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RESUMO

TEIXEIRA, F.A. Respostas metabodlicas de cées diabéticos alimentados com
dietas contendo diferentes concentracdes de Omega-3. 2020. 104 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Ha evidéncias de que a suplementacao dietética de acidos graxos poli-insaturados
omega-3 (AGPI-3) possa modificar o metabolismo lipidico e glicémico de individuos
diabéticos, aspecto ndo estudado em cdes. Dessa forma, este estudo objetivou avaliar
as respostas glicémicas e lipidicas de cdes com diabetes mellitus apds a ingestdo de
dmega-3. Os caes diabéticos adultos, machos ou fémeas, sem outras afec¢des, foram
selecionados na rotina do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de S&do Paulo. Estes foram incluidos em dois periodos
experimentais de 12 semanas cada, nos quais receberam as dietas isonutrientes
indicadas para caes diabéticos, denominadas como controle (sem 6leo de peixe) e
alimento teste (5,0% de Oleo de peixe). Os resultados encontrados nas variaveis da
curva glicémica convencional e por sistema de mensuracdo continua; curva de
trigliceridemia e colesterolemia; perfil plasmatico de lipoproteinas e variaveis do
esvaziamento da vesicula biliar foram comparados por meio dos testes de Wilcoxon
ou T pareado e, valores de p<0,05 foram considerados significativos. Foi observado
gue a ingestdao média de 142,9+34,2mg/kg da soma de &cido eicosapentaendico e
docosaexaendico resultou em menor colesterolemia média (p=0,01); minima (p=0,02);
méaxima (p=0,01); em jejum (p=0,03); duas (p<0,01), quatro (p=0,01) e 10 horas poés-
prandial (p=0,02); menor oscilacdo na colesterolemia ao longo do dia (p=0,03); nas
concentracdes das fragdes de colesterol em VLDL (p<0,01) e nas lipoproteinas ndo-
HDL (p=0,05). Nao foi observado efeito nas variaveis relacionadas ao esvaziamento
da vesicula biliar e trigliceridemia (p>0,05). Observou-se maior concentracéo
intersticial de glicose média total (p=0,04), média noturna (p=0,02), maxima diurna
(p=0,01) e noturna (p<0,01), maior tempo em hiperglicemia (p<0,01), com menor
tempo em hipoglicemia (p<0,01). A suplementacédo de 6leo de peixe resultou em

efeitos positivos na hipercolesterolemia mas, piorou a glicemia de cées diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Canino. Gordura. Acidos graxos poli-insaturados.

Hiperlipidemia.






ABSTRACT

TEIXEIRA, F.A. Metabolic responses of diabetic dogs fed diets with different
omega-3 concentrations. 2020. 104 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

There is evidence that dietary supplementation of omega-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFA-3) can modify the lipid and glycemic metabolism of diabetic subjects, an aspect
not studied in dogs. Thus, this study aimed to evaluate the glycemic and lipid
responses of dogs with diabetes mellitus after omega-3 intake. Adult diabetic dogs,
male or female, without other conditions, were selected in the routine of the Veterinary
Hospital of School of Veterinary Medicine and Animais Science of University of S&o
Paulo. These were included in two experimental periods of 12 weeks each, in which
they received the isonutrient diets indicated for diabetic dogs, named as control
(without fish oil) and test food (5.0% fish oil). The results found in the variables of the
conventional glycemic curve and by continuous measurement system; triglyceridemia
and cholesterolemia curve; plasma lipoprotein profile and gallbladder emptying
variables were compared using Wilcoxon or paired T tests, and p values <0.05 were
considered significant. It was observed that the average intake of 142.9+34.2mg of the
sum of eicosapentaenoic and docosahexaenoic acid/kg resulted in lower
cholesterolemia variables: mean (p=0.01); minimal (p=0.02); maximum (p=0.01);
fasting (p = 0.03); two (p<0.01), four (p=0.01) and 10 hours postprandial (p=0.02);
lower fluctuation throughout the day (p=0.03); and lower cholesterol concentration in
VLDL fraction (p<0.01) and in non-HDL lipoproteins (p=0.05). There was no effect on
variables related to gallbladder emptying and triglyceridemia (p>0.05). There was a
higher interstitial concentration of total mean glucose (p=0.04), nocturnal average
(p=0.02), maximum daytime (p=0.01) and nighttime (p<0.01), longer time in
hyperglycemia (p<0.01), with less time in hypoglycemia (p<0.01). Fish oil
supplementation resulted in positive effects on hypercholesterolemia, but it worsened

the blood glucose levels of diabetic dogs.

Keywords: Diabetes mellitus. Canine. Fat. Polyunsaturated fatty acids. Hyperlipidemia.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca crénica, de etiologia multifatorial, que
resulta em hiperglicemia como consequéncia da deficiéncia de insulina, que por sua
vez pode levar a diversas complicacées como perda de peso, perda subita da visao
por catarata, cetoacidose diabética, coma e morte. O principal objetivo do tratamento
€ manter a glicemia em valores proximos aos considerados normais, sem risco de
hipoglicemia e, evitar grandes oscilagdes ao longo do dia (NELSON, 1989, 2010;
NELSON; LEWIS, 1990; BRIIGS, 2000; ZICKER et al., 2010; AFFENZELLER;
THALHAMMER; WILLMANN, 2011; FASCETTI; DELANEY, 2012).

Além das alteracdes glicémicas, em estudos clinicos com cées diabéticos foi
relatado o aumento na concentragcdo sanguinea de triglicerideos e colesterol
(NELSON et al., 1998; GRAHAM et al., 2002; FLEEMAN; RAND; MARKWELL, 2009;
TEIXEIRA et al., 2020). Isso se deve ao fato de que a principal forma de hiperlipidemia
em caes € a secundaria, principalmente resultante de endocrinopatias como o DM
(BRADA; TOBISKA, 1967; WILSON et al., 1986; BARRIE et al., 1993; XENOULIS;
STEINER, 2015).

A importancia de se controlar a hiperlipidemia em cées diabéticos esta no fato
de que as concentracfes sanguineas aumentadas de colesterol e triglicerideos, nesta
espécie, estao relacionadas a outras situacdes de importancia clinica e com potencial
risco a vida dos cdes, como pancreatite (COOK et al., 1993; HESS et al., 1998;
XENOULIS et al., 2011a, 2020), hepatopatias (XENOULIS et al., 2008), mucocele da
vesicula biliar e colelitiases (KUTSUNAI et al., 2014; LEE; KWEON; KIM, 2017),
lipoma (XENOULIS; STEINER, 2015), resisténcia insulinica (XENOULIS et al.,
2011b), aterosclerose (MAHLEY et al., 1977; LIU et al., 1986; KAGAWA et al., 1998;
SOTTIAUX, 1999; HESS; KASS; VAN WINKLE, 2003), proteinuria (FURROW et al.,
2016; SMITH et al.,, 2017), doencas oculares (CRISPIN, 1993) e neurologicas
(BODKIN, 1992; FORD, 1993). Além disso, as concentracdes sanguineas
aumentadas de lipidios podem interferir em outros exames como mensuracdo da
concentracdo seérica de bilirrubinas, eletrélitos, proteinas, albumina e glicose; e
atividade sérica de enzimas hepaticas, amilase e lipase (XENOULIS; STEINER,
2010).

Apesar do metabolismo lipidico estar alterado na deficiéncia de insulina a
ponto de resultar em hiperlipidemia (BRADA; TOBISKA, 1967; WILSON et al., 1986;
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BARRIE et al., 1993), poucos estudos avaliaram a influéncia da dieta no tratamento
de caes diabéticos. As primeiras pesquisas publicadas investigaram os efeitos da
guantidade ou tipo de fibra (BLAXTER; CRIPPS; GRUFFYDD-JONES, 1990;
GRAHAM; MASKELL; NASH, 1994; NELSON et al., 1998; KIMMEL et al., 2000;
GRAHAM et al.,, 2002; FLEEMAN; RAND; MARKWELL, 2009), seguidos pela
suplementacao de cromo (SPEARS; BROWN, 1998; SCHACHTER; NELSON; KIRK,
2001; MUZIK et al., 2011) e tipo de amido (TESHIMA, 2010; TEIXEIRA et al., 2018)
no controle glicémico destes animais. Em alguns destes estudos, foram observados
apenas achados referentes ao controle da hiperlipidemia apés maior ingestéo de fibra
(NELSON et al., 1998; GRAHAM et al., 2002). O aumento da ingestao de fibra tem
como principio diminuir a absorcao entérica de colesterol proveniente da alimentacéo
e a absorcédo dos acidos biliares provenientes da bile. Isso aumenta a excrec¢éao fecal
de ambos e estimula a sintese hepatica de acidos biliares, que é dependente do uso
do colesterol como substrato (FORD; LUDLOW, 2010; FASCETTI; DELANEY, 2012).
O efeito das fibras na diminuicédo da trigliceridemia pode estar associado ao fato de
gue o aumento do conteudo de fibra na dieta de cées influencia na digestibilidade de
diversos nutrientes. Ao diminuir a digestibilidade da gordura pode haver menor
absorcdo deste nutriente e, consequentemente, menor efeito da dieta na
trigliceridemia. Entretanto, diversos estudos apontaram que o aumento da incluséao de
fibora na dieta de cdes apresentou pouco ou nenhum efeito na digestibilidade da
gordura (MUIR et al., 1996; SILVIO et al., 2000; KIENZLE; DOBENECKER; EBER,
2001; GUEVARA et al., 2008; PANASEVICH et al., 2013).

No Unico estudo encontrado com foco na relacdo dos teores de gordura
dietética com a lipidemia de cdes com DM os autores concluiram que alimentos com
menor concentracdo de extrato etéreo diminuiram a colesterolemia, acidos graxos
livres e glicerol; e tendéncia a menor trigliceridemia (FLEEMAN; RAND; MARKWELL,
2009). Entretanto, dietas de baixa gordura podem né&o ser suficientes para o controle
da lipidemia (BAUER, 2011) ou mesmo ndo recomendada a todos os pacientes, ja
gue ha evidéncias de que alguns animais alimentados com alta fibra e baixa gordura
recusam o alimento, perdem peso, apresentam ganho de peso deficiente, defecam
fezes volumosas e amolecidas, podem apresentar flatuléncia, constipacdo, vomito e
pelos opacos, por menor disponibilidade intestinal de outros nutrientes (NELSON et
al., 1991, 1998; KIMMEL et al., 2000; HOENIG et al., 2001; GRAHAM et al., 2002;
FLEEMAN; RAND; MARKWELL, 2009; ZICKER et al., 2010).



17

Em estudo prévio foi observado que o aumento na ingestdo de gordura ndo
alterou as concentracfes séricas de triglicerideos e de colesterol quando os cées
receberam alimento com amido de digestdo lenta. Entretanto, a colesterolemia e
trigliceridemia aumentaram quando os animais receberam um alimento com a mesma
guantidade de gordura, mas a base de milho em comparagéao ao alimento em que a
fonte era ervilha e cevada (TEIXEIRA et al., 2020), o que ressalta a teoria de que
diferentes ingredientes podem alterar o metabolismo lipidico de caes diabéticos.

Como alternativa de tratamento da hiperlipidemia, ha a recomendacao de
suplementar a dieta de cdes (XENOULIS; STEINER, 2015) e humanos (FRANZ et al.,
2003) com éacidos graxos poli-insaturados da série 6mega-3 (AGPI-3), principalmente
eicosapentaenodico (EPA) e docosahexaendico (DHA). Para humanos, além do uso
terapéutico a hiperlipidemia, a suplementacao dos AGPI-3 pode ter efeito benéfico no
controle glicémico (FRIEDBERG et al., 1998; OOSTING et al., 2010; ZHENG et al.,
2016), sem evidéncias na medicina veterinéria e, para animais de laboratério pode
haver efeito sobre a fluidez da bile e consequentemente no esvaziamento da vesicula
biliar, também sem evidéncias para cdes endocrinopatas.

Apesar de indicios de que a inclusdo dietética de AGPI-3 parece resultar em
modificacdes em todo o metabolismo lipidico, para pacientes diabéticos humanos
estas evidéncias ainda sao controversas (FRIEDBERG et al.,, 1998; HAMDY;
BARAKATUN-NISAK, 2016) e para caes diabéticos isso nédo foi investigado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 METABOLISMO LIPIDICO

O metabolismo dos &cidos graxos, para fins didaticos, pode ser subdividido em
vias metabdlicas enddégenas — as quais envolvem a metabolizacdo dos lipidios
produzidos no proprio organismo animal — e as exdgenas. Estas, por sua vez,
compreendem as reacdes relacionadas aos lipidios oriundos da dieta (XENOULIS;
STEINER, 2010). Os triglicerideos correspondem a maior parte da gordura dietética,
associados ao colesterol, fosfolipidios e vitaminas lipossoltveis. A digestdo lipidica
inicia-se no estbmago com a acao das lipases lingual e gastrica, mas ocorre em
grande magnitude no intestino delgado a partir da presenca das enzimas lipase
pancreatica, colesterol-ester hidrolase e a fosfolipase A2. Apesar da digestéo lipidica
ser mais simples, devido a necessidade de hidrélise de poucas ligacdes quimicas e,
portanto, menor necessidade de enzimas em comparac¢ao aos outros macronutrientes
(BEITZ, 2015), a complexidade da digestdo e absorcdo esta na caracteristica de
lipossolubilidade das gorduras, que por isso depende da emulsificacdo pelos sais
biliares, seguida pela hidrélise enziméatica que gerara 0s &acidos graxos e
monoglicerdis, os quais seréo solubilizados em micelas, para entdo serem absorvidos,
reesterificados e agrupados em moléculas transportadoras que carreardo as gorduras
pelo sistema linfatico até o sangue (WASHABAU, 2013).

Dentre os diversos grupos de lipidios organicos, os mais importantes no
contexto clinico sdo os acidos graxos, esteroéis, acilgliceréis e fosfolipidios. Eles
possuem as funcdes de transferéncia de energia entre os érgaos, além de funcdes
como cofator enzimatico, sintese hormonal, constituintes de membrana celular e
mensageiros intracelulares (XENOULIS; STEINER, 2010; CATANOZI, 2015).

O colesterol é o principal esterol no tecido animal e sua reposi¢cao organica se
da principalmente pela sintese endogena e, pequena fracdo oriunda da dieta
(WATSON; BARRIE, 1993). Dentre suas funcdes, as moléculas de colesterol atuam
como substrato a sintese de outros compostos como vitamina D, acidos biliares,
bainha de mielina e hormoénios esterdides (WATSON; BARRIE, 1993; XENOULIS;
STEINER, 2010).

Ja os triglicerideos ou triacilgliceréis, principal membro do grupo dos

acilglicerdis, sdo a forma de reserva energética mais importante nos mamiferos. Assim
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como o colesterol, os triglicerideos possuem como fontes a dieta e a sintese
endogena. A sintese enddgena deste lipidio pode acontecer no figado, tecido adiposo,
glandula mamaria e na mucosa intestinal (XENOULIS; STEINER, 2010; HERDT;
SAYEGH, 2014; BEITZ, 2015). Os triglicerideos séo a juncéo, por ligacdes éster, de
trés moléculas de acidos graxos e uma de glicerol (HERDT; SAYEGH, 2014).

Os 4&cidos graxos sdo moléculas relativamente simples, em geral sao
componentes importantes de outros lipidios e sdo considerados a principal fonte de
energia para a maioria dos tecidos (XENOULIS; STEINER, 2010). Mediante a acéo
da lipase horménio sensivel, h4 a liberagcdo dos &cidos graxos presentes nos
triglicerideos estocados no tecido adiposo. Estes acidos graxos, ao alcangcarem outros
tecidos como musculo esquelético e cardiaco, podem ser utilizados como substratos
energéticos. Além disso, grande parte dos acidos graxos € captada pelo figado que,
ndo so os utiliza como fonte energética, mas também para sintese de corpos cetdnicos
e da lipoproteina VLDL (very low density lipoprotein). Quando estdo sob a forma livre,
antes de serem utilizados para sintese de VLDL, o transporte dos acidos graxos pelo
sangue é realizado por meio da sua ligagao reversivel a albumina, quando passam a
ser chamados de acidos graxos néo esterificados (HERDT; SAYEGH, 2014; BEITZ,
2015).

A forma de transporte das gorduras pelo organismo é importante, pois a
principal caracteristica em comum dos lipidios € sua hidrofobia. Desta forma, para
serem distribuidos entre os tecidos pelos sistemas sanguineo e linfatico, ou seja,
transportados em meio aquoso, os lipidios sdo agrupados em macroagregados
moleculares esféricos chamados de lipoproteinas, que sao macromoléculas
anfipaticas, ou seja, apresentam na sua constituicdo uma camada interna lipofilica e
externa hidrofilica (HERDT; SAYEGH, 2014). Assim, sdo formadas internamente por
um nucleo de caracteristica lipofilica, no qual estardo concentrados os triglicerideos e
o colesterol esterificado; e externamente por componentes proteicos soluveis em agua
(apolipoproteinas), fosfolipidios e colesterol livre. A superficie das lipoproteinas ainda
possui carga elétrica negativa, 0 que impede sua agregacdo e a possivel embolia
gordurosa (BEITZ, 2015; CATANOZI, 2015).

As apolipoproteinas sao fundamentais para a estrutura e metabolismo das
lipoproteinas e sdo divididas em quatro familias principais, denominadas
apolipoproteina (apo) A, B, C e E, com subfamilias designadas por numeros ou

subscritos. Essas proteinas sdo responsaveis por realizar a identificacéo e ligacdo das
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lipoproteinas aos receptores da superficie celular, de modo que as lipoproteinas
possam ser removidas da circulagdo. As apolipoproteinas também séo responséaveis
por ativar enzimas que atuam na metabolizacao lipidica (WATSON; BARRIE, 1993).

Existem diferentes classes de lipoproteina que sdo estabelecidas pela sua
densidade, a qual é determinada pela propor¢cdo de lipidios (baixa densidade) e
proteinas (alta densidade) presentes nas lipoproteinas (BEITZ, 2015). Em cées, ainda
nao ha definicdo de qual seria a melhor classificacdo das lipoproteinas, pois ndo sao
conhecidas todas as caracteristicas funcionais e a composi¢cdo das subfractes,
mesmo baseadas em suas densidades (XENOULIS et al., 2020). Classicamente, as
principais lipoproteinas em cdes sdo o quilomicron [densidade (d) menor
que 0,95g/mL], a VLDL [very-low-density lipoprotein (d<1,006g/mL)]; LDL [low-density
lipoprotein (d<1,019g/mL)] e HDL [high-density lipoprotein (d=1,063 a 1,125g/mL)]
(XENOULIS; STEINER, 2010; CATANOZI, 2015).

Os quilomicrons — as maiores lipoproteinas — sdo sintetizados no reticulo
endoplasmatico liso das células epiteliais do intestino delgado e tém como funcéo
carrear os lipidios oriundos da dieta e da bile, pelo sistema linfatico até a circulacéao
sanguinea sistémica, no ducto toracico (XENOULIS; STEINER, 2010; BEITZ, 2015;
CATANOZI, 2015). Por ter seu nucleo central formado principalmente por
triglicerideos e menor nimero de moléculas de colesterol, esta lipoproteina apresenta
alta concentracao de triglicerideos (BEITZ, 2015).

No sangue, por meio das apolipoproteinas, que funcionardo como marcadores,
o quilomicron interage com enzimas em seu trajeto até o figado. A lipoproteina-lipase,
localizada na membrana basal das células endoteliais dos capilares de alguns tecidos,
principalmente adiposo e muscular (cardiaco e esquelético), hidrolisa os triglicerideos
em mono-, di-glicerol, glicerol e &cidos graxos livres que serdo convertidos em energia,
guando no musculo e, em novos triglicerideos, como forma de reserva energética, no
tecido adiposo (XENOULIS; STEINER, 2010; CATANOZI, 2015). O quilomicron
remanescente, agora com alta concentracdo de colesterol, ao alcancar o figado sera
utilizado como fonte de colesterol para sintese de acidos biliares, VLDL ou estoque
de colesterol esterificado (XENOULIS; STEINER, 2010; CATANOZI, 2015).

A lipoproteina VLDL é sintetizada no figado e tem como funcéo transportar
colesterol e triglicerideos enddgenos para os tecidos. Quanto maior for a captagéo
hepética de lipoproteinas remanescentes com triglicerideos e acidos graxos oriundos
da lipolise, maior sera o estimulo para a sintese de VLDL (CATANOZI, 2015). A
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importancia da VLDL esta no fato de haver um limite no transporte de acidos graxos
oriundos da lipélise do tecido adiposo pela albumina, ou seja, a VLDL passa a ser uma
maneira mais eficiente de conseguir transportar a gordura nos momentos em que 0
tecido adiposo € o responsavel por fornecer energia a outros tecidos, por exemplo em
jejum (HERDT; SAYEGH, 2014).

Esta lipoproteina, semelhante ao quilomicron, interage com a enzima
lipoproteina-lipase fornecendo triglicerideos aos tecidos. Isso aumenta a densidade
da VLDL e causa a perda de algumas apolipoproteinas, o que gera a VLDL
remanescente, também chamada de IDL (intermediary-density lipoprotein), que
apresenta alta concentracdo de colesterol (CATANOZI, 2015). A IDL, ao alcancgar o
figado, pode sofrer catabolismo ou ter parte de seu contetudo de triglicerideos e
fosfolipidios metabolizado pela lipoproteina-lipase hepatica, o que aumenta a
concentracdo relativa de colesterol no interior da lipoproteina, consequentemente
aumenta a sua densidade e converte a IDL em LDL (XENOULIS; STEINER, 2010;
CATANOZI, 2015). Em cées, acredita-se que ndo haja a lipoproteina IDL, ou seja,
nesta espécie ocorre a transformacédo direta de VLDL remanescente em LDL
(XENOULIS; STEINER, 2010; CATANOZI, 2015).

Por sua vez, a LDL, que possui elevado contetido de colesterol e fosfolipidios,
alcanca tecidos especificos nos quais liberar4d o colesterol para ser usado como
componente da membrana celular ou substrato para sintese hormonal (XENOULIS;
STEINER, 2010; CATANOZI, 2015). A problematica quanto a LDL, que a categoriza
como ‘o mau colesterol”, estd no fato desta lipoproteina estar associada ao
desenvolvimento de placas de aterosclerose (BEITZ, 2015). Enquanto a lipoproteina
HDL, que realiza o transporte reverso do colesterol dos tecidos para o figado é
chamado de “bom colesterol”, por auxiliar na minimizagdo da possibilidade de
deposicao de colesterol na parede das artérias (RADER et al., 2009).

Assim, a HDL é a lipoproteina sintetizada no figado que, dentre suas diversas
funcbes, realiza a captacdo de colesterol de tecidos periféricos, inclusive de
macrofagos da parede arterial e, o transporta de volta ao figado, uma vez que poucos
tecidos realizam a metabolizacédo do colesterol (BAUER, 1996; RADER et al., 2009).
A HDL ainda possui a funcdo de transferéncia de apolipoproteinas, por exemplo a
Apo-ClI, para outras lipoproteinas como o quilomicron, o que permite a metabolizagédo

desta macromolécula pela lipoproteina-lipase (BAUER, 1996).
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O padréo de quilomicrons e VLDL parece ser semelhante entre as espécies,
cujas diferencas sdo baseadas principalmente no predominio de LDL ou HDL como
as principais lipoproteinas carreadoras de colesterol (JOHN CHAPMAN, 1986;
WATSON, 1996). Essa distin¢céo de perfil lipoproteico fez com que as espécies fossem
separadas entre “animais HDL” e “animais LDL”. Na tentativa de associar o padréo
dietético nessa classificacao de perfil de lipoproteinas, os herbivoros (coelho, vaca,
cabra e ovelha), junto dos carnivoros (ledo, cdo e alguns pinipides), foram
considerados como “espécies HDL”, devido a menor concentragcao de lipoproteinas
LDL e, apenas algumas espécies, como os humanos, foram agrupadas como “animais
LDL” (JOHN CHAPMAN, 1986). Entretanto, com o0 tempo passou-se a ser mais
especifico nessa denominacao, pois alguns animais pareciam responder mais que
outros as mudancas dietéticas que estimulariam o aumento na concentracao de LDL.
Assim, os humanos, coelhos, hamsters, cobaias, suinos, camelos, rinocerontes e a
maioria dos macacos foram classificados como “espécies LDL”; enquanto cées, gatos,
cavalos, ruminantes, ratos, camundongos e alguns primatas foram agrupados como
“espécies HDL” (BAUER, 1996; WATSON, 1996).

Além desta separacao classica, as subclasses de lipoproteinas ainda podem
gerar outras categorizacdes, mais relacionadas com as diferencas metabdlicas entre
as espécies (BAUER, 1996; XENOULIS et al., 2020). A lipoproteina HDL ainda pode
ser subdividida em HDL1— presente em caes, ratos e suinos e, ausentes em humanos
adultos (GLEESON et al., 1990), HDL2 e HDLs. A diferenga entre elas esta na sua
concentracédo de colesterol captado nos tecidos periféricos. Em caes, a baixa atividade
da enzima CETP (cholesterol-ester-transfer-protein), a qual realiza a transferéncia de
colesterol da HDL para as lipoproteinas LDL e VLDL, permite a maior captacédo de
colesterol na molécula de HDL, gerando a HDLi, o que parece ser uma das
justificativas para a menor incidéncia de aterosclerose em caes em comparagcao a
humanos (XENOULIS; STEINER, 2010), aléem de outras alteracdes metabolicas
relacionadas a transferéncia de colesterol da VLDL para HDL, intensificando o
transporte reverso do colesterol dos tecidos adjacentes para o figado, o que
consequentemente aumenta a excrecao deste lipidio via bile para as fezes
(BAILHACHE et al., 2004; RADER et al., 2009).
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2.2 DIABETES MELLITUS E HIPERLIPIDEMIA

O termo hiperlipidemia se refere a0 aumento na concentracdo sanguinea de
lipidios (triglicerideos e/ou colesterol). Dentre as nomenclaturas, quando o aumento
da concentracdo sanguinea ocorre especificamente pelos triglicerideos d4-se o nome
de hipertrigliceridemia, enquanto pelo colesterol, hipercolesterolemia. Ja o termo
lipemia deve ser empregado quando o plasma ou soro do animal apresentar nitida
aparéncia lactea a olho nu. Dislipidemia, por sua vez, € a homenclatura genérica
utilizada quando h& qualquer alteracdo no perfil lipidico do paciente (XENOULIS;
STEINER, 2015).

A hiperlipemia possui diversas causas. Inicialmente deve-se considerar a
possibilidade de hiperlipidemia pds-prandial, aquela caracterizada pelo aumento da
concentragdo dos lipidios sanguineos que sera resolvida dentre sete a 12 horas ap6s
a finalizacdo da refeicdo (XENOULIS; STEINER, 2015). Este periodo de avaliacdo
pos-prandial € questionado, uma vez que estudos mostraram que apenas 12 horas
em jejum podem nao ser suficientes para diminuicdo maxima da concentracao lipidica
sanguinea (ELLIOTT etal., 2011, 2012), além da auséncia de publicac6es que tenham
avaliado quais séo os valores de referéncia de aumento da lipidemia pds-prandial a
ponto de considerar o animal saudavel neste quesito.

Quando é descartada a situacao pos-prandial, as possibilidades de justificativa
para o aumento nas concentracdes lipidicas classificam a hiperlipidemia em primaria
ou secundéria. A secundéaria, que é a mais comum entre os caes, pode estar
associada a administracdo de medicamentos como fenobarbital (KLUGER et al.,
2008) e a diversas doencas como obesidade (CHIKAMUNE et al., 1995; BAILHACHE
etal., 2003; JEUSETTE et al., 2005; MORI et al., 2011), nefropatia com perda proteica
(DIBARTOLA et al., 1989; LITTMAN et al., 2000; KLOSTERMAN; PRESSLER, 2011),
colestase (DANIELSSON et al., 1977), linfoma (OGILVIE et al., 1994), leishmaniose
(NIETO et al., 1992), parvovirose (YILMAZ; SENTURK, 2007), hipernatremia
(HANSELMAN et al.,, 2006) e, as endocrinopatias como hiperadrenocorticismo,
hipotireoidismo e DM (BRADA,; TOBISKA, 1967; WILSON et al., 1986; GLEESON et
al., 1990; BARRIE et al., 1993; BEHREND, 2015; NELSON, 2015; SCOTT-
MONCRIEFF, 2015). Dentre estas causas de hiperlipidemia secundaria, as mais

comuns sao as secundarias a endocrinopatias (XENOULIS; STEINER, 2015).
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Os hormdnios apresentam efeito direto na lipélise dos triglicerideos e liberacéo
dos &cidos graxos livres do tecido adiposo para o plasma. A noradrenalina, adrenalina
e hormonios adrenocorticotropicos estimulam a enzima lipase hormonio sensivel, o
que gera os diglicerideos e acidos graxos livres (BEITZ, 2015). Especificamente em
relagdo aos diabéticos, sabe-se que a insulina desempenha importante papel no
metabolismo lipidico. Ela é responséavel pela lipogénese nas situagdes pos-prandiais
por meio da estimulacdo de enzimas relacionadas ao anabolismo, ou seja, a reserva
de nutrientes, ao mesmo tempo que inibe as enzimas de degradacéao (HILL; WYSE;
ANDERSON, 2012).

A lipoproteina-lipase esté localizada nas superficies endoteliais dos capilares e
guando ativada catalisa a hidrélise de &cidos graxos presentes no nudcleo de
triglicerideos dos quilomicrons e VLDLs, o que causa a transferéncia desses acidos
graxos para os tecidos. Esta enzima € estimulada por horménios de maneira particular
em cada tecido. A lipase-lipoproteica do tecido adiposo é estimulada pela insulina.
Desta forma, os acidos graxos oriundos da dieta presentes nos quilomicrons e, 0s
acidos graxos sintetizados no figado por meio de outros nutrientes energéticos
(aminoéacidos e moléculas glicidicas) e transportados pela VLDL, seréo captados pelo
tecido adiposo sob a influéncia da insulina. Além disso, também sob a influéncia deste
mesmo hormdnio, os adipdcitos captam glicose e a convertem em &cidos graxos para
estoca-los (HERDT; SAYEGH, 2014).

J& a liberacdo dos acidos graxos do tecido adiposo, ou seja, a lipélise ocorre
quando ha estimulacéo da enzima lipase hormonio sensivel. A insulina também atua
nessa enzima por causar a desfosforilacdo da mesma, o que suprime sua a¢ao. Logo,
em animais saudaveis a enzima estara ativada nos momentos de jejum, pois ha
menores concentragbes sanguineas de insulina. Apesar de outras situagdes como a
presenca de catecolaminas e moléculas neuroreguladoras estimularem esta enzima
e promoverem a lipolise, acredita-se que o efeito inibitério da insulina seja o principal
regulador da mobilizagc&o de gordura do tecido adiposo (HERDT; SAYEGH, 2014).

Assim, nos quadros de DM, devido a auséncia de insulina e menor captagéo
de glicose pelos tecidos insulino-dependentes, ha continua atividade de lipdlise e
diminuicao da lipogénese, ou seja, mais particulas lipidicas circulantes. Logo, ambas
as situacgdes justificam a ocorréncia de hiperlipidemia em pacientes diabéticos (BEITZ,
2015).
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Em humanos com DM tipo 1 s&o relatadas diferentes modificagdes no
metabolismo lipidico como hiperquilomicronemia, aumento da concentragdo
sanguinea de VLDL e LDL, e baixa de HDL. Isso € atribuido a baixa atividade da
enzima lipoproteina-lipase; sintese aumentada de VLDL hepatica pela auséncia de
insulina; menor captacdo de VLDL e remanescentes de VLDL pelo figado devido as
alteracbes na composicdo das apolipoproteinas de superficie da VLDL elou
glicosilacdo das mesmas. Além disso, o maior risco de aterosclerose em pacientes
humanos diabéticos esta associado ndo s6 a maior concentracédo sanguinea de LDL,
mas também ao aumento de triglicerideos presentes nesta lipoproteina, tornando-a
ainda menos densa, o que diminui o reconhecimento pelos receptores endoteliais dos
tecidos e facilita a oxidac&do da LDL nas artérias (OKI, 1995).

Estudos que vislumbrem novas possibilidades de tratamento das
hiperlipidemias associadas a endocrinopatias sao importantes, uma vez que a maioria
dos casos relatados de caes com aterosclerose ocorreu em animais endocrinopatas
(MAHLEY et al., 1977; LIU et al., 1986; KAGAWA et al., 1998; SOTTIAUX, 1999;
HESS; KASS; VAN WINKLE, 2003). Também ja foi observado que além da
hiperglicemia, a hiperlipidemia, inclusive com aumento de 4cidos graxos livres, esta
relacionada a piora do estresse oxidativo em individuos diabéticos, o que pode ser
fator de envelhecimento precoce e predispor a neoplasias (INOGUCHI et al., 2000;
GIACCO; BROWNLEE, 2010; MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). Em cées, foi
observado que citocinas inflamatérias e horménios relacionados a inflamacéo
apresentam diferentes concentracfes sanguineas entre animais saudaveis e
diabéticos, o que aponta a possibilidade de ocorrer maior inflamacao nestes animais
doentes (KIM et al., 2015).

Para o tratamento da hiperlipidemia secundéria, além da terapia voltada a
causa de base, acredita-se que ha a possibilidade de modificacdes dietéticas e 0 uso
de medicamentos. Entretanto, para ambas as terapias, ha poucos estudos clinicos e,
todos eles avaliaram somente concentracdes sanguineas de triglicerideos e colesterol
como variaveis do metabolismo lipidico (NELSON et al., 1998; GRAHAM et al., 2002;
FLEEMAN; RAND; MARKWELL, 2009; TEIXEIRA, 2016; ALBUQUERQUE, 2017; DE
MARCO et al., 2017).

Uma possibilidade de tratamento da hiperlipidemia e de modulacdo das

alteracbes metabdlicas observadas em cées diabéticos é a suplementacgédo dietética
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de AGPI-3 (LEBLANC et al., 2005; XENOULIS; STEINER, 2015; ALBUQUERQUE,
2017), alternativa ainda n&o avaliada neste contexto.

2.3 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS OMEGA-3

Os acidos graxos séo definidos como moléculas organicas de hidrocarbonetos
com uma terminacao carboxilica e uma terminacdo em grupamento metil (GROSS et
al., 2010; HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). Sdo conhecidos como constituintes dos
organismos mais de 50 diferentes &cidos graxos, categorizados de acordo com o
namero de atomos de carbono presente em sua cadeia, seu grau de saturacdo e a
posicdo das duplas ligacdes (GROSS et al., 2010; HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

De maneira geral, os acidos graxos possuem cadeias lineares de 6 a 24
carbonos e aqueles que possuem de 14 a 24 carbonos sao categorizados como &cidos
graxos de cadeia longa. A presenca de duplas ligac6es na cadeia do acido graxo ira
o identificar como um &cido graxo insaturado e, quando ha a partir de duas duplas
ligacdes, sdo chamados acidos graxos poli-insaturados (AGPI) (GROSS et al., 2010;
HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Os AGPI de cadeia longa séo classificados em subtipos chamados de série ou
familia. Esta classificacdo se da de acordo com o posicionamento da primeira dupla
ligacdo presente no &cido graxo. Quando contado a partir da terminacdo do
grupamento metil, os acidos graxos que possuem a primeira dupla ligacao entre os
carbonos de posicéo trés e quatro sédo os considerados pertencentes a série dmega-
3, também chamada de familia 6mega-3 (GROSS et al.,, 2010; HILL; WYSE;
ANDERSON, 2012).

Embora os animais tenham alta capacidade de sintetizar e modificar
estruturalmente os acidos graxos, os mamiferos ndo tém as enzimas necessarias para
gerar duplas ligagBes nas posi¢cdes dos carbonos 3 e 6. Desta forma, estes &cidos
graxos devem ser fornecidos na dieta, o que os tornam acidos graxos essenciais. As
familias dos AGPI dmega-6 e dmega-3 sdo derivadas, respectivamente, do acido
linoléico (18:2n-6) e do acido a-linolénico (18:3n-3). Este, por sua vez, é 0 precursor
dos &cidos graxos que dao origem ao eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3) e
docosahexaendico (DHA; 22:6n-3) (GROSS et al., 2010; HILL; WYSE; ANDERSON,
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2012), aos quais se atribui os possiveis beneficios metabdlicos da suplementacéo de
AGPI-3 (BAUER, 2011).

A principal fonte destes AGPI-3 € o0 0leo de peixes provenientes de aguas
marinhas. Estes se diferem dos demais 6leos devido a grande concentracdo de AGPI
de cadeia longa (20 a 24 carbonos), com média de 18,0% do 6leo como EPA e 12,0%
como DHA (BRUM et al., 2002).

Os efeitos benéficos dos AGPI-3, principalmente EPA e DHA, foram
reconhecidos pela primeira vez no final dos anos 1960, quando evidéncias
epidemiologicas, de uma determinada populacdo humana que consumia dieta com
alta inclusdo de EPA e DHA, mostraram que eles apresentavam baixa incidéncia de
infarto do miocardio (KROMANN; GREEN, 1980; ENDO; ARITA, 2016). Estudos
seguintes ao avaliarem a composicao da dieta e as diferencas no perfil de lipidemia
de humanos relacionaram as menores concentracdes de triglicerideos, colesterol e
diferentes perfis de lipoproteinas de esquiméds as suas dietas ricas em AGPI-3
oriundos de animais marinhos, em comparacdo a alimentacdo de populacdes
dinamarquesas que apresentavam mesmo teor de gordura, porém com diferenca no
perfil de acidos graxos dietéticos (BANG; DYERBERG; HIGRNE, 1976).

Tais efeitos hipolipemiantes foram avaliados em estudos na medicina humana
(ANIL, 2007) e em alguns estudos com cées adultos saudaveis (LEBLANC et al., 2005;
WRIGHT-RODGERS et al., 2005; ARAUJO et al., 2012), saudaveis idosos (HALL et
al., 1999; DE GODOY; MCLEOD; HARMON, 2018) e na hiperlipidemia do Schnauzer
(ALBUQUERQUE, 2017). Entretanto, em outros trabalhos, a suplementacao nao teve
efeitos significativos na concentracdo sanguinea de triglicerideos e colesterol
(HARRIS, 1997; MAZAKI-TOVI; ABOOD; SCHENCK, 2014; BARROUIN-MELO et al.,
2016; COSTA-SANTOS et al., 2019).

Para cdes com hiperlipidemia, foi encontrado apenas um estudo que avaliou
Schnauzers com hiperlipidemia primaria. Dez animais receberam 1000mg de 6leo de
peixe (412,0mg de EPA e 318,1mg de DHA) por dia durante 90 dias, associados a
dieta coadjuvante para tratamento da obesidade (minimo 8,3% de extrato etéreo e
maximo 11,1% de matéria fibrosa, ambos com base na matéria seca). No mesmo
estudo, oito Schnauzers hiperlipidémicos receberam mesma suplementacao de AGPI-
3 porém sem modificagdo na sua alimentac&o original, que ndo poderia ser baseada
em alimentos caseiros ou hipocaléricos. Em comparacao aos valores basais (quando

0S animais recebiam as suas dietas originais, sem as modifica¢des dietéticas), houve
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diminuicdo da trigliceridemia e da colesterolemia dos caes, recebendo o alimento
hipocalérico ou ndo (ALBUQUERQUE, 2017).

Além do uso terapéutico a hiperlipidemia, aventa-se a possibilidade da
suplementacdo dos AGPI-3 também ter efeito benéfico no controle glicémico,
evidéncia observada em ratos e humanos (FRIEDBERG et al., 1998; OOSTING et al.,
2010). Os efeitos dos AGPI-3 provenientes do 6leo de peixe foram avaliados em
apenas um estudo com cées saudaveis, no qual a suplementacdo promoveu mudanca
no perfil de lipidios da membrana celular dos eritrocitos, porém sem resultar em
alteracdes nas variaveis glicémicas e insulinémicas no teste de tolerancia oral a
glicose. Neste estudo, um cdo apresentou hiperinsulinemia e certo grau de resisténcia
insulinica antes de receber os AGPI-3, com melhora na sensibilidade a insulina apés
a suplementacdo com estes nutrientes (IRVINE et al., 2002). A melhora da
sensibilidade insulinica apos recebimento de AGPI-3 foi observada em humanos e
associada com menor liberacdo de acidos graxos néo esterificados dos adipdcitos e
a acao agonista dos AGPI-3 em fatores de transcricdo nucleares como PPAR-a e
PPAR-y, relacionados a sensibilidade insulinica hepatica e muscular e, a menor
inflamacdo do tecido adiposo verificada pela menor producdo de citocinas
inflamatorias, também relacionadas a resisténcia insulinica (OH et al., 2010; ALBERT
et al., 2014). Evidéncias sugerem que alguns tipos celulares possuem receptores de
proteinas G especificos — receptor GPR-120 — que funcionam como receptores para
AGPI-3 (OH et al., 2010). Os receptores de proteinas G sdo iniciadores comuns de
cascatas metabdlicas, alguns ativados por neurotransmissores e outros por ligantes
especiais (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). Neste caso, os GPR-120 estimulam
respostas intracelulares em mondcitos e macréfagos, o que causa ampla minimizagao
da inflamacé&o, com relacdo direta de maior sensibilizagdo a insulina a ponto de serem
considerados fatores antidiabéticos (OH et al., 2010).

O exato mecanismo dos AGPI-3 como hipolipemiantes ndo esta totalmente
elucidado, mas ha hipoteses que incluem a regulacdo de fatores de transcrigcdo
relacionados a lipogénese; aumento da B-oxidacado; estimulo a atividade da enzima
lipoproteina lipase; diminuicdo da absorcéao de colesterol e redugcdo da concentracao
de acidos graxos nao esterificados; diminuicdo da absorcao intestinal de glicose e
lipidios; e por fim, aumento da secrecdo de colesterol via bile (SCHENCK, 2005;
TOTH; DAYSPRING; POKRYWKA, 2009; WATTS; KARPE, 2011; DENG et al., 2015;
XENOULIS; STEINER, 2015).
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Semelhante ao que ocorre em outros mamiferos com altera¢gfes na viscosidade
da bile na vesicula biliar, a analise de metabolémica sugere que cées diabéticos
apresentam alteracdo no metabolismo dos acidos biliares (O’KELL et al., 2017). Ha
também evidéncias de que as endocrinopatias caninas alteram a viscosidade da bile
a ponto de gerar lama biliar (COOK; JAMBHEKAR; DYLEWSKI, 2016). Esta seria
ocasionada pelas alteracdes lipidicas enddcrinas, que parecem estar relacionadas
com a ocorréncia de outra enfermidade no cdo: a mucocele (KUTSUNAI et al., 2014).
Os efeitos dos AGPI-3 sobre o metabolismo lipidico parecem repercutir sobre a
dindmica da vesicula biliar em humanos (WATANABE; GIMBEL; JOHNSTON, 1962;
BERR et al., 1992; MENDEZ-SANCHEZ et al., 2001; CARIATI; PIROMALLI, 2013),
macacos (SCOBEY et al., 1991), e em caes-da-pradaria (Cynomys ludovicianus)
(BOOKER; SCOTT; LA MORTE, 1990; MAGNUSON et al., 1995), sem avaliagcbes em
canideos. Entretanto, na literatura, ja € possivel encontrar relatos de casos de sucesso
no tratamento clinico de mucocele da vesicula biliar canina, em que os autores
associaram a suplementacdo de 6leo de peixe ao protocolo instituido no paciente
(WALTER et al., 2008).

Logo, h& indicios de que a inclusdo dietética de AGPI-3 resulta em
modificacdes em todo o metabolismo lipidico, entretanto para pacientes diabéticos
humanos estas evidéncias ainda sdo controversas (FRIEDBERG et al., 1998;
HAMDY; BARAKATUN-NISAK, 2016) e para caes diabéticos esse aspecto nao foi
investigado.

Apesar dos dados ainda serem controversos, algumas agéncias ligadas a
saude, como a Organizacdo Mundial da Saude, a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United States, a AHA (American Heart Association), dentre outras,
recomendam que a ingestdo de alimentos de origem marinha, que apresentam em
sua composicdo alta concentracdo de AGPI-3, seja aumentada, ou mesmo seja
realizada suplementacéo, para que haja maior ingestdo de 6mega-3 (HARRIS, 2007;
THOMPSON; AMOROSO, 2014). Com isso, ha diversos guestionamentos sobre o
impacto ambiental do aumento do consumo de frutos do mar, bem como o uso de 6leo
de peixe na suplementacdo humana per si ou indiretamente no acréscimo do
ingrediente em alimentos industrializados. Tais questionamentos sdo baseados na
menor capacidade de exploragdo oceanica pelas atividades pesqueiras, devido a
importante reducéo do numero de peixes nos mares (JENKINS et al., 2009; GREENE
et al., 2013; FARMERY et al., 2018). Além da dificuldade de producédo em cativeiro
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dos peixes ricos em AGPI-3, principalmente, dos carnivoros (SPRAGUE; DICK;
TOCHER, 2016).

Diante do exposto, sd0 necessarios estudos que foquem no metabolismo
lipidico de animais com DM, uma vez que a quantidade e a composi¢cao de acidos
graxos neste macronutriente parecem resultar em beneficios para este grupo de
pacientes. A escassez de evidéncias cientificas favoraveis ou contrérias a prescricdo
de suplementacdo nutricional as diferentes doencas faz com que na pratica clinica
estas sejam realizadas de maneira empirica, com gastos financeiros e impactos
ambientais que talvez sejam desnecessarios. Entender de maneira mais aprofundada
0 metabolismo lipidico desses pacientes também pode servir como biomarcador
precoce do DM para cées e servir como modelo de interesse para a doenca na

medicina humana.
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3 HIPOTESE

Devido as evidencias de que os AGPI-3 EPA e DHA podem atenuar alteracdes
metabdlicas, a hipotese do presente estudo é que um alimento enriquecido com 0Oleo
de peixe, importante fonte destes acidos graxos, sera capaz de reduzir a concentracao
plasmatica de triglicerideos e colesterol; modificar o perfil de lipoproteinas plasmaticas
e a velocidade de esvaziamento da vesicula biliar; além de minimizar a glicemia de

caes diabéticos.
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4 OBJETIVOS

4.1 PRINCIPAL
Avaliar os efeitos da suplementacdo do AGPI-3 EPA e DHA na concentracao

plasmética de triglicerideos e colesterol de cées diabéticos.

4.2 ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos da suplementacdo de EPA e DHA no perfil de lipoproteinas de
cées diabéticos;

- Analisar as possiveis alteracbes glicémicas de cées diabéticos apds a
suplementacdo com AGPI-3;

- Comparar o tempo de esvaziamento da vesicula biliar de cées diabéticos com e

sem suplementacéo de 6leo de peixe.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS

Todo o protocolo experimental deste projeto foi conduzido de acordo com 0s
principios éticos de experimentacéo animal e sob aprovagdo da Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP) (protocolo CEUA namero 7943060716) e
apos prévia autorizacdo dos proprietarios dos caes incluidos na pesquisa sob termo
de consentimento livre e esclarecido disponibilizado.

Os animais utilizados no estudo foram selecionados na rotina do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo (HOVET/FMVZ-USP), de acordo com os critérios de inclusédo: caes acometidos
por DM, fémeas (castradas) ou machos, acima de um ano de idade, sem outras
afeccdes concomitantes, com escore de condicdo corporal (ECC) entre 4 e 6, na
escala de 1 a 9 (LAFLAMME, 1997), e pertencentes a proprietarios com
disponibilidade e comprometimento de seguir todo o protocolo experimental. Para a
selecdo foram realizados anamnese, exame fisico, pesagem, determinacdo do ECC,
coleta de sangue para andlises laboratoriais [hemograma; concentracdo sérica de
creatinina, ureia, proteinas totais e albumina; e atividade sérica das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA)] e coleta de urina para exame |

(fisico-quimico) e Il (cultura e antibiograma).

5.2 DIETAS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados no estudo trés alimentos secos extrusados. O primeiro, aqui
chamado de alimento “Basal’ (Ba), apresentava como caracteristicas principais o alto
conteudo de fibra e proteina, moderado em gordura e amido, ou seja, peffil
semelhante ao comumente recomendado para manejo alimentar de caes diabéticos.
Este alimento foi utilizado apenas no periodo de estabilizacdo do DM.

Nos periodos experimentais, foram utilizados os alimentos testes, aqui
nomeados “Alimento controle” (C), “Alimento teste” (A). Os trés alimentos

experimentais foram formulados com fontes de amido de digestédo lenta (ervilha e



38

cevada), alto contetdo de fibra e com conteiddo moderado de gordura, de modo a
tornarem-se semelhantes em sua composi¢cao quimica e de ingredientes (Tabela 1).
A diferenca entre os alimentos estd em seu conteddo de 6mega-3, incluido sob a
forma de 6Oleo de peixe. A racdo C ndo apresentou em sua composicao 0leo de peixe,
enquanto em A foi realizada a inclusdo de 5,0% deste ingrediente. Para que 0s
alimentos apresentassem concentracdes similares de extrato etéreo e acidos graxos
(Tabela 2), principalmente dmega-6, a quantidade acrescida de Oleo de peixe foi
proporcionalmente descontada da gordura de frango. Nos dois alimentos a
suplementacdo de minerais e vitaminas foi a mesma. Como o0 estudo ocorreu por
longo periodo de tempo, foram utilizados trés lotes do alimento C e dois lotes do

alimento A.

Tabela 1 — Composicao quimica (em matéria seca) dos alimentos e lotes empregados no estudo.

ltem C (lote 1) C (lote 2) C (lote 3) A (lote 1) A (lote2)
Proteina bruta (%) 35,60 36,25 37,25 36,56 37,40
Amido (%) 18,98 18,67 20,15 21,08 20,16
Extrato etéreo (%) 15,83 16,53 16,54 18,15 18,54
Fibra bruta (%) 2,05 6,74 4,40 6,33 0,66
Fibra dietética total (%)t 29,88 29,31
Matéria mineral (%) 6,65 6,21 6,68 6,10 6,23
Omega-6 (%) 3,75 3,96 3,58 3,46 3,67
Omega-3 (%) 0,45 0,56 0,48 1,43 1,70
EPA (%) 0,04 0,02 0,02 0,48 0,60
DHA (%) 0,04 0,03 0,02 0,37 0,47
Energia metabolizavel (kcal/kg) 4,25 3,95 4,11 4,05 4,51

INGREDIENTES

Gluten de trigo, farinha de ervilha, cevada, gordura suina, plasma suino em po6, ovo desidratado, farinha

de ervilha, cevada, quirera de arroz, gelatina hidrolisada, L-carnitina, farinha de visceras de frango,
proteina isolada de suino, celulose, polpa de beterraba, gordura de frango, 6leo de peixe*, hidrolisado
de frango, acido propidnico, antioxidante BHA, cloreto de potassio, cloreto de sodio, extrato de yucca,
frutoligossacarideos, levedura seca de cervejaria, mananoligossacarideos, parede celular de levedura,
premix mineral transquelatado (cobre, ferro, iodo, manganés, selénio, zinco), premix vitaminico (acido
félico, acido pantoténico, biotina, colina, niacina, piridoxina, riboflavina, tiamina, vitamina A, vitamina
B12, vitamina C, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3), taurina.

*Ausente no alimento C, inclusdo de 5,0% no alimento A.

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: C =alimento controle; A = alimento teste; ¥Andlise realizada no alimento C lote 2 e A lote 1. EPA=&cido
eicosapentaendico. DHA=4cido docosaexaenoico.
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Tabela 2 — Perfil dos acidos graxos dos alimentos controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de

Oleo de peixe) utilizados no estudo* e percentual de diferenca entre A e C.

Acidos graxos

C

A

Diferenca entre

AeC (%)
Saturados 4,34 4,42 1,90
Monoinsaturados 571 5,37 -5,95
Poli-insaturados 4,15 4,36 5,25
Omega-3 0,52 1,18 127,54
Omega-6 3,63 3,18 -12,39
Trans-isdmeros totais 0,06 0,09 44,00
C12:0 (laurico) 0,01 0,01 0,00
C14:0 (miristico) 0,10 0,27 165,85
C14:1 émega-5 (miristoleico) 0,01 0,01 0,00
C15:0 (pentadecandico) 0,01 0,02 80,00
C16:0 (palmitico) 3,08 3,01 -2,11
C16:1 6mega-7 (palmitoleico) 0,56 0,67 20,09
C17:0 (margarico) 0,03 0,05 50,00
C17:1 (cis-10-heptadecandico) 0,02 0,05 125,00
C18:0 (estearico) 1,04 0,98 -6,02
C18:1 6mega-9t (trans-9-octadecendico) 0,06 0,04 -39,13
C18:1 6mega-9 (oleico) 5,04 4,54 -10,06
C18:2 6mega-6t (trans linoleico) 0,01 0,06 450,00
C18:2 6mega-6 (linoleico) 3,55 3,10 -12,81
C20:0 (araquidico) 0,03 0,03 0,00
C18:3 6mega-6 y (gama linolénico) 0,02 0,02 0,00
C18:3 6mega-3 a (alfa linolénico) 0,30 0,28 -6,67
C20:1 6mega-11 (cis-11-eicosendico) 0,06 0,08 39,13
C20:2 6mega-6 (cis-11,14-eicosadiendico) 0,04 0,04 0,00
C22:0 (behénico) 0,02 0,02 12,50
C20:3 6mega-6 (cis-8,11,14-eicosatriendico) 0,03 0,04 16,67
C22:1 6mega-9 (erucico) nd nd -
C20:3 6mega-3 (cis-11,14,17-eicosatriendico) 0,15 0,18 18,64
C20:4 6mega-6 (araquiddnico) nd 0,01 -
C20:5 6mega-3 (cis-5,8,11,14,17-eicosapentaendico) 0,02 0,38 1577,78
C24.:0 (lignocérico) 0,02 0,02 0,00
C24:1 (nervénico) 0,02 0,03 33,33
C22:5 émega-3 (cis-7,10,13,16,19-docosapentaendico) 0,02 0,06 155,56
C22:6 6mega-3 (cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaendico) 0,03 0,29 792,31

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: *andlise realizada no lote 2 dos dois alimentos.

Os alimentos foram formulados em software especifico e extrusados na fabrica

de racdo da empresa Grandfood Industria e Comércio LTDA, localizada no municipio

de Dourado/SP. As analises bromatolégicas de matéria seca, matéria mineral,

proteina bruta e extrato etéreo em hidrélise acida foram realizadas segundo AOAC
(1995); a fibra dietética total (FDT) de acordo com o método de Prosky et al. (1992) e
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o amido total conforme Hendrix (1993). Estas andlises foram realizadas no Centro de
Desenvolvimento Nutricional e Laboratério Quimico da empresa Grandfood Industria
e Comércio LTDA. A andlise da concentracdo de acidos graxos foi realizada no
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), segundo método descrito pela AOCS
(2014). A energia metabolizivel foi estimada pela formula matematica recomendada
pelo NRC (2006).

Na tentativa de estabelecimento de dose dos AGPI-3 EPA e DHA, com base
nas checagens da quantidade de alimento fornecida aos céaes, foi calculada a ingestéao
diaria de EPA e DHA, de acordo com respectivo lote que cada animal recebia em cada
momento do estudo. Esse valor foi dividido pelo peso corporal e pelo peso metabdlico
dos cées, nos 90° dias (dia da coleta de sangue) dos respectivos periodos
experimentais. Também foi realizado o célculo de ingestdo de matéria seca, nutrientes

e energia.

5.3 ESTABILIZACAO DO DIABETES MELLITUS

Com o objetivo de minimizar as manifesta¢des da doencga, controlar a glicemia
e determinar qual a melhor dose de insulina, antes de serem submetidos ao protocolo
experimental propriamente dito, os animais passaram por periodo de estabilizacdo do
DM no qual receberam o alimento basal (Ba).

O calculo inicial da prescricdo alimentar foi baseado na estimativa da
necessidade energética de manutencdo (NEM) de acordo com a formula
NEM = 95 x PC%"® [PC = peso corporal; (NRC, 2006)]. Essa estimativa da NEM foi
entdo dividida pela energia metabolizavel do alimento (kcal/gramas), o que gerou o
resultado em gramas a serem consumidos pelos caes diariamente. Os proprietarios
foram instruidos a dividir essa quantidade em duas refeicdes diarias, com intervalo de
12 horas, e ap6s cada refeicédo realizar a aplicacdo da insulina. A dose inicial de
insulina utilizada foi de 0,25U/kg de peso corporal, a cada 12 horas (RUCINSKY et al.,
2010). Todos os animais recebiam insulina do tipo NPH.

Para estabilizagéo do paciente diabético, os animais foram avaliados a cada 15
dias para averiguar a necessidade de ajustes na quantidade de alimento ou na dose
de insulina. Os ajustes na dose de insulina foram realizados quando as manifestacdes

clinicas de hipoglicemia (apatia, sonoléncia, convulsdes) ou hiperglicemia (poliuria e
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polidipsia) eram relatadas pelos proprietarios, associados ao valor mensurado da
glicemia antes da alimentacdo e seis horas ap6s a administragdo da insulina. A
guantidade de alimento era alterada, com ajustes de 10,0% a mais ou a menos, caso
0 animal apresentasse perda ou ganho de mais de 5,0% do seu peso, sob a mesma
dose de insulina.

Os animais foram considerados estaveis ap0s periodo de trés retornos
consecutivos sem manifestacdes de poliuria e polidipsia e com valores de glicemia
gue oscilassem entre 90 e 300mg/dL (RUCINSKY et al., 2010), mensurados no
aparelho portatil Accu Chek Active (Roche?), validado para uso em cdes (JOHNSON
et al., 2009).

A partir do momento em que o DM foi considerado estavel, os animais eram
mantidos 60 dias recebendo o alimento Ba — sem alteracéo na dose de insulina — para

serem incluidos no protocolo experimental propriamente dito.

5.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Apos a fase de estabilizacdo, os animais iniciavam o protocolo experimental
propriamente dito, no qual passavam pelos dois periodos experimentais, constituido
por 90 dias cada, nos quais receberam os dois alimentos sob delineamento
randomizado, cross-over e duplo cego. Para isso, os alimentos foram denominados
com as letras A e C por individuo alheio a entrega das races aos proprietarios e a
sequéncia de recebimento dos alimentos foi randomizada no software Excel (verséo
2015)2. Desta forma, os pesquisadores e 0s proprietarios ndo sabiam qual alimento
0S animais estavam recebendo em cada periodo experimental.

No 75° dia de cada periodo experimental os proprietarios participantes
conduziram seus animais ao HOVET-FMVZ/USP para colocacdo do sensor do
sistema de mensuragdo continua de glicemia (SMCG) e no final de cada periodo
experimental (90° dia), os animais eram submetidos aos procedimentos de coleta de
dados e materiais bioldgicos. Para estas avaliacoes, os caes retornavam ao HOVET-
FMVZ/USP sob jejum alimentar de 12 horas. Inicialmente era realizada coleta de

10mL de sangue, por venopuncado da veia jugular. Este era distribuido em tubos do

1Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha.
2 Microsoft Office, Chicago, Estados Unidos da América.
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tipo vacutainer com EDTA, gel ativador de coagulacéo e tubo com EDTA e fluoreto de
sodio. O sangue total ndo coagulado era enviado para realizacdo de hemograma e,
em seguida, a amostra era centrifugada a 3500rpm, por 5 minutos, para separacao do
plasma em aliquotas de 400uL em criotubos, congelados a -80°C, para posterior
analise de lipoproteinas. O vacutainer com sangue coagulado era centrifugado
também a 3500rpm por 5 minutos para separacdo do soro, que era fracionado em
aliquotas de 400uL para mensuracdo das concentracfes séricas de albumina,
proteinas totais, creatinina, ureia e atividade sérica das enzimas ALT e FA; como
forma de avaliar a saude dos animais.

Posteriormente, os cdes eram submetidos a exame de ultrassonografia
abdominal para estimativa do volume da vesicula biliar. Em seguida, recebiam
alimentacdo e a insulina era administrada. Nos tempos 30, 60 e 120 minutos apos
alimentacao, o volume da vesicula biliar era reavaliado por meio da ultrassonografia
abdominal. Neste interim, o sensor do SMCG era removido.

Ainda no 90° dia de cada periodo experimental, a cada duas horas, a contar do
momento antes da refeicéo, era realizada a curva glicémica de 10 horas, e avaliacao
da trigliceridemia e colesterolemia dos animais. Ou seja, no 90° dia de cada periodo
experimental, os animais eram mantidos por 10 horas no HOVET-FMVZ/USP.

Apos finalizacdo destes exames no 90° dia, antes do proximo periodo
experimental, os animais recebiam por 30 dias o alimento controle, como forma de
minimizar o efeito cumulativo de tempo de recebimento de AGPI-3 sobre as variaveis
analisadas. Sendo assim, o protocolo de estudo empregado foi constituido de dois
periodos experimentais de 90 dias e um periodo de washout de 30 dias, ilustrado na

Figura 1.

Figura 1 — Esquema ilustrativo das etapas experimentais do estudo.

AlimentoA ou C AlimentoA ou C
(n=11) (n=11)
| |  SMCG | | SMCG 4
| 1 ! | | ' |
-60 0 75 90 120 195 210
1 1 3

Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: SCMG = implantac&o do sistema de mensuragdo continua de glicemia. Setas = coletas de sangue e
avaliagdo do esvaziamento da vesicula biliar.
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Durante os periodos experimentais (90 dias cada), os animais retornavam ao
HOVET-FMVZ/USP a cada 20 dias para acompanhamento clinico, onde o proprietario
era questionado principalmente sobre o manejo alimentar, manejo insulinico e
manifestacdes clinicas relacionadas ao volume de urina e quantidade de agua
ingerida; o animal era pesado e sua glicemia capilar mensurada. A quantidade de
alimento era aumentada ou diminuida se houvesse, respectivamente, perda ou ganho
de peso maior que 5,0%. Foi determinado que a dose de insulina estabelecida como
adequada durante a fase de estabilizacdo fosse mantida a mesma durante todo o
estudo, exceto nos casos de ocorréncia de manifestacdes clinicas evidentes de
hiperglicemia (principalmente polidria e polidipsia) ou hipoglicemia (apatia, sonoléncia
e convulsao) relatados pelo proprietario.

Para conferéncia do manejo efetuado pelo proprietario em seu domicilio, foi
solicitado que nos retornos o mesmo levasse ao HOVET-FMVZ/USP a quantidade
habitual de alimento que fornece por refeicdo, para ser pesada, bem como a seringa

de insulina com o volume aplicado.

5.5 CURVAS DE TRIGLICERIDEMIA, COLESTEROLEMIA E GLICEMIA

A curva de 10 horas de glicemia, trigliceridemia e colesterolemia dos animais
consistiu na coleta de sangue antes da alimentacdo [amostra em jejum, tempo 0 (t0)],
e a cada duas horas pés-prandial (t2, t4, t6, t8 e t10) para mensuracdo da
concentracdo destes metabdlitos.

Para isso, amostras de 1mL de sangue foram coletadas e acondicionadas em
tubo vacutainer com EDTA e fluoreto de sddio, imediatamente homogeneizadas, e
centrifugadas a 3500rpm, por 4 minutos, no periodo maximo de 2 horas apos a coleta
de sangue. O plasma resultante era separado em microtubos conicos identificados e
congelados a -20° C para posterior analise.

Destas curvas, além das concentracdes plasmaéticas de glicose, triglicerideos e
colesterol em cada um dos seis pontos avaliados, foram obtidas as variaveis:
concentragdo meédia, minima, maxima, diferengca entre concentracdo maxima e

minima, e a area abaixo de cada curva, para cada metabdlito.
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5.6 ANALISES LABORATORIAIS

Todas as andlises laboratoriais deste topico foram realizadas no Laboratorio
Clinico do Departamento de Clinica Médica/lHOVET-FMVZ/USP, Sdo Paulo — SP,
conforme a rotina habitual do local.

Os hemogramas eram realizados em contador eletrénico, para uso veterinario,
da marca ADVIA 2120bl. O hematécrito determinado por meio de tubos
microcapilares. A contagem diferencial dos leucdcitos por microscopia Optica do
esfregago sanguineo.

As concentracdes séricas de creatinina foram mensuradas por meio do
emprego de kit comercial da marca Labtest?, pelo método picrato alcalino. A atividade
sérica da ALT analisada por meio do emprego do kit comercial da marca Biosystems?,
método IFCC; e da FA com o emprego de kit comercial da marca Biosystems?, método
IFCC/SEQC. As andlises de triglicerideos plasméticos pelo emprego de kit comercial
da marca Biosystems?3, método glicerol fosfato oxidase/peroxidase e de colesterol por
meio do kit comercial da marca Biosystems3, pelo método enzimatico
oxidase/peroxidase. A ureia sérica pelo emprego do kit comercial da marca Diasys?,
método enzimatico FS urease GLDH. A albumina por meio do kit comercial da marca
Labtest, método verde de bromocresol, e as proteinas totais por meio do kit comercial
da marca Labtest, método do biureto. As concentracdes de glicose plasmatica para a
curva glicémica convencional de 10hs foram mensuradas pelo método

peroxidase/oxidase, kit comercial Labtest.

5.7 CARACTERIZACAO DE LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Para a quantificacdo do perfil plasmatico de lipoproteinas, antes do
congelamento da amostra a -80°C, fora adicionada as seguintes solugdes

conservantes: benzamidina a 2mM (Sigma® B-6506), 5uL/mL de plasma; gentamicina

1 Siemens, Erlangen, Alemanha.

2 Labtest, Lagoa Santa, Brasil.

3 Biosystem S.A., Barcelona, Espanha.

4 Diasys — Diagnostic System, Holzheim, Alemanha.
5 Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha.
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a 0,5% e cloranfenicol a 0,25%, 20uL desta solugcao/mL de plasma; aprotinina (Sigma
A-6270), 5uL/mL de plasma; e PMSF a 0,5mM (Sigma p-7626), 0,5uL/mL de plasma.

As determinacdes foram realizadas por cromatografia em gel de filtrac&o, pelo
método de cromatografia liquida para separacao rapida de proteinas (FPLC), no
sistema de cromatografia liquida AKTA Purifier (GE Healthcare!). Para a execugéo
desta etapa, 100pL de plasma foram injetados na coluna Superose 6HR 10/30 (GE
Healthcare 17-5172-01) e a eluicdo ocorreu em fluxo constante de 0,5mL/minuto em
meio tampao Tris (Tris 10mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM e NaN3 0,03%, pH 7,0).
Foram coletadas fracdes de 0,2mL em placas de 96 pocos utilizando o coletor de
fracGes automatico. As moléculas de colesterol e triglicerideos das fragdes separadas
foram dosadas por método enzimatico-colorimétrico com kits comerciais Labtest? para
a determinacéo das lipoproteinas VLDL, LDL e HDL. Tais andlises foram realizadas
no Laboratorio de Lipides, LIM-10, Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo — SP.

A distribuicdo percentual de colesterol e triglicerideos foi calculada pela area
abaixo da curva dos picos das fracBes de lipoproteinas obtidas pelo FPLC, e
posteriormente convertidos a numeros absolutos. A quantidade e propor¢cdo de
colesterol em lipoproteinas que ndo sdo HDL (ndo-HDL-c) foi calculada pela subtracao
da quantidade de HDL-colesterol da quantidade de colesterol total.

5.8 CURVA GLICEMICA POR MENSURACAO CONTINUA

Além da curva glicémica convencional, também foi realizada a curva glicémica
com o uso do sistema de mensuracao continua de glicemia. Nesta forma de avaliacdo
glicémica dos caes diabéticos € mensurada a concentracéo intersticial de glicose, e
nao sanguineas, porém o termo glicemia e suas variagdes seréo utilizados nesta tese,
também para este método.

As curvas glicémicas continuas foram realizadas com a utilizagdo do SMCG
Freestyle Libre da marca Abbott?, também descrito como “sistema flash de
monitoramento de glicemia” (CORRADINI et al., 2016; MALERBA et al., 2020). Para

1Bio-Sciences, Uppsala, Suécia.
2L abtest, Lagoa Santa, Brasil.
3Freestyle Libre, Abbott, Reino Unido.
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posicionamento do sensor deste sistema no subcutédneo do animal, primeiramente
realizou-se a tricotomia em regido lateral do pescoco, seguindo o descrito por
Corradini et al. (2016). Apos tricotomia, fez-se a higienizacdo da regido com lenco
umedecido em alcool (fornecido pelo fabricante) para introducdo do sensor, seguindo
as instrucbes do fabricante (Figura 2A). Apds sensor posicionado (Figura 2B),
realizou-se a ativacao do leitor deste sistema, para que apdés 60 minutos — tempo
necessario para adequada lubrificagcdo do sensor pelo liquido intersticial — fosse
iniciada a mensuracao da concentracao de glicose intersticial. Além da fita adesiva ja
acoplada ao sensor, para correta manutencdo do mesmo no paciente, de modo a
evitar deslocamentos ou remocéao precoce pelo animal, apds posicionado nos animais
0 sensor era recoberto por quadrado de 10 x 10cm de fita adesiva do tipo micropore
(Figura 2C), faixa do tipo atadura, malha auto-adesiva e fita adesiva do tipo
esparadrapo (Figura 2Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.D).

Com sensor bem afixado, os animais eram liberados para sua casa e
retornavam em 14 dias para retirada do sensor. O proprietario recebia uma ficha para
anotar os horarios exatos sobre a rotina dos cédes, como momento da alimentacéo,
administracao de insulina e atividade fisica.

A expectativa era que com a manutencdo do SMCG no paciente por 14 dias,
haveria o registro de 20.160 minutos. O SMCG Freestyle Libre registra a glicemia a
cada 15 minutos, ou seja, a curva glicémica deve ser composta por 1344 pontos. Para
adequado armazenamento destas médias, segundo o fabricante, deve ser realizada
no minimo um escaneamento da glicemia (passagem do leitor sobre o sensor com no
maximo 4 centimetros de distancia, semelhante a “leitura” de um cédigo de barras) a
cada 8 horas. De modo a evitar equivocos pelos proprietarios, os mesmos foram
orientados a realizar no minimo quatro escaneamentos, com intervalo de 6 horas.
Para o adequado delineamento da pesquisa, uma vez que o horario de alimentacéo
foi anotado pelos proprietarios, padronizou-se que o inicio da curva glicémica de 336
horas (momento mO) seria a quinta mensuracao da glicemia (1 hora) antes da primeira
refeicdo diaria. Sendo assim, as curvas glicémicas tiveram inicio sempre antes da
primeira refeicdo do dia, em todos os animais, nos dois tratamentos, seguindo o
previamente padronizado por este grupo de pesquisa (TEIXEIRA et al., 2018).

Por meio desta curva glicémica, foram analisadas as variaveis: glicemia média
total; média diurna diaria; média noturna diaria; em jejum diurno diario; em jejum

noturno diario; maxima diurna diaria; maxima noturna diaria; minima diurna diaria;
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minima noturna diéria; diferenca entre maxima e minima diurnas diarias; diferenca
entre maxima e minima noturnas diarias; area abaixo da curva glicémica (AACG); e

tempo em hipoglicemia e hiperglicemia.

Figura 2 — Etapas envolvidas na colocagdo do sensor do sistema de mensuracao continua de glicemia Freestyle

Libre nos animais.

Fonte: Teixeira, F.A. (2018).
Legenda: A) Aplicacéo do sensor em regido tricotomizada e higienizada; B) Sensor fixado no paciente pela fita adesiva do préprio
sensor; C) Fixacdo do SMCG no animal por micropore; D) Fixagdo do SMCG com faixas e atadura.

A glicemia média total foi definida como a média da concentracéo de glicose
intersticial mensurada a cada 15 minutos pelo SMCG em todo o periodo avaliado. A
glicemia média diurna foi considerada como a média dos valores glicEmicos obtidos
entre mO de cada dia [as cinco primeiras glicemias (1 hora) antes da primeira refeicao
diaria] e o momento 12 horas (m12) de cada dia (1 hora antes da segunda refeicao

diaria). A glicemia média noturna foi considerada como a média dos valores glicémicos
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obtidos entre m12 de um dia e mO do dia seguinte. A glicemia em jejum diurno, foi
considerada como a média das cinco mensuragdes antes do momento da primeira
refeicdo diaria, ou seja, as cinco primeiras glicemias diarias, a partir de m0 de cada
dia. A glicemia em jejum noturno foi a média das cinco mensuracfes antes do
momento da segunda refei¢do diaria, ou seja, as cinco primeiras glicemias diarias, a
partir de m12 de cada dia. A glicemia maxima diurna, foi considerada como o maior
valor glicémico no periodo de 12 horas entre mO e m12; assim como a glicemia
maxima noturna, foi considerada como o maior valor glicémico no periodo de 12 horas
entre m12 de um dia e mO do dia seguinte. A glicemia minima diurna, foi estabelecida
como o menor valor glicémico no periodo de 12 horas entre m0 e m12; assim como a
glicemia minima noturna, o menor valor glicémico no periodo de 12 horas entre m12
de um dia e m0 do dia seguinte. A diferenca entre a glicemia maxima e minima de
cada periodo, diurno (m0 a m12) e noturno (m12 a m0), foi calculada pela subtracéo
do menor valor de cada periodo do valor maximo do respectivo periodo.

A AACG significa a area da figura geométrica que se forma abaixo da curva e
foi calculada para todo o periodo pela integracdo numérica (método trapezoidal), por
meio do software R Core Team?.

O célculo da frequéncia de tempo em hipoglicemia (menor que 90mg/dL) ou
hiperglicemia (maior que 300mg/dL) de cada animal foi efetuado por meio da
contagem do numero de mensuracdes em hipoglicemia e hiperglicemia, no periodo
todo, dividida pelo total de mensuracfGes de cada animal, para cada alimento. Vale
ressaltar que o conceito de hipoglicemia e hiperglicemia nao é relativo aos valores de
referéncia para animais saudaveis, mas ao preconizado no estudo como o intervalo
de adequado controle para cées diabéticos: 90 a 300mg/dL (RUCINSKY et al., 2010).

5.9 ESVAZIAMENTO DA VESICULA BILIAR

Ao final de cada periodo experimental, os animais foram avaliados em jejum e
30, 60 e 120 minutos apos a refeicdo por meio de ultrassonografia abdominal, para
determinacao do volume da vesicula biliar e posterior definicdo da fracdo de ejecéo

de conteudo biliar.

IR Core Team. R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation for Statistical
Computing. Vienna, Austria, 2020.
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Para determinacdo do volume da vesicula biliar, inicialmente os animais foram
posicionados em decubito dorsal e tricotomizados em sua regido abdominal, a partir
do 11° espaco intercostal, estendendo-se lateralmente alguns centimetros para
ambos os lados da linha média. Em seguida, foi aplicado o gel acustico (Ultra-gel
Ultra!) para a avaliacdo ultrassonografica da vesicula biliar. A avaliacéo
ultrassonografica foi realizada em modo-B, com equipamento Philips Affiniti 70G2. A
vesicula biliar dos caes foi avaliada com sonda linear de frequéncia variada entre 5 e
18MHz para animais de pequeno porte, microconvexa de 5 a 8MHz para porte médio
ou sonda convexa de 1 a 5MHz para porte grande. Em cada animal, nos diferentes
momentos avaliados, usou-se a mesma sonda.

O volume da vesicula biliar foi obtido pelo método elipsoide previamente
descrito (TSUKAGOSHI et al., 2012). Para isso, 0 comprimento maximo (C) e a altura
méaxima (A) foram mensurados no corte longitudinal e largura méxima (L) no corte
transversal. Tais mensuracdes foram realizadas em triplicata, o0 que gerou trés
volumes de cada vesicula biliar, em cada momento avaliado. Os volumes (V) foram
calculados pela formula: V =0,52 x C x A x L, 0 que permitiu o calculo do volume
biliar médio, de cada momento.

Ja a fracdo de ejecdo da vesicula biliar (FE%) do periodo pdés-prandial foi
calculada em funcéo do volume em jejum (Vo) e dos respectivos volumes obtidos nas
mensuracdes de cada momento pés-prandial (Vx), da seguinte forma:
FE = (Vo - Vx) x 100/Vo (TSUKAGOSHI et al., 2012). Foi calculada a média da FE
entre as trés medi¢des de cada momento (30, 60 e 120 minutos).

De modo a manter o modelo de experimento duplo-cego, o operador
ultrassonogréafico também néo teve acesso a informacgéo de qual alimento os animais

estavam recebendo em cada momento.

5.10 ANALISES ESTATISTICAS
Foram utilizadas analises estatisticas, ao final do estudo, para comparacao das

variaveis entre os dois tratamentos: periodo sob alimento com e sem inclusdo de 6leo

IMultigel, Silvianopolis, Brasil
2Royal Philips, Eindhoven, Holanda
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de peixe. Os dados foram analisados no software R Core Team (2020). O valor de a
estabelecido para considerar o resultado significativo foi de 0,05 (valor de p<0,05).

Os testes estatisticos empregados foram definidos inicialmente de acordo com
a aderéncia a distribuicdo normal dos dados. Para essa avaliacao foi utilizado o teste
de Shapiro Wilk para todas as variaveis. Apos verificada a aderéncia a normalidade,
o teste t pareado foi utilizado as variaveis com distribuicdo normal, enquanto o teste
de Wilcoxon as variaveis nao-normais, para indicar se as mensuracdes das amostras
foram iguais ou diferentes estatisticamente.

As variaveis tempo em hipoglicemia e tempo em hiperglicemia, por serem

proporc¢oes, foi utilizado o teste de qui-quadrado para comparacgéo entre proporcoes.

6 RESULTADOS

6.1 ANIMAIS

Inicialmente foram selecionados os prontuarios de 609 cdes com diagndstico
de DM, porém 11 vieram a O6bito no inicio da triagem, que comecou com 598
individuos. Destes, 408 foram excluidos pela presenca de outras doencas:
endocrinopatias (n=167), neoplasias (n=82), doenca renal cronica (n=24), doencas
cardiacas e respiratérias (n=26), dermatopatias (n=15), neuropatias (n=13), doencas
ortopédicas (n=12), obesidade (n=12), doencas gastroentéricas (n=11), hepatopatias
(n=6), hemoparasitoses (n=3), dentre outras (n=37). O segundo principal motivo de
exclusao foi devido a questdes relacionados aos tutores (n=157) como impossibilidade
de ir ao HOVET-FMVZ/USP na frequéncia necesséaria e ndo seguir as prescrigoes.
Cinco caes diabéticos foram excluidos por serem muito agressivos, trés por
receberem alimentacao caseira e um animal por ter DM juvenil.

Assim, 24 animais iniciaram os periodos experimentais. Destes, dois foram
excluidos por desenvolverem hiperadrenocorticismo durante o protocolo
experimental; um por desenvolver processo neoplasico palpebral; um por diagnostico
de doenca renal crbnica estagio 2; um pela impossibilidade da responsavel pelo
animal em manter as idas ao hospital veterinario e dois por terem sido eutanasiados
(um por tetraparesia ocasionada por discopatia e um por neoplasia nasal sem

diagnostico definitivo). Outros seis animais nao tiveram seus dados incluidos nas
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andlises devido a nédo finaliza¢do do protocolo experimental até o prazo de concluséo
deste trabalho.

As caracteristicas individuais dos 11 cdes remanescentes estdo descritas no
Quadro 1, bem como a concentracdo seérica de triglicerideos e colesterol mensurada
imediatamente antes de serem inclusos no estudo, ap6s o periodo de estabilizagdo
do DM. Com base nas determinacdes bioquimicas, é possivel observar que dentre
todos os cées diabéticos, apos o periodo de estabilizacéo, sete eram hiperlipidémicos
apenas por hipercolesterolemia, um apenas por hipertrigliceridemia, dois por ambas

as condi¢cOes e um animal ndo apresentou hiperlipidemia.

Quadro 1 — Caracteristicas dos onze animais inclusos no estudo.

Insulina NPH o
Idade | PC ) | Triglicerideos” | Colesterol*
ID Raca Sexo ECC | (unidades/kg PC) | Sequéncia
(anos) | (kg) i (mg/dL) (mg/dL)
Manh& | Noite
1 |Lhasa apso | Mi 11 8,7 5 0,5 0,5 C-A 107,4 443,8
3 |Lhasaapso | FC 10 6,1 5 0,5 0,5 A-C 275,9 368,5
6 | Schnauzer | Ml 9 8,9 4 0,7 0,7 C-A 76,1 196,1
7 | SRD FC 12 6,3 5 0,3 0,3 A-C 88,2 535,6
8 | SRD FC 11 9,9 4 0,5 0,5 C-A 123,1 521,6
9 | Labrador FC 9 325| 5 0,3 0,3 C-A 52,7 310,5
10| SRD M 10 |11,4 | 4 0,5 0,5 A-C 815,6 487,5
11 | Maltés FC 7 3,9 5 0,5 0,3 C-A 1307,0 876,0
14 | SRD MC 8 6,8 6 0,5 0,4 C-A 149,2 3715
16 | Border FC 13 |141] 5 0,4 0,4 C-A 71,3 317,7
17 | Lhasa FC 8 10,1 | 5 0,5 0,5 C-A 291,2 240,2

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: SRD = Sem raca definida; Ml = macho intacto; FC = fémea castrada; MC = macho castrado; PC = peso corporal; ECC =
escore de condicéo corporal na escala de 1 a 9 (LAFLAMME, 1997).

“intervalo de referéncia para cies saudaveis de acordo com o Laboratério Clinico do Departamento de Clinica Médica/HOVET-
FMVZ/USP: "40 a 169mg/dL; 125 a 270mg/dL.

Esse achado de maior ocorréncia de alteracbes lipidicas por
hipercolesterolemia desta pequena amostra de cées diabéticos também foi observado
em estudos que induziram DM em cées saudaveis (FASOLI et al., 1954; WILSON et
al., 1986; GLEESON et al.,, 1990) e em cdes com DM naturalmente adquirido
(ROGERS; DONOVAN; KOCIBA, 1975; SEAGE; DROBATZ; HESS, 2018).

Dos 11 animais incluidos, os cédes ID 8 e ID 11 (Quadro 1) ndo aceitavam

alimentacdo no HOVET-FMVZ/USP, o que impossibilitou a realizacao das avaliacdes
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pos-prandiais (curva glicémica convencional, curva de trigliceridemia e colesterolemia,
e mensuracao do volume da vesicula biliar).

Foi realizada a comparacédo do peso dos animais no dia da coleta de sague, no
final de cada periodo de 90 dias e néo foi observada diferenca (p=0,37) no peso médio
dos caes diabéticos (n=11) apds recebimento do alimento C (11,4+9,4kg) e alimento
A (11,3+8,9kg).

6.2 INGESTAO DE NUTRIENTES

Apos iniciarem os protocolos experimentais, era solicitado aos proprietarios dos
caes que, durante as idas ao HOVET-FMVZ/USP, principalmente nos dias das coletas
de sangue (90° dia), levassem a quantidade de alimento que era fornecida ao animal,
para que fosse pesada e comparada com o que fora previamente prescrito. Como
esperado, a ingestdo de matéria seca, proteina bruta, amido, fibra (tanto bruta quanto
a dietética total), 6mega-6 e energia ndo foi diferente (Tabela 3) entre os alimentos
utilizados (C e A) devido a sua similaridade de composicéo quimica (Tabela 1), porém
houve maior ingestdo de gordura, 8mega-3, EPA e DHA ap6s periodo de recebimento
do alimento A, comparado ao C.

Além disso, quando receberam o alimento C, os cées ingeriram em média
8,5+4,1mg de EPA+DHA/kg de peso corporal, equivalente a 14,9+7,2mg/kg®’®. Ap6s
recebimento do alimento A, a ingestdo da soma de EPA e DHA pelos caes foi de
142,9+34,2mg/kg, equivalente a 253,8+74,8mg/kg®’®. Assim, entre os tratamentos
houve aumento aproximado de 17 vezes da ingestdo de EPA+DHA. Nenhum animal
apresentou alteracdo em seu quadro clinico que possa ser entendido como efeito
colateral da ingestdo de AGPI-3. Por ndo ser o objetivo do estudo, ndo foram
realizadas nenhuma andlise especifica para investigacdo de possiveis efeitos
colaterais (LENOX; BAUER, 2013).

A comparagéao da ingestao de EPA e DHA neste estudo com os achados de
literatura n&o é simples, pois a definicdo da ingestdo exata de EPA e DHA usado nas
pesquisas, nas quais foram suplementados AGPI-3 para cdes e avaliadas
colesterolemia e trigliceridemia, ndo é explicita no material e métodos dos artigos

publicados.



Tabela 3 — Ingestao diaria média (+ desvio padrédo) de matéria seca, nutrientes e energia

dos céaes diabéticos (n=11) com alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A;

5,0% de 6leo de peixe).

Item (unidade/kg®"®) Alimento C Alimento A Valor de p
Matéria seca (g) 27,50+7,90 27,7+8,5 0,898
Proteina bruta (g) 10,00+2,80 10,2+3,1 0,668
Amido (g) 5,2+1,4 5,8+1,8 0,098
Extrato etéreo () 4,5+1,3 51+1,5 0,048
Fibra bruta (g) 1,5+0,8 1,3+0,9 0,58*
Fibra dietética total (g) 8,1+2,4 8,1+2,5 0,958
Omega-6 (mg) 1060,9+333,6 977,1+293,4 0,128
Omega-3 (mg) 145,4+48,5 419+123,0 <0,018
EPA (mg) 7,2+3,6 143,8+42,3 <0,018
DHA (mg) 7,7+3,7 110+32,5 <0,018
Energia metabolizavel (kcal) 111,2+31,4 114,6+32,3 0,278

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: kg®™® = quilograma de peso metabdlico. EPA=acido eicosapentaendico. DHA=&cido
docosaexaendico.

*valor de p obtido pelo teste de Wilcoxon; SValor de p obtido pelo teste T pareado.

*Diferenca entre os tratamentos quando valor de p<0,05.

Em seu estudo, LeBlanc et al. (2005) usaram para comparacdo com dieta
controle, em cdes saudaveis, alimento com inclusdo de 1,65% de 6leo de peixe. Na
analise do alimento os autores descreveram que o teste continha 6,95g de 6mega-
3/kg de alimento; 23,669 de 6mega-6; 1,7g de EPA; 2,2g de DHA. Ja o alimento
controle continha, respectivamente: 1,67g/kg de alimento; 40,13g; menos de 0,1g de
EPA; e 0,1g de DHA. Nao ficou claro no estudo qual o consumo alimentar pelos cées
nem qual a energia metabolizavel dos alimentos. Com os dados disponibilizados é
possivel assumir que no estudo aqui apresentado com cées diabéticos, a inclusédo de
Oleo de peixe foi trés vezes maior que a do estudo de LeBlanc et al. (2005), com
mesmo periodo de consumo (12 semanas).

Em animais saudaveis, foi encontrado estudo (ARAUJO et al., 2012) no qual os
autores suplementaram 20 cdes com duas capsulas de 6mega-3 por dia, por 30 dias.
As 10 fémeas tinham em média 7,9+18,1kg e os machos 10,2+22,3kg. Cada capsula
continha 221,83mg de EPA e 136,17mg de DHA, ou seja, 0s animais ingeriram

diariamente 716,0mg de EPA+DHA. Com isso, pode-se extrapolar as informacoes e
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dizer que a dose utilizada, em média, foi em torno de 79,1mg de EPA+DHA/kg. Apesar
de ter padronizado a dieta dos cées, 0os autores ndo deixam claro se o alimento
comercial utilizado continha AGPI-3 e as quantidades. Logo, a dose utilizada por
Araujo et al. (2012) foi aproximadamente metade da utilizada neste estudo com caes
diabéticos.

Por sua vez, Mazaki-Tovi et al. (2014), deixam claro em seu estudo que a dose
média de EPA+DHA utilizada foi de 66mg/kg, fornecidos sob a forma de capsulas.
Entretanto, também nao fica claro nesse estudo se houve a padronizacao dietética e
guanto havia de AGPI-3 no alimento que os animais recebiam. Assim, a dose utilizada
também fora em torno de 45,0% que a usada no presente estudo com cées diabéticos.

Especificamente com cadelas gestantes e seus filhotes, Wright-Rodgers et al.
(2005) compararam os efeitos de quatro alimentos, com diferentes concentracdes de
acidos graxos. Os autores ndo descreveram qual a inclusdo do 6leo de peixe na
guantidade de alimento consumida pelos animais, 0 peso ou a necessidade energética
das fémeas durante a gestacdo nem dos filhotes até 12 semanas de vida, quando o
estudo foi finalizado. Além de serem dietas isonutrientes, a Unica outra informacéo
disponivel qguanto a composic¢ao nutricional foi o contetdo de &cidos graxos expresso
em gramas/100 gramas de &cidos graxos totais no alimento. Péde-se notar que 0s
alimentos variavam de 0,09 a 3,07g de DHA/100g de acidos graxos; 0,09 a 2,83g de
EPA; 7,5 a 39,3g de 6mega-3; e 4,5 a 20,2g de dBmega-6/100 gramas de acidos graxos
do alimento. Desta forma, a dose utilizada de EPA+DHA nado pbde ser obtida.

Godoy et al. (2015; 2018) utilizaram dois alimentos, um sem e um com a
inclusdo de 2,0% de 6leo de peixe, 0 que resultou em diferenca na quantidade de
Omega-3 total (0,24% na controle versus 0,86% na enriquecida, com base em matéria
seca), 6mega-6 total (3,47% vs. 2,21%), EPA (0,02% vs. 0,39%) e DHA (0,01% vs.
0,25%) nos alimentos. Apesar de ter fornecido a informacdo de como estimou a
necessidade energética dos animais, a auséncia de detalhes de consumo e peso dos
cées impossibilitou o calculo preciso da ingestdo de EPA+DHA e a extrapolacéo de
dose para fins comparativos com o presente estudo.

Em estudo mais recente encontrado sobre a suplementacédo de AGPI-3 para
cées (COSTA-SANTOS et al., 2019), cadelas com carcinoma mamario receberam a
partir do 15° dia pos procedimento de mastectomia e castragdo, 45mg de

EPA+DHA/kg de peso corporal por 30 dias, seguido por 30mg/kg por 30 dias, sob a
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forma de cépsulas. Ou seja, dose inferior a fornecida no estudo em questdo e sem
padronizacao da dieta dos animais.

O unico estudo encontrado em que foi realizada a suplementacéao diretamente
sob a forma liquida (BARROUIN-MELO et al., 2016), a dose utilizada foi de 0,2mL de
Oleo de peixe/kg de peso corporal, equivalente a 110mg de EPA+DHA/kg. Dose
também inferior & usada neste estudo com cées diabéticos, porém semelhante ao
outro unico estudo encontrado com cées hiperlipidémicos.

Com foco na hiperlipidemia, Albuquerque (2017) suplementou Schnauzers
hiperlipidémicos primarios, com uma capsula de 6leo de peixe por animal dia, tanto
guando recebiam sua alimentacéo habitual, como ao mudar a dieta para um alimento
coadjuvante para obesidade. O peso dos animais e as caracteristicas do 6leo foram
disponibilizados no artigo, de modo que foi possivel obter a dose utilizada de 104,6mg
de EPA+DHA/kg. Esta foi a maior dose encontrada em estudo com cées, cujo enfoque
era hiperlipidemia, porém em torno de 25,0% menor que a utilizada neste estudo.

Para humanos, ha pesquisas que apontaram ingestdo média de 100mg de
AGPI-3 por dia. J4 alguns orgaos gerenciadores de medidas para melhorar a saude
recomendam 1000mg por semana para a prevencao de doencas cronicas, entre 250
e 1000mg por dia especificamente para prevencado de doencas coronarianas e entre
2,0 a 4,0g por dia para o controle da hiperlipidemia por hipertrigliceridemia
(MOZAFFARIAN; RIMM, 2003, 2006a, 2006b; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003; LICHTENSTEIN et al., 2006; JENKINS et al., 2009).

Desta forma, este estudo utilizou a maior dose ja testada, em comparacédo as
encontradas na literatura, com aproximadamente o dobro da recomendada no
tratamento de cédes com hiperlipidemia que é a de 120mg EPA+DHA/kg%"® (BAUER,

2016). Nesta recomendacao, ndo ha referéncia ao estudo que originou a dosagem.

6.3 VARIAVEIS LIPIDICAS

6.3.1 CURVA DE TRIGLICERIDEMIA E COLESTEROLEMIA

Aposs o consumo de cada um dos dois alimentos utilizados no estudo, por 90

dias cada, sob mesma dose de insulina, com periodo de 30 dias de washout entre

eles, foi avaliado o metabolismo lipidico dos cées diabéticos por meio de curva da
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concentragdo plasmatica de triglicerideos e colesterol, com seis pontos, iniciados
antes da primeira refei¢do do dia e com intervalo de 2 horas entre eles.

Dentre as informacdes obtidas na curva de triglicerideos, apesar de haver
numericamente diferenca entre os seis pontos da curva (Figura 3), nenhuma variavel
calculada apresentou diferenca entre os dois periodos experimentais (Tabela 4).

Jé para colesterolemia, foram observadas menores concentracdes plasméticas
meédias de colesterol em jejum e nos momentos duas, quatro e 10 horas pos-prandial
(Figura 4 e Tabela 4), quando os nove cées diabéticos receberam o alimento
enriquecido com 5,0% de Gleo de peixe. A maior ingestdo de AGPI-3 também parece
ter repercutido na diminuicdo das concentracdes médias, minimas, maximas e na
menor oscilacdo da colesterolemia ao longo do dia, por menor resultado na diferenca

entre valores maximos e minimos de colesterolemia (Tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdes plasmaticas médias (+ desvio padrédo) de triglicerideos e colesterol de caes

diabéticos (n=9) apds a ingestao do alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de

peixe).

Variaveis Triglicerideos Colesterol

(mg/dL) Alimento C Alimento A p* Alimento C Alimento A p*
TO 250,7+230,4 164,4+109,6 0,43% 297,3+59,1 240,2+49,7 <0,018
T2 309,5+226,3 219,1+104,5 0,188 278,5+51,9 223,2+453,7 <0,018
T4 305,8+232,5 225,0+124,1 0,65% 280,9+43,8 231,8+46,0 0,018
T6 220,5+177,1 159,2+141 0,57+ 269,2+52,8 234,1+56,4 0,068
T8 160,7+131,6 118,3+84,7 0,57¢ 271,9+42,6 239,0+57,4 0,068
T10 130,0+87,9 88,8+31,4 0,13% 274,8+49,4 236,9+52,7 0,028
Média 229,5+165,1 162,5+77,4 0,258 278,8+48,6 234,2+52,0 0,018
Minima 114,0+77,3 81,0+27,8 0,20% 260,6+47,0 219,5+50,5 0,028
Maxima 348,8+237,6 261,4+135,5 0,36% 301,8+54,4 249,3+55,7 0,018
A 234,7+187,1 180,4+128,3 0,418 41,2+13,3 29,8+11,4 0,038
AAC 2373,6+1710,6 1696,5+858,4  0,28%  2373,6+1710,6 2333,4+523,0 0,958
Jejum¥ 254,2+210,0 158,7+98,9 0,12% 350,6+135,6 308,3+162,8 0,03%

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: AAC = area abaixo da curva; A = diferenga entre valores maximos e minimos.
*Valor de p obtido pelo teste de Wilcoxon; SValor de p obtido pelo teste T pareado.

*Diferenca entre os tratamentos quando valor de p<0,05.
¥Momento em jejum dos 11 animais que participaram do estudo, devido a inclusdo dos dois cdes que ndo aceitaram alimentag&o no
hospital veterinario e néo participaram das avaliagées pds-prandiais.
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Figura 3 — Curvas de trigliceridemias médias de cédes diabéticos (n = 9) ap0s ingestéo do alimento
controle (C; sem dleo de peixe) e teste (A; 5,0% de éleo de peixe).
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Fonte: Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: Linha cinza correspondente as mensurages pos alimento C (sem inclusdo de 6leo de peixe), e preta as
mensuragdes poés alimento A (incluséo de 5,0% de 6leo de peixe).

Figura 4 — Curvas de colesterolemias médias de cées diabéticos (n=9) apds ingestdo do alimento
controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).
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Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: Linha cinza correspondente as mensuragdes pos alimento C (sem inclusdo de 6leo de peixe), e preta as
mensuragdes poés alimento A (incluséo de 5,0% de 6leo de peixe).

*Correspondem a médias diferentes segundo o teste T pareado (p<0,05).

O primeiro estudo encontrado que comparou a colesterolemia de cées

suplementados com dmega-3 e com grupo nao suplementado teve como foco avaliar
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os efeitos destes &cidos graxos nos cdes apl6s a inducdo de doencas
cardiovasculares. Naquele estudo, os dois grupos de cées foram submetidos a dieta
com 2,0% de colesterol por sete semanas. O grupo suplementado com 1,8 grama de
EPA por dia apresentou numericamente menor aumento na colesterolemia do que o
grupo que nao consumiu EPA, porém, sem diferenca neste aumento e na comparacao
entre os grupos no final das sete semanas (LANDYMORE et al.,, 1985). Nesta
pesquisa, os autores também n&o deixaram claro o peso dos animais, 0 que
impossibilita o calculo da dose de EPA utilizado.

Aratjo et al. (2012) observaram diferenca na concentragéo sérica de colesterol
apos a suplementacdo de caes saudaveis com aproximadamente 79,1mg de
EPA+DHA/kg, tanto nos machos como nas fémeas avaliadas, enquanto o0s
triglicerideos reduziram apenas nas fémeas apos a suplementacdo. Naquele trabalho,
todos os animais mantiveram os valores de trigliceridemia e colesterolemia dentro do
intervalo de referéncia. E, apesar dos autores terem padronizado a dieta dos animais,
nao deixaram claro por quanto tempo eles a receberam e, por se tratar de um alimento
com baixo contetudo de gordura (5,0%), relativamente alto em fibras (6,5%) e com
densidade energética baixa (3300 kcal/kg de alimento), os efeitos hipolipemiantes
encontrados poderiam estar associados a dieta em si e ndo necessariamente a
suplementacdo com AGPI-3, além dos autores ndo terem descrito quanto havia de
AGPI-3 no alimento comercial que os caes receberam, uma vez que isso faria com
gue a dose recebida fosse maior que o ingerido apenas com a capsula.

A importancia da padronizacéo da dieta foi questionada por Mazaki-tovi et al.
(2014) em seu estudo. A baixa dose fornecida de AGPI-3 aos cades saudaveis foi
atribuida pelos autores como um dos possiveis motivos para néo ter ocorrido efeito
da suplementacdo nas concentragfes sanguineas de triglicerideos e colesterol dos
cées saudaveis. Porém, os autores utilizaram 66,0mg de EPA+DHA/kg de peso
corporal, dose aproximadamente 17,0% menor que a possivelmente utilizada por
Araujo et al. (2012) que encontraram efeito hipolipemiante, com mesmo namero de
animais (n=20) e mesmo periodo de suplementacdo (30 dias). Uma importante
diferenca entre os estudos esta na padronizacao da dieta. Mazaki-Tovi et al. (2014)
guestionaram se o fato dos caes participantes do seu estudo terem recebido diferentes
alimentos, inclusive com diferentes concentracdo de AGPI-3, ndo poderia explicar o
fato de n&o terem encontrado efeito da suplementacdo de 6mega-3 sob a lipidemia

dos caes.
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Também sem padronizar a dieta fornecida, Costa-Santos et al. (2019) néo
encontraram efeito da suplementacdo de AGPI-3, para cadelas com neoplasias
mamaria, nas concentracdes sericas de triglicerideos e colesterol. Da mesma forma,
Barrouin-Melo et al. (2016) ndo observaram modificacdo no perfil lipidico dos céaes
com osteoartrite, suplementado com Oleo de peixe sob a forma liquida. Apesar
daqueles autores ndo terem padronizado a dieta dos cées, afirmaram que todos o0s
alimentos consumidos pelos animais continham mesmo perfil nutricional, sem inclusao
de fontes de AGPI-3.

Na pesquisa aqui apresentada, optou-se por realizar a inclusdo do 6leo de
peixe diretamente no momento de producédo do alimento comercial seco extrusado
gue os céaes receberiam, e a analise do perfil nutricional diretamente no alimento,
como forma de garantir a ingestao destes nutrientes de maneira isolada, minimizando
0s vieses, principalmente por se tratar de animais que sdo manejados por seus
proprietarios, 0 que sempre permite a duvida de adequada adesdo ao protocolo
experimental instituido.

Em estudo mais recente com cédes saudaveis (DE GODOY; MCLEOD;
HARMON, 2018), também foi realizada a incluséo de 6leo de peixe diretamente na
producdo do alimento. Assim como nos cdes diabéticos, 0os autores encontraram
apenas menor concentracao de colesterol nos caes que receberam o alimento com
2,0% de inclusdo do oleo, também sem modificacdo na trigliceridemia. Apesar de
terem avaliado em cédes saudaveis, 0s animais apresentavam sobrepeso (ECC 7/9),
h& no minimo um ano, que foi induzido por consumo de alimento hipercalérico. Os
autores ndo expuseram a informacdo se houve mudanca nas concentragbes de
triglicerideos e colesterol dos animais antes e apds o ganho de peso, 0 que seria
interessante para facilitar a extrapolacao dos resultados como auxiliar no controle do
aumento de fragdes lipidicas sanguineas observada em cées obesos (JERICO et al.,
2009; BRUNETTO et al., 2011; USUI; YASUDA; KOKETSU, 2015). No estudo em
guestdo, com cées diabéticos, padronizou-se a inclusdo apenas dos animais com no
maximo ECC 6/9 (LAFLAMME, 1997) para evitar interferéncia do acumulo de tecido
adiposo nas variaveis avaliadas. Foi sugerido por estudo prévio que caes com
sobrepeso podem apresentar resisténcia insulinica e isso poderia modificar a resposta
metabdlica dos cdes a suplementacdo de AGPI-3. Porém, isso seria minimizado pelo

delineamento cross-over, em que cada animal é o controle dele mesmo.
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Anteriormente, 0 mesmo grupo realizou pesquisa semelhante com cées jovens
saudaveis (DE GODOQY et al., 2015). Quando os animais receberam alimento também
com 2,0% de inclusdo de Oleo de peixe, 0s autores encontraram o que chamaram de
tendéncia a menor colesterolemia e, diferente do esperado, maior concentracdo de
triglicerideos quando os caes ingeriram mais AGPI-3. Esse segundo achado foi
atribuido pelos autores a maior trigliceridemia dos caes no inicio do estudo, mas sem
hiperlipidemia.

Os efeitos mais evidentes de hipocolesterolemia do 6leo de peixe também
ocorreram em cadelas durante periodo reprodutivo e nos respectivos filhotes. Wright-
Rodgers et al. (2005) compararam quatro dietas, com concentracdes variaveis de
EPA, DHA e outros acidos graxos e encontraram concentracfes plasmaticas de
colesterol menores nas fémeas que receberam alimento com mais EPA e DHA
durante a gestacao e lactacdo. Além disso, os filhotes nascidos dessas méaes também
apresentaram menor colesterolemia. J& em relacao a concentracdo de triglicerideos,
essa foi maior nos filhotes que receberam o alimento com menor inclusao de 6leo de
peixe. Entretanto, os autores questionam se esses resultados, principalmente o
aumento na trigliceridemia, poderiam ser atribuidos a presenca de menor incluséo de
AGPI-3 ou aos diferentes perfis de saturacdo da dieta e concentracbes de outros
acidos graxos que ndao EPA e DHA. Neste estudo com caes diabéticos, houve variacao
no perfil de &cidos graxos dietéticos, principalmente com maior quantidade no
alimento A daqueles da série dmega-3 em comparacao ao alimento C (Tabela 2).

O Unico estudo encontrado que observou apenas modificacdo da
trigliceridemia, sem efeito da suplementacédo de AGPI-3 na colesterolemia foi o de
LeBlanc et al. (2005), que utilizou 15 animais divididos em trés tratamentos (controle;
inclusédo de 1,6% de 6leo de peixe; e 1,6% de Oleo de peixe + vitamina E), dos quais
0s cdes que receberam apenas suplementacdo de AGPI-3 tiveram reducdo da
concentracao sérica de triglicerideos.

Com animais hiperlipidémicos, foi encontrado apenas um estudo com foco na
avaliacao da possibilidade de minimizacg&o da hiperlipidemia com a suplementacéo de
AGPI-3. No estudo foram utilizados Schnauzers com hiperlipidemia primaria, os quais
apresentaram reducdo tanto de triglicerideos como de colesterol apos a
suplementacdo com cépsulas de 6leo de peixe, que totalizaram ingestdo média de

104,6mg de EPA+DHA/kg de peso corporal, tanto no grupo de caes que tiveram sua
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dieta padronizada com alimento hipocalérico de alta fibra e baixa gordura, como
dentre os animais que mantiveram sua alimentacgéo habitual (ALBUQUERQUE, 2017).

Assim, o estudo em gquestdo, com cées diabéticos, foi o primeiro a avaliar 0os
efeitos da incluséo de Oleo de peixe na dieta de caes endocrinopatas, 0 que resultou
na possibilidade de indicac&o desta suplementagao para 0s animais que necessitarem
de suporte para controle da hipercolesterolemia.

No contexto de investigacdo da relacdo entre AGPI-3 e modificacdes no
metabolismo do colesterol, foi encontrado apenas um estudo com pesquisa
aprofundada em caes (ONTSOUKA et al.,, 2010). Os autores forneceram dieta
suplementada com AGPI-3 a cades com enteropatias cronicas e avaliaram a expressao
de algumas proteinas da membrana do enterdcito, relacionadas com a homeostase
do colesterol, no intestino desses animais. Os cées diagnosticados com doenca
inflamatdria intestinal, provavelmente a classificada atualmente como diarreia
responsiva a imunossupressor (DANDRIEUX, 2016), apresentaram menor
concentragdo de RNA mensageiro da caveolina-1, ABCA1 (ATP-binding cassete
transporter) e SREBP-2 (sterol response element binding protein-2), além de
normalizagdo da concentracdo de RNA mensageiro da NPC1L1. Estas proteinas
atuam na mobilizacdo dos estoques intracelulares de colesterol por terem alta
afinidade para ligacdo com este lipidio, mediarem o seu efluxo para lipoproteinas de
alta densidade, regularem a sintese enddgena de colesterol de acordo com a
concentracdo deste lipidio em determinados ambientes organicos, o removerem de
compartimentos endossomais nas células e facilitarem o0 seu transporte para o
complexo de Golgi ou carreadoras vesiculares (SIMONS; IKONEN, 2000; LEVY et al.,
2007). Apesar de seu carater preliminar e alguns vieses inerentes a metodologia
utilizada, os autores deste estudo mostraram possivel interferéncia dos AGPI-3 nas
proteinas da membrana celular do enterdcito (ONTSOUKA et al., 2010), fundamentais
para que ocorra a absorcdo do colesterol intestinal (LEVY et al., 2007). Em outra
pesquisa em cdes com DM induzida, os autores mostraram relagdo importante da
colesteroidogénese intestinal como causa da hipercolesterolemia dos caes diabéticos
(KWONG et al., 1991). Logo, a atuacdo dos AGPI-3 com estas proteinas poderia
justificar a minimizacdo da colesterolemia dos pacientes caninos diabéticos. Além
disso, essa interacdo do 6mega-3 poderia ocorrer em outros tecidos no organismo
canino e justificar modificagbes enddgenas no metabolismo lipidico em outras

situacdes clinicas, além das enteropatias cronicas.
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6.3.2 LIPOPROTEINAS

Ao final do fornecimento de cada um dos alimentos utilizados no estudo (C e
A), foi mensurado, por meio da metodologia FPLC, o perfil lipidico das lipoproteinas
plasmaticas dos caes diabéticos.

Como pode ser observado na Tabela 5, as fracdes de VLDL dos cées diabéticos
tiveram, em média, menores concentracdes de colesterol apos o periodo em que
receberam o alimento com inclusdo de 5,0% de Oleo de peixe, tanto em valores
absolutos (mg/dL) como na proporcdo (%) da distribuicdo de colesterol entre as
lipoproteinas avaliadas. Na Figura 5 estdo ilustradas as curvas médias de

absorbancias dos caes diabéticos obtidas pela metodologia FPLC.

Tabela 5 — Peffil lipidico médio (+ desvio padrédo) das lipoproteinas de cdes diabéticos (n=11)
apos a ingestédo do alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).

Variaveis Alimento C Alimento A Valor de p

Colesterol total, mg/dL 350,7+135,6 317,8+162,5 0,078
VLDL-c,mg/dL 81,3+105,5 34,5+51,6 <0,01%
% 19,5+14,8 8,5+6,7 <0,01%
LDL-c,mg/dL 109,0+62,6 116,2+110,0 0,608
% 30,3+14,9 32,4+20,4 0,77+
HDL-c,mg/dL 160,4+44,5 167,2+66,8 0,47+
% 50,3+17,7 59,1+23,1 0,08%
nado-HDL-c,mg/dL 190,3+140,5 150,6+153,8 0,05%
% 49,7+17,7 40,9+23,1 0,08t

Triglicerideos totais, mg/dL 254,3+209,9 166,7+105,9 0,24*
VLDL-tg,mg/dL 175,0+168,4 114,9+94,6 0,41%
% 72,0+21,6 65,5+17,1 0,18*
LDL-tg,mg/dL 59,3+94,1 32,9+20,1 0,97+
% 20,7+16,8 22,3+11,0 0,53%
HDL-tg,mg/dL 20,0+33,0 18,9+24,9 0,22%
% 7,3+45,9 12,2+10,7 0,15%

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: VLDL =very low density lipoprotein; LDL = low density lipoprotein; HDL = high density lipoprotein; -c = contetido
de colesterol nas lipoproteinas; -tg = contetido de triglicerideos nas lipoproteinas.

*Diferenca entre os tratamentos quando valor de p<0,05.

*valor de p obtido pelo teste de Wilcoxon. $Valor de p obtido pelo teste T pareado.

Quanto a distribuicdo de colesterol nas outras lipoproteinas e de triglicerideos
entre todas as lipoproteinas, ndo foi observada diferenca entre os dois alimentos

avaliados.
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Quando se avalia as diferencas no perfil lipoproteico entre cdes saudaveis e
diabéticos, ndo ha& consenso entre o0s estudos, pois percebe-se que a
hipercolesterolemia dos pacientes caninos diabéticos ocorreu tanto por maior acumulo
desse esterol nas particulas de VLDL e HDL, como por aumento distribuido entre
todas as lipoproteinas avaliadas, principalmente LDL (ROGERS; DONOVAN;
KOCIBA, 1975; WILSON et al., 1986; BARRIE et al., 1993; WHITNEY et al., 1993;
SEAGE; DROBATZ; HESS, 2018). Porém, dentre os poucos estudos encontrados
com DM naturalmente adquirido (WILSON et al., 1986; SEAGE; DROBATZ; HESS,
2018), os autores ndo padronizaram as dietas dos animais intra- e inter-grupos e os
tempos prévios de jejum ndo séo explicitos, o que pode ter alterado os resultados e
tornado o assunto ainda menos conclusivo, mesmo em estudos com animais

saudaveis.

Figura 5 — Distribuicdo média de triglicerideos e colesterol de acordo com a absorbancia das lipoproteinas de

cées diabéticos (n=11) apdés a ingestédo do alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo

de peixe).
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Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: VLDL=lipoproteina de densidade muito baixa. LDL=lipoproteina de densidade baixa; HDL=lipoproteina de alta densidade.
*Correspondem a médias diferentes segundo o teste de Wilcoxon (p<0,01).

Em cées saudaveis, foram encontrados apenas dois estudos que interviram
com a suplementacdo de AGPI-3, principalmente EPA. Em ambos, os animais
passaram por procedimento cirdrgico de indugéo de infarto no miocéardio e a avaliagao
lipoproteica foi um achado secundario ao objetivo central dos estudos. Cabhill et al.

(1988) suplementaram 2 gramas de EPA por dia, durante trés meses aos caes e, em
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comparacdo aos individuos ndo suplementados, ndo foi observada modificacdo na
concentracgédo e distribuicao plasmatica de colesterol entre as lipoproteinas. Da mesma
forma, Casali et al. (1986) também n&o observaram diferenca nestas variaveis entre
caes que receberam alimento comercial completo e dieta a base de peixe, 6leo de
peixe e suplementacédo de vitaminas e minerais, apesar de ter observado mudanca na
concentracdo de &cidos graxos séricos dos caes: 0,1% de EPA no grupo controle e
25,0% no grupo suplementado. Neste estudo, os autores ndo deixaram claro o perfil
nutricional das dietas utilizadas, o que poderia ajudar na interpretacéo dos resultados.

Em cadelas que foram submetidas a mastectomia e castracgéo, foi encontrado
um estudo no qual foi fornecida suplementacdo de AGPI-3, porém sem modificacéo
no perfil lipoproteico dos animais (COSTA-SANTOS et al., 2019). Esse resultado
poderia ser diferente caso a interpretacdo dos dados fosse associada a informacao
do perfil nutricional dos alimentos que os caes recebiam. Além disso, os autores
comentaram que a dose de AGPI-3 utilizada (45mg de EPA+DHA/kg nos primeiros 30
dias de suplementacdo, seguida por 30mg/kg nos 30 dias seguintes) pode ser
considerada baixa.

Na literatura, ndo foi encontrado nenhum estudo que tenha realizado
intervencédo dietética em cées diabéticos e posteriormente mensurado a distribuicéo
da concentracdo plasmética de triglicerideos e colesterol entre as lipoproteinas.
Diante da auséncia de achados desta avaliagdo com caes hiperlipidémicos, pode-se
dizer que este é o primeiro estudo que avaliou o perfil lipoproteico de cdes com
hipertrigiceridemia e/ou hipercolesterolemia, secundarias a endocrinopatias, apés a
suplementacdo com AGPI-3.

O célculo do ndo-HDL-c como ferramenta de avaliagcdo do metabolismo lipidico
de cées diabéticos fora usado previamente em outro estudo com céaes diabéticos, o
qgual mostrou que o DM canino culmina em hipercolesterolemia principalmente por
aumento do LDL-c e ndo-HDL-c (SEAGE; DROBATZ; HESS, 2018). No estudo aqui
em questao, a suplementacédo de AGPI-3 fez com que a concentracao de ndo-HDL-c
diminuisse em relacdo ao momento que os caes ingeriram o alimento sem 6leo de
peixe (p=0,05). Com base em estudos com humanos diabéticos, alguns autores
afirmaram que o uso do n&o-HDL-c como marcador de metabolismo lipidico é
interessante por ser um preditor importante de alteracdes relacionadas a doencas
cardiovasculares e aterosclerose (COLE et al., 2013; BJORNSTAD et al., 2015).
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J& os resultados da avaliacdo do perfil lipidico de humanos frente a
suplementacdo com EPA e DHA ainda sao controversos, com dificuldade de
comparacdo e interpretacdo dos resultados devido a ampla variacdo de
delineamentos experimentais e metodologias de analise dos lipidios plasmaticos,
além de variacdo ou auséncia de informacéo quanto a dosagem utilizada e formas de
suplementacao dos AGPI-3 e, dos perfis nutricionais dos individuos participantes das
pesquisas (BAGDADE; RITTER; SUBBAIAH, 1996; HARRIS, 1997; MORI et al., 1999;
FAKHRZADEH et al., 2010; JEPPESEN; SCHILLER; SCHULZE, 2013; TAGHIZADEH
et al., 2016; CADARIO et al., 2019). Quando os estudos com suplementacao de 6leo
de peixe para pacientes humanos com hiperlipidemia sdo compilados, sob a forma de
meta-analises, ha evidéncia de que o 6leo de peixe atua na reducéo da concentracao
sanguinea de triglicerideos, inclusive com relevancia clinica, sem modificacdo na
concentracéo de colesterol (ESLICK et al., 2009).

No quesito relevancia clinica, pode-se observar que, quando se compara as
concentracfes plasmaticas de triglicerideos e colesterol em jejum dos 11 caes
diabéticos do estudo em questdo (pela inclusdo dos cdes que ndo aceitaram
alimentacdo no HOVET-FMVZ/USP), em funcéo das dietas, houve reducao numérica
na trigliceridemia de seis animais (n=6/11), com diminuicdo média de 32,7% ao se
considerar os 11 animais (Figura 6), porém sem diferenca (Tabela 4; p=0,12). Pode-
se guestionar que a auséncia de diferenca entre os momentos esteja relacionada ao
fato de que os cinco cdes que ndo apresentaram reducao na trigliceridemia tiveram
concentracbes deste lipidio dentro do intervalo dos valores de referéncia (40 a
169mg/dL) nos dois periodos avaliados. Apesar de ndo terem diferido, esses dados
mostram que pode haver relevancia da suplementacdo de AGPI-3 para alguns

[ 1}

animais e, caso o “n” amostral do estudo fosse maior, com mais animais
hipertrigliceridémicos, talvez houvesse maior poder do teste estatistico.

Em relacdo aos resultados de colesterolemia, a analise do momento em jejum
dos 11 cdes manteve a menor concentracdo dos animais apés ingestao do alimento
A do que do alimento C (Tabela 4) e a reducdo ocorreu em mais individuos (n=9/11;
Figura 7) do que para a trigliceridemia, porém com diminuicdo média de menor
magnitude: 8,5%.

Essa ampla variacdo individual observada, principalmente nas variaveis
relacionadas a curva de trigliceridemia, expressos como altos valores de desvio

padrao, ja foram observados em outros estudos (DE MARCO et al., 2017), inclusive
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em cées diabéticos (FLEEMAN; RAND; MARKWELL, 2009). De Marco et al. (2017),
encontraram variagdo na concentracdo sanguinea de triglicerideos de 350 a
4356mg/dL. O motivo deste metabdlito lipidico variar tanto entre individuos néo foi
encontrado na literatura, porém ha a hipotese de que poderia ser uma resposta
fisioldgica individual a diferentes necessidades de insulina entre os pacientes caninos
diabéticos ou estar relacionado a outras diferencas individuais ja observadas como
em marcadores inflamatdrios e hormoénios como a leptina (O’'NEILL et al., 2012; KIM

et al., 2015), o que precisaria de novos estudos para ser explicado.

Figura 6 — Concentracdes de triglicerideos plasméticos de cées diabéticos (n=11) apés

ingestdo de alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).

Trigliceridemia em jejum individual
600,0
500,0 *~ll
= T _
T 400,0 . D1
o - D3
£ = <. g o
300,0 S D
i D&
T~ D9
200,0 - o
u - - D1
100,0 —izimimicimim imi= D14
gimizimiminininini 3 -
0,0 | : : - by
C A
Alimentos

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: ID=identificagdo dos animais inclusos no estudo. Linha continua preta horizontal representa o limitrofe
superior do intervalo de valor de referéncia da trigliceridemia canina (40 a 169mg/dL), de acordo com o
Laboratério Clinico do Departamento de Clinica Médica/HOVET-FMVZ/USP.

Ha pouca informacéao disponivel para a espécie canina quanto aos mecanismos
de acao envolvidos no efeito hipolipemiante dos AGPI-3. Na tentativa de explicar tais
aspectos, foram encontrados na literatura da medicina humana diversas
possibilidades, que explicariam principalmente a reducdo na concentracdo sérica de
triglicerideos, como a menor inducéo a sintese de triglicerideos e de VLDL hepatica;
menor secrecdo de VLDL hepatica; maior estimulo a atividade da lipoproteina-lipase

do endotélio vascular para maior captacdo de moléculas de triglicerideos do
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quilomicrom e VLDL, e consequente maior catabolismo lipidico (NESTEL et al., 1984;
BAYS et al., 2008).

Figura 7 — ConcentracBes de colesterol plasmatico de cdes diabéticos (n=11) apéds

ingestdo do alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).
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Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: ID=identificagdo dos animais inclusos no estudo. Linha continua preta horizontal representa o limitrofe
superior do intervalo de valor de referéncia da colesterolemia canina (125 a 270mg/dL), de acordo com o
Laboratoério Clinico do Departamento de Clinica Médica/HOVET-FMVZ/USP.

Entretanto, poucas avaliacbes foram realizadas em cées, e sabe-se que o
metabolismo lipidico nesta espécie apresenta algumas particularidades
(OUGUERRAM et al.,, 2004; XENOULIS; STEINER, 2010). Diversos autores ja
mostraram que ha naturalmente menor atividade da CETP nos cées, a qual, em
comparacao a de humanos, varia de 1,0 a 27,0% (HAA; BARTER, 1982; CHEUNG,;
WOLFBAUER; ALBERS, 1996; GUYARD-DANGREMONT et al., 1998; TSUTSUMI;
HAGI; INOUE, 2001). Isso faz com que o cao saudavel mantenha menor concentracao
de LDL-c e maior de HDL-c (BAILHACHE et al., 2003; XENOULIS; STEINER, 2010).

Em humanos, alguns pesquisadores mostraram que quando ha modificacdes
na acao da insulina, como nos diabéticos insulinodependentes (BAGDADE; RITTER;
SUBBAIAH, 1996), ndo-insulinodependentes (BAGDADE et al., 1993) ou obesos com
resisténcia insulinica (DULLAART et al., 1994), ha maior atividade da CETP, o que
justificaria 0 aumento do colesterol ndo-HDL nestas situagdes. Nao foram encontrados

na literatura estudos que provem que em céaes diabéticos ha aumento da atividade da
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CETP, mas alguns autores que estudaram cdes obesos com resisténcia insulinica
defendem essa hipotese, visto que ja encontraram resultados compativeis a essa
afirmacdo, como por exemplo o aumento de VLDL-c e HDL-tg, justificado pela
transferéncia de colesterol da VLDL para a HDL por meio da troca por triglicerideos
(BAILHACHE et al., 2003).

A relagéo dos AGPI-3 com a atividade da CETP foi demonstrada por Bagdade
et al. (1996), que apoOs suplementar Oleo de peixe a pessoas com DM
insulinodependente, observou menor trigliceridemia desses individuos, reducéo para
a normalidade da atividade de transferéncia de colesterol esterificado da HDL para
lipoproteinas de menor densidade e aumento nas concentra¢des de CETP. O suposto
aumento de atividade da CETP em individuos diabéticos sendo minimizado pelo
Omega-3 justificaria os resultados lipoproteicos com caes diabéticos aqui
apresentados, pois uma vez a CETP catalisando a transferéncia do colesterol
esterificado da VLDL para a HDL, em troca de triglicerideos (BAILHACHE et al., 2003;
XENOULIS; STEINER, 2010), seria esperada diminui¢do do VLDL-c com aumento do
HDL-c e do VLDL-tg. A primeira expectativa foi cumprida neste estudo, uma vez que
houve diminui¢do da VLDL-c absoluta e relativa (p<0,01) e da ndo-HDL-c (p=0,05) dos
cdes com DM apés receberem EPA+DHA em comparacdo ao periodo sob alimento
controle. Ja o aumento de HDL-c ap6s alimentacdo com AGPI-3 néo foi observado,
porém se considerarmos valor de p<0,10 como tendéncia a diferenca, podemos
observar possivel aumento (p=0,08) nos valores de HDL-c relativos e a diminuicdo do
nao-HDL-c relativo. Talvez a alteragdo de VLDL-tg aconteceria se houvessem mais
animais hiperlipidémicos do que na amostra populacional aqui utilizada.

Apesar desta teoria, pesquisadores que forneceram suplementacao de acido
nicotinico a caes obesos com resisténcia insulinica aventaram a hip6tese que esta
suplementacao estimularia modificacdo no perfil de lipoproteinas independente da
atividade da CETP (LE BLOC’H et al., 2015). A relacéo da reducao da colesterolemia
com a suplementacdo de AGPI-3, sem associacdo com a atividade do transporte
reverso do colesterol foi sugerida em um estudo, no qual os pesquisadores
observaram maior excregéo biliar de colesterol em ratos que ingeriram dieta com
inclusédo de 6leo de peixe (MORGADO; RIGOTTI; VALENZUELA, 2005), mas sem
dados em cées.

Assim, mais estudos sdo necessarios para o entendimento do(s) mecanismo(s)

de modificacdo do metabolismo lipidico em cées diabéticos, promovido pelos AGPI-3,
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bem como para o entendimento das alteragdes que as endocrinopatias causam nos

caes.

6.4 ESVAZIAMENTO DA VESICULA BILIAR

Caes com hiperlipidemia parecem ter maior risco de desenvolvimento de
doencas emergentes da vesicula biliar, como a colelitiase e mucocele (XENOULIS,
2014; YOUN et al., 2018). Especificamente a hipercolesterolemia aumentou 2,92
vezes o risco para desenvolvimento da mucocele de vesicula biliar e 9,72 vezes para
colelitiase. JA os cdes com hipertrigliceridemia apresentaram risco de 3,55 para
mucocele e 12,91 para colelitiase (KUTSUNAI et al., 2014; LEE; KWEON; KIM, 2017).

As endocrinopatias, além de serem possiveis causas de hiperlipidemia, alteram
a viscosidade da bile (COOK; JAMBHEKAR; DYLEWSKI, 2016), o metabolismo dos
acidos biliares (O’KELL et al., 2017; JERGENS et al., 2019) e predispdem a mucocele
de vesicula biliar (MESICH et al., 2009; LEE; KWEON; KIM, 2017; AICHER et al.,
2019).

Assim, como a bile é uma importante via de excre¢cdo do colesterol
(PERTSEMLIDIS; KIRCHMAN; AHRENS, 1973), julgou-se importante estudar a
vesicula biliar como parte da adequada avaliacdo do metabolismo lipidico dos caes
diabéticos, com a hipétese de que a suplementacdo de AGPI-3 poderia minimizar a
hiperlipidemia e, uma das possiveis explicacdes, seria 0 aumento da excrecdo de
colesterol por esta via. Para isso, foi definida a fragéo de eje¢&o de bile e o volume
biliar dos caes ap6s 90 dias de ingestédo dos alimentos controle (C, sem 6leo de peixe)
e teste (A, com 5,0% de inclusdo de 6leo de peixe). Tais variaveis foram avaliadas por
meio de ultrassonografias da vesicula biliar, com mensuragdo do comprimento
maximo e altura maxima no corte longitudinal (Figura 8A) e da largura maxima no
corte transversal (Figura 8B) (TSUKAGOSHI et al., 2012).

Como pode ser observado na Tabela 6, ndo foi encontrada nenhuma diferenca
entre os volumes biliares médios e entre as fracbes de ejecao biliares médias dos

cées diabéticos quando receberam o alimento A ou alimento C.
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Figura 8 — Imagem ultrassonogréfica da vesicula biliar de cdo diabético como exemplo
das mensuracdes efetuadas no estudo. A) Comprimento e altura no corte longitudinal.

B) Largura no corte transversal.

Fonte: Servigo de Diagnéstico por Imagem, FMVZ/USP (2020). Adaptado por Teixeira, F.A. (2020).

Na literatura foi encontrado um caso relatado de cdo com mucocele de vesicula
biliar ao qual foi instituido como parte do tratamento a suplementacdo com 0Oleo de
peixe (WALTER et al., 2008). Nao foram encontrados estudos que tenham avaliado o
real efeito dos AGPI-3 na vesicula biliar de caes. Porém, quando sdo usadas outras
espécies como modelo de estudo para doencas da vesicula biliar, principalmente
colelitiase, sdo encontrados experimentos nos quais 0s autores observaram menor
saturacao de colesterol biliar, nucleacao e frequéncia de colelitiase; concentracdo de
acido araquidénico (relacionado com processo inflamatério e ocorréncia de litiase
biliar); producgéo de prostaglandinas na vesicula biliar; e mais colesterol e AGPI-3 nos
fosfolipidios da bile em ratos (MORGADO; RIGOTTI; VALENZUELA, 2005), macacos
(SCOBEY et al., 1991), hamsters (MIZUGUCHI et al., 1997) e cées-da-pradaria
(Cynomys ludovicianus) (BOOKER; SCOTT; LA MORTE, 1990; MAGNUSON et al.,
1995). Os fosfolipidios com AGPI-3 por serem menos hidrofébicos, facilitariam a
excrecao e fluidez da bile (SCOBEY et al., 1991).
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Tabela 6 — Volume e fracdo de ejecdo biliar médios (+ desvio padrdo) de cdes diabéticos (n=9) apos

ingestdo de alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de Gleo de peixe).

Momento Volume biliar (mL/kg) Fracao de ejecao (%)

(minutos) Alimento C Alimento A p* Alimento C Alimento A p*
0 1,3+1,0 1,3+1,0 0,798 - - -
30 1,2+41,0 1,3+1,1 0,06+ 11,4+421,8 -6,6+23,1 0,06%
60 1,2+0,9 1,1+0,8 0,45+ 9,8+28,2 15+13,9 0,65+
120 1,1+0,9 1,1+1,0 0,87+ 15,5+23,0 16,1+31,0 0,82%

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: *Valor de p obtido pelo teste de Wilcoxon; SValor de p obtido pelo teste T pareado.
*Diferenca entre os tratamentos quando valor de p<0,05.

Tais efeitos justificariam a diminuicdo da colesterolemia encontrada nos cées
diabéticos suplementados com 6Gleo de peixe, porém parece néo ter afetado a fluidez
da bile dos cées deste estudo. E importante apontar que a mudanca na fluidez poderia
ter sido prejudicada pela maior ingestdo de gordura que ocorreu nos animais quando
receberam o alimento com mais AGPI-3 (Tabela 3). Neste contexto, foi encontrado
em um unico estudo (KAKIMOTO et al., 2017) a comparacdo do efeito, na vesicula
biliar canina, de um alimento chamado “alta gordura” (20,0% de gordura e 8,0% de
colesterol) versus “baixa gordura” (sem a informagédo da quantidade no alimento).
Apos o recebimento do alimento “alta gordura® houve aumento da colesterolemia,
modificacdes do perfil de acidos biliares, com destaque para a maior concentracao de
acidos citotéxicos e diminuicao de citoprotetores e, no teste de inducao da motilidade
da vesicula biliar com infusédo de colecistoquinina, observou-se menor esvaziamento
da mesma. Os autores concluiram que a maior quantidade de gordura na dieta,
inclusive colesterol, causou estes resultados devido ao maior grau de citotoxicidade
biliar, mais acidos biliares hidrofobicos na bile e possivel menor sensibilidade da
vesicula biliar a colecistoquinina, como ja fora relatado em outras espécies (BEHAR
et al., 2013). Porém, este estudo com cdes (KAKIMOTO et al., 2017) nao fornece
detalhes sobre o perfil nutricional dos alimentos, como a quantidade exata de extrato
etéreo e o conteudo de AGPI-3.

No estudo com caes diabéticos, para a melhor avaliacdo dos efeitos da
suplementacdo de 6mega-3 no metabolismo lipidico e na vesicula biliar, outras
avaliacdes poderiam ter sido realizadas, como a mensuracao do perfil e concentracao
de fosfolipidios e colesterol biliar, porém exigiria intervencdo muito invasiva para a

coleta do material biologico.
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Vale ressaltar que um viés importante destas variaveis do estudo é o fato de
nao ter sido sempre o mesmo operador ultrassonografico. Porém, este viés pode ter
sido minimizado pelo fato de todos os operadores apresentarem importante
experiéncia ultrassonografica e terem passado por treinamento com a pessoa mais

experiente da equipe neste assunto.

6.5 AVALIACAO GLICEMICA

Na tentativa de testar a hipotese de que a suplementacdo com AGPI-3 na dieta
de cdes diabéticos culminaria na minimizacdo da glicemia desses animais, foram
utilizadas duas metodologias de mensuracao glicEmica em 11 cées diabéticos apos
receberem o alimento sem O6leo de peixe e 0 com a inclusdo de 5,0% deste
ingrediente. No 75° dia de cada periodo experimental, foi implantado nos animais o

SCMG, e no 90° dia foi realizada a curva glicémica convencional de 10 horas.

6.5.1 VARIAVEIS GLICEMICAS CONTINUAS

Apesar do uso do SMCG Freestyle Libre possibilitar a obtencdo de curva
glicémica por 15 dias (20.160 minutos), como alguns animais removeram o sensor de
glicemia antes disso, foi utilizado como balizador para igualar o mesmo periodo de
avaliacdo nos 11 cdes diabéticos, aquele que ficou menos tempo com o SMCG
funcionando. Como o menor periodo de monitoracédo glicémica foi de oito dias no
animal ID 9 - alimento C, que registrou a concentracdo de glicose intersticial até o
minuto 12.780, padronizou-se que nas 22 curvas glicémicas continuas obtidas seriam
utilizados do minuto 0 (cinco mensuracdes glicémicas — uma hora — antes da primeira
refeicdo do dia) até o minuto 12.300, equivalente a oito dias completos e um periodo
diurno completo, finalizado pelo momento da segunda refeicéo diéria.

Com base nestas curvas glicémicas foram obtidas as curvas médias dos
animais, separadas pelo periodo de oferta de cada um dos dois alimentos utilizados

no estudo (Figura 9).
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Figura 9 — Concentragéo intersticial média de glicose obtida pelo sistema de mensuragdo continua de caes
diabéticos (n=11) apos ingestdo do alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).
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Fonte: Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: Linha cinza correspondente as mensuragdes pds alimento C (sem inclusdo de 6leo de peixe), e preta as mensuragdes pos
alimento A (inclusdo de 5,0% de dleo de peixe).

Com base nas curvas glicémicas, obtiveram-se as variaveis disponiveis na
Tabela 7, na qual pode-se observar que quando os animais receberam o alimento A,
com incluséo de 5,0% de Oleo de peixe, houve maiores valores das variaveis glicemia
meédia total (p=0,04); glicemia média noturna (p=0,02); glicemia maxima diurna
(p=0,01); glicemia maxima noturna (p<0,01); tempo médio em hipoglicemia (p<0,01)
e tempo médio em hiperglicemia (p<0,01); o que contradiz a hip6tese inicialmente
estabelecida.

N&o foi encontrado nenhum estudo que tenha avaliado a resposta glicEmica de
cdes com DM apés suplementacdo com AGPI-3, o que torna esta pesquisa inédita.
Em cées saudaveis, foram encontrados alguns dados na literatura. Inicialmente Irvine
et al. (2002), incluiram 1,49 de EPA+DHA/kg de alimento para um grupo de seis
labradores saudéaveis, ndo obesos. Apesar de ter obtido mudanca no perfil de acidos
graxos, com mais EPA e DHA na membrana celular das hemacias, os autores nao
observaram mudanca nos marcadores de sensibilidade a insulina avaliados na
pesquisa. Os mesmos questionaram se estes caes apresentassem algum grau de

sobrepeso que resultasse em resisténcia a insulina, a suplementacéo de AGPI-3 teria
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melhorado essa resisténcia, uma vez que um dos labradores, que apresentou menor
sensibilidade a insulina antes da suplementacéo, obteve melhoria apos ingestao da

dieta com 6mega-3.

Tabela 7 — Variaveis glicémicas continuas médias (x desvio padrdo) de caes diabéticos (n=11) apds

ingestdo do alimento controle (C; sem 6leo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).

Variaveis Alimento C Alimento A Valor de p*
Glicemia média total (mg/dL) 276,2+64,6 308,4 + 64,9 0,048
Glicemia média diurna (mg/dL) 275,7+63,7 306,0 + 65,7 0,098
Glicemia média noturna (mg/dL) 277,5+71,8 312,8 + 69,7 0,028
Glicemia em jejum diurno (mg/dL) 302,4+60,7 319,4 + 63,6 0,518
Glicemia em jejum noturno (mg/dL) 290,8+64,1 321,0+62,1 0,148
Glicemia maxima diurna (mg/dL) 371,7+47,7 411,5 + 48,8 0,018
Glicemia maxima noturna (mg/dL) 373,7+67,9 415,0 + 58,9 <0,018
Glicemia minima diurna (mg/dL) 197,1+66,6 214,4+77,9 0,77+
Glicemia minima noturna (mg/dL) 205,2+76,9 226,3 + 79,6 0,258
A diurno (mg/dL) 174,7+60,4 197,1 + 64,8 0,208
A noturno (mg/dL) 168,5+78,8 188,7 + 77,0 0,41*
Area abaixo da curva 227974,3+53917,5 252171,4 + 53737,9 0,078
Tempo médio em hipoglicemia (%) * 4.7 1,3 <0,01¢
Tempo médio em hiperglicemia (%) * 40,4 53,1 <0,01¢

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: A = diferen¢a entre valores maximos e minimos.

"Representam proporgdes, portanto ndo se aplica o conceito de desvio padréo.

*Diferenca entre os tratamentos quando valor de p<0,05.

Valor de p obtido pelo *teste de Wilcoxon, 5T pareado ou €qui-quadrado para comparac&o entre proporgoes.

Esse questionamento foi em parte testado por de Godoy et al. (2018) que
forneceram a caes em sobrepeso (ECC 7/9) alimento com inclusédo de 2,0% de 6leo
de peixe e, apos realizarem teste intravenoso de tolerancia a glicose, nao obtiveram
modificacdo na resposta glicémica desses animais, em comparacdo aos mesmos
guando receberam o alimento controle sem a inclusédo de 6leo de peixe. Previamente,
estudo semelhante fora realizado pela mesma equipe de pesquisa, com animais
jovens e, também, ndo foi observada mudanca na resposta glicémica destes animais.
Da mesma forma, Barrouin-Melo et al. (2016), avaliaram caes com osteoartrite e ndo
perceberam mudanca na glicemia dos animais antes e apos a suplementacdo com
110mg de EPA+DHA/Kg de peso corporal por 16 semanas.

Entretanto, no estudo mais recente encontrado, Costa-Santos et al. (2019)

observaram que ao suplementar entre 30 e 45,0mg de EPA+DHA/kg de peso corporal
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a cadelas submetidas a mastectomia, devido a ocorréncia de carcinoma mamario, a
glicemia desses animais apresentou evidéncias de aumento. Porém, a comparacéo
feita pelos autores foi entre 0 momento pré-cirdrgico e o momento pos suplementacao,
gue foi iniciada 15 dias ap6s a cirurgia. Assim, ndo fica claro se a intervencao cirargica
em si poderia ter interferido na glicemia dos animais.

Desta forma, dentre os poucos estudos que avaliaram o efeito dos AGPI-3 nas
variaveis do metabolismo glicidico canino, a tnica mudanca observada condiz com os
dados aqui apresentados dos cées diabéticos, que parecem ter apresentado piora dos
marcadores glicémicos oriundos do SMCG.

Ao extrapolar-se a busca para humanos e animais de laboratério, foram
encontrados estudos com pessoas diabéticas, tanto tipo 1 como tipo 2, obesas com
resisténcia insulinica, e roedores com DM induzido. Os resultados divergem, tanto
para melhora como piora do controle glicémico (KASIM et al., 1988; FRIDAY et al.,
1989; FRIEDBERG et al., 1998; HARTWEG et al., 2008; Bl et al., 2017).

Na tentativa de entender como os AGPI-3 atuariam no controle glicémico,
Cormier et al. (2013), apos perceberem em estudo prévio que a suplementacdo de
Oleo de peixe para pessoas (3,0 gramas de EPA+DHA/dia) resultou em menor
trigliceridemia e maior glicemia em jejum (THIFAULT et al., 2013), avaliaram se os
Omegas-3 atuariam diretamente na expressdo génica dos individuos. Os autores
forneceram a pessoas com sobrepeso em torno de 2,0 gramas de EPA+DHA/dia e
analisaram os polimorfismos em nucleotideos Unicos no grupo genético de algumas
dessaturases de &cidos graxos, além de marcadores do metabolismo energético,
como o indice de resisténcia insulinica. Como resultado, foram encontradas
importantes associa¢fes entre 16 polimorfismos das dessaturases e a suplementacdo
com AGPI-3. Isso denota que o gendtipo pode ser modulado pela intervencao dietética
e interferir na concentracédo sanguinea de glicose, insulina e na resisténcia insulinica.
Apesar de ainda nao haver a concreta relacdo entre a atividade dessas dessaturases
e a glicemia, acredita-se que haja papel das dessaturases na fluidez da membrana
celular, modificando a quantidade e a afinidade dos receptores de insulina por esse
horménio. Quando isso ocorre no musculo, importante tecido captador de glicose
sanguinea e dependente da ac&o da insulina para isso, pode haver modificacdo da
glicemia por resisténcia insulinica. A teoria do envolvimento dos AGPI-3 nesse
mecanismo € que sua suplementacao interfere na atividade dessas enzimas, que

guando menos ativas, tornam a membrana menos fluida.
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Apesar de ndo ser o objetivo do estudo, investigacdes mais aprofundadas
devem ser realizadas para o entendimento dos efeitos dos AGPI-3 na glicemia canina,
pois 0s estudos ainda sdo controversos, e um dos possiveis motivos seja a
metodologia aplicada para avaliacdo dos marcadores glicémicos. Neste estudo,
dentre as técnicas empregadas para a mensuracao glicémica, houve variagdo no

resultado obtido.

6.5.2 VARIAVEIS GLICEMICAS CONVENCIONAIS

No HOVET-FMVZ/USP foi realizada a curva glicémica convencional, com seis
pontos: o primeiro com 0S animais em jejum e 0s outros cinco, com intervalo de duas
horas, contados a partir da primeira refeicdo. Dois animais que ndo aceitaram o
alimento no HOVET-FMVZ/USP néo participaram da curva glicémica convencional.

Na Tabela 8 podem ser observados os resultados das variaveis glicémicas
obtidas por meio da comparacdo das curvas glicémicas convencionais realizadas
apos os animais terem recebido os dois alimentos do estudo (Figura 10). Ndo foram
observadas diferengas em nenhum ponto das curvas (TO a T10), bem como nas
comparacdes dos valores médios, glicemia minima, maxima, diferenca entre maxima
e minima e area abaixo das curvas de glicemia entre os dois alimentos utilizados no
estudo (Tabela 8).

No Unico trabalho encontrado na literatura no qual comparou-se diferentes
alimentos na resposta glicémica de caes diabéticos por meio de curva glicémica
continua e convencional, os autores perceberam concordancia dos resultados entre
as metodologias (TEIXEIRA et al., 2018). Neste estudo de avaliagdo dos efeitos dos
AGPI-3 na resposta metabdlica dos caes diabéticos, acredita-se que a curva continua
tenha gerado os resultados mais fidedignos devido as limitacdes inerentes a
metodologia de mensuracdo convencional.

Apesar de nos outros estudos com o propdsito de avaliar os efeitos de
diferentes alimentos no controle glicémico de cées diabéticos (BLAXTER; CRIPPS;
GRUFFYDD-JONES, 1990; NELSON et al., 1991; GRAHAM; MASKELL; NASH, 1994;
KIMMEL et al., 2000; GRAHAM et al., 2002; FLEEMAN; RAND; MARKWELL, 2009;
TESHIMA, 2010) ter sido realizada a curva glicémica de no maximo 24 horas, com

mensuracdes pontuais a cada duas horas, este método pode ser questionado.
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Tabela 8 — Variaveis glicémicas médias (+ desvio padrdo) da curva convencional de caes diabéticos

(n=9) apo6s ingestéo de alimento controle (C; sem 0Oleo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).

Variaveis (mg/dL) Alimento C Alimento A Valor de P
TO 265,4+113,2 295,1+115,0 0,628
T2 208,6+93,7 232,2+117,4 0,658
T4 225,2+98,8 252,6+77,9 0,458
T6 265,5+92,3 285,3+77,9 0,608
T8 303,5+87,9 317,2+113,0 0,798
T10 321,2+115,8 274,2+70,8 0,26%
Média 264,9+66,3 276,1+72,8 0,708
Minima 178,9+88,3 204,2+78,6 0,488
Méaxima 375,2+83,4 384,4+97,4 0,91%
A 196,3+126,6 180,2+87,5 0,708
AAC 2592,3+701,7 2744,0+760,8 0,63%

Fonte: Teixeira, F.A. (2020).

Legenda: A = diferenca entre valores maximos e minimos; AAC = area abaixo da curva.
*Diferenca entre os tratamentos quando valor de p<0,05.

*Valor de p obtido pelo teste de Wilcoxon. $Valor de P obtido pelo teste T pareado.

Figura 10 - Curvas glicémicas médias de cdes diabéticos (n=9) apés ingestdo do alimento

controle (C; sem dleo de peixe) e teste (A; 5,0% de 6leo de peixe).
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Fonte: Teixeira, F.A. (2020).
Legenda: Linha cinza correspondente as mensuragdes pés alimento C (sem inclusdo de 6leo de peixe), e preta as
mensuragdes poés alimento A (incluséo de 5,0% de 6leo de peixe).

O primeiro ponto a ser discutido é o fato de existir uma ampla variacdo diéria

nas varidveis glicémicas obtidas nas curvas de cdes diabéticos, a ponto de
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pesquisadores considerarem essas variagdes como implica¢des clinicas importantes
aos caes com adequado controle glicEmico (FLEEMAN; RAND, 2003). Neste quesito,
as curvas glicémicas continuas apresentam a vantagem de realizarem mais
mensurac¢des no mesmo espaco de tempo, de maneira menos invasiva e por periodo
mais prolongado, o que minimizaria as oscilacbes diarias de glicemia (SURMAN;
FLEEMAN, 2013).

Além disso, a curva glicémica convencional gera a necessidade de repetidas
puncdes venosas, que podem ser estressantes, dolorosas e causar anemia; ha o risco
de algum importante valor glicémico, como o pico ou nadir, ndo ser registrado por
coincidir com o momento entre duas colheitas de sangue; o numero restrito de
mensuracdes pode fornecer informacfes limitadas sobre as variacfes da glicemia,
especialmente durante o periodo noturno (DAVISON et al., 2003; AFFENZELLER,;
THALHAMMER; WILLMANN, 2011; LYNCH et al., 2016). A metodologia continua
usada no presente experimento permitiu a separagdo dos valores glicémicos,
mensurados a cada 15 minutos, em periodos diurnos e noturnos. Ja ha dados na
literatura que mostraram diferenca entre as oscilagdes glicémicas caninas durante o
dia e a noite (MORI et al., 2013), o que coincidiu com o fato de algumas variaveis
glicémicas terem se comportado de maneira diferente entre os tratamentos aqui
utilizados (alimento A x C) quando se comparou os valores de maneira separada entre
diurnos e noturnos. A média glicémica total foi diferente entre os dois periodos
experimentais de alimentacdo dos caes, porém quando se dividiu a média total entre
valores diurnos e noturnos, houve diferenca nas mensurag¢des noturnas, o que gera a
hipotese de que a diferenca na média total pode ter sido mais influenciada pelos
valores noturnos, do que diurnos (Tabela 7).

Por fim, é preferivel monitorar a glicemia por meio de mensurac¢des no ambiente
do paciente, ja que as interpretacdes da curva glicémica obtida em hospital podem ser
de significancia limitada devido a alteragdes na ingestao alimentar, na atividade fisica
ou no nivel de estresse (DAVISON et al.,, 2003; AFFENZELLER; THALHAMMER,;
WILLMANN, 2011).

Assim, dentre os estudos ja citados que avaliaram o efeito da suplementacao
de AGPI-3 na glicemia canina (IRVINE et al., 2002; DE GODOQOY et al., 2015; DE
GODOY; MCLEOD; HARMON, 2018), todos apresentaram auséncia de efeito desta
modificacao dietética, assim como foi visto neste estudo com cées diabéticos. Porém,

nenhum usou a metodologia de mensuracdo continua, o que poderia ter gerado
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resultados diferentes, como o aumento dos valores destas varidveis, mesmo nos
individuos saudaveis.

Apesar de ter sido escolhido como a metodologia que melhor representou as
respostas glicémicas dos cdes no estudo, deve-se ressaltar que o SMCG também

apresenta algumas limitagoes.

6.5.3 USO DO SENSOR DE MENSURACAO CONTINUA DE GLICEMIA

O sistema Free Style Libre foi usado poucas vezes em cdes, mas sua acuracia
foi avaliada em duas situacdes com cées diabéticos. Coradini el al. (2016) avaliaram
a acuracia do sistema na espécie e concluiram que existe boa correlacdo entre a
concentragéo de glicose intersticial mensurada por este SMCG e a concentragéo de
glicose sanguinea mensurada pelo método enzimatico, com a acuracia variando de
93 a 99% nas faixas de hipo, normo e hiperglicemia. J& com cdes em cetoacidose
diabética, também foi utilizado, mostrando boa acuréacia clinica (MALERBA et al.,
2020).

A correlagdo da concentracéo intersticial de glicose em caes com a glicemia
mensurada em laboratdrio parece ser maior quando o sensor é implantado na lateral
do térax do que no pescoco, abdémen ou na regido lombar (KOENIG; HOENIG;
JIMENEZ, 2016). No presente trabalho, optou-se por utilizar o sensor na regiao lateral
do pescoco por esta ter sido a localizacdo usada no estudo que avaliou a acuracia
deste SMCG (CORRADINI et al.,, 2016), além de que a avaliacdo do melhor
posicionamento foi efetuada com sistema que usa outra metodologia de mensuracao
continua de glicemia, que ndo o Free Style Libre (KOENIG; HOENIG; JIMENEZ,
2016).

Um ponto que pode ser considerado como limitacdo do estudo pela
metodologia de mensuragdo glicémica utilizada é o fato de em algumas curvas o
SMCG néo ter registrado os valores mensurados. Foi encontrado na literatura apenas
um relato destes momentos sem mensuragao em cées, obtido em estudo prévio deste
grupo de pesquisa, no qual encontrou-se, com o aparelho iPro 2%, 11 curvas com falha

no registro da mensuracao glicémica, do total de 30. Ao todo, as falhas representaram

IMedtronic, Minneapolis, Estados Unidos da América.
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2,11% das mensuragoes esperadas (TEIXEIRA et al., 2018). No presente estudo, as
falhas com o uso do Free Style Libre representaram ao todo 9,76% de momentos de
mensuracao sem informacao. Nao foi encontrado na literatura, nem em contato direto
com o fabricante, o motivo dessas ndo mensuracgoes.

Pela falha do sistema em mensurar a glicemia em todos os momentos, para o
calculo da &rea abaixo da curva foram feitas inferéncias dos valores que ndo estavam
na curva. Optou-se por realizar a média entre os valores adjacentes ao intervalo ndo
mensurado para preencher a lacuna. Ja para o calculo das outras variaveis, incluindo
as proporcoes de mensuracdes em hipo- ou hiperglicemia, os momentos sem
mensuracao ndo foram utilizados no numerador nem no denominador da férmula,
minimizando a interferéncia desta auséncia nos resultados.

Outra limitacdo deste SMCG é o fato do mesmo mostrar em tempo real a
glicemia do paciente. No protocolo experimental instituido isso pode ser ruim, pois
uma vez que o0s proprietarios tém acesso instantaneo aos valores glicémicos, estes
poderiam interferir no tratamento com mudancas na dose ou no horario de aplicacéao
da insulina. No entanto, ndo houve evidéncias de que isso tenha ocorrido no presente

estudo.

6.6 PARTICULARIDADES E LIMITACOES DO ESTUDO

Além das limitacdes ja citadas, como as problematicas das metodologias de
geracao de curvas glicémicas (convencional e SMCG), é importante comentar que a
separacao das lipoproteinas foi realizada pelo método FPLC e a composicao lipidica
das frac6es foi determinada pelas metodologias enzimaticas. Até 0 momento, parece
nao haver metodologia padrdo ouro para mensuragao das lipoproteinas caninas,
porém essa é uma das utilizadas em outras pesquisas pois a mesma consegue isolar
as fragcOes de HDL e LDL que nos cades pode apresentar densidades similares
(BAILHACHE et al., 2003; JERICO et al., 2009; SEAGE; DROBATZ; HESS, 2018).
Independente disso, como o0 objetivo do estudo foi a avaliacdo do efeito da
suplementacao de AGPI-3 no perfil lipidico dos cées diabéticos, qualquer imprecisao
na quantificacdo das lipoproteinas afetaria todas as mensura¢des, com minimizacao

de possivel viés metodoldgico.
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Em estudos com novas metodologias de ultracentrifugacdo (XENOULIS et al.,
2013, 2020), os autores caracterizaram as lipoproteinas caninas nos mesmos quatro
grupos principais (quilomicron, VLDL, LDL e HDL), porém com a classificacdo em
subclasses de LDL e HDL, de acordo com as faixas de densidade (d). A LDL foi
subdividida em LDL:1 (d=1,019 a 1,023g/mL); LDL2 (d=1,023 a 1,029g/mL); LDL3
(d=1,029 a 1,039g/mL); LDL4 (d=1,039 a 1,050g/mL) e LDLs (d=1,050-1,063g/mL).
Enquanto a HDL foi separada em HDL2p (d=1,063 a 1,091g/mL); HDL2a (d=1,091 a
1,110g/mL); HDL3za (d=1,110 a 1,133g/mL), HDL3p (d=1,133 a 1,156g/mL) e HDLsc
(d=1,156 a 1,179g/mL). Apesar de né&o ter sido demonstrada a superioridade desta
metodologia, a possibilidade de maior fracionamento das lipoproteinas permitiu a
identificacdo de diferentes perfis lipoproteicos entre os cées avaliados (XENOULIS et
al., 2013).

Também pode ser citada como limitacdo a ndo mensuracdo de
apolipoproteinas. Apesar de ndo ser o objetivo do estudo, isso permitiria 0 melhor
entendimento do mecanismo de acdo dos AGPI-3 no metabolismo lipidico, uma vez
gue ha evidéncias de que em caes a Apo-B100 apresenta papel diferenciado no
controle do transporte reverso do colesterol (BAILHACHE et al., 2004).

Um ponto importante a ser discutido € o fato de os caes terem ingerido maior
quantidade de gordura total no periodo de ingestao do alimento A em compara¢éo ao
periodo que receberam o alimento C (Tabela 3). Isso pode ter afetado os resultados
agui apresentados, uma vez que Fleeman et al. (2009) mostraram que dieta com maior
quantidade de gordura pode afetar a lipidemia de caes diabéticos. Entretanto,
provavelmente aqueles autores observaram significante influéncia do conteudo
dietético de gordura sobre a concentracdo plasmatica de lipideos porque os alimentos
que eles utilizaram possuiam maior diferenca na quantidade de gordura (2,45 a 5,75
gramas/100 kcal) do que o aqui empregado (alimento A de 3,3 a 4,5g de gordura/100
kcal, e alimento C de 3,7 a 4,2). Em estudos prévios ja foi observado que maiores
diferencas na quantidade de gordura [2,8 a 4,19/100 kcal (TEIXEIRA et al., 2020) e
2,7 a 4,09/100 kcal (ELLIOTT et al., 2012)] do que as aqui apresentadas, parecem
nao alterar a concentracao sérica de triglicerideos e colesterol. Assim, acredita-se
gue este ndo tenha sido um viés importante do estudo.

No contexto ingestdo de gordura, néo foi avaliada especificamente a ingestéo
de colesterol, o que poderia ter alguma influéncia nos resultados obtidos, diferente de

outras pesquisas que padronizaram a quantidade de colesterol presente nos
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alimentos fornecidos aos caes (WILSON et al., 1986; CAHILL et al., 1988; KAKIMOTO
et al., 2017).

Ainda como limitac&o, pode-se dizer que onze animais componham um grupo
experimental pequeno, porém o delineamento cross-over diminui a necessidade de
um numero muito maior de animais. Na literatura, os Unicos estudos que empregaram
cées diabéticos, com enfoque da intervengdo nutricional na hiperlipidemia, avaliaram
12 animais, em cada (FLEEMAN; RAND; MARKWELL, 2009; TEIXEIRA et al., 2020),
numero semelhante ao deste estudo.

Um diferencial da pesquisa em questao é o fato das mensuracgdes glicémicas
terem sido realizadas por 8,5 horas, por meio do SMCG. Como este é o segundo
estudo encontrado que utilizou a tecnologia do SMCG com este propdésito dietético,
h& a limitac&o da falta de parametros de comparacao a respeito da eficacia do método.

Com o intuito de isolar o efeito dos AGPI-3 sobre as variaveis avaliadas, a
guantidade de insulina administrada foi mantida constante nos pacientes. Apesar de
ser um fator para reducao de viés, uma limitacdo do estudo foi a impossibilidade de
utilizacao de doses intermediarias do medicamento, uma vez que a insulina utilizada
foi do tipo NPH e, como alguns animais eram de pequeno porte, apresentavam
tendéncia a hiperglicemia, mas com dose um pouco maior havia manifestacdes de
hipoglicemia. A insulina NPH foi escolhida por ser a que 0s animais ja estavam
recebendo antes de comecarem a participar do estudo e por seu custo ser mais baixo
gue os outros tipos de insulina disponiveis, fator importante jA que a aquisicdo do
farmaco era feita pelos proprietarios dos caes.

Por se tratar de um estudo clinico que utilizou animais com DM naturalmente
adquirido, a execucdo do protocolo experimental de maneira adequada dependeu
muito do comprometimento dos proprietarios. Ao longo de todo o estudo os
proprietarios eram orientados a fornecer a quantidade prescrita de alimento e insulina,
nos horarios definidos. Dentre todos os participantes do estudo, ndo houve evidéncia
de que essas prerrogativas ndo foram seguidas.

Vale ressaltar como particularidade desta pesquisa a maior dose de
EPA+DHA/kg de peso corporal utilizada (143mg/kg) dentre os estudos publicados na
literatura, bem como a maior incluséo de Oleo de peixe diretamente no alimento teste
(5,0%). Por meio do uso de membrana celular das plaquetas como modelo, estudo
anterior mostrou que a dose de 100mg de EPA/kg de peso corporal de cdes saudaveis

por dia resultou em aumento na incorporacdao de AGPI-3 na membrana celular das
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plaguetas em relacdo ao grupo controle, que nao foi suplementado. Os cées que
consumiram o alimento com émega-3 por oito semanas tiveram a concentracao de
8,0% dos lipidios da membrana celular como EPA e 14,7% como acido araquidénico
(bmega-6), enquanto os animais que receberam alimento sem AGPI-3 mantinham,
1,8% de EPA e 19,8% de acido araquidénico (OTSUJI et al., 1993). Outros estudos,
com dose menor de 6mega-3, também mostraram importante inclusdo de AGPI-3 nas
membranas celulares dos cées (IRVINE et al., 2002; STOECKEL et al., 2011; HESTA
et al., 2012). Isso mostra que as doses utilizadas sao suficientes para modificar o perfil
lipidico dos caes, porém o ideal seria ter avaliado essa modificacdo de fosfolipidios
nas membranas celulares dos caes diabéticos aqui estudados, inclusive como forma
de avaliar se o periodo estabelecido de 30 dias seria o suficiente para os objetivos do
estudo (MASSON et al., 2007).

Ja foi demonstrado em caes que washout de 14 dias foi suficiente quando os
animais receberam por duas semanas alimento com inclusdo de 1,0% de 6leo de
peixe. Estudos prévios, com inclusdo de 2,0%, utilizaram washout de 30 dias (DE
GODOY et al., 2015; DE GODOY; MCLEOD; HARMON, 2018). Entretanto, nao foi
encontrado estudo com caes sob maiores inclusdes ou doses de 6leo de peixe, nem
por periodo maior de fornecimento dos alimentos testados.

Em relacdo ao periodo, 90 dias pareceram ser suficientes para identificacao
de alteracdes no metabolismo lipidico dos cdes diabéticos sob suplementacdo com
AGPI-3, que ja fora observada em menor tempo em estudos prévios (ARAUJO et al.,
2012; DE GODOY; MCLEOD; HARMON, 2018). Em relacéo a resposta glicEémica,
estudo anterior avaliou a suplementacdo de 6mega-3 em cdes saudaveis por 6 meses
e ndo encontrou modificacBes nestas variaveis. Entretanto, ndo foram encontrados
estudos com animais doentes que possam auxiliar na definicdo de melhor tempo
experimental para confirmar ou descartar as possibilidades de efeitos da
suplementacdo de EPA e DHA nas variaveis aqui estudadas que ndo apresentaram
modificacdo com o delineamento instituido.

Como este estudo continua sendo conduzido com 0 acompanhamento de mais
cées, ao final do protocolo experimental como um todo, outros marcadores serao
mensurados, para ajudar na interpretacdo das respostas metabdlicas dos caes
diabéticos alimentados com 6mega-3: concentracdo sérica de acidos graxos nao
esterificados; corpos cetbnicos, como o B-hidroxibutirado; frutosamina; composicéo

corporal; medidas de estresse oxidativo e o perfil metabolémico dos cées diabéticos,
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sob os dois tratamentos instituidos. Isso ser& interessante pois, além dos possiveis
efeitos da suplementacdo de AGPI-3 sobre o controle lipidémico e glicémico, ha
evidéncias em outras espécies de que esses compostos poderiam atuar na diminui¢ao
da gordura abdominal (NOREEN et al., 2010; OOSTING et al., 2010; BENDER et al.,
2014; DU et al., 2015; MANSOORI et al., 2016), prevencédo da sarcopenia em idosos
(SMITH et al., 2015), minimizagdo do processo oxidativo de individuos diabéticos
(INOGUCHI et al., 2000; GIACCO; BROWNLEE, 2010; MATSUDA; SHIMOMURA,
2013) e modificacdo do perfil metabolémico de individuos diabéticos (ZHENG et al.,
2016), que parecem estar alterados em caes com DM em comparacdo a animais
saudaveis (O'KELL et al., 2017).

Apesar das limitacdes citadas e do status de nao finalizado, o estudo aqui
apresentado traz informacgdes inéditas e importantes que podem auxiliar no manejo
clinico e nortear o desenvolvimento de alimentos e suplementos para cdes com
alterac6es metabdlicas. Além disso, devido a minimizacao de alguns possiveis vieses,
os resultados encontrados podem servir de modelo para estudos com outras espécies,

como humanos.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos para este grupo de onze animais, sob o
delineamento experimental utilizado, pode-se afirmar que a suplementagéo de acidos
graxos poli-insaturados 6mega-3 EPA e DHA, sob a forma de inclusao de 5,0% de
Oleo de peixe na dieta de cdes diabéticos minimizou a colesterolemia, diminuiu a
fracdo de colesterol nas VLDLs e nas lipoproteinas ndo-HDLs.

Quanto a trigliceridemia, esta inclusdo de Oleo de peixe ndo afetou as
concentracdes plasmaticas nem a distribuicdo dentre as lipoproteinas. Assim como
nao alterou o volume e o esvaziamento da vesicula biliar.

Por fim, as variaveis originadas das mensuracdes de glicose intersticial de
cédes diabéticos aumentaram apos periodo de ingestdo do alimento com 6éleo de peixe,
em comparagdo aos mesmos caes ingerindo alimento semelhante sem a incluséo

deste ingrediente.
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