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FARINHA DE VISCERAS DE AVES HIDROLISADA SOBRE PARAMETROS
METABOLICOS, OXIDATIVOS E INFLAMATORIOS DE CAES

RESUMO - Os hidrolisados proteicos apresentam peptideos bioativos funcionais que
podem alterar respostas metabdlicas e fisiol6gicas. Objetivou-se avaliar a inclusdo da
farinha de visceras de aves hidrolisada (FVH) em substituicdo a farinha convencional de
visceras de aves (FVA) low ash como fonte proteica, verificando seus efeitos sobre a
atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA), concentracbes séricas de
colesterol total e fracdes, presséo arterial sistémica, parametros urinarios, parametros
imunologicos, inflamatérios e oxidativos de cées. Foi formulada uma racdo controle
contendo apenas FVA como fonte de proteina. Esta teve substituicdo de 25%, 50% e
100% da proteina adicionada por FVH. Trinta e dois cdes foram organizados em
delineamento em blocos casualizados, sendo 4 blocos com 8 caes, 2 cées por
tratamento em cada bloco, totalizando 8 repeticdes (caes) por tratamento. Os animais
consumiram as dietas por 30 dias. No dia O e dia 30 foram realizadas coletas de sangue
para avaliar os parametros oxidativos e concentracdo sérica de citocinas (fator de
necrose tumoral alfa, interleucinas-2, 6 e 10), capacidade fagocitica de neutrofilos e
monaocitos, e coleta de fezes frescas para quantificacdo de Imunoglobulina A (IgA) fecal.
A atividade da ECA, colesterol e suas fracdes, pressao arterial sistémica e parametros
urinarios de cées, incluindo concentracdes de sodio, potassio e cloretos foram avaliados
apenas no dia 30. As concentracdes séricas de citocinas e concentracdes séricas de
colesterol LDL nédo atenderam as suposices da analise de variancia e foram
comparadas usando o teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). A quantificacdo de IgA, indice
fagocitario e capacidade antioxidante foram submetidos a andlise de variancia
considerando efeitos de bloco e dieta, utilizando-se o tempo zero (valor basal) como
covariavel. Os resultados obtidos para as demais variaveis foram submetidos a analise
de variancia considerando apenas efeito de bloco e dieta. Quando diferiram pelo teste F,
médias foram desdobradas em contrastes polinomiais segundo o nivel de inclusdo da
FVH (P<0,05). A concentracdo urinaria e excrecdo renal de sodio apresentaram
aumento linear com a inclusdo da FVH devido a maior concentracdo desse
macroelemento nessa matéria prima (P<0,001). No entanto, esse aumento nos teores e
ingestao de sodio pelos animais néo influenciaram a atividade sérica da ECA e pressao
arterial sistémica (P>0,05), que permaneceram dentro dos valores referenciais para
cdes. O pH urinario (P<0,001) diminuiu de modo quadratico com a inclusdo da FVH,
com valores também considerados adequados para caes. O indice fagocitario e
parametros oxidativos ndo diferiram entre as dietas (P>0,05). Caes alimentados com
100% FVH apresentaram menores concentracdes séricas de LDL (P=0,03). Outras
diferencas lipidicas nédo foram observadas (P>0,05). Caes alimentados com 100% FVH
tiveram menores concentragdes séricas de IL-2 e TNF (P<0,05). Concentracdes de IL-
6 e IL-10 foram menores em cées alimentados com 100% FVH do que em animais
alimentados com 25% FVH e 50% FVH (p<0,05), apresentando valores intermediarios
guando comparados com animais alimentados com a dieta controle. As concentracfes
de IgA foram maiores para caes que receberam a dieta 100% FVH (P=0,003). A
inclusdo da FVH em racgOes para caes saudaveis demonstrou ser segura por ndo alterar
0s parametros metabdlicos avaliados. Alteracbes nas concentracdes seéricas de
citocinas e na concentracdo de IgA fecal sugerem efeitos fisiologicos da FVH na
modulacdo da inflamacao, pela inducdo a reducdo da inflamacéo sistémica, além de
sua acdo imunomoduladora, com possiveis beneficios para a saude dos céaes
saudaveis.

Palavras-chave: hidrolise; peptideos bioativos; oxidagéo; inflamatério; imunidade.



HYDROLYSED POULTRY BYPRODUCT MEAL ON METABOLIC, INFLAMATORY AND
OXIDATIVE PARAMETERS OF DOGS

ABSTRACT — Hydrolysed proteins can have functional bioactive peptides that can
alter metabolic and physiological responses. The objective was to evaluate the inclusion
of hydrolysed poultry byproduct meal (HPM) in replacement of conventional low ash
poultry by-product meal (PBM) as protein source, studding it effects on the activity of the
angiotensin-converting enzyme (ACE), serum concentrations of total cholesterol and
fractions, systemic blood pressure, urinary parameters, immunological, inflammatory,
and oxidative parameters of dogs. Was formulated a control diet containing only
conventional low ash poultry by-product meal (PBM) as a protein source. This had
replacement of 25%, 50% and 100% of the added protein with hydrolysed poultry
byproduct meal (HPM). Thirty-two dogs were organized in a randomized block design, 4
blocks with 8 dogs, 2 dogs per treatment in each block, totaling 8 replications (dogs) per
treatment. The animals consumed the diets for 30 days. On day 0 and day 30, blood
samples were collected to evaluate oxidative parameters and serum concentration of
cytokines (tumor necrosis factor alpha, interleukins 2, 6 and 10) and phagocytic capacity
of neutrophils and monocytes and fresh feces were collected for quantification of
immunoglobulin A (IgA). ACE activity, cholesterol and its fractions, systemic blood
pressure and urinary parameters of dogs, including sodium, potassium and chloride
concentrations were evaluated only on day 30. Serum cytokine concentrations and
serum LDL cholesterol concentrations did not meet the assumptions of analysis of
variance and were compared using the Kruskal-Wallis test (P<0.05). IgA quantification,
phagocytic index and antioxidant capacity were subjected to analysis of variance
considering block and diet effects, using time zero (baseline value) as a covariate. The
results obtained for the other variables were subjected to analysis of variance
considering only the block and diet effects. When they differed by the F test, means
were split into polynomial contrasts according to the level of inclusion of FVH (P<0.05).
Urinary sodium concentration and renal excretion showed a linear increase with the
inclusion of FVH due to the higher concentration of this macroelement in this raw
material (P<0.001). However, this increase in sodium levels and intake by the animals
did not influence serum ACE activity and systemic blood pressure (P>0.05), which
remained within the reference values for dogs. Urinary pH (P<0.001) decreased
quadratically with the inclusion of FVH, with values also considered adequate for dogs.
The phagocytic index and oxidative parameters did not differ between diets (P>0.05).
Dogs fed 100% FVH had lower serum LDL concentrations (P=0.03). No other lipid
differences were observed (P>0.05). Dogs fed 100% FVH had lower serum
concentrations of IL-2 and TNF (P<0.05). Concentrations of IL-6 and IL-10 were lower in
dogs fed 100% FVH than in animals fed 25% FVH and 50% FVH (P<0.05), presenting
intermediate values when compared with animals fed the control diet. IgA concentrations
were higher in dogs fed the 100% FVH diet (P=0.003). The inclusion of FVH in diets for
healthy dogs proved to be safe because it did not alter the metabolic parameters
evaluated. Changes in serum cytokine concentrations and fecal IgA concentration
suggest physiological effects of FVH in modulating inflammation, by inducing a reduction
in systemic inflammation, in addition to its immunomodulatory action, with possible
benefits for the health of healthy dogs.

Keywords: hydrolysis; bioactive peptides; oxidation; inflammatory; immunity.
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1. INTRODUCAO

Os animais de companhia passaram a desempenhar papel importante na
sociedade, sendo considerados por muitos proprietarios como “membros da familia”.
Consequentemente, os proprietarios demonstram-se cada vez mais preocupados
com a saude e bem-estar desses animais, principalmente em relacédo a alimentacao,
priorizando a oferta de uma dieta completa e balanceada, aliada a melhora na
qualidade e expectativa de vida dos animais. Diante deste cenario, é notério o
crescimento do mercado pet nos ultimos anos, o qual faturou no ano de 2022 a
quantia de 41,96 bilhdes de reais, sendo o segmento alimentar (pet food)
responsavel por 80% desse valor (Abinpet, 2023). Assim, um dos focos da nutricdo
de caes e gatos tem sido direcionado para a busca de ingredientes que atendam a
crescente exigéncia do mercado consumidor.

Dentre esses, 0s ingredientes proteicos que representam cerca de 30% da
composicdo das racdes para caes adultos, estdo entre os ingredientes mais
estudados e discutidos, principalmente em relacdo a sua qualidade, perfil de
aminoacidos essenciais, digestibilidade, sustentabilidade ambiental e seguranca
(Peres, 2018; Carciofi et al., 2006; Fortes, 2005). A farinha de visceras de frango,
dentre os ingredientes de origem animal, é a mais utilizada pela industria pet food e
representa boa fonte de nutrientes, com bom balanco de aminoacidos essenciais,
guantidades adequadas de proteina, gordura, calcio, fésforo e magnésio, além de
apresentar boa palatabilidade, digestibilidade e disponibilidade comercial (Carciofi,
2008; Kawauchi et al., 2014). Porém, pode sofrer grande variacdo em sua
composi¢do nutricional e digestibilidade, de acordo com método de processamento
empregado e a inclusdo de componentes da carcaca, resultando em ingredientes
com valores nutricionais bastante diferentes (Carciofi, 2008; Carciofi et al., 2009;
Dozier et al., 2003; Ribeiro et al., 2019). Dessa forma, é essencial o estudo de novos
ingredientes e tecnologias com o objetivo de desenvolvé-los de forma mais estaveis
e padronizados, com qualidade nutricional superior e que desempenham funcdes
bioldgicas benéficas.

A farinha de visceras de frango hidrolisada € um ingrediente obtido pelo
emprego da hidrolise enzimatica em visceras, miudos e carne de frango desossada

e tém sido utilizadas frequentemente em dietas para cées e gatos. A utilizacdo de



ingredientes hidrolisados na dieta dessas espécies, tém sido utilizadas ha cerca de
20 anos principalmente como fonte de aminoacidos (Cave, 2006). Além disso, essa
biotecnologia tem o intuito de melhorar as caracteristicas nutricionais e funcionais do
ingrediente, por meio da obtencdo de grupos funcionais, como o0s peptideos
bioativos, durante o processo de hidrdlise (Kristinsson e Rasco, 2000; Dieterich et
al.,, 2014). Esses peptideos sdo considerados benéficos ao organismo, com
potencial de contribuirem para a melhora da saude dos animais, apresentando
possivel atividade antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora,
hipocolesterolémica e de controle da pressao arterial (Saadi et al., 2015; Hou et al.,
2017; Miltenburg et al., 2020; Romero-Garay et al., 2022). Um uso muito relevante
atualmente dos hidrolisados proteicos é em formulagdes hipoalergénicas. InUmeras
empresas multinacionais e nacionais dispdem hoje de apresentacbes comerciais
para caes com hipersensibilidade alimentar, manifestando-se esta por altera¢des na
pele e diarreia crénica (Rondelli et al., 2015; Szczepanik et al., 2022). O processo de
hidrélise remove a antigenicidade destas fontes proteicas, que ndo sdo mais
reconhecidas pelo sistema imune dos cédes, mesmo dos sensibilizados para aquela
fonte proteica (Olivry et al., 2017). Limitacdo para a compreensdo destes
ingredientes € que a maioria das pesquisas foram realizadas com roedores ou
outros modelos animais, e informacbes para cdes baseadas em estudos sao
bastante escassas. Sua seguranca e efeitos fisiol6gicos para a espécie ndo foi
adequadamente investigada, principalmente quando relacionadas aos efeitos
antioxidantes, inflamatorios, metabdlicos e imunolégicos da inclusdo de hidrolisados

proteicos.

1.1. Justificativa

Achados da literatura em modelos animais indicam possiveis efeitos
biolégicos benéficos do consumo de hidrolisados proteicos, o que justifica sua
investigacdo para caes. Esse ingrediente possui excelente qualidade como fonte
proteica por apresentar elevada concentracdo de proteina e digestibilidade, com

baixa matéria mineral (Scarpim et al., 2024). Desse modo, se torna ingrediente



promissor para ser utilizado em formulacdes de racdes extrusadas para caes.

Além da sua qualidade, se esses mesmo efeitos biolégicos que foram
observados nos demais modelos animais forem observados em caes, a farinha de
visceras de aves hidrolisada podera ser interessante para formulacées de dietas que

priorizem a saude, bem as direcionadas a situacdes clinicas especificas.

1.2. Hipotese

De acordo com o identificado pela literatura cientifica, a utilizacdo da farinha
de visceras de aves hidrolisada (FVH) em substituicdo a farinha convencional de
visceras de aves (FVA) low ash devera alterar respostas metabolicas e fisiologicas
em cdaes, inibindo a atividade plasmatica da enzima conversora de angiotensina
(ECA), reduzindo a pressao sisttmica média e aumentando a excrecdo renal de
sédio. O FVH estimulara, ainda, a producdo de um conjunto de citocinas
relacionadas a ac¢les inflamatorias e imunoldgicas, com melhor atividade de

parametros oxidativos de caes.

1.3. Objetivos gerais

Foram objetivos da presente dissertacdo avaliar os efeitos de inclusdes
crescentes de FVH, em substituicdo a FVA sobre parametros metabdlicos,

oxidativos, imunoldgicos e inflamatérios de céaes.

1.4. Objetivos especificos

Comparar em caes alimentados com racdes contendo quantidades
crescentes de FVH os teores séricos de colesterol total e fragdes lipidicas, a
atividade sérica da ECA, pressao arterial sistémica média, caracteristicas urinarias
incluindo volume, densidade e pH, excrecdo renal de soédio, cloretos e potéassio,
concentracdo sérica de um painel de citocinas e parametros antioxidantes,

quantificacdo das concentracdes de IgA fecal.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Proteina nanutricdo de caes e gatos

Os ingredientes proteicos representam cerca de 30 a 40% da composi¢cao das
racdes formuladas para caes e gatos e estdo entre os ingredientes mais estudados e
discutidos atualmente, principalmente em relacdo a sua qualidade proteica e perfil
de aminoacidos essenciais. As proteinas sdo moléculas organicas compostas por
aminoacidos em cadeia peptidicas, fundamentais para o crescimento, manutencéo e
saude dos animais, sendo importantes para estruturas das membranas celulares,
proteinas plasmaticas, enzimas, horménios e anticorpos, exercendo importante
funcdo no sistema imune (Nelson e Cox, 2014). As proteinas sdo adicionadas as
racdes seja a partir de ingredientes de origem animal ou vegetal, cereais, entre
outros.

A farinha de visceras de frango, dentre os ingredientes de origem animal, € a
mais utilizada pela industria pet food. Ela é adquirida apds o processamento de
subprodutos de abatedouros e representa boa fonte de nutrientes, contém adequado
balanco de aminoacidos essenciais, quantidades adequadas de proteina, gordura e
matéria mineral em sua composicdo, além de apresentar boa palatabilidade,
digestibilidade e disponibilidade comercial (Carciofi, 2008; Kawauchi et al., 2014).
Porém, esse ingrediente pode sofrer grande variagdo em sua composi¢do nutricional
e na digestibilidade, de acordo com método de processamento empregado e a
inclusdo de componentes da carcaca, resultando em ingredientes com valores
nutricionais bastante diferentes (Carciofi, 2008; Carciofi et al., 2009; Dozier et al.,
2003; Ribeiro et al., 2019). Dessa forma, é essencial o estudo de novos ingredientes
e tecnologias com o objetivo de desenvolver matérias primas mais estaveis e
padronizados, com excelente qualidade nutricional e que venham a desempenhar
funcdes bioldgicas benéficas.

Em dietas para cées, as proteinas séo frequentemente adicionadas de forma
integra e ndo passam por processo de hidrolise industrial prévia. No intestino
delgado a proteina consumida é prontamente hidrolisada em peptideos menores e

aminoacidos livres por acdo de enzimas como proteases e oligopeptidases. Porém,



estd pode ser hidrolisada previamente a producdo das racdes com o objetivo de
melhorar a qualidade final do ingrediente, uma vez que ap0s o processo de hidrélise
enzimatica ocorre 0 aumento da sua digestibilidade, reducdo de sua antigenicidade
e criacdo de funcionalidades orgéanicas potenciais, desenvolvidas por peptideos
bioativos liberados no processo de hidrolise (Cave, 2006; Etemadian et al., 2021,
Noli et al., 2021).

2.2. Proteina hidrolisada de frango e peptideos bioativos

A farinha de visceras de frango hidrolisada € um ingrediente proteico inovador
obtido pelo emprego da hidrélise enzimética em visceras, miudos e carne de frango
desossada. Essa biotecnologia vem sendo aplicada a diversos ingredientes de
origem animal e vegetal, com o intuito de melhorar as caracteristicas nutricionais e
funcionais, pois no processo de hidrolise enzimatica ocorre a quebra das ligacdes
peptidicas das proteinas pela acdo das proteases, liberando fragmentos de
diferentes tamanhos, como os poli, tri e dipeptideos e aminoacidos livres. Isto resulta
em produto com elevada digestibilidade, além do desenvolvimento de grupos
funcionais, como peptideos bioativos benéficos ao organismo (Kristinsson e Rasco,
2000; Dieterich et al., 2014; Hou et al., 2017).

A bioatividade dos peptideos pode ser influenciada por diferentes fatores, o
gue torna complexo se estabelecer e garantir que todos os hidrolisados tenham a
mesma composicao de peptideos e bioatividade. Durante o processo de hidrélise os
peptideos assumem graus diferentes de polimerizacdo, que pode influenciar
profundamente a sua bioatividade (Etemadian et al., 2021; Noli e Beltrando, 2021).
O tipo de enzimas utilizadas, tempo de hidrélise, temperatura utilizada no processo
de hidrélise e no processamento das racdes e o pH influenciam marcadamente na
bioatividade final do ingrediente (Morais et al., 2014; Kaur et al., 2021).

Os peptideos bioativos sdo aminoacidos ligados covalentemente entre si.
Ppermanecem inativos dentro da proteina integra e s se tornam ativos apos a acao
das proteases presentes no trato gastrointestinal ou pela hidrélise industrial, também
utilizando proteases. A aplicagdo industrial de proteases é o método mais utilizado e

menos agressivo, pois confere menor danos aos aminoacidos e as enzimas Sao



desativadas imediatamente apés a hidrolise. Inversamente, a acdo das enzimas
endodgenas € incontrolavel, possuem sitios de clivagem especificos o que pode
fornecer uma quantidade restrita de peptideos bioativos (Lafarga e Hayes, 2014).
Estudos realizados com algumas espécies animais, como ratos, camundongos,
suinos, aves e peixes evidenciaram alguns efeitos benéficos das proteinas
hidrolisadas, como efeitos anti-hipertensivos, atividade antioxidante e
antimicrobiana, hipocolesterolémica e melhora do sistema imunoldgico (Mas-
Capdevila et al., 2018; Yang et al., 2009; Duarte et al., 2006; Wu et al., 2022; Liang
et al., 2006). Na nutricdo de caes e gatos, sua utilizagdo ocorre principalmente em
dietas hipoalergénicas e em palatabilizantes, podendo ser utilizadas também para

animais com doenca inflamatéria intestinal (Cave, 2006).

2.3. Acdes dos peptideos bioativos
2.3.1.Acdes metabdlicas

A enzima conversora da angiotensina (ECA) esta envolvida, em especial, na
regulacdo do liquido extracelular e da presséo arterial por sua a¢do vasoconstritora,
(Reece, 2017). A ECA é responsavel por converter a angiotensina | em angiotensina
Il. A angiotensina Il esta envolvida em especial na regulacédo do liquido extracelular
e da presséao arterial devido a sua acao vasoconstritora, estimulando diretamente a
reabsorcdo de sédio e, indiretamente, aumentando a secre¢do de aldosterona pelo
cortex da adrenal e da vasopressina pela hipdéfise, que atua por sua vez nos ductos
coletores aumentando a ecrecao de agua (Reece, 2017).

Em humanos hipertensos séo utilizados medicamentos que atuam inibindo a
ECA, entretanto muitos medicamentos oferecem alguns efeitos adversos:
angioedema, tosse seca, alteracdes do paladar, alergias cutédneas, entre outros
(Sica, 2004). A ocorréncia desses efeitos colaterais e o0 aumento expressivo da
populacdo hipertensa e com problemas cardiovasculares, contribuiram para
pesquisas para seres humanos sobre os peptideos com acédo anti-hipertensiva
derivados de alimentos (Ryan et al., 2011).

Os peptideos bioativos inibem a ECA se ligando ao seu sitio ativo, ou ainda,

alterando sua conformacdo ao se ligar a um sitio inibidor impossibilitando que a



Angiotensina | se ligue ao local ativo (Ryan et al., 2011). Estudos realizados in vitro
utilizando diversos hidrolisados de subprodutos de aves, dentre eles da crista e da
“papada”, dos peés, visceras, pele, do coldgeno comercial obtido de aves, do extrato
de osso, entre outros evidenciaram capacidade in vitro de inibicdo da atividade da
ECA (Bezerra et al., 2019; Mas-Capdevila et al., 2018; dos Santos Aguilar et al.,
2019; Mane e Jamdar, 2017; Onuh et al., 2015; Yusop et al., 2016; Soladoye et al.,
2015)

Existem diversos estudos in vivo com hidrolisados proteicos que avaliaram
efeitos inibitorios da ECA, tendo ratos como modelo animal. Dentre estes, Mas-
Capdevila et al. (2018) ao alimentar ratos hipertensos com uma dose de 55 mg/kg
de hidrolisado de pé de frango evidenciaram reducdo na atividade da ECA.
Igualmente em um estudo com ratos hipertensos, Huang et al. (2016) observaram
reducdo na atividade sérica da ECA quando utilizou dose de 200 mg/kg de
hidrolisado proteico de sardinha. No entanto, ao estudar esses efeitos fisioldgicos in
vivo, esses mesmos efeitos ndo foram observados em gatos alimentados com
farinha de visceras hidrolisadas (Ramos, 2022; Miltenburg et al., 2020).

A inibicdo da ECA é considerada a principal abordagem terapéutica para o
tratamento da hipertensdo, motivo pelo qual esta potencial bioatividade de
hidrolisados proteicos tem chamado muito a atencdo de pesquisadores (Zaky et al.,
2022). A presenca e a qualidade dos peptideos bioativos, no entanto, sdo
influenciadas pelos tipos de proteases empregadas, pela sua capacidade de resistir
as diferencas de pH e as enzimas do trato gastrointestinal, condicbes de
processamento das racbes e 0s substratos proteicos empregados, que irdo
determinar a capacidade desses peptideos se ligarem corretamente aos sitios de
inibicdo da ECA (Lopez-Barrios et al., 2014; Wongngam et al., 2020).

Durante o processo de producdo as matérias-primas sdo misturadas,
extrusadas e secas. Alguns autores pesquisaram se se essas alteracdes realmente
poderiam influenciar na qualidade do peptideo e consequentemente na atividade da
ECA. Foi evidenciado que quando submetidos a 100 °C por 1 hora a atividade da
ECA ndo é influenciada, mas quando submetidas a 100 °C por 3 horas esta é
eliminada (Lépez-Sanchez et al., 2016; Shi et al., 2019).



Dentre seus diversos mecanismos de acao, os hidrolisados proteicos podem
também auxiliar na reducdo do colesterol sérico. Esse feito deve-se a acdo dos
peptideos bioativos presentes no hidrolisado proteico, que podem atuar como
inibidores da atividade enzimatica da 3-hidroxi-3metilglucaril-CoA redutase (HMG-
CoA), enzima que atual na liberacdo de colesterol (Romero-Garay et al., 2022).
Outros possiveis mecanismos de acdo dos peptideos proposto para seres humanos
estdo relacionados com suas altera¢cbes no metabolismo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), na inducdo da expressao de receptores para LDL, aumento da
sintese de acidos biliares e queda da absorcdo de esteroides pelo intestino
(Erdmann et al., 2008).

Existem algumas evidéncias cientificas que indicam que os efeitos
hipocolesterolémicos estejam relacionados com as diferencas no perfil de
aminoacidos presentes nas matérias primas. Por exemplo, foram observados que
esse efeito pode ser observado em seres humanos utilizando proteinas de soja e
peixes, isso pode estar relacionado com a baixa relacdo metionina-lisina e lisina-
arginina nesses ingredientes (Wergedahl et al., 2004). Peptideos da caseina bovina
tendem a aumentar os niveis de colesterol devido a alta relacdo metionina-glicina e
lisina-arginina (Erdmann et al., 2008). Em ratos, as propor¢des de metionina-glicina
e lisina-arginina sdo determinantes da aterogenicidade e aumento dos niveis de
colesterol sanguineo, respectivamente, e a arginina e a glicina quando em maiores
concentracbes podem agir como fatores protetores (Giroux et al., 1999; Sarwar e
Ratnayake et al., 1995).

Em modelos animais os estudos que avaliam esses efeitos dos peptideos
sobre os niveis do colesterol na corrente sanguinea sdo escassos. Em um
experimento realizado in vivo com camundongos alimentados com hidrolisado de
figado de frango juntamente com uma dieta de alta gordura, foi evidenciado a
reducdo nos niveis séricos de colesterol total e colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (Wu et al.,, 2020). Entretanto, 0s mecanismos exatos e as correlacdes
entre os aminoacidos e seus efeitos sobre o colesterol sérico e LDL s&o pouco

conhecidos (Peighambardoust et al., 2021).

2.3.2. Capacidade Antioxidante



Alguns peptideos derivados de produtos animais como carnes e peixes,
podem apresentar funcdes antioxidantes pela remoc¢édo de radicais livres e/ou
inibicdo dos produtos das reacbes oxidativas (Hou et al., 2017; Aguilar-Toala e
Liceaga, 2021). Algumas enzimas sao utilizadas como biomarcadores do estresse
oxidativo, como as enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa transferase que tem funcbes importantes na manutencao
constante da concentracao de radicais oxidativos e remocao de espécies reativas de
oxigénio (EROs). O acumulo de EROs e a destruicdo de células no estresse
oxidativo é observado quando ocorre a inibicdo da atividade de uma dessas duas
enzimas (Rudenko et al., 2021).

Outro importante biomarcador do estresse oxidativo é a capacidade
antioxidante total (TAC), que traduz o efeito sinérgico entre as enzimas e
componentes antioxidantes presentes no organismo (Crews et al., 2000). Em seres
humanos foi observado que algumas doencas cardiometabdlicas, como hipertenséo
arterial, hiperglicemia, obesidade, valores altos de triglicerideos e baixos de HDL
estdo associadas com o estresse oxidativo, observado pelo aumento da producéo
de EROs devido as mudancas metabdlicas. Esse aumento, por sua vez, causa
diminuicdo da CAT devido a maior concentracdo de EROS comparadas a outros
componentes antioxidantes (Barbosa et al., 2010; D’Archivio et al., 2012; Kaefer et
al., 2011; Han et al., 2013). No entanto, existem poucos estudos que relacionem a
TAC as doencas cardiometabdlicas.

Em um estudo recente com cées alimentados com 24% hidrolisado de figado
de frango, foi observado auséncia de diferenca na capacidade antioxidante total.
Isso pode ter ocorrido devido ao aumento no estresse oxidativo causado pelo
aumento da monoamina oxidase (MAO), que durante o processo de desaminacao
produzem aménia e peroxido de hidrogénio (H20:2) (Pinto et al., 2023).

A Glutationa (GSH) & uma enzima antioxidante que estad diretamente
relacionada a defesa das células contra o estresse oxidativo e morte celular, agindo
na protecéo celular contra as EROs (Joseph et al.,1997). A GSH possui duas formas
de defesa, enzimatica e ndo enzimatica, e sua acado enzimatica compreende varias

enzimas do ciclo redox, sendo a glutationa peroxidasse a mais importante. Outras
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formas de defesa enzimatica incluem a SOD e a catalase, que vao agir na remocéao
de EROs promovendo reducédo do estresse oxidativo (Chen et al., 2010). Em ratos a
inclusao do hidrolisado proteico de pés de frango resultou num aumento na atividade
da glutationa reduzida (GSH) e este achado foi relacionado com redugédo do
estresse oxidativo (Mas-Capdevila et al., 2019). Em outros estudos realizados in vivo
com hidrolisado proteico de origem vegetal foi observado aumento na atividade da
SOD e glutationa peroxidase em suinos (Han et al., 2017) e camundongos (Fang e
Wang, 2009) alimentados com hidrolisado de glaten de milho.

2.3.3. Capacidade imunomoduladora

As citocinas sdo polipeptideos imunomoduladores divididos em classes
principais: Interleucinas (IL), interferons (IFN), quimiocinas, fatores estimulantes de
colonias (CSF) e fatores de necrose tumoral (TNF) (Merck Corporation, 2013;
Paltrinieri, 2008; Javard et al., 2017). Sdo produzidas em cascata, isto €, apds a
producdo de uma citocina ela estimulara as suas células-alvos a produzirem outras
citocinas que podem aumentar (citocinas pro inflamatérias produzidas pelas células
Thl) ou atenuar (citocinas anti-inflamatérias produzidas pelas células Th2) a
resposta inflamatdria, influenciando a atividade, diferenciacdo, proliferacdo e
conservagao da célula imunologica (Zhang et al. 2007). As respostas Thl e Th2
podem ser antagonistas, ou seja, quando uma célula é ativada a outra € suprimida,
desencadeando diferentes respostas imunes (Male et al. 2006; Halliwel and Gorman,
1992).

As interleucinas IL2, IL6 e TNF (fator de necrose tumoral) sédo citocinas pro-
inflamatdrias produzidas por células inflamatorias, especialmente os macréfagos,
que exercem importantes efeitos na inflamacdo, reparacédo tecidual e fibrose.
Subpopulacdes de macrofagos sao responsaveis principalmente pela liberacdo de
de IL-1 B e TNF-a (Male et al., 2006; Sommer et al., 2010; Curfs et al., 1997). A
TNF-a é uma das citocinas responsaveis pela resposta de fase aguda ao estimulo
inflamatorio e exerce muitas acdes protetoras nas mucosas, estimula as atividades
microbicidas dos neutrofilos e macrofagos e induzem o recrutamento de neutréfilos e
mondcitos para os locais de infeccdo (Male et al., 2006; Halliwel and Gormann

1992). A IL-6 atual na imunidade natural e adquirida e € sintetizada por fagocitos
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mononucleares e linfocitos, sob estimulo de outras citocinas como IL-1 e TNF. Esta
estimula a producéo de neutrofilos e o crescimento de linfécitos B. Esta envolvida na
producdo de muitas outras citocinas, promovendo a producéo de IL-2 pelos linfocitos
Th ativados. A IL-2 induz a expressao de receptores (IL-2R) para a IL-2 e age na
regulacéo, crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo das células responsaveis pela
imunidade, como os leucécitos e linfocitos T. A IL-6 pode desempenhar algumas
outras func¢des, como: efeito sinérgico com a IL-4 promovendo a diferenciacdo das
células Th2; cofator junto com a IL-1 na sintese de IgM e junto com a IL-5 na sintese
de IgA (Male et al., 2006; Halliwel and Gormann 1992).

As citocinas IL-10 e IL-4 s&o consideras anti-inflamatorias, produzidas por
uma variedade de células do sistema imune. Auxiliam as células B na diferenciacao
plasmética secretando anticorpos, especificamente as imunoglobulinas (IgG, IgA ou
IgE) durante a resposta imune humoral (Day e Schultz, 2014). Inibem as citocinas
pré-inflamatérias produzidas pelas células Thl, principalmente TNF e IL-6 e atuam
na proliferacdo de mastécitos (Male et al., 2006; Halliwel and Gormann 1992).

Diante dessas fung¢des das citocinas na imunomodulagédo e do proposto de
gue os peptideos presentes nos hidrolisados proteicos podem apresentar acao
potencial sobre a producao sérica destes compostos e na resposta imunoldgica dos
animais, estudos em camundongos (Yang et al., 2009), frangos (Wu et al., 2022),
gatos (Ramos, 2022), caes (Pinto et al., 2023) e peixes (Liang et al., 2006) foram
conduzidos, investigando efeitos da proteina hidrolisada de origem animal e vegetal
nessas espécies. Foi evidenciado o aumento da secrecdo das citocinas Interleucina
IL-2 e IL-6 em camundongos alimentados com preparacéo de oligopeptideo marinho
de salm@o-keta, pelo método de hidrolise enzimatica (Yang et al., 2009). Em um
estudo recente, Wu et al., (2022) investigaram a acao do hidrolisado proteico de
gluten de milho em frangos desafiados com Escherichia coli, também demonstrando
aumento na secrecédo das citocinas TNF-a e IL-6. Esse efeito pode ser evidenciado
também em gatos saudaveis alimentados com farinha de visceras de aves
hidrolisada, onde foi possivel observar estimulo ao aumento sérico das citocinas
Fator de células tronco, fator quimiotatico de mondcitos e IL-8, IL-2, IFN-gama e
TNF-alfa (Ramos, 2022). Em cdaes, existem poucos estudos sobre os efeitos da

proteina hidrolisada de origem animal. Recentemente, Pinto et al., 2023 observou
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que caes alimentados com hidrolisado de figado de aves (HFA) ndo apresentaram
reducdo nas concentracdes plasmaticas de IgA ao longo de 45 dias, enquanto caes
alimentados com a dieta controle, tiveram suas concentracdes de IgA reduzida ao
longo desse periodo. No entanto, sabe-se que as concentracdes plasmaticas de IgA
pouco se correlacionam com a IgA secretora, que € encontrada predominantemente
na mucosa intestinal (German et al., 1998). Nesse mesmo estudo foram avaliadas
as concentragfes séricas de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10),
entretanto todas se mantiveram normal apos 45 dias de consumo da dieta a base de
HFA com excec¢éao da IL-4 que houve uma reducao independente da dieta. (Pinto et
al., 2023).

Com o objetivo de reduzir estresse e doencas em psicultura, Liang et al.,
(2006) avaliaram o efeito do hidrolisado proteico de peixes (HPP) em robalos. Os
autores verificaram que o indice fagocitario foi significativamente maior nos grupos
alimentados com HPP do que o grupo controle, identificando melhora na resposta
imune inata. Adicionalmente, em peixes alimentados com hidrolisado proteico de
origem animal, foram observados efeitos significativos no aumento de
imunoglobulinas, sugerindo que a inclusdo desse ingrediente na alimentacéo resulta
em melhora das condicdes biologicas e imunoldgicas e resisténcia a doencas (Bui et
al., 2014). Entretanto, o conhecimento da influéncia dos hidrolisados sobre as
células de defesa, indices fagocitarios e producédo de anticorpos permanece ainda
incerto para caes, existindo desafios de pesquisa para estudos adicionais nessa

area para diferentes espécies animais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do estudo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Nutricdo e
Doengas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”, do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (FCAV/UNESP), Campus

de Jaboticabal.
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Os procedimentos experimentais in vivo foram submetidos previamente a
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, estando de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

(COBEA). Estes foram aprovados sob o processo numero 7511/22.

3.2. Animais e manejo alimentar

Foram utilizados 32 cées da raca beagle, machos ou fémeas, castrados ou
nao, com peso meédio de 13,3 + 0,4 kg e idade média de 4 + 1,5 anos. A média do
escore de condicdo corporal dos cées foi de 6 + 1,5, na escala de 1 a 9 pontos
(Laflamme, 1997). Os cées foram imunizados com as vacinas polivalentes e anti-
rabica, vermifugados e passaram por avaliacdo fisica, hematoldgica, bioquimica
sérica (alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, ureia, creatinina, proteina total e
albumina), exame de urina e exame coproparasitolégico para confirmacgéo da saude.

Durante o periodo de adaptacdo os cdes permaneceram alojados em canis
com solario, medindo 1,5m x 4,0m. Durante este periodo os animais foram soltos
diariamente em area gramada, para a pratica de exercicios voluntarios e
socializacdo. Durante o periodo de coleta de urina, para andlise dos parametros
urinéarios, os cédes foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais em INOX,
medindo 1,0m x 1,0m x 1,0m, permitindo a quantificacdo da ingestao alimentar e
coleta total da urina para analise dos parametros urinarios.

A guantidade de alimento oferecida aos cées foi individualmente calculada de
acordo com a energia metabolizavel da dieta e a necessidade energética individual,
de acordo com as recomendacgOes do Nutrient Requirements of Dogs and Cats
(NRC, 2006). Os cédes foram pesados semanalmente e a quantidade de alimento
fornecida foi ajustada, se necessario, para manutencdo do peso corporal dos
animais. A quantidade total diaria foi oferecida uma vez ao dia as 15:30 horas. Agua

permaneceu ad libitum durante todo o periodo experimental.

3.3. Tratamentos experimentais
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Com base na composi¢cdo quimica analisada dos ingredientes teste (Tabela
1), foi formulada uma racdo experimental controle, com apenas farinha convencional
de visceras de aves (FVA) low ash como fonte de proteina. Esta formulacédo teve
substituicdo de 25%, 50% e 100% da proteina adicionada por farinha de visceras de
aves hidrolisada (FVH), gerando assim quatro dietas com composicdo semelhante
de proteina e gordura (Tabela 2). Devido as diferencas de composicao entre a FVA
e a FVH, ajustes nas fontes de carboidratos, gordura, fosfato bicalcico e carbonato
de calcio foram necessarios para que as racdes apresentassem composicoes
quimicas semelhantes. Todas as formulacdes foram completas e balanceadas em
relacdo aos nutrientes essenciais para caes adultos, de acordo com as
recomendagdes da FEDIAF (2021).
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Tabela 1. Composicdo quimica analisada da farinha convencional de visceras de
aves low ash e da farinha de visceras de aves hidrolisadas.

Farinha de visceras de aves
Convencional low ash Hidrolisada

Composicao quimica (%)

Umidade 3,4 5,2
Extrato Etéreo hidrélise acida 13,9 6,1
Matéria mineral 8,1 4,7
Calcio 1,8 0,2
Fésforo 1,4 1,3
Proteina bruta 69,0 75,5

Aminoacidos essenciais (%)

Arginina 4,8 5,2
Histidina 1,6 1,8
Isoleucina 3,1 3,4
Leucina 55 5,8
Metionina 1,9 2,1
Metionina + Cistina 2,8 2,9
Fenilalanina 3,0 3,0
Fenilalanina + Tirosina 5,5 5,4
Treonina 3,1 3,2
Valina 3,9 3,9
Triptofano 0,9 0,9
Lisina 4,9 5,6

Aminoacidos nao essenciais (%)

Alanina 4,3 4,9
Acido Aspartico 6,3 6,7
Acido Glutamico 9,2 10,6
Glicina 5,3 6,3
Prolina 3,8 4,3
Serina 3,1 3,0

Aminoacidos Totais (%) 68,0 74,0
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Tabela 2. Composicdo de ingredientes das dietas experimentais para cdes com
inclusdes crescentes da farinha de visceras de aves hidrolisada.

Dietas experimentais?

Ingrediente (%) (6{0) 25% 50% 100%
Milho gréo 30,00 30,00 30,00 30,00
Arroz quirera 24,79 24,51 24,24 23,69
Farinha visceras Low Ash 28,51 21,38 14,25 -

Farinha de visceras de aves hidrolisada - 6,55 13,10 26,19
Gordura de aves 9,19 9,67 10,15 11,11
Fibra de cana? 2,50 2,50 2,50 2,50
Palatabilizante liquido® 2,00 2,00 2,00 2,00
Calcéareo 0,49 0,70 0,90 1,32
Fosfato bicalcico 0,36 0,58 0,81 1,26
Premix MIN/VIT# 0,60 0,60 0,60 0,60
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto de potassio 0,60 0,54 0,49 0,37
Cloreto de colina 0,32 0,32 0,32 0,32
Antifingico® 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante® 0,05 0,05 0,05 0,05

1CO, dieta controle sem o ingrediente teste; 25% da farinha de visceras de aves
hidrolisada; 50% da farinha de visceras de aves hidrolisada; 100% da farinha de
visceras de aves hidrolisada.

2Vit2be Fiber, Dilumix Industrial Ltda., Leme, Brasil.

SD'TECH 10L, Palatabilizante Liquido, SPF do Brasil Industria e Comércio Ltda.,
Descalvado, Brasil.

4Adicionado por kg da dieta: Vitamin A, 18,750 IU; Vitamin D3, 1,500 IU; Vitamin E, 125 IU;
Vitamin K3, 1,5 mg; Vitamin B1, 5 mg; Vitamin B2, 16.25 mg; Pantothenic Acid, 37.5 mg;
Vitamin B6, 7.5 mg; Vitamin B12, 45 mcg; Vitamin C, 0,125 g; Nicotinic Acid, 0.0625; Folic
Acid, 0.75 mg; Biotin, 0.315 mg; Iron, 0.1 g; Copper, 9.25 mg; Manganese, 6.25 mg; Zinc,
0.15 g; lodine, 1.875 mg; Selenium, 0.135 mg.

*Mold Zap Citrus: Ammonium dipropionato, acetic acid, sorbic acid and benzoic acid. Alltech
do Brasil Agroindustrial Ltda.

6 Banox, Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda., Araucaria, Brasil.



17

As dietas foram analisadas (AOAC, 2010) por meio de secagem em estufa
para avaliacdo da matéria seca (MS) (método 934-01), oxidadas em mufla para
determinacdo de matéria mineral (método 942-05), a proteina bruta foi determinada
por método de Kjedahl (método 954-01), fibra bruta com tratamento acido e béasico
(método 991-43) e extrato etéreo mediante hidrolise acida prévia (método 954-02). A
guantidade de amido foi determinada segundo (Hendriks e Sritharan, 2002). A fibra
dietética total foi avaliada por método enzimatico-gravimétrico (método 2009.01). O
grau de gelatinizacado do amido foi determinado pelo método da amiloglicosidade (S&
et al., 2013) para se acessar a qualidade de processamento. O perfil de aminoacidos
dos ingredientes foi analisado de acordo com Hagen e Frost (1989). O teor de
triptofano foi determinado segundo Lucas e Sotelo (1980). Os conteudos de lisina
livre foram avaliados pelo método 1-fluoro-2:4-dinitrobenzeno (FDNB), conforme
descrito pela AOAC (método 975.44). Além disso, as dietas foram encaminhadas
para analise de cloretos por metodologia interna do laboratério em potencidmetro,
potassio (AOAC: 2013.06,21ed, 2019) e sbédio (AOAC: 2013.06,21ed, 2019) na
Eurofins do Brasil (Garibaldi - RS). As andlises foram realizadas em duplicata e
repetidas quando o coeficiente de variacao foi superior a 5%. A composicado quimica

analisada das racfes encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao analisada, com base na matéria seca, das racbes
experimentais para cdes com inclusées crescentes da farinha de visceras de aves
hidrolisada.

Farinha de visceras de aves hidrolisada (%)

Ingrediente (%) Cco? 25% 50% 100%
Matéria Seca 95,8 97,6 95,5 94,5
Proteina Bruta 27,8 27,8 27,6 27,9
Amido 37,8 37,5 37,1 37,3
Extrato Etéreo Hidrélise Acida 13,5 13,6 13,7 13,8
Matéria Mineral 5,5 5,8 5,6 5,2

Fibra dietética total 12,5 12,2 11,9 11,8
Sédio 0,34 0,27 0,26 0,36
Potassio 0,63 0,57 0,48 0,66
Cloretos 0,8 0,8 0,8 0,8

1 CO, dieta controle sem o ingrediente teste.
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3.4. Delineamento experimental

O estudo seguiu delineamento em blocos casualizados, com quatro blocos de
8 unidades experimentais (cdes) e dois animais por tratamento, totalizando oito
animais (repeticdes) por racdo (tratamento). Em cada bloco a distribuicdo dos caes
foi homogeneizada para que estes apresentassem idade e escore de condicéo
corporal similares (P>0,05). O fator de bloco foi o tempo, devido a impossibilidade de
estrutura para conducdo concomitante do estudo em 32 animais.

Anteriormente ao periodo experimental, no tempo zero, foi realizada coleta de
sangue para determinagdo do perfil antioxidante, ensaio de fagocitose e perfil de
citocinas séricas nos animais e coleta de fezes frescas para quantificagdo de IgA
fecal. Cada bloco do estudo teve duracdo de 30 dias, com todos os animais
consumindo as dietas de forma randomizada. Do dia 28 ao dia 30 foi realizada
coleta total de urina para determinacdo de pH, densidade, volume, concentracéo de
sédio, potassio e cloretos, e, no dia 30 foram realizadas mensuracdes da presséo
arterial sistémica média e coleta de sangue dos animais para o estabelecimento do
perfil antioxidante, atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA), colesterol

total e fracOes, ensaio de fagocitose e perfil de citocinas séricas.

3.5. Coletas de sangue dos animais

O sangue foi coletado por meio de punc¢do venosa central ou periférica, com
0s animais em jejum alimentar de oito horas e hidrico de duas horas. Foram
adotadas técnicas de contencdo fisica minima. Os cées sdo previamente adaptados
ao procedimento, como parte dos protocolos de manejo do laboratério, de modo a
nao demonstrarem desconforto ou medo durante o procedimento. Foram coletados
13 mL de sangue de cada animal, armazenados em tubo com ativador de coagulo
(BD Vacutainer® 4mL, Becton-Dickinson, USA) e com tempo de formacédo de
coagulo de 30 minutos. ApGs este tempo, os tubos foram centrifugados a 4 °C e
3.000G durante 10 minutos e em seguida o soro foi aliquotado com auxilio de
micropipetas em tubos do tipo Eppendorf, com quantidades especificas para cada

parametro a ser avaliado descritos abaixo, e armazenado a - 80°C.
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3.6. Parametros avaliados

3.6.1. Variaveis metabdlicas

Atividade da Enzima Conversora da Angiotensina (ECA)

Para a atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA), foram
utilizados 1,5 mL de soro para esta analise. As amostras foram enviadas ao
laboratério certificado Endomed (Jaboticabal/SP) e analisadas por metodologia

enzimatica de acordo com Nooranl e Nazeer (2020).

Mensuracdes de pressao arterial sistémica média

A determinacdo da pressao arterial sistélica (PAS) foi realizada por método
nao invasivo. Os animais foram colocados em decubito lateral direito, foram
utilizados manguitos do tipo neonatal de diversas larguras, escolhidos conforme a
circunferéncia do membro torécico, colocados no terco médio da regido radio-ulnar,
de acordo com Acierno et al. (2018). As mensurac¢fes foram realizadas no término
do experimento (dia 30) e foram realizadas cinco mensuracfes consecutivas,
considerando a média aritmética dos valores obtidos.

Previamente & mensuracdo da PAS, determinou-se a circunferéncia do
membro do animal ao nivel do terco médio do radio-ulna, para escolha de manguito
adequado, com largura correspondente a 40% da circunferéncia do membro. O
transdutor foi posicionado entre os coxins do carpo e metacarpo, sobre a regido da
artéria medial, iniciando-se a insuflacdo do manguito até a interrup¢do do pulso. A
PAS é caracterizada no momento do retorno da percepcao do pulso (ao desinflar o
manguito), de acordo com metodologia ja estabelecida (WARE, 2011).

Os seguintes equipamentos e materiais foram utilizados: gel a base de agua
para contato de transmissao ultrassonica (Ultra-Gel ULTRA, MultiGel, Silvianopolis-
MG, Brasil); doppler veterinario DV 610V (Medmega, Franca-SP, Brasil); manguitos
veterinarios numero quatro e cinco (Centaurus Vet, USA, 5 a 9,5cm de
circunferéncia); esfigmomandémetro anerdide manual (Premium® ML177, Wenzhou-
Zhejiang, China). Todas as mensurag¢des ocorreram no ambiente em que 0s animais
ja estavam habituados, a fim de se minimizar eventuais alteragbes comportamentais

e, consequentemente, de pressao arterial (Rodan et al., 2011; Acierno et al., 2018).
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Colesterol total e fracfes

As analises de colesterol total, colesterol HDL e triglicérides foram realizadas
com auxilio de kits comerciais veterinarios (Labtest — Colesterol Liquiform ref,76,
Colesterol HDL ref.13, Triglicérides Liquiform ref.87) seguindo as especificacdes do
fabricante em espectrofotometro (Labquest, Labtest Diagndstica S.A, Lagoa Santa,
Brasil). A concentracdo de colesterol LDL foi calculada pela formula de Friedewald
(Friedewald et al., 1972).

QuantificacBes urinérias

Para quantificagBes urinarias, a urina de 24h de cada animal foi coletada nas
gaiolas metabdlicas durante trés dias consecutivos. Estas foram coletadas em
garrafas plasticas com conservante timol na concentracdo de 100 mg (Sinthy,
LabSinthy, Diadema, Sao Paulo, Brasil). Apés o término de cada periodo de 24h, o
volume, pH e a densidade urinaria foram mensurados e as urinas armazenadas em
freezer -20 °C. Anteriormente as analises de sodio, potassio e dos cloretos, as
amostras foram descongeladas em geladeira durante 24h e homogeneizadas
compondo uma Unica amostra representativa dos trés dias de coleta de cada animal.
As concentracbes de sodio e potassio foram obtidas por eletrodos ion-seletivos
(Roche Diagnostics, 9180, Indianapolis, USA). A analise de cloretos foi realizada por
meio de kit bioquimico comercial especifico (Labtest Cloretos Liquiform ref.115)
seguindo as especificacfes do fabricante em espectrofotdmetro (Labquest, Labtest
Diagnostica S.A, Lagoa SOanta, Brasil). Utilizando esses resultados, foi possivel
calcular a excrecdo renal destes eletrélitos através dos valores de concentracdo
urinaria do eletrolito e volume de urina produzido diariamente (Mendonca et al.,
2018).

Os calculos de ingestdo de cada macroelemento foram realizados
considerando-se a ingestdo total diaria média de racdo de cada cdo e as

concentragdes destes macroelementos nas dietas.

3.6.2. Variaveis imunologicas e inflamatérias

Ensaio de fagocitose de neutréfilos e monécitos
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Para o ensaio de fagocitose foi coletado 1,0 mL de sangue via punc¢ao jugular
com heparina. Posteriormente, 100 uL de cada amostra foi incubada com 20 L de
“‘pHrodo E. Coli BioParticles”, reagente fornecido pelo kit comercial (pHrodo E. coli
BioParticles A10025, Molecular Probes Inc., Oregon, EUA). Para cada amostra de
sangue, dois tubos foram preparados com o reagente, um foi acondicionado em gelo
e 0 outro mantido em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. ApOs isso, as
amostras foram submetidas a lise de hemaceas, centrifugadas e lavadas, de acordo
com as especificacdes do fabricante. Duas amostras de controle negativo também
foram processadas da mesma forma em cada dia de coleta, ambos os tubos sem a
presenca de bioparticulas. As amostras foram analisadas por cittmetro de fluxo
(FACSCanto, Becton Dickinson Immunocytometry System, Mountain View, CA, EUA)
e os resultados mostrados em porcentagem do sinal de fluorescéncia dentro da
populacdo desejada de neutréfilos e mondcitos. A marcacdo da populacdo das
células foi analisada de acordo com seu volume e complexidade de acordo com o

software FlowJo™ versdo 10 (Neaga et al., 2013).

Perfil sérico de citocinas

Para o perfil sérico de citocinas foram analisados: fator de necrose tumoral
(TNF) alfa e interleucinas (IL) 2, 6 e 10. As dosagens de citocinas no soro foram
realizadas em duplicata por meio do kit Luminex especifico para caes, de acordo
com as recomendacdes do fabricante (MILLIPLEX MAP Canine Cytokine/Chemokine
Magnetic Bead Panel - Immunology Multiplex Assay - Merck Millipore, St Charles-
Missouri-USA).

3.6.3. Perfil antioxidante

Para avaliar os parametros oxidativos foram analisadas as concentragdes de
acido tiobarbitarico (TBARS), a partir da concentracdo do malondialdeido (MDA)
conforme descrito por Paya et al. (1992). A capacidade antioxidante total (TAC) foi
mensurada por meio de um kit comercial (Antioxidant Assay Kit, CS0790, Sigma-
Aldrich), seguindo as recomendacbes do fabricante. A atividade doadora de
hidrogénio pelos antioxidantes do soro foi avaliada através da capacidade de
sequestracdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), por espectrofotdmetro
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UV-visivel (SpectraMax M5, Molecular Devices, San José, Califérnia, EUA) A
carbonilacdo de proteinas (PC) foi medida usando kit comercial (Protein Assay Kit
Colorimetric Carbonyl, Cayman Chemical Company), conforme descricdo do
fabricante. A medic&o de tiol total, ou grupos sulfidrila (SH), foi realizada de acordo
com o método descrito por Hu (1994). Glutationa na forma reduzida (GSH) foi
quantificada por absorbancia em microplacas (Sedlak e Lindsay, 1968), e proteinas
totais em microplacas por coloracdo de Bradford (Bradford, 1976). Estas analises
foram realizadas no Laboratdrio de Nutricio e Metabolismo da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

3.6.4. IgA Fecal

Fezes frescas (imediatamente ap0s a eliminacdo) foram coletadas por trés
dias consecutivos antes e 30 dias ap0s o consumo das dietas experimentais. Em
cada periodo, as amostras de fezes foram agrupadas por céo e IgA fecal extraida
usando uma solucéo salina (Peters, 2004). Aproximadamente 1 grama de fezes foi
pesada e diluida em 10 mL de tampao de extracdo composto por solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) 0,01 M (pH 7,4), Tween 0,5% (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA) e azida sddica 0,05%. Apds a homogeneizacdo, as suspensdes
fecais foram centrifugadas a 1.500 x g por 20 min a 5 °C. Em seguida, 1 mL do
sobrenadante foi transferido para um microtubo estéril contendo 20 uL de um
coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Para a remocao
dos residuos, as amostras foram centrifugadas a 15.000 x g por 15 min a 5 °C, e os
sobrenadantes foram mantidos em microtubos a -20 °C até a analise. A
guantificacdo de IgA foi realizada por kit ELISA para determinacdo de IgA canina
(Bethyl laboratories, Montgomery, TX, EUA). A densidade éptica (DO) foi lida a 450
nm com um leitor de microplacas (MRX TC Plus, Dynex Technology, Chantilly,
Virginia, EUA). Para calcular a concentragdo de IgA, a DO das amostras foi
comparada com a DO de um padrdo com concentracdo conhecida de IgA. A
amostra de IgA canino padrao foi fornecida no kit, e sete diluicbes do padréo foram

feitas para desenvolver uma curva de regressao entre a quantidade de DO e IgA. As
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amostras foram analisadas em duplicata, e as analises foram repetidas quando a

variacao entre as repeticdes foi maior que 10%.

4. ANALISE ESTATISTICA

O estudo foi analisado segundo delineamento em blocos casualisados, com 4
blocos, 4 tratamentos e 8 repeticbes por tratamento. A unidade experimental foi
considerada um céo. Todas as variaveis foram verificadas quanto as pressuposicoes
de homocedasticidade de homogeneidade de variancias seguindo o valor de lambda
e normalidade dos erros pelo método de Cramer-von Mises. As concentracdes
séricas de citocinas e concentracdes seéricas de colesterol LDL ndo atenderam as
suposicfes da andlise de variancia e foram comparadas usando o teste de Kruskal-
Walllis (P<0,05). A quantificacdo de IgA, indice fagocitario e capacidade antioxidante
foram submetidos a analise de variancia considerando efeitos de bloco e dieta,
utilizando-se o tempo zero (valor basal) como covariavel. Os resultados obtidos para
as demais variaveis foram submetidos a analise de variancia considerando apenas
efeito de bloco e dieta. Quando diferiram pelo teste F, médias foram desdobradas
em contrastes polinomiais segundo o nivel de inclusdo da FVH (P<0,05). Os dados
das variaveis utilizadas para analisar os parametros urinarios, pressao arterial,
atividade da ECA, colesterol total, HDL e triglicérides foram submetidos a andlise de
variancia e quando significativos ao teste F comparados por meio de contrastes
polinomiais segundo o nivel de inclusdo do FVH (P<0,05). As analises estatisticas
foram realizadas com auxilio do PROC MIXED, do programa computacional
Statistical Analysis System (SAS).

5. RESULTADOS

As racOes foram bem aceitas pelos animais, que mantiveram peso corporal
constante ao longo do estudo (P>0,05; dados ndo apresentados). As fezes foram
sempre bem formadas, sem episédios de diarreia ou fezes amolecidas. Os valores

de volume e densidade urinarios (Tabela 4) nédo diferiram entre os grupos (P>0,05) e
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se mantiveram de acordo com o valor de referéncia para a espécie (Thrall et al.,
2017). O pH da urina apresentou reducdo quadratica, com menor valor para caes
alimentados com as ragbes com 100% de FVH (P = 0,007). A ingestdo de sdédio
apresentou elevacdo quadratica e maiores valores para cées alimentados com a
dieta 100% FVH (P<.001). A concentracdo urinaria e excrecao renal de soédio
aumentaram de modo linear ao aumento da inclusdo de FVH (P=0,008 e P <.001,
respectivamente). A ingestao de potassio diferiu entre os tratamentos, com elevagéo
quadratica e maiores valores para os caes alimentados com a dieta controle e 100%
(P<0,001), porém a concentracdo do eletrdlito na urina e sua excrecdo renal nao
diferiram entre os tratamentos. A ingestdo, concentracao urinaria e excrecao renal
de cloretos foram similares entre os cées alimentados com as dietas experimentais
(P>0,05).
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Tabela 4. Caracteristicas da urina, ingestdo, concentracdo urinaria e excrec¢ao renal de sodio, potassio e cloretos de caes

alimentados com dietas com inclusdes crescentes da farinha de visceras de aves hidrolisada.

Dietas experimentais? Contrastes
ftem co 25% 50%  100% oM Pvalor — e Quadratico

Caracteristicas da urina

Ph 6,60 6,80 6,67 6,11 0,07 <0,001 <0,001 0,007

Volume (mL/kg/dia) 23,15 19,04 21,95 2289 111 0459 0,714 0,327

Densidade (mOsm/kg) 1.026 1.029 1.030 1.032 0,00 0,503 0,174 0,524
Sodio

Ingestdo (mg/kg/dia) 90,64 75,29 74,29 103,68 2,93 <.001 0,006 <.001

Concentragdo na urina (mg/dL) 126,50 179,69 183,71 209,30 10,56 0,035 0,008 0,289

Excrecdo Renal (mg/kg/dia) 27,70 30,64 33,89 41,66 1,88 0,000 <.001 0,732
Potassio

Ingestdo (mg/kg/dia) 170,45 156,62 138,55 191,28 5,12 <0,001 0,045 <0,001

Concentragdo na urina (mg/dL) 358,21 409,23 406,79 436,21 19,41 0,561 0,204 0,677

Excrecdo Renal (mg/kg/dia) 78,63 76,63 76,73 86,78 3,61 0,458 0,203 0,309
Cloretos

Ingestdo (mg/kg/dia) 216,44 219,82 229,46 229,76 5,21 0,755 0,342 0,704

Concentragdo na urina (mg/dL) 483,84 551,82 542,09 573,81 27,76 0,713 0,330 0,685

Excrecdo Renal (mg/kg/dia) 104,59 102,77 100,7 114,02 4,40 0,445 0,231 0,264

1CO, dieta controle sem o ingrediente teste; 25% da farinha de visceras de aves hidrolisada; 50% da farinha de visceras de aves hidrolisada;
100% da farinha de visceras de aves hidrolisada.
2 Erro Padrao da Média (n= 8 caes por dieta).

3 Efeito linear ou quadratico da inclusao da farinha de visceras de aves hidrolisada.
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Os valores de pressdao arterial sisttmica média néo diferiram entre
tratamentos (P=0,393; Tabela 5), permanecendo dentro dos valores da referéncia
para animais saudaveis (Acierno et al., 2018). A atividade da ECA também n&o
diferiu entre os caes alimentados com as diferentes racdoes (P=0,482),
permanecendo também dentro dos valores da referéncia para animais saudaveis
(TECSA, 2017). As concentracbes séricas de triglicérides, colesterol total e
lipoproteinas alta e baixa densidade (HDL e LDL) também n&o diferiram com o
consumo de FVH (P>0,05).

Tabela 5. Pressao arterial sistémica média, atividade da enzima conversora de
angiotensina e concentracao seérica de triglicerideos, colesterol total e suas fracfes
de cédes alimentados com dietas com inclusdes crescentes da farinha de visceras de

aves hidrolisada.

Dietas experimentais?!

Iltem EPM2 P valor
CO 25% 50% 100%
Pressao Arterial Sistémica média
134.,8 129.,8 125,2 130,0 2,04 0,39
(mmHgQ)
Atividade da Enzima Conversora
_ _ 39,0 44 3 45,1 40,4 1,60 0,48
da Angiotensina (U/L)
Colesterol Total (mg/dL) 285,3 2849 267,2 219,6 11,98 0,17
Colesterol HDL (mg/dL) 3 196.,4 190,3 195,2 173,3 5,14 0,37
94 72 44 28
Colesterol LDL (mg/dL)*® 8.32 0.03
(31-149)a  (20-210)ab (12-143)ab (4-44)b
Triglicérides (mg/dL) 62,0 57,7 55,3 60,5 3,71 0,93

1CO, dieta controle sem o ingrediente teste; 25% da farinha de visceras de aves hidrolisada;

50% da farinha de visceras de aves hidrolisada; 100% da farinha de visceras de aves

hidrolisada.
2 Erro Padréo da Média (n= 8 caes por dieta).
3 HDL - Lipoproteinas de alta densidade.

4 LDL- Lipoproteina de baixa densidade.

SPara variaveis nao-paramétricas sdo apresentados os valores de mediana (minimo —
méximo). Medianas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis P<0,05).
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Os indices fagocitarios (%) de neutréfilos e mondcitos também ndo diferiram entre os caes alimentados com as

diferentes racdes (P<0,05; Tabela 6).

Tabela 6. indice fagocitario de mondcitos e neutréfilos (% de células positivas) de cdes alimentados com dietas com

inclusdes crescentes da farinha de visceras de aves hidrolisada.

Dietas experimentais?
P EPM2 P valor

Item

CcoO 25% 50% 100%
indice fagocitario %
Neutrofilo dia 30 96,8 96,2 97,1 97,1 0,37 0,647
Monécitos dia 30 92,9 93,2 94,1 94,7 1,18 0,206

Caes alimentados com 100% FVH tiveram menores concentracfes séricas de IL-2 e TNF (P<0,05). As
concentracdes de IL-6 e IL-10 foram menores em caes alimentados com 100% FVH do que em animais alimentados com
25% FVH e 50% FVH (p<0,05), apresentando valores intermediarios quando comparados com animais alimentados com a

dieta controle (Tabela 7). As concentracdes de IgA foram maiores nas fezes de caes que receberam a dieta 100% FVH

com efeito quadratico (P=0,003)
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Tabela 7. Concentragdo sérica de citocinas e concentracdo de IgA fecal de cdes alimentados com dietas com inclusées

crescentes da farinha de visceras de aves hidrolisada.

item Dietas experimentais? Contraste3
CON 25,0% 50,0% 100,0% EPM2 P valor Linear Quadratico

IgA*
1,29 0,49 1,14 9,12 1,42 0,004 0,081 0,003

Citocinas séricas*

1822 12099 7807 23

IL2 (110-16540)a  (73-24098) a (77-13567) a (2-98) b 1160 0.003 i i
1233 6358 4573 49

IL6 (67-8374)ab  (181-12504) a  (1314-7243) a (71-89) b 656 0.007 i i
429 1588 957 87

IL10 (253-3945) ab (37-3935) a (931-2263) a (7-506) b 230 0.02 i i
817 4038 2969 6

TNFa (11-5171) a (8-6150) a (8-4149) a (2-22) b 230 0.04 i i

1CO, dieta controle a base de farinha de visceras de aves convencional; 25% da farinha de visceras de aves hidrolisada; 50%
da farinha de visceras de aves hidrolisada; 100% da farinha de visceras de aves hidrolisada como fonte proteica.

2 Erro Padrdo da Média (n= 8 cées por dieta).

3 Efeito linear ou quadratico da inclusdo da farinha de visceras de aves hidrolisada.

“Valores transformados para valor de Lambda para analise estatistica.

4Para variaveis ndo-paramétricas sdo apresentados os valores de mediana (minimo — maximo).

b Medianas nas linhas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Kruskal-Wallis P<0,05).

N&o houve, por fim, diferencas estatisticas nas variaveis analisadas para atividade antioxidante de cées alimentos com

as diferentes inclusbes de FVH (P<0,05). Os resultados destas variaveis sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 8. Parametros oxidativos séricos de caes alimentados com dietas com

inclusdes crescentes da farinha de visceras de aves hidrolisada.

Dietas experimentais?!

Item EPM2 P valor
CO 25% 50% 100%
Glutationa re.dutase (umol.min- 5.01 4.98 5,19 5,53 0,20 0,789
1. g de proteina-1)
DPPH (imol.min-1. g de 132 144 126 147 006 0,268
proteina-1) ' ' ’ ’ ' ’
Malondlgldeldo (umol.min-1. g 011 011 0.1 0.11 0,01 0,838
de proteina-1)
Capamdgde ant|OX|dant.e total 4.0 3.50 3.50 3.70 0.19 0,895
(umol.min-1. g de proteina-1)
Carbonil (umol.min-1. g de 0,037 0036 0037 0040 0,001 0,267
proteina-1)
Proteinas Totais (mg/mL)
73,9 73,8 71,6 70,7 2,09 0,805

1CO, dieta controle sem o ingrediente teste; 25% da farinha de visceras de aves hidrolisada;
50% da farinha de visceras de aves hidrolisada; 100% da farinha de visceras de aves
hidrolisada.

2 Erro Padrao da Média (n= 8 caes por dieta).

6. DISCUSSAO

Na nutricdo de cdes e gatos, os hidrolisados proteicos sdo utilizados
sobretudo em dietas hipoalergénicas e em palatabilizantes e pode ser também
utilizada em animais com doenca inflamatéria intestinal (Cave, 2006). Os peptideos
bioativos especificos presentes no hidrolisado podem auxiliar na recuperacdo da
morfologia, motilidade e funcbes intestinais (por exemplo: secrecdo, motilidade e
reacdes anti-inflamatorias), beneficio do anabolismo e ingestdo de alimentos, em
correlagdo com uma quantidade de aminoacidos livres (Hou et al., 2017; Cave,
2006). Recentemente os efeitos inflamatdrios e imunoldgicos em gatos saudaveis foi
comprovado por Ramos (2022). No entanto, alguns estudos recentes seguindo a
mesma linha de pesquisa, ndo comprovaram os efeitos metabdlicos, inflamatérios e

imunologicos do hidrolisado para cdes e gatos saudaveis (Pinto et al., 2023;
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Miltenburg et al., 2020; Capim, 2022). A maioria dos estudos foram realizados com
animais sob variadas condicfes de estresse ou doenca infecto-contagiosa (Yang et
al., 2014; Duarte, et al., 2006; Wu et al., 2022; Liang et al., 2006). No presente
estudo ndo foram observadas alteracdes metabdlicas negativas, caracterizando a
inclusdo desse ingrediente como seguro para cdes que necessitam de dietas
hipoalergénicas.

O tratamento com 100% FVH apresentou o menor valor de pH urinario
comparado as demais dietas. As variacdes no pH urinéario podem ser afetadas pelas
flutuacBes nas composicdes quimica dos macroelementos na dieta que sédo fontes
de acidos ou base, e quantidade e fonte proteica adicionada (Allen & Kruger, 2000;
Zentek e Schulz, 2004). No entanto, a maior contribuicdo de acidos da dieta pode
ser dada pelo balanco de anions e cations metabolizaveis ou altos teores de
proteina (Markwell et al., 1998; Stevenson et al., 2004). Esta associacdo entre
proteina e pH urinario pode ser pela maior concentracao de enxofre, presente nos
aminoacidos sulfurados em dietas com elevados teores proteicos. No entanto, no
presente estudo essa correlacdo ndo pode ser encontrada, pois todas as racoes
eram isoproteicas, e apenas a 100% FVH apresentou pH mais baixo, sugerindo que
essas diferencas no pH podem estar correlacionadas com equilibrio de
macroelementos da dieta. Ocorreu alteracdes nos teores de sédio e potassio entre
as racles, sendo esses valores maiores nas dietas controle e 100% FVH. Porém,
como houve diferenca no pH entre as duas dietas, acredita-se que essas
guantidades de sodio nao foram suficientes para fazer essas alteracdes no pH, e sim
gue outros minerais ou componentes ndo analisados no presente estudo
influenciaram mais que o sodio no pH urinario. O método mais utilizado e pratico
para se predizer o efeito de um alimento sobre o pH urinario é pelo do calculo do
excesso de base (EB), sendo comprovados por varios estudos que os cations e
anions na composicdo do alimento estdo correlacionados com o pH urinario em
gatos (Kienzle & Wilms-Eilers, 1994; Markwell, 1998; Wagner et al., 2006; Yamka et
al., 2006) e em caes (Zentek et al.,, 1995). Em um estudo recente com gatos
utilizando uma incluséo de 30% de FVH, ocorreu elevacdo no pH urinario, no
entanto, foi necessario acrescentar carbonato de célcio e fosfato bicalcico nas dietas

com FVH devido as baixas concentracbes de calcio e fésforo no FVH em
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comparacao com a FVA convencional, o que justifica esse pH mais elevado. Ja as
concentracfes de sodio e cloro foram similares entre os tratamentos, porém com
30% de inclusédo do FVH ocorreu aumento de 13% nas concentracdes de potassio
(Ramos, 2022). Enfatizando mais uma vez a necessidade de calcular o EB das
dietas para explicar as alteracdes no pH urinario de caes e gatos.

Os maiores teores de sodio e potassio nas dietas com inclusdo de 100% FVH,
ocasionou aumento na ingestdo de sédio e potdssio (Tabela 5). Isso explica as
maiores concentragfes de sodio na urina e excrecdo renal pelos animais desse
mesmo tratamento. Sabe-se que o volume de urina se relaciona ao consumo de
sodio, cées alimentados com dietas com elevados teores de sodio aumentam a
ingestdo de &gua e, consequentemente, o volume urinario (Cizek, 1959; Bailey,
1973; Hamar et al., 1976; Nogueira, 2010). No presente estudo, no entanto, esta
correlacdo ndo pode ser observada, porque os volumes de urina foram similares
entre os tratamentos (P>0,05). Embora tenha ocorrido uma maior ingestdo de
potassio também devido a sua flutuacdo na composicao das dietas experimentais,
sendo maiores no tratamento controle e 100% FVH, ndo foram encontradas
diferencas nas concentracfes urinarias e excrecao renal.

Em estudos recentes realizados in vitro, foi observado inibicdo da atividade da
ECA para proteina hidrolisada de frango. Quando estes efeitos foram avaliados em
gatos, esses mesmos autores concluiram que ocorreu apenas uma tendéncia a
reducdo da atividade da ECA (Miltenburg et al., 2020). Da mesma forma, em outro
estudo recente com gatos, a inclusédo de até 30% de FVH também néo evidenciou a
inibicdo da atividade da ECA (Ramos, 2022). Nao foram encontrados também,
efeitos na reducédo da atividade da ECA a longo prazo (120 dias) em caes saudaveis
alimentados com incluséo de 10% de FVH em dietas extrusadas, mas os valores
permaneceram entre os valores de referéncia para espécie (Capim, 2022).

Esses efeitos também néo foram comprovados pelo presente estudo, apesar
de ter ocorrido uma maior excre¢ao de sodio em cées alimentados com 100% FVH,
nao ocorreu um aumento do volume urinario e a atividade inibitoria da ECA né&o foi
detectada. A maior excrecdo renal de so6dio e de 4gua esta correlacionada com a
atividade inibitoria da ECA (Reece, 2017). No entanto, esse aumento da excrecao de

sbédio e 0 aumento da concentragcédo de sédio na urina, pode ser explicado pela maior
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guantidade de sodio presente na composicdo da dieta 100% FVH, ocasionando
aumento na ingestdo de sodio pelos animais (Tabela 2). Embora o aumento da
concentracdo de sodio na urina de caes alimentados com as dietas 25 e 50% FVH
tenha sido observado, ndo foram observadas diferencas na excrecdo de sodio. Além
disso, as dietas 25 e 50% apresentaram menores teores de sodio em sua
composicao quimica analisada e, consequentemente, menor ingestao de sédio pelos
cées e ambas néo diferiram. Essa auséncia na inibicdo da ECA pode ser observada
também pela auséncia de diferencas na pressao arterial dos diferentes tratamentos,
entretanto, todos o0s animais se mantiveram entre os valores de presséo
recomendados para espécie, de 100 mmHg — 140 mmHg (Acierno et al., 2018).

Embora existam alguns estudos que comprovaram os efeitos in vitro ou in
vivo de hidrolisados proteicos na reducédo de colesterol, HDL, LDL ou triglicerideos
(Yang et al., 2014; Amigo e Hernandez-Ledesma, 2020; Wu et al., 2020), néo foi
possivel observar esses efeitos nas concentragcbes de colesterol, HDL, e
triglicerideos no presente estudo. No entanto, no presente estudo observamos uma
diminuicdo da concentragao do colesterol LDL em animais alimentados com a dieta
100% FVH. Corroborando com nossos resultados, camundongos alimentados
durante 20 semanas com uma dieta de alta gordura juntamente com hidrolisado de
figado de frango esse efeito também pode ser observado, entretanto 0s mecanismos
de acdo dos peptideos presentes nos hidrolisado ainda sdo desconhecidos (Wu et
al., 2020). Essa auséncia de efeitos in vivo do FVH sobre os outros parametros
lipidicos pode ser explicada por diversos fatores, seja decorrente de alteracfes que
possam ocorrer com 0s peptideos durante a hidrolise enzimatica, durante a
fabricacdo das racdes, onde pode ocorrer modificagcBes nas proteinas e peptideos,
durante a digestdo no trato gastrointestinal, ou a fatores ligados ao metabolismo dos
préprios animais no controle desses efeitos. Em cées e gatos saudaveis, as
lipoproteinas sdo muito eficientes no carreamento de gordura sérica, talvez para
animais com dislipidemia ou racas com predisposicdo a hipercolesterolemia
(Schenck, 2006; Pasquini et al., 2008)) a inclusdo do hidrolisado possa ser
interessante.

As citocinas séo polipeptideos produzidos em resposta a microrganismos e

outros antigenos, que medeiam e regulam reacfes imunologicas e inflamatorias e
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tem como funcdo o crescimento e diferenciacdo de linfécitos, ativacdo de células
efetoras e desenvolvimento de células hematopoiéticas. Os hidrolisados por
conterem peptideos funcionais, podem agir de forma imunomoduladora e reduzir a
inflamacé&o, sendo evidenciado no presente estudo pela diminuicdo das citocinas
pré-inflamatérias TNF-a e IL-2 em caes alimentados com uma dieta 100% FVH. O
mesmo pode ser observado em cdes com enteropatia crbnica confirmada ou
suspeita alimentados com uma dieta contendo proteina hidrolisada de frango e
submetidos a estimulagdo ex vivo de células de sangue total, onde foram
observadas menores concentracdes de TNF-a e IL-10, sugerindo assim um menor
estado inflamatorio geral, com niveis mais baixos dessas citocinas (Kathrani et al.,
2019). Em ratos alimentados com hidrolisado de peixe obtido por hidrélise
fermentativa, foi evidenciado este mesmo padrédo de estimulacdo. A atividade
imunomoduladora atribuida aos peptideos bioativos durante o processo de hidrdlise,
melhoraram a resposta imune inespecifica no intestino desses animais, através da
avaliacdo imuno-histoquimica da mucosa intestinal onde foi possivel verificar o
aumento na expresséo de IL-4, IL-10, IL-6, IFN-gama e TNF-alfa, e esses resultados
foram relacionados a elevacao do indice fagocitario por macréfagos peritoneais e de
células produtoras de IgA (Duarte, et al., 2006). No presente estudo, a concentracao
de IgA fecal observada foi maior também em animais alimentados com 100% FVH.
Estudo recente utilizando hidrolisado de figado de aves em caes alimentados por 45
dias também propds esse mesmo efeito, porém relacionando ao aumento das
concentracfes plasmaticas de IgA (Pinto et al., 2023). No entanto, as concentracdes
plasmaticas de IgA pouco se correlacionam com a IgA secretora presentes
predominantemente nas mucosas intestinais.

N&o foi observado neste estudo diferencas significativas no indice fagocitario
entre os tratamentoa. As células fagociticas sdo células brancas e atuam na primeira
linha de defesa contra microrganismos, sendo 0Ss mondcitos 0s principais
mediadores da resposta inflamatoria prévia a infeccdo. No entanto, efeito in vivo dos
hidrolisados no indice fagocitario foi observado em peixes (Liang et al., 2006). Com
objetivo de reduzir o estresse e doencas infecciosas na criagao de robalos em larga
escala na China, Liang et al., (2006) avaliaram o efeito da inclusdo do hidrolisado

proteico de peixes (HPP) em robalos alimentados por 30 dias. Os autores
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verificaram que a atividade fagocitaria foi significativamente maior nos grupos
alimentados com HPP (5, 15 e 25% de inclusdo na dieta) do que o grupo controle,
identificando melhora na resposta imune inata de fagécitos.

As enzimas antioxidantes sdo responsaveis por em conjunto manterem a
guantidade de espécies reativas em niveis aceitaveis, protegendo as células contra
a morte celular. No presente estudo ndo houve alteragcbes nas concentracdes
séricas de nenhuma variavel dos parametros oxidativos entre os tratamentos.
Portanto ndo foi possivel correlacionar a inclusdo de FVH com a redugdo do
estresse oxidativo. Em gatos alimentados com hidrolisado de visceras de frango, foi
possivel correlacionar que a elevacdo conjunta da peroxidacdo lipidica e da
glutationa sugere que esse aumento seja uma resposta a producao de radicais livres
e peroxidacdo nestes gatos (Ramos, 2022). A Glutationa (GSH) é uma importante
enzima antioxidante e esta correlacionada a defesa das células contra o estresse
oxidativo, agindo na protecdo celular contra as EROs (Joseph et al.,1997). Além
disso, outros estudos encontraram propriedades antioxidantes oriundos de proteinas
e peptideos que possam diminuir o estresse oxidativo por mdultiplas vias (Elias,
Kellerby, & Decker, 2008). Assim como no presente estudo, ndo foi evidenciado por
Pinto et al., (2023) alteracdes na capacidade antioxidante total de caes alimentados
com 24% hidrolisado de figado de frango, isso pode ter ocorrido devido ao aumento
no estresse oxidativo causado pelo aumento da monoamina oxidase (MAQO) que
durante o processo de desaminacdo produzem aménia e perdxido de hidrogénio
(H202). A TAC é um dos biomarcadores do estresse oxidativo mais importantes,
pois ela define o efeito sinérgico entre as enzimas e componentes antioxidantes
presentes no organismo (Crews et al. 2000).

Diante desses resultados, estudos futuros podem ser interessantes para
entender as possiveis implicacfes metabdlicas e fisioldgicas dessas alteracdes e o
potencial de bioatividade do ingrediente, especialmente se o efeito reduzir

marcadores inflamatoérios em caes doentes
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7. CONCLUSAO

O consumo de 100% FVH reduziu o pH urinario, porém dentro da faixa segura
para cdes saudaveis, aumentou a excrec¢ao renal e concentracao urinaria de sodio
devido ao aumento desse macroelemento nessa racdo, entretanto ndo foram
observadas alteracbes na pressédo arterial e na atividade da ECA. O presente
estudo, no entanto, abriu um potencial mecanismo adicional de acéo das proteinas
hidrolisadas, uma vez que esta induziu reducdo da inflamacéo sistémica em caes
saudaveis. As menores concentracfes seéricas de LDL, IL-2, TNF-qa, IL-6 e IL-10 e
maiores concentracdes de IgA fecal em animais alimentados com dieta a base de
FVH como fonte proteica sugerem efeitos fisiologicos deste hidrolisado, com
alteracdes em lipideos séricos, reducdo da inflamacao e preparo da imunidade de
mucosa.

Estudos que possam relacionar os hidrolisados proteicos com seus potenciais
efeitos benéficos em animais doentes sdo necessarios para se compreender melhor

seus efeitos metabodlicos em caes.
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