Diferentes métodos de quantificagao de acidos graxos fecais e séricos e o

metaboloma de caes saudaveis: resultados dependentes ou independentes?

Resumo

Os acidos graxos de cadeia curta exercem funcbes celulares e metabdlicas
essenciais no organismo canino. O atual método mais utilizado para quantificar os
acidos graxos consiste na mensuracao fecal por cromatografia gasosa. Na
medicina humana, esta em difusdo a mensuragéo de acidos graxos em soro, visto
que o aumento na concentragdo de acetato e propionato esta associado com a
saude metabdlica. Portanto, este estudo buscou avaliar a interrelacdo entre os
métodos de quantificagdo de acidos graxos fecais, séricos e metaboldmica do soro
de cdes adultos saudaveis. Foram selecionados oito caes adultos saudaveis, quatro
border collie e quatro cocker spaniel, e divididos em dois quadrados latinos 4x4
balanceados. A determinacao de acidos graxos de cadeia curta e ramificada fecais
e seéricos foi realizada por meio da cromatografia em estado gasoso. A analise de
metabolémica foi realizada ressonancia magnética nuclear a 300 K, em um
espectrometro AVANCE Il HD 600. Os espectros obtidos foram trabalhados nos
softwares TopSpin® 3.5, Chenomix® e Mvova®. As andlises estatisticas
multivariadas foram realizadas no software MetaboAnalyst®. As comparagbes
univariadas entre as médias dos tratamentos e as correlagdes entre os grupos de
variaveis foram realizadas no programa Statistical Analysis System versao 9.4. Nao
foram apontadas diferencas nas concentragdes de acidos graxos fecais, séricos e
metabdlitos séricos entre os tratamentos. No entanto, as médias observadas
correspondem ao esperado do metabolismo canino. Apesar de nao observadas
correlagdes significativas, a analise hierarquica de mapa de calor dos principais
metabalitos sugeriu que o colesterol e a L-acetilcarnitina séricos apresentaram alto
grau de importancia na diferenciagao do tratamento 0,14%. Tais achados ressaltam
a importancia de novas investigagbes que identifiquem metabdlitos de baixo peso
molecular e lipidios. Apesar da evidente interdependéncia biolégica entre as
variaveis avaliadas, concluiu-se que os métodos propostos resultam em resultados
linearmente independentes. Portanto, sugere-se a utilizacdo dos trés diferentes

métodos em estudos sobre o metabolismo canino.
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Introducgao

Os acidos graxos de cadeia curta desempenham importantes fungdes
celulares e metabdlicas no organismo animal (Tan et al., 2014). Representam os
principais, os acidos acético, propiénico e butirico (Cummings et al., 1987). Avia de
produgao destes compostos € por meio da microbiota intestinal, responsavel por
fermentar fibras e proteinas dietéticas (Louis et al., 2007). E teorizada que a
distribuicdo do acetato, propionato e butirato nas fezes de caes € dada pela
proporgao respectiva de 66:24:10 (Kamath; Hoepfner; Phillips, 1987).

De forma geral, grande parcela dos acidos graxos de cadeia curta sao
absorvidos pelos colondcitos (Myhrstad et al. 2020). No entanto, o butirato destaca-
se por apresentar alta taxa de aproveitamento e metabolizagdo como fonte de
energia para estas células (Walker; Duffy, 1998). As fragbes restantes de acetato e
propionato sado transportados para o figado e metabolizados, ou atingem a
circulagao sanguinea (Pomare; Brach; Cummings, 1985; Miiller, et al. 2019).

Na medicina veterinaria, as fezes sao a principal amostra utilizada para a
deteccdo dos acidos graxos de cadeia curta. No entanto, a célere absorgéo pelos
colondcitos e as possiveis interagdbes metabodlicas com a microbiota intestinal
podem subestimar as concentragbes observadas (Swanson et al., 2002). Neste
sentido, emerge a possibilidade em mensurar tais compostos no soro. Este é um
método novo e disseminado na medicina humana, sustentado por conta da
associacgao direta entre os acidos aceético e propidnico e a saude metabdlica geral
(Fristedt et al., 2024). Em estudos com caes e gatos, no entanto, a determinacgao
sérica é muito pouco empregada. A auséncia de protocolos padronizados, a
volatilidade dos acidos e a falta de literatura sdo alguns dos possiveis obstaculos.

Diante do exposto, o estudo da metabol6mica pode ser de grande valia para
maiores esclarecimentos. Isto pois, o estudo do metaboloma infere a quantificacao
de um grande numero de metabdlitos em resposta aos fatores estudados (Lindon;
Holmes; Nicholson, 2001), dentre eles os préprios acidos graxos de cadeia curta.
Dada a importancia dos acidos graxos de cadeia curta em cées, uma vez que sao
fonte de energia para o metabolismo e renovagao de colondcitos, exercem efeito
anti-inflamatério e influenciam na redugéo do pH intestinal (Swanson et al., 2002;
Adams, 2003; Morrison; Preston, 2016); buscou-se estudar mais a fundo os

métodos de quantificagcdo, para responder perguntas como: as avaliagdes de



acidos graxos de cadeia curta fecais e séricos e os metabdlitos do soro de caes

adultos estao interrelacionadas? Ha relagao de dependéncia entre os resultados?

Material e métodos

O estudo foi conduzido de acordo com as normas da Comissé&o de Etica no
Uso de Animais, sob numero de protocolo 2866090223. Quatro caes border collie
e quatro cocker spaniel inglés machos e fémeas, com idade de 3,5+0,5 anos e
escore de condicdo corporal ideal (Laflamme, 1997) foram distribuidos
aleatoriamente em dois quadrados latinos 4x4 balanceados. Foram utilizados
quatro alimentos experimentais isonutritivos, que variavam apenas com base no
teor de beta-glucanos incluso (0,0%; 0,07%; 0,14%; 0,28%).

Os beta-1,3/1,6-glucanos obtidos de Saccharomyces cerevisiae foram
escolhidos devido ao alto potencial prebiotico em baixas doses de consumo, o que
mitiga variagdes entre as dietas em teste. A necessidade energética de manutencao
dos caes foi determinada por meio da equacgéo 95 kcal x peso corporal®’® (FEDIAF,
2021). Cada periodo apresentou duragao total de 35 dias, os quais foram divididos
em 28 dias para adaptacao as dietas e sete dias para a coleta de amostras fecais
e sanguineas. Foram realizadas as determinacdes de acidos graxos de cadeia
curta e ramificada fecais e séricos e metaboldmica sérica de todos os animais.

As determinagdes de acidos graxos de cadeia curta e curta ramificada fecais
e séricos foram realizadas por cromatografia gasosa (Shimadzu Corporation, Kioto,
Japao), de acordo com Erwin et al. (1961) e adaptacao de Getachew et al. (2002).
Foi utilizado detector de ionizagdo de chama e coluna de separagéo Stalbilwax®
(Restek, EUA) de 30 metros e 0,53mm. O injetor e o detector de chama foram
mantidos a 250°C. A temperatura da coluna foi mantida em 145°C.

As analises metabolédmicas foram realizadas em ressonancia magnética
nuclear a 300 K, em um espectrometro AVANCE IIl HD 600 (Bruker Corporation,
Billerica, Massachusetts, EUA) que observou 1H e 13C. Os espectros foram
processados utilizando o software TopSpin 3.5. Todos os deslocamentos quimicos
de 1H e 13C foram observados em ppm em relagao ao sinal de DSS em 0,00 ppm
como referéncia interna, e um alargamento exponencial de linha de 0,3 Hz foi
aplicado. Os metabdlitos foram atribuidos com base nos deslocamentos quimicos

e multiplicidades de sinal usando o software Chenomix (Beckonert et al., 2007).



Para o pré-tratamento dos metabdlitos, foram calculados buckets
retangulares de 0,04 ppm, com uso do software Mvova®. A analise incluiu as regides
entre 0,2 e 10 ppm. Foi excluido o sinal residual da agua. Os dados do metaboloma
foram carregados no MetaboAnalyst® 5.0 (Chong et al., 2019). De forma prévia as
analises estatisticas e bioinformaticas, os dados foram normalizados com base na
mediana e escala de Pareto. A analise de componentes principais (PCA) foi
realizada e os principais metabdlitos na analise de carregamento de cada PCA
foram identificados e utilizados para realizar uma analise de cluster hierarquico, que
comparou a intensidade dos metabdlitos entre os tratamentos.

O modelo estatistico incluiu o efeito fixo de tratamento e os efeitos aleatérios
de animal dentro de quadrado, periodo e residuo. Foram realizadas analises de
correlagdo momento-produto de Pearson entre os trés grupos de variaveis, em vista
da avaliagdo de associagcbes lineares de primeiro grau. As analises foram
realizadas com auxilio dos procedimentos MIXED e CORR do programa Statistical
Analysis System, versao 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

Resultados

Nao foram observadas diferengas entre as médias observadas nos
tratamentos para a concentragdo de acidos graxos fecais e séricos (Tabela 1).
Ademais, ndo foram detectados o butirato, isobutirato, valerato e isovalerato nas

amostras de soro, visto que apresentam baixa concentracdo no sangue canino.

Tabela 1. Concentragéo de acidos graxos de cadeia curta e ramificada fecais e séricos.

L Tratamentos
Acidos graxos (mM) 0.0% 0.07% 0.14% 0.28% EPM p

Concentragdes fecais

Acetato 33,13 31,75 32,98 32,91 1,73 0,8905
Propionato 13,77 14,34 15,64 15,13 0,99 0,1390
Butirato 6,26 6,58 7,72 6,57 0,99 0,6701
Valerato 0,10 0,29 0,18 0,1 0,09 0,3991
Isovalerato 0,76 0,69 1,00 0,81 0,10 0,0619
Isobutirato 0,66 0,61 0,76 0,65 0,06 0,1413
Concentragdes séricas
Acetato 1,91 2,18 1,24 3,00 0,51 0,0916
Propionato 3,85 3,70 3,18 3,57 0,40 0,6676

Legenda: EPM = erro padrao da média.

Ademais, nao foram observadas diferengcas para as abundancias dos

principais metabdlitos quantificados (Tabela 2).



Tabela 2. Abundéncia dos principais metabdlitos séricos identificados.

. Tratamentos

Metabdlitos (ppm) 0.0% 0.07% 0.14% 0.28% EPM p

Alanina 747,24 763,63 786,18 796,79 38,95 0,7682
Citrato 160,19 165,34 158,03 164,84 7,96 0,8817
Creatina 113,54 116,37 113,66 116,05 5,06 0,9604
Colesterol 392,09 395,36 455,38 443,84 39,93 0,3563
Fenilalanila 85,00 84,39 77,32 83,80 8,85 0,7469
Glicose 123,60 135,83 119,84 149,10 20,44 0,7395
Glutamina 959,73 992,25 1001,40 1056,11 59,79 0,6708
Histidina 46,00 44,24 36,05 41,39 4,53 0,3875
Lactato 1113,70 1119,77 1134,20 1161,36 68,08 0,9421
L-acetilcarnitina 1157,84 1205,81 1271,75 1255,38 67,57 0,6065
N-acetil-glicoproteinas 1049,78 1077,30 1111,22 1141,66 58,40 0,6546
Valina 921,29 942,20 985,75 988,88 55,07 0,7034

Legenda: EPM = erro padrao da média.

A analise multivariada indicou associagdes entre doze principais metabdlitos.
Ademais, a analise foi sugestiva para diferengas metabdlicas em quinze diferentes
lipidios que ndo puderam ser identificados. Desta forma, foi realizada uma analise
de principais componentes apenas com os compostos identificados, que revelou
sobreposi¢des entre os tratamentos (Figura 1A). O componente principal 1 explicou
40,8% da variancia dos dados e o componente principal 2 explicou 16,5%. Ademais,
um mapa de calor de agrupamento hierarquico (Figura 1B) mostrou diferencas na

intensidade dos doze compostos-chave entre os tratamentos.

Figura 1. A. Analise de principais componentes dos principais metabdlitos identificados; B. Mapa de
calor hierarquico dos principais compostos identificados.
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Por fim, estdo descritas as correlagdes realizadas entre os acidos graxos de cadeia curta e curta ramificada fecais, os acidos
graxos de cadeia curta séricos e os doze metabdlitos-chave identificados (Tabela 3). O coeficiente de correlagédo de Pearson é
representado pela letra r e assume valores de -1 a 1. De acordo com Callegari-Jacques (2009), valores de r entre 0 e 0,3
correspondem a fracas correlagdes e valores de r entre 0,3 e 0,6, correlacbes moderadas. No presente ensaio, foram observadas

apenas fracas a moderadas correlagdes lineares.

Tabela 3. Correlagdo de Pearson entre as vintes variaveis quantificadas no ensaio.

Variaveis ACETS PROPS ACETF PROPF ISOBUTF BUTF ISOVALF VALF
ACETS - - 0,0173 0,0092 0,0331 -0,2335 -0,0263 -0,2765
PROPS - - -0,1797 -0,0654 0,1447 0,0881 0,0896 -0,1630
COLET -0,1862 -0,0505 -0,0604 -0,1038 -0,0377 0,0581 0,0137 -0,0565
VALIN -0,2076 -0,0078 -0,1688 -0,0743 0,0174 0,0269 0,0562 -0,0878
LACTAT -0,1825 0,1423 -0,2231 -0,0231 0,1157 -0,0572 0,1228 -0,1937
ALANIN -0,2336 0,0298 -0,1652 -0,0086 0,0387 -0,0011 0,0804 -0,0814
NACETG -0,2341 0,1301 -0,1711 0,0038 0,1095 0,0289 0,1607 -0,0480
GLUT -0,1782 0,1183 -0,3243 -0,2001 0,1755 0,1559 0,1886 -0,0454
CITRAT -0,1226 0,0280 -0,4431 -0,3270 0,1252 0,1147 0,0955 -0,0792
ACETCARN -0,2730 -0,0207 0,0291 0,1886 -0,0274 -0,0441 0,0546 0,0559
GLICO -0,2796 0,0986 0,1703 0,2041 0,1749 0,0707 0,1818 0,0403
FENILAL -0,1215 0,1083 -0,2305 -0,2536 0,1553 0,1504 0,1972 0,0273
HIST -0,0711 0,1320 -0,1385 -0,1980 0,1404 0,0810 0,1907 0,1042
CREAT -0,1628 -0,0020 -0,3861 -0,2708 0,0639 0,0452 0,0414 -0,0897

Legenda: ACETS = acetato sérico; PROPS = propionato sérico; ACETF = acetato fecal; PROPF = propionato fecal; ISOBUTF = isobutirato
fecal; BUTF = butirato fecal; ISOVALF = isovalerato fecal; VALF = valerato fecal; COLET = colesterol; VALIN = valina; LACTAT = lactato;
ALANIN = alanina; NACETG = N-acetil-glicoproteinas; GLUT = glutamato; CITRAT = citrato; ACETCARN = L-acetilcarnitina; GLICO = glicose;
FENILAL = fenilalanina; HIST = histidina; CREAT = creatina.



Discussao

Nas amostras de fezes, foram detectados os principais acidos graxos de
cadeia curta e curta ramificada. De forma geral, as concentragbes de acetato,
propionato e butirato fecais demonstraram proporcgéo de 61:27:12 semelhante com
a proposta por Kamath, Hoepfner e Phillips (1987). Por outro lado, as
concentragdes séricas sao condizentes com o metabolismo dos acidos graxos no
organismo animal. Uma vez que o acetato e propionato podem ser absorvidos pelos
colondcitos ou metabolizados no figado, foram detectados baixos teores no soro
dos caes. Neste sentido, a ndo deteccdo do butirato é justificada por sua
metabolizagdo como fonte energética para os colondcitos. Ademais, a auséncia de
detecgdo dos acidos graxos de cadeia ramificada no soro, se deve a sua excregao
fecal em baixa concentragdo nos intestinos saudaveis (Nery et al., 2012).

Por meio das analises de metabolédmica sérica, foram identificados apenas
compostos de alto peso molecular. Os resultados observados na comparagao
univariada dos doze principais metabdlitos identificados e as sobreposicoes
caracterizadas na avaliacdo de principais componentes demonstram que o perfil
metabdlico entre os grupos pouco diferiu (Carlos; Dos Santos; Froehlich, 2020). De
forma geral, as padronizagdes no manejo, saude e dieta dos animais foi proposta
para reduzir variagdes indesejadas nas analises realizadas.

Neste sentido, a analise hierarquica com mapa de calor demonstrou a
importancia dos metabdlitos para a diferenciagcao dos tratamentos. O colesterol e a
L-acetilcarnitina estao fortemente associadas com diferengas no perfil metabdlico
dos cées do grupo 0,14%. Estes dois metabdlitos sdo de suma importéncia para a
beta-oxidacdo dos acidos graxos (Nelson; Cox, 2019). Este achado sugere a
necessidade de novas investigagdes que visem a identificagcdo de metabdlitos de
baixo peso molecular e lipidios por lipiddmica. Desta forma, novas correlacbes
pontuais podem ser sugeridas e melhor estudadas.

Conclusao

Baseado na auséncia de associagao entre os acidos graxos de cadeia curta
fecais e séricos e os doze metabdlitos identificados, conclui-se que os métodos de
quantificacdo destes compostos sao linearmente independentes. Portanto,
recomenda-se o emprego dos trés diferentes métodos em ensaios que visam o

estudo do metabolismo intestinal e de beta-oxidacdo em caes adultos saudaveis.
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