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B-CASEINA A1 DIETETICA COMO FATOR DE RISCO PARA O
DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS INFLAMATORIOS EM CAES

Resumo: Este estudo objetivou comparar o efeito de duas dietas, uma contendo (3-caseina
A1(teste) e outra p-caseina A2 (controle) em cées, analisando marcadores inflamatorios e
parametros sanguineos durante 30 dias. Foi possivel observar que a concentragdo de
vitamina B12 mostrou-se significativamente maior (p < 0,05) no grupo controle, o que pode
indicar uma relacdo inversa entre a quantidade de B12 e a presenca de inflamacdo. O grupo
alimentado com B-caseina A1 apresentou uma relagdo eosindfilo/linfocito e relagéo
mondcito/linféocito maior (p < 0,05) comparado ao grupo controle, sugerindo por
consequéncia maior disbiose, acidez e estresse oxidativo, com inflamacdo como
consequéncia neste grupo. A concentracao de fibrinogénio também foi maior (p < 0,05) no
grupo alimentado com B-caseina A1. As concentragdes da Proteina C Reativa no grupo
que recebeu B-caseina A1 foi maior (p < 0,05) que a do grupo controle, o que destaca ainda
mais a influéncia das diferentes dietas na resposta inflamatéria e no status de saude dos
caes.

Palavras-chave: (B-caseina A1. (B-caseina A2. Biomarcadores Inflamatoérios.

Abstract: This study aimed to compare the effect of two diets, one containing A1 B-casein
(test) and the other A2 B3-casein (control) in dogs, analyzing inflammatory markers and blood
parameters for 30 days. It was possible to observe that the concentration of vitamin B12 was
significantly higher (p < 0.05) in the control group, which may indicate an inverse relationship
between the amount of B12 and the presence of inflammation. The group fed with A1 B-
casein showed a higher eosinophil/lymphocyte ratio and monocyte/lymphocyte ratio (p <
0.05) compared to the control group, suggesting consequently greater dysbiosis, acidity and
oxidative stress, with inflammation as a consequence in this group. Fibrinogen concentration
was also higher ( p < 0.05) in the group fed with A1 B-casein.The concentrations of C-
Reactive Protein in the group that received A1 B-casein were higher (p < 0.05) than in the
control group, which further highlights the influence of different diets on the inflammatory
response and health status of dogs.

Keywords: B-casein A1. B-casein A2. Inflammatory Biomarkers.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

O leite bovino € uma importante fonte de proteinas na alimentacdo humana.
Das proteinas presentes no leite, cerca de 80% sao caseinas. Estas se dividem em
quatro grupos: a-S1 (30-46%), a-S2 (8- 11%), B (25-35%) e k (8-15%) e sao
codificadas respectivamente pelos genes CSN1S7, CSN1S2, CSN2 e CSNS3,
presentes no cromossomo 6 bovinos. As 3-caseinas possuem 13 alelos: A1, A2, A3,
A4,B, C,D, E, F, H1, H2, | e G sendo as formas mais comuns no leite de bovinos as
B-caseinas A1 e A2 que se diferenciam pela mudanca de um aminoacido na posi¢ao
67 da cadeia peptidica, uma prolina na A2 por uma histidina na A1.

Estudos indicam que, inicialmente, a populacdo bovina possuia apenas o
alelo para producdo da B-caseina A2 e que por meio de uma mutacao da prolina por
histidina, surgiu o alelo da A1. A frequéncia do alelo A1 € maior em ragas taurinas,
como o Holandés e Pardo Suico, intermediaria na raga Jersey e muito baixa na raca
Guernsey (Kaminski et al., 2007). No Brasil, Vercesi Filho et al. (2012), relataram
uma frequéncia de 88,5% para o alelo A2 e 11,5% para o alelo A1 em uma
populagao da raga Gir Leiteiro.

Sabe-se que a histidina presente na proteina A1 é susceptivel a clivagem
proteolitica, enquanto a prolina da proteina A2 ndo é (Taylor et al., 2017). Logo, uma
vez que leite ou produtos derivados sdo consumidos, enzimas digestivas intestinais
convertem facilmente a (3-caseina A1 desses produtos no peptideo opioide bioativo
B-casomorfina7 (BCM7), enquanto a B-caseina A2 é convertida minimamente. A
BCM-7 ativa os receptores p-opioides, expressos em diversos tecidos do corpo,
inclusive no trato gastrointestinal (Ho et al., 2014).

O consumo de leite e derivados com B-caseina A1 foi associado com diversas
doencas de caracteristicas crbnica e inflamatdria, como doencgas cardiovasculares e
diabetes mellitus. A BCM-7 também ¢é associada com diminuicdo da motilidade
intestinal através da reducido da frequéncia e amplitude das contracdes, além de
outros estudos a apontarem como possivel fator contribuinte para processos
inflamatdrios do intestino, o que pode levar a problemas no processo digestivo (Pal

et al, 2015). Desta forma, podemos considerar que, a principio, o beneficio maior ao
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consumir leite e derivados livres da [B-caseina A1 se daria através de
melhorias do processo digestivo e menor tendéncia ao desenvolvimento de
processos inflamatorios.

O leite e seus derivados estdo presentes em diversos tipos de alimentos
devido aos seus altos valores proteicos e palatabilidade, além de serem necessarios
para o preparo de alimentos basicos para o consumo humano. Isso também ocorre
em racgdes e alimentos do ramo pet food, o que possivelmente sujeita esses animais
as mesmas condi¢cdes desfavoraveis mencionadas anteriormente dos humanos que
consomem [3-caseina A1.

Atualmente os tutores de animais de companhia buscam oferecer melhor
qualidade de vida aos seus animais, por conseguinte se torna importante estudar
como o organismo de cdes responde a ingestdo da [(-caseina A1, tendo em vista
que analises apontam a probabilidade de ocorréncia de processos que possam
prejudicar o animal a nivel fisiolégico devido seu consumo. O presente projeto tem
como obijetivos estudar os mecanismos envolvidos nos possiveis efeitos causados
por dietas com [(B-caseina A1 em caes, averiguando a presencga de biomarcadores

inflamatdrios em comparacado com dietas contendo B-caseina A2.
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1. Revisao de Literatura

1.1 Aspectos gerais

As [B-caseinas representam cerca de 30% das proteinas presentes no leite
bovino, possuindo a B-caseina A1 e (-caseina A2 como principais membros de sua
familia, as quais se diferenciam pela mudang¢a de um aminoacido na posi¢céo 67 da
cadeia peptidica, uma prolina na A2 por uma histidina na A1. A formacao da [3-
casomorfina 7 (BCM-7) é maior na digestao de produtos lacteos contendo B-caseina
A1. Esse peptideo € composto de 7 aminoacidos, percorrendo da posi¢cao 60 até a
66 na cadeia proteica das [-caseinas (Damiani et al., 2009) como pode ser

observado na Figura 1.

Posicion 67
(la prolina
protege el anclaje)

p-caseina A2

’
SCOOOBOOOCO®

Pasicion 67
(la histidina
permite
la liberacion)

Caseomorfina p-7
(BCM7)

Figura 1: Betas caseinas A2 e A1 e a betacasomorfina 7 (BCM7) resultante da digestdo da beta
caseina A1.
Fonte: Scientific Diagram (researchgate.net)

A BCM-7 foi descrita a primeira vez por Brantl e Teschemacher (1979 Apud
Taylor et al., 2017) enquanto procuravam por opioides resistentes a pronase no leite
e seus derivados. Posteriormente, foi descoberto que extratos de cloroférmio-

metanol do leite bovino digerido por enzimas digestivas de caseina, e comida de
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bebé com leite, provocam a inibigcdo da contracao intestinal no ileo de porquinhos da
india (Taylor et al., 2017). Essa atividade foi bloqueada pela naloxona, um
antagonista de opioide, o que sugere que os peptideos do leite no extrato se ligavam
a receptores p-opioides. Esses receptores estdo localizados principalmente no
sistema nervoso central e trato gastrointestinal (Teschemacher, 2003 Apud Kaminski
et al., 2007) e, quando ativados, induzem diversas respostas no corpo como:
reducao do transito gastrointestinal e alteragcdo da resposta imune celular e humoral
(Chuang et al., 1995), além de estudos conduzidos por (Mathew et al. 2011)
sugerirem efeito direto da ativagdo de receptores p-opioides na progressao de
cancer de pulmao.

Mais especificamente, a ativacdo da B-caseina A1 exerce efeito tanto nos
neurdnios entéricos quanto nas células epiteliais (Greenwood-Van et al., 2004),
sendo que a ativacdo do sistema nervoso entérico inibe tanto as vias neurais
excitatérias quanto as inibitérias que coordenam a motilidade intestinal, além de
aumentar a atividade muscular gastrointestinal e aumentam o ténus muscular,
espasmos e padroes de motilidade ndo-propulsora, o que caracteriza um atraso no
transito intestinal (Holzer, 2010; Leppert, 2012).

Em estudos conduzidos por Cieslinska et al. (2012), foram selecionadas 177
vacas Holstein-Friesian, apresentando uma frequéncia alélica de 12,4% (22
individuos) para o genotipo A1A1, de 48,6% (86 individuos) para A2A2 e de 39% (69
individuos) para A1A2. Dessas vacas, 18 foram selecionadas para fazerem a
primeira lactacdo e serem ordenhadas no mesmo periodo; a BCM-7 foi identificada
em todas as amostras de leite, inclusive as que foram digeridas pela pepsina e as
que foram digeridas por uma mistura de pepsina, tripsina e elastase; ademais, em
leites com B-caseina A1 hidrolisados e processados, foi observada a maior liberagao
de BCM-7, o que mostra a grande influéncia do alelo A1 na liberagao desse peptideo
que é relacionado com diversas doengas em humanos.

Em estudo com ratos, (Barnett et al. 2014), relataram que os animais
submetidos a dietas com [(B-caseina A1 apresentaram transito intestinal mais lento
que os submetidos a dietas com B-caseina A2, além de demonstrar um aumento
significativo (65%) da expressdao do marcador inflamatério mieloperoxidase.

Resultado semelhante foi obtido por (Haq et al. 2014) que descreveram, diminuigéo
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da motilidade intestinal; aumento significativo da expressao de IL-4; imunoglobulina
E e de infiltragcao leucocitaria, em camundongos que receberam dieta contendo [3-
caseina A1 em comparagao com os que receberam dieta com a 3-caseina A2.
Estudos, como o conduzido por (Haq et al., 2014), sustentam que o consumo
de variantes A1 da [(B-caseina pode ter efeitos deletérios no trato gastrointestinal e
possivelmente agravar respostas inflamatérias associadas a diversos disturbios de
saude. Por esse motivo, recomenda-se o consumo de leite com [(B-caseina A2 em
vez de B-caseina A1 para humanos. Essa recomendacdo também se estende a
pequenos mamiferos, como camundongos e ratos, indicando que a mesma légica
pode se aplicar a outros mamiferos, incluindo caes. No entanto, até o momento, néo

foram encontrados estudos especificos sobre esse assunto em caes.

1.2 Marcadores inflamatorios

A inflamacéo € uma resposta de defesa desencadeada por um dano celular, o
qual pode ser causado por micrébios, agentes fisicos (radiagdo, trauma,
queimaduras), quimicos (toxinas, substancias causticas), necrose tecidual e/ou
reagdes imunoldgicas. Ela inclui a participagdo de diferentes tipos celulares, tais
como neutrofilos, macréfagos, mastocitos, linfocitos, células dendriticas, células
endoteliais e fibroblastos, entre outras. Ela primeiramente se apresenta em fase
aguda, podendo evoluir para a fase crénica, a qual € associada com diversas
doencas como cardiopatias, diabetes, artrite, alergias e doenga pulmonar obstrutiva
cronica (Lima et al., 2007).

A principio, o processo inflamatério é benéfico buscando limitar a
sobrevivéncia e proliferagcdo dos agentes causadores de lesdo tecidual, promover a
sobrevivéncia, reparo e recuperagao do tecido, além de conservar a energia do
organismo (Lima et al., 2007).

Entretanto, a persisténcia do processo inflamatério leva a evolucido desse
quadro, se tornando uma inflamagao crénica, havendo a infiltragcdo do tecido por
células mononucleares (mondcitos e linfécitos), proliferacdo de fibroblastos e fibras

de colageno, além da formagao de tecido conjuntivo. Nesse sentido, se da inicio a
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degeneragao do tecido lesionado, levando até mesmo a liquefagdo desse
tecido (Gleeson et al., 2011 Apud Abdulkhaleq et al., 2018).

Nesse contexto, durante os processos inflamatoérios ocorre a liberagao, pelo
epitélio e células (como mastdcitos, linfécitos, fibroblasto e neurdnios), de
mediadores inflamatérios, os quais sao responsaveis, resumidamente, pela
coordenacgao da resposta inflamatéria e influenciam diversos mecanismos no corpo,
podendo alterar a integridade de tecidos (Martin e Wallace, 2006).

Logo, em quadros crbnicos, a liberacdo e acdo desses mediadores sao
amplificadas, podendo resultar no agravamento da leséo causadora de inflamacao e
prejudicar a saude do animal. Dentre esses mediadores, alguns sao usados como
marcadores inflamatorios, de forma que sao dosados no plasma sanguineo a fim de
identificar a ocorréncia de processos inflamatérios no organismo do animal (Martin e
Wallace, 2006).

1.2.1 Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) é uma das proteinas de fase aguda (PFA) cuja
solicitagdo como um indicador sensivel de processos inflamatérios e infecciosos em
cdes e outros animais tém crescido de forma exponencial em varios paises,
incluindo o Brasil. Proteinas de fase aguda s&o aquelas cuja concentracédo sérica
aumenta ou diminui pelo menos 25% durante estados inflamatérios. Apesar do
nome, elas também podem sofrer alteracbes durante processos inflamatorios
cronicos. Atualmente, os testes baseados em dosagens de PFAs mais utilizados s&o
apenas dois: velocidade de hemossedimentacao (VHS) e PCR (Aguiar et al., 2013).

Ela é sintetizada principalmente pelos hepatécitos do figado, mas também é
sintetizada por macrofagos, células endoteliais, linfocitos, adipdcitos e células do
musculo liso. Por ser identificado sua grande importédncia na identificacdo de
processos inflamatérios € frequentemente utilizada para acompanhamentos e
diagndsticos de diversas alteragdes fisioldgicas (Aguiar et al., 2013).

De acordo com (Severo et al., 2016), a Proteina C Reativa (PCR) é conhecida

como a principal proteina de fase aguda em caes. Nesses espécimes, a elevagéo da
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PCR tem sido observada em ampla variedade de condigdes morbidas. A
determinacédo da PCR tem sido proposta como um marcador inflamatério de
algumas doencgas autoimunes.

A PCR tem por proposta ser um marcador precoce inflamatorio. Em geral,
inflamacdes leves e infecgbes virais conduzem elevagdes na faixa de 10 a 40mg/L,
enquanto inflamagdes mais graves e infeccdo bacteriana tém concentragdes séricas
entre 40-200mg/L (Aguiar et al. 2013).

1.2.2 Acido Félico (Vitamina B9) e Cobalamina (Vitamina B12)

O acido folico (AF), também conhecido como folato, € uma vitamina do
complexo B (vitamina B9) que atua como cofator de enzimas que participam as
transferéncias de carbono (radicais metilicos) (Ho et al., 2013). Tanto a vitamina B12
como o AF sao essenciais para a metilagdo da homocisteina (HCY) a metionina,
mantendo os niveis de HCY normais, uma vez que em concentracdes elevadas, a
homocisteina tem efeito citotoxico (Kale et al., 2010).

O &acido fdlico e cobalamina em baixas concentragdes entram como papel
importante para nortear o perfil da inflamacao; no entanto, atualmente no Brasil, ha
falta de laboratérios veterinarios especificos para os exames de homocisteina, desta
forma os parametros de acido félico e vitamina B12 podem ser considerados (Kale et
al., 2010.

1.2.3 Hemograma

O hemograma e o perfil bioquimico do plasma sanguineo sdo exames
laboratoriais amplamente utilizados na medicina veterinaria para avaliar a saude e
diagnosticar diversas condigdes em animais. O hemograma é responsavel por
analisar as células sanguineas, incluindo hemacias, leucécitos e plaquetas,
fornecendo informacgdes qualitativas e quantitativas sobre o estado fisiolégico do
animal (Grego et al., 2006; Falce, 2009).
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As informagdes qualitativas sao obtidas a partir da observagdo da morfologia
celular durante o exame do esfregago sanguineo, enquanto as informagdes
quantitativas englobam a contagem global de células, dosagem de hemoglobina
(Hb), determinac&do do hematdcrito (Ht), contagem diferencial de leucdcitos e calculo
dos indices hematimétricos (Gonzalez; Scheffer, 2003). Segundo Silva (2017), o
hemograma é essencial para diagnosticar anemias, infecgdes, inflamacoes,
neoplasias malignas, além de monitorar o progresso de terapias medicamentosas e
avaliar disturbios plaquetarios.

Os leucdcitos, também conhecidos como glébulos brancos, desempenham
um papel crucial no sistema imunoldgico, participando da resposta imune inata e
especifica (Silva, 2017). A leucopoiese ou leucocitopoiese, processo de producao
dos leucocitos, ocorre na medula 6ssea. Os neutrofilos sdo os leucdcitos mais
abundantes em todas as espécies e atuam como a primeira linha de defesa do
organismo diante de processos inflamatdrios e infecciosos (Thrall, 2017).

Os eosindfilos, também produzidos na medula éssea, estdo envolvidos nas
reacdes alérgicas, anafilaticas e da resposta aguda inflamatoria. Os basdfilos,
embora presentes em pequena quantidade no sangue periférico, acredita-se que
participem de processos alérgicos junto com os eosindfilos (Gonzalez, 2008).

A trombocitopoese, conforme (Silva, 2017), € o processo de producado das
plaquetas, que sado fragmentos citoplasmaticos derivados de megacariocitos
encontrados na medula 6ssea. As plaquetas sdo essenciais para a formacédo de
coagulos, participando da hemostasia primaria ao cessar temporariamente a
hemorragia antes da estabilizagdo do coagulo. Além disso, as plaquetas
desempenham fung¢des na cicatrizagdo de feridas e manutencdo da integridade
vascular.

Os exames, sob a visao de (Gonzalez, 2008), hemograma e perfil bioquimico,
desempenham um papel vital na avaliagdo da saude dos animais, permitindo
diagnosticos precisos e auxiliando no acompanhamento de tratamentos médicos.
Com sua aplicagdo em medicina veterinaria, é possivel monitorar a saude geral dos
animais, identificar doengas e disturbios hematolégicos e metabdlicos, bem como

auxiliar na formulacao de estratégias terapéuticas mais efetivas.
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1.2.4 Bioquimica Sérica

O exame bioquimico sérico tem como objetivo determinar e interpretar os
compostos quimicos presentes no sangue, fornecendo informag¢des importantes
sobre o metabolismo e funcionamento de 6rgdaos como rins, figado, musculos e
0ssos. Entre os principais indicadores deste exame estdo a ureia, creatinina e
alanina aminotransaminase (ALT). Esses indicadores bioquimicos sao fundamentais
na avaliacdo da saude do animal, auxiliando na deteccdo precoce de alteracdes
metabodlicas e disfungbes organicas, permitindo intervengdes e tratamentos

adequados, (Gonzalez, 2008).

1.2.5 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina produzida pelo figado e desempenha um papel
fundamental na coagulacéo sanguinea. Durante uma resposta inflamatdria, os niveis
de fibrinogénio podem aumentar devido a agao de substancias pro-inflamatodrias,
como citocinas. Esse aumento ocorre como parte da resposta do organismo a
inflamacao e esta relacionado a formagao de coagulos sanguineos e a reparagao de
tecidos danificados. No entanto, é importante notar que o fibrinogénio elevado n&o é
especifico para a inflamacgao, pois também pode ocorrer em outras condi¢gdes, como
infeccbes, traumas e certas doengas cronicas. A interpretacdo dos niveis de
fibrinogénio deve ser feita em conjunto com outros pardmetros clinicos e

laboratoriais para uma avaliagdo adequada (Gonzalez, 2022).

1.2.6 Relacdo Mondcito/Linfécito e Eosindfilo/Linfocito

A relagdo mondcito/linfécito (RML) € um indicador hematoldgico que calcula a
propor¢ao entre os mondécitos e os linfécitos no sangue periférico. A RML é um
parametro util na avaliagdo de processos inflamatérios em animais, principalmente

em casos agudos (Asahina, 2017).
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Durante inflamacgdes, ocorre um aumento nos niveis de mondcitos, que atuam
na resposta inicial do sistema imunoldgico ao combater infecgdes e remover detritos
celulares. Em contrapartida, os linfécitos, responsaveis pela resposta imunoldgica
especifica, podem temporariamente diminuir no sangue devido a migragao para os
tecidos inflamados. Assim, o aumento da RML pode indicar atividade inflamatoéria no
organismo do animal e auxiliar veterinarios na tomada de decisdes clinicas (Asahina,
2017).

A relagdo eosindfilo/linfécito (REL), segundo Feitian et al. (2022) é um
parametro hematoldégico que calcula a proporgdo entre o numero de eosinofilos e o
numero de linfécitos no sangue periférico. Esta relagdo € uma ferramenta importante
para avaliar a atividade inflamatdria em animais. Os eosindfilos sao globulos brancos
envolvidos na resposta a alergias e parasitas, enquanto os linfocitos sao
fundamentais na resposta imunoldgica especifica. Em condigbes alérgicas, a REL
pode aumentar, indicando maior presencga de eosindfilos em resposta a alérgenos.
Por outro lado, em processos inflamatérios infecciosos, a relacdo pode diminuir, ja
que os linfocitos estdo mais ativos no combate aos patégenos. A REL é um
indicador util para auxiliar os veterinarios na avaliagdo da atividade inflamatéria,
embora sua interpretagdo deva ser considerada em conjunto com outros dados

clinicos e laboratoriais especificos para cada animal.

1.3 As B-caseinas e o processo inflamatério

Os efeitos das [(-caseinas provindas do leite ja foram muito estudados em
humanos, uma vez que podem desencadear efeitos gastrointestinais adversos,
semelhantes a intolerancia a lactose. Entdo, a partir de analises comparativas entre
duas dietas diferentes, uma contendo a -caseina do tipo A1 e outra com a do tipo
A2, muitos estudos buscaram analisar presengca de inflamagdo, desconforto
digestivo, diminuigdo da motilidade intestinal, entre outros (Barnett et al., 2014).

Apesar da relagdo diretamente proporcional entre o consumo da [3- caseina
A1 e a liberacdo da (B-casomorfina-7, os mecanismos pelos quais os receptores u

opioides atuam no processo inflamatorio intestinal precisam ser mais bem
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elucidados. Visto isso, a maior parte dos estudos a respeito da acdo da BCM-7 nao
explica ou aprofunda os mecanismos envolvidos nos resultados obtidos, se atendo
principalmente as alteragbes fisiolégicas do organismo. Entretanto, como citado
anteriormente, ja se concluiu que a ativagao dos receptores p-opidides do sistema
nervoso entérico inibe tanto as vias neurais excitatérias quanto as inibitérias que
coordenam a motilidade intestinal, causando um atraso no transito intestinal (Pal et
al., 2015).

Em estudo conduzido por Jiangin et al. (2016), 45 pessoas foram submetidas
a dietas contendo ambas as [-caseinas ou somente a de tipo A2; as dietas
contendo o tipo A1 foram associadas com aumento da inflamacgao gastrointestinal,
aumento do desconforto digestivo e diminuigdo da motilidade, sintomas que foram
atenuados apds a remocao dessa proteina da dieta, o que possibilitou concluir que o
processo inflamatorio estaria relacionado diretamente com a presenca da B-caseina
A1 na dieta. Outros estudos também comprovam esses resultados, tanto os feitos
em animais (Barnett et al., 2014; Haq et al., 2014), quanto os realizados em
humanos (Ho et al., 2014; Jianqin et al., 2015; Pal et al., 2015), o que oferece
suporte a este projeto de pesquisa.

Ademais, a dosagem dos marcadores demonstra concentragdes elevadas em
processos inflamatdrios, os quais sao associados, a longo prazo, a deterioragdo dos
tecidos, desenvolvimento de doengas crbnicas, o que leva a predisposigcdo no
desenvolvimento de cancer, uma vez que células inflamatdrias sdo promotores
tumorais por disponibilizarem, a longo prazo, um microambiente favoravel para o

desenvolvimento de neoplasias (Barnett et al., 2014; Haq et al., 2014).
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2 Materiais e métodos

2.1 Animais

Foram utilizados 20 cdes sendo 19 da Raca PitBull e 1 da Racga Belgian
Malinois (12 fémeas e 08 machos), de peso corporal médio de 20,2kg, e idades
entre 1 e 10 anos, provenientes do Canil “Red Action Pit Kennel" em Sao Paulo, sob
a responsabilidade do tutor André Corréa, mediante aprovacgao prévia pelo mesmo e
assinatura de um termo de compromisso e responsabilidade. O projeto foi aprovado
no CEUA, sob protocolo numero 4971/23 e nas normas do Concea (anexo A).

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 2 grupos conforme

descrito no item 2.2 abaixo.

2.2 Alimentos

A dieta experimental correspondendo a cerca 30% da necessidade diaria de
calorias de cada animal foi baseada no produto NF Reability® da empresa INOVET

— Compromisso com a vida. Este produto € um alimento umido, completo e
balanceado para caes e gatos, possuindo em sua composi¢gao as seguintes fontes
proteicas: plasma suino (fornecendo 37% da proteina bruta - PB), ovo integral em pé
(fornecendo 34% da PB) (férmula original como 80% da fonte proteica a albumina
(proteina do ovo) e leite em po integral com lactose reduzida (fornecendo 29% da
PB). Para suprir os cerca de 30% da necessidade diaria de calorias foi fornecido,
uma vez ao dia, uma lata contendo 280gramas do produto para cada animal
experimental.

Foram utilizadas duas versdes do produto durante o periodo experimental:

1- Grupo Controle — receberam a dieta experimental formulada com leite em
po integral contendo beta caseina A2 (Anexo C);

2- Grupo Teste — receberam a dieta experimental formulada com leite em

po integral contendo a beta caseina A1 e A2 (Anexo C).
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Complementando os 70% da necessidade diaria de calorias, para ambos o0s
grupos, foi fornecido um alimento seco, completo e balanceado (Anexo D) sem

proteinas do leite em sua composigao.

2.3 Coletas de sangue

Todos animais foram vermifugados com o produto DUPRANTEL PLUS cedido
gentilmente pelo Laboratério DUPRAT, e fizeram o uso do suplemento adsorvente
CAPTOR por 14 dias e do probidtico MICROLAC por 21 dias, estes dois ultimos
cedidos gentilmente pelo Laboratério INOVET, antes do inicio do periodo
experimental, sendo realizadas quatro coletas de sangue apos o término desse
periodo de medicagao.

A primeira coleta de sangue (T0),um dia antes de iniciar o fornecimento da
dieta experimental, a segunda (T1) dez dia apds o inicio do fornecimento da dieta
experimental, a terceira (T2) 20 dias apos o inicio do fornecimento da dieta
experimental e a quarta (T3) 30 dias apos o inicio do fornecimento da dieta
experimental.

As amostras de sangue foram coletadas através de pung¢ao da veia jugular.
Apos processamento, foi realizado hemograma completo, calculadas relagéo
eosindfilo linfécito e relagdo mondcito e linfocito e dosados: fibrinogénio, ureia,
creatinina, frutosamina, glicose, alanina aminotransferase (ALT), proteina C reativa,
vitamina B12, acido fdlico, uma vez que a maioria deles sdo marcadores
inflamatorios.

O material coletado foi processado e laudado pelo laboratério: ANIMALAB 20
Anos - Centro de Diagndstico Veterinario, CNPJ: 48.409.810/0001-22, localizado na
cidade de Americana/SP com colaboragdes especiais do Laboratério TECSA (B12 e

acido félico) e da empresa KOVALENT (Proteina C reativa).
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2.4 Delineamento experimental

Este experimento corresponde a um estudo clinico prospectivo de tipo caso-
controle inteiramente casualizado.

O estudo caso-controle € uma metodologia de pesquisa observacional
frequentemente utilizada em areas como medicina e epidemiologia. Seu principal
objetivo € investigar a associagao entre um fator de exposi¢céo (ou tratamento) e um
desfecho (doenga ou condigao). Diferentemente dos ensaios clinicos, o estudo caso-
controle ndo envolve intervencdes diretas no cenario estudado (Moretti, 2023).

Tanto o estudo caso-controle quanto o ensaio clinico prospectivo
desempenham papéis essenciais na pesquisa cientifica. Enquanto o primeiro
explora associagdes retrospectivamente, o segundo avalia intervengdes
prospectivamente. Ambos contribuem para o avango do conhecimento e

aprimoramento da pratica clinica (Moretti, 2023).

2.5 Analises Estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas com Software R (Verséo 4.4.1).
Inicialmente os pressupostos matematicos de normalidade (Shapiro Wilk teste) e
homocedasticidade (Bartlett's teste) foram verificados.

Todos os dados foram analisados considerando Parcelas Subdivididas no
tempo em Delineamento Completamente Aleatério balanceado, considerando o
grupo como a parcela principal e o dia de avaliagdo como a subparcela, assim se
compararam os efeitos do grupo, do dia e da interagao destes parametros.

Os valores resultantes de cada variavel apresentam-se como a média +/- erro
padrdao da média (EPM). Em todos os testes a significancia foi declarada como P <
0,05 e tendéncia quando P > 0,05 e < 0,10. O post teste de Tukey foi aplicado para a

comparagao de meédias caso a comparagao dos grupos, dias ou sua interagao.
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3 Resultados

Nao foi observado efeito da interagdo grupo x tempo de avaliagdo sobre a
concentragédo de vitamina B12 (P > 0,10; Tabela 1). Entretanto, a concentragdo de
Vitamina B12 foi influenciada pelo efeito simples do grupo ofertado (P = 0,005) e do
tempo de avaliagdo (P = 0,023), o grupo Teste apresentou menor concentragcao
média de Vitamina B12 (425 pg/mL) durante o periodo experimental comparado ao
grupo Controle (486,75 pg/mL). Por outro lado, as concentracbes médias
observadas de Vitamina B12 apés 20 dias (T2 = 536.94 pg/mL) de oferta das dietas
foram significativamente maiores que os valores médios observados apds 30 dias
(T3 = 340,63 pg/mL).

Tabela 1. Indicadores de inflamacdo em cées alimentados com duas dietas em
funcado dos dias de avaliacao.

Dias de Avaliacao EPM p-valor
Grupo | TO T1 T2 T3 |Média L T |GxT

Teste | 411,20 | 533,60 | 488,80 | 266,40 | 425,00

Vitamina B12, pg/mL Controle | 536,44 | 397,00 | 590,44 | 423,11 | 486,75 | 33,51 (0,005] 0,023 {0,189

Média |470,52*|568,89"| 536,94 [ 340,63

Teste | 12,608 | 11,298 | 11,898 | 6,509 | 10,578

Acido Félico, ng/mL Controle| 12,591 | 9,462 | 9,462 | 5,926 | 9,360 (0,627(0,547(< 0,01(0,656

Meédia | 12,600° [ 10,428 | 10,744 | 6,232°

Teste | 260,00 | 170,00 | 270,00 | 240,00 | 235,00

Fibrinogénio, mg/dL Controle | 277,77 | 233,33 | 200,00 | 177,77 | 222,22 (10,65 (0,504| 0,110 {0,084

Média | 268,42 | 200,00 | 236,84 | 210,52

Teste | 156,70 | 192,80 | 189,20 | 206,80 | 186,37

Frutosamina, pmol/L Controle| 175,22 | 182,11 | 170,77 | 197,55 | 181,41 (43,73 {0,762| 0,003 {0,238

Média | 165,47° [187,73%|180,47* | 202,42°

Teste | 10,248 | 26,017 | 25,153 | 33,419 | 23,709

Proteina C reativa, mg/dL. |Controle| 10,000 | 13,835 | 16,194 | 16,855 | 14,221 | 4,00 |0,021] 0,269 |0,737

Média | 10,117 | 19,605 | 20,43 | 24,701

Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de proteina derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta
contendo 20% da fonte com proteina derivada de leite A1. TO = 26/06/2023 antes do inicio da oferta
das dietas. T1 = 06/07/2023, 10 dias apods inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apods
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inicio da oferta das dietas. T3 = 26/07/2023, 30 dias apds inicio de oferta das dietas. EPM = erro
padrdo da média. G = efeito do grupo. T = efeito do tempo de avaliagdo. LxG = efeito da interagéo
grupo — tempo de avaliagdo. Letras sobrescritas minusculas na mesma linha indicam diferenga
significativa os tempos de avaliagao pelo teste de Tukey.

A concentracdo de Acido Félico também foi influenciada pelo efeito simples
dos dias de avaliagdo, observando-se valores médios similares entre os grupos
estudados antes (TO = 12,60 ng/mL) e durante os 10 dias (T1 = 10,42 ng/mL) e 20
dias (T2 = 10,74 ng/mL) apos oferta das dietas, com uma reducao significativa na
concentracdo média de acido fdlico apos 30 dias de avaliagéo (T3 = 6,23 ng/mL),
sendo este valor menor quando comparado aos outros dias (Tabela 1; P < 0.01).
Nao foi observado efeito do grupo e nem efeito da interagdo grupo x tempo de
avaliacdo sobre a concentracéo de Acido Félico (P > 0,10; Tabela 1).

A concentracdo de fibrinogénio (mg/dL) apresentou uma tendéncia de
interacao grupo e tempo de avaliagao (Tabela 1; P = 0,084). Observando-se, baixas
concentragdes de fibrinogénio nos cédes do Grupo Controle durante os dias 20 e 30
de avaliagao (T2 = 200 mg/dl, T3 = 177 mg/dL, respectivamente) quando comparado
aos valores observados nos mesmos dias nos animais do Grupo Teste (T2 = 270
mg/dL, T3 = 240 mg/dL) (Figura 2).
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200,0 7

150,0

100,0
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TO ™ T2 T3

B Teste [ Controle

Figura 2. Concentragdes de fibrinogénio (mg/dL) em cées alimentados com duas dietas em
funcido dos dias de avaliacdo. Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de proteina
derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta contendo 20% da fonte com proteina derivada de
leite A1. TO = 26/06/2023 antes do inicio da oferta das dietas. T1 = 06/07/2023, 10 dias apés
inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apds inicio da oferta das dietas. T3 =
26/07/2023, 30 dias apos inicio de oferta das dietas. Tendencia de interagdo grupo e tempo
de avaliacao pelo teste de Tukey (P=0,084).
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A concentracdo média de frutosamina (umol/L) foi influenciada pelos dias de
avaliacao (Tabela 1; P = 0,003), observando-se valores similares antes (TO =
165.47) e durante os 10 (T1 = 187.73) e 20 (T2 = 180.47) dias apos inicio da oferta
das dietas, com aumento significativo na concentracdo meédia de frutosamina
observado apo6s 30 dias (T3 = 202,42), sendo este valor significativamente maior
quando comparado ao valor médio observado antes do inicio da oferta das dietas
(TO).

A concentragdo de proteina C reativa ndo foi influenciada pelo tempo de
avaliacdo nem pela interagao grupo x tempo de avaliagdo (P > 0,10). Entretanto,
quando avaliado o efeito do grupo (P = 0,021; Tabela 1), a concentragao média de
proteina C reativa encontrada no Grupo Teste (23,709 mg/dL) foi maior ao valor
encontrado no Grupo Controle (14,221 mg/dL).

Os dias de avaliagdo nao influenciaram a concentracdo de hemacias
encontrada nos cées (P > 0,10). Entretanto, houve uma tendéncia na concentragéo
de heméacias ser maior no Grupo Controle (7,43 milhées/mm3) quando comparado
ao encontrado no Grupo Teste (6,91 milhdes/mm3) (Tabela 2; P=0,091).

A concentragdo de hematocrito (%) nao foi influenciada pelo grupo utilizado
nas dietas dos animais (P = 0,197). Porém, observou-se efeito significativo dos dias
de avaliagao sobre esta variavel (Tabela 2; P < 0,01), sendo que valores menores de
hematdcrito foram encontrados nos dias 10 (T1 = 44,52%) e 20 (T2 = 44,26%) apos
inicio das dietas quando comparados ao valor encontrado antes do inicio da oferta
das dietas (TO = 46,31).

Tabela 2a. Valores de Hematologicos em cades alimentados com duas dietas em
funcado dos dias de avaliagéo.

Dias de Avaliacao EPM p-valor
Grupo| TO T1 T2 T3 |Média L | T |GxT

Teste 6,79 6,98 6,89 6,98 | 6,917

Hemacias, milhdes/mm3 Controle| 7,60 7,14 7,55 7,44 7,436 | 7,068 (7,200| 7,210 | 0,101

Meédia | 7,173 | 7,068 7,200 | 7,210

Teste | 45,20 | 44,10 | 42,90 | 44,30 | 44,12

Hematdcrito, % Controle| 47,55 | 45,00 | 45,77 | 47,22 | 46,34 | 0,460 |0,197|<0,01|0,216

Meédia | 46,31° | 44,52° | 44,26" | 45,68
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Teste 15,93 15,41 14,97 | 15445 | 15,44

Hemoglobina, g/dL Controle| 16,43 15,83 16,31 16,25 | 16,20 | 0,168 (0,231] 0,032 0,134
Média | 16,16* | 15,61 [ 15,60° | 15,83
Teste | 63,85 63,28 61,89 | 63,36 | 63,10

V.CM, p Controle| 62,73 62,82 61,84 | 63,89 | 62,83 |0,324]0,779] 0,118 | 0,735
Meédia | 63,32 63,06 61,88 | 63,63

C.H.C.M, % Teste | 35,25 34,91 34,93 | 34,75 | 34,97 | 0,126 ]0,847] 0,395 | 0,418
Controle| 34,77 | 35,15 35,61 | 34,50 | 35,01
Meédia | 35,03 35,03 35,26 | 34,62

Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de proteina derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta
contendo 20% da fonte com proteina derivada de leite A1. TO = 26/06/2023 antes do inicio da oferta
das dietas. T1 = 06/07/2023, 10 dias apds inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apos
inicio da oferta das dietas. T3 = 26/07/2023, 30 dias apds inicio de oferta das dietas. EPM = erro
padrao da média. G = efeito do grupo. T = efeito do tempo de avaliagdo. LxG = efeito da interacéo
grupo — tempo de avaliagdo. Letras sobrescritas minusculas na mesma linha indicam diferenga
significativa os tempos de avaliagao pelo teste de Tukey.

Tabela 2b. Valores de Hematolégicos em cées alimentados com duas dietas em
funcado dos dias de avaliagéo.

Dias de Avaliacdo p-valor

Grupo| TO T1 T2 T3 |Média EPM L | T |GxT
Teste | 8,540 | 8,206 8,630 | 8,460 | 8,460

Proteina plasmatica, g/dL Controle| 7,800 7,456 8,011 7,578 | 7,711 {0,096 |0,035 0501 0,660
Meédia | 8,189 | 7,852° | 8,336 | 8,042"
Teste | 0,001 0,002 0,002 | 0,001 | 0,002

Metarrubricitos, % Controle| 0,001 0,002 0,111 0,001 | 0,027 |0,013]0,305| 0,397 | 0,350
Média | 0,001 | 0,002 0,052 | 0,001
Teste | 15,666 | 13,513 | 13,170 | 13,480 | 13,955

Leucécitos, mm3 Controle| 13,144 | 12,533 | 12,300 | 11,178 | 12,288 | 509,6 |0,408| 0,002 | 0,298
Média | 14,468 | 13,047 | 12,757" | 12,389
Teste | 64,50 | 59,10 57,10 | 58,80 | 59,87

Segmentados, % Controle| 64,22 63,11 67,00 | 57,88 | 63,30 | 1,220 ]0,425| 0,074 {0,161
Média | 64,36 61,00 61,78 | 58,84
Teste | 23,20 | 25,20 28,90 | 26,30 | 25,90

Linfécitos, % Controle| 24,77 | 24,77 | 22,00 | 27,44 | 24,75 | 1,071 |0,763| 0,494 | 0,108
Média | 23,94 25,00 25,63 | 26,84

Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de proteina derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta
contendo 20% da fonte com proteina derivada de leite A1. TO = 26/06/2023 antes do inicio da oferta
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das dietas. T1 = 06/07/2023, 10 dias apos inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apods
inicio da oferta das dietas. T3 = 26/07/2023, 30 dias apds inicio de oferta das dietas. EPM = erro
padrao da média. G = efeito do grupo. T = efeito do tempo de avaliagdo. LxG = efeito da interagcéo
grupo — tempo de avaliagdo. Letras sobrescritas minusculas na mesma linha indicam diferenga
significativa os tempos de avaliagao pelo teste de Tukey.

Tabela 2c. Valores de Hematologicos em caes alimentados com duas dietas em
funcado dos dias de avaliagao.

Dias de Avaliacao EPM p-valor
Grupo| TO T1 T2 T3 |Média L | T |[GxT

Teste | 5,100 | 6,600 4,600 5,900 5,55

Mondcitos, % Controle| 5,333 7,000 5,222 6,440 6,00 |0,307]0,619/0,038(0,993

Média | 5,210" | 6,789" | 4,894 | 6,157

Teste | 7,100 | 9,000 3,700 8,700 | 7,125

Eosinéfilos, % Controle| 5,444 | 5222 | 5000 | 6,222 | 5472 |0,792 |0,539|0,165|0,410

Meédia | 6,315 | 7,210 4,315 7,526

Teste | 0,001 0,100 0,400 0,400 | 0,225

Bastonetes, % Controle| 0,222 | 0,001 | 0667 | 2,222 | 0,777 | 0,251 |0,291|0,310{ 0,542

Meédia | 0,105 | 0,052 0,526 1,263

Teste | 0,001 | 0,001 0,001 0,100 | 0,025

Metamieldcitos, % Controle| 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 | 0,013 |0,357]0,403] 0,450

Meédia | 0,002 [ 0,001 0,001 0,052

Teste [294.888|264.888 | 289.444 | 288.666 |284.472

Plaquetas, mm3 Controle| 379.800 | 327.800 [ 370.100 | 327.000 |351.175|10.523|0,084/0,019| 0,370

Média (339.578%|298.000°|331.894*| 308,842

Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de proteina derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta
contendo 20% da fonte com proteina derivada de leite A1. TO = 26/06/2023 antes do inicio da oferta
das dietas. T1 = 06/07/2023, 10 dias apods inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apods
inicio da oferta das dietas. T3 = 26/07/2023, 30 dias ap6s inicio de oferta das dietas. EPM = erro
padrao da média. G = efeito do grupo. T = efeito do tempo de avaliagdo. LxG = efeito da interagcéo
grupo — tempo de avaliagdo. Letras sobrescritas minusculas na mesma linha indicam diferenga
significativa os tempos de avaliagao pelo teste de Tukey.

A concentracdo de Hemoglobina (g/dL) nado foi influenciada pelos grupos
utilizados (P = 0,231). Entretanto, aos 20 dias de avaliagéo (T2 = 15,60 g/dL) foram
observados valores médios menores quando comparado aos valores médios
encontrados antes do inicio da oferta das dietas (TO = 16,16 g/dL).

O Volume Corpuscular Médio (V.C.M, u), Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (C.H.C.M, %) e Metarrubricitos (%) ndo foram influenciados pelo

grupo e nem pelos dias de avaliagao (Tabela 2; P > 0,10).
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A concentracdo média de Proteina plasmatica (g/dL) encontrada no Grupo
Controle foi menor (7,711 g/dL) quando comparada ao Grupo Teste (8,460 g/dL) (P
= 0,035). Durante os dias de avaliagdo também foram observadas mudancas na
concentracdo meédia de Proteina plasmatica (P < 0,001), sendo observado uma
baixa concentragcdo média aos 10 dias (T1 = 7,852 g/dL) apds inicio da oferta das
dietas, quando comparado aos outros dias de avaliagdo. Seguido pelo aumento na
concentracdo média aos 20 dias (T2 = 8,336 g/dL) quando comparado aos 10 dias
(T1) e 30 dias (T3 = 8,042 g/dL) apds inicio da oferta das dietas (Tabela 2).

A contagem de leucdcitos foi similar entre os grupos avaliados (P = 0,408) e
nao houve efeito da interagdo grupo e tempo de avaliagdo (P = 0,298). Entretanto,
maior contagem média de leucdcitos foi observada antes do inicio da oferta das
dietas (TO = 14.468 leucocitos/mm3) quando comparado as contagens observadas
apos 20 (T2 = 12.757 leucdcitos/mm3) e 30 dias (T3 = 12.389 leucdcitos/mm3) de
oferta das dietas (P = 0,002).

A proporgcao de segmentados foi similar entre os grupos avaliados e os dias
de avaliacédo (Tabela 2; P > 0,10), mas observou-se uma tendéncia de efeito do
tempo de avaliagéo (Tabela 2; P = 0,074), com baixas concentragdes média de
fibrinogénio nos cées apos 30 dias de oferta das dietas (T3 = 58,84%) quando
comparado ao observado antes do inicio da oferta das dietas (TO = 64,36).

Os Linfécitos, Eosindfilos, Bastonentes e Metamieldcitos tiveram proporgdes
similares entre os grupos e tempos de avaliagéo (P > 0,10; Tabela 2). Enquanto, ndo
foram identificados Miel6citos nem Basofilos nas amostras coletadas.

A proporcao de Mondcitos foi similar entre os grupos avaliados (P = 0.619),
porém, houve diferenca nos valores médios encontrados ao longo dos dias de
avaliacao (P = 0,038), observando-se valores maiores de Mondcitos aos 10 dias (T1
= 6,78%) apos inicio da oferta das dietas, quando comparado ao observado aos 20
dias (T2 = 4.89%) ap0s inicio da oferta das dietas.

A relagao eosindfilos/linfocitos e mondcitos/linfocitos ndo mudaram ao longo
dos dias de avaliagdo e nado foram influenciadas pela interagdo grupo e dias de
avaliacao (P > 0,10; Tabela 3). Entretanto, a média da relagao eosindfilos/linfécitos
foi influenciada pelos grupos avaliados (P = 0,027), encontrando-se menor relagao

no Grupo Controle (0,256) quando comparado a relagao encontrada no Grupo Teste
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(0,430). E a média da relagdo mondcitos/linfécitos foi maior no Grupo Teste (0,271)
quando comparado ao observado no Grupo Controle (0,121) (P = 0,007). A média da
relacdo mondcitos/linfocitos foi 2,2 vezes maior no Grupo Teste comparado ao

Grupo Controle (Figura 3).

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Relagao

Eosinéfilo:Linfocito Monécito:Linfécito

B Teste [ Controle

Figura 3. Relacao Eosindfilo/Linfécito e Mondcito/Linfécito em caes alimentados com duas
dietas em funcéo dos dias de avaliagao. Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de
proteina derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta contendo 20% da fonte com proteina
derivada de leite A1. TO = 26/06/2023 antes do inicio da oferta das dietas. T1 = 06/07/2023,
10 dias apds inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apods inicio da oferta das
dietas. T3 = 26/07/2023, 30 dias ap0ds inicio de oferta das dietas. Efeito significativo do grupo
na relacéo eosindfilo/linfocito e mondcito/linfécito pelo teste de Tukey (P < 0,01).

A concentracdo média de Plaquetas foi maior no Grupo Teste (351.175
plaquetas/mm3) do que observado no Grupo Controle (284.472 plaquetas/mm3) (P =
0,084). Adicionalmente, uma menor concentragdo média de plaquetas foi observada
aos 10 dias (T1 = 298.000 plaquetas/mm3) apds inicio da oferta das dietas quando
comparado ao valor médio observado antes do inicio da oferta (TO = 339.572

plaquetas/mma3).

A concentragdo média de Creatinina (mg/dL) em soro foi similar entre ambos
os grupos testados (Tabela 3; P > 0,10). Mas esta variavel mudou em fungdo dos
dias de avaliagado, observando-se alta concentragcdo média de creatinina apods 10
dias (T1 = 1,258 mg/dL) apds inicio da oferta das dietas quando comparado aos
valores observados apés 20 dias (T2 = 0,867 mg/dL) e 30 (T3 = 0,896 mg/dL) de
avaliacéo (P < 0,001).
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Tabela 3. Parametros sanguineos complementares avaliados em céaes alimentados
com duas dietas em funcéo dos dias de avaliagao.
Dias de Avaliacao p-valor

EPM
Grupo | TO T1 T2 T3 | Média L T |LxT

Teste 1,169 | 1,216 | 0,905 | 0,837 | 1,031

Creatinina, mg/dL Controle | 1,070 | 1,031 | 0,826 | 0,962 | 1,040 | 0,046 | 0,916 | 0,007 |0,741

Média | 1,122* | 1,258 | 0,567° | 0,896"

Teste 85,70 | 55,20 | 57,80 | 72,90 | 67,90

Glicose, mg/dL Controle | 91,33 | 63,00 | 97,66 | 61,63 | 70,93 | 2,400 | 0,504 | < 0,001 | 0,241

Média 88,36" | 58,89" | 62,47" | 67,60°

Teste 36,30 | 34,77 | 42,30 | 39,40 | 38,19

Ureia, mg/dL Controle | 24,44 | 21,62 | 29,66 | 44,66 | 29,35 | 2,559 | 0,314 | 0,010 |0,186

Média 29,26 | 28,54° | 36,31 | 41,89°

Teste 55,22 | 51,11 | 58,22 | 84,77 | 61,70

ALT, U/L Controle | 61,70 | 49,10 | 51,90 | 46,50 | 55,22 | 3,169 | 0,233 | 0,269 [ 0,024

Média 58,63 | 50,05 | 54,89 | 64,63

Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de proteina derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta
contendo 20% da fonte com proteina derivada de leite A1. TO= 26/06/2023 antes do inicio da oferta
das dietas. T1 = 06/07/2023, 10 dias apos inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apods
inicio da oferta das dietas. T3 = 26/07/2023, 30 dias apos inicio de oferta das dietas. EPM = erro
padrdo da média. L = efeito do Grupo. T = efeito do tempo de avaliagdo. L x T = efeito da interagao
grupo — tempo de avaliagdo. Letras sobrescritas minUsculas na mesma linha indicam diferenga
significativa os tempos de avaliagdo pelo teste de Tukey.

A dieta ndo influenciou a concentragdo de ureia em soro dos caes (P =
0,314). Porém, aumento na concentragdo média de ureia foi detectado apds 30 dias
de inicio da oferta das dietas (T3 = 41,89 mg/dL) quando comparado aos valores
encontrados antes (TO = 29,26 mg/dL) e aos 10 dias ap6s inicio de oferta das dietas
(T1 = 28,54 mg/dL).

A concentragcdo de ALT (U/L) apresentou efeito significativo da interagao
grupo e tempo de avaliacao (Tabela 3; P = 0,024). Observando-se alta concentragao
de ALT no soro de caes do Grupo Teste apos 30 dias de avaliagéo (T3 = 84,77 U/L),
quando comparado ao valor médio observado no Grupo Controle (T3 = 46,50 U/L)
aos 30 dias (Figura 4). Os valores observados no dia 0 (TO = 55,2 vs 61,7 U/L), 10
(T1=51,1vs 49,1 U/L) e 20 (T2 = 58,2 vs 51,9 U/L) foram estatisticamente similares

entre o grupo teste e controle, respectivamente.
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Figura 4. Concentragdo de ALT (U/L) no soro de cades alimentados com duas dietas em
funcéo dos dias de avaliagdo. Grupo Controle = dieta contendo 20% da fonte de proteina
derivada de leite A2. Grupo Teste = dieta contendo 20% da fonte com proteina derivada de
leite A1. TO = 26/06/2023 antes do inicio da oferta das dietas. T1 = 06/07/2023, 10 dias apés
inicio da oferta das dietas. T2 = 16/07/2023, 20 dias apds inicio da oferta das dietas. T3 =
26/07/2023, 30 dias apds inicio de oferta das dietas. Efeito significativo da de interagéo
grupo e tempo de avaliagao pelo teste de Tukey (P = 0,024).
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4 Discussao

O leite € um dos alimentos essenciais para o ser humano e muito utilizado
também para demais espécies animais, uma de suas principais caracteristicas € o
elevado teor de proteinas. As proteinas mais frequentes neste alimento segundo
Daniloski (2021) sao as caseinas (aS1-caseina, aS2-caseina, [(-caseina e k-
caseina), importantes fontes de aminoacidos para a dieta dos mamiferos
principalmente nos primeiros dias de vida.

De modo geral, as pesquisas sobre [(-caseina A2 ainda podem ser
consideradas preliminares, no entanto, segundo Olenski (2012) ha evidéncias de
relacdo entre a presenca do alelo A2 e a elevada produtividade de leite e
concentracao proteica na raga Holandesa.

Desta forma a B-caseina A2 tem sido objeto de estudo em varias areas,
inclusive na veterinaria. Pois, de acordo com pesquisas recentes tem sido associada
a propriedades redutoras do colesterol e dos triacilglicerdis, passando a ser
caracterizado pelo seu potencial de digestibilidade mais facilitada e associado a
menos problemas gastrointestinais, beneficio que é associado a menor liberagéo de
BCM-7 quando comparado ao leite contendo a 3-caseina A1 (Daniloski et al., 2021.
Olenski, 2012). No entanto, a variante A1 da 3-caseina produz um peptideo bioativo
denominado B-casomorfina-7 (BCM-7), que pode desempenhar uma fungéo
etiolégica ainda desconhecida no desenvolvimento de algumas doengas, (Padilla e
Zambrano, 2021).

Outro ponto relevante na pesquisa € a Cobalamina (Cbl) ou vitamina B12
pertence ao grupo das vitaminas hidrossoluveis, € uma importante coenzima na
sintese de DNA e lipidios neuronais, essencial para o bom funcionamento do
sistema nervoso e hematopoiese (Paniz et al. 2005). A relagéo entre a concentragao
de vitamina B12 e a inflamacgéo tem sido amplamente estudada, a literatura cientifica
mostra que baixos niveis de B12 podem estar associados a processos inflamatorios
no organismo e um amplo espectro de manifestagdes clinicas.

A vitamina B12 & importante para o sistema nervoso e para a formagao de

células vermelhas do sangue. Além disso, outro indicador, a CRP (Proteina C
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Reativa) € uma proteina de fase aguda que pode ter sua concentragdo aumentada
em até 1000 vezes durante processos ou doencgas inflamatérias (Anziliero et al.
2013). Ela também se mostra um 6timo biomarcador para processos inflamatorios,
devido sua fungdo na regulagdo do sistema imunolégico e na producdo de células
sanguineas. Assim, durante um processo inflamatério, o corpo aumenta a produgao
de células imunolégicas para combater a infecgdo ou lesdo fazendo com que o
consumo de vitamina B12 seja aumentado. Por esses motivos, a vitamina B12 &
frequentemente utilizada para acompanhamento e diagndstico de diversas
alteracdes fisiologicas.

Em pesquisas sobre recuperagdo de caes apos doacdo de sangue foi
observado que a medula 6ssea de animais com deficiéncia dessas vitaminas além
de ndo conseguir regenerar com rapidez, produzem hemacias com membranas
frageis e irregulares em vez do formato normal e com sobrevida reduzida (Guyton e
Hall 2011 Apud Baeta, 2015).

Em humanos, em um artigo sobre ‘Fisiopatologia da deficiéncia de vitamina
B12 e seu diagnédstico’ é evidenciado que a deficiéncia dessa vitamina pode
ocasionar transtornos hematoldgicos, neurologicos e cardiovasculares, porém ainda
nao ha metodologia laboratorial considerada adequada para sua verificagdo e
especificidades (Paniz, et al., 2005).

Nossos resultados corroboram com essas evidéncias, uma vez que foi
possivel observar o grupo com (3-caseina A2 apresentar maior concentragao de B12,
sugerindo uma menor resposta disruptiva, e por consequéncia inflamatéria nesse
grupo e demonstrando também menor fibrinogénio.

Além disso, a relagcao eosindfilo/linfécito — que se refere ao parametro
hematoldgico que calcula a proporgao entre 0 numero de eosindfilos e o numero de
linfécitos no sangue periférico, sendo essa relagdo uma ferramenta importante para
avaliar a atividade inflamatdria em animais e os eosindfilos sdo gldbulos brancos
envolvidos na resposta a alergias e parasitas, enquanto os linfocitos sao
fundamentais na resposta imunolédgica especifica — e relagdo mondcito/linfocito —
que se refere a um indicador hematolégico que calcula a proporgédo entre os
mondcitos e os linfécitos no sangue periférico, ferramenta importante para avaliar a

atividade inflamatéria em animais, pois os mondcitos sao células do sistema
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imunoldgico que atuam na resposta inicial ao combater infecgbes e remover detritos
celulares, enquanto os linfocitos sdo fundamentais na resposta imunoldgica
especifica — tém sido consideradas marcadores importantes de estresse oxidativo e
inflamacéo.

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre a geracdo de compostos

oxidantes e a atuacéo dos sistemas de defesa antioxidante. A geragédo de radicais
livres e/ou espécies reativas ndo radicais é resultante do metabolismo de oxigénio
(Russo et al. 2016). Ja a inflamacdo € uma resposta do sistema imunoldgico a
lesdes, infecgdes ou doengas. Desta forma o estresse oxidativo e a inflamacgao estao
interligadas, pois os radicais livres ativam genes pro-inflamatérios, os quais
desencadeiam uma cascata de inflamagdes progressivas.

Nossos achados indicam que o grupo com B-caseina A1 exibiu maiores
valores dessas relagdes, o que pode estar relacionado a um desvio do status
otimizado de saude, com tendéncia a um estado inflamatério mais acentuado e
maior estresse oxidativo nesse grupo.

Considerando essas evidéncias, podemos inferir que a dieta contendo B-
caseina A2 pode desencadear um efeito protetor contra processos inflamatérios e
estresse oxidativo em caes, estimulando a otimizagao do status de saude, enquanto
a dieta com B-caseina A1 pode atuar como um fator disruptor enddégeno que
contribui para o desenvolvimento, agravamento e evolugdo de processos

inflamatorios e desregulacéo do status de saude em caes.
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5 Conclusao

O presente estudo sugere que a dieta com B-caseina A2 (controle) pode estar
relacionada a uma modulacido mais favoravel do status de saude dos caes em
comparagao com a dieta com [B-caseina A1 (teste). A maior concentracédo de
vitamina B12 no grupo alimentado com [(-caseina A2 sugere uma possivel
associagéao inversa entre B12 e inflamacgao.

As concentragdes médias tanto da proteina C reativa quanto do fibrinogénio
encontradas no Grupo Teste foram maiores aos valores encontrados em céaes
alimentados no Grupo Controle.

A relacao eosindfilo/linfocito e relagdo mondcito/linfécito maiores no grupo
teste indicam a presenga de maior estresse oxidativo e inflamagao. Esses achados
fornecem indicios de que a [B-caseina A1 pode atuar como um fator disruptor
endogeno que contribui para o agravamento e evolugéo de processos inflamatorios

e desregulagao do status de saude em caes.
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CONSIDERACOES FINAIS

E importante salientar que sdo necessarias pesquisas adicionais com um
maior numero de animais, um periodo de avaliagdo mais longo e até mesmos
indicadores inflamatorios adicionais para confirmar e aprofundar os resultados
encontrados.

Priorizamos marcadores que facilitam a rotina clinica, facilmente
disponibilizados pelos laboratérios de analises clinicas veterinarias, mas,
adicionalmente, recomenda-se investigar outros marcadores inflamatérios e
variaveis metabdlicas e hormonais para uma avaliagcdo mais abrangente dos efeitos
das dietas contendo B-caseina A1 e 3-caseina A2 na saude dos caes.

Em suma, os resultados deste estudo sugerem que a dieta com B-caseina A2
pode ser uma opg¢ao mais benéfica para a modulagédo do status de saude e redugao
da inflamacao em caes. No entanto, sdo necessarias investigacbes mais detalhadas
para confirmar esses efeitos e compreender completamente os mecanismos
envolvidos nessa relacio.

Os resultados encontrados no presente estudo sao de grande relevancia pois
destacam a importancia da composi¢ao nutricional das dietas e sua influéncia sobre
a saude e bem-estar dos caes. Além disso, fornecem base para futuros estudos que
possam aprofundar o conhecimento sobre o papel da B-caseina A1 e A2 na
modulagcdo da resposta inflamatéria e na promocdo da saude dos animais. A
compreensao desses mecanismos € fundamental para o desenvolvimento de
estratégias nutricionais mais adequadas e personalizadas para a saude de caes e

possivelmente outras espécies animais.
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A - CERTIFICADO DE COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

#By UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA g

u nesp “JULIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Jabolicabal

g R

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ p-caseina a1 dietética como fator de risco
para o desenvolvimento de processos inflamatérios em cdes"”, protocolo n®
4871/23, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Andrigo Barboza de Nardi, que envolve
a produgéo, manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11,794, de 08 de outubro de 2008.
no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado "Ad
referendum™ pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE

JABOTICABAL-SP.

IV_Ig!m::tl doProjeto | 26/06/2023 a 26/08/2023

Espécie / Linhagem 19 Pit Bull e 1 Belgian Malinois
l N°deanmais | 20 ) __
| Peso / |dade 17-26 kg, idade de 1 ano a 10 anos
[Semo 8 machos e 12 fémeas )
iOngum - | Canil

Jaboticabal, 22 de junho de 2023.

A OLQU -
Profa. Dra. Pagla Castro Moraes
Ww-Coordenadpra em exercicio - CEUA FCAV

Faculdaoe de Cidncias Agranias e Velennarnas
Via de Acesso Prol Pauto Donato Castellane. s/n CEP 14884.900 - Jaboticabal - SP - Brasd

Tel 16 3209-T100 - www fcav unesp br
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B - Identificacdo de alelo A2A2 do gene da Beta-Caseina INGREDIENTE GRUPO

CONTROLE:

Laboratdrio de Genética — Instituto de Zootecnia
Secretaria de Agricultura e Abastecimento
Rua Heitor Penteado, n. 56
Centro — Nova Odessa — 5P — CEP 13380-011
CNPJ 46.384.400/0025-16

N
Z

Identificacdo de alelos A1 e A2 do gene da Beta-Caseina

Cliente: Inovet Industria e Comérdo de Produtos Veteringrios LTDA - Contato do Anibal — Robert

| Caso N®: 283-2

Endere¢o: Rua Sargento Aquino, 451

‘ Bairro: Olaria

Municipio: Rio de Janeiro

UF: RJ

| CEP:21.021-640

Telefone: [21)2230.4765

Celular: (19) 98161.2273

e-mail: vinhedo@ino vet

CPF/CNP): 09.261.542/0001-92

Inscricdo Estadual:

Espécie: Cies e Gatos

Tipo de amostra: Alimento completo para cies
e gatos a base de ovos e leite — Baixa Lactose

Recebido em: 25/09/23

Descricdo das andlises:

A amostra foi submetida a extracdo de DNA por meio de kit de extragdo especifico que, em seguida, foi submetido a andlise
genética por PCR em Tempo Real, o que permite a detecgdo do alelo Al do gene da beta-caseina na amostra.

Identificacdo das Amostras e Resultados

. Data o

Ordem Produto Cod. Barra | Quantd. — Lote Gendtipo % de Al
Alimento
completo para
cdes e gatos a
base de ovos e 7898936195 | 1 lata de

283-2 eite — Baixa 475 280g 28/12/24 17448 0
Lactose — NF
Reability
Superpremium

Mova Odessa, 28 de Setembro de 2023.
. \I |
F Fi r 5
Responsdvel Téonico: _ﬁ\/ ) Diretor Técnico de Servigo:

Rodrigo Giglioti, PhD
Biologo, Geneticista
CREBio n. 124604
Institute de Zootecnia-1Z

Dir. A | i
Qe Aniba) Caplriq wess iR

Dector Teem:
ULA-Beotee. da Pr
RG 10.300.076-8
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C - CERTIFICADO DE ANALISE DE INGREDIENTE DO PRODUTO GRUPO

TESTE

CERTIFICADO DE ANALISE DE PRODUTO

FAZENDA

COLORADO

LEITE PASTEURIZADO TIPO A2A1

Produto: Leite Pasteurizado tipo A2A1 -3,0%

Fab 04/09/2023 — Val 15/09/2023 L.247 -5LM1 L

Analise Sensorial:

Aspecto, Cor e odor caracteristicos.

ANALISES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS

Analises (resultados) Especificagao
Temperatura (°C) 35°C 5,00C
Acidez ( g 4cido latico/100ml) 0,16 0,12-0,18
Gordura (%) 3.0% 3,0%
Densidade (g/ml) 1,0332 1,028-1,034
Extrato seco Total (%) 12,10% 1“"'1{5%
Extrato Seco deseng.(%) 9.10% Min. 8,40%
-0,540
Crioscopia ("H) -0,530 a -0,555 "H
Inibidores aus aus
Conservante/Adulterantes aus aus
*Contagem Total de Enterobactérias %
(UFC/mL) <1,0 x10 <10 ufc/ml

Fonte de Especificagdo: Instrugdo Normativa 76/2019
*Resultado: Médias de analises Fisico-Quimicas e microbioldgicas

Os resultados das analises diarias de leite pasteurizado integral estio de acordo com os valores exigidos pela legislagio,
Os resultados das analises aplicam-se exclusivamente ao lote analisado citado acima.
A conservagdo do produto é sob refrigeragdo a 5°C.

Erik A.S. Canonico

CRQ — 04436613/ 4° Regido/SP

Granja Leiteira Fazenda Colorado — Via Anhanguera km 177,65 — Araras - SP




48

D - NF REABILITY GRUPO TESTE E CONTROLE

FORMULA NF REABILITY GRUPO TESTE

Ingredientes % Kg/360 kg
Calcareo calcitico 0,306 1,100
Sal refinado 0,330 1,120
Agua ou Gelo 78,400 282,000
Lecitina de soja 0,500 1,800
Alga Prime 0,750 2,700
Oleo de coco 3,500 12,600
Fibra de beterraba 1,530 5,500
Leite em po integral Tipo A1A2 6,000 21,600
Ovo em p¢ integral 4,000 14,400
Plasma suino 2,500 9,000
Suplemento mineral caes 0,050 1,800
Taurina 0,061 0,220
Corante caramelo Natural 0,069 0,250
Vitagold 0,100 0,360
Cloreto de potassio 0,500 1,800
Banana desidratada 1,300 4,700
Extrato de alecrim 0,111 0,400
Total 361,350 100,007 361,350

Composigao Quimica Proximal Calculada na Matéria Natural Para Efeito de Registro
no MAPA

Valores na base de MS

Energia Metabolizavel (Min) 0,90 Cal/g 4,500 Cal/kg
Umidade (max) 810,00 g/kg -

Proteina Bruta (Min) 45,00 g/kg 225,00 g/kg

Extrato Etéreo (Min) 45,00 g/kg 225,00 g/kg
DHA (min) 1.000,00 mg/kg 5.000,00 mg/kg

Matéria Mineral (max) 15,00 g/kg 75,00 g/kg
Célcio (min) 1.500,00 mg/kg 7.500,00 mg/kg
Calcio (max) 3.500,00 mg/kg 17.500,00 mg/kg
Fdésforo (min) 1.000,00 mg/kg 5.000,00 mg/kg
Lactose (min) 5.000,00 mgkg 25.000,00 mg/kg
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Lactose (max)

15,00 g/kg

75,00 g/kg

Saédio (min)

600,00 mg/kg

3.000,00 mg/kg

Cloro (min)

900,00 mg/kg

4.500,00 mg/kg

Potassio (min)

1.800,00 mg/kg

9.000,00 mg/kg

Fibra Bruta (max)

3000,00 mg/kg

15.000,00 mg/kg

CHO Soluvel (max)

40,00 g/kg

200,00 g/kg

Magnésio (min)

150,00 mg/kg

600,00 mg/kg

Composicao de AA Essenciais Calculado

Na M.Natura % na MS
Arginina 0,31 % 1,55 %
Histidina 0,17 % 0,85 %
Isoleucina 0,27 % 1,35 %
Leucina 0,54 % 2,70 %
Lisina 0,44 % 2,20 %
Metionina 0,14 % 0,70 %
Cistina 0,14 % 0,70 %
Fenil Alanina 0,32 % 1,60 %
Tirosina 0,25 % 1,25 %
Treonina 0,30 % 1,50 %
Triptofano 0,11 % 0,55 %
Valina 0,41 % 2,05 %
Taurina 0.06 % 0,30 %
ENRIQUECIMENTO POR KG DE PRODUTO
Acido félico (min) 0,60 mg;
acido pantoténico (min) 8,00 mg;
Biotina (min) 0,08 mg
Cobalto (min) 0,50 mg
Cobre (min) 4,00 mg
Colina (min) 200,00 mg
Ferro (min) 15,00 mg
lodo (min) 0,50 mg
Manganés (min) 5,00 mg
Niacina (min) 2,00 mg

Piridoxina- vitamina B6 (min)

2,00mg/kg
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Riboflavina (min) 4,00 mg
Selénio (min) 0,10 mg
Tiamina (min) 3,00mg
Vitamina A (min) 3.000,00 UI
Vitamina B12 (min) 10,00 mcg
Vitamina D3 (min) 400,00 UI
Vitamina E (min) 15,00 UI
Vitamina K (min) 1,00 mg
Zinco (min) 25,00 mg
Distribuicdo % das Fontes de Energia
Proteina - 21,00%
Extrato etéreo 56,00%
Carboidratos 21,00%
FORMULA NF REABILITY GRUPO CONTROLE
Ingredientes % Kg/360 kg
Calcareo calcitico 0,306 1,100
Sal refinado 0,330 1,120
Agua ou Gelo 78,400 282,000
Lecitina de soja 0,500 1,800
Alga Prime 0,750 2,700
Oleo de coco 3,500 12,600
Fibra de beterraba 1,530 5,500
Leite em pé integral Tipo A2A2 6,000 21,600
Ovo em po integral 4,000 14,400
Plasma suino 2,500 9,000
Suplemento mineral caes 0,050 1,800
Taurina 0,061 0,220
Corante caramelo Natural 0,069 0,250
Vitagold 0,100 0,360
Cloreto de potassio 0,500 1,800
Banana desidratada 1,300 4,700
Extrato de alecrim 0,111 0,400
Total 361,350 100,007 361,350
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Composicao Quimica Proximal Calculada na Matéria Natural Para Efeito de Registro

no MAPA
Valores na base deMS
Energia Metabolizavel 0,90 Cal/g 4,500 Cal/kg
(Min)

Umidade (max) 810,00 g/kg -
Proteina Bruta (Min) 45,00 g/kg 225,00 g/kg
Extrato Etéreo (Min) 45,00 g/kg 225,00 g/kg

DHA (min) 1.000,00 mg/kg 5.000,00 mg/kg
Matéria Mineral (max) 15,00 g/kg 75,00 g/kg

Calcio (min) 1.500,00 mg/kg 7.500,00 mg/kg

Célcio (max) 3.500,00 mg/kg 17.500,00 mg/kg

Fosforo (min)

1.000,00 mglkg

5.000,00 mg/kg

Lactose (min)

5.000,00 mgkg

25.000,00 mg/kg

Lactose (max) 15,00 g/kg 75,00 g/kg
Saédio (min) 600,00 mg/kg 3.000,00 mg/kg
Cloro (min) 900,00 mg/kg 4.500,00 mg/kg

Potassio (min)

1.800,00 mg/kg

9.000,00 mg/kg

Fibra Bruta (max)

3000,00 mg/kg

15.000,00 mg/kg

CHO Soluvel (max)

40,00 g/kg

200,00 g/kg

Magnésio (min)

150,00 mg/kg

600,00 mg/kg

Composigao de AA Essenciais Calculado

Na M.Natura % na MS
Arginina 0,31 % 1,55 %
Histidina 0,17 % 0,85 %
Isoleucina 0,27 % 1,35 %
Leucina 0,54 % 2,70 %
Lisina 0,44 % 2,20 %
Metionina 0,14 % 0,70 %
Cistina 0,14 % 0,70 %
Fenil Alanina 0,32 % 1,60 %
Tirosina 0,25 % 1,25 %
Treonina 0,30 % 1,50 %
Triptofano 0,11 % 0,55 %
Valina 0,41 % 2,05 %
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| Taurina 0,30 %
ENRIQUECIMENTO POR KG DE PRODUTO
Acido félico (min) 0,60 mg;
acido pantoténico (min) 8,00 mg;
Biotina (min) 0,08 mg
Cobalto (min) 0,50 mg
Cobre (min) 4,00 mg
Colina (min) 200,00 mg
Ferro (min) 15,00 mg
lodo (min) 0,50 mg
Manganés (min) 5,00 mg
Niacina (min) 2,00 mg
Piridoxina- vitamina B6 (min) 2,00mg/kg
Riboflavina (min) 4,00 mg
Selénio (min) 0,10 mg
Tiamina (min) 3,00mg
Vitamina A (min) 3.000,00 UI
Vitamina B12 (min) 10,00 mcg
Vitamina D3 (min) 400,00 UI
Vitamina E (min) 15,00 UI
Vitamina K (min) 1,00 mg
Zinco (min) 25,00 mg
Distribuicdo % das Fontes de Energia
Proteina 21,00%
Extrato etéreo 56,00%
Carboidratos

21,00%
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E - RACAO UTILIZADA PARA COMPLEMENTAR A DIETA

- Premier Férmula, porte médio. Adultos a partir de 12 meses
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