ANALISE DE METABOLOMICA SERICA NAO DIRECIONADA E
COMPARATIVA ENTRE CAES SAUDAVEIS E DIABETICOS

Resumo

A andlise de metabolémica sérica tem auxiliado na compreenséo de fatores de risco
dietéticos, patogénese e no tratamento de humanos diabéticos. Este estudo
objetivou comparar o perfil metabolémico de cées diabéticos e saudaveis. Dez cédes
adultos saudaveis [grupo controle (GC)] de proprietarios em dieta de manutencao
(padronizada) e dez cdes adultos diabéticos [grupo diabéticos(GD)] de
proprietarios, com quadro clinico estavel, sem outras comorbidades, em dieta
hipocaldrica para manutencao (padronizada) e sob terapia com insulina (tipo NPH),
foram incluidos. Os metabdlitos séricos em jejum foram identificados nos espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H e analisados pela andlise
multivariada. Andalises de componentes principais (PCA) foram realizadas para
avaliar as diferencas entre os grupos e a analise discriminante por Quadrados
Minimos Parciais (PLS-DA) para discriminar e identificar os metabdlitos que
diferenciaram os grupos, utilizando-se pré-processamento de escala de Pareto
para o conjunto de dados (53 observacdes x 236 variaveis). No PCA, o GC foi
agrupado em PC1 e PC2 negativo, com excec¢ao de dois animais, um deles fora do
limite do intervalo de confianca de 95%. O GD agrupou-se no PC1 negativo, mas
disseminou-se pelo PC2, exceto por dois animais com perfil metabdlico mais
semelhante ao CO. O grafico de cargas do PCL1 revelou que os metabdlitos que
influenciaram a separagao no eixo 1 foram a- e B-glicose. Animais distribuidos em
PC2 positivo apresentaram concentracdes mais elevadas de glicose e lactato (GD).
O gréfico de colunas para o eixo 1 do PLS-DA mostrou que a glicose foi o metabdlito
com maior concentragcdo no GD, e este grupo também apresentou maiores
concentragdes de metabdlitos lipidicos, lactato e aminoacidos de cadeia ramificada
(AACR). Conclui-se que houve diferenga no perfil metaboldémico sérico entre caes
diabéticos e saudaveis, de modo que foi observado maiores concentracdes dos

metabdlitos: glicose, AACR, metabalitos lipidicos e lactato nos cées diabéticos.




Introducéo

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica, de etiologia multifatorial,
que resulta em hiperglicemia como consequéncia da deficiéncia de insulina e, pode
resultar em diversas complicagdes, incluindo coma e morte (FELDMAN, 2004). A
andlise metabolémica € de suma importancia para a identificagdo de possiveis
biomarcadores progndsticos envolvidos na patogénese de complicacdes diabéticas
ou preditivos de futuras complicacfes diabéticas, como ja demonstrado em
humanos (ORESIC et al., 2008; GUASCH-FERRE et al., 2016; GAR et al., 2018),
0 que pode facilitar a tomada de decisdo do médico veterinario e beneficiar
pacientes em risco. Ademais, é fundamental a identificacdo de biomarcadores que
indicam resposta clinica a terapia medicamentosa e nutricional, os quais auxiliam
na identificacdo de individuos que podem se beneficiar da terapia, comparados a
aqueles que nao apresentam resposta. Nesse ambito, devido a escassez de
estudos com caes diabéticos, o presente estudo objetivou comparar o perfil

metabolémico sérico de caes diabéticos e cides saudaveis.

Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Instituicdo onde foi realizado o
estudo (protocolo: 4668091214 e 7943060716).

Caes diabéticos

Os caes diabéticos utilizados no presente estudo foram selecionados da
rotina clinica de um hospital veterinario escola, de uma universidade publica situada
no estado de Sdo Paulo. Foram adotados os seguintes critérios de incluséo: caes
diagnosticados com DM, fémeas (castradas) ou machos, com idade superior a um
ano, sem outras doencgas concomitantes, com escore de condi¢do corporal (ECC)
entre 4 e 6 em uma escala de 1 a 9 (LAFLAMME, 1997), auséncia de terapia com

outras drogas ou suplementos, por pelo menos seis meses.

Foram analisados prontuarios de 572 cées diabéticos, dos quais 472 foram
excluidos por motivos diversos, como presenca de doencas concomitantes,
impossibilidade de ir ao hospital veterinario, consumo de dieta caseira etc. Portanto,
10 céaes estiveram aptos a participar do estudo e, inicialmente, passaram por um

periodo de estabilizacdo do DM. Neste periodo, todos 0s animais consumiram um




alimento basal, o qual consistiu em um alimento comercial hipocaldérico [3,2 Kcal/g
de matéria seca (MS)]; com alto teor de fibra (19,6% na MS), alto teor de proteina
(39,5% na MS), teores moderados de gordura (9,0% na MS) e amido (19,1% na
MS). O célculo da necessidade energética de manutencdo (NEM) foi realizado
através da férmula: 95 x PC%75 [PC = peso corporal; (NRC, 2006)]. Os proprietarios
foram instruidos a fornecer duas refeigbes diarias, com intervalo de 12 horas, e
apos cada refeicdo realizar a aplicacéo da insulina. A dose inicial de insulina (NPH)
foi de 0,25U/kg de peso corporal, a cada 12 horas (RUCINSKY et al., 2010). Os
animais foram avaliados a cada 15 dias para avaliagdo da necessidade de
eventuais ajustes na dose de insulina e na quantidade de alimento. O quadro de
DM foi considerado estabilizado de acordo com as seguintes observacoes: pelo
menos 45 dias sem alteracdes na dosagem de insulina devido a auséncia de

manifestacdes de polidria e polidipsia e, variacédo da glicemia entre 90 e 300 mg/dL.
Grupo controle

O grupo controle foi composto por dez cdes saudaveis, com ECC 4-5/9
(LAFLAMME, 1997), selecionados ap6s divulgacdo da pesquisa em redes sociais
e entre universitarios. Para confirmacéo da higidez dos animais, foi realizado exame
clinico e os seguintes procedimentos: coleta de sangue para realizacdo de
leucograma e eritrograma, e perfil biogquimico. Apdés a triagem e selecdo dos
animais do grupo controle, a alimentacédo foi padronizada, de modo que todos
passaram a consumir um alimento comercial seco extrusado (teores nutricionais e
valor energético em MS: proteina bruta= 25,5%, gordura= 13,3%, amido= 49,4%,
4,2 Kcal/g), indicado para caes adultos em manutencao, durante 28 dias. O calculo
da NEM foi idéntico ao descrito anteriormente para os cdes diabéticos, assim como
também foram realizados ajustes quando necessario, para a manutencdo do peso

corporal.

Apos estabilizacdo do DM nos cées diabéticos e ap0s padronizacdo da dieta
por 28 dias dos animais do grupo controle, foi realizada coleta de sangue pela
manhd, com o0s animais em jejum, para separacdo do soro e posterior anélise
matabolomica sérica ndo direcionada. As amostras de soro ficaram armazenadas

em criotubos a -80°C até o momento das analises.




Analise metabolémica néo direcionada por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Todas as analises de RMN foram realizados a 300 K em um espectrémetro
RMN Bruker AVANCE Il HD 600, operando a 14,1 T, observando 1H a 600,13. Os
espectros de 1H RMN (128 transientes e 32 K pontos de dados) foram adquiridos
através do software ICON. Para aquisicao de espectros 1D NOESY-presat, foram
usados tempo de mistura de 100 ms, atraso de relaxamento de 2 s e 4 varreduras
ficticias. Os espectros foram processados no software TopSpin3.5. Os metabdlitos
foram atribuidos com base nos deslocamentos quimicos e multiplicidades de sinal,

no software Chenomix.
Analise estatistica

A analise multivariada dos espectros de 1H RMN das 20 amostras de soro
foi realizada no software SIMCA-P (versdo 16.0, Umetrics). Os espectros de
amostra de 5 CQ foram incluidos no conjunto de dados para verificar a
reprodutibilidade. A analise de componentes principais (PCA) e a analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA) foram realizadas por meio
de pré-processamento de escala de Pareto para o conjunto de dados (53

observacgbes x 236 variaveis).
Resultados

Os espectros 1D NOESY-presat 1H RMN representativos dos grupos de
amostra estéo ilustrados na Figura 1, com os metabdlitos séricos identificados. O
espectro dos animais saudaveis, na Figura 1A, ilustra as atribuic6es dos sinais de
RMN do metabolito. As concentracdes de alguns metabdlitos principais € maior no
grupo diabético (Figura 1B). A Figura 2A ilustra o gréafico de pontuacdo dos
componentes principais (PC) 1 e 2. PC1 e PC2 representaram 68,2% da variagao
dos dados. A separagdo dos grupos se da pelo componente 1 (PC1), pois os
animais saudaveis apresentaram valores positivos e 0 grupo de cédes diabéticos
valores negativos. Na Figura 2B, pode-se observar que os metabdlitos que
influenciaram a separagéo no eixo 1 foram a- e B-glicose. Além disso, 0os animais
distribuidos em PC2 positivo apresentaram concentracdes mais elevadas de

glicose e lactato, como ilustrado na Figura 2C.
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Figura 1. Espectros 1D NOESY-presat 1H RMN (600 MHz, 300 K) - principais
metabolitos detectados. (A) animais diabéticos; (B) grupo controle.

A Figura 3A ilustra que o modelo PLS-DA foi capaz de distinguir
completamente os grupos. O Grupo de animais saudaveis foi agrupado no eixo
positivo 1 e eixo negativo 2 no grafico de dispersédo das pontuacdes, exceto um
animal posicionado no eixo positivo 2. Os animais diabéticos estavam concentrados

no eixo negativo 1, mas distribuidos ao longo do eixo 2.
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Figura 2. Analise de componentes principais (PCA) de dados de 1H RMN de soro
de cées (A). PCA Score gréafico de dispersdo do primeiro componente principal
(PC1) versus segundo componente principal (PC2); (B) Grafico da coluna de
carregamentos de PCl1 do PCA - ilustracdo dos principais metabolitos que
influenciaram a separacéo; (C) Gréfico da coluna de carregamentos de PC2 do
PCA - ilustracdo dos principais metabolitos que influenciaram a separacao; C:




animais saudaveis (GC); QC: pool de controle de qualidade de amostras; D:
animais diabéticos (GD).

Um modelo PLS-DA (Figura 3) foi criado para discriminar os diferentes
grupos e identificar os metabdlitos que contribuiram significativamente para a
classificacdo dos grupos. O grafico de colunas (Figura 3B) para o eixo 1 do PLS-
DA néo forneceu informacdes diferentes do grafico de PCA, pois a glicose foi o
metabdlito com maior concentracdo nos animais diabéticos. Por outro lado, na
Figura 3C observa-se que os animais com PC2 positivo apresentaram

concentracfes mais elevadas de lipidios, lactato e AACR.
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Figura 3. Analise discriminante determinada por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) de dados de 1H RMN de soro de caes; (A) Grafico de dispersao de pontuacao
PLS-DA do eixo 1 vs eixo 2; (B) grafico da coluna de cargas do eixo 1 do PLS-DA
- principais metabdlitos que influenciaram na separac¢édo; (C) Grafico de colunas de
cargas do eixo 2 do PLS-DA - principais metabdlitos que influenciaram a separacao.
C: animais saudaveis (GC); QC: pool de controle de qualidade de amostras; D:
animais diabéticos (GD); BCAA: aminoacidos de cadeia ramificada.

Discussao

O presente estudo € pioneiro na realiza¢do de analise metabolémica sérica
ndo direcionada por RMN em caes diabéticos em jejum e comparagdo com caes
saudaveis. Além disso, é o unico estudo no qual houve padronizacdo de dieta em
ambos os grupos. Em suma, a analise metabolémica sérica apontou que o grupo
de cées diabéticos apresentaram maiores concentracdes dos metabdlitos: glicose,
lactato, AACR e metabdlitos lipidicos; quando comparados ao grupo de cées
saudaveis. No que se refere ao aumento de metabdlitos lipidicos nos caes

diabéticos, isso pode ser justificado pela auséncia de insulina, a qual suprime a




enzima lipase horménio sensivel (enzima envolvida na lipdlise) e menor captacao
de glicose pelos tecidos insulino-dependentes, fatores que provocam continua
atividade de lipdlise e reducdo da lipogénese, o que resulta em aumento dos
metabalitos lipidicos circulantes (BEITZ, 2015; TEIXEIRA, 2020). A hiperlipidemia
em cdes diabéticos é frequente, inclusive ha até relatos de aterosclerose em
animais endocrinopatas (MAHLEY et al., 1977; LIU et al., 1986; KAGAWA et al.,
1998; SOTTIAUX, 1999; HESS et al., 2003).

O lactato em jejum tem sido utilizado na medicina humana como um
preditor prognoéstico e, pode ser um indicador util para doengas metabolicas
(JONES et al., 2019). Em humanos obesos, com resisténcia insulinica (KRAUS et
al. 2001) e em cées obesos (VENDRAMINI et al., 2020), ja foi demonstrado
aumento de lactato, associado a diminuigdo de oxidacdo completa de glicose no
tecido muscular, o que pode provocar aumento compensatorio da producao de
lactato, através de metabolismo anaerobico (KRAUS et al., 2001; JONES et al.,
2019). Em individuos diabéticos, acredita-se que 0s mesmos mecanismos possam
estar envolvidos no aumento de lactato. Em relagcdo aos AACR, segundo Gar et al.
(2018), eles sdo marcadores de pré-diabetes, resisténcia a insulina e preditor do
desenvolvimento de DM tipo 2 em humanos. Em um comparativo a pacientes
humanos com DM tipo 1, assim como observado no presente estudo, os AACR
estavam elevados, mesmo em pacientes com bom controle glicémico (DUTTA et
al., 2016). Além disso, observou-se concentracdes séricas aumentadas antes da
soroconversao de autoanticorpos em criancas que posteriormente desenvolveram
DM tipo 1 (ORESIC et al., 2008).

Conclusao

Conclui-se que houve diferenca no perfil metabolémico sérico entre céaes
diabéticos e saudaveis, semelhante ao que ja foi observado em seres humanos,
inclusive de metabdlitos considerados biomarcadores de risco e preditores
prognosticos, como AACR e lactato. Esses achados sugerem potencial aplicacao
desses metabdlitos como biomarcadores para o diagndstico e tratamento do
diabetes em céaes. Estudos futuros sdo necessarios para avaliar o potencial efeito
de alimentos de prescricdo para caes diabéticos, bem como do uso de

nutracéuticos nas alteracdes observadas no perfil metabolémico.
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