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BECEGATTO, DANIELA. B. Teste de aclcar oral em jumentos das racas Péga e
Nordestina. Botucatu, 2022. 62p Tese (Doutorado em Biotecnologia Animal) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

RESUMO

Asininos podem ser acometidos por alteracdes enddcrinas e metabdlicas, entre
elas a sindrome metabdlica asinina (SMA). Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
avaliar a resposta glicémica e insulinémica de asininos ao teste de acucar oral (TAO)
e a relacédo da glicemia e insulinemia basal com o escore de condi¢éo corporal (ECC)
em jumentos das racas Nordestina e Péga. Foram utilizados 20 animais, 10 fémeas
da raca Nordestina (G1) e 10 da raca Péga (G2). Previamente a execucao do teste,
foram realizados exame fisico, mensuracdo do peso, avaliacdo quanto ao ECC e
escore de crista de pescoc¢o (ECP). Para a realizacdo do TAO, foi utilizado xarope de
milho na dose de 0,15 ml/kg via oral e amostras de sangue venoso foram colhidas
antes, e apos 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 min para a
determinacao da glicemia e 5, 15, 45, 60, 75, 90, 120, 150 min para a insulinemia. Os
resultados demonstraram diferenca entre as racas na resposta glicémica,
apresentando diferenca estatistica com o0 momento basal, os momentos de pico foram
variaveis, sendo que a maior frequéncia foi aos 45, 60, 75 min. Com relacao a insulina
ndo houve diferenca estatistica entre as racas apés a administracdo do xarope, para
os valores de insulina a média basal foi de 5,02 + 2.09 pUl/ml para a raca Nordestina
e 5,4 £ 2,95 pUl/ml para a raca Péga. Nas avaliacbes morfométricas, foi encontrada
diferengca na média de peso, no ECC e ECP, o ECC da raca Nordestina teve média
de 4,3 + 1,05, para a raca Péga a média foi de 5,6 + 1,64. Os resultados demonstraram
correlacdo positiva entre glicose e insulina, o que suporta o uso do TAO na avaliacao
da relacdo entre glicose e insulina, e correlacdo positiva entre ECC e insulina,
demonstrando a importancia do monitoramento de animais com alto ECC, foi possivel
observar que fatores relacionados a espécie, raca, escore corporal e fatores
ambientais devem ser levados em consideracdo ao se avaliar a resposta a testes
dindmicos.

Palavras-chave: asininos; desregulacdo da insulina; sindrome metabdlica
asinina; testes dinamicos.
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ABSTRACT

Donkeys can be affected by endocrine and metabolic disorders, including
donkey metabolic syndrome (DMS). The aim of this study was to evaluate the glycemic
and insulinemic response of donkeys to the oral sugar test (OST) and the relationship
between glycemia and basal insulinemia with the body condition score (BCS) in
Nordestina and Pé&ga donkeys. Twenty animals were evaluated, 10 females of the
Nordestina breed (G1) and 10 of the Péga breed (G2). Physical exams, body weight,
evaluation of body condition score (BCS) and neck score (NS) were performed before
de OST. To perform the OST, corn syrup was used (0.15mL/kg) orally, venous blood
samples were collected before and after 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 210
and 240 for glucose assessment and 5, 15, 45, 60, 75, 90, 120, 150 for insulin
measurement. Results showed differences between breeds in the glycemic response,
showing a statistical difference with the baseline moment, the peak moments were
variable, the highest frequency was at 45, 60, 75 minutes. Considering insulin, there
was no statistical difference between breeds after administration of the syrup, for
insulin values the basal mean was 5.02 + 2.09 pUl/ml for the Nordestina donkey and
5.4 £2.95 pUl/ml for the Pega. In the morphometric evaluations, a difference was found
in the mean weight, in the BCS and NS, the Nordestina donkey BCS had a mean of
4.3 £ 1.05, for Péga donkey the mean was 5.6 + 1.64. The mean for NS was 1.7 + 0.82
for Nordestina and 2.1 + 0.73 for Péga. The results showed a positive correlation
between glucose and insulin, which supports the use of TAO in the assessment of the
glucose and insulin dynamics, and a positive correlation between ECC and insulin,
demonstrating the relevance of monitoring animals with high ECC, it was possible to
observe that factors related to species, race, body score and environmental factors
should be taken into account when evaluating the response to dynamic tests.

Keywords: donkeys; insulin dysregulation; donkey metabolic syndrome;

dynamic tests.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A equideocultura vem apresentando grande crescimento nos ultimos anos, uma
vez que 0s animais que em periodos anteriores eram mais utilizados paro o trabalho,
atualmente estdo envolvidos em atividades esportivas e lazer. Esta mudanca da
fungé@o impactou a movimentacéo financeira pelo aumento na utilizagao de ragoes,
medicamentos e acessorios, além do maior numero de eventos relacionados a esses
animais, gerando no ano de 2015, uma renda total de 16,15 bilhdes de reais (LIMA;
CINTRA, 2015). A crescente participacdo dos equideos em nosso meio gera a
necessidade do desenvolvimento de pesquisas com o0 objetivo de aprimorar o

entendimento acerca das enfermidades que os acometem.

Segundo o censo agropecuario do IBGE (2017), o rebanho asinino do pais
conta com 376.874 cabecas, grande parte concentrada na regidao nordeste. A
conhecida resisténcia da espécie a condi¢cdes desfavoraveis como climas quentes e
escassez de alimentos, assim como sua rusticidade sdo fatores que contribuem para
0 uso destes animais principalmente para o trabalho, seja como meio de transporte
pessoal e/ou de insumos, e em atividades relacionadas a agricultura familiar
(STARKEY & STARKEY, 2000, MARQUES et al., 2013).

A popularidade dos asininos esté cada vez maior, por exercerem fungéo tanto
para montaria como para tragdo, em muitas regides, além de atividades agropecuarias
também sdo usados para recreacdo, ou como um hobby, em atividades como
equoterapia e trekking (KUGLER; GRUNENFELDER; BROXHAM, 2008, PESSOA et
al., 2014).

Os estudos sobre as enfermidades que acometem asininos sao escassos,
sendo raras as publicacbes cientificas (PESSOA et al.,, 2014). Levando em
consideragéo o tamanho do rebanho, as particularidades e o crescimento do interesse
pela espécie, a realizacdo de estudos se justifica e se torna importante, possibilitando
melhorar o entendimento e o desenvolvimento de testes diagndsticos especificos
(MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2018).
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Asininos podem ser acometidos por enfermidades metabdlicas, e estudos
demonstram diferencas entre as espécies equina e asinina. O termo sindrome
metabdlica equina (SME) foi introduzido por Johnson (2002) relacionando a
obesidade, resisténcia a insulina e a ocorréncia de laminite em equinos.
Semelhantemente, o termo sindrome metabdlica asinina (SMA) é utilizado para
jumentos e muares para designar essas mesmas alteracdes, porém, é valido lembrar
que estes sinais podem ser observados independentemente, ndo estando
relacionados com a SMA (MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2018).

Com o objetivo de auxiliar o entendimento da SMA e promover testes
especificos para os asininos que auxiliem no seu diagnéstico, este estudo visou
avaliar a curva glicémica e insulinémica comparando as racas Nordestina e Péga,

utilizando o teste de acucar oral, ja estabelecido para equinos.

2. REVISAO DE LITERATURA

O setor da equideocultura gerou uma renda em torno de 16,5 bilhdes de reais
em 2015, considerando todo o Complexo do Agronegdcio do Cavalo (LIMA; CINTRA,
2016).

A alimentacdo de equinos com quantidades excessivas de graos de alto teor
energético, € uma pratica comumente observada. Tal pratica costuma cursar com o
aparecimento da obesidade, principalmente devido aos gastos energéticos leves a
moderados com a atividade fisica (JOHNSON, 2002).

Os asininos sdo animais “econdémicos”, ou seja, possuem baixo consumo de
energia, além de possuir maior capacidade de digestibilidade quando comparados a
pbéneis (PEARSON; MERRITT, 1991), e demanda mais baixa de consumo de matéria
seca e energia digerivel do que os equinos (WOOD, 2010), portando, dietas ricas em
calorias e concentrado sao desnecessarias a ndo ser que o animal esteja realizando
um trabalho intenso (MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2018).

A alimentacdo com forragens de rapido crescimento aumenta a ingestao de
energia, induz a obesidade e aumenta o consumo de carboidratos sollveis em agua,
como resultado ocorre o aumento das concentracdes de insulina em repouso e como

consequéncia, ocorre uma alteracdo na sensibilidade a insulina e producao
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pancreatica, de modo que os equinos submetidos a este tipo de alimentacdo estao
predispostos a laminite (CARTER et al., 2009).

A obesidade estd entre os fatores que predispdem a doencas metabdlicas,
incluindo a SMA e SME. Algumas ragas sdo mais propensas a apresentar a SME,
principalmente pbneis, a SME também ja foi observada em animais da raca Quarto de
Milha, Crioula, entre outras (JOHNSON et al., 2010 CANTERELLI et al., 2018). Em
asininos a obesidade é comum, devido a sua eficiéncia na digestdo e no baixo
requerimento de energia (MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2018). Outras
caracteristicas relacionadas ao fenoétipo de individuos afetados pela SME incluem a

resisténcia a insulina e a predisposicéo a laminite (FRANK et al., 2010).

2.1.AlteracGes metabdlicas em asininos
Alteracbes metabdlicas e endocrinas sdao comuns em asininos, suas
caracteristicas relacionadas a eficiéncia no armazenamento e mobilizacdo de energia
torna a espécie mais predisposta ao desenvolvimento de hiperlipemia, obesidade,
disfuncdo da pars intermédia da hipofise e sindrome metabdlica (MENDOZA,
TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2018).

Além de algumas caracteristicas semelhantes, € importante ressaltar que
doencas enddcrinas podem ocorrer de forma simultdnea, cada uma com uma
apresentacao singular, isso indica a necessidade de uma abordagem holistica no que
tange o diagndstico de doencas enddcrinas incorporando histdrico, sinais clinicos e
resultados de testes laboratoriais (MCFARLANE, 2019).

A sindrome metabdlica (SM) é uma alteracao ja diagnosticada e discutida em
humanos ha muitos anos, observando-se muitas pesquisas nas ultimas décadas, além
da descricao de outras sindromes com aspectos semelhantes que apontam alteracfes
metabodlicas (SANSON & GARBER, 2014). Entre os disturbios, sdo citados a
intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia,
hipercortisolismo, reducdo do HDL e aumento do LDL, fatores que também séo
associados ao ganho de peso, idade e doencas cardiovasculares e diabetes (FULOP;
TESSIER; CARPENTIER, 2006, HAN & LEAN, 2015, KUMARI; KUMAR; KANT,
2019). Em humanos, a causa subjacente ainda é incerta, porém a resisténcia a
insulina e obesidade, associadas a mediadores inflamatorios contribuem com a
doenca (FULOP; TESSIER; CARPENTIER, 2006).
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Em equideos, o termo sindrome metabdlica equina (SME) foi introduzido por
Johnson et al. (2002), com caracteristicas semelhantes, porém existem diferencas
significativas, como por exemplo o aumento do risco de acometimento de vasos
coronarios em humanos e do tecido laminar em equinos, e, embora ndo totalmente
comparaveis, existem semelhancas nos processos metabdlicos, bioquimicos e
inflamatorios (ERTELT, 2014).

Em equinos, foi demonstrado que a ocorréncia da SME parece ter uma relacao
com araca (FRANK et al., 2010). H& evidéncias da associacdo da raca com diferentes
niveis da sensibilidade a insulina (BROJER, et al., 2013). Embora os mecanismos
fisiopatologicos ainda ndo tenham sido totalmente compreendidos, estudos realizados
em equinos, e a comparacao de equinos com poneis, sugerem a influéncia de fatores
genéticos, ambientais, e apontam a desregulacédo da insulina, obesidade e acumulo
de adiposidade regional, hipertriglirecidemia e laminite como fatores associados
(JACOB et al., 2018, MCCUE; GEOR; SCHULTZ, 2015, DURHAM et al., 2019,
HARRIS; BAMFORD; BAILEY, 2020).

Proporcionalmente, a ocorréncia da SM parece ser maior em asininos do que
em equinos, estando presente principalmente em paises desenvolvidos, onde a
disponibilidade de alimento para esses animais € maior e consequente
desenvolvimento de obesidade. Diferencas relacionadas a predisposi¢cdo de alguma
raca ainda nao foram demonstradas em jumentos e dados relacionados a
epidemiologia, patogenia e avaliacdes detalhadas s&o escassos, mas € possivel
pressupor que os principios da SME podem nortear o entendimento da SMA
(MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2019).

Du Toit e Trawford (2010) e Mendoza et al. (2015a) avaliaram a relacao
glicose/insulina em asininos observaram variacdes, que podem estar relacionadas a

diferencas entre racas e manejo alimentar e ambiental.

Para o diagnoéstico devem ser considerados o exame fisico do paciente, as
avaliacOes radiograficas e os exames laboratoriais. No exame fisico é importante
avaliar a presenca de adiposidade regional e escore de condi¢ao corporal (FRANK et
al., 2010). Em relacdo aos exames complementares, o teste mais simples consiste em
determinar a concentracdo plasmatica de insulina, porém, deve-se ter cautela ao

interpretar esse exame, pois as concentragdes de insulina podem ser influenciadas,
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por exemplo, pelas concentracfes de cortisol circulante, pela alimentacdo e estado
fisiologico do animal, sendo as concentra¢cdes de insulina e glicose do individuo em
jejum relativamente constantes, fornecendo informacdes sobre a sensibilidade a
insulina (JOHNSON et al., 2010).

Ha diversos testes para avaliar a resisténcia a insulina, os testes de triagem
atuais focam na mensuragédo das concentragcdes de insulina e glicose em amostras
Unicas de sangue. Para a avaliacdo adequada da sensibilidade a insulina séo
necessarios testes dinamicos, pois a insensibilidade do tecido a insulina sé pode ser
revelada quando o controle glicémico é desafiado (FRANK et al., 2010; FIRSHMAN;
VALBERG, 2007).

Testes dinamicos como teste combinado de glicose-insulina (EILER et al.,
2005, BROJER et al., 2013), teste de glicose ou actcar oral (SCHUVER et al., 2014,
SMITH; HARRIS; MENZIES-GOW, 2016, CANTARELLI et al., 2018) entre outros
testes para o diagnéstico da desregulacdo da insulina ja foram demonstrados em
equinos (DUNBAR et al., 2016). Em asininos testes dinamicos como teste combinado
de glicose e insulina, teste de tolerancia a glicose intravenosa e mais recentemente o
teste de acucar oral foram desenvolvidos, porém apenas em animais saudaveis
(MENDOZA et al., 2015b, MENDOZA et al., 2021a, MENDOZA et al., 2021b). Ainda
nao foi estabelecido um teste ideal para o diagndstico da resisténcia a insulina
(FIRSHMAN; VALBERG, 2007), portanto o desenvolvimento de um padrdo de testes

se torna importante para estudos futuros (FRANK et al., 2010).

A dislipidemia geralmente esta presente em equinos com SME, sendo as
concentracdes de triglicerideos, leptina e/ou adiponectina também utilizadas como
auxilio no diagnéstico da doenga (FRANK et al., 2006, FRANK, 2011). Para asininos,
os valores destes parametros ainda sdo obscuros (MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-
ECIJA, 2019, MENDOZA et al., 2021a).

O diagnostico de alteragcdes metabolicas e endocrinas em jumentos como a
disfuncdo da pars pituitaria, sindrome metabdlica asinina deve se basear em
informacdes especificas sobre a espécie, protocolos especificos ndo estdo
disponiveis e é preciso ter cautela ao extrapolar dados relacionados a equinos podem
levar a equivocos no diagnostico (MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2018).
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2.1.1. Metabolismo da Glicose

O organismo necessita de fornecimento constante de energia para o
desempenho de suas funcdes, essa energia pode ser obtida por meio da dieta e
armazenada para posterior utilizacdo (GOFF, 2017). Para garantir esse suprimento e
manter a homeostase metabodlica, os mamiferos desenvolveram mecanismos
fisiolégicos para conservar a glicemia dentro de um intervalo normal (VERBERNE;
SABETGHADAM; KORIM, 2014). Em equideos, insulina, glucagon, grelina, hormonio
do crescimento, leptina, adiponectina, hormonios da tireoide e fator de crescimento
semelhante a insulina, estédo entre os principais fatores de regulacédo do metabolismo
energético (BARSNICK & TORIBIO, 2011).

O controle da glicemia depende em grande parte da liberac&o da insulina e do
glucagon. A liberacdo de insulina € estimulada principalmente pela elevacédo da
glicemia, este horménio é produzido no pancreas pelas células B das ilhotas de
Langherhans e facilita a captacao da glicose nos musculos, tecido adiposo e células
a do pancreas, visando manter a normoglicemia, estimulando a captacao de glicose,
a glicogénese, sintese de acidos graxos e a reducdo da producdo de glicose,
diminuindo a lipdlise, proteindlise e gliconeogénese. Por outro lado, sua secrecdo &
interrompida quando a concentracdo de glicose sanguinea atinge valores normais
(BARSNICK E TORIBIO, 2011, GOFF, 2017).

Ja o glucagon, € um horménio secretado pelas células a das ilhotas de
Langherhans, que induz um efeito catabdlico, estimula a glicogendlise e lipdlise e a
gliconeogénese, que resulta na liberacdo de glicose no sangue, sendo sua secrecao
fundamental para a regulacdo da homeostasia da glicose (QUESADA et al., 2008).

Em se tratando de equinos e asininos, ja foi demonstrado que existem
diferencas relacionadas ao metabolismo energético, além da influéncia de
caracteristicas como, idade, sexo e condi¢do corporal sobre funcdes metabdlicas e
endocrinas (MENDOZA et al., 2015a).

O conhecimento a respeito da funcdo destes hormdnios na regulacédo da
glicose, bem como os efeitos causados pelas alteracoes relacionadas a eles, séo
estudados em humanos e animais como auxilio no diagnéstico de diversas
enfermidades metabdlicas (FRANK et al., 2006, MCLEAN et al, 2009, PRITCHARD et
al., 2019).
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2.1.2. Desregulacéao da Insulina (DI)

A desregulacdo da insulina (DI) é um termo utilizado para designar alteracfes
na relacdo entre as concentracbes plasmaticas de glicose, insulina e lipideos
(DURHAM et al., 2019), pode incluir a hiperinsulinemia basal, ou pos-prandial (pelo
TAO ou apoés alimentacdo) ou a resisténcia dos tecidos a insulina ou outros
mecanismos ainda néo esclarecidos, e possuem um papel importante na patogenia
da sindrome metabdlica (FRANK; TADROS, 2014, DUNBAR et al., 2016, FRANK et
al., 2020).

A resisténcia a insulina (RI) corresponde a falha dos tecidos em responder a
esse hormoénio, como consequéncia ocorre comprometimento na absorcao de glicose,
aumento da sintese de glicose no figado via gliconeogénese e aumento da lipdlise
(FRANK; TADROS, 2014).

A hiperinsulinemia, pode ser uma resposta compensatéria a resisténcia a
insulina, porém essa resposta devido ao repouso, ou poés-prandial também pode
ocorrer (JACOB et al., 2018). Estudos em equinos demonstram que a hiperinsulinemia
pode estar presente, mesmo sem a presenca da RI, devido a uma resposta excessiva
da insulina pela alimentacdo com carboidratos resultando em hiperinsulinemia
transitoria (DE LAAT; McGREE; SILLENCE, 2016).

A RI é caracterizada por hiperinsulinemia ou respostas anormais a desafios
utilizando glicose ou insulina com elevadas taxas de glicose e triglicerideos, ja o fator
relacionado a laminite, ocorre em casos de laminite clinica ou subclinica sem a
observacdo de causas como a sobrecarga por grdos, coélica ou outros processos
inflamatdrios (FRANK et al., 2010). Assim como em equinos, é evidente a relacdo
entre a obesidade, desregulacdo da insulina e laminite em jumentos, estudos
anteriores associam niveis de insulina acima de 20 pUl / ml com a laminite (DU TOIT,;
TRAWFORD, 2010).

A importancia de compreender a relacédo entre a desregulagcéo da insulina com
a laminite tem avancos significativos, porém a capacidade de compreender na integra
0S mecanismos patogénicos, ainda é limitada (DE LAAT et al., 2010). A medida que
caracteristicas da desregulacdo de insulina sdo reunidas ocorrem mudancas nas
interpretacdes de testes ja desenvolvidos e o desenvolvimento de novos para auxiliar
no diagnéstico (BERTIN; DE LAAT, 2017).
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O desenvolvimento de testes para a avaliacdo da desregulacdo da insulina,
tanto em humanos quanto em modelos animais, é importante para que mecanismos
fisiopatolégicos, epidemiologia e resultados de intervencbes terapéuticas sejam
compreendidos.

O método clamp hiperinsulinémico-euglicémico é o teste padrdo ouro para
avaliar a RI, porém, devido as limitacbes como custos, necessidade de técnicos
laboratoriais experientes, demanda de tempo e trabalho, possui limitagcbes para
aplicacdo na rotina. O desenvolvimento de testes dinamicos para estabelecer
informacdes sobre a secrecao de insulina e sua acdo também sao Uteis, uma vez que
testes padréo ouro apresentam pouca praticidade para uso a campo (MUNIYAPPA et
al., 2008, DUNBAR et al., 2016).

A avaliacdo do desempenho de testes para avaliar a DI em equinos adultos foi
realizada por Dunbar et al. (2016), comparando concentracdes basais de insulina,
teste de glicose oral (TGO), teste combinado de glicose-insulina e teste de tolerancia
a glicose intravenosa modificada por insulina com amostragem frequente avaliando a
concordancia entre os testes, concluindo que os testes podem produzir resultados
variaveis, mesmo em um mesmo grupo de animais.

Estudos utilizando diferentes testes dinamicos para mensurar a DI foram
demonstrados em equinos (HORN; BERTIN, 2019, OLLEY et al., 2019, RIBEIRO,
2017) e asininos (McLEAN et al., 2009, MENDOZA et al., 2015a, PITCHARD et al.,
2019, MENDOZA et al., 2021a), estes e outros estudos demonstram diferencas entre
as espécies (MENDOZA et al., 2013).

A utilizacdo de testes dinamicos em asininos deve ser baseada em protocolos
especificos, uma vez que testes dinamicos como o teste combinado de glicose-
insulina, teste de tolerancia a glicose intravenosa e teste oral de tolerancia a glicose
mostraram resultados diferentes em jumentos e equinos. Estudos demonstrando
valores para concentracfes de glicose em asininos saudaveis foram descritos
recentemente (MENDOZA et al., 2015a, MENDOZA et al., 2018).

Estes niveis de insulina podem ser considerados para o diagnostico da DI na
espécie, levando em consideracdo variabilidades inter-ensaio e laboratoriais,
baseando esse diagnéstico na determinacdo de concentracdes basais de glicose e
insulina e jejum e realizacdo de testes dinamicos (MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-
ECIJA, 2018).
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A obesidade e o aumento da adiposidade regional € outro fator comumente
associado a sindrome metabdlica e, quando presentes, podem agravar a DI. Animais
afetados geralmente apresentam escore de condi¢do corporal (ECC) alto e aumento
da adiposidade regional na crista do pescoco (FRANK, 2011, MCCUE, GEOR,
SCHULTZ, 2015). Jumentos com sindrome metabdlica também apresentam como
sinais principais obesidade e laminite, embora nem todos os animais obesos
apresentardo a doenca e animais magros também podem apresentar (MENDOZA;
TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2018, MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA, 2019).

2.1.1. Avaliacao da obesidade

Estudos desenvolvidos em equinos avaliaram a relacdo da obesidade,
desregulacéo da insulina (FRANK et al., 2006, VICK et al., 2007, PAZ et al., 2013,
RIBEIRO, 2017). A avaliacdo do ECC como parte do diagndstico da SMA, deve ser
direcionada para a espécie, levando em consideracao as diferencas existentes entre
as espécies, tanto para a verificacdo do ECC, escore de cernelha e estimativa de
peso, devem ser utilizados sistemas especificos ja desenvolvidos (PEARSON &
OUASSAT, 2000, MENDOZA et al., 2015a).

Pearson e Ouassat (2000), desenvolveram um sistema para avaliacdo de
escore corporal para jumentos, com uma escala de 1 a 9, sendo 1 muito magro e 9
muito gordo (obeso), os principais pontos avaliados durante a mensuracgao, segundo
0s autores, sd0 0 pescoco, escapula, costelas, cernelha, processos espinhosos da
coluna vertebral, tuberosidade iliaca e isquiatica e garupa.

A avaliacdo do escore de crista do pescoco, foi demonstrada por Mendoza et
al. (2015a), em um sistema que vai de 0 a 4, a avaliagdo se baseia, na presenca ou
nado de crista (visivel ou apenas palpavel), depdsito de gordura e caracteristicas do
pescoco, sendo 0 a auséncia de crista e pescoco fino, e 4, presenca de crista
espessada, pescoco espesso e arredondado.

Para determinacéo do peso corporal, sdo utilizadas medidas do comprimento
do corpo (distancia da tuberosidade isquiatica até o a articulacdo umero-radio-ulnar)
e 0 perimetro toracico (circundando térax atras dos membros toracicos), em que:

Peso (kg) = [(circunferéncia toracica(cm) 212) X (comprimento do
corpo(cm)?-688) = 3801] ou utilizando um nomograma (PEARSON & OUASSAT, 2000).
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Além disso, a mensuracao de medidas corporais dos animais como altura da
cernelha, comprimento do corpo, perimetro toracico e circunferéncia do pescoco,
também podem auxiliar a correlacionar estes fatores com variaveis enddcrinas
(MENDOZA et al., 2015a).

A condicéo corporal, da mesma forma que outros parametros como idade e
género, influenciam em uma série de fatores metabdlicos e enddcrinos (MENDOZA et
al., 2015a). Como consequéncia do aumento da gordura, pode ocorrer o aumento de
adipocinas, como leptina e adiponectina além de mediadores inflamatorios que podem
influenciar no controle glicémico, inflamacéo, e outras funcées como cardiovascular e
imunologica. A desregulacdo destes moduladores pode contribuir com o
desenvolvimento de complicagbes como sindrome metabdlica, diabetes tipo 2 e
doencas cardiovasculares (RADIN; SHARKEY; HOLYCROSS, 2009). Em equinos, a
associacdo entre obesidade, aumento de citocinas inflamatérias e sensibilidade a
insulina também foi demonstrada (VICK et al., 2007).

Concentracdes maiores de leptina e triglicerideos foram maiores em jumentos
com sobrepeso e correlacionadas ao escore de pescoco, circunferéncia de pescoco e
indice de massa corpérea (MCLEAN et al., 2009, MENDOZA et al., 2015a).

No trabalho de Mendoza et al. (2015a), ndo foi encontrada associacdo entre
insulina e escore de condi¢do corporal, assim como ndo houve correlacdo entre
mensuragdes corporais e adiponectina e grelina, como foram mensuradas apenas
medidas subjetivas, a adiposidade visceral pode ter um papel importante na secregcao
de adiponectina em jumentos.

A tendéncia € que animais obesos tenham menor sensibilidade a insulina e o
ECC pode influenciar nessa sensibilidade. Na avaliacdo de jumentos obesos,
moderados e magros e o efeito do escore corporal sobre a dinamica de glicose-
insulina, foram encontrados niveis maiores de insulina basal e maior média de
concentracdo de insulina em animais obesos (PRITCHARD et al., 2019).

Essas informacfes demonstram a importancia da investigacdo a respeito do
papel da obesidade na resposta inflamatoria, na sensibilidade a insulina e no
desenvolvimento da laminite para que seja possivel estabelecer diretrizes sobre a

susceptibilidade e prevencao das enfermidades relacionadas (VICK et al., 2007).

2.1.2. Teste de Acucar Oral (TAO)
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Os testes dinamicos com administracdo de dextrose ou xarope de milho via
oral, foram desenvolvidos pensando em se estabelecer um teste aplicavel a campo.
No teste de agucar oral (TAO), o xarope de milho é administrado por via oral com o
auxilio de uma seringa e em seguida sao realizadas mensuracdes seriadas de glicose
e insulina (SCHUVER et al., 2014). A composicdo do xarope (glicose, maltose,
maltotriose e outros acucares) fornece, em 1 ml, 1 g de carboidratos, para a realizacao
do teste, a dose utilizada é de 0,15 ml/kg (FRANK, 2011). O xarope de milho possui a
vantagem de ser palatavel, facilmente adquirido e administrado (SCHUVER et al.,
2014).

Em equinos, o teste ja estd bem estabelecido, estudos realizados comparando
animais saudaveis e apresentando sindrome metabdlica, realizando a administracéo
de xarope de milho via oral em seguida colheitas de sangue seriadas nos momentos
0, 30, 60, 90 e 120 minutos apdés a administracdo do xarope, observaram uma
correlacdo positiva entre o0 TAO e o teste de tolerancia de glicose intravenosa, e
diferencas significativas entre os grupos de animais (SHUVER et al., 2014). Outros
estudos também demonstraram a execucdo do teste de glicose oral em diferentes
racas de equinos, e comparacbes entre equinos e poéneis (LINDASE; NOSTELL;
BROJER, 2016, CANTARELLI et al., 2018, RIBEIRO, 2017).

Modificagcbes na dose utilizada no TAO utilizando xarope de milho, foram
propostas para determinar os efeitos dessas variagdes. Jocelyn, Harris e Menzies-
Gow (2018), avaliaram diferencas nos valores de glicose e insulina apés a
administracédo de 0,15ml/kg, 0,30ml/kg e 0,45ml/kg em oito pdneis, e concluiram que
€ um teste promissor, sugerindo a dose de 0,45ml/kg e pelo menos a avaliacdo da
insulina em trés pontos de amostragem para melhores resultados.

Lindase, Nostell, Brojer (2016), compararam grupos de equinos saudaveis com
equinos que apresentavam SM utilizando a dose de 0,2ml/kg de xarope de milho,
foram realizadas coletas imediatamente antes e 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos
apos a administracdo, os autores concluiram que o teste € uma ferramenta pratica,
porém para a avaliacdo de sua precisao, mais estudos S&0 necessarios.

Para verificar as diferencas entre o TGO utilizando dextrose e o TAO com
xarope de milho, um estudo utilizou oito pdneis e cinco equinos saudaveis, realizando
coletas seriadas de sangue nos momentos 0, 30, 60, 75, 90, 120 e 180 minutos ap0s
a administracéo de 1g/kg de dextrose monohidratada ou 0,15ml/kg de xarope de milho

e identificaram variagdes nos resultados dos testes na identificacdo da desregulacao
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da insulina, ressaltando a necessidade de mais estudos para estabelecer o teste mais
adequado (SMITH; HARRIS E MENZIES-GOW, 2016).

Estudos de testes dindmicos para asininos também ja foram desenvolvidos,
como testes de tolerancia a glicose intravenosa, teste combinado de glicose e insulina
e o teste de glicose oral utilizando dextrose (MENDOZA; TORIBIO; PEREZ-ECIJA,
2019), recentemente o teste de glicose oral utilizando xarope de milho foi reportado
em comparacao ao teste de glicose oral (MENDOZA et al., 2021b).

3. OBJETIVOS

Objetivo geral
O presente estudo tem por objetivo comparar a utilizacdo do teste de acucar
oral (TAO), ja estabelecido como método para auxiliar no diagnéstico da SME, entre

duas racas distintas de asininos (Nordestina e Péga).

Objetivos especificos

Avaliar a curva glicémica e insulinémica apos a administracdo de xarope de
milho via oral, comparando os resultados entre as duas racas.

Estabelecer relagéo entre os dois parametros metabdlicos avaliados e o escore
de condicéo corporal (ECC).

Avaliar a viabilidade do TAO em asininos no diagnéstico de alteracdes

metabdlicas.
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Destaques

e Comparacéo do teste de acucar oral (TAO) em asininos de duas racas
e Valores basais de insulina e glicose em jumentas das racas Nordestina e Péga
saudaveis
e Caracteristicas de parametros energéticos em jumentos
Resumo

O teste de agucar oral (TAO) utiliza o xarope de milho via oral (VO) para avaliagdo da
resposta glicémica e insulinémica, sendo uma opc¢ao de triagem no diagndstico da sindrome
metabdlica equina (SME), em asininos este teste ndo esta estabelecido. O estudo objetivou
avaliar a resposta glicémica e insulinémica ap6s a administracdo do xarope de milho VO para
0 TAO. Foram utilizadas 20 jumentas, divididas em dois grupos de acordo com a raca, dez da
raca Nordestina (135 + 18 kg) e dez da raca Péga (293 + 35 kg). Previamente, 0s grupos
foram submetidos ao exame fisico geral e avaliados quanto ao peso, escore de condicao
corporal (ECC) e escore de crista de pesco¢o (ECP). Para o TAO foi administrado xarope de
milho (0,15 ml/kg, VO) e amostras de sangue venoso foram colhidas para mensuragéo de
glicose imediatamente antes (MO) e 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 210 e 240
minutos ap6s a administracdo do xarope, e para mensuracao de insulina antes e aos 5, 15, 45,
60, 75, 90, 120, 150 minutos apds. Os animais diferiram em relacdo ao peso, ECC e ECP.
Para a raca Nordestina 0 ECC teve média de 4,3 + 1,05 e para a raca Péga a média foi de 5,6 +
1,64. Para 0 ECP foi de 1,7 + 0,82 para a raca Nordestina e 2,1 + 0,73 para a Péga. Houve
diferenca entre as duas racas, com maior média basal de glicose na raca Nordestina (85,95 +
7,23mg/dl) em comparacdo a Péga (66,6 + 8,97mg/dl). Foi possivel identificar a curva na
glicemia nas duas racas, demonstrando diferenca estatistica do momento basal na raca
Nordestina aos 30, 45, 60, 75 e 90 minutos e aos 45, 60 e 75 minutos para a raca Péga, 0s
picos de glicemia variaram entre 80-142 mg/dl para a raga Nordestina e 62-100 mg/dl para a
Péga. Para os valores de insulina a média basal foi de 5,4 + 2,95 pUl/ml para a raca Péga e

5,02 + 2.09 pUI/ml para a raca Nordestina, ndo houve diferenca significativa entre as duas
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racas nos valores de insulina ap6s a administracdo do xarope. Foi encontrada correlacéo
positiva entre glicose e insulina para a raca Nordestina. Estes resultados demonstram que é
possivel considerar o TAO como um teste de triagem na espécie asinina e em conjunto com o
historico do animal e achados clinicos e morfométricos podem fornecer subsidios para o
diagndstico de enfermidades metabdlicas nesta espécie, porém é necessario estabelecer os
pardmetros para a validacdo do teste na espécie.

Palavras-chave: Asininos; glicemia; resisténcia a insulina; sindrome metabdlica asinina

Abstract

The oral sugar test (OST) uses corn syrup orally (VO) to assess the glycemic and
insulinemic response and is a screening choice in the diagnosis of equine metabolic syndrome
(EMS), in donkeys this test has not been established. The study aimed to evaluate the
response of donkeys to the administration of VO corn syrup, using 20 animals divided into
two groups, ten Nordestina donkeys (135 + 18 kg) and ten Péga donkeys (293 + 35 kg). Prior
to the OST, the groups were evaluated for body weight, body condition score (BCS) and neck
score (NS), a general physical examination was performed. For the OST, corn syrup (0.15
ml/kg, VO) was administered, samples for glucose measurement were collected before (MO0)
and 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 210 and 240 after administration of the syrup, and
for measuring insulin before and at 5, 15, 45, 60, 75, 90, 120, 150 after. The animals differed
in relation to weight, BCS and NS, Nordestina donkey had a BCS mean of 4.3 + 1.05, for the
Péga donkey, the mean was 5.6 + 1.64, NS mean was 1, 7 + 0.82 for Nordestina and 2.1 +
0.73 for Péga. There was a difference between the two breeds in OST, with a higher basal
mean of glucose in the Nordestina donkey (85.95 + 7.23mg/dl) compared to Péga (66.6 +
8.97mg/dl). The blood glucose curve was identified in both two breeds, demonstrating a

statistical difference between baseline in Nordestina donkey at 30, 45, 60, 75 and 90 minutes
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and at 45, 60 and 75 minutes in Péga donkey. Blood glucose peaks ranged from 80-142 mg/dl
in Nordestina and 62-100 mg/dl for Péga. Basal mean for insulin was 5.4 + 2.95 plU/ml for
Péga and 5.02 £ 2.09 ulU/ml for Nordestina breed, there was no significant difference
between the two breeds in the insulin values after administration of corn syrup. A positive
correlation was found between glucose and insulin for Nordestina breed. These results shows
that it is possible to consider the TAO as a screening test in the donkey species and with
animal data, clinical and morphometric findings can provide subsidies for the diagnosis of
metabolic diseases in this species, however it is necessary to establish the parameters for the
test validation.

Keywords: Donkeys; blood glucose; insulin resistance; donkey metabolic syndrome
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Introducgéo

A criacdo de asininos esta presente em diversos paises e, apesar da sua populagéo ter
apresentado decréscimo nos Gltimos anos, o interesse pela espécie vem se destacando. A
versatilidade da espécie asinina faz com que possam ser utilizados na agricultura, producéo de
muares, producao de leite (tanto para a nutricdo quanto para producdo de cosméticos) e, em
menor escala, para producdo de carne, lazer e onoterapia (Burden; Thiemann, 2015, Camilo et
al., 2018, Carneiro; Lucena; Barros, 2018).

Assim como 0s equinos, a espécie asinina também pode ser acometida por
enfermidades enddcrinas e metabolicas, como obesidade, sindrome metabdlica asinina
(SMA), desregulacéo da insulina, disfuncao da glandula pituitaria e hiperlipemia (Mejia-
Pereira et al., 2019, Mendoza; Toribio; Perez-Ecija, 2019). Embora protocolos para o
diagnostico de algumas dessas enfermidades ja tenham sido demonstrados e bem
estabelecidos em equinos (Schuver et al., 2014, Cantarelli et al., 2018, Mcfarlane, 2019), para
a espécie asinina os dados sdo escassos. Apenas alguns estudos realizados fornecem
informacdes sobre valores de referéncia, comprovando que existem diferencas entre as
espécies equina e asinina (Mendoza et al., 2015a, Mendoza et al., 2015b, Mejia-Pereira et al.,

2019, Perez-Ecija et al., 2021).

Dentre essas doencas, a SMA, assim como a equina, possui algumas caracteristicas
centrais que incluem obesidade, desregulacdo da insulina e laminite endocrinopética. A SM
parece ser mais prevalente em asininos que em equinos, e pode ocorrer em diferentes racas,
porém, faltam estudos epidemioldgicos que demonstrem alguma predisposicéo racial
(Mendoza; Toribio; Perez-Ecija, 2019). Com relagdo a laminite endocrinopética, os dados
para a espécie também sdo limitados (Thiemann et al., 2021). Foi encontrada prevaléncia de
48,5% da laminite em estudo utilizando 707 animais, em um periodo de 42 meses,

demonstrando a importancia da enfermidade na espécie (Meniezez-gow et al., 2021).
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Protocolos de diagndstico para a sindrome metabolica equina (SME) incluem exame
fisico detalhado, avaliacdo da laminite, obesidade/adiposidade regional e exames laboratoriais
que identificam desregulacdo da insulina utilizando testes dindmicos baseados na
administracao de xarope de milho via oral (TAO), teste de glicose oral (TGO), teste
combinado de tolerancia a glicose e teste combinado de glicose e insulina (Frank, 2011,
Morgan; Keen; Mcgowan, 2016, Cantarelli et al., 2018, Durham et al., 2019).

Para a SMA, essas avalia¢des também séo utilizadas e protocolos dindmicos ja foram
demonstrados em jumentos para o auxilio no diagndstico, constatando diferencas entre
equinos e asininos (Mendoza et al., 2015a, Mendoza et al., 2018).

O TAO, demonstrado em equinos, pode ser recomendado como um teste de realizacao
de colheitas a campo, podendo ser utilizado como um teste de triagem para deteccdo da
desregulacédo da insulina. Consiste na administracdo de xarope de milho via oral e colheitas
seriadas de sangue para avaliacdo de glicose e insulina (Schuver et al., 2014, Lindase; Nostell;
Brojer, 2016, Smith; Harris; Menzies-Gow, 2016). O teste foi recentemente demonstrado em
jumentos visando comparar a resposta ao TAO com o0 TGO (Mendoza et al. 2021b).

Considerando a relevancia da espécie asinina por fatores historicos e atuais, as
diferencas que existem entre as espécies de equideos e a importancia de testes diagnosticos
praticos e especificos para a espécie, o objetivo deste trabalho foi proceder com 0 TAO
utilizando xarope de milho, ja demonstrado em equinos, em duas racas de asininos
(Nordestina e Péga), para a comparacdo da curva glicémica e insulinémica entre ragas, e sua

correlagcdo com o escore de condicdo corporal dos animais.
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Materiais e métodos
Animais experimentais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro
Universitério Filadélfia — UniFil (CEUA-UniFil) sob o protocolo 006/2020. Foram utilizados
20 animais, divididos em grupos de acordo com a raca, sendo o Grupo 1 (G1), composto por
dez jumentas da raca Nordestina (135 * 18 kg e 8 anos de idade), e o Grupo 2 (G2), composto
por dez jumentas da raga Péga (293 + 35 kg e 7 = 4 anos de idade). Todos 0s animais
passaram por inspecdo e exame fisico geral e foram considerados higidos.

Os animais foram mantidos nas condigdes de acordo com o local onde estavam
alojados, as jumentas do G1 permanecem em piquetes na Universidade do Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, no municipio de Botucatu-SP (FMVZ — UNESP — Botucatu), eram
mantidos a pasto e recebiam alimentac&o com feno cost-cross.

Os animais do G2, estavam alojadas no Centro de Melhoramento Genético UniFil em
Londrina-PR os animais ficavam a pasto, recebiam feno pré-secado e racdo (Nutristar Alta
Performance®).

Avaliacdo e Mensurag6es Morfométricas

Para cada animal foi preenchida uma ficha de avaliacdo contendo as informacdes
sobre localizacdo, raca, idade, tipo de atividade desempenhada, tipo de alimentacéo,
alojamento, histérico de doencas nos ultimos 6 meses e exame fisico geral. Também foram
avaliados o Escore de Condicédo Corporal (ECC) e Escore de Crista de Pescoco (ECP), de
acordo com Pearson e Ouassat (2000) e Mendoza (2015b), respectivamente.

Também foi avaliada a presenca de tecido adiposo subcutaneo na regido da cernelha,
escapula e base da cauda. O peso dos individuos dos grupos G1 e G2, foi mensurado através
do célculo Peso (kg) = [(circunferéncia toracica(cm) 21?) X (comprimento do corpo(cm)?68)

+ 3801], de acordo com Pearson e Ouassat, 2000.
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Teste de agUcar oral e colheita de amostras

Antes da colheita das amostras, 0s animais foram pesados e alojados em baia com
acesso livre a &gua e quantidade limitada de feno no periodo da noite, obtendo 8 horas de
jejum, sendo que durante o periodo de coleta os animais foram mantidos no local.

No dia seguinte, foram colhidas amostras (T0) em tubo contendo fluoreto de sodio
para mensuracao de glicose, e em tubo com fator ativador de coagulo para mensuragdo de
insulina por meio de venopuncéo da jugular direita através de sistema a vacuo. Apos a
colheita do TO foi realizada tricotomia no terco médio da veia jugular esquerda e botéo
anestésico com lidocaina 2% sem vasoconstritor (Lidovet ®; Laboratdrio Bravet Ltda., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), antissepsia e cateterizacdo com cateter 14G (Safelet™, Nipor Medical
Ltda., Sorocaba, SP, Brasil). Ap6s 45 minutos, uma amostra foi obtida (MO0), em tubo de
fluoreto de sédio, para mensuragdo da glicose, a partir desse momento, todas as amostras
foram coletadas por meio do sistema a vacuo, com o auxilio agulhas e guias para sistema de
colheita a vacuo através do adaptador PRN Luer Lock BD™ (Becton Dickinson Industrias
Cirdrgicas Ltda., Curitiba, PR, Brasil) acoplado diretamente ao cateter.

Apbs a colheita do MO, foi administrado xarope de milho (YOKI®, General Mills
Brasil Alimentos Ltda., Paranavai, PR, Brasil) na dose de 0,15ml/kg, V.O, com o auxilio de
seringas plasticas de 60ml. Antes de cada colheita sanguinea foram descartados 3ml de
sangue e apds foram infundidos 5ml de solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) visando a impedir a
formacédo de coagulos no interior do cateter.

Amostras colhidas em tubos contendo fluoreto de sédio foram imediatamente
armazenados sob refrigeracdo até a centrifugacdo. Aquelas em tubos com fator ativador de
coagulo foram mantidas a temperatura ambiente por pelo menos 20 minutos e entao
centrifugadas por 10 minutos a 3.500 g. Apo6s a obtencédo do soro e plasma, as amostras foram

armazenadas e conservadas por congelacédo (- 20°C) até o momento das analises.
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As amostras para mensuracao de glicose foram coletadas aos 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90,
120, 150, 180, 210 e 240 minutos apos a administracdo do xarope, e as amostras para
mensuracdo de insulina aos 5, 15, 45, 75, 90, 120, 150 minutos (Apéndice A).

As concentragdes de glicose foram mensuradas por método Enzimético Colorimétrico
com Fator Clareante de Lipideos, as concentracdes de insulina por método de

quimioluminescéncia.

Anélise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados quantitativa e qualitativamente. Para a avaliagdo da
curva glicémica, foram analisadas as mudancas intergrupos em cada momento (Nordestina
versus Péga) e intragrupo comparando o0 momento basal com os demais (TO versus T15, T30,
T45, T60, T75, T90, T150 e T240). Na avaliacdo da curva insulinémica, para a comparacéo
intergrupo em cada momento e intragrupo, comparando o momento basal com os demais,
foram considerados TO, T45, T90 e T150. Ambas as analises foram conduzidas por modelo
linear misto.

A variavel glicose mostrou distribuicdo residual assumida como gaussiana por grafico
quantil-quantil. O modelo ajustado adotado incluiu a interacdo entre grupos e momentos como
efeito fixo e os animais como efeito aleatorio.

Para a variavel preditora insulina um outlier foi identificado e retirado antes da
analise. O erro residual dos modelos mostrou aderéncia com distribuicdo gaussiana por
gréfico quantil-quantil, histograma e pelos testes de Shapiro-Wilk e Cramer-von Miser.

Os modelos ajustados adotados incluiram a presenca de prenhez, a idade e a interagao

entre grupos e momentos como efeitos fixos e 0s animais como efeito aleatério.
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Multiplas comparac@es foram performadas no pds-teste com a corre¢éo do
procedimento de Bonferroni. Graficos de caixas foram construidos para apresentar 0s
resultados.

Com proposito de analisar a relagéo entre a glicemia e insulinemia com o ECC, foi
conduzida uma correlacdo de postos de Spearman. Para esta andlise foi utilizada a
mensura¢do no momento basal de glicose e insulina para a correlagdo com ECC, enquanto
para a correlagdo entre glicose e insulina foram usados os momentos concomitantes entre as
variaveis (0, 45, 90 e 150 min).

As andlises estatisticas foram realizadas no software R com o ambiente de
desenvolvimento integrado RStudio (Version 4.0.2 (2020-06-22), RStudio, Inc.). Considerou-

se a de 5% em todas as analises.

Resultados
Avaliacdo da obesidade e Mensuracdes Morfométricas

Todos os animais deste estudo eram higidos, apresentando exame fisico geral dentro
dos parametros normais para a espécie. O ECC da raca Nordestina variou de 3 — 5, sendo que
a média foi de 4,3 £ 1,05. Para a raca Péga variou de 3 — 8 e a média foi de 5,6 + 1,64,
segundo a escala de Pearson (2000). A média para o ECP foi de 1,7 + 0,82 para a Nordestina,
com variacdo entree 1 — 3, e 2,1 + 0,73 para a Péga com a mesma varia¢do, segundo a escala
proposta por Mendoza et al. (2015b).

Na avaliacdo da presenca de adiposidade regional, nove jumentas da raca Nordestina
apresentaram adiposidade na cernelha. Na raca Péga todas apresentavam presenca de tecido
adiposo na regido. Para a presenca de tecido adiposo na base da cauda, cinco animais da raga

Nordestina e 7 da raca Péga apresentaram essa alteracdo, ja a presenca de tecido adiposo na
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base da escapula ndo foi observada em nenhum animal da raca Nordestina e em trés da raca
Péga.
Teste de Acucar Oral (TAO)

N&o ocorreram intercorréncias na administracdo do xarope via oral por meio da
seringa de 60ml e os animais ndo apresentaram efeitos adversos. Foram analisadas as
mensuragdes no momento basal (antes da administracdo do xarope), T15, T30, T45, T60, T75,
T90, T150 e T240 para avaliagdo da resposta glicémica ao estimulo do xarope de milho via
oral.

Ap0s a administracdo do xarope de milho via oral, a resposta glicémica foi maior nas
jumentas da raca Nordestina em todos os momentos em relacao a raga Péga, havendo
diferenca estatistica. A raca Nordestina apresentou glicemia acima dos valores basais nos
momentos T30, T45, T60, T75 e T90, para a raga Péga a glicose foi maior que 0 momento
basal em T45, T60 e T75 (Figura 1). A presenca de prenhez (p=0,6802) e a idade (p=0,4819)

ndo mostraram influéncia significativa para a glicose segundo o modelo linear misto.
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Figura 1- Gréfico de caixas da glicose (mg/dl) mostrando comparag@es temporais de intragrupo (TO versus T15,
T30, T45, T60, T75, T90, T150 e T240) e as intergrupo em cada momento (Nordestina versus Péga).¢, média; *,
diferenca estatistica entre grupos em cada momento; 7 indica diferenc¢a estatistica da mensura¢do na raga
Nordestina em relacao ao TO; 7 indica diferenca estatistica da mensuracdo na raca Péga em relagdo ao TO.
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Para a raga Nordestina, a média do momento O (antes da administracdo do xarope) foi
85,95 + 7,23mg/dl, para a raca Péga a media foi 66,6 + 8,97mg/dl. Os momentos de pico da
glicemia foram variaveis entre os animais e ocorreram com maior frequéncia nos momentos
T45, T60 e T75 ap6s a administracdo do xarope de milho. Para a raca Nordestina o pico da
glicemia ficou entre 80 — 142 mg/dl, j& para a raga Péga, entre 62 — 100mg/dl.

A media de insulina no momento basal na raga Nordestina foi de 4,87 + 2,17 pUl/ml,
para a raga Péga a média foi 5,4 + 2,95 uUl/ml. Nao houve diferenca estatistica entre as racas
(Figura 2). Em comparagdo ao momento basal, a insulina foi maior para a raga Nordestina nos
momentos T45 e T90, enquanto para a raga Péga foi maior em T45. A presenca de prenhez

(p=0,3579) e a idade (p=0,1251) ndo tiveram efeito significativo para a insulina no modelo

linear.
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Figura 2 Gréfico de caixas da insulina («Ul/ml) mostrando comparacgdes temporais de intragrupo (TO versus T45, T90 e
T150) e as intergrupo em cada momento (Nordestina versus Péga). Os limites inferior e superior da caixa representam
respectivamente o primeiro e terceiro quartil; a linha horizontal mais espessa dentro da caixa indica a mediana;
o losango indica a média, * indica diferenca estatistica entre grupos em cada momento; 1 indica diferenga
estatistica da mensurag¢do na ra¢a Nordestina em rela¢do ao T0, [ indica diferenca estatistica da mensuragao
na raga Péga em relagédo ao TO.

Relacdo ECC e parametros energeéticos
O ECC mostrou uma correlacéo significativa positiva moderada com insulina de

ambas as racas juntas (Figura 3), enquanto a glicose ndo mostrou correlagao significativa com
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0 ECC. Entre glicose e insulina houve uma correlagdo positiva moderada somente para a raca

Nordestina e uma correlagéo positiva fraca considerando as duas ragas juntas (Figura 4).
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Figura 3 -Grafico de dispersdo entre insulina e escore de condicédo corporal. A correlacdo foi conduzida com o
coeficiente de correlacdo de postos de Spearman; para raca Nordestina rho=0,48 e p=0,1511; para raca Péga
rho=0,45 e p=0,1980; para ambas as racas rho=0,46 e p=0,0417; Interpretacéo do coeficiente de correlagdo
de Spearman: muito fraca;0.19; fraca 0.2-0.39; moderada 0.4-0.59; forte 0.6-0.79; muito forte 0.8-1 (Evans,
1996).
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Figura 4 - Gréfico de dispersdo entre glicose e insulina 0, 45, 90 e 150 min apés a administracdo do xarope. A
correlacdo foi conduzida com o coeficiente de correlacdo de postos de Spearman; para raca Nordestina
rho=0,51 e p= 0,0008; para raca Péga rho=0,26 e p= 0,1180; para ambas as racas rho=0,37 e p= 0,0011;
Interpretacdo do coeficiente de correlagdo de Spearman: muito fraca;0.19; fraca 0.2-0.39; moderada 0.4—
0.59; forte 0.6-0.79; muito forte 0.8-1 (Evans, 1996).
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Discussao

O presente estudo considerou o TAO, por ser um teste que pode fornecer informagoes
sobre a dindmica da glicose e insulina séricas, sendo considerado um teste de triagem, o que
vai ao encontro de pesquisas em equinos utilizando este mesmo teste (Schuver et al., 2014,
Van Den Wollenberg et al., 2020).

O xarope de milho utilizado (YOKI®, General Mills Brasil Alimentos Ltda) foi o
mesmo utilizado por outros autores para execucdo do mesmo teste em equinos (Cantarelli et
al., 2018, Novello et al., 2020). Moser e Banse (2019) compararam a utilizacdo de produtos de
diferentes fabricantes, porém similares ndo encontrando diferencas no TAO. O xarope
utilizado possui em sua composicao, segundo o fabricante, glicose e agUcar invertido. A
maioria dos estudos em equinos recomenda a utilizagio do xarope de glicose de milho (Karo
Light ® Corn Syrup) (Smith; Harris; Menzies-Gow, 2016, Knowles et al., 2017, Durhan et al.,
2019), entretanto, sua disponibilidade é limitada em varios paises. Uma vez que a resposta de
insulina e glicose ao teste oral ndo sofre influéncia apenas da quantidade de agucar, mas
também do tipo de agUcar, € importante o conhecimento sobre a composi¢ao do xarope
utilizado (Lindase; Nostell; Brojer, 2016).

A dose de xarope utilizada neste estudo foi de 0,15ml/kg, como ja estabelecido para
equinos (Frank, 2011, Geor; Mccue; Schultz, 2013, Schuver et al., 2014). Até 0 momento, ndo
foram reportados outros estudos utilizando o0 TAO em asininos, comparando duas racas,
portanto, utilizou-se uma dose ja definida e recomendada para equinos. Os resultados no
presente estudo demonstraram que a dose utilizada levou a um aumento na glicemia em
ambas as racas, se diferindo estatisticamente do momento basal.

Para os valores de insulina também foi observado aumento do momento basal em

relacdo aos 45 minutos apds a administracdo. Estudos prévios sugerem doses maiores de
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xarope de milho, para que o fornecimento de glicose seja semelhante ao do teste de glicose
oral, visando melhorar a capacidade diagnéstica (Lindase; Nostell; Brojer, 2016, Jocelyn;
Harris, Menzies-Gow, 2018). Em estudo em asininos comparando o TGO e TAO, os autores
utilizaram o xarope de milho na dose de 0,45ml/kg, os resultados apresentaram resposta
menor de glicose e insulina, comparado ao TGO, porém com valores semelhantes ao relatado
em poneis utilizando a dose mais baixa (0,15ml/kg) no TAO (Mendoza et al., 2021b).

Os animais deste estudo se apresentaram normoglicémicos e normoinsulinémicos. Em
equinos, valores para insulina em jejum superiores a 50 pUI /ml sugerem insensibilidade a
insulina (Frank et al., 2020), para asininos, ainda ndo ha consenso sobre os valores basais,
sendo proposto 20nUl/ml (Du Toit, Trawford, Keen, 2010). Estudos demonstraram que
valores de insulina em jumentos saudaveis sdo menores que em equinos (Dugat et al., 2010).

O diagnostico da disfuncdo da insulina deve se basear nas concentracfes de glicose e
insulina basais em jejum e na realizagéo de testes dindmicos (Mendoza; Toribio; Perez-Ecija,
2018, Mendoza; Toribio; Perez-Ecija, 2019). A média da concentracao de glicose em jejum,
no momento antes da administracdo do xarope (MO) foi maior para os animais da raca
Nordestina em relacdo a raca Péga, no entanto, os resultados se assemelham aos que foram
descritos por outros autores, tanto para equinos quanto para asininos (Girard et al., 2014,
Mendoza et al., 2015a, Mendoza et al., 2015b, Cantarelli et al., 2018).

A média basal de insulina foi de 4,87 + 2,17 pUIl/ml para raca Nordestina e 5,4 + 2,95
pUI/ml para a raca Péga, o que se assemelha ao reportado por Mendoza et al. (2021b) que
encontraram uma média de insulina basal de 4,6 pUI/ml em jumentas saudaveis da raga
Andaluz. Jumentos considerados magros, moderados e obesos, tiveram resultados de insulina
basal de 3,3, 8,6 e 17,8 mU/I respectivamente (McLean et al., 2009). Mendoza et al. (2015b),
encontraram médias de insulina basal de 9,9 + 0,8 uUI/ml ¢ 10,3 £ 0,6 pUI/ml em jumentos

com ECC 6timo e obesos, respectivamente.
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Visando identificar os momentos de pico da glicemia e insulinemia, as amostras foram
colhidas inicialmente a cada 15 minutos e, ap6s 90 minutos da administracdo do xarope, a
cada 30 minutos. As recomendacdes para 0 momento da colheita da amostra ap6s a
administracdo do xarope variam de acordo com o teste utilizado. Mendoza et al. (2019)
sugeriram que a colheita seja realizada entre 300 e 360 minutos apés. Na realizagdo do TAO
em asininos, Mendoza et al. (2021b) realizaram as colheitas no momento basal e a partir de 30
minutos ap6s a administracdo do xarope de milho, com um intervalo de 30 minutos entre as
coletas até 300 minutos apds a colheita.

O aumento da glicemia foi significativo na raca Nordestina aos 30, 45, 60, 75 e 90
minutos e para a raca Péga aos 45, 60 e 75minutos apds a administracdo do xarope de milho,
houve variagdo com relacdo ao pico de glicose, porém, em ambas as ragas, foi observado um
aumento nas concentracdes de glicose entre 45 e 75 minutos. Os resultados se assemelham
aos estudos em equinos que, na execucdo do TAO, sugerem que as colheitas de amostras de
sangue sejam realizadas entre 60 a 90 minutos ap06s a administracdo do xarope (Frank, 2011,
Schuver et al., 2014).

Os valores para o0s picos da glicemia do presente estudo se assemelham ao relatado em
equinos e asininos (Schuver et al., 2014, Cantarelli et al., 2018, Mendoza et. al 2021b).
Estudos em asininos utilizando o Teste de Toleréncia a Glicose Intravenosa e Teste
Combinado de Glicose e Insulina para a avaliacdo da resisténcia a insulina, observaram que a
curva glicémica se deslocou para a direita, apresentando também uma fase positiva (tempo do
inicio até a glicose retornar aos niveis basais) prolongada (Mendoza et al., 2015a). Mendoza
et. al (2021b) realizaram o TAO em asininos e também observaram o deslocamento da curva
para a direita sendo que o pico de glicose ocorreu de 120 a 300 minutos apds a administragéo,

além de uma maior duracdo de elevadas concentrac6es de glicose.
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Houve uma elevacéo da insulinemia comparada ao momento basal aos 45 e 90
minutos para a raga Nordestina e aos 45 minutos para a raca Péga, sendo que o pico para a
raca Nordestina ficou entre 4,8 — 13,7 pUl/ml e 2,9 — 13,9 pUI/ml na raca Péga. Neste
sentido, considerando valores estabelecidos para equinos (> 30 pUl/ml), nenhuma jumenta foi
considerada com desregulacdo da insulina (Frank et al., 2020). Jumentas consideradas
saudaveis, submetidas ao teste de tolerancia a glicose intravenosa apresentaram insulina
média de 8,9 £ 0,7 pUl/ml e 8,1 £ 0,8 pUI/ml no teste combinado de glicose-insulina
(Mendoza et al. 2015a). Asininos submetidos ao TAO com dose de 0,45ml/kg de xarope de
milho apresentaram valores de insulina de 6-8 pUIl/ml em jumentas saudaveis e apresentaram
0 pico de insulina entre 120-150 minutos ap6s a administracdo do xarope (Mendoza et. al.,
2021b).

Assim como em equinos, fatores relacionados ao jejum, estresse, dor, doengas
concomitantes, podem interferir nos resultados dos testes (Mendoza; Toribio; Perez-Ecija,
2018). Os animais utilizados neste estudo foram considerados saudaveis e, durante as coletas,
a minima manipulacdo e a manutencdo dos mesmos em seu local de origem foram medidas
adotadas para evitar estresse.

Quanto ao jejum, para a realizacdo do TAO em equinos, é recomendado o
fornecimento de feno na noite anterior ao teste, para um jejum de aproximadamente oito horas
que se estenda durante a realizacdo do teste (Frank, 2011, Schuver et al., 2014, Smith; Harris;
Menzies-Gow, 2016). Para os testes ja desenvolvidos em asininos, essa recomendacédo
também é considerada a fim de evitar hiperlipemia (Mendoza; Toribio; Perez-Ecija, 2019).

Neste sentido, para a presente pesquisa foi fornecido feno na noite anterior para 0s
animais, foi observado que no inicio das coletas ndo havia mais feno disponivel e durante as
quatro horas de coleta os animais permaneceram sem alimentacdo, apenas com acesso a agua.

Na avaliacdo do perfil hormonal de jumentos adultos e a influéncia do escore corporal em
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resposta ao jejum, foi demonstrado que o jejum a partir de 12 horas afetou a homeostase dos
horménios reguladores de energia, mesmo em animais saudaveis, porem, em animais obesos a
mobilizagdo lipidica ocorre mais rapidamente, além do efeito sobre as concentragdes de
glicose ser mais evidente também nesse grupo de animais apresentando niveis abaixo dos
valores basais apds 24 horas de jejum (Perez-Ecija et al., 2021). Portanto, ao realizar testes
dindmicos, o jejum e a sua duragdo devem ser considerados na interpretacdo dos exames
(Bertin et al., 2016, Mendoza et al., 2021a).

O presente estudo utilizou apenas fémeas. Em equinos, o sexo foi sugerido como um
fator que pode alterar a resposta de variaveis enddcrinas, como a insulina e glicose, em testes
dindmicos. A avaliacdo de pardmetros metabdlicos em asininos demonstrou diferencas entre
sexo, por exemplo, na sensibilidade a insulina (McLean et al., 2009).

Nos animais da raca Péga, 6 animas, estavam prenhes, nesses animais, o pico de
glicose ocorreu mais tardiamente persistindo até 150 minutos apds a administracdo do xarope,
os resultados se assemelham ao reportado por George et al. (2011) que avaliaram o efeito da
prenhez em éguas sobre a dindmica de glicose e insulina e a sensibilidade a insulina e
demonstraram que a depuracdo de glicose nos animais gestantes foi mais lenta em
comparagéo aos nao-gestantes,

Houve diferenca significativa entre as duas racas estudadas, uma vez que, a raca
Nordestina apresentou maiores concentracdes de glicose a administracdo do xarope. Estudos
prévios comparando racas de equinos e pdneis demonstraram diferencas na dindmica da
glicose e insulina apds o TAO e teste de tolerancia a glicose intravenosa (Bamford et al.,
2014). Apesar de existirem semelhancas com relagdo as caracteristicas da sindrome
metabdlica entre as ragas, a magnitude das respostas e valores relacionados a glicemia,
insulinemia, triglicerideos e outros fatores podem diferir (Schultz et al., 2012, Brojer et al.

2013, Geor; Mccue; Schultz, 2013).
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Em asininos, ndo existem dados epidemioldgicos sobre predisposicao de
desenvolvimento de SMA de acordo com a raca (Mendoza; Toribio; Perez-Ecija, 2019).
Assim, as diferencas entre as concentragdes de glicose podem estar relacionadas a
predisposicéo racial, ou em decorréncia de variagdes relacionadas a peso, ECC ou fatores
ambientais como a dieta, uma vez que os dois grupos diferiram nestes fatores.

As caracteristicas morfométricas dos animais variaram neste estudo, 0s grupos
diferiram na média de peso, ECC e ECP. Animais da raca Péga apresentaram maior média de
ECC e peso e também apresentaram menores valores de concentragdo de glicose, porém 0s
resultados ndo demonstraram correlagéo significativa entre os dois parametros. Mendoza et al.
(2015b) identificaram que asininos com sobrepeso apresentaram média menor na
concentracéo de glicose, esses resultados coincidem com o presente estudo.

Houve correlacdo moderada positiva entre ECC e insulina no presente estudo,
associando maior ECC com maiores concentragdes de insulina. A relacdo entre a insulina e a
condicdo corporal de equinos ja foi demonstrado por outros autores, evidenciando maiores
concentracdes de insulina em animais obesos, além de apresentar menor sensibilidade a
insulina (Frank et al., 2006, Pleasant et al., 2013, Martin-Gimenez et al., 2016). Em asininos,
animais obesos também apresentaram maiores concentragdes insulina em comparagéo a
animais de ECC moderado e magro, porém ndo houve diferenca nos demais parametros.
Asininos obesos também tendem a ter menor sensibilidade a insulina que animais magros,
concluindo que o ECC pode afetar as fun¢es metabdlicas de jumentos, de forma semelhante
com 0 que ocorre em equinos e péneis (Pritchard et al., 2019).

A alimentagéo dos animais se diferiu entre os dois grupos, sendo que 0s animais da
raca Nordestina ficavam a pasto e recebiam feno de coast-cross, estes animais apresentaram
maiores niveis de glicose sérica ap6s a administracdo do xarope em comparagao as jumentas

Péga que recebiam feno pré-secado e racéo, os resultados vao aos encontro de estudos
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utilizando o Teste de Glicose Oral em pOneis e equinos, que observaram que animais
recebendo dietas com maiores niveis de carboidratos, como ragao apresentam menores curvas
de glicose em comparagéo aos animais mantidos a pasto, sugerindo que o tipo de dieta pode
influenciar na quantidade de glicose absorvida ou no metabolismo da glicose (Jacobs; Bolton,
1982, Murphy; Reid; Love, 1997). No trabalho realizado por Murphy, Reid e Love (1997),
comparando grupos de pdneis recebendo diferentes tipos de dieta eles observaram um efeito
marcante no metabolismo de glicose em decorréncia do tipo de dieta, com menores
concentragdes de glicose apos o teste de glicose oral nos animais alimentados com gréos, 0s
autores também sugeriram que o tipo de dieta possa influenciar também na resposta a
insulina.

Apesar da diferenca demonstrada na glicemia entre as ragas, 0s valores de insulina
foram semelhantes. Smyth, Young e Hammond (1989) avaliaram o efeito da dieta na insulina
pos-prandial e observaram que a secre¢do de insulina pés-prandial é afetada pela composicéo
da dieta, mas ndo pelo tempo que o animal recebe esta dieta devido a uma adaptacao
sugerindo que a resposta da insulina ap6s uma dose de glicose ndo deve ser influenciada pela
dieta de manutencéo.

No presente estudo foi observado que o aumento da glicemia levou ao aumento da
insulinemia. O grupo de jumentos da raca Nordestina apresentou uma correlacdo positiva
moderada entre glicose e insulina, porém, considerando as duas racas, foi obtido uma fraca
correlacdo entre os dois parametros, o que se assemelha ao ja relatado em estudos em equinos.
Ao comparar um grupo de equinos diagnosticados com SME e um grupo saudavel, utilizando
0 TAO e o teste de tolerancia a glicose intravenosa, autores relataram que em ambos 0s testes
a concentracao de glicose e insulina foi maior no primeiro grupo, e demonstraram correlagéo
positiva entre os valores para glicose e insulina nos dois testes, 0 que ampara o uso do TAO

para mensuracao indireta da sensibilidade & insulina, além do teste promover um maior
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controle na mensuracéao de glicose e insulina pés-prandial pois é realizado sob condic¢des
controladas (Schuver et al., 2014).

A investigagdo sobre a hiperinsulinemia em equinos pode ser um fator critico para o
diagndstico da sindrome metabdlica e pode estar relacionada ndo a captagdo de glicose, mas
sim de outras causas, principalmente as gastrointestinais (De Graaf-Roelfsema, 2014,
Bamford et al., 2014, DeLaat; McGree; Sillence, 2016). Assim, no presente estudo foi
utilizado o Teste de Agucar Oral por ser um teste dindmico que se assemelha as condi¢des
fisioldgicas, uma vez que o aglcar administrado pela via oral estimula também o eixo
enteroinsular e liberagdo de incretinas, auxiliando no diagndéstico da hiperinsulinemia e
desregulacéo da insulina, indicando se 0 asinino apresenta uma resposta inadequada de
insulina & uma dieta rica em carboidratos ndo estruturais (Dumbar et al., 2016).

No presente estudo ndo foram realizadas avalia¢des relacionadas as incretinas. No
diagndstico da DI, a avaliacdo de incretinas (principalmente o peptideo semelhante ao
glucagon 1 e o peptideo insulinotropico dependente de glicose) vem sendo sugerida e
demonstrada, mostrando notavel correlacdo do peptideo semelhante ao glucagon 1 com a
secrecdo de insulina em equinos (DelLaat; McGree; Sillence, 2016, Bertin; De Laat, 2017).
Em asininos, também foi suposto esta relacdo das incretinas com a secrecdo se insulina, sendo
maior a secrecdo de incretinas no TGO em comparacao ao TAO (Mendoza et al., 2021b), o
que reforca a necessidade de maiores estudos utilizando o TAO como triagem no diagnéstico
da SMA.

Podem ser apontadas como limitacdes no presente estudo, a variabilidade de manejo
ambiental e alimentar e ECC entre os grupos o que pode ter influenciado na resposta ao teste.
Houve também dificuldade de comparagdo com outros estudos na espécie.

Os resultados demonstram que 0 TAO em asininos € um teste executavel, sendo

possivel identificar resposta glicémica a administracdo do xarope VO e uma correlacéo
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positiva entre a glicemia e insulina na raca Nordestina, demonstrando que o teste pode
fornecer informacdes sobre a dindmica de glicose e insulina em jumentos, também
demonstram que apesar das semelhangas com equinos, os jumentos possuem particularidades
0 que traz a necessidade de desenvolvimento de testes e pardmetros especificos para a espécie

para evitar equivocos no diagndstico das doengas relacionadas ao seu metabolismo.

Concluséo

Através do TAO foi possivel identificar o aumento significativo na glicemia,
indicando que este pode ser um teste para auxiliar na avaliacdo da dindmica de glicose e
insulina. Houve diferenca na resposta glicémica ao teste entre os grupos, além do fator racial,
as diferencas em relacdo a dieta e ECC desses animais, devem ser levadas em consideragdo ao
avaliar as diferencas obtidas. Com relacdo a resposta insulinémica, ndo houve diferenca
significativa entre as racas. N&o foi demonstrado correlagéo entre valores de glicemia basal e
ECC, porém para a insulina ocorreu correlacdo positiva quando comparada ao ECC, o que
sugere que jumentos com maior ECC apresentam maiores concentracdes de insulina, isso
salienta a importancia do acompanhamento desses animais na prevencao de enfermidades
metabolicas. Houve correlacdo positiva entre glicose e insulina apenas para a raga Nordestina
0 que sustenta a possibilidade do uso do TAO em asininos no diagnostico de alteracdes
metabolicas, porém, é necessaria a padronizacdo de testes e valores para o diagnéstico, uma

vez que existem diferencas com a espécie equina.
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APENDICE A - METODOLOGIA TESTE DE ACUCAR ORAL E COLHEITA DE
AMOSTRAS

Animais:

Foram utilizadas 20 jumentas, 10 da raca Nordestina (G1) e 10 da raca Péga
(G2). Antes do teste os animais passaram por avaliacdo do estado geral e exame
fisico geral. No dia anterior as colheitas, ficavam em baia, com feno disponivel

durante a noite, para evitar a hiperlipemia (Figura 1).

Figura 1: Animais alojados em baia para realizagao das colheitas. Botucatu, 2021.

Fonte: O autor, 2021.

Teste de agucar oral e colheita de amostras:

No dia das colheitas, os animais eram contidos com cabresto e recebiam o
namero de identificacdo (Figura 2). Cada animal possuia uma ficha de colheitas. A
cada colheita, no tempo determinado, esta ficha era preenchida. Para cada animal,
também ficavam separados, os tubos com fluoreto de sédio para mensuracéo da
glicemia, e o tubo com fator ativador de coadgulo para mensuracgéo da insulina
identificados com o tempo de colheita e nUmero do animal, e tubos utilizados para
descarte do sangue no inicio de cada punc¢éo. Cada animal possuia uma estante
para os tubos, apo6s a colheita de sangue, os tubos com fluoreto eram colocados

imediatamente em caixa térmica com gelo seco (Figura 3).

Figura 2: Identificagdo dos animais com numeragao no pescocgo e garupa. A — jumenta da raca

Nordestina identificada com o nimero 1. B — jumenta da raca Péga identificada com o nimero 3.
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Fonte: O autor, 2021

Figura 3: Materiais utilizados para realiza¢@o das colheitas, Botucatu, 2021.

Fonte: o autor, 2021.

Apbs a identificacdo, era colhida a primeira amostra através de venopuncao
da jugular por coleta a vacuo (T0), em seguida era realizada a tricotomia, antissepsia
e botdo anestésico com lidocaina 2% sem vasoconstritor (0,3ml) (Lidovet ®;
Laboratério Bravet Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), para insercao do cateter
(cateter 14G Safelet™, Nipor Medical Ltda., Sorocaba, SP, Brasil), apos o cateter ser
colocado na veia jugular, foi realizado um flush com 5ml de solucao fisiolégica e
apos 45 minutos, realizada uma nova colheita (M0), apds descarte dos primeiros 3ml

de sangue.

A partir do MO, todas as colheitas foram realizadas por meio do sistema a
vacuo, com o auxilio de um adaptador PRN Luer Lock BD™ (Becton Dickinson

Industrias Cirdrgicas Ltda., Curitiba, PR, Brasil) colocado diretamente no cateter.
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Apos a colheita do MO, era administrado via oral o xarope de milho (YOKI®,
General Mills Brasil Alimentos Ltda., Paranavai, PR, Brasil) na dose de 0,15ml/Kg,

com o auxilio uma seringa plastica de 60ml adaptada.

Em seguida da administracdo, as amostras para mensuracao de glicose
foram colhidas aos 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 minutos, e as
amostras para mensuracgao de insulina aos 5, 15, 45, 60, 75, 90, 120, 150 minutos.
Para cada colheita, eram descartados inicialmente 3ml de sangue e em seguida
realizada a coleta em tubo de fluoreto (5ml), e logo apds em tubo sem
anticoagulante (9ml) (Figura 5). Apds cada colheita, foram infundidos 5ml de solucao

fisiologica (NaCl 0,9%) para lavagem do cateter.

Figura 5: Colheita de sangue através de cateter em jumento da raca Nordestina em tubo sem

anticoagulante para mensuracéo de insulina.

Fonte: O autor, 2021.

Ao finalizar todas as colheitas, os tubos com fluoreto de sédio permaneciam
sob refrigeragdo, os tubos sem anticoagulante eram mantidos a temperatura
ambiente durante a colheita, aguardando pelo menos 20 minutos entre a ultima
colheita e a centrifugacado. A centrifugacao foi realizada por 10 minutos a 3.500 g.
Apos a centrifugacéo, as amostras foram separadas em duas aliquotas e

congeladas para posterior mensuracao de glicose e insulina (Figura 6).
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Figura 6: Amostras ap6s a centrifugacdo, cada amostra recebia a identificacdo do animal e

do momento da colheita.

Fonte: O autor, 2021.
Avaliacdo e Mensurac¢des Morfométricas

Cada animal possuia ficha para avaliacdo corporal, contendo sua localizacao,
raca, idade, tipo de atividade desempenhada, tipo de alimentacao, alojamento,
historico de queixas anteriores e exame fisico geral. Também foram avaliados o
Escore de Condicéo Corporal (ECC) e Escore de Cernelha (EC), de acordo com

Pearson e Ouassat, (2000) e Mendoza, (2015b) respectivamente.

Mensuracdes de altura da cernelha, comprimento do corpo, circunferéncia
abdominal, circunferéncia do pescoco (mensurada no ponto médio do pescoco),
comprimento do pescoco, circunferéncia toracica e altura da crista do pescoc¢o foram
realizadas através de fita métrica. As mensuracdes do pescoco foram realizadas
com o animal em posi¢cédo quadrupedal de descanso em um angulo de

aproximadamente 45°.

Também era avaliada a presenca de tecido adiposo subcutaneo na regido da
cernelha, escapula e base da cauda. O peso dos individuos dos grupos G1 e G2, foi
mensurado através do céalculo Peso (kg) = [(circunferéncia toracica(cm)?1?) X
(comprimento do corpo(cm)?688) + 3801], de acordo com Pearson e Quassat, (2000),

que foi utilizado para o calculo da dose de xarope.

Foi realizado o registro fotografico dos animais, para avaliacdo do escore
corporal, e presenca de tecido adiposo na regido da cernelha, base da cauda e

escapula (Figura 7 e 8).
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Figura 7: Avaliacdo jumenta Nordestina. A e B: vista lateral em posicao quadrupedal. C: vista cranial

para visualizagéo de tecido adiposo em cernelha. D: Vista caudal para avaliagéo de tecido adiposo

em base da cauda.

Fonte: O autor, 2021.

Figura 8: Jumenta da ragca Péga. A e B: vista lateral em posi¢do quadrupedal. C: vista cranial para
avaliacdo de tecido adiposo em cernelha. D. Vista caudal para avaliacdo de tecido adiposo em base

da cauda.

L

Fonte: O autor, 2021.



