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EFEITO DA PROTEINA HIDROLISADA DE FRANGO SOBRE A
DIGESTIBILIDADE, FERMENTACAO INTESTINAL E MARCADORES DA
FUNCAO RENAL E CARDIACA DE CAES

RESUMO

A proteina hidrolisada de frango (PHF) tem sido utilizada como ingrediente funcional em
pet food, visto que possui proteinas com menor peso molecular, alta digestibilidade e peptideos
com propriedade anti-hipertensiva, capazes de inibir a atividade da enzima conversora de
angiotensina (ECA). Esta pesquisa envolveu 2 estudos. O primeiro estudo teve como objetivo
avaliar a inclusdo de 10% de PHF na dieta de cdes em substituicdo a farinha de visceras de aves
convencional (FVC), na digestibilidade dos nutrientes e efeito do consumo a longo prazo na
atividade sérica da ECA, concentracdo de aldosterona e no funcionamento dos sistemas
cardiovascular e renal. Foram utilizadas duas dietas (PHF e FVC), 8 cées por dieta e avaliacdo
durante 120 dias. As digestibilidades da matéria seca, matéria organica, extrato etéreo, proteina
bruta, extrativo ndo nitrogenado, fibra bruta e energia metabolizavel foram determinadas pelo
método de coleta total de fezes sem coleta de urina. Nos dias 0, 60 e 120 de consumo foram
realizadas coletas de sangue e urina para avaliacdo da ECA, aldosterona e funcdo renal; e
realizados ecocardiograma e eletrocardiograma. O segundo estudo constituiu um teste de
eficacia da PHF em inibir a ECA, aplicando protocolo em 5 cées saudaveis com sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) farmacologicamente ativado por furosemida, com duragéo
de 32 dias. Dados foram avaliados por ANOVA utilizando SigmaPlot v.12.0 a 5% de
probabilidade. Como resultados do primeiro estudo, a digestibilidade dos nutrientes e energia
metabolizavel foram semelhantes entre os tratamentos FVC e PHF (p>0,05). Néo houve efeito
das dietas sobre os parametros cardiacos avaliados (p>0.05). Verificou-se efeito de tempo, mas
ndo de dieta, para ECA, aldosterona, creatinina e potassio séricos e excre¢do fracionada de
sodio e potéssio, contudo os valores permaneceram dentro do intervalo de referéncia. A relacao
aldosterona:creatinina urinaria (UAldo/cr) ndo foi alterada ao longo do tempo. Como resultado
do segundo estudo, a PHF na incluséo de 10% né&o foi capaz de manter a inibicdo da ECA em
cdes com SRAA ativado. A inclusdo de 10% de PHF em dietas extrusadas para cdes e seu
consumo durante 120 dias ndo promoveu efeitos adversos nos sistemas renal e cardiovascular
ou na digestibilidade dos nutrientes, além de ndo promover alteracdes no SRAA e na salde
geral dos cées.

Palavras- Chave: Hidrolisado Proteico, Cées, Peptideos Bioativos, Sistema Renina-

Angiotensina-Aldosterona, Peptideo anti-hipertensivo.



EFFECT OF HYDROLYZED CHICKEN PROTEIN ON DIGESTIBILITY,
INTESTINAL FERMENTATION AND MARKERS OF KIDNEY AND HEART
FUNCTION IN DOGS

ABSTRACT

Hydrolyzed poultry by-product meal (HPM) has been used as a functional ingredient in pet
food, as it has proteins with lower molecular weight, high digestibility and peptides that have
antihypertensive properties, which are capable of inhibiting the activity of angiotensin-
converting enzyme (ACE). This research involved 2 studies. The first study aimed to evaluate
the inclusion of 10% HPM in the diet of dogs, replacing conventional poultry by-product meal
(CPM), on the digestibility of nutrients and on the long-term consumption on serum ACE
activity, aldosterone concentration and functioning of the cardiovascular and renal systems.
Two diets were used (CPM and HPM), 8 dogs per diet and evaluated for 120 days. The
digestibility of dry matter, organic matter, ether extract, crude protein, nitrogen-free extract,
crude fiber and metabolizable energy were determined by the total feces collection method
without urine collection. At days 0, 60 and 120 of consumption, blood and urine were collected
to evaluate ACE, aldosterone and renal function; and an echocardiogram and electrocardiogram
were performed. The second study evaluated the efficacy of HPM in inhibiting ACE, applying
a protocol to 5 healthy dogs with renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS)
pharmacologically activated by furosemide, lasting 32 days. Data were evaluated by ANOVA
using SigmaPlot v.12.0 at 5% probability. As results of the first study, nutrient digestibility and
metabolizable energy were similar between CPM and HPM treatments (p>0.05). There was no
effect of the diets on the cardiac parameters evaluated (p>0.05). There was a time effect, but no
diet effect, for serum ACE, aldosterone, creatinine and potassium; and fractional excretion of
sodium and potassium, however values remained within the reference range. The urinary
aldosterone:creatinine did not change over time. As a result of the second study, PHF at 10%
inclusion was not able to keep inhibition oft ACE in dogs with activated RAAS. The inclusion
of 10% PHF in extruded diets for dogs and its consumption for 120 days does not promote
adverse effects on the renal or cardiovascular systems and nutrient digestibility, in addition to
not promoting changes in the RAAS and the health of dogs.

Keywords: Protein Hydrolyzate, Dogs, Bioactive Peptides, Renin-Angiotensin-Aldosterone

System, Antihypertensive peptide.



1 INTRODUCAO

Um dos principais ingredientes utilizados pela industria pet food, a farinha de visceras
de aves contém diversas caracteristicas que sdo vantajosas na alimentacdo animal como boa
absorcdo alimentar, ingrediente palatavel, alto teor proteico e elevada disponibilidade de célcio
e fosforo (Cave, 2006). Os beneficios no uso da farinha de visceras de aves vdo além das
questdes nutricionais, pois é uma opcdo barata comparada a outros ingredientes proteicos e
ambientalmente sustentavel ja que é obtida através da evisceracdo das aves para consumo
humano e o material, considerado residuo dos frigorificos e que poderia ser descartado, ird para
producdo da farinha (Brandelli et al., 2015).

O processo tradicional de obtencdo da FVC consiste, brevemente, no transporte das
visceras até os digestores, com o0 cozimento em altas temperaturas; posteriormente a massa €
prensada para separacdo do Gleo e transportada para moagem da fase sélida remanescente
(ABINPET, 2019). Novos estudos e novas aplicagdes estdo sendo relatados baseados na
hidrolise de subprodutos com o intuito de obter produtos de maior valor agregado como
peptideos bioativos com efeitos fisiolégicos importantes como anti-hipertensivos e
hipoalergénicos com aplicacdes promissoras no mercado pet food (Toldré et al.,2016). Neste
contexto, destaca-se o desenvolvimento das proteinas hidrolisada de frango.

A proteina hidrolisada de frango (PHF) ja é muito utilizada no mercado pet food em
alimentos hipoalergénicos para cdes com afec¢fes dermatoldgicas e intestinais responsivas a
dieta devido as caracteristicas advindas da hidrélise como: cadeias menores de peptideos,
abaixo de 3.000 kDa, reduzindo a probabilidade de causar reacGes alérgicas, alta digestibilidade
—auxiliando em um eficiente metabolismo de nutrientes — melhora da deposicéo proteica, além
de possuir aminoacidos essenciais (BRF, 2022).

As proteinas alimentares contém sequéncias de aminoacidos que permanecem inativas
quando presentes como um componente intrinseco da estrutura priméaria. No entanto, apos a
liberacdo por hidrolise enzimatica, as sequéncias de aminoacidos (peptideos) tornam-se ativas
e podem modular positivamente diversos processos fisiologicos. Estudos tém demonstrado que
este grupo de peptideos, definidos como uma sequéncia entre 2 a 20 aminoacidos, possuem a
capacidade de inibir enzimas associadas ao SRAA, podendo melhorar as condicGes de
hipertensdo e fornecer beneficios cardioprotetores (Aluko, 2021).

Esses peptideos sdo capazes de modificar a pressdo arterial ao inibir a ECA, ja que a
angiotensina | ativada elevara a presséao arterial (Toldra et al, 2019). Recentemente um estudo

avaliou o uso de proteinas hidrolisadas de frango em alimentos para gatos e verificou efeito



inibidor da ECA (Miltenburg et al., 2021). N&o foram localizados estudos neste sentido na
espécie canina.

A ECA tem como funcdo a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il, potente
vasoconstritor e estimulador da secrecdo de aldosterona pertencente ao SRAA, que esta
envolvido no controle da presséo arterial. Tradicionalmente, para controle da hipertenséo em
céaes, drogas anti-hipertensivas como enalapril e benazepril atuam inibindo a ECA, porém
efeitos adversos sdo demonstrados em caes e gatos (Ames et al, 2019). Estudos demonstram
que a veiculagdo destes inibidores a longo prazo desencadeia escape de aldosterona, tornando
esta terapia farmacoldgica por vezes ineficiente (Adin et al., 2020).

A hipertensdo sistémica em caes frequentemente é associada a insuficiéncia renal aguda,
tendo consequéncias patologicas e sisttmicas com alteracdes nos 6rgaos vitais, como coracéo,
sistema nervoso central, rins e olhos, porém essas alteracGes sdo revertidas por meio de
tratamento medicamentoso anti-hipertensivo (Acierno et al, 2018). Como essa condicdo esta
comumente associada a uma doenca subjacente, a PHF pode ser um potencial ingrediente
funcional utilizado pela industria pet food para formulacéo de dietas coadjuvantes para animais
hipertensos.

Neste sentido, para validacao das afirmagdes acima, o estudo teve como objetivo avaliar
a proteina hidrolisada de frango em alimentos extrusados para caes adultos e seu efeito inibidor
da ECA, efeito sobre a digestibilidade dos nutrientes da dieta e fermentacgéo intestinal, sistema
cardiovascular e sistema renal. Compreender o valor nutricional e o funcional da proteina
hidrolisada de frango, sdo importantes fatores para respaldar o seu uso na formulacdo de

alimentos coadjuvantes no manejo da hipertensdo ou de distarbios gastrointestinais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Farinha de Visceras de Aves Convencional: Uso, qualidade e processamento

A farinha de visceras de aves convencional (FVC) é uma das principais fontes de
proteina para cdes na industria pet food. Segundo Carciofi et al. (2006), dentre as formulagdes
de ragdes contendo uma Unica fonte de proteina, a farinha de visceras de frango representou
cerca de 85% dos ingredientes proteicos presentes nas diferentes racbes comerciais. Aldrich e
Daristoteles (1998) também demonstraram que a FVVC é bastante utilizada nas formulacdes de
dietas secas para cdes, excelente fonte de um nutriente essencial como o &cido linoleico e
palatabilizante, um fator importante que respalda seu uso no pet food e esta atrelado a
palatabilidade das refeicdes, ja que a gordura das aves serd bem aceita pelos cées e gatos, sendo
seu sabor preferivel as vérias outras fontes de gordura.

A principal funcdo das gorduras nas dietas de cées é o atendimento da necessidade
energética e de &cidos graxos essenciais, além de contribuir no sabor, aroma, textura, aparéncia
e absorcdo de vitaminas lipossolUveis (ABINPET, 2019). Na etapa de processamento, no
processo de extracdo de 0Oleo, a farinha de aves pode conter ainda cerca de 15% de gordura e
em relato de literatura os acidos graxos mais predominantemente encontrados foram oleico
(18:1n-9), palmitico (16:0) e linoleico (18:2n-6) em 41, 22 e 20%, respectivamente (Kirkland
e Fuller, 1971).

Outro aspecto relacionado ao uso da FVC na dieta de cdes esta relacionado ao teor
proteico, composicdo de aminoacidos e boa digestibilidade (Compéndio brasileiro de
alimentacdo animal, 2009). Estudo feito por Cavalari et al., (2006) observou o valor nutritivo
de ingredientes proteicos em ragdes para caes adultos, como a soja integral extrusada e a farinha
de visceras de frango extrusada. Na avaliacdo de digestibilidade aparente dos ingredientes,
utilizando 4 cées adultos com mesma oferta de quantidade de alimento por peso metabolico,
presentes em racGes comerciais destinadas a cées adultos, a soja integral extrusada apresentou
coeficientes de digestibilidade aparente de matéria seca e de proteina bruta inferiores ao da
farinha de visceras de frango extrusada (80,0% e 83,7% x 88,1% e 88,9%, respectivamente).
Carciofi et al (2006) demonstraram que dietas a base de farelo de soja apresentou menor
coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca quando comparada a outras fontes como
farinha de carne e 0ssos e gluten de milho, enquanto, a dieta com farinha de visceras de frango
apresentou maior valor (p<0,05). Tortola et al. (2013), compararam a farinha de visceras de

frango e farelo de soja como fontes de proteinas presente nas ragoes de cdes adultos e ndo



observaram diferenca significativa para os coeficientes de digestibilidade aparente dos
nutrientes.

Swanson et al. (2004) estudaram os parametros fecais de caes adultos e idosos utilizando
duas dietas, uma com fonte de proteina animal (contendo 30% de FVC) e outra com fonte de
proteina vegetal com farelo de soja e farinha de carne e 0ssos (20% e 10% de inclusdo,
respectivamente). O estudo demonstrou que ocorreu uma menor producdo de fezes na matéria
seca e menor porcentagem de matéria seca nas fezes em cées alimentados com farelo de soja,
independentemente da idade. Carciofi et al. (2008) observaram que ra¢ées com FVC resultaram
em fezes com intermediaria umidade quando comparado ao farelo de soja, que produziu fezes
com maior teor de umidade, o que pode ser justificado pelo coeficiente de digestibilidade da
matéria organica e extrativo nao nitrogenado do ingrediente farelo de soja.

A grande maioria dos subprodutos de origem animal utilizados na industria pet food,
como as farinhas de origem animal, sdo ingredientes proteicos que resultam de materiais
recuperados e reciclados do abatedouro, sendo dessa forma um modelo sustentavel e de baixo
custo para a industria (Meeker e Meisinger, 2015). O processamento da farinha de visceras de
aves envolve um conjunto de etapas em que a qualidade do processamento esta intimamente
relacionada a qualidade do produto final, sendo fundamental que todas as etapas do
processamento sejam feitas visando a composi¢do qualitativa do produto. As visceras devem
ser processadas no mesmo dia ou no maximo em 24 horas (Instru¢cdo Normativa 34,2008).
Dessa forma, o conteddo de subproduto dos residuos de abatedouro de aves que ndo seréo
destinados ao consumo humano é transportado ao digestor e armazenado até o inicio do
processo. O material (contendo visceras, cabecas, pele e outras partes ndo comestiveis, exceto
penas) presente nos silos, sera armazenado diretamente do frigorifico até o0 momento de ir ao
digestor, sendo posteriormente transportado aos digestores para serem processados
termicamente e ocorrer a producdo da farinha. Os digestores terdo como fungdo a cocgéo e
desidratacdo dos subprodutos, produzindo 6leo e torta (Gooding e Meeker, 2016). Apds o
processo de coccao, o material segue para o percolador, que separa, através da gravidade, o 6leo
da torta. A torta que sai das prensas é triturada e formada em croquetes de acordo com a
granulometria padrdo da empresa. Este processo ocorre através de um eixo com martelos que
gira em alta rotacdo (Ockeman e Hansen, 1994; Ferroli et al., 2001; ABINPET, 2017).

Uma das desvantagens das fontes proteicas de origem animal é a inconstancia na
inclusdo do tipo de matéria prima e composi¢do final do ingrediente, que pode apresentar
grandes variacOes e, dessa forma, influenciar na qualidade da farinha. A composicao quimica,

0 processamento e a presenca de contaminantes tambeém sdo aspectos que afetam a qualidade e



digestibilidade das farinhas de visceras de aves (Zarei et al.,, 2014). Com relacdo ao
processamento, os principais fatores que podem influenciar na qualidade sdo: umidade, alta
temperatura e tempo em excesso no digestor, moagem, excesso de gordura, contaminacoes,
tempo entre o sacrificio e processamento da farinha, proteina bruta, acidez, indice de peréxidos
e contaminagao microbiana.

No entanto, a maioria das empresas de pet food busca maior qualidade e padronizagédo
na composi¢do quimica e qualidade do seu ingrediente, fazendo com que ocorra uma busca por
desenvolvimento tecnoldgico no processamento da FVC. Novas tecnologias e processamentos
que tragam mais qualidade ao ingrediente e, consequentemente, melhor produto para uso em
pet food, com altas digestibilidade e palatabilidade e outros beneficios que melhorem o

desempenho do ingrediente e aplicacdo na nutricdo de cées.

2.2 Proteinas Hidrolisadas e Peptideos Bioativos
Atualmente os hidrolisados proteicos estdo sendo cada vez mais estudados devido aos seus
atributos funcionais de fornecer peptideos bioativos, que podem ser alcangados por meio da
hidrolise enzimatica. Por definicdo, peptideos bioativos sdo sequéncias especificas de
aminoacidos que, além do seu valor nutricional, possuem a capacidade de regular diversos
processos fisioldgicos que impactam a salude de maneira benéfica (Mdller et al., 2008). As
visceras obtidas da industria avicola normalmente sdo processadas de maneira convencional
para obtencdo da farinha de visceras de aves. No entanto, a hidrélise enzimatica desse material
¢ uma alternativa para producdo de um ingrediente com maior leque de aplicacdes, como
também no fornecimento de peptideos bioativos. Diferentemente do modo convencional, o
processamento consiste na drenagem do material cru e trituragdo, transporte até o reator,
aplicacdo da enzima e posterior hidrélise enzimatica, separacdo das fases (fase soltvel, residuo
ndo sollvel e gordura), secagem por desidratacdo da fase soltvel, resfriamento e moagem.

A hidrolise enzimatica consiste na clivagem das ligagdes peptidicas das proteinas pela
acao das proteases, resultando na formacéo de peptideos de diferentes tamanhos moleculares e
aminoacidos livres (Clemente, 2000). A selecdo de enzima a ser aplicada depende da fonte
proteica (matéria prima) utilizada, o grau de hidrolise e as caracteristicas adicionais (por
exemplo, propriedades bioativas) desejadas no produto. As enzimas podem ser obtidas de
diversas fontes, sendo de animais (ex.: pancreatina, tripsina, pepsina, carboxipeptidases e
aminopeptidases), de vegetais (ex.: papaina e bromelina), de origem fungica (Aspergillus niger,
Aspergillus melleus, entre outros) e bacteriana (Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, entre

outras) (Rao et al., 1998). Devido a maior facilidade de producéo, rapido crescimento, pequeno



espaco necessario para o cultivo e grande variedade de atividade catalitica, as proteases
bacterianas sdo as mais utilizadas pelas industrias quimicas e alimenticias (Giongo, 2006).
Inicialmente, os peptideos bioativos sdo inativos dentro da proteina de origem e tornam-
se ativos ap0Os sua liberacdo que é realizada internamente através das proteases do trato
gastrointestinal (TGI) ou externamente pelo prévio tratamento acido, alcalino ou enzimatico da
fonte proteica. A atividade das enzimas enddgenas ndo pode ser controlada, ja que possui sitios
especificos de clivagem e fornece uma quantidade limitada de peptideos bioativos. Portanto,
outras formas de obtencdo de peptideos bioativos sdo requeridas (Lafarga e Hayes, 2014).
Exemplos das propriedades e atributos funcionais incluem o aumento da atividade antioxidante,
antimicrobiana, imunomoduladora, atividade inibitdria da dipeptidil peptidase 1V e atividade
inibidora da ECA (Brandelli et al., 2015; Kang et al., 2020). No entanto, no campo da nutri¢éo
de animais de companhia, a utilizacdo de hidrolisados proteicos é relativamente limitada,
servindo principalmente para mitigar a natureza alergénica das proteinas em dietas
hipoalergénicas e para formar aditivos palatabilizantes. Além disso, proteinas hidrolisadas s&o
uma das opcdes recomendadas para pacientes com doenca inflamatdria intestinal (Cave, 2006).
Na industria pet food as grandes marcas, cada vez mais estdo desenvolvendo linhas de
alimento que atendam integralmente os animais e suas patologias, no intuito de levar bem-estar
e nutricdo clinica de qualidade que auxilie e seja um complemento ao tratamento de diversas
patologias. O uso de ingredientes hidrolisados na maioria das ra¢cbes comerciais coadjuvantes
é destinado a animais com algum tipo de alergia, como por exemplo, a dermatite alimentar ou
animais com alguma doenca intestinal como gastroenterite que podem ser avaliados e
encaminhados a ingerir dietas comerciais hipoalergénicas. Segundo, De Araujo et al. (2021),
as proteinas hidrolisadas, pelo baixo peso molecular, perdem sua antigenicidade, evitando
reacOes de hipersensibilidade na pele dos animais. Além disso, a digestibilidade de uma
proteina hidrolisada vai ser maior do que quando comparado a uma proteina intacta, pois 0s
polipeptidios serdo melhores absorvidos pelo TG, favorecendo no caso de animais com alguma

doenca inflamatoria intestina.

2.3 Atividade Anti-Hipertensiva dos hidrolisados proteicos de origem animal

E demonstrado cientificamente que varios alimentos de origem animal como leite, ovos
e carnes de diferentes espécies apresentam peptideos capazes de auxiliar no controle da pressédo
arterial em fungdo da sua atividade inibitoria da ECA (Martinez-Maqueda et al., 2012). Ha
evidéncias que peptideos derivados de proteinas de aves tém o potencial de contribuir para o

controle da presséo arterial. Estudos in vitro que avaliaram a digestdo da carne de aves pelas



proteases de Aspergillus spp, proteases gastricas e simulacfes de digestdo gastrointestinal
observaram que a carne de frango libera peptideos capazes de inibir a ECA (Saiga et al., 2003;
Saiga et al., 2008; Terashima et al., 2010; Sangsawad et al., 2017). Por sua vez, um estudo in
vivo em ratos espontaneamente hipertensos demonstrou que a administracdo oral (100mg de
peptideos/Kg de peso corporal) de hidrolisados obtidos pela digestdo da proteina da pele de
coxa de frango e a da proteina da pele de peito de frango pelas enzimas alcalase e pepsina foram
capazes de reduzir a pressdo arterial sistélica, apds 6 horas da ingestdo, em -32,67mmHg e -
31,33mmHg, respectivamente, demonstrando o seu potencial hipotensor (Onuh et al., 2015).
Além disso, em modelos de hipertensdo induzida em ratos, também se constatou que a ingestao
de extrato de frango e de colageno de frango hidrolisado foram eficazes na redugdo da pressao
arterial e na atenuacdo de lesGes cardiovasculares (Matsumura et al., 2001; Zhang et al., 2010).

Em humanos, as principais drogas utilizadas para regularizar a pressao arterial (por
exemplo, captopril, benazepril e enalapril) atuam inibindo a ECA, porém efeitos adversos sao
relatados como angioedema, tosse seca, distUrbios do paladar, reacdes cutaneas, entre outros
(Sica, 2004). Esses efeitos colaterais, juntamente com a alta incidéncia de pacientes hipertensos
e o fato da hipertensdo ser um fator de risco conhecido para derrames e doencas
cardiovasculares, contribuiram para a busca de peptideos anti-hipertensivos derivados de
alimentos (Ryan et al., 2011). Em cdes, o SRAA ¢é um fator importante de nefrogénese e
desenvolvimento renal, por isso 0 uso de iECA ndo é indicado para cadelas prenhes ou
neonatos. Estes farmacos também podem causar hipotensdo, sendo evitados em animais com
hipotensdo, hipovolemia, hiponatremia e insuficiéncia renal aguda. Na literatura ja foi
mencionado o risco de insuficiéncia renal aguda induzida pelos iECA, em animais tratados com
captopril, enalapril e benazepril (Lefebvre et al., 2007)

Os peptideos bioativos sdo capazes de inibir a ECA por meio de dois mecanismos
distintos. O primeiro envolve a ligacdo desses peptideos ao seu sitio ativo e o segundo ocorre
modificando sua conformacdo ao ligar-se a um sitio inibidor, impedindo a ligacdo da Ang | ao
local ativo (Ryan et al., 2011). Varios estudos foram conduzidos para explorar a capacidade de
inibicdo da ECA in vitro por hidrolisados de diferentes subprodutos de aves: da crista e da
“papada” (Bezerra et al., 2019), dos pés (Mas-Capdevila et al., 2018), de visceras (Dos Santos
Aguilar et al., 2019; Mane & Jamdar, 2017), da pele (Onuh et al., 2015; Yusop et al., 2016),
do colageno comercial obtido de aves (Soladoye et al., 2015), do extrato de osso (Nakade et
al., 2008), entre outros. E importante observar, entretanto, que embora estudos in vitro sejam
uma ferramenta interessante para avaliar a atividade dos peptideos bioativos, néo

necessariamente confirmam seu efeito fisiologico (Mas-Capdevila et al., 2018).



Para exercer um efeito positivo in vivo, os peptideos bioativos devem ser resistentes aos
diferentes pH e enzimas do trato gastrointestinal, devem ser absorvidos pelos enterdcitos para
a circulacdo sistémica, chegarem intactos ao sitio de ligacdo desejado e em quantidade
suficiente (Lopez-Barrios et al., 2014). Mane e Jamdar (2017) conduziram uma investigacdo
envolvendo a resisténcia de trés peptideos bioativos obtidos de visceras de frango a degradacgao
por enzimas gastrointestinais (pepsina, tripsina e quimotripsina) e observaram atividade
residual de 82% em relacéo a atividade inicial. Anna et al. (2016), por outro lado, avaliaram o
efeito da digestdo gastrointestinal in vitro sobre a atividade inibitoria da ECA de peptideos
obtidos de proteina hidrolisada de frango e observaram um aumento de 2.23 vezes na inibicao
da ECA ap0s a digestdo. Diversos estudos também demonstraram a capacidade de absorcao dos
peptideos bioativos pelo organismo (Ding et al., 2016; Gallego et al., 2016; Fan et al., 2018;
Sangsawad et al., 2018).

A forma de oferta do ingrediente e seu processamento sdo fatores importantes na
manutencdo ou ndo dos peptideos bioativos no ingrediente. No processo de extrusdo, a
temperatura, por exemplo, pode danificar ou diminuir os peptideos bioativos, além de

influenciar, consequentemente na atividade inibitoria da ECA (BRF, 2020).

2.4 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

Um dos parametros mais fortemente controlados para garantir a funcéo fisioldgica e
organica normal do animal é a pressdo arterial (Duke et al., 2011). O sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) atua como um mecanismo de controle da normalidade da
pressao arterial e esta envolvido no desenvolvimento de condi¢es clinicas como a hipertensdo
arterial e insuficiéncia cardiaca congestiva (Ribeiro et al., 2000). Por definicdo, 0 SRAA é a
cascata neuro-hormonal ativada em diferentes momentos fisioldgicos ou patol6gicos no intuito
de manter a homeostasia dos sistemas renal e cardiovascular. A ativacdo do SRAA inicia com
a sintese de renina nas células epitelioides do aparelho justaglomerular, sendo armazenada em
forma de granulos que séo liberados de forma controlada. Esta liberagio acontece geralmente
em situacdes de baixa presséo arterial sistémica, hipovolemia, privacdo de sédio e estimulacdo
simpatica (Ames et al., 2019). Por outro lado, o angiotensinogénio € liberado pelo figado
ficando livre na circulagdo sistémica. No sangue, a renina, que é uma enzima proteolitica,
metaboliza o angiotensinogénio, produzindo angiotensina I (Angl). Posteriormente, a ECA
liberada pelas células endoteliais converte Angl em angiotensina Il (Angll). As a¢cdes da Angll
estdo determinadas pelo tipo de receptor de Angll esteja involucrado. Os efeitos da Angll nos

receptores de angiotensina tipo-1, levam ao aumento da retencdo de sédio, vasoconstricao,



estimulagdo da sede e desejo por sal, além do aumento da atividade do sistema nervoso
simpatico e liberagdo de aldosterona pela glandula adrenal (Castrop et al, 2005; Sztechman et
al., 2018). Por outro lado, as acbes da estimulacdo dos receptores de angiotensina tipo-2 sdo
contra regulatorias as do receptor tipo-1. A estimulacdo do receptor tipo 2 produz efeitos anti-
inflamatdrios, anti-fibréticos e vasodilatadores (Ames et al., 2019). Nesta ordem de eventos, 0
principal metabdlito final do SRAA é a aldosterona. A aldosterona é um regulador chave do
equilibrio de sodio, potéssio e fluidos corporais (Hall e Guyton, 2010). Sua acdo modula a
expressao de canais i6nicos, bombas e trocadores em tecidos epiteliais, especialmente nos rins,
levando ao aumento na reabsorcao transepitelial de Na* e 4gua e excrecao de K* (Ames et al.,
2019). Além da remodelacdo patoldgica dos tecidos cardiacos, vasculares e renais (Adin et al.,
2020). As acdes da aldosterona a curto prazo sdo benéficas, porém a longo prazo tornam-se
deletérias e contribuem para a progressdo da insuficiéncia cardiaca (Schueller at al., 2011).
Outros efeitos deletérios incluem retencdo excessiva de sodio com expansdo do volume
extracelular, favorecendo a perda de potassio e magnésio, diminuicdo da sensibilidade dos
barorreceptores, contribuindo para a disfuncao endotelial e inflamacéo vascular, e associacao
com remodelacdo renal, vascular e cardiaca (Ames et al., 2019).

Embora a ativacdo da SRAA possa compensar 0s estdgios iniciais da doenca
cardiovascular e renal, sua ativacdo prolongada é mal adaptativa (Ames et al., 2019; Adin et
al., 2020). Portanto, atualmente, é necessario buscar novos protocolos terapéuticos para regular
a ativacao da SRAA.

2.4.1 SRAA e Fungéo Renal

A renina é produzida pelas células justaglomerulares que estdo localizadas entre as
células da mécula densa e as arteriolas aferente e eferente, estruturas estas que formam o
aparelho justaglomerular (Ames et al., 2019). Alguns mecanismos sdo responsaveis pela
liberacdo da renina pelas células justaglomerulares, incluindo baixa da pressdo arterial
sistémica, hipovolemia, privacdo de sddio e estimulacdo simpatica. (Ames et al., 2019).

A liberacdo de renina é aumentada quando a pressao arterial baixa é detectada pelos
barorreceptores intrarrenais, desencadeando a liberagéo de prostaglandinas (PGE2, PGI>). Por
outro lado, a diminuicdo da reabsorcdo de Na* e CI- detectada pela macula densa, estimula a
liberacdo de renina através de PGE: e PGl,. A liberacdo de renina também pode ser estimulada
por um mecanismo extra-renal, estimulagdo nervosa simpatica de receptores 1 nas células

justaglomerulares, ativando assim o sistema SRAA (Riviere e Papich, 2018).
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Os principais efeitos da Angll no rim incluem vasoconstricdo da artéria interlobular e
arteriolas aferentes e eferentes, resultando em aumento da taxa de filtragdo glomerular (Ivy e
Bailey, 2014). A vasoconstri¢do induzida por Angll na maioria dos casos diminui a taxa de
filtracdo glomerular (TFG) por afetar a arteriola aferente mais do que a artéria eferente. No
entanto, durante a hipotensdo renal, a Angll afeta a artéria eferente em maior extensao do que
a artéria aferente, resultando em aumento da TFG. (Riviere et al., 2018).

A administracdo de iIECA durante a hipotensdo renal aumenta o risco de insuficiéncia
renal aguda, pois estes farmacos provocam diminuicdo da resposta de vasoconstricdo da
arteriola eferente mediada pela Angll, o que resulta em reducdo da resisténcia arteriolar
eferente, da presséo capilar glomerular e da TFG. Como consequéncia, ocorre azotemia aguda
e possivel lesdo renal aguda. O potencial nefrotoxico de iIECA pode ser aumentado em caso de
deplecéo de sadio, uso de diurético ou insuficiéncia cardiaca congestiva, e agravado se houver,

concomitantemente, doenca renal crénica ou uso de AINEs (Cowgill et al., 2011).

2.4.2 Escape de Aldosterona

O escape de aldosterona pode ser definido como uma condicdo na qual os iIECA falham
em suprimir efetivamente a atividade do SRAA, ou seja, 0 organismo cria maneiras alternativas
de ativar a producdo de aldosterona, sem necessidade ou participacdo da ECA. Os mecanismos
pelos quais ocorrem a passagem da aldosterona ainda néo séo bem compreendidos e o fenbmeno
é provavelmente de origem multifatorial (Bomback e Klemmer, 2007; Nobakht et al., 2011). A
explicacdo mais aceita é que vias alternativas e enzimas para conversao de Angl em Angll sdo
utilizadas, incluindo quimase e catepsina G. Estudos recentes tém demostrado que outros tipos
de angiotensina (1,12 e 1,25) encontrados em tecidos cardiovasculares e renais servem como
precursores e podem ser responsaveis pela liberacdo de peptideos de Angll (Nagata et al.,
2013). Além disso, a quimase, uma serino-protease, catalisa a formacdo de Angll a partir da
Angl (Waanders et al., 2011), permitindo a formac&o de Angll independente da ECA no tecido.
Esta via é provavelmente o principal gerador Angll no tecido (Nagata et al., 2006). Outros
estudos recentes demonstraram que a ativacdo do SRAA induzido com a administracdo de
amlodipina e furosemida e caracterizada por um aumento de duas a trés vezes na relacdo das
concentracdes da aldosterona/creatinina na urina (UAIldo:C), nédo foi controlado com o uso de
IECA (Atkins et al., 2007; Sayer et al., 2009; Ames et al., 2016).

Embora o benazepril suprima com sucesso a ECA, ele ndo reduz significativamente a
excrecdo urinaria de aldosterona induzida por furosemida, indicando escape de aldosterona

(Lantis et al., 2014). A presenca de escape de aldosterona, apesar da supressao da ECA, levou
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a varias hipoteses sobre 0 mecanismo, incluindo a geragcdo de Ang Il ndo mediada por ECA e a
formagdo extra-adrenal de aldosterona. Um estudo com cdes com degeneracdo da valvula mitral
demostrou que o escape de aldosterona apresentou uma prevaléncia de 32% em cdes com
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e 30% em cées sem ICC, caracterizando o escape de
aldosterona pela concentragédo UAldo:C > 1.0 ug/g (Ames et al., 2017).

Em humanos, aproximadamente 50% dos pacientes com insuficiéncia cardiaca ndo
apresentam escape de aldosterona e, portanto, contribuem para o efeito geral do benazepril na
populacdo na insuficiéncia cardiaca. Contudo, ndo ha consenso sobre o tempo em que este
fendmeno acontece, pois, estudos relatam escape de aldosterona entre 4 - 6 semanas apds o
inicio da terapia com iECA, ja outros estudos apontam apés 6 a 12 meses (Bomback e Klemmer,
2007; Waanders et al., 2011).

Para cées, o uso de iECA é comprovadamente seguro, porém ocorre perda da eficacia a
longo prazo ou no uso precoce pois 0 organismo encontra alternativas (escape de aldosterona)
para conversdo da Angl em Angll. Por isso, é importante ter cautela ao optar pelo uso desses

farmacos (Ames et al., 2017).

2.4.3 Avaliacdo do SRAA farmacologicamente ativado em cées clinicamente
normais

A interrupcdo farmacoldgica do SRAA é estudada por um modelo de ativacdo do SRAA
usando furosemida ou amlodipina (Lantis et al., 2014; Lantis et al., 2015, Ames et al., 2016;
Sakatani et al., 2016; Konta et al., 2018). Este modelo é muito util porque os medicamentos
usados para imitar a ativacdo do SRAA observada na insuficiéncia cardiaca também sdo usados
no tratamento da insuficiéncia cardiaca em humanos e céaes. A ativacdo do SRAA ¢ avaliada
pela medicdo da UAIdo:C, usando amostras pontuais de urina e uma metodologia de
radioimunoensaio, sendo correlacionado com 24h de excrecdo de aldosterona na urina no céo
(Gardner et al., 2007).

A administracdo de furosemida (2 mg/kg por via oral a cada 12h) ou amlodipina (0,5
mg/kg por via oral a cada 12h) levou a aumento significativo da UAIdo:C, indicando ativacéo
do RAAS (Lantis et al., 2014; Lantis et al., 2015; Ames et al., 2016; Sakatani et al., 2016;
Konta et al., 2018). Essa ativagéo parece estagnar no quinto dia de administracdo da medicacéo
(Lantisetal., 2011). A ativagdo do SRAA neste modelo € muito consistente e elimina a variagéo
minuto a minuto observada com concentra¢Ges de aldosterona sanguinea (Ames et al., 2016).
Além disso, os estudos feitos com cdes normais ndo apresentaram evidéncia de alteragdes

clinicas ou hipotensdo clinica durante o tempo do estudo, mostrando que é um método eficiente
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e seguro para realizagdo de estudos de avaliagdo do SRAA farmacologicamente ativado em

cées clinicamente normais com duragdo 10 a 56 dias.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local dos Experimentos

O experimento foi realizado nos canis Altos do Miramar e Quinta di Cani, localizados
no estado da Paraiba, nas cidades de Jodo Pessoa e Campina Grande, respectivamente.

Todos os procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados pela Comisséo
de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB), com nimero

de protocolo 3870020621.

3.2 Dietas Experimentais

Foram utilizadas duas dietas isonutrientes formuladas para atender as necessidades
nutricionais de cées adultos (FEDIAF, 2020): 1) dieta 1 de manutencdo com 32% de farinha de
visceras convencional (FVC) e 2) dieta 2 com substituicdo de 10% da FVC por proteina
hidrolisada de frango (PHF), conforme a Tabela 1.

Ambas as dietas foram extrusadas usando uma extrusora de rosca simples na
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, Brasil. Depois da extrusdo, os croquetes foram secos
em secador tipo esteira. A gordura e os palatabilizantes das aves foram pulverizados nos
croquetes sob mistura continua imediatamente apds a secagem. A densidade dos croquetes logo
apos a extrusdo e antes da secagem ficou entre 320 e 350 g/L durante todo o processo de
producao.

A FVC obtida comercialmente ndo foi totalmente divulgada pelo fabricante. A PHF €
geralmente preparada a partir de visceras, figado e carne previamente hidrolisados em um reator
enzimatico; apos a hidrdlise, a fase sollvel é separada da fracdo gordurosa e dos residuos
insollveis, seca e moida. A informacdo nutricional com as especificagfes fisico-quimica da
PHF (BRF S. A., Concordia, Brasil), sdo: umidade (max. 8%), proteina bruta (min. 75%),

gorduras (méax. 8%), matéria mineral (max. 6%), digestibilidade (min. 95%).
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Tabela 1. Composicao de ingredientes e quimica das dietas experimentais contendo proteina

hidrolisada de frango e convencional.

Ingredientes (%) FVvCt PHF?
Milho 39,34 39,07
Farinha de aves convencional 31,91 20,76
Proteina hidrolisada de Frango - 10,00
Quirera de Arroz 12,00 12,00
Oleo de visceras de frango 7,49 8,70
Polpa de beterraba 4,00 4,00
Levedura de cerveja 1,00 1,00
Oleo de peixe 0,55 0,55
Palatabilizante 2,00 2,00
Suplemento mineral-vitaminico® 0,40 0,40
Cloreto de potassio 0,39 0,37
Sal 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,13 0,19
Fosfato bicalcico - 0,17
DL-metionina 0,12 0,12
Antifungico 0,10 0,10
AAM 0,10 0,10
Antioxidante 0,07 0,07
Composicdo quimica analisada (%0)

Umidade (%) 6,64 6,21
Proteina bruta (%) 26,63 26,90
Extrato etéreo hidrélise acida (%) 13,74 14,99
Matéria mineral (%) 5,95 4,53
Matéria organica (%) 94,05 95,47
Energia bruta (kcal/kg) 4.681 4,759
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.780 3.810

L FVC: Farinha de visceras de aves convencional; 2PHF: Proteina Hidrolisada de Frango - Ingrediente da

farinha de visceras hidrolisada foi concedido pela BRF (Proteina hidrolisada de frango, BRF S.A., Concordia,
Brasil); *Quantidade por kg de Produto: vitamina A, 2.000.000 1U; vitamina B; (Mononitrato de Tiamina), 500
mg; vitamina Bi, 6250 mcg; vitamina Bz, 1000 mg; vitamina Be (Cloridrato de Piridoxina), 500 mg; vitamina Ds,
200.000 1U; vitamina E (pL-alfa tocoferol), 12.000 1U; &cido pantoténico (D- pantotenato de célcio), 2500 mg;
acido folico, 75 mg; biotina, 6 mg; sulfato de cobre, 1750 mg; colina, 100 g; ferro (sulfato de ferro), 20 g; iodo
(iodeto de sodio), 375 mg; manganés (6xido manganoso), 1250 mg; niacina, 3750 mg; selénio (selenito de sodio),

40 mg; oxido de zinco, 30g.
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3.3 Estudo 1: Proteina Hidrolisada de Frango em dieta para caes: Digestibilidade

e efeito do consumo a longo prazo na atividade da ECA, func¢éo renal e cardiaca.

3.3.1 Animais, instalacGes, peso corporal e consumo alimentar

Foram selecionados 16 cdes adultos (6 cdes da raca American Pitbull Terrier, 2 cées da

raca Dachshund Miniatura, 6 cdes da raca Bulldog Francés e 2 cées da raga Shih Tzu), machos,
com idade entre 1 a 6 anos e ECC entre 4 e 5 (LAFLAMME, 1997), que foram divididos

igualmente em um delineamento inteiramente casualizado, considerando o peso corporal e as

racas em dois tratamentos: farinha de visceras convencional (FVC), com peso inicial médio

15,92 + 8,24 e proteina hidrolisada de frango (PHF), com peso inicial médio 15,59 + 7,98.

Todos os animais foram vacinados e vermifugados antes do inicio do periodo

experimental e foram realizados exames laboratoriais para serem considerados saudaveis e

aptos a participar do projeto. Os cées e seus respectivos pesos estdo apresentados na Tabela 2.

O ECC e 0 peso corporal ao longo do estudo estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 2. Peso corporal inicial dos cdes, em kg, dos tratamentos FVC e PHF.

Tratamento Céo Peso corporal inicial (kg) Meédia de peso corporal (kg)
FVC Dachshund Miniatura 4,5 15,92
American Pitbull Terrier 28,1
American Pitbull Terrier 24,5
American Pitbull Terrier 20,25
Bulldog Francés 14,4
Bulldog Francés 15,6
Bulldog Francés 14,0
Shih Tzu 6,0
PHF Dachshund Miniatura 4,15 15,59
American Pitbull Terrier 22,4
American Pitbull Terrier 19,35
American Pitbull Terrier 27,5
Bulldog Francés 13,7
Bulldog Francés 16,8
Bulldog Francés 15,6
Shih Tzu 5,2

PHF: Proteina Hidrolisada de Frango; FVVC:farinha de visceras de aves convencional
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Tabela 3. Escores de condi¢do corporal e peso corporal (médias + desvio padrdo) dos grupos

experimentais ao longo do estudo.

Tratamento 0 dias 30 dias 90 dias 120 dias

ECC PC ECC PC ECC PC ECC PC
PHF! 3,75+0,5 18,3+10 4,5+0,41 18,8 £10,5 53+05 19,7+111 53%+05 212+12,4
FCV?2 4+0,40 18,9+10,3 4,9 + 0,85 19,3+ 10,7 53+05 203+112 52+05 21,1+115

IPHF: Proteina Hidrolisada de Frango; 2FVC: Farinha de Visceras de Aves Convencional; 3ECC: Escore de Condigdo Corporal; PC: Peso
Corporal
Todos os cdes foram mantidos em baias individuais com 2m? de area coberta e 4m? de
solério, durante 120 dias, sendo permitido acesso diario no periodo de uma hora a area externa
de 120 m? provida de enriquecimento ambiental para socializacéo e atividade fisica.
Inicialmente os cdes foram alimentados de acordo a necessidade energética de
manutencdo (NEM) de cées de canil (NRC, 2006), NEM [kcal] = 110 x kg peso corporal®?,
sendo caracterizados como animais ativos com estimulo a realizacéo de atividade fisicas.
O alimento foi pesado diariamente e oferecido em uma refeicdo as 9h00 e a agua foi
fornecida ad libitum durante todo o estudo. Os cées foram pesados quinzenalmente balanca de
plataforma digital e o consumo de alimento monitorado diariamente, sendo a quantidade de

alimento ajustada, quando necessario, para manter o peso corporal dos animais constante.

3.3.2 Coeficiente de digestibilidade aparente das dietas e Caracteristicas fecais

As analises laboratoriais de digestibilidade foram realizadas no Laboratorio de Analises
de Alimentos e Nutricdo Animal, no Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal da
Paraiba (LAANA — CCA/UFPB). Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes
foram determinados pelo método de coleta total de fezes (sem coleta de urina) e procedimentos
de célculo de acordo com a American Association of Feed Control Official (AAFCO, 2014).

Apos 15 dias de adaptacdo as dietas, o consumo de alimento e producao de fezes foram
registrados e coletados durante 4 dias. Os cédes foram condicionados a caminhar 3 vezes ao dia
e defecar durante passeio guiado por um colaborador da pesquisa, em bandeja plastica. As
amostras fecais foram identificadas, pesadas e colocadas em saco plastico por animal e
congeladas (-15°C) para posterior analise. A consisténcia fecal foi pontuada de 0 a 5: 0 = fezes
liquidas; 1 = pastosas e fezes sem forma; 2 = fezes moles e malformadas que tomam a forma
do recipiente; 3 = fezes moles, formadas e Umidas que marcam o chédo; 4 = bem formadas e
fezes consistentes que ndo marcam o chéo; 5 = fezes bem formadas, duras e secas. Os valores

entre 3 e 4 foram considerados adequados (Carciofi et al., 2008).
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As amostras de fezes foram descongeladas, homogeneizadas, pesadas e encaminhadas
para estufa com ventilacdo forgada a 55°C durante 72 horas para a pré-secagem das amostras,
reduzindo, assim, a umidade destas para que ndo ocorresse a fermentacdo em curto periodo. As
amostras secas de fezes e alimentos extrusados foram moidas em moinho de faca tipo Willey
(Modelo MA 580, Marconi Ltd., Piracicaba, Brasil) com peneira de 1 mm para as analises
laboratoriais. Foram determinados os teores de matéria seca, matéria mineral, proteina bruta e
extrato etéreo em hidrolise acida para as fezes e alimentos (AOAC, 1995). Para determinacéo
da matéria seca as amostras foram moidas em moinho de faca, pesadas e secas na estufa a 105°C
por 24h e a matéria seca determinada por diferenca de peso. A matéria organica foi calculada
pela férmula: %Matéria organica = 100 - %Matéria mineral. Extrativo ndo nitrogenado (%) foi
considerado pela formula: 100 - (proteina bruta + fibra bruta + matéria mineral + extrato etéreo
hidrolise &cida). A matéria mineral foi determinada com utilizacdo de mufla a 450 °C por 4h. A
energia bruta (EB) foi determinada por bomba calorimétrica (Parr Instrument Co., Model 1341,
Molina, IL, Estados Unidos da América). Todas as analises foram realizadas em duplicata,

sendo repetidas quando variavam em mais de 5%.

3.3.3 Determinacéo do pH fecal e Produtos de fermentacéo intestinal nas fezes

A coleta de fezes frescas foi realizada durante 3 dias consecutivos, onde as fezes foram
coletadas e processadas em no maximo 15 minutos apds a defecacdo. Cada amostra fecal foi
identificada por dia, tratamento e animal e mantidas em refrigeracdo (2°C) até o final do periodo
de coleta. Apos a coleta, foi feito um pool das amostras por cao para determinacdo dos produtos
fecais. O pH fecal foi determinado no canil e imediatamente apds a coleta, utilizando-se dois
gramas de material fecal diluidos em 6 ml de agua miliq (1:3 v/v) e o0 pH medido com pH-metro
de precisdo 0,01 pH (modelo Mpa-210, MS Tecnopon Equipamentos Especiais Ltda, S&do
Paulo) e a média destes valores empregada no estudo.

As andlises laboratoriais dos produtos de fermentacdo intestinal foram realizadas no
Laboratorio de Cromatografia Instrumental no Departamento de Engenharia Quimica (DEQ-
UFPE), da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Para a quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC: acético, propidnico e
butirico), ramificada (AGCR: valérico, iso-valérico, iso-butirico) e acido latico, foram
utilizados dez gramas de fezes, diluidos em 30 ml de acido formico 16%; 4,2N (1:3, v/v). Os
extratos foram centrifugados a 3.500 rpm por 15 minutos a 15°C, sendo este procedimento
repetido por 3 vezes, onde em cada repeticdo os sedimentos eram descartados e 0S

sobrenadantes coletados. Apds centrifugacdo, as amostras foram acondicionadas em tubos
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vacutainer e congeladas a -15°C para posterior anélise. As concentracbes de AGCC e AGCR
foram determinadas por cromatografia gasosa em cromatdgrafo (Ciola e Gregory, modelo
CGMASTER) com detector de ionizacao de chama, com vazao de hidrogénio de 2mL/min, em
modo split 1:20, e separacao analitica em coluna carbowax 60 m, d.i. 0,53 mm e espessura da
fase estacionéria 1,0 pum, com volume de injecdo de 2,0 pL. Padrdo de AGV Supelco
CRM46975 Mix de 4&cidos graxos volateis, e acido latico P.A. VETEC Inc. Apo6s
homogeneizacdo de cada amostra foi coletado 2 pul por amostra de animal através da seringa de
microlitro e injetado na maquina de cromatografia gasosa. Apos iniciada a andlise, foi
aguardado todo padrdo de curvas referente aos &cidos surgirem para encerrar a analise de cada
amostra.

Para analise de &cido latico foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), utilizando uma solucéo 0,5mmol/L de acido sulfurico com vazéo 0,6 ml/min e coluna
cromatografica HPX87H para separacdo analitica em um detector de arranjo dad iodo com
comprimento de onda com 220 nm. Padréo utilizado para calculos: Acido latico da nuclear com
85% de pureza.

As concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NH3) foram realizadas seguindo
metodologia adaptada de Vieira (1980). Foram utilizadas aliquotas de 2ml preparadas
anteriormente para determinacdo de &cidos graxos, diluidas em 13 ml de dgua destilada (2:13
v/v) e submetidas a destilacdo em destilador de nitrogénio (Tecnal TE - 036/1, Tecnal,
Piracicaba, Brasil) utilizando 5 ml de hidréxido de potassio 2N. O destilado foi recebido em
Erlenmeyer contendo 10 ml de &cido bérico 2% até atingir o volume de 50 ou 100ml para os
extratos preparados com amostras de fezes. Apos destilacdo, foi realizada a titulacdo do
destilado com solugdo de HCI 0,05N para estimar a quantidade de N-NH3 presente na amostra.

3.3.4 Avaliacéo do SRAA e Funcéo Renal

Para avaliagdo do SRAA e funcdo Renal através de amostras de sangue e urina, as
analises laboratoriais foram realizadas por um laboratério privado especializado em andlises
veterinarias (Nlab diagndstico, Jodo Pessoa, Brasil).

Antes do inicio das coletas, os cdes foram condicionados através de trabalho
comportamental a entrar na sala de coleta para ambientacdo do local e minimizar possivel
estresse por se tratarem de cées de canil. Para avaliagdo do SRAA, amostras de sangue (3 mL)
foram coletadas da veia jugular por venopuncdo nos dias 0, 60 e 120 (12 horas apds

alimentacéo). Para estre procedimento, os animais foram mantidos em decubito lateral através
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de contencdo manual. Sangue (3mL) foi coletado com agulha 25x 0,5mm e imediatamente
transferido para tubos de coagulacdo. A relacdo aldosterona: creatinina urinéria (UAldo:C) foi
determinada nos mesmos dias de coleta (0, 60 e 120), a partir da coleta de 5 mL de urina por
cistocentese, uma vez ao dia. A determinacdo da atividade sérica da ECA e concentracdo de
aldosterona foi realizada seguindo mesmo protocolo descrito no teste de eficacia.

Para funcéo renal, as amostras de sangue (3mL) foram coletadas da veia jugular por
venopuncdo com agulha 25x 0,5mm e imediatamente transferidos para tubos de dosagem
bioquimica, sem anticoagulante e com gel separador, posteriormente centrifugadas durante 10
min a 1400 rpm a 4°C para a obtengdo de soro. Posteriormente foram guardadas em tubos a -
80°C, até o momento da andlise. Foram realizadas as seguintes andlises: perfil bioquimico
incluindo creatinina, sodio e potassio.

A analise de urina incluiu gravidade especifica da urina, exame de fita reagente,
avaliacdo microscopica do sedimento urinario, uCr, eletrdlitos urinarios (sédio e potassio). A
dimetilarginina simétrica (SDMA) foram mensuradas para a determinacao alteracdo da funcéo
renal. Os bioquimicos foram medidos usando métodos colorimétricos comercialmente
disponiveis.

A excrecdo fracionada (EF) de eletrolitos, incluindo sodio e potassio foram calculados
de acordo com a equacdo relatada por Brown et al. (2015):

EFX = uX sCr/ uCr sX (com base na amostra pontual de urina)

Onde: uX e sX sdo as concentracbes de um analito especifico na urina e no soro,

respectivamente. Além disto, foram realizadas mensuragdes da relacdo aldosterona:creatinina

urinaria (UAIdo:C), com o intuito de mensurar ativacdo do sistema SRAA causada pela dieta.

3.3.5 Funcao Cardiaca

Ecocardiografia

Para estudo das possiveis alteragdes morfoldgicas e das funces sistdlica e diastolica foi
realizado exame ecocardiografico por meio de sistema de ultrassom MyLab™Alpha [(Esaote),
Génova, Itéalia], optando-se por uma sonda de 3 - 8 MHz, que permitiu uma resolucéo suficiente,
proporcionando a penetragdo necessaria. Apds realizacdo de tricotomia da regido toracica
direita e esquerda, os cdes foram contidos em decubito lateral para a realizacdo do estudo,
sempre acompanhado por registro eletrocardiografico. As imagens padrdo foram obtidas
seguindo recomendacbes previamente estabelecidas por Boon (2011) e pela Sociedade
Americana de Ecocardiografia (Nagueh et al., 2016) no que tange a ecocardiografica

convencional e tecidual.
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Avaliacao morfoldgica

As avaliagbes compreenderam os modos bidimensional, modo-M, Doppler pulsado,
continuo, fluxo em cores e tecidual. No corte transversal da janela paraesternal direita foi obtida
imagem em modo-M, no plano cordal, posicionando o cursor perpendicularmente ao septo
interventricular e equidistante dos musculos papilares. A partir desta imagem, durante a didstole
e sistole, foram obtidas variaveis ecocardiograficas tais como diametro interno do ventriculo
esquerdo no final da diastole (DIVEd), dimensao interna do ventriculo esquerdo no final da
sistole (DIVESs), espessura da parede livre do ventriculo esquerdo (EPLVE) e septo
interventricular (SIV) e, finalmente, fracdo de encurtamento (FS%) e fracdo de ejecéo (FE%)
pelo método de Teichholz. Os diametros do atrio esquerdo (AE) e aortico (Ao) foram medidos
a partir da imagem 2D ao nivel da valvula aoértica, na imagem transversal da janela paraesternal
direita, determinando-se a relacdo AE e Ao (LA:Ao). A DIVEd com relacdo a aorta
(DIVEd:A0), bem como a DIVEs com relacdo a aorta (DIVEs:Ao) foram determinadas. A
velocidade de fluxo da artéria pulmonar foi determinada pelo uso do Doppler pulsado.

Avaliacdo da funcéo diastdlica

As velocidades Doppler do fluxo mitral e aortico foram adquiridas nas janelas apicais
paraesternal esquerda utilizando cortes de quatro e cinco camaras, respectivamente. O fluxo
mitral foi avaliado no corte apical de quatro camaras com amostra colocada na altura das pontas
do folheto mitral. As velocidades de enchimento ventricular esquerdo precoce (E) e tardio (A),
da mesma maneira que a relacdo das velocidades de enchimento ventricular esquerdo precoce
e tardio (E/A) foram determinadas. O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi medido
como intervalo de tempo entre o final do fluxo adrtico e o inicio do influxo mitral pelo Doppler
pulsado. Imagens de Doppler tecidual (TDI) foram obtidas no local de insercao septal e lateral
do anel mitral e as velocidades de excursao sistolica (S '), velocidade de excursdo diastolica

precoce (E') e velocidade de excursdo diastdlica tardia (A") foram mensuradas (Boon, 2011).

3.4 Estudo 2: Eficacia da Proteina Hidrolisada de Frango na inibicéo da enzima

conversora de angiotensina em cdes com SRAA ativado.

Para o estudo 2, foram utilizadas as mesmas dietas descritas no estudo 1: 1) dieta de
manutencdo com 32% de FVC e 2) dieta 1 com substitui¢do de 10% da FVC por PHF.

Para avaliar a eficacia da PHF em auxiliar na inibicdo do SRAA, esta precisa estar
ativado no organismo, 0 que acorre com animais acometidos por doencas e que,

consequentemente precisariam de tratamento farmacoldgico. Uma vez que submeter animais
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doentes a uma terapia alternativa de eficicia ndo comprovada pode representar uma infracdo a
ética, o presente teste foi proposto como uma alternativa validada para investigar a eficicia do
ingrediente, utilizando animais saudaveis.

Para a determinacéo da eficacia do ingrediente na inibicdo do SRAA, foi realizado teste
utilizando 5 cdes clinicamente saudaveis (idade 3,7 + 2,1 anos; peso corporal 15,8 + 2,9 kg;
ECC 4,6 + 0,5), atestados por exames bioquimicos de funcdo renal e hepatica, urindlise,
hemograma, ecocardiografia e eletrocardiografia, com duracdo de 32 dias. Ao final do teste,
todos os caes foram reavaliados, com o objetivo de determinar possiveis alteraces nos sistemas
renal e/ou cardiaco.

O protocolo foi adaptado de estudos feitos anteriormente em cdes (Lantis et al., 2015;
Ames et al., 2016; Sakatani et al., 2016; Konta et al., 2018). Antes do inicio do estudo e da
ativacdo do SRAA (dia -12 ao dia 0), os cdes receberam apenas uma dieta extrusada (FVC:
26,5% PB e 14% gordura, contendo 31,91% de FVC) em quantidade suficiente para atender
sua necessidade energética de manutencgdo (95 kcal/kg PM), dividida em duas porcdes iguais
oferecidas as 8h e as 20h. Esta fase serviu para adaptacao dos cdes a dieta, sem uso de farmaco.
A partir do dia -6 até o dia 0 os caes consumiram FVC e foram medicados com furosemida (2
mg/kg,12h, PO, 8h e 20h). Com o inicio do teste do dia O ao dia 20, o alimento teste foi
fornecido, PHF (apresentava mesma composicdo da dieta FVC, porém com inclusdo de 10%
de PHF hidrolisada, em substituicio a FVC convencional) além do uso continuado de
furosemida. Para manter o SRAA ativado, cada cdo recebeu furosemida por 26 dias (dia -6 ao
dia 20).

A atividade sérica da ECA e concentracdo sérica de aldosterona foram determinadas em
amostras de sangue (3 mL) coletadas da veia jugular por venopuncéo nos dias -6, 0, 2 7 e 20,
(sempre 6 horas ap0s a primeira alimentacdo do dia, no pico de inibicdo da atividade de ECA
nos inibidores da ECA), a fim de avaliar o tempo e a magnitude da resposta do SRAA. A
UAIdo:C foi determinada nos mesmaos dias de coleta (-6 0, 2, 7 e 20), a partir da coleta de 5 mL
de urina por cistocentese no mesmo momento da coleta de sangue. Todas as amostras coletadas
de sangue foram centrifugadas 10 minutos apds a coleta, e 0 soro separado e armazenado a -
80° C, assim como as amostras de urina, até posterior analise. A atividade da ECA sérica foi
medida seguindo o método fluorométrico relatado por Yang e Neff (1972) e a aldosterona foi
medida por quimioluminescéncia (Stabler e Siegel 1991) por um laboratério privado

especializado em analises veterinarias (Nlab diagnostico, Jodo Pessoa, Brasil).
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3.5 Analise Estatistica
Todas as varidveis foram verificadas quanto a distribuigdo normal pelo teste de Shapiro-
Wilk. Para a determinacdo do efeito da dieta em longo prazo nos sistemas organicos, ECA e
aldosterona, os dados foram analisados usando ANOVA modelo misto com dois fatores [grupo
(Duas dietas: FVC e PHF) x tempo (Trés momentos: 0, 60, 120 dias de consumo das dietas)]
com medidas repetidas do fator [tempo]. Os dados da digestibilidade e produtos de fermentagéo
foram submetidos a analise de variancia e teste de F. As anélises estatisticas foram realizadas

no software SigmaPlot v.12.0 com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo 1: Proteina Hidrolisada de Frango em dieta para cées: Digestibilidade e

efeito do consumo a longo prazo na atividade da ECA, funcéo renal e cardiaca.

4.1.1 Consumo, digestibilidade e Produtos de fermentagéo intestinal

Durante o periodo experimental, todos os animais permaneceram saudaveis com base
na auséncia de sinais clinicos e parametros sanguineos normais. Todos 0s cdes mantiveram peso
e escore corporal adequados. As dietas foram bem aceitas pelos animais, 0s quais néo
apresentaram quadros de recusa, diarreia ou vomito. O consumo médio calérico de alimentos
para ambas as dietas durante os 120 dias de consumo foi 30,94 + 3,38 e 30, 44 + 1,89 g/kg®™
por dia para as dietas FVC e PHF, respectivamente.

Na Tabela 4 estéo apresentados os valores de ingestdo dos nutrientes pelos cées durante
0 ensaio. Observou-se diferenca na ingestdo dos nutrientes entre os dois tratamentos. Esta
diferenca pode estar relacionada a composicdo quimica analisada das dietas FVC e PHF
observado na Tabela 1.

Os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica, extrato
etéreo, proteina bruta, energia bruta, extrativos ndo nitrogenado e fibra bruta das dietas
experimentais estdo apresentados na Tabela 4. A digestibilidade aparente dos nutrientes foi
semelhante entre os tratamentos FVC e PHF (P>0,05), exceto para a FB (p=0,038), que foi

maior para o tratamento PHF.

Tabela 4. Ingestdo de nutrientes e coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e energia
metabolizavel das dietas FVC e PHF.
Item FVC PHF P valort

Consumo de alimento

Matéria seca

) 28,5+0,3 29,2+0,6 <0,001
(9/kg®"®/dia)
Energia metabolizavel
) 107 1,19 112 £ 3,31 0,013
(kcal/kg®"/dia)

Coeficiente de digestibilidade aparente (%)
Matéria seca 82,43+1,23 82,57 +1,85 0,442
Matéria organica 86,65 + 1,49 86,55 + 1,07 0,902




Extrato Etéreo
Proteina Bruta
Energia Bruta
Extrativo NN
Fibra Bruta
EM (kcal/kg)?

93,57 +0,79
85,85+ 1,61
86,56 + 0,88
87,63 + 2,00
9,59 + 17,26
3.780 £ 60

93,98 +0,77
86,10 + 1,54
85,67 + 1,88
86,97 + 1,49
28,22 +18,68
3.810 £ 80

0,134
0,373
0,134
0,238
0,038
0,230
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! Foi estabelecido nivel de significancia de 5% (P<0,05) e tendéncias consideradas quando 0,05<P<0,010. >Energia

Metabolizavel. Extrativo N&o Nitrogenado®

Na Tabela 5 encontram-se os resultados de caracteristicas fecais e produtos finais da

fermentacdo. Ndo foram encontradas diferencas significativas (P>0,05) no escore fecal, no

entanto o pH fecal dos cdes que consumiram PHF foi menor em comparagdo a dieta FVC

(P=0,048).

Né&o foi verificada diferenca significativa entre as dietas para nenhum produto final de
fermentacao, embora para acetato (p=0,068), propionato (p=0,061), AGCC (p=0,079) e AGVs

totais (p=0, 079) verificou-se uma tendéncia a serem superiores na dieta PHF.

Tabela 5. Caracteristicas fecais e produtos finais da fermentacédo de caes alimentados com FVC

e PHF.
Item FVC PHF P valor®
Escore Fecal 39+01 39+£0,1 0,694
pH 6,3+0,2 6,1+0,2 0,048
N-NH3! (mmol/g MS) 167 £29,7 161+ 31,7 0,536
Acido latico (mmol/g MS) 88,3+28,1 88,5+ 30,3 0,364
AGCC? (mmol/gMS) 471+ 110 518 + 87,6 0,079
Acetato 276 + 116 302 + 48,7 0,068
Propionato 143 + 35,6 161 + 32,8 0,061
Butirato 51,8+ 15,8 56,5 + 16,4 0,108
AGCR? (mmol/gMS) 2 6,33 +6,78 7,89 £ 6,67 0,613
Isobutirico 0,53+0,32 0,44 £ 0,31 0,463
Isovalerato 4,56 + 6,39 6,34 £ 6,25 0,119
Valerato 1,24 +0,71 1,15+0,72 0,391
AGVs* 477 £ 110 523,5+90 0,079

LAménia. 2Acidos graxos de cadeia curta. 3Acidos graxos de cadeira ramificada. *Acidos graxos volateis. ! Foi

estabelecido nivel de significancia de 5% (P<0,05) e tendéncias consideradas quando 0,05<P<0,010.
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4.1.2 Parametros Bioquimicos

Na Tabela 6 encontram-se os hormonios relacionados ao sistema SRAA (ECA,
aldosterona e UAId/Cr) e os pardmetros bioquimicos relacionados a funcéo renal: creatinina,
uréia, SDMA, Na*, K", e excrecdo fracionada (EF) de Na* e K", dos cdes durante o periodo
experimental de 120 dias.

A creatinina, ureia, SDMA, K, EFNa e EFK apresentaram efeito com relagdo ao tempo
(p<0,05), sem efeito de dieta, mas permaneceram dentro dos intervalos de referéncia. A relagcdo
UAIdo/C néo foi alterada ao longo do tempo ou pelos tratamentos (grupo: p= 0,916; tempo:
p=0,481; interacdo: p=0,519).

Os parametros ureia e SDMA apresentaram efeito do intervalo (p=0,013 e p=0,009
respectivamente).

A excrecdo fracionada de Na+ aumentou nos dois grupos nos dias 60 e 120 (> 1%),
ficando acima do limite superior de normalidade ao longo do tempo (p<0,001). As
concentracdes de aldosterona apresentaram diminuicdo no dia 60 para os tratamentos FVC e
PHF e efeito no intervalo (tempo) (p<0,001), sem uma diminuic¢do das concentracdes de ECA
para 0 mesmo periodo. No entanto, no momento 120 dias, as concentracGes de ECA foram

menores para as duas dietas, sugerindo um efeito a longo prazo (p<0,001).



Tabela 6. Hormonios e parametros bioguimicos mensurados em cdes durante os 120 dias de consumo de PHF e FVC.
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FVC PHF
P 1 Pl Pl

Valores de ) ) ) ) . .

Referéncia Basal 60 dias 120 dias Basal 60 dias 120 dias grupo  tempo interacdo
Creatinina (mg/dl) 0,5-1,5 0,96 + 0,282 1,47 +0,38° 1,33 +0,37° 0,99 +0,26* 1,43+045> 1,3+0,33° 0,601 <0,001 0,391
Ureia (mg/dl) 21-66 39,0 +16,54* 5536+11,8° 50,91+ 14,9% 4275+12,03 5250+12,8 444+119 0,689 0,013 0,96
SDMA (ug/dL)? <14,0 9,71+1,74 10,83+1,94® 10,53+1,78° 10,25+2,49 1225+198 12,1+15 0,958 0,009 0,532
Na (mEg/L)3 140- 152 146,9£14,2 149,6 +125 149,2 + 4,83 1454 +6,7 151,6 10,2 144 + 6,4 0,711 0,282 0,511
K (mEg/L)* 3,60-6,00 4,91x0,80 5,64 £ 0,37 4,90 £ 0,55 489+0,88° 593+0,68° 4,9+0,24? 0,689 <0,001 0,701
EFNa (%)° <1 0,62+0,28% 2,72 +0,64° 3,25 + 2,06° 0,54 +0,16* 2,78+1,26° 2,7+1,35° 0,562 <0,001 0,735
EFK (%)°® <30 1,44 +0,68° 2,61+0,68° 1,09 + 0,667 092+0,31* 265+0,99° 0,91+0,7° 0,377 <0,001 0,451
ECA (u/L)’ 8,0-450 39,2+10,02 31,3+£5,12 23,0+7,4° 34,8+10,6° 34,6+6,02° 21,7+472° 0,762 <0,001 0,281
Aldosterona (pg/ml)®  6,7-253,6 44,2 +19,4° 17,1 +1,6° 39,2 +9,12 49,4 +20,6° 18,8+3,8° 39,8+18,1* 0,505 <0,001 0,904
UAId/Creat (ug/g)® - 3,63 +2,37 3,76 1,10 2,87 +1,34 384+1,73 3,0+048 319+1,0 0,916 0481 0,519

Letras diferentes (a,b,c) na linha indicam diferengas significativas entre as médias dos tratamentos. ! Foi estabelecido nivel de significancia de 5% (P<0,05) e tendéncias consideradas
quando 0,05 < P< 0,010. 2 Dimetilargina Simétrica. 3 Sédio. 4 Potassio. ® Excrecéo Fracionada de Sodio. 8 Excrecdo Fracionada de Potassio. 7 Enzima Conversora de Angiotensina. &
Aldosterona. ° Relagdo Aldosterona:Creatinina.
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4.1.3 Funcéo Cardiaca

N&o foi possivel mensurar e avaliar a pressdo arterial sistolica de maneira
fidedigna, uma vez que os cées se apresentaram estressados no momento da mensuragéo
desta varidvel, gerando dados inconsistentes e que ndo puderam ser utilizados na
avaliacdo.

Na Tabela 7 apresentam-se 0s parametros ecocardiograficos dos cées nos tempos
0, 60 e 120 dias de consumo das dietas FVC e PHF. A ecocardiografia permite a avaliagdo
segura do coracdo e seu funcionamento. De acordo com os parametros observados no
exame, houve efeito de interacdo para a E/TRIV (p=0,031). Para os demais parametros
avaliados (LVDd, LVDs, EF%, AE\Ao LVDdNN, E\A, E\A’, E"\A’(M), E\A’(L) ¢
E’\E’), ndo se verificou efeito significativo para grupo, intervalo ou interagcdo. N&o houve

efeito de dietas sobre nenhum dos parametros cardiacos (p>0.05).

Tabela 7. Parametros Ecocardiogréaficos de cdes alimentados com FVC e PHF.

FCV PHV P valor!
Basal 60 dias 120 dias Basal 60 dias 120 dias grupo tempo interacdo

LVDd? 345+79 337+71 348+62 333+58 343+55 339+74 0875 076 031
LVDs? 22,6+4,8 222+57 228+52 216%+50 219+46 94+22 0,773 0979 0,727
EF%;* 65,0+4,1 650+6,3 651+73 ©654+80 666+89 648+96 0,888 0877 0,849
AE/A0® 1,25+0,1 1,26+0,2 1,22+0,08 1,25+0,06 1,15+0,08 1,18+0,08 0,08 0,106 0,104
LVDdINN® 1,58 +0,05 1,55+0,1 1,59+0,07 1,62+0,12 1,60+0,04 1,58 +0,05 0,299 0,652 0,652
E/A’ 1,42+0,21 1,40+0,19 166+0,19 1,49+0,25 1,38+0,20 1,47 +0,23 0,587 0,501 0,18
E/TRIV® 1,36+0,22 1,37+0,28 1,80+0,52% 1,46+0,43 1,50+ 0,33 1,48+0,48 0,876 0,033 0,031
E/A'(M)° 1,67+0,49 1,46+0,27 1,48+0,22 145+36 1,38+0,27 1,31+0,33 0,252 0,244 0,807
E/AL)® 16+024 17+032 167+0,17 153+0,29 154+045 1,48+0,42 0,325 0,809 0,827
E/E™ 8,56+153 96+117 101+148 913+125 895+2,63 888+124 0,64 0,438 0,347

! Foi estabelecido nivel de significancia de 5% (P<0,05) e tendéncias consideradas quando 0,05<P<0,010.%Diast-Diémetro VE; * Diéstole
Parede Post;* Fracdo Ejecdo;°Diam Atrio/AO Esqg/Area Aortica (d); ® Vel Pico Mitral Onda E;’ Vel Pico Mit Ond A/ Temp Relax Isovol
Mitral; 80nda E’ Septal;® Razdo E’/A’ Septal; °Razdo E’/A’ Lateral; 1'Razdo E’/E’ Lateral;



27

4.2 Estudo 2: Eficécia da Proteina Hidrolisada de Frango na inibicéo da
enzima conversora de angiotensina em cdes com SRAA ativado.

Na Tabela 8 encontram-se os valores de ECA, Aldosterona (Aldo) e a relacéo
Aldosterona/Creatinina na urina (UAld/cr) obtidos durante o teste de ativacdo. A
atividade sérica da ECA foi significativamente reduzida no dia 2 (2 dias apds o inicio do
consumo de PHF; p=0,049), em comparacdo ao dia -6 (antes do inicio do consumo da
dieta PHF e uso de furosemida).

Com relacdo a aldosterona sérica (p=0,036), esta também foi menor no dia 2,
sendo que a diminuicdo das concentracdes de aldosterona acompanharam a diminuigéo
das concentracfes de ECA. Contudo esta reducdo verificada no dia 2, também nao foi
mantida, e aumentou no dia 7 e 20, caracterizando um efeito rebote desta resposta
fisiologica, por possivel ativacdo de outros mecanismos. A UAldo/cr (p=0,080) néo

apresentou alteracdo significativa durante o estudo, embora houve um aumento.

Tabela 8. Pardmetros bioquimicos do teste de eficacia da PHF.

Consumo Dieta FVC Dieta PHF
Fase de
adaptacéo .
(sem uso Uso de furosemida (2 mg/kg PC, BID)
Uso de farmaco ., de
farmaco)
Dia -12 Dia -6 Dia 0 Dia 2 Dia 7 Dia 20 ptl
ECA - 37,8+10,36° 34,0+10,12% 20,25+ 7,27 33,57 +4,50®® 29,00 + 1,413 0,049
Aldo (pg/ml)? - 51,72 + 15,55% 52,00 + 12,98%° 42,50 + 15,41* 67,65+ 7,30° 65,97 + 3,22% 0,036
UAId/Cr (ug/g)® - 1,70 0,49 275+0,89 265+0,86 324+098 375+0,69 0,080

Letras diferentes (a,b,c) na coluna indicam diferencas significativas entre as médias dos tratamento.
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5 DISCUSSAO

A inclusédo de 10% de PHF ndo afetou a digestibilidade dos nutrientes da dieta em
estudo. Apesar de altos valores, a digestibilidade aparente dos nutrientes foi semelhante
entre os tratamentos (p>0,05). A PHF é um ingrediente disponivel no mercado e ja
utilizado pela industria de pet food como fonte de proteina animal de alta digestibilidade
e qualidade. Embora estudo feito por Akness et al. (2006) relate que o processo de
hidrélise do ingrediente de origem animal, em que ocorre 0 rompimento das ligacdes
peptidicas formando um produto com menor peso molecular, favoreca a absor¢do dos
nutrientes, tornando-os mais digestiveis (Akness et al., 2006), nas condicdes e inclusdo
do ingrediente utilizada no presente estudo, este efeito ndo foi observado. Esse resultado
pode ser justificado pelo fato de a PHF ter sido incluida em apenas 10% em substituicdo
da FVC. Outro fator pode ser relacionado a alta qualidade e digestibilidade da FVC
empregado no estudo, e quando comparada com a dieta contendo PHF possui resultados
equivalentes, podendo ser igualmente digeridos e absorvidos pelos cées, além do fato de
ter sido empregado método para determinacao da digestibilidade aparente dos nutrientes,
e ndo digestibilidade verdadeira, o que pode n&o ter sido um limitante na identificacdo de
diferencas. Estes resultados corroboram com os apresentados por Zdia et al., (2021) em
que avaliou a digestibilidade de dietas contendo FVC e PHF para gatos e verificou que as
dietas tiveram valores semelhantes.

Estudos feitos por Adler-Nissen J., (1986), Giese, J., (1994) demonstram que a
hidrolise enzimética proteica aumenta a digestibilidade do ingrediente, principalmente
com relacdo a proteina bruta. Nas condicdes e inclusdo do ingrediente utilizado no
presente estudo, este efeito ndo foi observado. Numericamente, a proteina bruta da PHF
foi superior a FVC (p=0,373), no entanto ndo foi significativo. Corroborando com o0s
dados do estudo, Tjernsbekk et al. (2017) avaliaram a qualidade da proteina de carne de
frango mecanicamente separada e proteina hidrolisada de salmédo em substituicdo parcial
a farinha de aves (25% da PB dietética) em alimentos extrusados para cdes, a
digestibilidade aparente do trato total, utilizando Neovison vision, mostrou que a PB da
farinha de aves convencional foi superior a proteina hidrolisada de salmao (80,3% e 79,0
% respectivamente), possivelmente porque a extrusao afetou a digestibilidade aparente
do trato total das dietas de forma diferente, devido as diferentes propriedades de

processamento dos trés ingredientes proteicos.
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Com relacdo a ingestdo de nutrientes, numericamente os valores foram
semelhantes, porém teve diferenca significativa entre as dietas (p<0,001). Esta diferenca
pode ser justificada pelo teor de energia metabolizavel diferente de cada dieta, diferenca
na quantidade de alimento fornecida no estudo para os cées de diferentes portes e pela
diferenca na composicdo quimica analisada das dietas, nos teores de: matéria organica,
matéria mineral, extrato etéreo hidrolise acida, proteina bruta, energia bruta e energia
metabolizavel. Apesar de diferente estatisticamente, as diferencas na ingestdo dos
nutrientes foram consideradas minimas, sem provavel impacto na avaliacdo aparente da
digestibilidade do ingrediente e resposta fisioldgica dos animais.

A funcionalidade e qualidade das dietas para cdes também pode ser relacionada
aos produtos da fermentacdo intestinal gerados em resposta ao seu consumo ja que 0s
nutrientes presentes nos alimentos serdo fermentados e disponiveis para acao bacteriana,
sendo substrato para fermentacéo intestinal (Drochner e Meyer, 1991). Para os produtos
finais da fermentacdo fecal e as caracteristicas fecais, pode-se observar no estudo que
caes alimentados com FVC apresentaram pH fecal ligeiramente superior ao dos cées
alimentados com PHF (p=0,048). Fezes mais &cidas sdo resultado da presenca de &cidos
gerados no processo de fermentacdo microbiana. Verificou-se uma tendéncia a maior
producdo de acidos graxos de cadeia curta, como acetato e propionato, nas fezes dos cées
alimentados com PHF. Esta tendéncia pode estar relacionada ao cozimento das dietas e
disponibilidade de substratos que chegaram para a microbiota intestinal durante a
avaliacdo. A extrusdo de dietas contendo ingredientes hidrolisados pode ser afetada pela
higroscopicidade do ingrediente, 0 que requer ajuste nos parametros do processo como
inclusdo de agua e vapor, podendo afetar seu cozimento. No presente estudo, a dieta PHF
apresentou menor tempo de residéncia no canhdo da extrusora e maior densidade (410
g/L), em relacdo a dieta FVC (340 g/L).

Os ingredientes hidrolisados proteicos vém sendo cada vez mais estudados nédo
apenas por conferirem propriedades nutricionais, mas tambem por serem fonte de
peptideos bioativos (Jamdar, Rajalakshmi e Sharma, 2012). Segundo Sangsawad et al.
(2017), os peptideos bioativos advindos da hidrolise provenientes da musculatura do
frango, sdo capazes de inibir a ECA. Os peptideos inibidores da ECA tém sido estudados
e 0s resultados indicam sua eficacia na redugdo ou eliminagdo da hipertenséo em
pacientes humanos (lwai et al., 2009) e ratos hipertensos (Yu et al., 2014). A ECA

desempenha um papel importante no SRAA que faz parte do controle da pressao arterial
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e da homeostase do sodio, através de processos integrados nos sistemas renal e
cardiovascular (Araujo et al., 2022). Na medicina veterinaria os IECA (anti-
hipertensivos) sdo utilizados como primeira op¢do no tratamento da hipertensao arterial
sistémica em caes (Brown et al., 2007). Porém, efeitos adversos vém sendo constatados
no emprego desses agentes farmacologicos. Feijo et al., (2016) em revisdo de literatura
sobre a fisiopatologia da hipertensao arterial sisttmica em pequenos animais, constatou
que o uso desses farmacos pode proporcionar piora da funcdo renal em pacientes
desidratados, insuficientes cardiacos, em tratamento ou uso de anti-inflamatorios e/ou
portadores de doenca renal cronica (DRC), pois ocorre acionamento do mecanismo
compensatério que aumenta a producdo local de angiotensina Il. Spiller (2014) relatou
que os efeitos clinicos relacionados a ingestdo de inibidores de ECA podem estar
relacionados a sobredosagem, incluindo hipotensdo com ou sem taquicardia e alteracfes
nos niveis de consciéncia que sdo diretamente relacionados com alteracfes vasculares;
além disso, os efeitos adversos podem ser observados em doses terapéuticas, sendo
relatado angiodema, reacdes dérmicas e broncoespasmo. Dessa forma, a busca por
terapias alternativas e/ou complementares aos medicamentos anti-hipertensivos se
mostram fundamentais, principalmente como forma de evitar os efeitos adversos
mencionados. Bechaux et al., (2019) consideraram numa revisao abrangente de peptideos
bioativos que como a maioria dos medicamentos contra hipertensdo no mercado induzem
a efeitos colaterais significativos, os peptideos bioativos anti-hipertensivos extraidos das
proteinas alimentares irdo construir moléculas naturais de interesse com efeitos colaterais
limitados.

No que diz respeito a administracdo destes peptideos bioativos, quando presentes
em ingredientes e compondo alimentos para animais, 0 processo de digestéo e absor¢édo
destes ativos, devem ser levados em consideracdo. Para promover efeitos fisiologicos
apos seu consumo, 0s peptideos bioativos dependem da capacidade efetiva de absorcéo e
capacidade de atingir de forma ativa seus 6rgdos-alvo. Estudos demonstram que as
moléculas de peptideos devem ter resisténcia as enzimas gastrointestinais e da membrana
da borda em escova no epitélio intestinal (Foltz, M et al., 2008). Os peptideos devem
permanecer inalterados para serem entregues ao sitio ativo se forem usados no tratamento
de hipertensdo ou doenga cardiaca. Devem ser resistentes a digestdo por enzimas
gastrointestinais, embora se pensasse apensas que 0s peptideos eram rapidamente

metabolizados em aminoacidos e absorvidos sem possiveis resisténcias aos diversos
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processos fisiologicos do corpo (Ohsawa, K et al., 2008). Segundo Hernandez-Ledesma
et al., (2011) uma vez ingeridos, as proteinas submetidas a hidrolise ao chegar no
organismo irdo sofrer acdo de diferentes enzimas presentes no trato gastrointestinal, como
pepsina, tripsina, quimiotripsina e peptidases na superficie das células epiteliais,
liberando peptideos bioativos e alguns destes podem exercer funcdo direta no TGI, no
entanto, outros podem ser absorvidos para atingir 6rgdos ou tecidos alvos atraves da
circulacdo sistémica. Estes fatores tambeém devem ser levados em consideracdo quando
interpretamos a efetividade de peptideos bioativos em inibir a ECA

No estudo 2, o teste de eficacia da PHF em inibir a ECA em cdes com SRAA
ativado, revelou que a atividade sérica da ECA foi significativamente reduzida no dia 2
(2 dias apds o inicio do consumo de PHF; P=0,049), em comparacdo ao dia -6 (antes do
inicio do consumo da dieta PHF e uso de furosemida). Estes resultados corroboram com
estudo realizado por Jamdar et al. (2012), que demonstrou que as proteinas oriundas da
hidrolise de visceras de aves tém capacidade inibitéria da ECA. Contudo, no presente
estudo, este efeito ndo persistiu ao longo do tempo, no qual as concentragfes de ECA
voltaram a ser similares as medicGes iniciais (dia 7), voltando a reduzir no dia 20. De
acordo com estes achados, a inclusdo de 10% da PHF na dieta pode ndo ter sido suficiente
para causar um efeito persistente na inibicdo da ECA ao longo do tempo. Estudo anterior
utilizando gatos saudaveis, onde a inclusdo do ingrediente foi maior (25%), observou
efeito da dieta na inibicdo da ECA, ap6s 6 dias de consumo do alimento (Zéia et al.,
2021). Quando comparado aos resultados de estudos que utilizaram o mesmo modelo de
ativacdo do SRAA, utilizando furosemida e cdes saudaveis, mas desafiados com o uso de
enalapril e benazepril; verificou-se que os farmacos foram eficientes em bloquear a ECA
e esse efeito se manteve com o tempo (Lantis et al., 2015; Ames et al., 2016).
Medicamentos apresentam diferente cinética de absorcdo e excrecdo, além de doses ja
conhecidas para melhor eficicia, sendo necessario mais estudos para compreender as
doses superiores da PHF apresentam maior eficacia no blogueio da ECA. Outro fator
pode estar atrelado a absorcdo ou falta de absorcdo pelos animais com relagdo aos
peptideos bioativos. Estudos, mostram que alguns peptideos inibidores da enzima
conversora de angiotensina podem demonstrar fraca atividade anti-hipertensiva pela
alteracdo da moléecula antes de atingir a enzima ECA alvo no sistema circulatorio (Fujita,
H et al., 1995). Os peptideos bioativos sdo capazes de inibir a ECA por meio de dois

mecanismos distintos. O primeiro envolve a ligagdo desses peptideos ao seu sitio ativo e
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o0 segundo ocorre modificando sua conformacao ao ligar-se a um sitio inibidor, impedindo
a ligacdo da Ang I ao local ativo (Ryan et al., 2011). A composi¢do dos peptideos e sua
estrutura molecular é uma possivel causa da atividade anti-hipertensiva. Residuos de
amino&cidos hidrofébicos com cadeias laterais alifaticas, como G, A, V, L e I, no terminal
C foram associados a um aumento significativo na atividade inibitéria da ECA devido a
maior capacidade de ligacdo com a ECA do que no caso de outros aminoacidos (Lee, SY
et al., 2019). Zhang et al., (2020) mostrou que a propriedade inibidora da ECA esta
associada ao triptofano no terminal C, que tem como fungo bloguear o sitio ativo na
enzima por meio de interacdes eletrostaticas, hidrofobicas, de van der Waals e de ligacdes
de hidrogénio. Ademais a massa molecular também ird determinar a eficacia na atividade
dos peptideos, sendo que massa molecular acima de 3 kDa exerce uma maior atividade
inibitoria da ECA em comparagao com peptideos maiores.

Durante a avaliacdo, a UAldo/cr ndo apresentou alteracdo durante o estudo,
embora tendeu ao aumento. Esta tendéncia provavelmente aconteceu pelo aumento da
liberacdo de aldosterona sérica verificada ao longo do tempo. Este resultado demonstra
que o consumo de PHF ndo teve um efeito sobre o escape de aldosterona durante o teste
(Lantis et al., 2015; Ames et al., 2016). Possivelmente, o baixo efeito no bloqueio da
ECA nédo causou 0 mesmo escape de aldosterona visto em estudos anteriores utilizando
Enalapril ou Benazepril como inibidores da ECA (Lantis et al., 2015; Ames et al., 2016).

Garay et al., (2022) numa revisdo de literatura, demonstraram que pesquisas
existentes sobre os peptideos bioativos oriundos de diferentes subprodutos de aves e sua
atividade bioldgica demonstram viabilidade no aproveitamento e aplicacdo desse
ingrediente funcional na indudstria alimenticia e como agentes protetores da salde na
indUstria farmacéutica, pois na sua atividade anti-hipertensiva, pesquisas demonstram
que os peptideos irdo estar relacionados no controle da pressdo arterial, muito além de
somente inibir a ECA, seu consumo esta sendo atrelado a expressdo de genes envolvidos
na alteracdo da fungédo endotelial que estimula a producéo de vasoconstritores e agentes
pro-inflamatorios em um ambiente de estresse oxidativo.

Com relagdo ao consumo das dietas em longo prazo, com vistas a compreender
efeito do consumo crénico de PHF por cdes saudaveis, verificou-se que o consumo de
PHF por 120 dias, ndo promoveu alteracfes significativas nos parametros bioquimicos
avaliados e os animais permaneceram saudaveis e sem alteracdes clinicas durante todo o

periodo de avaliagdo. Os horménios ECA (p<0,001) e aldosterona (p<0,001) séricos,
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tiveram efeito de tempo com flutuacbes durante o periodo de 120 dias, mas ndo foi
identificado um efeito claro de dieta. Isto pode estar relacionado com a inclusdo de apenas
10% do ingrediente hidrolisado no alimento ou pelo fato dos animais utilizados no estudo
serem saudaveis e ndo terem o SRAA ativado. Estudo feito por Zoia et al., (2021) onde a
incluséo do ingrediente hidrolisado para gatos saudaveis foi maior (24,72%) foi possivel
verificar alteracdo na atividade sérica da ECA. Pode-se inferir que os valores de ECA e
aldosterona obtidos estavam dentro do intervalo de referéncia, demonstrando que nesta
concentracdo o ingrediente ndo altera estes parametros, sendo segura a oferta a longo
prazo de PHF para cdes. Cave (2006) em revisdo de literatura, evidenciou o potencial de
proteinas hidrolisadas de frango, figado de aves e soja na alimentacdo de cdes como
coadjuvante no tratamento de doencas intestinais ou hipersensibilidade alimentar.
Mandigers, et al., (2010) testaram duas dietas na alimentagcdo de 26 cdes com doenca
crbnica intestinal, a dieta teste tinha como fonte proteica proteina hidrolisada de soja e a
controle continha uma mistura de proteinas, predominantemente de aves convencional,
foi possivel observar que a dieta com proteina hidrolisada pode ser eficaz no manejo a
longo prazo da enteropatia cronica canina do intestino delgado. O presente estudo traz
dados que indicam que a PHF é um ingrediente seguro e fundamenta seu uso em petfood
para compor alimentos coadjuvantes, como alimentos hipoalergénicos, e que podem ser
consumidos a longo prazo por cdes sem comprometimento de sua saude.

Nos rins, 0 SRAA atua gerando a Ang | em Ang Il, através da ECA (Hagiwara,
2014). Néo foram verificadas alteragdes na funcdo renal ap6s 120 dias de consumo,
indicando que o ingrediente pode ser utilizado em dietas para cdes saudaveis, sem efeitos
adversos. A creatinina, ureia, SDMA, K, EFNa e EFK apresentaram alteracdo no tempo,
sem efeito de dieta, mas ainda dentro dos parametros de referéncia. A relagdo UAldo/cr
ndo foi alterada ao longo do tempo ou pelos tratamentos, indicando mais uma vez que
consumo a longo prazo da PHF ndo promoveu alteracdo no SRAA ou escape de
aldosterona. O SDMA ¢é um indicador conhecido pela deteccdo precoce de alguma
disfuncédo renal e quando comparado aos demais parametros, como por exemplo, a
creatinina, demostra de forma mais acurada a taxa de filtracdo glomerular (TGF) em cées
(Nabity et al.,2015). Quando se trata de prejuizos na funcédo renal a SDMA é capaz de
alertar precocemente e auxiliar no diagnostico. Em um cao com disfuncéo renal, a SDMA

aumenta quando h& uma perda de 40% ou até mesmo 25% da funcdo renal, enquanto a
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creatinina s6 aumenta quando a perda da funcgéo renal atinge 75% (Hall et al.,2014; Hall
et al., 2016), sendo por estes motivos, parametros importantes a serem avaliados.

A excrecdo fracionada de Na+ aumentou nos dois grupos nos dias 60 e 120 (>
1%), ficando acima do limite superior de normalidade. Este pardmetro é utilizado para
determinacéo de disfuncéo tubular aguda em cées. Contudo, estudo recente concluiu que
um EFNa+ > 1% pode néo ser indicativo isolado de disfuncdo tubular aguda em caes, e
uso do EFNa+ para avaliacdo da funcdo renal em casos clinicos deve levar em conta a
dieta do animal e consumo de Na (Lobetti, 2020). Fazendo avaliagdo conjunta dos demais
parametros da funcéo renal, estes apresentaram valores dentro da normalidade. Assim,
especulamos que o0 aumento da EFNa+ pode ter sido um efeito ou influéncia da dieta que
0s animais estavam recebendo previamente ao periodo experimental.

O sistema cardiovascular faz parte do mecanismo de funcionamento do SRAA. A
pressdo arterial € um dos principais fatores que levam a doenca cardiovascular, (Harris,
et al., 1985; Kannel, e Higgins, 1990). Para uma homeostase cardiovascular € necessario
haver equilibrio do SRAA, pois os efeitos do SRAA no sistema cardiovascular resultam
em hipertensdo, Farag et al., (2015). Os peptideos bioativos tém sido utilizados na
inibicdo desses processos, com a inibicdo da ECA, sendo utilizados como agentes anti-
hipertensivos.

N&o houve efeito das dietas FVC e PHF sobre nenhum dos parametros cardiacos
(p>0.05), demostrando que a inclusdo de 10% da proteina hidrolisada, a curto e longo
prazo, nao levou a alteracBes cardiovasculares nos animais. Alguns estudos feitos com
ratos hipertensos e humanos hipertensos, demonstram os efeitos anti-hipertensivos dos
peptideos, porém é possivel verificar que os peptideos em estudo tém pouco efeito sobre
a pressao sanguinea em individuos normotensos, sugerindo que nao exercem um grande
efeito hipotensor. Dessa forma, os peptideos bioativos advindos da hidrolise proteica,
podem representar uma alternativa como tratamento de baixo custo para hipertenséo, sem
efeitos cardiovasculares e sem efeitos farmacoldgicos dos anti-hipertensivos, (FitzGerald
et al., 2004). Contudo, mais estudos sdo necessarios para compreender doses efetivas e

funcionais.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo de 10% da PHF em dieta extrusada para cdes ndo afetou a
digestibilidade dos nutrientes, promoveu discreta fermentacdo microbiana intestinal e néo
apresentou efeito sobre a ECA nas condigdes do estudo utilizando cées saudaveis. Ndo
foram verificadas alteragdes na funcdo renal e cardiaca apds 120 dias de consumo,
indicando que o ingrediente pode ser utilizado em dietas para cées saudaveis, sem efeitos
adversos.

O protocolo de ativagdo da ECA foi bem sucedido porém a incluséo de 10% do
ingrediente hidrolisado ndo promoveu inibicdo consistente da ECA. Mais estudos sao
recomendados para avaliar o efeito de maiores inclusdes do ingrediente na dieta de cées

e seus efeitos a longo prazo.
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