INFLUENCIA DA IDADE E DO TIPO DE ALEITAMENTO SOB A
PERMEABILIDADE INTESTINAL DE CAES FILHOTES

RESUMO: Entender a dinamica de permeabilidade intestinal auxilia nas situacdes
de doencas além de permitir o uso de caes como modelo experimental. Porém,
pouco se conhece a respeito do efeito da idade, do tipo de aleitamento (natural
versus artificial), e o perfil do alimento usado no aleitamento artificial sob a
integridade intestinal, bem como se ha mudanca na permeabilidade intestinal entre
a fase de aleitamento e alimentacdo solida de cades. Assim, o objetivo principal
desse estudo € investigar se a permeabilidade intestinal dos filhotes sofre influéncia
da forma de aleitamento realizado. Foram selecionados Golden filhotes, nascidos
em canil de maneira controlada, que serdo separados em quatro grupos: um
mantido sob aleitamento materno e outros trés mantidos sob aleitamento artificial
cada um com uma formula comercial de sucedaneo canino. Inicialmente os filhotes
foram mantidos com as respectivas maes, durante 24 horas, para aleitamento
colostral. Na sequéncia, foram mantidos separados das mées e cada grupo seguiu
com o respectivo aleitamento até os 30 dias de vida e diariamente foram pesados
e escore fecal avaliado. Aos 30 dias, passaram a receber alimento comercial seco
extrusado para filhotes. Aos 28 dias de vida e na 102 semana de idade foi realizado
o teste de permeabilidade intestinal, que consiste na mensuracéo da concentragcéo
sérica de iohexol apds 2 horas da administracdo desse contraste (700 mg/kg) por
via oral. Estas foram comparadas entre os filhotes sob aleitamento artificial e
materno, entre as idades e em comparac¢ao a banco de dados de animais adultos
saudaveis, por meio de testes estatisticos. Na comparacéo entre grupo aleitamento
materno versus artificial, ndo houve diferenga na concentracao sérica de iohexol.
Porém quando a comparacéo foi realizada entre todos os filhotes no 28° dia de vida
(final do aleitamento) e todos por volta da 102 semana de vida, houve reducdo na
concentracdo de iohexol nos filhotes quando mais velhos do que durante
aleitamento [30,0 pg/mL (10,2 a 93,0) versus 20,7 ug/mL (3,9 a 42,3), p = 0,0364].
Sem diferenca entre cdes adultos (n= 25, com idade média de 4,7 anos) e 0s
filhotes. Assim, cées filhotes da raca Golden Retriever apresentam reducdo na
permeabilidade intestinal conforme crescem do 28° dia de vida para a 102 semana,
sem diferenca pela modalidade de aleitamento (artificial ou materno) e em

comparacao a caes adultos saudaveis de diferentes portes e idades.
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INTRODUCAO

O trato gastrointestinal € uma das formas de interacdo do corpo com o
ambiente. Por meio dele h4 o contato do organismo com itens nocivos, como
microrganismos e antigenos alimentares, que precisam ser impedidos de
atravessar a barreira intestinal (CAVE, 2013; KLENNER et al., 2009). Da mesma
forma, algumas moléculas benéficas devem conseguir ultrapassar o epitélio
intestinal por difuséo simples. Esse controle de permeabilidade intestinal faz parte
da funcéo da barreira mucosa e em parte € feito pelas juncdes celulares chamadas
de tight junctions (KLENNER et al., 2009; SUCHODOLSKI, 2013).

Vérias situacfes gastrointestinais podem causar lesédo no epitélio intestinal
que levard a aumento na permeabilidade intestinal, com risco de translocacdo de
antigenos ou patégenos através da mucosa intestinal (SUCHODOLSKI, 2013).
Estudos comprovam esse aumento da permeabilidade intestinal nas reacdes
adversas ao alimento, nas enteropatias cronicas, na insuficiéncia pancreética
exdcrina, nas disbioses, enteropatias por sensibilidade ao glaten, parvovirose,
giardiase, quando a falta de nutrientes no limen intestinal, e injdrias intestinais por
isquemia e reperfusdo e pelo uso de anti-inflamatoérios ndo esteroidais (GARDEN
et al., 1998; ISHII et al., 2020, 2022; MOHR et al., 2003; REISINGER et al., 2022;
RUTGERS et al., 1995, 1996; SORENSEN et al., 1997).

Por outro lado, a ruptura das juncdes celulares com consequente aumento
da permeabilidade pode ser fator predisponente a quebra da chamada tolerancia
oral, que é a auséncia de reatividade imunoldgica contra antigenos obtidos por via
oral, principalmente aos alimentares (CAVE, 2013). A interacdo do sistema imune,
possivelmente por alteracdo da permeabilidade intestinal, com itens aos quais nao
deveria reagir pode ser a causa de alergias, entre elas os quadros de atopia
induzida por alimentos ou reagfes adversas ao alimento (CAVE, 2013; CRAIG,
2016).

Outra situacéo grave causada por alteracao da permeabilidade intestinal é a
translocacdo de microrganismos patogénicos do lumen intestinal para a corrente
sanguinea, os quais podem alcancar diferentes locais no corpo e resultar em
septicemia e 6bito (MOHR et al., 2003).

A estimativa da permeabilidade intestinal também pode ser interessante
como forma de avaliar a evolugdo das doencas de acordo com os tratamentos

instituidos, avaliar os efeitos dos medicamentos, além da influéncia da nutricdo sob
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o epitélio intestinal (HALL; BATT, 1990, 1991; KLENNER et al., 2009; MOHR et al.,
2003; SMECUOL, 2001; WYATT et al., 1993).

Para a avaliacdo da permeabilidade intestinal pode ser utilizada a técnica de
recuperacdo de marcadores exdgenos, administrados por via oral, que ndo sejam
metabolizados no intestino. O aumento na recuperacéo desses marcadores no soro
ou na urina indica aumento da permeabilidade intestinal, enquanto a reducéo pode
ser entendida como diminui¢cdo na capacidade absortiva do marcador em questao
(SUCHODOLSKI, 2013).

O uso do marcador iohexol — um contraste radiografico — como forma de
avaliacao da permeabilidade intestinal ja foi validado para uso em cdes (KLENNER
et al., 2009). Essa técnica ja foi utilizada para comparar a permeabilidade intestinal
entre cdes saudaveis e individuos com insuficiéncia pancreatica exodcrina,
inflamacdes intestinais e sindrome da diarreia aguda hemorragica (ISHII et al.,
2020, 2022; REISINGER et al., 2022), pois é melhor ou tem mesmo potencial como
marcador de permeabilidade intestinal em comparagcdo a outros indicadores
classicos (FRIAS et al., 2012b; L. HALME, 2000).

Além das situacdes de doenca, conhecer a permeabilidade intestinal de
animais saudaveis em diferentes estagios fisiologicos é fundamental para se
determinar parametros de referéncia, entender melhor a fisiopatogenia das
diferentes situagdes ditas como causas ou consequéncias de alteracdo da
permeabilidade intestinal e facilitar a compreensdo da farmacocinética de
medicacfes. Os cdes sdo usados muitas vezes como modelo experimental para
avaliacdo de absorcdo de medicamentos destinados tanto a animais como
humanos (DAHLGREN et al., 2016).

Em cées, ha poucos estudos que tenham avaliado a permeabilidade
intestinal de animais saudaveis em diferentes estagios fisiolégicos (GARDEN et al.,
1998; WEBER et al., 2002). Além disso, ao longo do crescimento, os filhotes
apresentam mudancas no trato gastrointestinais que justificam altera¢cdes na sua
permeabilidade, como recebimento de colostro (PATT, 1977). Além disso, €
esperado que haja mudancas na permeabilidade intestinal quando diferentes perfis
nutricionais sdo utilizados no periodo de aleitamento e quando o animal muda do
recebimento do leite para alimento soélidos, visto que a presenca de compostos que
atuam como prebidticos podem alterar a estrutura gastrointestinal (AMBROSINI et
al., 2020; MOINARD et al., 2020; WESTERBEEK et al., 2011). Entretanto, pouco
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se conhece a respeito do efeito do tipo de aleitamento (natural versus artificial), e o
perfil do alimento usado no aleitamento artificial sob a integridade intestinal, bem
como se ha mudanca na permeabilidade intestinal entre a fase de aleitamento e
alimentacao solida de cées.

Assim, 0 objetivo desse estudo foi investigar se a permeabilidade intestinal
dos filhotes antes do desmame sofre influéncia da forma de aleitamento realizado;
avaliar se a forma de aleitamento dos filhotes caninos impacta na permeabilidade
intestinal de filhotes apds o desmame e comparar a permeabilidade intestinal de

caes filhotes com os dados de animais adultos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado de acordo com os principios éticos da experimentacao
animal, sob aprovacédo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da instituicao.
Para execucdo do estudo, inicialmente foram selecionados, de um canil
experimental, quatro fémeas gestantes (n=4) da espécie canina, raca Golden
Retriever, com 2 a 6 anos de idade e clinicamente saudaveis, mantidas na
instituicdo. Sob mesmo manejo ambiental e alimentar. Somente foram inclusas
fémeas com manejo nutricional uniforme a base de alimentacdo comercial. Os
filhotes nascidos de tais gestacBes foram incluidos no estudo (devido a auséncia
de dados na literatura ndo foi possivel o calculo de n amostral minimo) e
constituiram quatro grupos experimentais, com base no tipo de aleitamento durante
o periodo neonatal: Grupo aleitamento materno (expectativa de n=8): filhotes
mantidos sob aleitamento materno e grupo aleitamento artificial com trés diferentes
férmulas comerciais (expectativa de n=24): filhotes mantidos sob aleitamento por
diferentes formulas de substituto do leite.

Apos 24 horas com aleitamento colostral diretamente nas respectivas maes,
os filhotes foram mantidos separados do contato materno, em ambiente controlado.
Nos momentos de amamentacéo, o protocolo de manejo seguiu com o aleitamento
(25kcal/100g de peso corporal, conforme aceitacdo dos filhotes) e estimulo a
mic¢ao e defecacdo até os 30 dias de vida. Nesse periodo, todos os neonatos foram
avaliados imediatamente ao nascimento, 12 horas apds o parto e, em seguida,
diariamente, quanto ao peso, desenvolvimento corpéreo, neurolégico e estado
clinico, além do aspecto e consisténcia das fezes por meio de escore fecal de
filhotes (GRELLET et al., 2012).
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Aos 28 dias de vida, todos os caes passaram pelo teste de permeabilidade
intestinal. Aos 30 dias de vida, os animais passaram a receber alimento comercial
seco extrusado, sob quantidade definida de acordo com a formula de necessidade
energeética para cdes em crescimento (NRC, 2006). Ao atingirem entre 8 e 12
semanas de idade foi realizada nova avaliacdo da permeabilidade intestinal.

No momento do teste de permeabilidade intestinal, os animais receberam
por via oral, apds jejum minimo de 6 horas, 2mL/kg de peso corporal de iohexol
(Omnipaque-350 mg/mL) (KLENNER et al., 2009), via sonda orogéstrica. Apos 2
horas da administracdo, amostras de sangue (2 mL) foram coletadas em tubo tipo
vaccutainer com gel ativador de coagulacdo e mantidas ali por 30 minutos para
posterior centrifugacédo a 3500 rpm por 5 minutos para obtencdo do soro, que foi
congelado a -80° C. Ao final do estudo, as amostras de soro foram enviadas para
o Gastrointestinal Laboratory da Texas A&M University, nos EUA, no qual a
concentracdo sérica de iohexol foi analisada por metodologia de cromatografia
liquida de alta performance (FRIAS et al., 2012a; KLENNER et al., 2009).

As concentracdes de iohexol foram comparadas entre aleitamento materno
e aleitamento artificial, entre as idades e comparados com banco de dados de
concentracdo de iohexol de cdes adultos saudaveis. Tais comparacdes foram
realizadas por meio de testes estatisticos (Wilcoxon ou teste T), de acordo com a
normalidade residual (distribuicdo de Gauss) e homogeneidade das variancias,

considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

RESULTADOS

O grupo de cées com aleitamento materno foi constituido por oito filhotes,
porém um foi excluido devido a ndo participacdo na segunda etapa do estudo. A
mesma desisténcia ocorreu com cinco animais do grupo aleitamento artificial, que
foi constituido de 19 animais, sendo seis caes na primeira formula, sete no segundo
sucedaneo e seis no terceiro substituto do leite.

Na comparacao entre grupo aleitamento materno versus artificial, ndo houve
diferenca (p>0.63) na concentracdo sérica de iohexol (tabela 1). Porém quando a
comparacao foi realizada entre todos os filhotes no 28° dia de vida (final do
aleitamento) e todos por volta da 10* semana de vida (jA consumindo alimento

comercial seco extrusado indicado para filhotes), houve reducé&o na concentracao



de iohexol nos filhotes quando mais velhos do que durante aleitamento [30,0 pug/mL
(10,2 a 93,0) versus 20,7 ug/mL (3,9 a 42,3), p = 0,036].

J& o grupo de animais adultos foi composto pelo banco de dados de 25 cées
adultos saudéaveis, com idade média de 4,7 anos (variando de 1 a 10 anos) que
passaram pelo mesmo teste de permeabilidade intestinal com administracdo de
iohexol. Nao houve diferenca (p>0,16) entre a concentracao sérica de iohexol entre
0s animais adultos e todos os filhotes, nos dois momentos avaliados.

Ao longo do estudo, todos os filhotes mantiveram adequado escore fecal e

o peso nao diferiu entre os dois grupos de filhotes, nos dois momentos avaliados.

Tabela 1 — Mediana (variagédo) da concentracdo sérica de iohexol como marcador de
permeabilidade intestinal de caes, de acordo com faixa etaria e forma de aleitamento.

Animais Filhotes 28° dia Filhotes 102 semana Adultos

Aleitamento Materno Avrtificial Materno Avrtificial

Concentracédo de 46,2 30,0 25,4 20,1 23,7

iohexol (ug/mL) (11,7a93,0) (10,2a84,9) (3,9a42,3) (6,6a32,7) (13,5a56,7)
2,9% 6,9* 2,6* 6,7* 9,5*%

Peso (kg)

(2,1a3,7) (58a79) (1,7a33) (49a92) (2,6a492)

N&o houve diferenca em nenhum dos resultados apresentados na tabela (p>0,05). *Média devida a
distribuicdo normal dos pesos.

DISCUSSAO

Foi realizado estudo comparativo entre a permeabilidade intestinal de céaes
filhotes sob aleitamento materno e artificial. Optou-se por dividir os animais entre
quatro grupos (um aleitamento materno e trés diferentes férmulas de substituto do
leite), considerando que o objetivo ndo era avaliar a composicdo especifica de um
sucedaneo em si, mas sim as modalidades de aleitamento.

Diferente do esperado, ndo houve diferenca entre a permeabilidade de caes
filhotes e adultos. A hipotese de diferenca se deu com base em estudos anteriores
gue mostraram que filhotes tem aumento da permeabilidade intestinal. Os caninos
filnotes ja nas primeiras horas de vida apresentam aumento da permeabilidade
intestinal, com intuito de conseguir absorver as imunoglobulinas do colostro. Porém
esse aumento de permeabilidade comeca a reduzir apdés 4 horas de vida,
mantendo-se até 12 horas de idade (CHASTANT-MAILARD et al., 2012).

O fato de nao ter sido observada a diferenca entre adultos e filhotes pode ter
relacdo com o fato de ter sido padronizada a raga dos filhotes, como caes Golden

Retriever, portanto animais de grande porte, enquanto houve variacao de porte dos



animais adultos saudaveis. Estudo anterior (WEBER et al., 2002) mostrou que ha
variacdo de permeabilidade com porte, sendo maior nos animais de grande porte,
0 que inclusive justificaria a piora qualidade fecal que ocorre nesses animais.

Nos dados aqui apresentados, percebeu-se reducéo da permeabilidade dos
filhotes apds finalizacdo da fase de aleitamento e com animais comendo alimento
seco extrusado. Essa mudanca pode se dar pelo desenvolvimento dos filhotes ou
pela mudanca alimentar. Acredita-se que a mudanga no fornecimento de
oligossacarideos ao longo do crescimento possa influenciar a saude intestinal.
Nesse estudo nédo foi avaliado a quantidade desse tipo de carboidrato no leite
materno nem nos substitutos de leite, assim como no alimento seco extrusado, que
continha prebiédticos (frutoligosacarideos e mananoligosacarideos) que poderiam
ter relacdo com a saude intestinal. Estudo jA mostrou que ao longo da evolugéo da
lactacdo, ha mudanca na quantidade de oligossacarideos, o que poderia ter relacédo
com a integridade e permeabilidade intestinal dos filhotes (MACIAS ROSTAMI et
al., 2014). A similaridade na concentragdo de iohexol entre caes filhotes sob
aleitamento materno e artificial poderia entdo ser justificada pela presenca dos
oligossacarideos também nos alimentos substitutos do leite materno, entretanto
essa comparacao é dificil de ser realizada visto que os fabricantes ndo detalham a
composicdo em quantidade e ndo se sabe a composicao disso no leite materno.

Além disso, a microbiota intestinal dos filhotes certamente desempenha
algum papel na integridade entérica conforme acredita-se que ocorra em criangas
(YAO et al., 2021). Mas isso néo foi avaliado nesse estudo, estando entre pontos a
serem abordados em estudos futuros. O estudo da saude intestinal em filhotes pode
auxiliar na prevengcdo de doencas como enteropatias crdnicas, cada vez mais
frequente na rotina clinica, mas novos estudos precisam ser conduzidos para

melhor entendimento desse importante topico.

CONCLUSAO

De acordo com o delineamento desse estudo e com base na analise de
iohexol sérico apos fornecimento por via oral, pode-se concluir que cées filhotes da
raca Golden Retriever apresentam reducdo na permeabilidade intestinal ao
crescerem do 28° dia de vida para a 102 semana, sem efeito da modalidade de
aleitamento (artificial ou materno), e em comparacao a caes adultos saudaveis de

diferentes portes e idades, ndo ha alteracdo na permeabilidade intestinal.
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