimentados com uma
dieta aterogénica, rica em gorduras e colesterol, que é conhecida por induzir o
estado inflamatério no organismo. Os animais que consumiram melancia
apresentaram niveis reduzidos de marcadores inflamatérios como citocinas
inflamatodrias e proteina C-reativa, em comparagdo aos ratos que nao consumiram
melancia (Hong et al.,, 2015). Isso indica que os compostos bioativos ajudam a
mitigar a resposta inflamatéria induzida pela dieta aterogénica (Zamuz et al., 2021).
Ainda, houve melhora nos parametros antioxidantes, com aumento da atividade de
enzimas antioxidantes enddgenas, como glutationa peroxidase e catalase, e uma
reducdo nos marcadores de estresse oxidativo, como os produtos de peroxidacao
lipidica (Hong et al., 2015). Em estudo complementar, obteve-se melhora do perfil
lipidico, uma vez que o consumo de melancia reduziu significativamente os niveis de
colesterol total e LDL e aumentou os niveis de HDL, além de haver uma redugao nos
niveis de triglicerideos. Além disso, a melancia influenciou a atividade de parametros
envolvidos na resposta inflamatéria, reduzindo a expressdo da enzima ciclo-
oxigenase-2, e de NF-kB, bem como aumentando a expressdo de &xido nitrico
sintase endotelial, contribuindo para os efeitos observados na reducdo da
inflamacéo e melhora do perfil lipidico (Hong et al., 2018). Dessa forma a melancia,
com suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, poderia ser uma adi¢céo
valiosa as dietas de caes, particularmente para ajudar a reduzir 0 estresse oxidativo
e melhorar a saude cardiovascular, modulando, assim, a inflamac&o crénica

frequentemente observada em caes mais velhos ou com doencas metabdlicas.
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Também, a avaliagdo dos efeitos do suco de melancia demonstrou protecao
ao cérebro de ratos contra o estresse oxidativo agudo induzido por etanol (Oyenihi et
al., 2016). Houve diminuicdo nos danos cerebrais e melhora na fungédo neurolégica,
indicando reducdo nos marcadores de estresse oxidativo no cérebro. Além da
reducdo de danos cerebrais, o suco de melancia ajudou a preservar a fungéao
neurolégica, evidenciada por testes comportamentais e neurolégicos que indicaram
menores déficits cognitivos e motores em ratos tratados com melancia (Oyenihi et
al.,, 2016). O impacto antioxidante da melancia no cérebro de ratos sugere que ela
pode ter um efeito protetor também em caes, especialmente em caes idosos, que
podem ser mais suscetiveis a déficits cognitivos € neurodegeneragao.

Embora os estudos em ratos e humanos tenham mostrado beneficios
significativos, € importante investigar se esses efeitos se replicam em caes, devido
as diferencas fisiologicas entre as espécies. A melancia pode ter um impacto no
metabolismo e na resposta inflamatoéria canina, mas novos estudos sdo necessarios

para confirmar esses resultados em cées.

2.3 MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

A modulagdo da microbiota intestinal pelos componentes da melancia pode
estar relacionada a diversos mecanismos atribuidos aos seus nutrientes e
compostos bioativos. Um desses mecanismos, esta relacionado a presenca de fibras
soluveis contidas nessa fruta, especialmente em sua casca, que podem servir como
substrato para as bactérias intestinais, sendo fermentadas pela microbiota (Mokhtar
et al.,, 2023). A fermentacdo das fibras resulta em acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), como o acetato, propionato e butirato, que s&o essenciais para a
funcionalidade intestinal, além de contribuirem para a proliferacdo de bactérias
potencialmente benéficas, como Bifidobacterium e Lactobacillus (Pilla e Suchodolski,
2021).

Nesse sentido, estudos demonstraram que 0 consumo da casca da melancia
em poé influenciou positivamente na modulacdo da microbiota intestinal em ratos
obesos, aumentando, especificamente, géneros como Bifidobacterium €
Lactobacillus, em comparagdo ao grupo controle (Mokhtar et al.,2023). Essas
bactérias exercem importancia para a funcionalidade intestinal, pois atuam na

fermentacéo de carboidratos, que resulta na producéo de butirato. Este, por sua vez,
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€ um AGCC importante para a funcionalidade intestinal por ser fonte de energia para
0s colondcitos e por possuir atividade anti-inflamatéria (Pilla; Suchodolski, 2021). Por
isso, 0 pé de casca de melancia pode promover um ambiente intestinal mais
saudavel, através do favorecimento da colonizagdo de bactérias potencialmente
benéficas, o que € importante para a regulacéo do metabolismo.

Também, o consumo de melancia e seus subprodutos pode modular a
microbiota intestinal e o metabolismo, como observado em camundongos
alimentados com uma dieta rica em gordura (Becraft et al., 2020). A suplementagcéo
com produtos de melancia, incluindo casca e pele, provocou mudangas na
composi¢cédo da microbiota intestinal. O estudo encontrou um aumento nas bactérias
do género Bacteroides no grupo que consumiu casca de melancia, que s&o
consideradas benéficas e associadas ao metabolismo saudavel quando em
concentracbes normais (Becraft et al., 2020; Ziese et al., 2021). Além disso, essas
bactérias também possuem atividades anti-inflamatérias, atuam na manutencdo da
barreira intestinal, regulam a motilidade e sdo fonte de energia sistémica e local para
células epiteliais (Ziese; Suchodolski, 2021). Essa modulacdo foi impulsionada
principalmente pelo teor de fibras e compostos bioativos presentes na casca e pele
da melancia. Ainda, os compostos antioxidantes e anti-inflamatérios, como
flavonoides, podem auxiliar na reducéo de inflamacéo e estresse oxidativo, criando
um ambiente intestinal que favorece bactérias potencialmente benéficas
(Athanasiadis et al., 2023), ao reduzir metabdlitos inflamatérios e diminuir a
permeabilidade da membrana (Panaite et al., 2022).

A investigacdo sobre o impacto da casca de melancia na funcionalidade
intestinal de galinhas poedeiras demonstrou que a melancia na dieta teve um
impacto benéfico na morfologia intestinal dos animais, levando ao desenvolvimento
de bactérias com potencial probidtico, enquanto reduziu a abundancia de bactérias
potencialmente patogénicas (Panaite et al., 2022). As modificacdes da microbiota
incluiram ©0 aumento da abundéancia de bactérias com potencial probiodtico
(Lactobacillus) e diminuiu a abundancia de bactérias potencialmente patogénicas,
como a Enterobacteriaceae. A abundancia desse género € maior em animais com
doenca inflamatéria intestinal e obesos, além de se correlacionar com mudangas na
arquitetura da mucosa intestinal (Wernimont et al., 2020; Ziese et al., 2021). Por fim,
as modificacbes nos segmentos intestinais das galinhas poedeiras representaram

uma melhoria do ambiente intestinal (Panaite et al., 2022). Essas modificacbes séo
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causadas pela presenca de polifendis na melancia, que podem inibir o crescimento
de espécies potencialmente patogénicas, enquanto favorecem outras bactérias (por
exemplo, Firmicutes) (Wong et al., 2019; Becraft et al., 2020; Panaite et al., 2022).

Esses resultados podem ser relevantes para caes, considerando que a
modulacdo da microbiota intestinal pode ser benéfica. Essa modulacdo pode
melhorar os processos de absorcdo e fermentacdo de nutrientes no intestino,
auxiliando na producéo de acidos graxos de cadeia curta, que fornecem energia aos
colonécitos e estimulam a formagdo de mucina, essencial para a fungéo de barreira
intestinal (Pilla; Suchodolski, 2020). Ao melhorar a fungéo da barreira intestinal, ha a
prevencao da translocacdo de microrganismos, reduzindo o risco de inflamacdes
(Sahoo et al., 2022). Adicionalmente, a modulagé&o da microbiota auxilia no equilibrio
do microbioma, podendo aumentar 0 numero de bactérias potencialmente benéficas,
e reduzir as bactérias potencialmente nocivas (Montserrat-Malagarriga et al., 2024;
Wilson et al., 2024).

2.3.1 Polifendis e microbiota

Os polifendis presentes na melancia s&o reconhecidos por seus diversos
beneficios a saude humana, especialmente no que se refere a saude metabdlica e a
modulacdo da microbiota intestinal (Rastmanesh, 2011). Quimicamente, os
polifendis definem-se como um grande grupo heterogéneo de compostos
caracterizados por fracbes fenil hidroxiladas (Cardona et al, 2013). Séo
normalmente classificados em flavonoides ou nao flavonoides, em funcéo de sua
estrutura quimica e complexidade. Ainda de acordo com sua estrutura, os
flavonoides podem ser divididos em subclasses, como flavanonas, flavonas, di-
hidroflavondis, flavondis, flavan-3-6is ou flavandis, antocianidinas, isoflavonas e
proantocianidinas (Cardona et al., 2013). Esses compostos desempenham suas
fun¢gdes de maneira variada no organismo, com impacto em diversas condi¢cbes de
saude.

Uma vez ingeridos, parte dos polifendis pode ser facilmente absorvida no
intestino delgado, dependendo do grau de complexidade estrutural e polimerizacao.
Em contrapartida, polifendis com alto peso molecular podem chegar praticamente
inalterados ao cdélon (Cardona et al., 2013). Nesse caso, eles sdo metabolizados

pela microbiota intestinal, o que resulta em metabdlitos ativos, como acidos fendlicos
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e urolitinas (Duefias et al.,, 2015). Esse processo gera impacto positivo na
composi¢cdo bacteriana do intestino, contribuindo para a melhora da integridade da
barreira intestinal, e favorecendo o0 crescimento de bactérias potencialmente
benéficas, como Bifidobacterium e Lactobacillus (Rastmanesh, 2011), que estéo
associadas a melhora da funcionalidade intestinal e prevengcdo de doengas cronicas
(Bezirtzoglou et al., 2020), e Akkermansia muciniphila e Faecalibacterium prausnitzii,
que possuem efeito anti-inflamatério ao inibir a ativagdo de NF-kB (Makarewicz et
al., 2021).

A interacdo entre polifendis e microbiota ndo apenas favorece o equilibrio
entre bactérias potencialmente benéficas e patogénicas, como também modula a
expressdo de genes bacterianos envolvidos no metabolismo de nutrientes e
compostos bioativos (Bezirtzoglou et al., 2020). Por exemplo, alguns polifendis
inibbem o crescimento de bactérias patogénicas pro-inflamatorias, enquanto
promovem a proliferacdo de bactérias com efeitos anti-inflamatorios (Panaite et al.,
2022). A fermentacdo dos polifendis pelas bactérias intestinais também produz
metabdlitos que ajudam a reduzir a inflamacéo local e sistémica (Bezirtzoglou et al.,
2020).

Outro ponto importante € a sinergia entre os polifendis e demais componentes
da dieta, como fibras alimentares e probidticos. Quando consumidos juntos, esses
compostos aumentam a produgédo de AGCC e promovem um ambiente intestinal
ainda mais equilibrado, contribuindo para a saude geral do organismo. Polifendis
como as catequinas do cha verde e as procianidinas do cacau, por exemplo,
possuem também propriedades antimicrobianas, inibindo o crescimento de bactérias
como Clostridium perfringens e Escherichia coli (Makarewicz et al., 2021), além de
interferirem em suas enzimas metabdlicas, 0 que reforca sua capacidade de
proteger o0 organismo contra potenciais patégenos.

Os mecanismos de atividade antimicrobiana dos polifendis contra bactérias
sdo diversos, e diferem dependendo do tipo de composto fendlico e da cepa
bacteriana (Makarewicz et al., 2021). Em geral, os mecanismos da agao
antibacteriana dos polifendis envolvem interacbes com proteinas, nas quais sao
formados complexos, alterando sua estrutura e funcao. Isso afeta a digestibilidade
das proteinas e a atividade de enzimas digestivas, modificando também a microbiota
intestinal. Além disso, os polifendis inativam proteinas bacterianas importantes,

causando impacto antimicrobiano (Xie et al., 2015; Makarewicz et al., 2021). Pode
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ocorrer a inibicdo da sintese de acido nucleico por células bacterianas ou danos ao
DNA (Farhadi et al., 2018), provavelmente devido a uma possivel formagédo de
ligacdo de hidrogénio dos flavonoides com as bases de acido nucleico, 0 que pode
impedir a formac&o de novos acidos nucleicos nas bactérias, bloqueando assim a
sua reproducdo (Makarewicz et al., 2021).

Outro mecanismo de acdo desses compostos envolve a interagdo com a
parede celular bacteriana, levando a inibicdo da formacéo da parede celular. Ainda,
pode ocorrer alteracdo da fungdo da membrana citoplasmatica, como modificagdes
da permeabilidade ou fluidez da membrana, danos a membrana citoplasmatica e,
consequentemente, a ruptura da membrana (Cushnie; Lamb, 2011). Os polifendis
também podem inibir o metabolismo energético bacteriano ao interferirem em
processos essenciais para a produgcdo de energia (Makarewicz et al., 2021). Nesse
sentido, ha uma interferéncia na atividade da ATPase e na cadeia de transporte de
elétrons. Ainda, os polifendis podem inibir diretamente a ATP sintase, enzima
responsavel pela sintese de ATP, bloqueando a produg¢do de energia nas células
(Cushnie; Lamb, 2013). Além disso, alguns polifendis podem inibir enzimas que
fazem parte da cadeia respiratoria bacteriana, impedindo a oxidagdo do NADH e,
assim, interrompendo a geracéo de energia (Cushnie; Lamb, 2013; Makarewicz et
al., 2021).

Ademais, os polifendis também podem ocasionar privacdo de substrato para
bactérias. Ao se ligarem a minerais, como ferro e zinco, os polifendis formam
compostos insoluveis, reduzindo a biodisponibilidade desses minerais para
microrganismos (Hervert-Hernandez; Goni, 2011; Makarewicz et al., 2021). Isso leva
a interrupcdo do metabolismo bacteriano, uma vez que muitos microrganismos
dependem desses minerais para fungdes como producdo de energia (via fosforilagao
oxidativa) e o crescimento. Além disso, os polifendis podem interferir no transporte
de nutrientes através das membranas bacterianas, bloqueando a absorcdo de
moléculas essenciais para a sobrevivéncia das bactérias (Cushnie; Lamb, 2011;
Cushnie; Lamb, 2013; Xie et al., 2015).

Diante disso, os polifendis ao interagirem com a microbiota intestinal
desempenham um papel essencial na modulagcao da inflamagao e na manutencéo
da integridade intestinal. Esses mecanismos entao, influenciam a composi¢cao e a

modulagéo da microbiota intestinal (Cardona et al., 2013, Aravind et al., 2021).
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2.4 ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIAS E ANTIOXIDANTES

A melancia possui propriedades anti-inflamatoérias demonstradas por diferentes
estudos, que associam seu consumo a reducdo de marcadores inflamatérios e
melhora da capacidade antioxidante (Abdelwahab et al., 2011; Hong et al., 2018;
Becraft et al., 2020). Esses efeitos estdo ligados principalmente aos seus compostos
bioativos, como a citrulina, o licopeno e outros antioxidantes. A metabolizacédo de
polifendis pela microbiota também resulta em compostos como acidos fendlicos e
urolitinas, que desempenham fungdes importantes no combate ao estresse oxidativo
e inflamacao, além de promoverem a longevidade celular (Makarewicz et al., 2021).

Em camundongos obesos, a ingestdo de melancia ou seus derivados reduziu a
concentracdo de metabdlitos proé-inflamatorios no figado, como o 12-HETE e o 15-
HETE, nos animais alimentados com uma dieta rica em gordura (Becraft et al.,2020).
Esses metabdlitos, derivados do acido araquiddnico, estdo fortemente associados a
inflamacé&o cronica. A suplementacdo com melancia restaurou os niveis de 12-HETE
e 15-HETE a valores préximos aos observados no grupo controle, sugerindo um
efeito modulador da inflamac&o hepatica. Além disso, a melancia também reduziu a
concentragdo de PGF2a, outro marcador inflamatério relacionado a dieta rica em
gordura (Becraft et al., 2020).

Corroborando com esses achados, o consumo de melancia em po6 reduziu
significativamente os niveis de proteina C-reativa, um marcador inflamatorio
sistémico, em ratos alimentados com uma dieta aterogénica (Hong et al., 2015).
Além disso, a melancia aumentou a atividade de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutase (SOD) e catalase, sugerindo uma maior capacidade de
combate ao estresse oxidativo, que € frequentemente associado a inflamacéo
cronica (Ajiboye et al., 2020). O consumo de melancia também foi capaz de diminuir
a expressdo de genes relacionados a sintese de acidos graxos € a inflamacéo,
reduzindo a expressdo da enzima ciclooxigenase-2, o que reforca a acdo anti-
inflamatoria da melancia (Hong et al., 2015; Hong et al., 2018).

Portanto, a ac&o anti-inflamatéria da melancia parece estar relacionada tanto
a sua capacidade de reduzir metabdlitos inflamatoérios quanto ao aumento da defesa
antioxidante, sendo esses efeitos mediados por compostos como a citrulina e o

licopeno (Abdelwahab et al., 2011). Esses resultados sugerem que 0 consumo
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regular de melancia pode ajudar a modular processos inflamatérios crénicos,
especialmente em condigbes associadas a dietas ricas em gordura e ao
desenvolvimento de doengas metabdlicas.

Além disso, a melancia possui propriedades antioxidantes diretas. Isso se
deve a presenga de varios compostos bioativos, incluindo fendis, flavonoides,
licopeno, vitamina C e citrulina (Meghwar et al., 2024). Esses compostos atuam
neutralizando os radicais livres, espécies reativas de oxigénio (ROS), que sé&o
subprodutos do metabolismo e de fatores externos (Messaoudi et al., 2019). O
acumulo dessas ROS pode causar danos ao DNA, lipidios e proteinas, resultando
em uma condi¢ao conhecida como estresse oxidativo (Oyenihi et al., 2016).

Os mecanismos antioxidantes da melancia incluem a sua capacidade de
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes enddgenas, como a SOD, catalase e
a glutationa peroxidase (GPx), que s&o essenciais na neutralizacdo de ROS (Ajiboye
et al., 2020). Nesse sentido, o suco de melancia reduziu significativamente a
peroxidacdo lipidica em ratos diabéticos, além de aumentar as atividades dessas
enzimas antioxidantes (Ajiboye et al., 2020). Esse efeito sugere que a melancia pode
proteger as células contra danos causados por radicais livres, ao mesmo tempo em
que melhora a regulacdo do metabolismo da glicose, inibindo as enzimas a-
glucosidase e a-amilase, relacionadas ao controle dos niveis de agucar no sangue
(Ajiboye et al., 2020). Esse mecanismo ¢é crucial para a preveng¢do do aumento da
glicemia pés-prandial, uma condicdo que exacerba o estresse oxidativo e as
complicacdes diabéticas (Adegoke et al., 2018).

Além disso, em estudos para investigar os efeitos antioxidantes do suco de
melancia em um modelo de estresse oxidativo induzido por etanol em ratos, o
consumo de suco de melancia aumentou significativamente os niveis de glutationa
reduzida (GSH), um importante antioxidante enddégeno (Meghwar et al., 2024), e
reduziu a concentracdo de malondialdeido, um marcador de dano oxidativo em
tecidos hepaticos e cerebrais (Oyenihi et al., 2016). Esses resultados sugerem que a
melancia possui uma forte capacidade de proteger contra o estresse oxidativo
induzido por substancias tdxicas, como o etanol, ao restaurar 0s niveis de
antioxidantes endogenos e reduzir os marcadores de danos oxidativos. A GSH
desempenha um papel essencial na desintoxicagdo celular e na protecao contra

danos nas membranas celulares causados por radicais livres (Ajiboye et al., 2020).
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A citrulina, presente na melancia, € um aminoacido que é convertido em
arginina apds ser metabolizado, sendo este essencial para a producdo de 6xido
nitrico (Burton-Freeman et al., 2021). O oxido nitrico auxilia na dilatacdo dos vasos
sanguineos, melhorando a circulagdo, além de possuir propriedades antioxidantes
ao limitar a formacéo de ROS (Oyenihi et al., 2016; Ajiboye et al., 2020). Também, o
oxido nitrico € necessario para regular diversas fung¢des fisioldgicas, incluindo
pressao arterial, resposta imune e comunicagdo neural, em condi¢cbes fisioldgicas
normais (El-Hattab et al., 2012). Contudo, a superproducéo de éxido nitrico pode
causar danos aos tecidos e esta ligada a doenc¢as inflamatérias como hipertenséo e
aterosclerose. Nesse sentido, a melancia demonstra ter uma capacidade
significativa de eliminacdo de radicais de 6xido nitrico (Ajiboye et al., 2020). Essa
modulagcdo dos processos inflamatérios e a redugdo dos danos oxidativos nas
células vasculares mostram como 0 consumo regular de melancia pode contribuir
para a prevencdo de doencgas cardiovasculares e melhorar a funcao endotelial
(Dammak et al., 2019; Messaoudi et al., 2019).

Em resumo, a melancia exerce sua atividade antioxidante por meio de
diversos mecanismos, incluindo o aumento da atividade de enzimas antioxidantes, a
neutralizacéo direta de ROS e a regulacéo de processos inflamatérios (Hong et el.,
2015; Becraft et al., 2019; Messaoudi et al., 2019; Priya et al., 2023). Esses efeitos
foram confirmados tanto em modelos de diabetes quanto em modelos de estresse
oxidativo induzido por etanol, sugerindo que a melancia pode exercer efeitos de

protecao contra o estresse oxidativo (Oyenihi et al., 2016; Ajiboye et al., 2020).

3 CONSIDERAGOES FINAIS

Na literatura, a utilizagcdo de melancia na dieta demonstrou efeitos benéficos
para a saude animal, entre eles o potencial anti-inflamatério, antioxidante e
modulador da microbiota intestinal devido a presenca dos seus compostos bioativos.
Nesse sentido, a avaliacdo da melancia na dieta de cdes é de interesse de estudo
para elucidar o impacto da sua utilizacdo na digestibilidade da dieta, na

funcionalidade intestinal e na resposta inflamatéria e oxidativa dessa espécie.
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Laiane da Silva Lima?, Renata Bacila Morais dos Santos de Souza®, Heloisa Lara Silva', Lorenna
Nicole Araujo Santos?, Eduarda Lorena Fernandes”, Katiani Silva Venturini Ferreira?, Simone Gisele

de Oliveira®, Ananda Portella Félix".

'Departamento de Zootecnia, Universidade Federal do Parana, Curitiba, Brasil.

28pecial Dog Indistria e Comércio Ltda, Santa Cruz do Rio Pardo, Brasil.

Resumo

A utilizacdo de ingredientes funcionais na nutricdo de cées busca ndo somente
suprir as necessidades nutricionais basicas dos animais, como também oferece
beneficios adicionais a saude. Nesse contexto, a melancia (Citrullus lanatus) tem
sido objeto de estudos, devido a sua capacidade antioxidante, anti-inflamatoria e por
seu potencial de modular a microbiota intestinal, efeitos esses atribuidos aos
compostos bioativos presentes na fruta. Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar
o efeito da polpa de melancia sobre a digestibilidade da dieta, funcionalidade
intestinal e resposta inflamatéria e oxidativa em cées adultos saudaveis. Foram
utilizados 16 caes adultos da ragca Beagle, distribuidos inteiramente ao acaso em
dois grupos de dietas: Controle, sem (n=8), e Teste, com a inclus&o de 0,2% de
polpa de melancia desidratada (n=8) na formulagcdo da dieta. Os cées foram
alimentados com as dietas durante 60 dias. Entre os dias 4/ e 52 foi realizada a
coleta total de fezes para avaliagdo da digestibilidade das dietas. Fezes frescas
foram coletadas nos dias 0 e 60 do experimento para avaliacdo de matéria seca,
escore, amonia e pH, acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR) e
microbiota. Ainda, nos dias 0 e 60 foram coletadas amostras de sangue para
avaliagdo de NF-kB e parametros oxidativos, como peroxidagédo lipidica (LPO),
glutationa-S-transferase (GST) e capacidade antioxidante total (CAT). A dieta teste
nao alterou a digestibilidade dos nutrientes e energia metabolizavel, tampouco as
variaveis de consumo, produc¢éo, escore fecal, aménia € metabdlitos de fermentacao

intestinal, como AGCC e AGCR (P>0,05). No entanto, os cdes alimentados com a
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dieta teste apresentaram menor pH fecal, em comparag¢do ao grupo controle no dia
60 (P<0,05). A contagem logaritmica do DNA bacteriano (logDNA) mostrou reduc¢ao
na quantidade de Fusobacterium nas fezes do grupo teste (P<0,05). N&o houve
alteracdo nos processos inflamatdrios medidos pelo marcador NF-kB (P>0,05). Foi
observado aumento da GST, reduc&o da LPO e maior CAT nos cées do grupo teste
(P<0,05). Dessa forma, a dieta teste contendo polpa de melancia demonstrou ter
potencial em promover beneficios antioxidantes ao organismo, podendo ser um

ingrediente interessante para inclus&o na alimentacéao de cées.

Palavras-chave: Capacidade antioxidante. Compostos bioativos. Flavonoides.
Licopeno. Polifendis.

EFFECTS OF WATERMELON PULP (Citrullus lanatus) ON DIET
DIGESTIBILITY, INTESTINAL FUNCTIONALITY, AND INFLAMMATORY AND
OXIDATIVE RESPONSE IN DOGS

ABSTRACT

The use of functional ingredients in dog nutrition aims not only to meet the
basic nutritional needs of the animals but also to provide additional health benefits. In
this context, watermelon (Citrullus lanatus) has been the subject of studies due to its
antioxidant and anti-inflammatory properties, as well as its potential to modulate the
gut microbiota. These effects are attributed to the bioactive compounds present in
the fruit. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of
watermelon pulp on diet digestibility, intestinal functionality, and inflammatory and
oxidative responses in healthy adult dogs. Sixteen adult Beagle dogs were used,
randomly distributed into two diet groups: Control, without (n=8), and Test, with the
inclusion of 0.2% dehydrated watermelon pulp (n=8) in the diet formulation. The diets
had the same chemical composition, differing only in the inclusion or absence of
watermelon. The dogs were fed the diets for 60 days. Between days 47 and 52,
feces were collected following the total collection methodology to assess diet
digestibility. Fresh feces were collected on days 0 and 60 of the experiment to
evaluate dry matter, fecal score, ammonia, fecal pH, short-chain fatty acids (SCFA),
branched-chain fatty acids (BCFA), and fecal microbiota for the 7 bacterial taxa

present in the dysbiosis panel, using gPCR. Additionally, blood samples were
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collected on days O and 60 to assess NF-kB and oxidative parameters, such as lipid
peroxidation (LPO), glutathione-S-transferase (GST), and total antioxidant capacity
(CAT). The test diet did not alter the digestibility of nutrients and metabolizable
energy of the diet, nor did it affect intake, production, fecal score, ammonia, and
intestinal fermentation metabolites, such as SCFA and BCFA (P>0.05). However,
dogs fed the test diet had lower fecal pH compared to the control group on day 60
(P<0.05). There was a decrease in Fusobacterium in the feces of the test group
(P<0.05). There were no changes in inflammatory processes measured by the NF-kB
marker (P>0.05). An increase in GST, a reduction in LPO, and greater CAT were
observed in the test group dogs (P<0.05). Thus, the test diet containing watermelon
pulp proved to be nutritionally adequate and has the potential to promote antioxidant

benefits to the body, making it an interesting ingredient for inclusion in dog food.

Keywords: Antioxidant capacity. Bioactive compounds. Flavonoids. Lycopene.

Polyphenols.

1 INTRODUGCAO

No processo de desenvolvimento e formulacdo de racbes para caes, €
essencial ndo apenas atender as necessidades nutricionais, mas também promover
a saude, longevidade e bem-estar dos animais (Brito et al., 2021). Nesse contexto, a
incorporacao de alimentos funcionais nas dietas pode desempenhar papel
fundamental na otimizacdo da qualidade de vida dos pets. Os alimentos funcionais
s80 aqueles que, quando consumidos regularmente como parte da dieta, oferecem
beneficios a saude. Eles podem promover alteragdes em parémetros fisioldgicos e
bioguimicos, bem como reduzir o risco de desenvolvimento de doengas (Di Cerbo et
al., 2017).

As frutas s&o ingredientes que vém ganhando espag¢o no mercado pet food,
sendo utilizadas na formulagédo de alimentos comerciais para cées. Dentre elas, a
melancia (Citrullus lanatus) vem ganhando notoriedade devido as suas propriedades
bioativas (Ajiboye et al., 2020). A melancia, além de ser fonte de licopeno, possui
vitaminas (A, B, C e E), sais minerais (K, Mg, Ca e Fe) e aminoacidos especificos

(citrulina e arginina), além de possuir uma variedade de antioxidantes dietéticos,
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como carotenoides e compostos fendlicos (Tlili et al., 2011). Os compostos bioativos
como licopeno, acido ascoérbico, acido desidroascdrbico, flavonoides, polifendis e
outros compostos fendlicos possuem atividade anti-inflamatéria e antioxidante
(Meghwar et al., 2024). Ainda, a agédo anti-inflamatéria e a presenca de polifendis
podem alterar a composi¢cado do microbioma intestinal (Becraft et al., 2020).

Dessa forma, a melancia demonstra ser um ingrediente com potenciais
beneficios para a saude dos animais quando incorporada a dieta. As evidéncias de
seus beneficios derivam em grande parte de estudos com humanos e ratos,
enquanto ndo foram encontrados estudos com cades. Portanto, espera-se que a
inclus&o de melancia na dieta como ingrediente funcional influencie na melhora da
resposta oxidativa e de parémetros inflamatorios em comparagdo a dieta sem a
inclusdo de melancia. Além disso, devido a possivel influéncia positiva na
funcionalidade intestinal atribuida a acéo anti-inflamatoria, sdo esperadas melhores
caracteristicas fecais, além de aumento na abundancia de microrganismos com
potencial benéfico no intestino. Assim, o0 objetivo do trabalho foi avaliar a
digestibilidade da dieta, funcionalidade intestinal e parémetros inflamatérios e
oxidativos de caes saudaveis alimentados com uma dieta contendo polpa de

melancia (Citrullus lanatus).

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Setor de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Parana, sob
protocolo n°® 029/2024. O estudo foi conduzido no Laboratério de Estudos em
Nutricdo Canina (LENUCAN), da UFPR, em Curitiba, Parana, Brasil.

2.1 Animais e instalacbes

Foram utilizados 16 caes adultos da raca Beagle (8 machos e 8 fémeas),
com idade aproximada de 2 anos e peso corporal medio de 11,94+1,30 kg. Todos os
animais foram submetidos a uma avaliagdo clinica prévia e estavam saudaveis. Os
caes foram alojados individualmente em canis de alvenaria (5 m de comprimento x 2
m de largura), contendo uma cama € livre acesso a agua. Durante a maior parte do

experimento (periodo de adaptacao), os cées tiveram acesso a uma area ao ar livre
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de 1.137 m? para exercicio voluntario e socializagdo. Durante os periodos de coleta
de fezes, os cées foram alojados individualmente nos canis. As instalagdes tinham
grades nas paredes laterais que permitiam uma interagcao visual e limitada com os
cdes vizinhos, e 0s cées receberem atencdo extra e enriquecimento ambiental
dentro do canil durante este periodo. Os animais tiveram supervisdo dos
pesquisadores e do veterinario responsavel pelo laboratorio durante todo o periodo

experimental.

2.2 Tratamentos experimentais

Foram avaliados dois tratamentos, sendo: Controle, sem, e Teste, com a
incluséo de 0,2% de polpa de melancia (Citrullus lanatus) desidratada (DoceFruta®©;
Sé&o Pedro do Turvo, SP, Brasil) na ragdo. O produto de melancia utilizado consistia
na polpa desidratada, que passou por pasteurizagcdo e secagem por spray dryer.

As dietas do experimento foram isonutritivas, sendo um alimento seco
completo extrusado para caes adultos, com diferenciacdo apenas na inclusao ou
nao da polpa de melancia desidratada no tratamento teste. A composi¢cdo quimica
da dieta esta descrita na Tabela 1.

Cada grupo composto por 8 cées foi alimentado com uma das dietas
(controle ou teste) por um periodo de 60 dias experimentais. Os animais foram
alimentados duas vezes ao dia (as 8h00 e as 13h30) em quantidade suficiente para
suprir as necessidades de energia metabolizavel (NEM) de caes adultos em
manutencao, segundo a FEDIAF (2024). Os animais foram pesados quinzenalmente

para ajuste da quantidade de alimento. A agua foi fornecida a vontade.

Tabela 1. Composi¢cao quimica analisada das dietas (% na matéria seca).

Dieta

Item

Controle Teste
Matéria seca 93,09 92,30
Proteina bruta 28,45 29,00
Extrato etéreo hidrélise acida 13,29 13,00
Matéria mineral 7,32 7,47
Fibra bruta 4.20 4,44

Célcio 1,41 1,46
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Fosforo 1,02 1,04
Energia Bruta (Kcal/kg) 5060,89 5111,60

2.3 Analises experimentais

2.3.1 Ensaio de digestibilidade e caracteristicas fecais

O ensaio de digestibilidade seguiu 0 método de coleta total de fezes
recomendado pela Association of American Feed Control Officials (AAFCO, 2016).
As fezes foram coletadas pelo menos duas vezes ao dia entre os dias 47 e 52,
totalizando 5 dias de coleta total de fezes. As fezes foram armazenadas em
embalagens plasticas individuais previamente identificadas, tampadas e congeladas
em freezer (-14°C) para serem analisadas posteriormente. Ao final do periodo de
coleta, as fezes foram descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas
separadamente, formando uma amostra composta de cada animal. Entdo, foram
secas em estufa de ventilagcdo for¢cada (320-SE, Fanem, S&o Paulo, Brasil) a 55°C
por 72h ou até atingirem peso seco constante. Apds a secagem, fezes e dietas
experimentais foram moidas a 1 mm em moinho (Arthur H. 149 Thomas Co.,
Filadélfia, PA, EUA) e analisadas quanto a matéria seca (MS) a 105°C, por 12 horas,
fibra bruta (FB, método 994.13), matéria mineral (MM, método 942.05) e extrato
etéreo em hidrolise acida (EEA, método 942.05). O nitrogénio (N) foi analisado
(método 954.01) e a proteina bruta (PB) calculada através de N x 6.25. Todas as
analises seguiram as recomendagbes da Association of the Official Analytical
Chemists (AOAC, 1995). A energia bruta (EB) foi determinada por bomba de
calorimetria (IKA C2000 Basic, IKA-Werke, Staufen, Germany).

As caracteristicas fecais foram avaliadas durante o periodo de coleta por
meio do teor de matéria seca total (MSf), producéo, escore e pH. O escore fecal foi
avaliado sempre pelo mesmo pesquisador, atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo: 1 =
fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias e malformadas; 3 = fezes macias,
formadas e Uumidas; 4 = fezes bem formadas e consistentes; 5 = fezes bem
formadas, duras e secas, de acordo com Carciofi et al. (2009). O pH fecal foi
avaliado nos dias 0 e 60 do experimento por meio de fezes coletadas no maximo 15

minutos apds a defecagdo espontanea. O pH fecal foi mensurado utilizando um
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pHmetro digital (331, Politeste Instrumentos de Teste Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)

em 3,0 g de fezes frescas diluidas com 30 mL de agua destilada.

2.3.2 Metabdlitos de fermentacdo intestinal e microbiota fecal

Nos dias 0 e 60, uma amostra de fezes frescas de cada cio foi coletada
apos no maximo 15 minutos de defecacdo para analise de amdnia, acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR) e microbiota.

A concentracdo de amoénia nas fezes foi determinada de acordo com Brito et
al. (2010). Para determinacédo dos AGCC e AGCR, 10 g de amostra de fezes foram
pesadas e misturadas com 30 mL de acido férmico 16%. Esta mistura foi
homogeneizada e armazenada em geladeira a 42C por um periodo de 3 a 5 dias.
Apds isso, estas solugdes foram centrifugadas a 2500 RCF (forga centrifuga relativa)
em centrifuga (2K15, Sigma, Osterodeam Hans, Alemanha) por 15 minutos. Ao final
da centrifugacdo o sobrenadante foi separado e submetido a nova centrifugacéo.
Cada amostra passou por trés centrifugacbes e ao final da ultima, parte do
sobrenadante foi transferida para um eppendorff devidamente identificado para
posterior congelamento. Posteriormente, as amostras foram descongeladas e
passaram por uma nova centrifugagéo a 18.000 RCF por 15 minutos (Rotanta 460
Robotic, Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Os AGCC e AGCR fecais foram analisados
por cromatografia gasosa (SHIMADZU, modelo GC-2014, Quioto, Japéo). Foi
utilizada uma coluna de vidro (Agilent Technologies, HP INNO wax - 19091N, Santa
Clara, EUA) de 30 m de comprimento e 0,32 mm de largura. O nitrogénio foi o gas
transportador, com uma taxa de fluxo de 3,18 ml/min. As temperaturas de trabalho
foram 200°C na injegdo, 240°C na coluna (na velocidade de 20°C/min) e 250°C no
detector de ionizagcao de chama.

Para avaliagcado da microbiota fecal, aproximadamente 2 g de amostra foram
retiradas do interior das fezes recém-colhidas, colocadas em um tubo eppendorf
estéril e acondicionadas em freezer a -80 °C até o momento da analise. A analise da
microbiota fecal foi feita por gPCR dos géneros Faecalibacterium, Blautia,
Fusobacterium, Turicibacter, Clostridium hiranonis, Streptococcus, Escherichia coli, e
bactérias totais. Essas analises foram realizadas de acordo com Alshawagfeh et al.
(2017).
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2.3.3 Analises de sangue

A coleta de sangue foi realizada nos dias O e 60 experimentais. Antes das
coletas, os caes foram submetidos a jejum sélido de 12 horas. Apds contencgéo fisica
e antissepsia com alcool 70% na regido ventral do pescoc¢o, 10 mL de sangue total
foram coletados por venopunc¢éo da jugular. As amostras de sangue para analises
de estresse oxidativo foram coletadas utilizando-se seringas e agulhas
heparinizadas e colocadas em tubo com citrato. As amostras para as analises
hematoldgicas, bioquimicas e de parametros inflamatorios foram coletadas em

seringas nao heparinizadas e colocadas em tubo sem anticoagulante.

2.3.3.1 Parametros inflamatérios, oxidativos e analises hematoldgicas e bioquimicas

A deteccédo quantitativa de NF-kB p65 canino (Cat No. MBS2608289) no
soro foi mensurada usando kit especifico de ELISA, de acordo com o protocolo do
fabricante (MyBioSource, Inc, San Diego, CA, USA).

Os niveis de estresse oxidativo séricos foram avaliados medindo-se a
atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST), peroxidac&o lipidica (LPO) e
capacidade antioxidante total. Para analise da GST as amostras foram
homogeneizadas em solucido tampao fosfato de potassio pH 6,5, a uma diluicio de
1:30, e centrifugadas a velocidade de 10.000g durante 20 min sob uma temperatura
de 4°C. As GST catalisam a reagéo de conjugacéo do substrato CDBN (1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno) com a glutationa-S-transferase, formando um tio éter que pode ser
monitorizado pelo aumento de absorbancia, segundo método de Habig et al. (1974).
A taxa de LPO foi mensurada pelo método FOX ou xilenol laranja conforme
descricdo de Jiang et al. (1991). Este método quantifica a formacéo de
hidroperdxidos durante a peroxidacdo lipidica, ja que os hidroxiperdxidos oxidam
ferro a ion férrico e por sua vez este ion se liga ao corante xilenol laranja. A
capacidade antioxidante total foi mensurada por espectrofotometria conforme
descricdo de Benzie e Strain (1996). O método mede a capacidade redutora férrica
da amostra através da reducdo do complexo entre o Fe+3 e 0 composto TPTZ em
Fe+2, em meio acido. Essa reac&o produz coloragdo azul intensa, que € detectada

no comprimento de onda de 593 nm.
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Para as andlises de aspartato aminotransferase (AST/TGO) e alanina
aminotransferase (ALT/TGP) foi utilizado o método cinético UV. Para a realizag&o da
avaliacdo, foi adicionado 100 pyL de amostra a 1,0 mL do reagente de trabalho,
posteriormente foi misturado e transferido para cubeta termostatizada a 37°C por 1
minuto. Foi realizada a leitura inicial, disparando simultaneamente o crondbmetro. As
leituras foram repetidas apds 1, 2 e 3 minutos. Foi calculada a média das diferencas
de absorbancia por minuto (AA/min.) e utilizada para calculo do resultado (IFCC,
2002).

Para a mensuragao da fosfatase alcalina (FA) foi utilizado o método cinético
indicado por IFCC (1978). A FA catalisa a transferéncia do grupo fosfato do
substrato p-Nitrofenilfosfato (pNFF) para o 2-Amino-2-Metil-1-Propanol (AMP),
formando o p-Nitroferol de acordo com a equacao: p-NFF + AMP ALP p-Nitroferol +
AMP-Fosfato. A velocidade de liberacdo do p-Nitroferol, que possui elevada
absorbancia a 405 nm, é proporcional a atividade enzimatica da FA da amostra.
Para a realizacao do teste foi adicionado 20 uL de amostra a 1,0 mL do reagente de
trabalho, posteriormente foi misturado e transferido para cubeta termostatizada a
37°C e permaneceu por 1 minuto. Foi realizada a leitura inicial, disparando
simultaneamente o crondémetro. As leituras foram repetidas apos 1, 2 e 3 minutos.
Foi calculada a média das diferengcas de absorbancia por minuto (AA/min.) e
utilizada para o calculo do resultado.

O método cinético indicado por IFCC (1978) também foi utilizado para a
mensuracdo de creatinina. A mensuracdo de ureia foi realizada pelo método
enzimatico UV. A mensuracdo de glicose foi realizada pelo método enziméatico
colorimétrico e de fésforo pelo método colorimétrico.

As seguintes variaveis foram avaliadas usando o método semiautomatico
CC-530/Microscopia: numero e concentracdo de eritrécitos, hemoglobina,
hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentragéo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucécitos totais,
neutrofilos, blastos, metamieldcitos, bastonetes, segmentados, eosindfilos, basdfilos,
linfécitos, mondcitos, plaquetas proteinas plasmaticas e proteinas totais. As
atividades da enzima gama-glutamil transferase (GGT), bem como os niveis séricos
de colesterol total e triglicerideos, também foram avaliados usando o método

colorimétrico automatizado do Cobas Mira Plus Chemistry System®. Foi utilizado um
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kit quimico comercial Dialab® e equipamento de analise quimica BC-200 (Mindray
Chemistry Analyzer®, Shenzhen, China) para a medicdo de proteinas totais. As
analises hematoldgicas foram realizadas usando o equipamento veterinario BC 2800
(Mindray Auto-Hematologic Analyzer®). As laminulas para contagem de células

foram coradas usando o método Panoptic Rapido.

2.4 Calculos e analises estatisticas

A matéria organica (MO%) foi calculada por: 100 - MM%, e a MS fecal foi
obtida por: (MS55 x MS105) / 100. A EM foi estimada segundo a AAFCO (2016): EM
(kcal g -1) = {kcal g - 1 EB ingerida - kcal g - 1 EB das fezes - [(g PB ingerida - g PB
das fezes) x 1,25kcal g -1]} /g ragéo ingerida. Com base nos resultados laboratoriais
obtidos, foram determinados os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos
nutrientes, conforme equacgéo:. CDA% = [(nutriente ingerido - nutriente excretado) /
nutriente ingerido] x 100.

Os dados de digestibilidade foram analisados quanto a normalidade pelo
teste Shapiro Wilk e quando atendidas as premissas iniciais foram submetidos ao
teste t-Student (P<0,05). Todos os dados com efeito de tempo (microbiota,
caracteristicas e metabdlitos fecais e parametros sanguineos) e distribuicido normal,
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em esquema de parcela

subdividida no tempo (n=8).

3 RESULTADOS

3.1 Digestibilidade e caracteristicas fecais

Nao houve episddios de recusa alimentar. A inclusdo de 0,2% de polpa de
melancia (Citrullus lanatus) desidratada n&o alterou os CDA dos nutrientes e a EM
da dieta (P>0,05; Tabela 2). A MS fecal, consumo da dieta, producéo e escore fecal
nao diferiram entre os tratamentos (P>0,05;, Tabela 2). Os cées do grupo teste
apresentaram menor pH fecal no dia 60, em comparag¢do ao grupo controle (P>0,05;
Tabela 3).
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Tabela 2. Médias do consumo de matéria seca (MS), coeficientes de digestibilidade aparente (CDA,

%), energia metabolizavel (EM) e caracteristicas fecais de cies alimentados com dietas contendo

(teste) ou ndo (controle) polpa de melancia.

Dietas

Item Controle Teste EPM" Povalor
Consumo de MS (g/dia) 215,26 213,44 3,96 0,070
CDA (%)

Matéria seca 83,7 84,3 0,511 0,612
Matéria organica 88,3 88,7 0,371 0,608
Proteina bruta 859 86,5 0,517 0,877
Extrato etéreo em hidrolise acida 90,0 89,8 0,475 0,560
Energia bruta 87,9 88,4 0,425 0,132
EM (kcal/g) 4418,2 44884 23,00 0,088
Caracteristicas fecais

Matéria seca (%) 33,61 36,91 0,970 0,470
Producéo® (g/dia) 105,22 88,36 4,69 0,624
Escore 4.0 (3,0/4,0) 4.0 (3,5/4,0) - 0,221

'EPM = erro padrdo da média; 2Probabilidades. *Producdo = g fezes produzidas na matéria

natural/animal/dia. Escore: mediana (1°/3° quartis) analisado pelo teste de Wilcoxon (P<0,05).

3.2 Metabdlitos de fermentacao intestinal

Houve reducgao na concentracdo de amédnia nas fezes dos animais no dia 60,

em comparacgao ao dia 0, independentemente do tratamento (P<0,05; Tabela 3).

Tabela 3. Médias das caracteristicas fecais de caes alimentados com dietas contendo (teste) ou nédo

(controle) polpa de melancia.

Dia Dietas Matéria seca (%) pH Aménia (%) Escore
Controle 31,87 6,92° 0,27 3,43
0 Teste 33,87 6,82° 0,24 3,79
Controle 34,98 7,462 0,20 3,79
80 Teste 34,57 7,07° 0,17 3,71
EPM* 0,627 0,054 0,010 0,072
P2-Dia 0,117 <0,001 <0,001 0,322
P2-Dietas 0,563 0,001 0,180 0,322
P2-Dia x Dietas 0,310 0,007 0,969 0,142

'EPM = erro padrdo da média; 2Probabilidades.

abe\édias com letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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N&o houve diferenga nas concentragdes fecais de AGCC e AGCR entre os
dias e tratamentos (P>0,05; Tabela 4).

Tabela 4. Médias (mM/Mol na matéria seca) das concentragdes fecais de acidos graxos de cadeia curta

(AGCC) e ramificada (AGCR) de caes alimentados com dietas contendo (teste) ou ndo (controle) polpa

de melancia.
Dia0 Dia 60 P2
Iltem EPM" - - - -
Controle Teste Controle  Teste Dia Dietas DiaxDietas

Acetato 96,24 100,39 88,23 105,24 4,930 0,839 0,397 0,413
Propionato 37,35 36,49 40,90 4222 1,940 0,208 0,959 0,762
Butirato 16,13 17,69 17,37 16,34 0,741 0,970 0,863 0,409
Valerato 6,27 579 6,13 6,12 0,149 0,685 0,517 0,345
Isobutirato 5,89 5,41 5,81 5,86 0,128 0,392 0,493 0,206
Isovalerato 4,92 4,66 463 4,57 0,083 0,260 0,576 0,399
4-metil-valerato 0,89 0,75 0,74 0,76 0,039 0,291 0,407 0,520
Hexanéico 0,49 0,46 0,45 0,46 0,008 0,242 0,678 0,336
Heptanoico 4,68 4,44 4,27 4,37 0,079 0,128 0,684 0,270
AGCC total 149,72 154,57 148,98 163,80 6,970 0,728 0,564 0,684
AGCR total 16,87 15,73 15,89 16,02 0,301 0,680 0,640 0,172

'EPM = erro padrdo da média; 2Probabilidades.

3.3 Microbiota fecal

Houve reducéo da contagem (log DNA) dos géneros bacterianos Turicibacter

e Streptococcus no dia 60, independentemente do tratamento (P<0,05; Tabela 5).

Da mesma forma, a contagem de Fusobacterium reduziu no dia 60 em comparagao

ao dia 0, independentemente do tratamento (P<0,05; Tabela 5), e foi menor no grupo

teste em comparacgao ao grupo controle (P<0,05; Tabela 5), independentemente do

dia avaliado. Apesar dessas diferencas terem sido significativas (P<0,05), a maior

relevancia observada numericamente foi para a reduc¢éo do Streptococcus no dia 60.

Tabela 5. Médias dos géneros bacterianos (log DNA) nas fezes de cdes alimentados com dietas contendo

(teste) ou ndo (controle) polpa de melancia.

Dia 0 Dia 60 Pz
Iltem EPM" - - : -
Controle Teste Controle  Teste Dia Dietas DiaxDietas

Faecalibacterium 58 59 56 56 0,107 0,303 0,915 0,895
Turicibacter 7.6 7.6 7.2 7.4 0,069 0,037 0,454 0,372
Streptococcus 6,9 7,0 57 52 0,184 <0,001 0,546 0,182
Escherichia coli 52 51 53 52 0,151 0,646 0,818 0,963
Blautia 10,0 99 99 10,0 0,041 0,857 0,902 0,261
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Fusobacterium 8,8 8.4 8,3 8,1 0,076 0,012 0,026 0,443
Clostridium hiranonis 6,5 6,6 6,3 6,6 0,044 0,290 0,069 0,389
Universal 10,5 10,5 10,4 10,4 0,034 0,059 0,618 0,489

'EPM = erro padrdo da média; 2Probabilidades.

3.4 Analises de sangue

3.4.1 Bioquimico € hemograma

Houve aumento nos niveis de glicose e proteinas plasmaticas séricos no dia
60 em comparacao ao dia 0, independentemente do tratamento (P<0,05; Tabela 6).
Por outro lado, houve diminuicdo da concentracdo de ftriglicerideos no dia 60,

independentemente do tratamento (P<0,05; Tabela 6).

Tabela 6. Médias de varidveis bioquimicas sanguineas de cies alimentados com dietas contendo (teste) ou ndo

(controle) polpa de melancia.

Dia0 Dia 60 P2
Item EPM" - ; - -
Controle Teste Controle  Teste Dia Dietas DiaxDietas

ALT/TGP (UI/L) 43,00 50,34 44 58 50,30 1,690 0,713 0,144 0,700
AST/TGO (UI/L) 37,51 35,60 38,84 36,78 0,847 0,324 0,362 0,950
Creatinina (mg/dl) 0,81 0,90 0,83 0,89 0,021 1,000 0,152 0,707
Fosfatase alcalina (UI/L) 49,01 4483 43,43 48,90 1,830 0,788 0,888 0,103
Foésforo (mg/dL) 2,89 2,94 2,83 2,89 0,060 0,613 0,696 0,982
Gama GT (UI/L) 2,36 2,25 3,06 3,60 0,274 0,050 0,726 0,507
Glicose (mg/dl) 78,59 77,47 84,64 80,4 1,070 0,030 0,233 0,415
Proteinas totais (g/dL) 5,46 5,48 5,45 5,56 0,036 0,472 0,503 0,341
Triglicerideos (mg/dl) 29,57 28,60 25,30 21,10 1,000 0,002 0,137 0,357
Uréia (mg/dl) 35,71 40,16 35,86 38,01 0,890 0,431 0,142 0,378
Prot. Plasmaticas (g/dl) 6,64 6,70 6,78 6,89 0,043 0,033 0,384 0,730
Colesterol total (mg/dl) 148,39 147,66 142,68 148,69 3,050 0,520 0,754 0,358

'EPM = erro padrdo da média; 2Probabilidades. ALT/TGP: alanina aminotransferase/transaminase glutamico pirivica;

AST/TGO: aspartato aminotransferase/transaminase oxalacética; Gama GT: gama-glutamil transferase.

No dia 60, houve aumento nos niveis de VCM, HCM, CHCM e na contagem
de mondcitos, independentemente do tratamento (P<0,05; Tabela 7). Em
contrapartida, houve reducdo na contagem de eosindfilos e linfécitos no dia 60,
também sem relagdo com os tratamentos (P<0,05; Tabela 7). Todas as variaveis

sanguineas e bioquimicas estavam dentro dos valores de referéncia para caes.
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Tabela 7. Médias do hemograma de cies alimentados com dietas contendo (teste) ou ndo (controle) polpa de

melancia.
Dia0 Dia 60 Pz

Item EPM* - - X .

Controle Teste Controle Teste Dia Dietas DiaxDietas
Eritrécitos (milhdes/ulL) 7,49 7,00 7,05 7,08 0,13 0,141 0,389 0,288
Hemoglobina (g/dL) 15,75 14,88 15,71 15,67 0,28 0,477 0,237 0,831
Hematocrito (%) 49,88 48,10 48,88 48,00 0,82 0,924 0,400 0,508
VCM (u®) 66,77 67,62 69,29 69,47 0,45 0,002 0,627 0,565
HCM (pg) 21,08 21,30 22,71 22,40 0,20 <0,001 0,901 0,362
CHCM (%) 31,58 31,74 32,76 31,94 0,18 0,035 0,398 0,122
Leucocitos (mm?) 9160,00 9585,71 9342,32 9573,43 184,00 0,825 0,396 0,800
Neutréfilos (mm?) 5929,24 6452,01 6950,67 7144 68 154,00 0,006 0,214 0,549
Blastos (mm?3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - - -
Metamiel6citos (mm?3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - - -
Bastonetes (mm?) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - - -
Segmentados (mm?) 5929,24 6452,01 6971,16 7129,32 154,00 0,006 0,236 0,506
Eosindfilos (mm3) 816,69 847,56 206,64 44207 75,70 0,001 0,331 0,382
Basofilos (mm?3) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Linfocitos (mm?3) 1866,59 1752,83 1528,39 1090,71 86,30 0,002 0,064 0,266
Monécitos (mm?) 335,96 373,09 485,56 401,43 21,00 0,018 0,604 0,089
Plaquetas (mm?®) 293500,00 317375,00 284000,00 299375,00 12316,00 0,577 0,477 0,862

'EPM = erro padrdo da média; 2Probabilidades. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular

média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média.

3.4.2 Parédmetros inflamatorios e oxidativos

Houve aumento na GST e na CAT em cées alimentados com a dieta
contendo polpa de melancia no dia 60, em comparac¢é&o ao grupo controle (P<0,05;
Tabela 8; Figuras 1 e 2). Também, houve redugdo na LPO em cé&es do grupo teste
no dia 60, em comparacao ao grupo controle (P<0,05; Tabela 8; Figura 3). Em
relagcdo aos parametros anti-inflamatérios, ndo houve diferenga na concentracéo de

NF-kB entre os dias e tratamentos (P>0,05; Tabela 8).

Tabela 8. Médias das variaveis do sistema antioxidante e NF-kB de cdes alimentados com dietas contendo

(teste) ou ndo (controle) polpa de melancia.

Dia 0 Dia 60 Pz
Iltem EPM* - - : -
Controle Teste Controle  Teste Dia Dietas DiaxDietas
GST 5,04ab 5,990 5,28b 6,60 0,194 0,933 0,145 0,035
LPO 25,622 25172 24 22 19,90° 0,583 0,001 0,012 0,036
T-AOC 147,012 151 1620 108,82 189,78 8,160 0,984 0,017 0,002

NF-kB 144,48 134,6 166,06 147,57 6,33 0,161 0,310 0,718
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1EPM = erro padrdo da média; 2Probabilidades; @>°Médias com letras distintas diferem pelo teste de Tukey
(P<0,05). GST (nmol/min-'.mL"): glutationa-S-transferase; LPO (mmol/mL): lipoperoxidacdo; T-AOC (UM

equivalente de trolox): capacidade antioxidante total; NF-kB (pg/mL): fator nuclear kappa B.

GST (nmol.min-1.mL-1)

ab

ab
b
Tratamento
& Controle
B Teste
) 60
DIA

Figura 1. Valores médios da atividade da glutationa-S-transferase (GST, nmol/min-1.mL-1) em c&es alimentados

com dietas contendo (teste) ou ndo (controle) melancia.

abelMédias com letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

(UM de Trolox equivalente)

-

T-AOC

ab
ab a
Tratamento
E B Controle
b ) B Teste
DIA

Figura 2. Valores médios de capacidade antioxidante total (T-AOC, uM equivalente de trolox) em cées

alimentados com dietas contendo (teste) ou ndo (controle) melancia.

abepMeédias com letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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a

nmol/mL
r\’
A

Tratamento

I B3 Controle
B Teste

LPO (Hidroperoxidos -

DIA

Figura 3. Valores médios de lipoperoxidacdo (LPO, mmol/mL) em cdes alimentados com dietas contendo
(teste) ou ndo (controle) melancia.
abepMeédias com letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

4 DISCUSSAO

A composicdo da dieta desempenha papel fundamental na saude dos caes,
influenciando desde parémetros metabdlicos até a composicdo da microbiota
intestinal (Suchodolski, 2011; Swanson et al., 2011). Neste estudo, investigamos o0s
efeitos da adicdo de polpa de melancia na dieta, buscando compreender suas
possiveis influéncias na fisiologia e nutricdo canina.

No presente estudo, a inclusdo de 0,2% de polpa de melancia desidratada
na dieta de cées n&o alterou a digestibilidade dos nutrientes e a EM da dieta,
tampouco as variaveis de consumo e as caracteristicas fecais e metabdlitos de
fermentacdo intestinal dos cées. Isso demonstra que, na propor¢cdo avaliada, a
adicdo de melancia na dieta € segura € ndo comprometeu a digestdo ou a
funcionalidade intestinal dos cées. No entanto, os cdes alimentados com a dieta
contendo melancia apresentaram menor pH fecal, em comparagéo ao grupo controle
no dia 60, indicando possivel variagdo na atividade fermentativa da microbiota
intestinal (Ephraim et al., 2020). O menor pH do conteudo intestinal ndo é adequado
para enteropatdgenos sensiveis a acidificacdo do meio, inibindo o crescimento de
microrganismos potencialmente patogénicos e, dessa forma, contribuindo para a
funcionalidade intestinal (Barko et al., 2018; Ziese; Suchodolski, 2021).
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Estudos demonstraram que os polifendis presentes na melancia podem ter
efeito modulador da microbiota intestinal (Becraft et al., 2020; Panaite et al., 2022).
No presente estudo, os caes que foram alimentados com a dieta contendo polpa de
melancia apresentaram reduc&o na contagem (log DNA) de Fusobacterium. Apesar
dessa reducdo observada, os valores mantiveram-se de acordo com o0 que €
encontrado em caes saudaveis (AlShawagfeh et al., 2017). Esse fato € importante
pois 0 Fusobacterium & produtor de butirato, um AGCC que tem potencial benéfico
para a funcionalidade intestinal por ser fonte de energia para colondécitos e possuir
atividade anti-inflamatéria (Pilla; Suchodolski, 2021). Também, a mudanca mais
expressiva foi a reducéo do Streptococcus no dia 60 para os grupos controle e teste.
O Streptococcus € uma bactéria relacionada a disbiose e € aumentada em caes
alimentados com dietas de baixa digestibilidade (Bastos et al., 2023). Portanto, a sua
reducdo no dia 60, embora tenha sido independente da melancia, esta de acordo
com a alta digestibilidade observada da dieta basal utilizada no estudo.

Embora ndo tenham sido encontrados estudos em relagdo a influéncia do
consumo de melancia sobre a microbiota intestinal de c&es, pesquisas com outras
espécies animais demonstraram o0 seu potencial de modificar a composicdo da
microbiota. Em galinhas poedeiras alimentadas com dieta suplementada com casca
de melancia houve modificagcdo benéfica da microbiota intestinal, com aumento de
Lactobacillus spp. e diminuicido de Enterobacteriaceae (Panaite et al., 2022). Os
autores relacionaram essas alteracées ao crescimento de bactérias com potencial
benéfico associado a reducdo da abundancia de bactérias potencialmente
patogénicas (Panaite et al., 2022). Ainda, a suplementagdo com melancia (polpa,
casca e pele) na dieta de camundongos aumentou a abundancia de bactérias do
género Bacteroides, além de aumentar a abundéncia de bactérias da familia
Ruminococcaceae e de Akkermansia muciniphila, demonstrando a capacidade da
melancia de ocasionar mudancgas significativas na composicdo do microbioma
(Becraft et al., 2020). Estudos com outras fontes de polifendis, como cha verde,
cranberry e billberry, também observaram efeito prebidtico, estimulando o
crescimento de bactérias como Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Akkermansia spp., Roseburia spp., e Faecalibacterium spp. em ratos e humanos
(Alves-Santos et al., 2020).

O mecanismo de ac&o dos polifendis sobre a microbiota intestinal é descrito
na literatura (Cardona et al., 2013; Aravind et al., 2021; Athanasiadis et al., 2023). A
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acado antibacteriana desses compostos € reconhecida e inclui mecanismos como:
reacbes com proteinas; inibicdo da sintese de acidos nucleicos por células
bacterianas ou dano ao DNA,; interacdo com a parede celular bacteriana ou inibigcao
da formacao da parede celular; alteracdo da fungdo da membrana citoplasmatica;
inibicdo do metabolismo energético; alteragcdes na aderéncia celular; inibicdo da
formacao de biofilme e privagdo de substrato (Makarewicz et al., 2021). A
propriedade moduladora dos polifendis depende de sua biodisponibilidade, que é
influenciada pela estrutura e grau de polimerizacéo desses compostos (Cardona et
al., 2013). Ainda, a microbiota intestinal atua na quebra das estruturas dos
polifendis, convertendo-os em metabdlitos fendlicos de menor peso molecular.
Esses metabdlitos, por serem facilmente absorvidos, podem estar mais diretamente
envolvidos nos efeitos benéficos associados ao consumo de alimentos ricos em
polifendis, em comparagdo com o0s proprios compostos originais presentes nos
alimentos (Cardona et al., 2013). Assim, diferentes subgrupos e categorias de
polifendis sdo metabolizados por vias distintas, o que leva a efeitos distintos na
composi¢cdo da microbiota intestinal.

Além dos possiveis efeitos sobre a microbiota intestinal, os compostos
bioativos da melancia também podem reduzir a produc¢do de citocinas inflamatérias
no organismo. Essa modulagdo € descrita pela reducdo na resposta inflamatoria e
nos danos induzidos pelo estresse oxidativo (Ajiboye et al., 2020). Apesar do
presente estudo ndo ter observado alteracdo nos processos inflamatorios medidos
pelo marcador NF-kB, na literatura é reportado que a melancia pode atuar reduzindo
a inflamacdo ao inibir fatores de transcricdo (NF-kB) e enzimas reguladoras
envolvidas na inflamac&do, além de suprimir a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a (Ayubi et al., 2024).

No presente estudo, foi observada uma resposta antioxidante interessante
nos cées alimentados com melancia, com aumento na GST e na capacidade
antioxidante total e diminuicdo na LPO. Isso sugere que a melancia pode ter
estimulado o sistema antioxidante endégeno dos cées. Resultados similares foram
descritos em estudos avaliando os efeitos do consumo de melancia em ratos, com
diminuicdo da peroxidacdo lipidica e maior capacidade antioxidante total (Hong et
al., 2015) e maiores concentracdes séricas das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD) e GST (Hong et al., 2018), em comparagédo ao grupo controle. A

avaliac&o in vitro da capacidade antioxidante do suco de melancia revelou atividade
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de eliminagdo de radicais livres, indicando sua capacidade de neutralizar espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Ajiboye et al., 2020). Enquanto in vivo, ratos diabéticos
tratados com suco de melancia obtiveram melhorias de biomarcadores
antioxidantes, incluindo aumento da atividade das enzimas catalase, SOD, glutationa
peroxidase (GPx), glutationa reduzida e GST. O aumento dessas enzimas sugere
que o suco de melancia auxiliou no fortalecimento do sistema de defesa antioxidante
dos animais. Também, a reducdo dos niveis de peroxidacdo lipidica indica menor
dano oxidativo as membranas celulares (Ajiboye et al., 2020).

Esses efeitos podem estar relacionados as propriedades antioxidantes de
alguns dos compostos bioativos da melancia ou a ag&o sinérgica entre eles (Oyenihi
et al., 2016). A maior parte das propriedades antioxidantes de frutas e vegetais &
atribuida aos compostos polifendlicos, sendo os flavonoides um dos mais estudados
(Ajiboye et al., 2020; Manivannan et al., 2020). Outras substancias, como licopeno,
betacaroteno, citrulina e vitamina C também possuem atividade antioxidante
(Oyenihi et al., 2016; Meghwar et al., 2024). Os principais mecanismos pelos quais
esses compostos exercem seus efeitos incluem a neutralizagdo de radicais livres, a
modulacdo de enzimas antioxidantes e a reducdo do estresse oxidativo celular (llahy
et al,, 2019).

Os compostos antioxidantes da melancia atuam como doadores de elétrons
ou hidrogénio, neutralizando ROS, que podem causar danos celulares (Ajiboye et
al., 2020, Becraft et al., 2020). Também, a melancia estimula a atividade de enzimas
antioxidantes que protegem as células do estresse oxidativo, como a SOD, que
converte anion superoxido em peroxido de hidrogénio; catalase, que decompde
perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, reduzindo danos celulares; e GPx e
GST, que ajudam na eliminagdo de peroxidos lipidicos e radicais livres (Messaoudi
et al,, 2019).

Ainda, os compostos da melancia com atividade antioxidante reduzem a
oxidagao de lipidios das membranas celulares. A oxidagao lipidica leva a formacéo
de produtos toxicos, que podem causar danos celulares e inflamac¢édo (Manivannan
et al., 2020). Também, os compostos como flavonoides podem se ligar a ions
metalicos, prevenindo a formacéo de radicais livres por reacdes redox que levam a
producéo de ROS (Flora, 2009).

Outro mecanismo importante é devido a ac&o da citrulina. A citrulina

aumenta a arginina sérica, apds ser absorvida € metabolizada. A arginina no sangue
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resulta em aumento de Oxido nitrico, por meio da agdo da enzima Oxido nitrico
sintase endotelial, que reduz o estresse oxidativo ao neutralizar ou prevenir a
formacéao de radicais hidroxila (Egea et al., 2020).

Neste estudo, os resultados hematologicos e bioquimicos mostraram que
ndo houve alteracdo proveniente da inclusdo da polpa de melancia na dieta.
Inclusive, a dieta basal se mostrou nutricionalmente adequada, ja que todos o0s
valores observados estavam dentro da normalidade estabelecida para caes.

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos da polpa de
melancia sobre a digestibilidade da dieta, funcionalidade intestinal e paréametros
inflamatorios e oxidativos em caes. Por fim, € importante considerar também que
apenas um unico nivel de inclusdo na dieta foi testado, o que sugere a possibilidade
de que maiores concentraces de polpa de melancia possam potencializar os efeitos
observados. Dessa forma, estudos futuros s&o essenciais para aprofundar o
entendimento sobre os impactos da melancia na saude de caes, destacando seu

potencial de utilizagc&o na nutricdo dos animais.

5 CONCLUSAO

Cées alimentados com a dieta contendo 0,2% de polpa de melancia
desidratada apresentam menor pH fecal, assim como melhora do sistema
antioxidante do organismo, com aumento na GST e na capacidade antioxidante total
e reducdo da LPO. Esses resultados sugerem o potencial da melancia em promover
beneficios a saude dos animais, evidenciando seu potencial de utilizacio nas dietas

para caes.
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO’PARANA
SETOR DE'CIFZNCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo nimero 029/2024, referente ao projeto de pesquisa “Funcionalidade intestinal e
resposta imunolégica e oxidativa de cdes adultos saudiveis suplementados com melancia (Citrullus
lanatus)”, sob a responsabilidade de Ananda Portella Félix, que envolve a producdo, manutencido e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de Outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - BRASIL,
com grau 1 de invasividade, em 13/06/2024.

Finalidade Pesquisa

Vigéncia da autorizacio Setembro/2024 a Novembro/2024

Espécie/Linhagem Canis lupus familiaris (canino)

Numero de animais 16

Peso/Idade 11a 12 kg/2 anos

Sexo Macho e fémea

Origem Laboratério de Estudos em Nutricdo Canina da UFPR em Curitiba, Parana,
Brasil

*A autorizagio para inicio da aula se torna valida a partir da data de emissdo deste certificado.
CERTIFICATE

We certify that the protocol number 029/2024, regarding the research program “Intestinal funcionality and
immune and oxidative response of healthy adult dogs supplemented with watermelon (Citrullus lanatus)"
under Ananda Portella Félix — which includes the production, maintenance and/or utilization of animals from
Chordata phylum, Vertebrata subphylum (except Humans), for scientific or teaching purposes — is in accordance
with the precepts of Law n°® 11.794, of 8 October 2008, of Decree n°® 6.899, of 15 July 2009, and with the edited
rules from Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), and it was approved by the
ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of Parana, Brazil), with degree 1 of
invasiveness, on 2024, June 13",

Purpose Research

Validity 2024 September to 2024 November

Specie/Line Canis lupus familiaris (canine)

Number of animals 16

Weight/Age 24,251b to 26,451b/2 years old

Sex Male and female

Origin Canine Nutrition Studies Laboratory at UFPR in Curitiba, Parand, Brazil

*The authorization to start the research becomes valid from the date of issue of this certificate.

Curitiba, 13 de Junho de 2024
Documento assinado digitalmente
Vb MAITY ZOPOLLATTO
g o Data: 13/06/2024 16:50:16-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Maity Zopollatto
Coordenadora
Comissio de Etica no Uso de Animais
AG - UFPR
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