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RESUMO

PEDREIRA, R.S. Abundancia de proteinas no soro, composi¢cao corporal e perfil
aminoacidico plasmatico de cdes adultos em manutencdo alimentados com duas
dietas formuladas com diferentes teores de proteina [Serum proteins abundance, body
composition and plasma amino acid profile of maintenance adult dogs fed diets
formulated with different protein content]. 2024. Tese (Doutorado em Nutricdo e
Producédo Animal) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo, 2024.

O crescimento populacional humano e de animais de companhia aumenta a demanda
por alimentos, o que impacta o meio ambiente de forma distinta a depender do
alimento utilizado. A procura por ingredientes proteicos é crescente e a cadeia de
producao de proteinas é uma das que mais impacta de forma negativa o ecossistema,
de forma que excessos devem ser evitados. A proteina, mais especificamente os
aminoacidos essenciais e o nitrogénio devem estar presentes na dieta do cao. Porém,
o teor ideal para manutencao da saude e qualidade de vida do cdo adulto saudavel
ainda ndo esta bem estabelecido. O advento das ciéncias “6micas” como a proteémica
abre muitas possibilidades para estudos de nutricdo, sendo mais uma possivel
ferramenta para avaliacdo do impacto dos alimentos na saude. Com isso 0 objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito de dietas formuladas com diferentes teores de
proteina bruta sobre a abundancia de proteinas no soro e perfil de aminoacido
plasmatico e urinario, e composicao corporal de cdes adultos em manutencéo. Foram
utilizados nove caes castrados, adultos saudaveis, fémeas e machos, sem racas
definida, do canil da empresa Grandfood Ind Com LTDA, localizada na cidade de
Dourado-SP. Dois alimentos formulados com os mesmos ingredientes, porém com
diferentes teores de proteina bruta, um com 23% (P 23) e outro com 30% (P 30) foram
avaliados apds o consumo por 56 dias. Os cdes permaneceram em sua rotina habitual,
foram coletadas amostras de sangue para andlise do proteoma no soro, perfil de
aminoacidos (jejum), composicdo corporal e amostra de urina para analise de
aminoacidos. Para as andlises estatisticas adotou-se um modelo linear misto que
contemplou o efeito fixo de tratamentos (P 23 e P 30), além dos efeitos aleatérios de
periodo e animal. Os animais foram incluidos nas analises visando acomodar a
estrutura de medidas repetidas nas mesmas unidades experimentais ao longo dos
periodos experimentais. Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do
procedimento PROC MIXED. Os alimentos foram adequadamente consumidos pelos

cées, o0 peso corporal e escore de condi¢ao corporal ndo variou ao longo do estudo,



assim como, a porcentagem de massa magra e de massa gorda, para nenhuma das
dietas avaliadas (P>0.05). Foi verificada maior ingestdo de gPB/kgPC (P=0,0079), e
por gPB/PC%75(P=0,0136) ap6s o consumo da P 30, bem como, maior ingestédo
(g/kgPCldia) dos AA (P<0,05), exceto na ingestao do triptofano (P>0,05), que foi igual
entre as dietas. Foram detectados 30 aminoacidos no plasma e na urina, mas nao foi
encontrada diferenca significativa na concentracdo de nenhum destes (P>0,05) apos
consumo das duas dietas. As andlises protedmica e de bioinformética resultaram em
559 proteinas nas 18 amostras, apos deplecdo das proteinas mais abundantes. A
analise de variancia apontou vinte proteinas diferentemente abundantes entre os
tratamentos P 23 e P 30, destas, 9 sdo codificadas pelo mesmo gene. Com os dados
deste estudo, conclui-se que através das andlises de composicao corporal, perfil de
aminoécidos plasmatico e urinario e de proteoma no soro de cées adultos saudaveis
€ possivel reduzir a proteina bruta do alimento do cdo de 30% para 23% na matéria

natural.

Palavras-chave: Amino4cidos. Canino. Composicao corporal. Protedmica.

Recomendacao de proteina.



ABSTRACT

PEDREIRA, R.S. Serum proteins abundance, body composition and plasma
amino acid profile of maintenance adult dogs fed diets formulated with different
protein content. [Abundancia de proteinas no soro, composi¢do corporal e perfil
aminoacidico plasmatico de caes adultos em manutencédo alimentados com duas
dietas formuladas com diferentes teores de proteina]. Tese (Doutorado em Nutricdo e
Producgéo Animal) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de S&o Paulo, 2024.

Human and companion animal population growth increases the demand for food,
which impacts the environment differently depending on the food used. The demand
for protein ingredients is growing and the protein production chain is one of those that
most negatively impacts the ecosystem, so excesses must be avoided. Protein, more
specifically essential amino acids, and nitrogen must be present in the dog's diet.
However, the ideal content for maintaining the health and quality of life of a healthy
adult dog is not yet well established. The advent of “omic” sciences such as proteomics
opens many possibilities for nutrition studies, providing another possible tool for
evaluating the impact of food on health. Therefore, the objective of the present study
was to evaluate the effect of diets formulated with different levels of crude protein on
the abundance of proteins in serum and plasma and urinary amino acid profiles, and
body composition of adult dogs under maintenance. Nine castrated dogs, healthy
adults, females, and males, without defined breeds, from the kennel of the company
Grandfood Ind Com LTDA, located in the city of Dourado-SP, were used. Two foods
formulated with the same ingredients, but with different levels of crude protein, one
with 23% (P 23) and the other with 30% (P 30) were evaluated after consumption for
56 days. The dogs remained in their usual routine, blood samples were collected for
serum proteome analysis, amino acid profile (fasting), body composition and urine
sample for amino acid analysis. For statistical analysis, a mixed linear model was
adopted that included the fixed effect of treatments (P 23 and P 30), in addition to the
random effects of period and animal. Animals were included in the analyzes to
accommodate the structure of repeated measurements in the same experimental units
throughout the experimental periods. All analyzes were performed using the PROC
MIXED procedure. The foods were adequately consumed by the dogs, body weight
and body condition score did not vary throughout the study, as did the percentage of

lean mass and fat mass, for any of the diets evaluated (P>0.05). A higher intake of



gPB/kgBW (P=0.0079), and gPB/BW0.75 (P=0.0136) was observed after consumption
of P 30, as well as a higher intake (g/kgBW/day) of AA (P<0.05), except for tryptophan
intake (P>0.05), which was the same between the diets. 30 amino acids were detected
in plasma and urine, but no significant difference was found in the concentration of any
of these (P>0.05) after consumption of the two diets. Proteomic and bioinformatics
analyzes resulted in 559 proteins in the 18 samples, after depletion of the most
abundant proteins. The analysis of variance showed twenty proteins that were
differently abundant between the P 23 and P 30 treatments, of which 9 were encoded
by the same gene. With the data from this study, it is concluded that through analyzes
of body composition, plasma and urinary amino acid profile and proteome in the serum
of healthy adult dogs, it is possible to reduce the crude protein in dog food from 30%
to 23% in matter. Natural.

Keywords: Amino acids. Canine. Body composition. Proteomics. Protein requirement
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1. INTRODUCAO

O atual sistema alimentar mundial é falho e gera grande problemas para a
salude da populacdo e para o meio ambiente. A producdo de alimentos tem
apresentado um crescimento acentuado nas ultimas cinco décadas devido a sua
tecnificacao, permitindo uma reducao dramatica no nimero de individuos que passam
fome, mas ainda assim, uma em cada sete pessoas no mundo, ndo tem acesso a
proteina e energia suficientes em sua dieta e sofrem de alguma forma de desnutricdo
por micronutrientes (GODFRAY et al., 2010; TAMBURINO et al., 2020).

Ao mesmo tempo, existem 2 bilhdes de pessoas obesas ou com sobrepeso no
mundo, situacdo que pode ser agravada com as perspectivas do crescimento
populacional. As estimativas apontam que, até a metade do século, a populacdo
mundial atingir4 algo em torno de 9 bilhdes de pessoas (GODFRAY et al., 2010;
TAMBURINO et al., 2020).

Outro ponto importante é o impacto que todos esses fatores tém no meio
ambiente. A crescente demanda por alimento aumenta o consumo de recursos
naturais, como agua e terras agricultaveis além do aumento na producéo de gases do
efeito estufa e outro poluentes (TIAN et al., 2021). Atualmente, ndo ha nenhum pais
no mundo que atenda as necessidades minimas para o bem-estar dos individuos e
ao mesmo tempo respeite 0s recursos naturais e 0 meio ambiente como um todo
(O'NEILL et al., 2018).

O crescimento populacional ndo € homogéneo e, segundo dados estatisticos,
ocorrera principalmente em paises em desenvolvimento. Com o aumento da riqueza
e, com maior poder aquisitivo, ocorre uma maior demanda e consumo por alimentos
proteicos como carnes e laticinio, todos 0s quais aumentam a pressao no sistema de
abastecimento de alimentos e também na natureza (ALEXANDRATOS &
BRUINSMA., 2012; PARISI et al., 2020).

O crescimento da populacdo de animais de companhia também leva a um
aumento na demanda por alimentos e a um impacto negativo no meio ambiente. No
geral as matérias-primas utilizadas na producdo dos alimentos para cédes e gatos
utilizam subprodutos da alimentacdo humana, mas também competem com

ingredientes de consumo humano e de animais de producéo. Dentre os nutrientes
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necessarios para a saude e bem-estar dos cdes e gatos a proteina pode ser
considerada a mais cara, tanto em termos econdémicos, quanto em termos ecolégicos.

Atualmente existem teores recomendados de proteina e aminoécidos (AA)
para cdes em manutencdo nos guias nutricionais, mas tais recomendacdes sao
frequentemente extrapoladas associando-se maior aporte a mais saude e
longevidade. Mais estudos sdo necessarios levando-se em consideracdo um teor
proteico adequado para saude dos animais, sem comprometer os sistemas ecoldgicos
(SWANSON et al., 2013; ACUFF et al., 2021)

A protedmica pode auxiliar os estudos de nutricdo, permitindo entender causa
e efeito em sistemas vivos, descobrir e desenvolver biomarcadores que podem auxiliar
no tratamento de doencas e avaliar a seguranca e funcionalidade de novos alimentos
e ingredientes (KEUSCH, 2006). A interacdo dos componentes da dieta com as
proteinas do organismo, ocorre de duas maneiras diferentes, tanto, influenciando a
expressdo ou modificacdo poés-traducdo das proteinas, como causando pequenas
interagbes molécula-proteina e mudangas na estrutura tridimensional da proteina
(GANESH & HETTIARACHCHY, 2012).

As chamadas ciéncias “Omicas” surgiram apo0s a descoberta do material
genético e do desenvolvimento de ferramentas de sequenciamento do genoma
completo de uma espécie. Entretanto, ja haviam pistas que o conhecimento puro e
simples das sequéncias lineares dos nucleotideos ndo explicariam as variacdes
fenotipicas observadas, devido as diversas reacfes que ocorrem entre o material
genético e o resultado final, que séo as proteinas e os metabolitos (PANDEY et al.,
2000; SOUZA et al., 2014).

A protedmica € a ciéncia que estuda o conjunto de proteinas de um organismo
em um determinado tempo e sob uma determinada condicdo. Estimativas sugerem
que existam mais de um milhdo de diferentes tipos de proteinas nas células, nos
tecidos e nos fluidos corporais, tornando sua anélise bastante complexa (BARBOSA
et al., 2012).

Embora a aplicacdo de protebmica em medicina veterindria ndo seja tao
significativa guando em estudo da medicina humana, € possivel encontrar na literatura
informacgdes principalmente nas areas de animais de produgdo, mas também de
animais de companhia (CECILIANI et al., 2014). S&o0 inumeras as possibilidade de

aplicacdo da técnica e pode trazer importantes informacfes para a melhor
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compreensao do funcionamento do organismo com um todo (TIAN et al., 2019;
LUCENA et al., 2020).

Se considerarmos que a crescente demanda da populacdo, tanto humana
guanto de animais de companhia, leva a um aumento na demanda por alimentos e
gera impactos negativos no meio ambiente, estratégias para reducédo do consumo de
nutrientes, sem prejudicar a salde e bem-estar, tornam-se obrigatérias. A proteina é
um nutriente essencial para a vida e deve estar presente no alimento, mas seu teor
de inclusdo permanece sendo uma questdo importante da nutricdo de cédes. O
surgimento das ciéncias “Omicas”, especificamente da protedmica pode possibilitar

uma nova abordagem dos efeitos dos nutrientes sobre o organismo do animal.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.CRESCIMENTO DA POPULACAO E DEMANDA POR ALIMENTO

Segundo relatorio da Organizacdo da Nacfes Unidas (ONU) divulgado em
2019 a populagdo mundial deve passar de 7,7 bilhdes de individuos para 9,7 bilhdes
em 2050 (ONU, 2019). Um crescimento de 2 bilhdes de pessoas nos préoximos 30
anos, levando a uma demanda de alimento 70% maior que o atual sistema de
producdo pode gerar, de acordo com estimativas da Agéncia de Alimentacdo e
Agricultura da ONU (FAO) (DJISALQV et al., 2021).

Se alimentar € uma necessidade basica de qualquer ser humano e atender
essa necessidade é fundamental para alcancar um minimo de qualidade de vida para
todos. “Fome zero e Agricultura Sustentavel” € um dos itens do “Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel” da ONU, considerado um apelo global para acabar
com a pobreza, proteger o meio ambiente e o clima, garantindo que as pessoas em
todo o mundo possam ter paz e prosperidade (TAMBURINO et al., 2020).

A revolucédo verde foi responsavel por triplicar a producéo de cereais, reduzir
a fome e a pobreza, trazendo beneficios a saude e expectativa de vida em escala
global (GODFRAY et al., 2010). Mas hoje a producdo de alimentos enfrenta um
desafio ainda maior, pois, além de aumentar a quantidade produzida, deve-se reduzir
0s impactos ambientais. Para o0 meio ambiente, a producao de alimentos é o principal
fator da perda de biodiversidade, consumo de agua e uso de terras (BERNERS-LEE
et al., 2018; TAMBURINO et al., 2020).

O crescimento da populacdo mundial ndo é homogéneo, as taxas de
crescimento variam consideravelmente entre uma regido e outra. Apenas nove paises
vao responder por mais da metade do crescimento estimado, sendo: india, Nigéria,
Paquistdo, Republica Democratica do Congo, Etidpia, Tanzania, Indonésia Egito e
Estados Unidos (ONU, 2019). Podemos observar que a maioria sao paises em
desenvolvimento. De acordo com Godfray (2010) dois fatores influenciam o aumento
da demanda por alimento, o incremento do tamanho da populagédo e o aumento no
consumo per capita de alimento.

Os paises em desenvolvimento apresentaram 0 maior crescimento no consumo

per capita de alimento. Entre os anos de 1969-2007, o consumo de alimento expresso
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em quilocalorias per capita por dia no mundo foi de 2.372 para 2.772, um crescimento
de 16,8% e nos pais em desenvolvimento foi de 2.055 para 2.619 um crescimento de
27,4%, sendo que nos paises desenvolvidos o crescimento foi de 7,1%
(ALEXANDRATOS & BRUINSMA, 2012). Foi visto ndo s6 uma variacado no consumo
de calorias como também nas fontes, em paises em desenvolvimento houve um
aumento no consumo de calorias provenientes de carne (154,5%), agucares (26,7%),
leite (79,3%) e Oleos e vegetais (106,1%). J& nos paises desenvolvidos 0 aumento no
consumo de calorias se concentrou nos grupos alimentares de 6leos e vegetais
(72,7%) e de carnes (27%). O consumo de calorias advindas de tubérculos,
leguminosas e raizes foi menor em todos os grupos analisados. Esses numeros
condizem com o fato de que a medida que a renda global se eleva, normalmente as
dietas vado daquelas construidas principalmente de graos, para as que contém uma
propor¢cao maior de carne, laticinio e ovos (CASSIDY et al., 2013).

A partir de taxas de crescimento demografico e da urbanizacéo, projecdes da
FAQO para 2030, apontam um crescimento na demanda por carnes e laticinios de 48%
e 57% respectivamente, em paises em desenvolvimento (ALEXANDRATOS &
BRUINSMA, 2012; PARISI et al.,, 2020). Dados na literatura apontam que a
participacdo da proteina de origem animal na dieta da populagdo aumenta conforme
a renda do pais cresce, enquanto a média mundial de proteina animal é de 80g/ per
capita/dia paises pertencentes a Unido Europeia, por exemplo, o0 consumo é de 104
g/ per capita/dia (SANS & COMBRIS, 2015).

Essas mudanga nos habitos alimentares aumentam a necessidade por areas
cultivaveis e recursos hidricos, atualmente a producdo de carne ocupa 70% das
regides agricolas mundiais (TIAN et al., 2021).

Para atender a crescente demanda por alimento e garantir a seguranca
alimentar, podemos agir em duas frentes diferentes. Uma leva em consideragéo a
demanda por alimentos, neste caso € possivel adequar a estrutura alimentar da
populacdo em relacdo a quantidade de alimento e perfil da dieta. E outra que trabalha
com a producéo de alimento, se baseando no uso de tecnologias para otimizagéo da
producdo (PARISI et al., 2020). Uma abordagem que leve em consideracao tanto a
produtividade quanto reducdo da demanda global de alimentos, pode ser mais
prudente e eficaz (TAMBURINO et al., 2020).
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1.1.1. Impacto dos animais de companhia

Assim como a populacdo humana o numero de cdes e gatos no mundo esta
crescendo e seu impacto no consumo de alimento e producdo de residuos também
deve ser considerado. Segundo a Federacdo Europeia das Industrias de Pet Food
(FEDIAF, 2021) atualmente a populacdo de cées na Europa € de 90 milhdes de caes
e 110 milhdes de gatos. No Brasil, segundo dados oficiais do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) em 2018, havia 54,2 milhdes de caes e 23,9 milhdes
de gatos. J& nos Estados Unidos, estima-se que dois tercos das familias possuam
pelo menos 1 animal em quase 85 milhdes de lares. Todos esses cées e gatos
precisam ser alimentados, seja com alimento industrializados ou com comida caseira,
e tanto essa demanda como os residuos gerados por eles causam um impacto
negativo no meio ambiente (CINQUEPALMI et al., 2013; MARTENS et al., 2019)

O sistema de producédo de alimentos para cdes e gatos é bastante singular.
Esta estreitamente interligado com a producao de proteina de origem animal e com a
cadeia alimentar humana. A producéo de carne e a producéo de pet food competem
com alguns ingredientes da alimentacdo humana, mas ao mesmo tempo € um
importante consumidor de varios subprodutos. Na maioria dos casos sdo produtos
gerados pelo sistema alimentar humano e devem ser levados em consideracdo na
analise do impacto ambiental (SWANSON et al., 2013; ACUFF et al., 2021).

Atualmente a grande maioria das racdes para caes e gatos encontradas no
mercado, € a base de graos e proteina de origem animal e vegetal, com isso podemos
dizer, que a formulacdo da dieta de animais de companhia tem um papel importante
no impacto ambiental e sustentabilidade do sistema alimentar como um todo
(MARTENS et al., 2019).

Dentre 0s nutrientes necessarios para a saude e bem-estar dos caes e gatos,
a proteina pode ser considerada a mais cara, tanto em termos econémicos, quanto
em termos ecologicos. Quando comparamos a quantidade de PB presente na maioria
dos alimentos encontrados no mercado com o0s requerimentos indicados pelos
principais guias de alimentacdo vemos uma grande diferenca, sendo a oferta muito
maior do que a recomendacao. Uma possivel explicacao para isso é o habito cultural

dos proprietarios de acharem que por serem animais da ordem carnivora os caes e
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gatos precisam de um elevado teor de proteina na dieta. Embora muito importante
para aporte de aminoacidos essenciais (AAE), nitrogénio e manutengdo da massa
magra é possivel que os caes e gatos adultos saudaveis ndo precisem da quantidade
de PB geralmente vista nos produtos do mercado pet food (SWANSON et al., 2013;
ACUFF et al., 2021).

1.2. PROTEINA

A palavra proteina deriva do grego “proteios” e significa "a que esta a frente”
ou “a mais importante” (GALDOS-RIVEROS et al., 2010). Realmente as proteinas sdo
indispensaveis para todos os seres vivos do planeta, controlam quase todos os
processos que ocorrem em uma ceélula, tendo assim uma vasta diversidade de
funcdes. As informacdes genéticas dos organismos S&80 expressas através das
proteinas (NELSON & COX, 2018).

Proteinas sdo polimeros de AA unidos por uma ligacdo covalente, podem
formar estruturas pequenas de dois ou trés AA chamados de di e tripeptideos ou até
mesmo cadeias longas denominadas polipeptidios. Embora existam muitos AA na
natureza apenas 22 sao encontrados nas proteinas. Eles tém um grupo carboxila e
um grupo amino ligados ao mesmo atomo de carbono. A diferenca entre um AA e
outro estd em sua cadeia lateral também chamada de grupo R, que variam em
estrutura, tamanho e carga elétrica, influenciando a solubilidade dos AA em agua. As
proteinas podem formar substancias com atividades biol6gicas muito distintas, desde
enzimas, anticorpos, horménios, fibras musculares, penas até veneno de cogumelos
e chifres de rinocerontes (NELSON & COX, 2018).

Os polipeptidios séo criados pela ligacdo de varios AA em uma sequéncia
especifica e é essa sequéncia que confere a funcdo das proteinas, através dos
arranjos dos polipeptidios na estrutura da molécula de proteina e determinacédo da
localizacdo do sitio reativo na superficie. As moléculas de &cido desoxirribonucleico
(DNA) contém especificagcbes para milhares de proteinas, sendo o fluxo de informacéo
genética nas células de DNA para acido ribonucleico (RNA) e deste para proteina.
Quando a célula precisa de uma determinada proteina, uma sequéncia de
nucleotideos de uma regido especifica da molécula de DNA é copiada para RNA,

através de um processo denominado transcricdo. Essa “copia”, ainda no nucleo,
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passa por um processamento, em eucariotos, conhecido como Splicing e, entéo,
essas “copias processadas” de RNA sdo lancadas no citoplasma e utilizadas como
moldes para a sintese da proteina, em um processo denominado traducg&o. A Figura

1 apresenta o dogma central da biologia molecular, segundo Alberts et al., (2010).

Figura 1. Esquema do dogma central da biologia molecular.

Replicagao Replicagao
Transcrigcao Traduca .
DNA—— RNA —=2°~ PROTEINA
Transcrigao
reversa

Fonte:https://www.infoescola.com/biologia/dogma-central-da-biologia-molecular/

1.2.1. Proteinas e nutricdo de caes em manutencao

A ingestéo restrita ou excessiva de proteina tem sido um assunto controverso
na nutricdo animal por muitos anos, tanto para animais em manutencao quanto para
agueles que estdo com alguma alteracéo fisiologica e/ou metabodlica (LAFLAMME,
2008; EPHRAIM et al., 2020).

A proteina do alimento é necessaria por dois motivos. O primeiro é para
fornecer os aminoacidos essenciais (AAE), que sdo aqueles que o organismo ndo
consegue sintetizar sozinho, em quantidades suficientes para atender a sua demanda,
e que sdo usados para a sintese de muitas proteinas necessarias para o bom
funcionamento do organismo. O segundo é para fornecer os aminoacidos nao
esséncias (AANE) que séo aqueles que podem ser sintetizados pelo organismo de
forma enddgena desde que tenha quantidade adequadas de carbono e nitrogénio.
Além de fornecer carbono e nitrogénio para sintese de qualquer AANE necessario
pelo organismo, eles também fornecem carbono para a gliconeogénese e nitrogénio
para formacdo de outros compostos que S80 essenciais para a vida como purinas,
pirimidinas, hormdnios e neurotransmissores (NRC, 2006).

Nos cées a digestdo da proteina comega no estbmago tendo como resultado
longas cadeias de polipeptidios, que seguem para 0 intestino delgado onde séo
guebradas em AA livres e posteriormente absorvidos pela parede do intestino. Os AA
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e proteinas que ndo sao absorvidos no intestino delgado seguem para o intestino
grosso onde podem ser fermentados e levar a produgéo de mal odores (GROSS et
al., 2010).

Apoés a absorcdo os AA podem ser utilizados pelos organismos das seguintes
maneiras: sintese de proteina tecidual, principalmente musculo e figado, sintese de
enzimas, albuminas, hormonios e outros compostos nitrogenados e uso do carbono
para geracao de energia. O organismo € capaz de formar novas proteinas desde que
tenha todos os AA e eles estejam em quantidade adequada. Nao s6 a quantidade,
mas também a proporcao entre os AA deve estar correta. O desbalanco pode ocorrer
quando um AA necessario para a sintese proteica ndo esta na quantidade necessaria
e a0 menos um outro AA esta em excesso. Ja o antagonismo de AA ocorre quando o
excesso de um AA aumenta o requerimento de outro AA com estrutura quimica
semelhantes, como a lisina e arginina. O uso de fontes de proteinas complementares
evita que essas duas situacdes ocorram na dieta (GROSS et al., 2010).

Todas as proteinas do organismo sdo constantemente quebradas e
ressintetizadas, um processo chamado de turnover proteico. Durante esse processo
uma fracao dos AA é excretado de forma definitiva, e por isso devem ser repostos por
meio da alimentacdo. Assim, podemos dizer que os caes nao tém necessidade de
proteina propriamente dita, mas sim de AA, tanto para suprir os AAE quanto para
reposicao de nitrogénio (GROSS et al., 2010).

1.2.2. Requerimento proteico, de aminoacidos e composicao corporal

O teor de PB recomendado para caes adultos saudaveis em manutencao por

alguns guias nutricionais podem ser vistos na tabela 01 a seguir.
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Tabela 01. Recomendacdes de proteina bruta e aminoacidos essenciais de caes adultos expressos na em % com base na matéria seca
(MS) e em g kg de PC" "5 e g/1000kcal.

Nutriente na MS? (%) gKg de PC"0.750 g/1000kcal EM°®

AAFCO FEDIAFP NRC FEDIAF NRC AAFCO FEDIAFP NRC
Proteina bruta 18,00 18-21,00 10,00 4,95 3,28 45,00 45-52,10 25,0
Arginina 0,51 0,52-0,60 0,35 0,14 0,11 1,28 1,30-1,51 0,88
Histidina 0,19 0,23-0,27 0,19 0,06 0,062 0,48 0,58-0,67 0,48
Isoleucina 0,38 0,46-0,53 0,38 0,13 0,12 0,95 1,15-1,33 0,95
Leucina 0,68 0,82-0,95 0,68 0,23 0,22 1,70 2,05-2,37 1,70
Lisina 0,63 0,42-0,46 0,35 0,12 0,11 1,58 1,05-1,22 0,88
Metionina 0,33 0,40-0,46 0,33 0,11 0,11 0,83 1,00-1,16 0,83
Metionina + Cistina 0,65 0,76-0,88 0,65 0,21 0,21 1,63 1,91-2,21 1,63
Fenilalanina 0,45 0,54-0,63 0,45 0,15 0,15 1,13 1,35-1,56 1,13
Fenilalanina+ Tirosina 0,74 0,89-1,03 0,74 0,24 0,24 1,85 2,23-2,58 1,85
Treonina 0,48 0,52-0,60 0,43 0,14 0,14 1,20 1,30-1,51 1,08
Triptofano 0,16 0,17-0,20 0,14 0,05 0,046 0,50 0,43-0,49 0,35
Valina 0,68 0,59-0,68 0,49 0,16 0,16 1,70 1,48-1,71 1,23

@ Considerando uma dieta de 4.000 kcal/EM.
bGramas do nutriente por quilo de peso metabélico (PC"75)
¢ O FEDIAF coloca valores para cdes com necessidade energética diaria de 110kca/kg®7’® e 95kcal/Kg®7>
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O método de balanco de nitrogénio tem sido utilizado para determinar o
requerimento de AA e proteina em diversas espécies. Entretanto, essa técnica é
limitada, baseia-se na determinacdo da menor quantidade de proteina de boa
qualidade que consegue manter o individuo em um balanco de nitrogénio positivo,
apos estar adaptado a um baixo consumo de proteina, ndo leva em consideragéo o
efeito na composi¢do da massa muscular e outros parametros de saude. Os animais
podem manter um balanco de nitrogénio positivo mesmo em um estado de deplecéo
proteica. Fazem isso através da reducéo do turnover proteico e pelo uso de reservas
da massa magra. Quando o consumo inadequado de proteina leva a reducdo do
turnover proteico, pode ocorrer queda da imunidade e aumentando a susceptibilidade
a infeccdes e ferimentos (LAFLAMME, 2008). Além disso o balanco de nitrogénio ndo
consegue separar qual é a contribuicio das mudancas na sintese, oxidacdo e
degradacdo de proteinas na resposta geral do organismo a diferentes ingestdes de
proteina (HUMBERT et al., 2001).

Segundo Williams (2001) mais do que 16% de PB na dieta ndo € necessario
para cdes adultos em manutencdo, pois cdes adultos que consumiram dietas de
mesma energia (4,4kcal/g) com 16%, 24% e 32% de PB, por 10 semanas, mantiveram
o balanco de nitrogénio e taxas de sintese de proteinas positivas quando comparada
com a taxa de degradacdo. Ja um estudo sobre o catabolismo proteico em caes
saudaveis que foram alimentados com uma dieta com 12% de PB por 3 semanas,
encontrou diminui¢cdes na sintese e degradacdo de proteinas corporais, através da
leucina marcada com is6topos (HUMBERT et al., 2001).

Outro estudo que utilizou a técnica de infusdo continua de is6topos teve como
objetivos avaliar o metabolismo proteico de caes adultos em manuten¢do usando o
método da '3C-leucina, e verificar os efeitos da restricdo de proteinas e deficiéncia de
AA na cinética da leucina. Durante 2 semanas 8 cées adultos saudaveis consumiram
as seguintes dietas: controle com 380 kcal/100g de energia metabolizavel (EM); 63g
de PB/Mcal e 1,33 g N/kg de (PC)"®7’>; uma dieta restrita em proteinas com 430
kcal/100g; 32 g PB/Mcal e 0,68g N/kg (PC)"%"> e uma dieta que ndo era apenas restrita
em proteinas, mas também em lisina e triptofano com 365 kcal/100g; 31 g PB/Mcal;
0,659 N/kg (PC)%7> dia. Como concluséo os pesquisadores relataram que os caes tém

a capacidade de adaptar seu turnover de proteina ao teor e a qualidade de seus
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suprimentos de proteina. Com base nos resultados obtidos através do método 13C-
leucina, a necessidade de nitrogénio do cao para manutencéo pode estar entre 0,559
N/kg PC®7°a 0,41g N/kg PC%75 por dia (HUMBERT et al., 2001), o que corresponde a
3,44 a 2,569 PB/Kg PC%75,

Em uma pesquisa que utilizou técnicas das ciéncias Omicas, dietas com
diferentes teores de proteina, sendo 18,99%, 25,34% e 45,77% de PB com base na
matéria seca, influenciaram a metabolémica e o microbioma intestinal de cées adultos.
Os resultados indicaram que o consumo da dieta com teor proteina elevado (45,77%)
a longo prazo aumentou os metabolitos associados a disfuncéo renal, inflamacéo e
protedlise. J& na avaliacdo da microbiota, um dos achados, foi que o consumo do
alimento com 18,99% de PB, aumentou a abundéncia relativa da bactéria
Faecalibacterium praisnitzii, bactéria responsavel pela producdo de butirato e
associada a propriedades anti-inflamatoérias (EPHRAIM et al., 2020).

Alguns estudos se concentraram em avaliar o requerimento de determinados
AA através da técnica de indicador de oxidacdo de AA (IAAO — Indicator Amino Acid
Oxidation). A técnica se baseia na hipétese de que quando um aminodacido essencial
esta limitado na dieta para a sintese de proteinas, outros AA que estdo em excesso
devem ser oxidados (ELANGO et al., 2012). Quando a ingestdo de um aminoacido
limitante aumenta, a oxidacdo de AA essenciais diminui, 0 que corresponde a um
aumento da sintese de proteina. Porém, se a ingestdo de AA limitante aumenta mais
do que sua exigéncia, ndo haverd mudancas na oxidacao dos indicadores, ou seja,
ele se torna estavel a partir do momento que atingiu a sua exigéncia (RIBEIRO et al.,
2008).

Um grupo de pesquisa avaliou os requisitos minimos de metionina em dietas
com cistina fornecida em excesso, em trés diferentes racas de cédes adultos com a
hip6tese que o requisito médio de metionina para cées adultos seria diferente entre
as racas. A conclusao do estudo foi que caes das racas Beagles e Labrador Retrievers
apresentaram maior requerimento por metionina que o recomendado pelo NRC ja os
da racas Dachshunds apresentaram requerimento semelhante (MANSILLA et al.,
2020). Em outro trabalho deste mesmo grupo de pesquisa, Sutherland (2020)
sugeriram que os requerimentos de lisina para o cdo em manutencdo do NRC (2006)
estdo subestimados e que o teor de lisina na dieta de alimentos comerciais ndo deve
ser inferior a 0,53% (68,41 mg/kg de PC).
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Como ja mencionado a dieta deve ser formulada com foco na composi¢ao dos
AA, principalmente em uma dieta considerada baixa em proteina. Segundo Wakshlag
(2003), caes que consumiram uma dieta com 12% de proteina por 10 semanas, tendo
como fonte exclusiva de proteina o gluten de milho, que tem um 6timo valor bioldgico,
mas é deficiente em algumas AAE como a lisina, apresentaram reducdo da massa
corporal magra (MCM). Os autores também relataram aumento da massa gorda dos
cées que consumiram essa dieta com teores de 12% de PB independente da fonte de
proteina, possivelmente devido ao elevado teor de carboidrato. Em cées que
consumiram dietas com 35 g PB/Mkcal, 65 g PB/Mkcal e 112 g PB/Mkcal por uma
semana foi visto menor concentracdo de metionina no plasma nos caes que
consumiram a dieta com baixo teor de proteina, porém isso nédo foi visto apés 04
semanas de consumo das dietas. Este resultado sugere que o suprimento insuficiente
de AA da dieta é suplementado por AA enddgenos fornecidos apds degradacédo do
musculo. Hipétese que foi confirmada com os dados de composicéo corporal, no qual
houve uma reducéo significativa da MCM apés 10 semanas de consumo do alimento
de baixo teor proteico (YAMAMOTO et al., 2019).

A avaliacdo da composicdo corporal pode ser usada como um indicativo do
status nutricional do animal, sendo uma importante ferramenta na rotina clinica
(FERRIER, 2002). A metodologia mais pratica e frequentemente utilizada é a escalada
escore de condicdo corporal (ECC), € um método subjetivo e semiquantitativo que
utiliza como ferramental a visdo e o tato do avaliador, em conjunto com o escore de
massa muscular (EMM) e o peso corporal (PC) do animal possibilitam a boa avaliacdo
da composicao corporal do cdo (JEUSETTE et al., 2009; MICHEL et al., 2011). A
avalicao precisa da composicéo corporal é um desafio, pois 0s componentes do corpo,
tais como: gordura, 0ssos, massa muscular e fluidos, ndo sdo compartimentalizados,
sdo misturados em vérios tecidos ao longo do organismo (SANTAROSSA; PARR,;
VERBRUGGHE, 2017).

Entre as técnicas disponiveis, a avaliacdo da agua corporal total por diluicdo
isotdpica tem sido utilizada. O enriguecimento isotdpico pode ser testado em agua
plasmatica apos injecdo de uma dose conhecida de agua marcada. A medi¢do da
agua corporal total permite o calculo da massa livre de gordura. Trés is6topos podem
ser usados como marcadores de agua: deutério (D), tritio e 18-oxigénio (180), isso se
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deve por terem a capacidade de trocar prétons com compostos organicos no
organismo (FERRIER, 2002).

Medir a diluicdo do oxido de deutério € uma das técnicas mais eficazes para
determinar a composicao corporal de humanos e foi validado por resultados de analise
qguimica ex vivo em caes. A aplicacdo de deutério se faz através da via subcutanea
(SC) e amostras de sangue sao coletadas antes e ap6s duas a quatro horas a
inoculacdo. Por diferenca entre as concentracdes do is6topo, a agua corporal total
(ACT) é calculada e, com o resultado, € possivel calcular a MCM e gordura corporal
total (GCT) (SANTAROSSA; PARR; VERBRUGGHE, 2017).

A respeito da composicdo corporal € sabido que a perda da MCM esta
associada ao aumento da piora no quadro clinico e mortalidade, algo que pode passar
despercebido pois, quando a deficiéncia de proteina é severa o animal reduz o
consumo de alimento, mas quando a restricdo é subclinica o cdo pode manter o peso,
mas ter alteracdo na sua composicdo corporal e perda da sua massa muscular.
Estudos no qual foram usados marcadores de turnover proteico e medidas de
composicao corporal, mas especificamente MCM, tiveram resultados diferentes do
gue quando se utilizou balanc¢o de nitrogénios com relacédo a necessidade de ingestao
de proteina através da dieta (LAFLAMME, 2008).

1.3.CIENCIAS OMICAS

A descoberta do DNA por Watson e Crick em 1953 foi o inicio para uma
revolucdo dentro das ciéncias biologicas e desde entdo muito conhecimento tem sido
gerado, como o sequenciamento do material genético de diversos organismos. E
somente com o desenvolvimento deste conhecimento e de novas tecnologias viu-se
a necessidade de estudar ndo s6 o genoma como também as outras etapas do dogma
central, como a transcri¢do, a traducéo e a formacéo de metabolitos e assim surgiram
as ciéncias “Omicas”. Atualmente temos a genbmica (estudo dos genes),
transcriptbmica (estudo dos transcritos), proteémica (estudo das proteinas), lipidémica
(estudo dos lipidios) e metabol6bmica (estudo dos metabdlitos). Esse conjunto de
técnicas visao identificar a sequéncia dos genes de um organismo e seus diferentes
produtos em um determinado ambiente e tempo (SOUZA et al., 2014). Nas ultimas

trés décadas, as chamadas ferramentas pds-gendmicas, desenvolveram-se e foram
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cada vez mais, integradas na pesquisa em uma variedade consideravel de areas,
incluindo satude humana, ciéncia vegetal ou pesquisa ambiental, dentre muitas outras
como a nutricdo e medicina veterinaria (ALMEIDA et al., 2021). As ciéncias émicas
possibilitam a elaboracédo de perguntas bioldgicas que antes eram muito dificeis de
formular, permitindo uma visdo prospectiva sobre os efeitos de estimulos biolégicos

em varios sistemas de forma global (LIPPOLIS et al., 2019).

1.3.1. Protebmica

Prote6bmica € o estudo das proteinas em larga escala, existe desde o final da
década de 1970 e foi possivel gracas ao desenvolvimento de tecnologias como
eletroforese de gel bidimensional e a espectrometria de massa. Trata-se de uma
ferramenta complementar a genémica porgue foca no produto do gene, que sdo as
substancias ativas na célula, as proteinas (PANDEY et al., 2000; GALDOS-RIVEROS
etal., 2010). J4 o proteoma refere-se ao conjunto de proteinas expressas pelo genoma
de um organismo em um determinado tempo e condi¢ao, sendo assim, o proteoma é
algo extremamente dindmico e variavel (WASINGER et al., 1995). A prote6mica
possibilita saber ndo s6 se um gene esta sendo expresso, mas todas as modificacdes
que podem ocorrer desde o DNA até a proteina. O controle da expressdo génica
ocorre desde a transcricdo e processamento do RNA até as alteracdes nas
abundéancias das proteinas e modificacdes pds-traducionais, como glicosilacéo,
fosforilacdo, acetilagdo, hidroxilacdo, carboxilagcdo, ubiquitinacdo, dentre outras,
responsaveis por modificar a atividade das proteinas (GALDOS-RIVEROS et al.,
2010).

O genoma de um organismo permanece relativamente estavel ao longo da vida,
ja o proteoma é dindmico e se altera de acordo com o status fisiolégico e as fases da
diferenciacdo celular. Estimativas sugerem que existem mais de um milhdo de
diferentes tipos de proteinas nas células, nos tecidos e nos fluidos corporais, que séo
responsaveis pelo controle de todos ou quase todos o0s processos biolégicos
(BARBOSA et al., 2012). E possivel utilizar as técnicas de protedmica para
identificacdo em larga escala de proteinas e suas modifica¢cdes pos-traducionais,
permitindo a comparacao entre diferencas de abundancias dessas proteinas, além de

estudos das interacdes proteina-proteina (PANDEY et al., 2000).
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Dentre as tecnologias disponiveis para analise do proteoma a eletroforese
bidimensional pode ser usada para separacdo de proteinas antes da aplicacdo da
amostra no espectrémetro de massas. Possibilita a separacéo, com alta resolugéo, de
uma grade quantidade de proteinas de uma amostra complexa, e fazer analise da
abundancia por meio de comparacao dos padrdes proteicos observados. A partir dos
géis bidimensionais as proteinas de interesse podem ser identificadas pelo ponto
isoelétrico e peso molecular aparente, porém € sempre necessario a identificacdo
inequivoca por meio da espectrometria de massa (MS). Na espectrometria de massa
as proteinas ou peptideos sofrem ionizacdo para depois serem identificados.
Atualmente existem dois métodos de ionizacdo o MALDI (Matriz-Assited Laser
Desorption/lonization) e o ESI (Electropray lonization). No MALDI apos
bombardeamento por laser, a matriz sublima e seus ions transferem a carga para 0s
analitos, resultando na formacéo de ions peptidicos. Entdo a massa molecular dos
ions é avaliada em um analisador apds passagem por uma camara de vacuo. Um dos
analisadores mais comuns é o TOF (Time of Flight). Nele os ions gerados na primeira
fase, sdo acelerados por um potencial entre dois eletrodos e atravessam um tubo de
vacuo com velocidade inversamente proporcional a sua massa. Quando os ions
chegam até o detector, o tempo decorrido entre a ionizacao e a detecgdo é utilizado
para gerar o valor m/z (massa/carga). Por meio de analises de bioinforméatica os sinais
gerados sdo comparados com informacdes disponiveis em banco de dados,
possibilitando a identificacdo da proteina de interesse (BARBOSA et al., 2012).

As técnicas de protedbmica "classicas", que incluem a identificacdo e
quantificacdo de proteinas em um determinado ponto de tempo de amostragem, nao
abordam a dindmica de o proteoma em termos de sintese e degradacao de proteinas
individuais, mas sim fazem uma foto do proteoma em um momento especifico sobre
determinada circunstancia (DOHERTY & BEYNON, 2006; GYGI et al., 1999).

1.3.2. Protedmica e nutricdo humana

A dieta e o estilo de vida podem afetar praticamente todos 0S processos
celulares, desde a expressao génica até a sintese e degradacao de proteinas. Os
nutrientes alteram as fungdes metabodlicas das células de maneira complexa
(PANAGIOTOU & NIELSEN, 2009). Com isso surgiram dois campos de pesquisa
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dentro da nutricAdo a nutrigenética e a nutrigendmica, sendo que a nutrigenbémica
estuda o papel dos nutrientes e compostos bioativos de diferentes alimentos na
expressdo do gene. A protedmica desenvolveu-se dentro da nutrigenémica, para
tentar compreender como nOSSO genoma € expresso em resposta a dieta
(KUSSMANN et al., 2010).

Os nutrientes ou componentes da dieta agem como "sinais", que séo recebidos
pelos fatores de transcricdo, depois de receber os sinais dos nutrientes, os fatores de
transcricdo modulam a transcricio do DNA de genes especificos, alterando as
abundéancias das proteinas em resposta aos nutrientes. Os padrdes de expressao
génica, abundancia proteica e producdo de metabdlitos influenciados por certos
nutrientes ou componentes dietéticos sdo considerados "assinaturas dietéticas"
(GANESH & HETTIARACHCHY, 2012).

A interacdo das proteinas com os componentes da dieta ocorre de duas
maneiras diferentes, tanto, influenciando a abundancia ou modificacdo pos-traducao
das proteinas como causando pequenas interacfes molécula-proteina e mudancas
tridimensionais na estrutura da proteina. Isso pode levar a modificacdes na funcéo
original da proteina, como atividade enzimatica, reconhecimento molecular e
propriedade regulatéria. Desta forma verifica-se que, a maioria das vias cataliticas e
regulatérias operam como redes e, uma pequena alteracao na estrutura ou atividade
de uma proteina, pode levar a um efeito significativo em um individuo (GANESH &
HETTIARACHCHY, 2012).

A protedmica pode ser usada em estudos de nutricdo para entender causa e
efeito em sistemas vivos, descobrir e desenvolver biomarcadores que podem auxiliar
no tratamento de doencas e também avaliar a seguranca e funcionalidade de novos
alimentos e ingredientes (KEUSCH, 2006). Através da protedmica foi possivel verificar
que a formacao de peptideos funcionais, ligeiramente diferentes, na proteina do leite
de vaca, pode influenciar o potencial alergénico do leite em humanos. Também foi
visto que, os niveis de enzimas hepaticas envolvidas na glicélise, gliconeogénese,
oxidacdo de &cidos graxos e metabolismo de AA variam muito entre camundongos
diabéticos magros e obesos. Outros exemplos da aplicagédo da técnica para achados
relacionados a nutricdo sdo que a glutamina altera o proteoma das células intestinais
humanas, incluindo as proteinas que regulam o metabolismo de AA, lipidios e vitamina

A. Em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura, a analise
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protedmica mostrou que as concentracfes de enzimas metabdlicas hepaticas e
proteinas pro-oxidativas foram maiores (WANG et al., 2006).

Sao poucos os estudo que avaliaram a influéncia da alimentacéo na sintese e
degradacédo de proteinas, abordar a dinamica de renovacao de proteinas representa
alguns desafios técnicos para a analise de todo o proteoma. O uso de tracadores
marcados com isétopos estaveis e espectrometria de massa de razéo isotépica (IRMS
- Isotope Ratio Mass Spectrometry), possibilitou o estudo de influéncias nutricionais
na sintese e degradacéo de proteinas, porém o grau de enriquecimento dos isétopos
necessario para estudos de todo o proteoma ainda é dificil de alcancar em animais e
humanos. Algumas tentativas ja foram feitas tanto em culturas celulares quanto em
organismos vivos, um deles foi em frango alimentado com uma dieta semissintética
contendo [?Hg] -valina. O estudo demonstrou pela primeira vez a possibilidade de
abordar a analise do turnover de proteina em animais. A medi¢cdo do turnover no
proteoma humano foi feito usando a incorporacdo dindmica de isétopos estaveis em
culturas de células com AA (SILAC dindmico) (KUSSMANN et al.,, 2010;
WAGENMAKERS, 1999).

1.3.3. Protebmica em animais

Embora a aplicacdo de protedbmica em medicina veterinaria ndo seja tao
significativa guando em estudo da medicina humana, é possivel encontrar na literatura
informacdes principalmente nas areas de animais de producdo, mas também de
animais de companhia (CECILIANI et al., 2014). As abordagens prote6micas tém sido
cada vez mais utilizadas na ciéncia veterinaria para investigar os processos biolégicos
responsaveis pelo crescimento, reproducdo, eventos patolégicos e poténcias
biomarcadores (CECILIANI et al., 2014; GHODASARA et al., 2017). Um conhecimento
detalhado da composi¢éo proteica de fluidos biolégicos em uma determinada espécie
sob uma série de condicdes, é relevante, tanto para a rotina veterinaria, quanto para
0 avanco cientifico, permitindo a compreensdo de todos os processos biologicos e
componentes afetados, ajudando a explicar mecanismos fisiopatoldgicos complexos
(MILLER et al., 2014).
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1.3.3.1. Animais de producéao

A maioria dos estudo que utilizam a protedmica sao relacionados aos animais
de producéo, devido ao seu impacto econémico (CECILIANI et al., 2014). Neste
contexto, a proted6mica pode ser utilizada em areas como: saude, producédo e bem-
estar animal. Pode trazer informacgdes valiosas com relagéo a interacdo patégeno e
hospedeiro, sendo util para o desenvolvimento de vacinas e medicamentos, pode ser
usada para garantir seguranca alimentar e rastreabilidade, pode estar relacionada a
pesquisa de doencas transmitidas por animais e podem auxiliar no desenvolvimento
de protocolo de manejos, entre muitas outras aplicagcdes. Um exemplo do uso da
protedmica & em estudos de mastite, doenga comum em vacas leiteira e que impactam
diretamente a producdo, por sua capacidade de identificar biomarcadores em
condi¢cBes subclinicas. Um grupo de pesquisa descobriu as principais proteinas
associadas a membrana em isolados de Staphylococcus aureus de mastite bovina
que poderiam estar envolvidas no reconhecimento de receptores de células epiteliais
mamarias (ALMEIDA et al., 2021).

Outro exemplo foi uma pesquisa realizada na China onde existe uma elevada
demanda por leite. O tipo de forragem oferecido aos animais tem um papel muito
importante em sua producdo, mas como as diferentes forragens afetam a regulacao
da producéo de leite ndo € bem compreendido. O pais ndo tem plantacfes de alfafa,
mas tem muita palha de arroz. Entdo um estudo propds avaliar o efeito do consumo
de palha de arroz e alfafa na regulacéo da producéo de leite através da proteémica e
trascriptdmica. Doze vacas em lactacdo foram divididas em dois grupos, cada grupo
recebeu uma dieta composta alfafa ou palha de arroz por 98 dias, ap6s o periodo de
consumo foi coletada amostra tecidual das glandulas mamaérias das vacas. Foram
avaliados a expressdo dos transcritos, a abundancias das proteinas e as vias
metabdlica. A conclusdo do estudo foi que quatro processos biolégicos cruciais
podem, contribuir para a reducéo da sintese de leite em vacas que consumiram palha
de arroz, sendo: utilizag&o ineficiente de energia que limitou a produgéo normal de
proteina, degradacédo de proteinas, aumento do processamento de proteinas no gasto
energético e degradacdo de proteinas associadas a geracdo de energia, que
provavelmente diminuiu o transporte de proteinas a translocacdo de proteinas

secretoras, e a abundancia de proteinas relacionadas ao crescimento e
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desenvolvimento celular, que prejudicou o crescimento da glandula mamaria e
producao de leite (DAl et al., 2017).

Outra questdo importante na China é a poluicdo ambiental causada pela
elevada producdo de nitrogénio pelos animais de producdo e ao mesmo tempo a
escassez de proteina alimentar para a populacdo e animais. Com isso, pesquisadores
avaliaram o efeito do teor de proteina na dieta sobre a expresséo de proteinas em trés
diferentes tecidos tecido do trato gastrointestinal (antro gastrico, duodeno e jejuno) de
leitdes. Dezoito leitdes (Duroc x Landrace x Yorkshire) foram desmamados aos 28
dias de idade e distribuidos aleatoriamente em trés dietas com niveis de 14%, 17% e
20% de PB, sendo o teor de 20% de PB considerado o controle, nas trés dietas os AA
lisina, metionina, tirosina e triptofano foram suplementados para atender aos
requisitos de leitdes desmamados, o periodo experimental durou 45 dias (MA et al.,
2018).

Os resultados da analise de protedmica dos trés tecidos mostraram que, em
comparacdo com o0 controle, o sistema imunoldgico, a digestdo e absorcdo de
proteinas, foram regulados positivamente no grupo 17% de PB, enquanto a maioria
deles foi regulada negativamente no grupo 14% PB. O metabolismo de aminoacidos
da secrecdo gastrica, pancreatica do duodeno ou a biossintese de hormonios
esterdides do jejuno foi regulado negativamente no grupo 17% PB, e o metabolismo
lipidico foi regulado positivamente no grupo 14% PB. Mesmo com a reducédo do teor
de proteina de 20% para 17%, o desempenho do crescimento ndo foi afetado,
enquanto a digestdo e absorcdo de nutrientes ou a funcdo imunoldgica foram
melhorados. Com base nos resultados os autores concluem que o teor de proteina de
17% pode favorecer a absorcdo de nutrientes dos porcos, sugerindo que a reducao

de proteina pode ser benéfica a saude dos leitdes (MA et al., 2018).

1.3.3.2. Animais de companhia

Nas pesquisas na area de pequenos animais a protedmica tem sido aplicada
em estudos de oncologia, doencgas infecciosas, patologia entre outros e em diversos
tipos de amostras como: plasma, soro, saliva, urina, fezes, lagrima, tecido, leite,
liguido amnidtico e sémen (CECILIANI et al., 2014; MILLER et al., 2020). Dentro da

pesquisa comparativa 0s animais de companhia sdo 6timos modelos de pesquisa,
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pois frequentemente sofrem de doencas semelhantes a dos humanos, como cancer,
doencas cardiacas, doencas renais e obesidade.

Um exemplo interessante de modelo de doenca genética é a distrofia muscular
do Golden Retriever (GRMD), comparavel a distrofia muscular de Duchenn (DMD).
GRMD mostra uma patologia muscular muito mais grave do que o modelo de
camundongo e reflete melhor o quadro clinico da DMD em humanos. Um estudo
protedmico de amostras musculares de cdes com GRMD e caes saudaveis, que
utilizou a técnica de ICAT (Isotope Coded Affinity Tag), revelou que as proteinas
envolvidas nas vias metabdlicas diminuiram em abundancia no musculo GRMD, com
metabolismo energético reduzido como marca registrada da doenca. (BILIC et al.,
2018).

Outra doenca com elevada incidéncia tanto em humanos como em céaes € a
obesidade (DAY, 2010; PORSANI et al., 2020), um estudo avaliou as alteracdes no
proteoma de cdes apds a perda de peso com o objetivo de entender melhor as
alteracdes fisiologicas decorrentes deste processo. Neste estudo 5 cdes machos
adultos da raca Beagle foram submetidos a um protocolo de perda de peso por 3
meses, o alimento oferecido foi um alimento comercial para cdes obesos e durante o
periodo foi feito um acompanhamento do animal para ajuste da quantidade oferecida.
O fluido corporal escolhido para analise de proteémica foi a saliva dos cées, coletada
antes e apos o emagrecimento. Como conclusao os pesquisadores relatam que 23
proteinas salivares sofreram alteracdo com a perda de peso. As proteinas que tiveram
sua abundéancia alterada foram as relacionas com o sistema imune, status
inflamatorio, estresse oxidativo e metabolismo de glicose, mostrando uma possivel
melhora fisiol6gica dos caes apos a perda de peso (LUCENA et al., 2020).

Alguns estudos procuram por biomarcadores que possam auxiliar no
diagnostico precoce de algumas doencas comum na préatica clinica, como por
exemplo, um estudo com cées que teve como objetivo detectar e identificar as
proteinas mais abundantes em amostras de fezes de caes saudaveis e de cdes com
diarreia responsiva ao alimento. Utilizando a técnica de protedmica os pesquisadores
encontraram que a cadeia J de imunoglobulina de isoforma 1 estava presente apenas
nas amostras dos caes com a doencga. A cadeia J combina especialmente mondmeros
e dimeros de IgA e desempenha um papel crucial para suas secre¢des na mucosa.

Uma possivel hipétese é que a presenca desta proteina provavelmente esta ligada a
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ativacdo do sistema imunolégico ou a um dano da mucosa ou ambos em pacientes
com diarreia responsiva ao alimento. Ainda é cedo para afirmar que essa proteina
poderia ser usada como marcador diagnostico/prognostico de doencga gastrointestinal,
mas o estudo representa um primeiro passo em direcdo a protedmica fecal em
disturbios gastrointestinais caninos (CERQUETELLA et al., 2019). Como resultado de
uma pesquisa feita em caes viu-se uma diferenga no proteoma salivar de cdes com e
sem calculo dentario. Foram encontradas 225 proteinas em cdes sem calculo
dentario, 300 exclusivas a caes com célculo dentario e 133 pertencentes a ambos 0s
grupos. O resultado mostra potenciais biomarcadores presentes na formacédo de
calculo dentdrio em cdes, que podem ajudar no diagnéstico da doenca e
desenvolvimento de substancias para tratar ou até mesmo evitar a sua formacao
(BRINGEL et al., 2020).

Apesar de todo esse potencial € possivel dizer que a protedmica ainda €&
subutilizada, devido a uma série de razdes, incluindo custo, falta de bons dados
gendmicos de muitas espécies de interesse e falta de consciéncia do potencial dessa
tecnologia por cientistas animais (ALMEIDA et al., 2014). Na area de biomarcadores
e seu possivel uso na rotina clinica, alguns desafios encontrados sdo com relacéo a
coleta de amostras, pois fatores como, diferencas entre idade, ragas, coleta e
armazenamento de amostras (ou seja, a quantidade de tempo entre a coleta e a
analise da amostra) podem alterar profundamente os perfis de proteinas do sangue
(MILLER et al., 2014).

O soro e o plasma sdo muito utilizados na rotina clinica e revelam informacdes
importantes sobre o estado geral do organismo. Apena 10 proteinas compdem 90%
do conteudo total de proteinas do sangue, mais da metade sendo a albumina. Existem,
portanto, pelo menos 10 ordens de diferenca de magnitude entre a proteina de maior
e menor abundancia. Com relacdo a andlise de protedbmica, esses obstaculos
potenciais podem ser superados pelo uso de algumas técnicas de deplecdo das
proteinas mais abundantes, no entanto, varias proteinas potencialmente importantes
podem ser perdidas no processo devido a sua ligagdo as proteinas altamente
abundantes removidas, fato que deve ser considerado nas pesquisas do proteoma
(CECILIANI et al., 2014).
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2. HIPOTESE

A hipotese deste estudo é que a abundancia de proteinas no soro, a
composicao corporal e o perfil de aminoacidos plasmatico e urinario de cées adultos
em manutencdo serdo semelhantes apds o consumo de alimento seco completo e

balanceado com 23% (P 23) ou com 30% (P 30) de PB na matéria natural.

3. OBJETIVOS
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e Avaliar a composicdo corporal de cdes adultos em manutencdo apos o
consumo de alimento seco completo e balanceado com 23% ou 30% de PB.

e Avaliar o perfil de AA no plasma e na urina de caes adultos em manutengao
apos o consumo de alimento seco completo e balanceado com 23% ou 30%
de PB.

e Avaliar a abundancia de proteinas no soro de cdes adultos em manutencéo
apos o consumo de um alimento seco completo e balanceado com 23% ou 30%
de PB.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.LOCAL, INSTALACOES E ANIMAIS

O estudo foi conduzido no canil da fazenda da empresa Grandfood LTDA e no
Centro de Desenvolvimento Nutricional da PremieRpet® (CDN), ambos localizados
na cidade de Dourado, S&o Paulo.

Todo o protocolo experimental foi conduzido de acordo com 0s principios éticos
de experimentacdo animal, sob aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(FMVZ/USP) (protocolo CEUA 6772200922) e CEUA/Grandfood (protocolo 162-22).

Foram utilizados 9 cées adultos, castrados, sem raca definida, sendo 4 fémeas
e 5 machos, com idade média de 4,11+ 1,53 anos, PC médio de 14,40+3,22 kg, ECC
médio de 4,78+0,66 na escala de 1 a 9 de Laflame 1997. Todos os cées estavam
clinicamente sadios, desverminados e vacinados. Os animais permaneceram em seus

canis originais, sob suas rotinas habituais de exercicio e socializacao.

4.2.DIETAS EXPERIMENTAIS

Antes de formular os tratamentos foi feito 0 acompanhamento do consumo de
alimento, PC e ECC dos cées por 30 dias. Neste periodo ndo foi observado mudanca
significativa no peso e ECC dos animais. Com base no PC de cada animal foi feito o
célculo do peso metabdlico (PC"°7%), os valores foram multiplicados por 4,95, o
minimo de g de proteina por kg de peso metabdlico indicado pelo FEDIAF 2021.

O resultado desta multiplicacdo foi multiplicado por cem e dividido pela
guantidade de racao (g) consumida por cada cao por dia. Assim, obteve-se o teor
minimo de PB que 0s cédes precisariam consumir para manter o peso e ECC. Fazendo
a média dos resultados foi obtido um valor usado com base, para o alimento com
menor teor de proteina, para o outro alimento foi colocado 7 pontos percentuais a
mais, uma quantidade de PB significativa.

Foram formuladas, em programa especifico, duas racdes, cujas composicdes

quimicas atendem as recomendac¢des para o cao adulto, de acordo com a FEDIAF
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(2021) e que resultaram em dietas com teores de proteina de 23% (P 23) e 30% (P
30) respectivamente.

Os ingredientes utilizados na fabricacdo das racées testes foram provenientes
da unidade fabril da Grandfood Indastria e Comércio Ltda (PremieRpet®). Todos os
ingredientes empregados na producéo das dietas experimentais foram obtidos a partir
de um Uunico lote, para evitar variabilidade entre os alimentos. A farinha de visceras
de aves foi o Unico ingrediente proteico adicionado na formula. Este ingrediente foi
previamente analisado quanto a PB e perfil de AA, e os resultados utilizados para
formulacdo das dietas experimentais. Os alimentos foram extrusados na fabrica de
racOes da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista (FMVZ/UNESP), localizado em Botucatu, S&o Paulo. Apds extruséo,
amostras dos dois tratamentos foram enviadas para andlise. As andlises
bromatolégicas de umidade, PB, extrato etéreo em hidrolise acida, matéria mineral,
calcio e fosforo foram realizadas no laboratdrio PremieRpet®, e as analises dos AA
no laboratério CBO®, localizado em Valinhos, SP, os resultados estdo na Tabela 02.



Tabela 02. Composicéo quimica analisada e ingredientes das dietas experimentais.

. Dietas?
Variaveis (%) P23 P 30
Umidade 6,75 6,06
Valores naMN Valores g/1000kcal Valores Valores  g/1000kcal
na MS na MN na MS
Proteina Bruta 23,08 24,74 59,31 29,98 31,91 75,65
Aminoacidos
Lisina 1,45 1,55 3,73 2,01 2,14 5,07
Treonina 0,88 0,94 2,26 1,10 1,17 2,78
Metionina 0,48 0,51 1,23 0,61 0,65 1,54
Metionina + Cistina 0,77 0,83 1,98 0,97 1,03 2,45
Arginina 1,39 1,49 3,57 1,82 1,94 4,59
Histidina 0,84 0,90 2,16 1,08 1,15 2,73
Isoleucina 0,82 0,88 2,11 1,09 1,16 2,75
Leucina 1,78 1,91 4,58 2,18 2,32 5,50
Fenilalanina 0,92 0,99 2,36 1,15 1,22 2,90
Fenilalanina + Tirosina 1,62 1,74 4,16 2,03 2,16 5,12
Valina 1,07 1,15 2,75 1,39 1,48 3,51
Taurina 0,10 0,11 0,26 0,13 0,14 0,33
Glicina 1,74 1,87 4,47 2,23 2,37 5,63
Serina 0,93 1,00 2,39 1,14 1,21 2,88
Hidroxiprolina 0,53 0,57 1,36 0,69 0,73 1,74
Triptofano 0,32 0,34 0,82 0,35 0,37 0,88
Extrato etéreo hidrdlise acida 14,74 15,80 37,88 14,59 15,53 36,80
Fibra Bruta 2,18 2,34 5,60 2,17 2,31 5,48
Matéria Mineral 5,55 5,96 14,27 7,10 7,55 17,91
Calcio 1,38 1,48 3,55 1,60 1,70 4,04
Fosforo 0,71 0,76 1,83 0,87 0,93 2,20
Energia metabolizavel in vivo (kcal/g) 3,890 3,962

Ingredientes: Milho, farinha de visceras de aves, quirera de arroz, polpa de beterraba, gordura de frango, antioxidantes BHA e BHT (0,012%), bentonita,
cloreto de potassio, cloreto de sodio, antifingico, hidrolisado de frango, vitamina A, vitamina B12, vitamina C, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, acido
folico, acido pantoténico, biotina, cloreto de colina, niacina, piridoxina, riboflavina, tiamina, ferro aminoacido quelato, iodeto de potassio, manganés
aminoacido quelato, proteinato de selénio, sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de zinco, zinco aminoacido
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4.2.1. Digestibilidade das dietas experimentais

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e a energia
metabolizavel das racdes foram determinados segundo o método de coleta total de
fezes (AAFCO, 2020). Durante quatro dias consecutivos as fezes dos caes foram
recolhidas quantitativamente, ao menos duas vezes ao dia, pesadas e congeladas (-
20°C) (MENDONCA et al, 2023). Ao final do periodo de colheita, as fezes foram
descongeladas e homogeneizadas, compondo uma amostra por animal. As amostras
de fezes foram secas em estufa de ventilacao forcada (Fanem, S&o Paulo, Brasil) a
55°C por 72h. As amostras de fezes e ra¢6es foram moidas em moinho tipo faca (MOD
340, ART LAB, Sé&o Paulo), com peneira de 0,8mm e analisadas de acordo com 0s
procedimentos descritos pela AOAC para a matéria seca, matéria mineral, PB e
extrato etéreo em hidrélise 4cida. Uma porcédo das amostras de fezes e uma amostra
de cada dieta foi enviada para o laboratério CBO®, localizado em Valinhos, SP para
analise de energia bruta.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os
coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e a energia metabolizavel dos

alimentos.

4.3.MANEJO ALIMENTAR

O ensaio experimental durou 112 dias, dividido em dois periodos de 56 dias
cada. Todos os animais consumiram os dois alimentos, caracterizando um ensaio
rotacional (crossover design), ou seja, em cada periodo um grupo de animais
consumiu um alimento. Apdés o final do primeiro periodo, houve a troca dos
tratamentos entre os dois grupos e deu-se 0 inicio do segundo periodo. Os animais
foram alimentados duas vezes ao dia. O célculo da oferta diaria de alimento foi feito
com base na quantidade de kcal para manutencdo do PC de cada um e energia
metabolizavel dos alimentos. A oferta diaria foi dividida em duas porgdes, cada por¢ao
era pesada e armazenada em sacos plasticos identificado com o nome do animal,
periodo e dia da semana. As sobras foram armazenadas no saco da oferta de cada

refeicdo e posteriormente pesada, fazendo-se posteriormente o calculo do consumo
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diario das dietas para cada cao. A pesagem dos animais foi realizada em balanca
digital de uso veterinario, a cada 7 dias, assim como a avaliagdo do ECC, de acordo
com a escala de um a nove pontos validada para caes por Laflamme (2005), durante
todo o periodo experimental. Quando necessario foi feito o ajuste da quantidade de
alimento oferecido, objetivando-se a manutencao do PC inicial.

Durante 15 dias antes de comecar o periodo experimental todos os caes

consumiram o mesmo alimento, sendo um alimento super premium com 27% de PB.

4.4.COLHEITA DE MATERIAL

ApGs consumo dos tratamentos por 56 dias, foi feita a coleta de amostras de
sangue para andlise de protedmica, perfil AA no plasma e composi¢cao corporal.

Também foi feita a coleta de urina para analise de AA.

4.4.1. Colheitade sangue

Apos jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 2h amostras de sangue foram
coletadas por venopuncao da jugular e/ou cefalica, para andlises protedmica, perfil de
AA e composigao corporal. As amostras foram separadas em 2 tubos, sendo um tubo
com ativador de coagulo para posterior separacao do soro e um com heparina para
posterior separacao do plasma. Foram colocados em isopor com gelo e levados ao

laboratério.
4.4.2. Colheitade urina
As amostras de urina foram coletadas por miccdo espontanea ou por sonda
uretral, em pote coletor estéril e logo colocadas em tubo com heparina sddica, entao
foram colocados em isopor com gelo e levados ao laboratorio.

4.5. ANALISES PROTEOMICAS

Ao chegar no laboratério as amostras foram colocadas em centrifuga

refrigerada a 3915rpm por 20 minutos a 4°C. Entdo as amostras de soro foram
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armazenadas em eppendorfs previamente identificados e armazenado em freezer a
- 80°C até serem enviadas para analise.

Para a analise as amostras de soro destinadas a protedmica foram retiradas do
armazenamento a -80°C e descongeladas em banho de gelo.

Apés descongelamento das amostras de soro canino foi adicionado um
coquetel de inibidores de protease as amostras (Protease Inhibitor Cocktail, SIGMA)
para evitar a degradacdo proteica e para promover a deplecdo das proteinas mais
abundantes. Para remover as 14 proteinas mais abundantes encontradas no sangue,
a mesma quantidade de cada amostra de soro passou por uma coluna cromatografica
de afinidade (Multi Affinity Removal Column, Agilent Technologies). As fracdes de
menor abundancia de proteina foram usadas para todas as etapas seguintes.

A quantidade de proteina da fracdo recuperada das amostras de soro foi
guantificada usando o método acido bicinconinico (BCA. Protein Assay Kit). Com o
objetivo de obter maior qualidade da troca de tampéo e digestdo de proteinas,
realizamos o protocolo FASP (Filter aided sample preparation) para digestao triptica
(Distler U. e Tenzer S., 2016). De forma resumida esse protocolo consiste em lavagem
para troca de tampéo em uma ponta de microcoluna com um corte de MW de 10kDa
e digestdo triptica realizada em coluna. Foram utilizados 20 microgramas de proteina
para a realizacdo do protocolo FASP, onde as amostras foram reduzidas, alquiladas
e posteriormente digeridas com tripsina. Os peptideos digeridos de cada amostra
foram ressuspensos em 0,1% de FA. A separacdo dos peptideos tripticos foi realizada
em um Sistema ACQUITY IClass, Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia - UPLC
(Waters Corporation). 5 ug de cada amostra digerida foi carregado em uma pré-coluna
Symmetry C18 5 ym, 180 um x 20 mm (Waters Corporation) usada como coluna de
captura e subsequentemente separada por um gradiente de fase reversa de 120 min
a 300 nL/min (gradiente linear, 3-55% ACN ao longo de 90 min) usando um HSS T3
C18 1,7 um, 1 mm x 150 mm e Coluna LC (Waters Corporation) mantida a 40°C. Para
a eluicdo de gradiente agua-acido formico (99,9/0,1, v/v) foi usado como eluente A e
acido acetonitrilo férmico (99,9/0,1, v/v) como eluente B. Os peptideos separados
foram analisados por espectrdmetro de massa de alta definicdo Xevo-G2Xs
diretamente acoplado ao sistema cromatografico. A abundancia diferencial de
proteinas foi avaliada com uma aquisicdo independente de dados (DIA) de analise

prote6bmica shotgun pelo modo de configuracdo de expressao (MSe). O espectrometro
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de massa operou no “Modo Expressao” alternando entre energias de colisdo baixas
(4 eV) e altas (25-60 eV) na célula de gas, usando um tempo de varredura de 1,0s
por fungdo em 50—-2000 m/z. O processamento de energia baixa e elevada, adicionado
aos dados da massa de bloqueio de referéncia ([Glul]-Fibrinopeptide B Standard,
Waters Corporation) fornece um inventario alinhado no tempo de componentes de
tempo de retencdo de massa precisos para energia baixa e elevada (EMRT, tempo
exato de retencdo de massa), cada amostra foi processada duas vezes.

Os dados de Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS) de trés repeticdes para cada amostra foram processados para analise qualitativa
e quantitativa usando o programa Progenesis (Waters Corporation). A identificacédo
qualitativa das proteinas foi obtida por meio de busca no banco de dados de Canis
lupos familiaris. Os parametros de pesquisa foram definidos como: tolerancia
automatica para ions precursores e para ions de produto, minimo de 7 ions de
fragmentos correspondentes por peptideo, minimo de 3 ions de fragmentos
correspondentes por proteina, minimo de 1 peptideo exclusivo correspondente por
proteina, 2 falhas de clivagem, carbamidometilacdo de cisteinas como modificacédo
fixa e oxidacdo de metioninas como modificacfes variaveis, taxa de descoberta falsa
(FDR) do algoritmo de identificagdo <1%. Plataforma UPLC em espectrometro de
massa com fonte ionizacéo por ESI e analisador de massas hibrido Xevo G2 Q-TOF
(Waters, Milford, MA, EUA), acoplado com sistema nanoAcquity Ultra Performance LC
(Waters, Milford, MA, EUA). A identificacdo das proteinas foi feita por meio de busca
em banco de dados Uniprot (www.uniprot.org).

A analise quantitativa sem marcacdo foi obtida usando a intensidade de
abundancia relativa integrada no programa Progenesis, usando todos os peptideos

identificados para normalizacao.

4.6. DETERMINACAO DOS AMINOACIDOS

Apos as coletas, as amostras de sangue e urina foram colocadas em centrifuga
refrigerada por 10 minutos, a 3.0000 rpm e angulo de 45°. Aliquotas de 0,5mL de
plasma e 1mL de urina foram congeladas a -80°C até o encaminhamento para analise.
As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC;

Biochrom 30 Amino Acid Analyser, Biochrom, Cambridge, UK).
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4.7.COMPOSICAO CORPORAL

Para a composicdo corporal dos cdes optou-se pelo método de diluicdo de
isétopos de deutério. Foi administrado 1mL/kg de PC de uma solucdo de é6xido de
deutério diluido a 10% por via subcutdnea. As amostras de sangue foram coletadas
da veia jugular antes e apds 02 horas a inoculacdo da solu¢do contendo o 6xido de
deutério. Estas foram centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm para extracéo do soro
e armazenadas a - 20°C em criotubos ambar de tampa rosqueavel, vedados com
parafiime. As analises foram realizadas por espectrometria de massa de razdes
isotopica no Centro de Isotopos Estaveis Prof. Dr. Carlos Ducatti do Instituto de
Biociéncia, UNESP, Campus de Botucatu/SP. A partir destas amostras, foi possivel
guantificar a agua corporea e, entédo, prosseguir com os calculos de massa gorda e

massa magra corpc’)rea.

5. ANALISES ESTATISTICAS

A andlise de abundéancia dos peptideos foi realizada considerando um modelo
linear misto com o efeito fixo de tratamento (P 23 ou P 30), além dos efeitos aleatérios
de periodo e animal. Nestas analises foi adotada a estrutura de medidas repetidas
nas mesmas unidades experimentais (mesmos animais avaliados em diferentes
periodos). As estruturas de covariancia entre as medidas repetidas foram avaliadas
pelo critério de informacdo de Akaike, AIC (AKAIKE,1973). As pressuposi¢des dos
modelos de andlise variancia (normalidade e homogeneidade dos residuos) foram
realizadas simultaneamente por meio de andlises de residuos condicionais
Studentizados. Em caso de Teste F significativo (P<0,05), o proprio Teste F foi
considerado discriminatorio.

Todas as variaveis relacionadas a composic¢ao corporal e perfil aminoacidico
plasmatico foram avaliadas considerando um modelo linear misto geral que
contemplaram os efeitos fixos de tratamentos (P 23 ou P 30), Momentos (To=inicio de
administracdo das Dietas Experimentais ou Tse= 56 dias apdés o0 inicio de
administracdo das Dietas Experimentais), interacdo Tratamentos x Momentos, além

dos efeitos aleatérios de animal e residuo. Os animais foram incluidos nas analises
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visando acomodar a estrutura de medidas repetidas nas mesmas unidades
experimentais. As avaliacdes das pressuposi¢cdes dos modelos de analise variancia
(normalidade e homogeneidade dos erros) foram também realizadas
simultaneamente por meio de analises de residuos condicionais Studentizados. Em
caso de resultados significativos para os efeitos fixos de Tratamentos, Momentos ou
Interacao Tratamentos x Momentos, o Teste F foi utilizado, de forma apropriada, como
procedimento para comparagdo das médias, visando manter o nivel de confianga
conjunto fixado.

Todas as andlises foram realizadas utilizando o procedimento PROC MIXED,
do programa Statistical Analysis System, versao 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
EUA)

6. RESULTADOS

6.1. DIGESTIBILIDADE DAS DIETAS, CONSUMO, PESO CORPORAL, ESCORE
DE CONDICAO CORPORAL E COMPOSICAO CORPORAL DOS CAES

Todos os animais apresentaram ingestdo adequada dos alimentos, ndo houve
episodios de rejeicdo ou diarreia. Nenhum animal apresentou reacdo adversa ao
consumir os tratamentos com diferentes teores de proteina, todos os animais
permaneceram saudaveis durante todo o periodo do experimento.

O PC dos cées nao variou ao longo do estudo, para nenhum dos tratamentos
em avaliacdo (P>0,05). N&o foi visto diferenca significativa na composi¢céo corporal
dos cdes apds consumo de dietas com diferentes teores de proteina, tanto na
porcentagem de massa magra quanto na de gordura (P>0,05). Para a média dos 56
dias de observacao, foi verificado consumo de matéria seca e energia metabolizavel
semelhantes entre caes alimentados com os diferentes tratamentos (P>0,05), como

pode ser observado na Tabela 03.

Tabela 03. Peso corporal inicial e final, composi¢ao corporal e consumo de matéria seca
e energia metabolizavel (EM) de cédes alimentados com alimentos extrusados com
diferentes teores de proteina.

. Dietal
Variaveis EPM? P valor
P 23 P 30
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Peso Corporal (kg)

Inicial 14,36 14,56 1,06 0,8954
Final 14,33 14,52 1,02 0,8972
Escore de condicéo corporal (ECC)
Inicial 4,89 4,78 0,24 0,7498
Final 5,00 511 0,22 0,7241
Composicéao corporal (%) - média dos 56 dias
Gordura 21,27 19,71 1,96 0,5888
Massa Magra 78,73 80,29 1,96 0,5888
Consumo (média dos 56 dias)
MS (g/kg PCl/dia) 12,52 12,95 0,83 0,7198
consumo de 733,05 781,15 48,43 0,4926

energia (kcal/dia)

1P 23: ragdo 23% de proteina; P 30: ragcdo com 30% de proteina;
2Erro padrdo da média (n=9 caes por dieta)

Para a ingestdo de PB por quilo de PC (g /kg PC/dia) e por quilo de peso
metabdlico (g/kg PC™75/dia) por dia, diferencas significativas foram observadas
(P=0,0079 e P=0,0136) entre os tratamentos, assim como, para a ingestao por quilo
de PC, dos AAE e AANE (alanina, aspartato, cisteina, glicina, glutamina,
hidroxiprolina, prolina, serina, taurina e tirosina). J& o triptofano teve sua ingestédo
diaria semelhante entre as dietas avaliadas (P>0,05), dados que podem ser vistos na
Tabela 04.

Tabela 04. Ingestédo de proteina bruta em gramas (g) por quilo de peso corporal e por
quilo de peso metabdlico (PC"7") e ingestdo de aminoacidos por quilo de peso
metabdlico de caes alimentados com alimentos extrusados com diferentes teores de
proteina.

Dietas? )
o P 23 P 30 EPM®  Pvalor
Variaveis ~ .
Ingestdo durante o ensaio
experimental
Proteina bruta (g/kg PC/dia) 3,10 4,13 0,24 0,007
Proteina bruta (g/kg PC"7%/ dia) 6,19 8,02 0,47 0,013
Aminoécidos essenciais (g/kg PC™:7%/ dia)

Arginina (ARG) 0,357 0,52 0,03 0,004

Histidina (HIS) 0,23 0,34 0,02 0,006

Isoleucina (ILE) 0,23 0,31 0,02 0,003

Leucina (LEU) 0,49 0,62 0,03 0,020

Lisina (LIS) 0,40 0,57 0,03 0,001

Metionina (MET) 0,13 0,17 0,01 0,008

Metionina + Cistina 0,21 0,28 0,01 0,010
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Fenilalanina (FEN) 0,26 0,33 0,02 0,012
Fenilalanina + Tirosina 0,45 0,58 0,03 0,012
Treonina (THR) 0,24 0,31 0,02 0,012
Triptofano (TRP) 0,09 0,10 0,01 0,2086
Valina (VAL) 0,30 0,39 0,02 0,005
Aminoacidos ndo essenciais (g/kg PC"7%/ dia)
Alanina (ALA) 0,41 0,53 0,03 0,008
Aspartato (ASP) 0,52 0,70 0,04 0,005
Cisteina (CIS) 0,08 0,10 0,01 0,014
Glicina (GLI) 0,48 0,63 0,03 0,007
Glutamina (GLN) 0,89 1,14 0,06 0,012
Hidroxiprolina (HPR) 0,15 0,20 0,01 0,005
Prolina (PRO) 0,39 0,48 0,03 0,033
Serina (SER) 0,26 0,32 0,02 0,019
Taurina (TAU) 0,03 0,04 0,01 0,005
Tirosina (TYR) 0,19 0,25 0,01 0,011

1P 23: ragdo 23% de proteina; P 30: ragcdo com 30% de proteina;
2Erro padrdo da média (n=9 caes por dieta)

N&o foram observadas diferencas significativas nos coeficientes de
digestibilidade aparente da matéria seca (MS), matéria organica (MO), extrato etéreo
hidrolise é&cida (EEA) e extrativo ndo nitrogenado (ENN) (P>0,05), entre os
tratamentos. Contudo, o tratamento P 30 apresentou um coeficiente de digestibilidade
aparente de PB superior ao tratamento P 23 (P=0,0042). A energia metabolizavel
(kcal/lkg), também foi significativamente diferente entre as dietas (P=0,0495), sendo
maior no tratamento P 30, conforme observado na Tabela 05.

De acordo com a Tabela 05, as variaveis fecais, escore de fezes e volume de
fezes ndo foram verificadas diferengas significativas entre os tratamentos (P>0,05).

Tabela 05. Coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes, producdo e escore
fecal de cées alimentados com dietas experimentais contendo diferentes teores de
proteina.

Dietal
Variaveis P 23 P 30 Epvz  valorde
Coeficiente de digestibilidade
aparente (%)
Matéria seca 83,03 83,20 0,67 0,8565
Matéria organica 86,96 87,64 0,55 0,3607
Proteina Bruta 85,68 88,49 0,54 0,0042
E():(it(;zto etéreo em hidrolise 93.94 94.47 0.44 0.4202
Extrativos ndo-nitrogenados 87,91 87,92 0,64 0,9914

Producéo fecal
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Escore fecal 4,57 4,51 0,21 0,8504

Volume de fezes (MN) gFz/gR 0,56 0,56 0,02 0,8865
Energia Metabolizavel

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3.890,42 3.962,76 22,89 0,0495

1P 23: racdo 23% de proteina; P 30: racdo com 30% de proteina;
2Erro padrédo da média (n=9 cées por dieta)

6.2. PERFIL DE AMINOACIDOS PLASMATICOS E URINARIO

Foram detectados 30 AA no plasma e na urina, sendo prolina e hidroxiprolina
encontrado exclusivamente no plasma e os compostos d-hidroxilisina e amonio
encontrados somente na urina. Nao foi encontrada diferenca significativa na
concentracdo de nenhum dos AA plasmaticos e urinarios (P>0,05) apés consumo de
dietas com teor de PB de 23% e 30% respectivamente. Também nao foram
encontradas diferencas na soma dos aminoacidos de cadeia ramificadas (BCAA),
AAE e AANE, assim como a relagdo AAE/AANE, valina e glicina, arginina e cistina,
tirosina e fenilalanina, e serina e glicina, tanto na urina quanto no plasma(P>0,05). Os
dados podem ser vistos nas tabelas 06 e 07.

Tabela 06. Concentracfes dos aminoacidos séricos em cdes saudaveis apds consumo
de dietas com diferentes teores de proteina

Dietal
Variaveis P23 P 30 EPM? Valor de
Aminoacidos essenciais P
(nMol/mL)
Arginina (ARG) 136,15 142,25 8,09 0,608
Histidina (HIS) 87,49 89,05 2,79 0,704
Isoleucina (ILE) 72,60 72,27 4,37 0,958
Leucina (LEV) 147,38 147,19 7,71 0,987
Lisina (LIS) 197,74 210,20 15,57 0,587
Metionina (MET) 61,98 61,38 2,18 0,848
Fenilalanina (FEN) 62,15 64,58 2,93 0,575
Treonina (THR) 212,23 228,50 15,04 0,466
Triptofano (TRP) 61,84 64,27 7,93 0,834
Valina (VAL) 208,32 260,25 10,48 0,893
Aminoacidos nao essenciais (nMol/mL)
Alanina (ALA) 479,34 500,32 47,82 0,764
Aspargina (ASN) 70,41 72,31 3,72 0,727
Aspartato (ASP) 6,67 6,84 0,26 0,661
Cisteina (CIS) 21,32 22,07 1,74 0,771
Citrulina (CIT) 58,83 52,10 4,77 0,347
Glicina (GLI) 226,56 251,14 17,20 0,342
Glutamato (GLU) 30,49 30,90 1,97 0,886
Glutamina (GLN) 576,80 575,60 32,20 0,979
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Hidroxiprolina (HPR) 18,50 24,62 4,29 0,342
Ornitina (ORN) 10,96 11,64 1,25 0,713
Prolina (PRO) 155,15 146,52 12,84 0,647
Serina (SER) 129,28 128,69 9,74 0,967
Taurina (TAU) 125,12 120,76 6,16 0,630
Tirosina (TYR) 51,54 53,24 2,99 0,698
Acido a-aminobutirico (AABA) 30,12 24,36 4,43 0,384
1-Metil-L-histidina (1_MHIS) 13,53 15,52 2,48 0,587
3-Metil-L-histidina (3_MHIS) 8,84 10,64 1,54 0,433
Anserina 9,24 12,43 1,43 0,154
Carnosina (CAR) 31,99 33,22 2,65 0,752
Cistationina 5,24 6,90 0,73 0,148
BCAA3 428,30 425,72 22,22 0,936
AAE* 1247,89 1285,94 50,09 0,606
AANE® 2059,95 20,9981 83,09 0,743
Raz6es dos aminoacidos (nMol/mL)
AAE/AANE 0,61 0,62 0,02 0,874
Val/Gli 0,96 0,84 0,06 0,217
Arg/Cit 2,24 2,82 0,20 0,183
Tir/Fen 0,83 0,83 0,03 0,911
Ser/Gli 0,57 0,53 0,04 0,502

1P 23: ragdo 23% de proteina; P 30: racdo com 30% de proteina;

2Erro padréo da média (n=9 cées por dieta)

3Aminoacidos de cadeia ramificada (soma dos aminoécidos isoleucina, leucina e valina)
4Aminoécidos essenciais

5Aminoécidos ndo essenciais

Tabela 07. Concentraces dos aminoacidos urinarios em caes saudaveis apés consumo
de dietas com diferentes teores de proteina

Dieta’
Variaveis P23 P 30 EPM? Valor de
Aminoé&cidos essenciais P
(nMol/mL)
Arginina (ARG) 3077 38,32 7,30 0,514
Histidina (HIS) 22,77 19,56 6,40 0,748
Leucina (LEV) 42,94 34,65 10,13 0,585
Lisina (LIS) 303,77 416,64 79,02 0,376
Metionina (MET) 42,15 54,94 11,63 0,489
Fenilalanina (FEN) 12,48 15,06 2,58 0,519
Treonina (THR) 114,38 132,88 29,55 0,866
Triptofano (TRP) 25,90 16,04 4,84 0,668
Valina (VAL) 8,72 12,33 2,12 0,295
Aminoacidos nao essenciais (nMol/mL)
Alanina (ALA) 217,85 214,79 51,90 0,969
Aspargina (ASN) 117,60 129,82 32,04 0,806
Aspartato (ASP) 105,38 123,55 22,40 0,605
Cisteina (CIS) 57,54 66,19 14,14 0,695

Citrulina (CIT) 21,48 23,65 5,91 0,813
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Glicina (GLI) 135,48 177,60 37,08 0,475
Glutamato (GLU) 62,07 79,78 15,95 0,485
Glutamina (GLN) 118,61 155,34 31,73 0,467
Ornitina (ORN) 21,39 15,91 5,74 0,531
Serina (SER) 207,65 246,63 51,92 0,632
Taurina (TAU) 6100,72 8490,93 1154,28 0,218
Tirosina (TYR) 20,43 23,14 4,06 0,669
Acido a-aminobutirico (AABA) 25,96 29,55 7,82 0,768
1-Metil-L-histidina (1_MHIS) 3090,09 3885,69 896,82 0,573
3-Metil-L-histidina (3_MHIS) 417,60 546,06 106,20 0,449
Anserina 213,24 178,60 59,09 0,694
Carnosina (CAR) 99,08 116,90 26,41 0,666
Cistationina 8,71 8,08 2,94 0,885
Amonio 28851,00 25398,00 5738,16 0,699
d-hidroxilisina 188,56 59,96 91,24 0,382
BCAA3 18,13 49,66 13,30 0,939
AAE* 656,84 743,09 157,13 0,718
AANE® 12797 14748,00  2470,14 0,606
Razdes dos aminoéacidos (nMol/mL
AAE/AANE 0,05 0,05 0,00 0,924
Val/Gli 0,07 0,07 0,01 0,974
Arg/Cit 1,96 1,65 0,29 0,503
Tir/Fen 1,78 1,75 0,25 0,935
Ser/Gli 1,61 1,39 1,14 0,319

1P 23: ragéo 23% de proteina; P 30: racdo com 30% de proteina;

2Erro padréo da média (n=9 cées por dieta)

3Aminoacidos de cadeia ramificada (soma dos aminoacidos isoleucina, leucina e valina)
4Aminoécidos essenciais

5Aminoécidos ndo essenciais

6.3. ANALISE PROTEOMICA

A analise de bioinforméatica resultou em 559 peptideos nas 18 amostras, apds
deplecdo das proteinas mais abundantes. A andlise de variancia apontou vinte
proteinas diferentemente abundantes entre os tratamentos P 23 e P 30, e destas, 9
sdo codificadas pelo mesmo gene. Das 20 proteinas significativamente diferentes
apenas 6 estavam reguladas positivamente no tratamento P 30 quando comparadas
com o tratamento P 23, sugerindo que estavam em maior abundancia relativa. Essas
proteinas foram: hydroxyisourate hydrolase, CD164 molecule, integral membrane

protein, biotinidase, amine oxidase e olfactory receptor (Fragment) (Tabela. 08).



52

Tabela 08. Proteinas diferencialmente abundantes no soro de cées alimentados com dietas
experimentais contendo diferentes teores de proteina.

Acesso no

UniProt Nome da proteina Dietal Média EPM?

AOA8COM3WO Ig-like domain-containing protein E gg ggggg 88832 Q
AOABCOMG6I3 Complement C8 gamma chain E gg 88833 88883 Q
AOA8COM9Q8 Ig-like domain-containing protein E gg ggigg 88828 Q
AOA8COMLK?2 hydroxyisourate hydrolase]...] E gg 888;% 88888 i
AOABCOMMSS CD164 molecule P30 00086 00005 A
AOA8COMN59 Serotransferrin E gg iiig? 81212 /Q
AOABCON4N9 Ankyrin repeat domain 11 E gg 8888; 88881 Q
AOAB8CON9F1 APC regulator of WNT signaling pathway E gg 88833 88881 g
AOAB8CONVP3 Complement C1s (C1 Esterase) E gg 813;; 8888; Q
AoaBCoNZIo e e proteiny P30 01076 0Ol A
AOABCOPLY? CCDC14§(S:r]-tlg<i$]iﬁgllgrd()-tc(:a?|!]| domain- Ilz gg 88883 88888 g\
AOABCOPBI Periipin 4 P30 0083 0002 B
AOABCOPDAZ Biotnidase P30 0009 00008 A
AOABCOSKLS Amine oxidasef... P30 00008 00001 A
AOABCOTI42 Transferrn P30 L3078 olss B
AOABCOTK12 Complement C1s P30 01016 00080 B
AOA8I3PUP2 Ig-like domain-containing protein E gg 8881(2) 88881 g
AOA8I3QAD7 Transferrin-like domain-containing protein IE gg 12122 81312 g
AOABPONT31 Ig-like domain-containing protein g gg 88??3 88828 @
070288 Olfactory receptor 16 Subfamily C Member P23 0,0433 0,0130 B

11 P30 0,0466 0,0130 A

1P 23: ragdo 23% de proteina; P 30: ragcdo com 30% de proteina;
2Erro padrdo da média (n=9 cées por dieta)



53

Detalhes dos peptideos, como nimeros de acesso e fold changes sédo apresentadas na Tabela 09.

Tabela 09. Resumo dos peptideos, como nimeros de acesso e escore de confianca (fold changes) de caes alimentados com dietas
experimentais contendo diferentes teores de proteina.

Acesso no . Numero de Peptideos Escore de
. Nome da proteina Nome do gene . A :

UniProt peptideos anicos confianca

AOA8COM3WO0 Ig-like domain-containing protein ENSG00000278263 9 0 114,42

AOABCOMS6I3 Complement C8 gamma chain C8G 1 1 6,59

AOA8COM9Q8 Ig-like domain-containing protein ENSG00000278263 12 0 148,59

AOA8COMLK2 hydroxyisourate hydrolase]...] LOC489647 4 4 44,36

AOA8COMM38 CD164 molecule CD164 1 0 6,47

AOA8COMN59 Serotransferrin TF 57 0 954,02

AOA8CON4N9 Ankyrin repeat domain 11 ANKRD11 2 1 5,50

APC regulator of WNT signaling pathway
AOA8CON9F1 (Adenomatosis Polyposis Coli Tumor APC 6 6 41,99
Suppressor)
AOABCONVP3 Complement C1s (C1 Esterase) C1S 34 5 278,75
AOA8CONZIp ~ 'Mtegral membrane protein 2 (Single-pass 35 ta4/5miM2 1 0 5,76
type Il membrane protein)
AOASCOP1Y7 CCDC144C-like coiled-coil domain- CCDC144C 2 2 12,57
containing protein

AOA8COPBJ1 Perilipin 4 PLIN4 3 0 13,93

AOABCOSKL5 Amine oxidase...] MAOB 1 0 5,17
070288 Olfactory receptor 16 Subfamily C Member OR16C11 5 1 19.66

11
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Proteinas que foram diferencialmente abundantes entre os tratamentos com um
escore de confianca =2 foram usados para analise de ontologia génica e foram
categorizados de acordo com processos biolégicos, componente celular e fungéo
molecular. Neste trabalho serdo explorados quatro sistemas de cada categoria, estao

descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Escores de significancia (expresso em -log2 do valor-P), principais
categorias e identificacdo associada de acordo com a Ontologia Génica (G.O.),
namero de genes identificados (total de genes enriquecidos) associados com as
diferencas de abundancias de peptideos em caes alimentados com dietas
experimentais contendo diferentes teores de proteina.

Escore Categoria/Nome a§s_ociado a Numero de Genes
Ontologia Génica (Total Genes)

Processo Bioldgico

15,31 Complement Activation, Classical Pathway 3 (110)

9,30 Regulation of Iron lon Transport 1(3)

9,30 Biotin Metabolic Process 1(3)

7,85 Innate Immune Response 3 (651)
Componente Celular

14,13 Blood Microparticle 3 (145)

7,05 Extracellular Region 5 (2553)

6,50 Endosome Membrane 2 (307)

5,02 Cytoplasmic Microtubule 1(59)

Funcéo Molecular

9,30 Iron Chaperone Activity 1(3)

8,89 Aliphatic Amine Oxidase Activity 1(4)

7,43 Transferrin Receptor Binding 1(11)

7,19 Protein Kinase Regulator Activity 1(13)

A partir da ontologia génica e das analises de enriquecimento funcional, as vias
metabdlicas (pathways) foram agrupadas de acordo com as principais fontes de dados
disponiveis (KEGG, Reactome, QIAGEN Ingenuity Pathway Analysis, NCBI BioSystem
Database, dentre outros), com base na similaridade nos genes identificados por meio
dos peptideos diferencialmente abundantes. As cinco principais vias metabdlicas para
0s 20 peptideos identificados que apresentaram abundancias diferencialmente

significativas para o efeito tratamento, sdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Escores de significancia (expressos em -log2 do valor-P) nhome e nimero de
genes diferencialmente expresso (total de genes) associados as cinco principais vias
metabdlicas (Pathways) identificados para o efeito de grupo genotipico caes alimentados
com dietas experimentais contendo diferentes teores de proteina.

Total de N. genes

Escore Nome davia metabdlica (Pathways) o Genes
genes Identificados

Immune Response Lectin Induced C1S,

11,46 Complement Pathway 53 2 C8G
Overlap Between Signal Transduction MAOB
11,01 Pathways Contributing to LMNA 62 2 ’
: . APC

Laminopathies
7,19 Dopamine Metabolism 13 1 MAOB
7,19 Degradation of GABA 13 1 MAOB
Regulation of Wnt / B-catenin
6,89 Signaling By Small Molecule 16 1 APC

Compounds

7. DISCUSSAO

Para a grande maioria dos nutrientes essenciais existem faixas de consumo
dentro das quais mecanismos fisiol6gicos e bioquimicos mantém homeostase sem
consequéncias negativas. No entanto, existem limites inferior e superior para esses
processos, e ingestdes fora destas faixas teréo efeitos adversos ao organismo. Desde
gque dentro destas variacbes, o corpo tem a capacidade de ajustar a absorcéo,
catabolismo e/ou excregéo de nutrientes para manter um funcionamento apropriado. A
controvérsia surge, no entanto, sobre quais sdo os verdadeiros limites destas faixas -
isto €, a ingestdes minima ou maxima dentro das quais variacdes na dieta, a ingestao
de energia e de nutrientes especificos podem ocorrer sem consequéncias patolégicas
ou comportamentais e que contribui para o melhor desempenho do organismo
(SCRIMSHAW & YOUNG., 1989).

O presente estudo foi conduzido para investigar o efeito do consumo de dietas
com diferentes teores de PB no organismo de caes adultos saudaveis através de trés
abordagens, sendo: prote6mica, perfil de AA no plasma e na urina e composi¢ao
corporal, sendo, até o momento, o primeiro estudo que utilizou a protedmica para

avaliar diferentes teores proteicos na dieta de cdes adultos saudaveis.
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7.1.ANIMAIS E CONSUMO, PESO CORPORAL, ESCORE DE CONDICAO
CORPORAL E COMPOSICAO CORPORAL, DIGESTIBILIDADE DAS DIETAS

A necessidade de proteina de uma dieta, na verdade, representa a necessidade
de AAE e AANE, na quantidade adequada para manter o fornecimento de nitrogénio e
proteinas para o organismo, que entdo podera sintetizar AANE e outros compostos
nitrogenados (LAFLAMME, 2008). Os AA derivados da dieta podem ser usados pelos
organismos de diferentes formas, como: incorporados a proteinas estruturais e
enzimaticas, sintese de AANE, conversdo para moléculas sinalizadoras, como
horménios e neurotransmissores e usados como uma fonte de energia (OBERBAUER
& LARSEN, 2021).

As duas dietas utilizadas no estudo atenderam os requerimentos de proteina e
AA indicado pelos principais guias nutricionais, como pode ser visto comparando os
dados das tabelas 01 e 02. Foi visto uma diferenca significativa na ingestao, tornando
possivel a comparacao entre os resultados das amostras coletadas durantes o estudo.

Para que ocorra a sintese de proteinas no organismo é necessario que os AA
estejam disponiveis, sendo a principal fonte o catabolismo das proteinas endogenas,
principalmente da massa magra. A proteina dietética provém apenas uma fracdo dos
AA, mas é critica para o bom funcionamento do organismo (LAFLAMME, 2008). O
consumo inadequado de proteina reduz o turnover proteico, mas esse mecanismo so
poupa as reservas musculares por um periodo, sendo que uma restricdo proteica a
longo prazo acaba afetando a composicao corporal do organismo, com reducdo da
massa magra (LAFLAMME, 2008). ApGs analise do peso corporal, ECC e composi¢cao
corporal pela técnica de agua marcada com deutério, vimos que caes adultos saudaveis
apos consumo de dietas P 23 (59,31 gPB/Mkcal) e P30 (75,65 gPB/Mkcal) e adequado
balanco de AA, conseguem manter o balanco entre massa magra e massa gorda, sem
mobilizagdo excessiva de proteinas endogena.

Em estudo realizado com 30 cdes adultos saudaveis apds consumo de
alimentos comerciais com 18,99%; 25,34% e 45,77% de PB por 90 dias, nao foi visto
diferenca no PC dos animais (EPHRAIM et al., 2020). Uma pesquisa que avaliou nao
somente o teor de proteina, mas também diferentes fontes de proteina, foi visto que o
perfil dos AA influencia a composicéo corporal, pois cdes que consumiram dietas com
gluten de milho como fonte exclusiva de proteina, apresentaram reducdo na massa

corporal magra, quando comparado com cdes que consumiram dietas com 0 mesmo



57

teor de proteina, mas com a inclusdo da farinha de visceras de aves como fonte de
proteina (WAKSHLAG et al., 2003). Um estudo que avaliou a composicao corporal de
cdes antes e apos a castracdo comparando dietas com teores de proteina diferentes
sendo: 59,7g de proteina por Mkcal e 94g de proteina /Mkcal encontrou aumento na
massa gorda apos a castragdo com 0 consumo do menor teor proteico, mesmo sem
alteracao no PC (KAWAUCHI et al., 2017).

Para uma avaliacdo adequada do teor proteico e de aminoacido de uma dieta,
geralmente se leva em consideragao a digestibilidade do alimento, sendo essa afetada
nao somente pelas caracteristicas dos ingredientes, mas também pelos parametros
durante o processo de fabricacdo (SHOVELLER et al., 2018). Neste estudo foram
utilizados os mesmos ingredientes para as duas dietas, bem como foram controlados
0os parametros de processo. Desse modo acredita-se que o maior CDA da PB
encontrado na dieta P 30 ndo seja real, e sim uma consequéncia da influéncia da maior
ingestdo total do nutriente sobre o método utilizado de estimativa aparente da

digestibilidade.

7.2.PERFIL DE AMINOACIDOS PLASMATICOS E URINARIO

Os AA encontrados no sangue sdo resultado da digestdo de refeiches,
degradacdo das proteinas e sintese endégena (OBERBAUER & LARSEN, 2021). Em
mamiferos a homeostase dos AA a nivel celular é regulada por 6 mecanismos, sendo:
entrada, reabsorcdo, metabolismo, sintese de AANE, sintese de proteinas e quebra de
proteinas. Esses processos funcionam em conjunto com elementos regulatérios que
respondem as concentracbes de AA e seus metabodlitos (BROER & GAUTHIER-
COLES, 2021).

As concentracdes de AA no plasma sdo mantidas relativamente constante no
estado pos-absortivo de adultos saudaveis, mesmo em condi¢des de restricdo proteica
(WU et al., 2009; BROER & BROER, 2017). O controle dos niveis plasmaticos de AA
segue 0s mesmos principios da homeostase celular, sendo as func¢des dividida entre
0s orgdos: entrada (intestino) e reabsorcdo (rim) através de transportadores de
peptideos e AA; biossintese e degradacédo de AA (todos os 6rgaos, ciclo da ureia no
figado); biossintese e degradacéo de proteinas (principalmente muscular) e regulacao
da ingestdo e metabolismo de proteinas por hormdnios metabdlicos e pelo sistema
nervoso central (BROER & BROER, 2017).
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Os cées conseguem se adaptar a dietas com baixos teores de proteinas,
aumentando o consumo de alimentos e reduzindo o catabolismo de AA. Ja em dietas
com elevados teores de proteina, inicialmente ocorre a reducdo no consumo e depois
ocorrera a regulacao das enzimas do catabolismo proteico (LI et al., 2023).

Neste trabalho vimos que mesmo havendo uma diferenca na ingestao dos AA
pelos caes, ndo houve diferenca significativa entre a concentracdo plasmatica dos AA
em amostras coletadas apos jejum alimentar de 12 horas, de cédes que consumiram
dietas com 59,31gPB/Mkcal e 75,65gPB/Mkcal. Dados que corroboram com estudo
realizado com cées adultos e geriatricos submetidos a dietas comerciais com diferentes
teores de proteina, sendo: 36,74g/Mkcal (16% PB), 53,84g/Mkcal (24% PB) e
69,12g/Mkcal (32% PB), e no qual a concentracdo plasmética dos AAE foi a mesma
independente do teor de proteina, os autores atribuem esse resultado ao protocolo
experimental empregado, no qual a coleta foi feita antes da primeira refeicédo, ou seja,
0s caes estavam em jejum alimentar. Isso pode ser explicado pelo fato de a taxa de
degradacdo dos AA aumentar com a elevacao na concentracdo plasmatica dos AA,
devido a elevada atividade de enzimas, usadas para manter as concentracdes séricas
de AA estavel (WILLIAMS et al., 2001).

Em ratos alimentados com dietas contendo 6 e 24% de proteina por 7 a 10 dias,
a concentracdo plasmatica de AA foi praticamente igual, com excecdo da glicina e
serina que dobraram apés consumo da dieta com menor teor proteico (KALHAN et al,
2011). Em um estudo feito com camundongos, a redu¢ao na absorcao intestinal de AA
e peptideos, ndo reduziu ou aumentou os niveis plasmaticos dos AA (NASSL, et al,
2011; JIANG et al, 2015). Estudo em humanos também evidenciaram uma regulacéo
fina na concentracdo plasmatica de AA, sendo observado um aumento somente em
mensuracdes pos-prandiais em dietas elevas em teor proteico (1,5gPB/kg PC)
(MILSOM et al, 1979) Em humanos, tanto o jejum de curto prazo quanto o jejum de
longo prazo, causam apenas alteragdes modestas na concentracdo plasmatica dos AA
(BROER & BROER, 2017).

Um elemento importante da homeostase dos AA é feito no cortex renal, através
da filtracdo, quando alguns AA sao eliminados e reabsorvidos. Em humanos, por dia,
sao perdidos 17g de AA urinarios, na forma de ureia, amonia e creatinina. A quantidade
de ureia aumenta a medida que aumenta o teor de proteina dietética, além do essencial
para reposicdo, ou quando os AA sdo usados para gliconeogénese (BROER &
GAUTHIER-COLES, 2021)
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Neste trabalho embora o teor de PB e de AA tenha aumentado entre uma dieta
e outra, ndo foi o suficiente para causar alteracéo significativa na concentracao de AA
na urina de cé@es adultos saudaveis.

Na area de animais de companhia a analise de concentragcdo plasmatica de AA
vem sendo utilizada em estudos de cées e gatos com doenca renal cronica (PARKER
et al, 2018; BRUNETTO et al, 2021; LIPPI et al, 2022). Parker et al. (2018) avaliaram o
status dos AA plasméticos de caes diagnosticados com nefropatia com perda de
proteina (PLN) e concluiram que cdes com PLN tém concentracdo de AA alterada em
comparacao com caes saudaveis sendo necessaria uma suplementacéo de certos AA
em cdes com essa doenga.

Ja o estudo de Brunetto et al. (2021), avaliou as concentracbes séricas e
urinarias de AA em caes saudaveis e com doenca renal cronica (DRC) alimentados
com uma dieta comercial de prescricdo com niveis reduzidos de proteina e fésforo.
Também foi encontrada diferenca significativa na concentracdo plasmatica e urinaria
de cdes doentes e saudaveis, ressaltando a importancia de adequar a oferta de AA em
caes com doenca renal cronica.

Na mesma linha de estudos, LIPPE et al. (2022) pesquisaram em caes as
concentracfes plasmaticas dos AAE e AANE com doencas renal crénica em diferentes
estadiamento da doenca, e a relacdo com anormalidade de calcio e fésforo, acidose
metabdlica e a sindrome de perda de proteina-energia (PEW). No estudo, os niveis
séricos de histidina, isoleucina, triptofano, alanina, cisteina e serina, foram
significativamente mais baixos em cédes com doenca renal cénica, ao mesmo tempo
gue os de prolina, leucina, lisina, valina, arginina, acido glutamico e glicina, foram
significativamente maiores quando comparados com os cdes saudaveis. Os autores
sugerem que essas diferencas podem ser atribuidas as condicfes patoldgicas
presentes, como inflamacéo, resisténcia insulina e aumento da degradacdo de
proteinas, mas dentre as diferentes complicac6es da DRC a PEW pareceu ser a que
mais altera o perfil de aminoacido sérico dos caes, causando uma reducado tanto dos
AAE quanto dos AANE.

Um estudo retrospectivo relacionado a doenca inflamatéria intestinal (IBD)
também usou a técnica de analise da concentragdo de AA séricos de caes,
determinando a concentracdes séricas de AA em caes com enteropatia perdedora de
proteinas (EPP) e a sua correlagcdo com variaveis clinicas e laboratoriais. Através das

analises dos resultados foi encontrado que as concentracdes séricas de triptofano
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diminuiram significativamente em cdes com EPP em comparacdo com caes saudaveis,
nao havendo diferenca para os demais AA. Os autores concluiram que a diminuicéo da
concentracdo sérica de triptofano pode ser consequéncia da doenca ou pode
desempenhar um papel na patogénese da EPP em caes (KATHRANI, et al 2018).

7.3. ANALISE PROTEOMICA

O termo protedmica se refere ao estudo das proteinas de forma ampla, no qual
envolve a funcao e a estrutura das proteinas, ja o termo proteoma, refere-se ao conjunto
de proteinas expressas por um material genético sobre condicbes especificas
(CECILIANI et al., 2014). A aplicagdo desta técnica vem crescendo dentro da medicina
veterinaria, mas estudos em animais de companhia sdo mais escassos do que 0s com
animais de producdo (FERNANDES, 2016). Em uma reviséo feita por GONZALEZ-
AROSTEGUI et al. (2022), quarenta e quatro artigos que usaram a protedmica como
técnica analitica em caes foram incluidos, sendo oito em caes saudaveis e trinta e seis
em cdes com algum tipo de patologia. Os autores afirmam que o0 uso da proted6mica em
caes pode levar a deteccdo de novos biomarcadores e esclarecer ou descobrir novas
vias fisiopatologicas. Ja estudos relacionados a nutricdo dos animais de companhia,
gue usaram a protedmica, sdo escassos. Apos busca em diferentes plataformas de
publicacdo foi encontrado um artigo em gatos, que se trata de um estudo piloto, que
realizou analise de protedbmica na urina de gatos alimentados com um alimento
completo de teor proteico de 60,3% na matéria seca, com e sem suplementacédo de
arginina, ornitina e zeolita (PARBLACK et al., 2022).

No presente trabalho foram identificadas 20 proteinas diferentemente
abundantes, sendo que algumas serdo discutidas de forma mais detalhada, podendo
ser somente a proteina, ou categorizada em processo biolégico, componente celular ou
func@o molecular, como também serdo discutidas algumas proteinas relacionada a uma
via metabolica.

A transferrin, transferrin-like domain-containing protein, serotransferrin (Tabela
08) foram proteinas diferencialmente abundantes, fazem parte do processo biolégico,
Regulation of Iron lon Transport. Ja& na categoria componente celular fazem parte de
Blood Microparticle e Extracellular Region e na categoria funcdo molecular participa de
Iron Chaperone Activity e Transferrin Receptor Binding (Tabela 10), sendo que foram

reguladas positivamente no alimento P 23.
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O ferro € um mineral essencial para o organismo, necessario para a funcéao de
muitas enzimas e proteinas (HOWER et al., 2009, RICHARDSON et al., 2010). Algumas
das proteinas que precisam do ferro para seu funcionamento sdo: a hemoglobina e
mioglobina, importante para o transporte de oxigénio no organismo, citocromas
necessarias, tanto para respiracdo, quanto para desintoxicacédo, além da aconitase e
outras proteinas, utilizadas no metabolismo oxidativo. O metabolismo do ferro é
altamente regulado, tanto a nivel do organismo, quanto a niveis celulares (HOWER et
al., 2009).

Para manter a homeostase do ferro, os mecanismos que regulam a absorcéo e
distribuicdo, sdo mais desenvolvidos do que os que regulam a excrecdo. Nesses
processos diversas células, hormonios e proteinas transportadoras, derivadas do ferro
estdo envolvidas (GROTTO., 2008). Sob condi¢des fisiolégicas normais, o ferro é
transportado no sangue pela transferrina diférrica (Tf), que também é responsavel pelo
transporte do ferro entre as células. A Tf pode ser encontrada no plasma sanguineo, no
liquido intersticial, na linfa e no liquido cefalorraquidiano, garantindo que o ferro
permaneca sollvel impedindo que participe de reacdes de oxidacdo (SILVA et al.,
2021).

A transferrina é sintetizada essencialmente no figado, mas pode ocorrer em
outros tecidos como macrofagos, linfoécitos e fibroblastos. Os niveis de Tf estdo
relacionados a taxa metabolica e tamanho corporal, e sua expressao é regulada pela
concentracao do ferro, sendo estimulada na deficiéncia de ferro e bloqueada quando
estd em excesso. A reducdo da absorcao intestinal de ferro reduz a producao de Tf,
esgotando a quantidade no plasma (GROTTO, 2008).

Além de ser responsavel pelo transporte do ferro e outros minerais no organismo,
alguns autores relatam que a Tf pode ter uma importante fungdo antimicrobiana
(SANDRINI et al., 2010; AJAYI et al., 2024). O ferro € um nutriente essencial para o
crescimento de quase todas as bactérias, assim um ambiente com baixo teor de ferro
restringe o crescimento de microrganismos patogénicos. Devido a sua alta afinidade
para ligacao de ferro, a Tf reduz a concentragcéo de ferro livre no soro, criando assim
um ambiente com baixo teor de ferro e pouco propicio para a proliferacao bacteriana,
levando a Tf a ter um papel na imunidade através de um mecanismo de defesa primario
e néo especifico (SANDRINI et al., 2010; AJAYI et al., 2024).

Elementos soluveis que impedem o crescimento de microrganismos facilitam a

7

imunidade humoral intrinseca em casos de inflamacdo, esse mecanismo é muito
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estudado em peixes. Um grupo de pesquisa relatou um aumento na expressao de Tf
em truta arco-iris que foram infectadas por bactérias. Em outro experimento, infectaram
tilipia com Streptococcus agalactiae e foi observado que o ferro era deficiente no soro
da tilpia infectada, além de um aumento substancial na regulacdo da transferrina
expressa (AJAYI et al., 2024). Com o uso da espectrometria de massa, pesquisadores
da Califérnia e Suécia descreverem as proteinas encontradas na pele de tubardes,
dentre elas a Transferrin-like domain-containing protein e a Serotransferrin, e as
classificaram nos grupos biologicos relativos & imunidade e comunicacao celular. Estes
autores relatam a importancia destas proteinas na ativacao do sistema imune atribuindo
sua presenca pelo dos tubardes a um mecanismo de defesa antimicrobiano, ja que o
ferro € um elemento escasso nas aguas marinhas (BACHAR-WIKSTROM et al., 2024).

Sandrini et al, (2010) estudaram a relagdo entre hormonios do estresse e
aumento nos quadros de sepse ou infeccbes, principalmente em pessoas
hospitalizadas. As catecolaminas, epinefrina, norepinefrina e dopamina, sdo capazes
de formar complexos com Tf e Lf (lactoferrina). Uma vez ligada a dopamina, a Tf ndo
age mais como um carreador de ferro deixando-o disponivel para as bactérias,
reduzindo significativamente sua acao antimicrobiana.

Nao foram identificados estudos correlacionando consumo de proteina e a
expressdo do gene Tf. Um trabalho em cées avaliou a Tf como um possivel marcador
do status nutricional, por meio da mensuracao das concentracfes plasméticas de Tf em
cdes desnutridos antes e apés o tratamento nutricional. A conclusdo deste trabalho
sugere que o0 monitoramento da concentracao plasmatica de Tf, além da andlise de
albumina, PC e ECC pode ser util na avaliacdo do estado nutricional e progndstico
durante o tratamento nutricional em caes, pois as concentracdes plasmaticas de Tf
foram significativamente maiores depois da intervencéo nutricional, quando comparado
ao periodo anterior. Os autores nao atribuiram essa diferenca a nenhum nutriente
especifico (NAKAJIMA et al., 2013).

O &cido gama-aminobutirico (GABA) é considerado como um dos principais
neurotransmissor inibitorios desde sua descoberta, sendo sua principal fonte no
cérebro a conversdo enzimatica de glutamato (YOON et al., 2014, WUHYUN et al.,
2023). Por meio de uma enzima expressa em determinados tipos de neurbnios, certa
concentracdo de GABA pode ser encontrada em regibes como 0s astrocitos. Nos
astrocitos, o0 GABA é majoritariamente sintetizado pela descarboxilacdo do glutamato

ou pela degradacado da putrescina. A degradacdo de putrescina é mediada por duas
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enzimas oxidativas distintas: monoamina oxidase B (MAO-B) e diamina oxidase (DAO).
A MAO-B € expressa sobretudo em astrécitos e em um subconjunto de neurdénios
serotoninérgicos (WUHYUN et al., 2023)

As monoaminas oxidases (MAOs) que estdo localizadas na membrana externa
das mitocondrias sdo enzimas que catalisam a desaminacdo oxidativa de aminas
biogénicas (CHO et al., 2021). Podem ser classificadas como duas isoenzimas, a MAO-
A e a MAO-B, com diferentes especificidades de substrato (CHO et al., 2021). As MAOs
desempenham um papel relevante no metabolismo de monoaminas neuroativas, como
a dopamina (DA), norepinefrina, serotonina e melatonina. A rapida degradacdo das
monoaminas cerebrais, como dopamina e norepinefrina, € essencial para o bom
funcionamento da neurotransmissao sinaptica (BORTOLATO et al., 2008). No cérebro
de roedor, a degradacdo de DA é feita principalmente pela MAO A, j& a MAO B
desempenha um papel importante neste processo em humanos e outros primatas.

Com relacdo ao sitio de expressdo ambas ocorrem na maioria dos tecidos e
orgdos periféricos, a MAO A é predominante em fibroblastos e tecido placentario,
enquanto a MAO B é a Unica isoforma presente em plaquetas e linfocitos (BORTOLATO
et al., 2008; CHO et al., 2021). Por estarem envolvidas no metabolismo de GABA e
aminas como a dopamina as MAOs sao citadas em estudo relacionados a doencas
cognitivas como o Parkinson (CHO et al., 2021, WUHYUN et al., 2023)

No presente trabalho a proteina amine oxidase, expressa pelo gene MOAB
(Tabelas 08 e 09) e parte da funcdo molecular Aliphatic Amine Oxidase Activity, tem
participacdo nas rotas metabdlicas, Dopamine Metabolism, Degradation of GABA e
Overlap Between Signal Transduction Pathways Contributing to LMNA Laminopathies
(Tabela 10). A proteina amine oxidase apresentou maior abudancia ap6s o consumo
da dieta com maior teor de proteina. Estes achados sdo interessantes pois nao
corroboram com um estudo feito em humanos, no qual foi visto que houve uma reduc¢éo
significativa na expressdo de MAOB plaquetaria apés o consumo de uma dieta com
teores elevados de proteina consumida por 3 semanas. Entretanto o estudo né&o
descreve a razéo na reducao desta expressdo com o consumo de proteina (ZELLNER
et al., 2011).

O pathway Immune Response Lectin Induced Complement apresentou elevada
significancia (FDR=2,12E-02) nas analises de enriqguecimento. O gene C1S que
codifica a proteina Complement C1s foi relacionado a outro gene envolvido nesta via

metabdlica, o gene C8G que codifica a proteina Complement C8 gamma chain (Tabela
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11). O sistema complemento consiste em uma cascata enzimatica composta por um
conjunto de proteinas do sangue e da superficie celular que auxiliam os anticorpos na
eliminacdo de patdgenos de um organismo. O sistema complemento tem quatro
fungdes principais, incluindo lise de organismos infecciosos, ativagdo de inflamacéo,
opsonizacdo e depuracdo imunoldgica. O sistema complemento contém 30 proteinas
diferentes, incluindo proteinas séricas, proteinas serosas e receptores de membrana
celular. As proteinas do sistema complemento circulam na corrente sanguinea em
estado inativo, sendo uma parte importante do sistema imunolégico inato.

Quando acionada, a cascata do complemento gera enzimaticamente moléculas
ativas (como C3/C5 convertases) e efetores biolégicos: opsoninas (C3b, C3d e C4b),
anafilatoxinas (C3a e C5a) e C5b, que inicia a montagem do complexo de ataque a
membrana litica (MAC). Trés ramos levam a ativacdo do complemento: as vias
classicas; a via da lectina e a via alternativa (KANG et al., 2009; RICKLIN et al., 2010).
A via classica do complemento € desencadeada quando o complexo anticorpo-antigeno
interage com o complexo C1, que consiste em Clq, duas moléculas de Cir e duas
moléculas de Cl1s. O complexo C1 cliva C2 e C4, que entdo formam a C3 convertase
(C4b2a). C3 é entdo clivado pela C3 convertase e forma C5 convertase em associacao
com C4b e C2a. A geracao da C5 convertase é o fim da via classica. A via da lectina
€ estimulada quando a lectina ligadora de manose (MBL) se liga a residuos de manose
na superficie do patégeno. As serina proteases associadas a MBL, MASP-1 e MASP-
2, sao ativadas e clivam C4 e C2, que entdo formam a C3 convertase como na via
classica, sao vias muito semelhantes. A via alternativa € ativada espontaneamente pela
hidrolise do grupo tioéster de C3 para dar C3(H20). Essas trés vias tem uma via
terminal em comum, chamada de cascata complemento terminal, que leva a formacgéo
do complexo litico de membrana (CLM), como pode ser visto na figura 02 (XIE et al.,
2020). O CLM é formado ap6s a ativacéo de C5, C6, C7, C8 e C9, ap0s sua formacao,
insere-se na membrana alvo, causando alteracdes na estrutura e fungédo da membrana
celular, levando a saida de material citoplasmatico e entrada de liquido e sais, levando
ao rompimento das membranas por lise osmotica.

No presente estudo as proteinas Cls e C8G, associadas aos processos
biologicos, Complement Activation Classical Pathway e Innate Immune Response
(Tabela 10), apresentaram maior abundancia apés o consumo do tratamento com
menor teor de proteina. A alimentacao tem papeis amplos e especificos na regulacéo

das fun¢des imunoldgicas. A proteina sempre foi considerada um nutriente importante
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para manutencdo do sistema imune, sendo o esperado uma maior abundancia de
proteinas relacionadas a esse sistema apds o consumo do tratamento com o teor de
proteina maior. Uma possivel explicagdo para os achados do estudo é que, o consumo
de carboidratos de alto indice glicémico pode levar ao aumento da formacédo de
produtos de glicacdo avancada (VAN DER LUGT et al., 2018), aumento de proteinas
pré-inflamatérias, e uma resposta imunoldgica desregulada. Além disso, sabe-se que
polissacarideos e complexos polissacarideo-proteina desempenham papéis
especificos no aumento ou ativacao das respostas imunolégicas dos macrofagos e o
sistema complemento, sendo que a dieta com 0 menor teor de proteina, teve maior teor
de amido (FABREGAT et al., 2023).



Figura 02. Diagrama com as principais vias de ativacdo do sistema complemento, vias classica, da lectina e alternativa.
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A proteina APC regulator of WNT signaling pathway (Adenomatosis Polyposis
Coli Tumor Suppressor), expressa pelo gene APC (Tabela 08), apresentou maior
abundancia nos cdes que consumiram a dieta P 23. Essa proteina participa da via
metabdlica Overlap Between Signal Transduction Pathways Contributing to LMNA
Laminopathies e Regulation of Wnt / B-catenin Signhaling by Small Molecule Compounds
(Tabela 11). Com relacdo a sua funcéo biolégica esta presente na via Cytoplasmic
Microtubule e com relagéao a fungcdo molecular, tem papel na Protein Kinase Regulator
Activity (Tabela 10). Acredita-se que a proteina APC tenha diferentes fun¢des, algumas
ainda ndo bem esclarecidas, porém, sabe-se que é um importante regulador do
turnover da B-catetina (KIMELMAN & XU., 2006). A B-catetina € um componente
essencial da via Wnt/ B-catenin, sendo importante para o desenvolvimento e
homeostase de diversos tecidos (BROUSSARD et al., 2009).

Em humanos e ratos as proteinas Wnt (Wingless/Integration) sdo um grupo de
19 glicoproteinas, que através de uma via metabdlica regulam diversos processos
celulares, tais como, determinacdo do destino celular durante o desenvolvimento
embrionario, proliferacdo de células, controle da divisdo celular assimétrica, apoptose
e homeostase tecidual. Existem pelo menos trés vias Wnt diferentes: a via candnica, a
via da polaridade celular planar (PCP) e a via Wnt/Ca?*. Na via can6nica de Wnt, o seu
principal efeito é na ligagdo do Wnt ao seu receptor celular e a estabilizacdo do -
catetina citoplasméatica (KIMELMAN & XU., 2006).

Essa via metabdlica é bastante descrita em publicacbes relacionadas ao
desenvolvimento de tumores, como melanoma, cancer de colorretal e no figado, pois
acredita-se que a desregulamentacdo da sinalizacdo da via Wnt/ B-catetina esta
relacionada a génese de varios tipos de cancer (BROUSSARD et al., 2009; TARAPORE
et al., 2011). Normalmente os niveis de B-catetina no citoplasma sdo mantidos baixos,
através da regulacdo continua do proteosoma, por meio do complexo de degradacéo.
Fazem parte deste complexo de degradacédo as proteinas, APC, Axina, Casein Kinase
1a (CKI a) e glycogen synthase kinase 38 (GSK3p). Apés a ativacdo da via candnica
de Wnt, a B-catetina citoplasmatica ndo é mais fosforilada pelo complexo de
degradacdo, possibilitando seu acumulo no citoplasma. A B-catetina pode se deslocar
para o interior do ndcleo celular, onde se liga aos fatores de transcricdo T-cell specific
trasncription factor/lymphid enhancer-binding factor-1 (TCF/LEF1). Essa ligacdo da -

catetina com TCF/LEF1 ativam a transcricdo de genes alvo da via da célula especifica
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do tecido que faz parte. Na figura 03, podemos ver a ativagao (“on state”) da via Wnt/
B-catetina, com a ligacdo da glicoproteina WNT no receptor celular e o estado inativo
“off state” no qual o complexo de degradacéo € ativo (MOON, 2005; BROUSSARD et
al., 2009; TARAPORE et al., 2011).

Figura 03. Via Wnt/ B-catetina

Im Target gene
TCF activation

Fonte: Adaptado de Tarapore et al., 2011

Apés pesquisa por estudos que demostrassem alguma correlacdo entre a
nutricdo e a expressao da proteina APC, foram encontradas pesquisas sobre o efeito
de compostos naturais na prevencdo doencas neoplasicas e neurodegenerativas, além
de suplementacéo de fibra e consequente modulacdo de inflamacdo na mucosa retal
(MALCOMSON et al., 2021, TARAPORE et al., 2011; SFERRAZZA et al., 2019). Alguns
dos compostos citados sao: curcumina, quercetina, berberina e ginsenosideos, por
serem moduladores da sinalizagdo Wnt/b-catenina e como possiveis candidatos para
o desenvolvimento de medicamentos para o cancer (SFERRAZZA et al., 2019). J& outro
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estudo em humanos saudaveis, suplementados com amido resistente e/ou polidextrose
e placebo por 50 dias, avaliou a relacdo entre o potencial inflamatério de dieta e a
expressdo de compostos da via Wnt/b-catenina. Como resultado, viram que 0s genes
FOSL1 e WNT11, foram mais expressos nos individuos que apresentaram maior grau
de inflamacdo. Os demais compostos, como a proteina APC néo foi afetado pelo grau
de inflamacéo, diferente do que foi visto em uma pesquisa feita em ratos, na qual, a
inflamac&o induzida por dietas ricas em gordura, foi associada a regulacéo negativa do
gene APC em tecidos do colon retal (MALCOMSON et al., 2021).

O crescimento populacional humano e dos animais, sejam de producédo ou
companhia, levam a uma maior demanda por alimento, sendo a proteina um nutriente
essencial para a vida, deve estar presente na dieta. Além de assegurarmos a oferta de
proteina adequada, temos que pensar no meio ambiente e os impactos que a producao,
consumo e excrecao podem gerar. O teor apropriado de proteina e o perfil de AA para
um cédo adulto saudavel € tema de muitos estudos, que utilizam diversas metodologias,
os resultados deste trabalho contribuem para o entendimento dos efeitos de dietas com
teores proteicos diferentes, bem como o metabolismo de AA plasmaticos e urinarios e
perfil proteico no soro de cées adultos saudaveis. Mediante esses resultados vemos
gue ainda ha um longo caminho a se percorrer principalmente, na area das ciéncias

“‘Gmicas” e seu uso nas pesquisas de nutricdo de cées e gatos.

8. CONCLUSAO

Com os dados deste estudo, conclui-se que ndo ha diferenca significativa nas
analises de composicado corporal, perfil de aminoacidos plasmatico e urinario e de
proteoma no soro de cdes adultos saudaveis ap0s ingestao de alimentos com 23 ou

30% de proteina bruta.
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