MENOS OU MAIS? IMPACTO DOS NIVEIS DIETETICOS DE PROTEINA
SOBRE OS METABOLITOS DE FERMENTACAO INTESTINAL EM CAES: UMA
REVISAO SISTEMATICA E META-ANALISE

RESUMO: Os alimentos completos comerciais para cdes adultos apresentam
grande variacado nos niveis de proteina bruta (PB). E embora os aminoacidos das
proteinas sejam essenciais aos cées, 0 excesso do consumo desses nutrientes
pode alterar a producéo de metabdlitos pela microbiota intestinal, os quais incluem:
amoOnia, aminas biogénicas, acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), fendis e
indol. Esses compostos putrefativos sdo os principais responsaveis pelo odor das
fezes e em excesso podem ser toxicos a mucosa intestinal, podendo inclusive
aumentar o risco de disturbios gastrointestinais. Nesse contexto, o objetivo desta
revisdo sistematica e meta-analise é avaliar o impacto da concentracéo de proteina
dietética na producdo de metabdlitos de fermentacdo intestinal de céaes. Foram
selecionados nove artigos cientificos publicados de 2012 a 2020 para a meta-
andlise. Todos os artigos selecionados avaliaram os efeitos de niveis dietéticos
moderado e alto de proteina sobre pelo menos um dos produtos de fermentacao
intestinal e/ou pH fecal de cédes. A meta-andlise foi conduzida utilizando o modelo
de efeitos aleatérios com variancia inversa, gerando uma estimativa combinada da
diferenca média padronizada entre os grupos moderada (PB = 17,8 a 26%) e alta
proteina (PB = 30,4 a 76,3%). A heterogeneidade entre os estudos foi avaliada pelo
teste Qui-quadrado e estatistica 12. Foi observada maior concentracdo de amoénia,
AGCR totais e indol e maior pH nas fezes dos cédes que consumiram dietas com
alta proteina, em comparacdo aos alimentados com nivel moderado (P<0,05).
Desse modo, conclui-se que altos niveis dietéticos de proteinas (acima de 30,4%)
resultam em aumento na producdo de metabdlitos de fermentagdo nitrogenada

intestinal em céaes.
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INTRODUCAO

A recomendacao minima de proteina bruta (PB) para a manutencao de cées
adultos € de 52,1 g/1000 kcal de dieta ou 18% (dieta com 4,0 kcal/g), considerando
necessidade energética de 95 kcal/kg de peso corporal®’ (FEDIAF, 2020). No
entanto, no mercado sdo encontrados alimentos comerciais para caes contendo
grande variacdo na concentracdo de PB, variando de 18% a mais de 60%. Essa
variagdo nem sempre tem justificativa técnica, sendo muitas vezes influenciada por
questdes mercadoldgicas, como segmento de mercado e preferéncia dos tutores.

Grande parte da proteina dietética € digerida no trato gastrointestinal (TGI)
superior. Entretanto, a ingestdo excessiva de proteinas, mesmo quando
proveniente de fontes de alta digestibilidade, pode exceder a capacidade digestiva
e absortiva do TGI, levando a maior concentracdo de compostos nitrogenados no
colon (BERMINGHAM et al.,, 2017; NERY et al.,, 2012). Como o célon é um
segmento intestinal com intensa atividade microbiana, os compostos nitrogenados
nao absorvidos no intestino delgado se tornam substrato para fermentagao pela
microbiota. Consequentemente, ocorre a sintese de catabdlitos como: amdnia,
aminas biogénicas, acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), fendis e indol
(BASTOS et al., 2020; EPHRAIM; COCHRANE; JEWELL, 2020). Esses compostos
sdo 0s principais responsaveis pelo odor das fezes e podem ter influéncia negativa
a funcionalidade intestinal, devido ao seu potencial toxico & mucosa. Ainda, por
aumentarem o pH intestinal, podem favorecer o desenvolvimento de bactérias com
potencial patogénico, como algumas espécies de Clostridium, Streptococcus e E.
coli, as quais estdo associadas a doencas inflamatérias intestinais (CELI et al.,
2017; BASTOS et al., 2020; PILLA; SUCHODOLSKI et al., 2020; WERNIMONT et
al., 2020).

Embora seja esperado que o maior consumo de proteina resulte no aumento
da formacdo desses catabolitos no intestino, ainda ndo ha consenso se isso
também ocorre em cées, considerando que devido a sua filogenia, apresentam TGI
adaptado a digestdo e absorcdo de aminoacidos (DEPAUW et al., 2013;
VERBRUGGHE et al., 2010). Diante do exposto, essa revisdo sistematica e meta-
analise objetivou analisar as evidéncias disponiveis sobre a contribuicdo dos niveis
de proteina dietética para cédes na producdo de metabdlitos de fermentacao
intestinal. Compreender as interacdes subjacentes entre componentes da dieta e

microbiota intestinal nos permite aprimorar o desenvolvimento de estratégias
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nutricionais com selecéo criteriosa dos niveis dietéticos de proteina para a saude
intestinal e geral dos caes. Ainda, € importante salientar que a proteina € um
macronutriente de custo elevado, tanto do ponto de vista econdmico quanto
ecolégico. Portanto, novas perspectivas sobre o uso de proteina dietética podem
gerar alternativas para a industria na reducédo do desperdicio e, consequentemente,

do impacto ambiental.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa de literatura foi realizada de acordo com as diretrizes do Preferred
Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis Protocols — PRISMA-P
(MOHER et al., 2015). Os termos foram pesquisados na lingua Inglesa, os quais
incluiram: (dog* OR canine*) AND (“protein level*” OR “protein concentration*” OR
“high protein”) AND (feces OR faeces OR fecal OR faecal) AND (ammonia OR
amines OR “short-chain fatty acids” OR “branched-chain fatty acids” OR phenol*
OR indol* OR pH). Foram considerados apenas artigos cientificos publicados apo6s
revisdo por pares na Web of Science e Pubmed até 20 de janeiro de 2021.

Todos os estudos foram revisados de forma independente por dois
pesquisadores. Os estudos relevantes foram, entdo, selecionados para leitura
detalhada do texto completo para identificar as publicaces elegiveis. Quatro
critérios de inclusdo de estudos foram considerados: 1) Ensaios randomizados
controlados com avaliacdo de metabdlitos de fermentacéo intestinal nas fezes de
céaes; 2) Estudos que compararam fezes de caes alimentados com niveis dietéticos
de proteina moderado e alto; 3) Estudos em que as caracteristicas nutricionais da
dieta, condicdes experimentais e de saude dos animais foram bem descritos e
forneceram dados suficientes para calcular a diferenca média (DM) e intervalo de
confianca (IC), 95%. 4) Estudos que incluiram pelo menos uma das variaveis de
interesse com resultados quantitativos.

Dois pesquisadores extrairam independentemente os dados dos estudos
elegiveis. Os dados extraidos incluiram: sobrenome do primeiro autor, ano do
estudo, delineamento, niUmero e caracteristicas dos animais, duracdo, descricao
dos tratamentos, variaveis avaliadas e unidade de cada variavel. Quando dois ou
mais tratamentos similares foram avaliados em um estudo, os dados foram
combinados como um grupo para analise. Os dados relatados como medianas e

valores minimos e maximos ou interquartis foram transformados em média e desvio



padrao de acordo com Mcgrath et al. (2020). Um modelo de efeitos aleatdrios com
variancia inversa foi usado para produzir uma estimativa combinada da diferenca
média padronizada (DMP) entre os grupos de cades alimentados com moderada (PB
= 17,8 a 26%) e alta proteina (PB = 30,4 a 76,3%).

Inconsisténcias entre os estudos foram avaliadas pelo teste Qui-quadrado
(P<0,05) e estatistica 1%, na qual foi definida heterogeneidade significativa como |2
= 50%. O risco de viés das publicacdes foi avaliado pela contribuicdo de cada
estudo na heterogeneidade dos dados. Desse modo, se um estudo contribuiu com
mais de 20% da heterogeneidade total pelo 1%, 0 mesmo foi removido da anélise.
Todos os calculos foram feitos no software Review Manager - RevMan (versao

5.4.1; Colaboragdo Cochrane), o qual também gerou os gréficos Forest plot.

RESULTADOS

Na busca inicial do banco de dados um total de 746 registros foram
identificados. Depois de remover duplicatas e excluir estudos inelegiveis, nove
publicacdes entre os anos de 2012 a 2020 (APPER et al., 2020; BERMINGHAM et
al., 2017; DOS REIS et al.,, 2016; EISENHAUER et al.,, 2019; EPHRAIM;
COCHNOSSRANE; JEWELL, 2020; HANG et al., 2013; NERY et al., 2012; PINNA
et al., 2018; XU et al., 2017) foram elegiveis para serem incluidos nesta revisao
sistemética e meta-andlise. Ndo foram encontrados estudos suficientes com dados
sobre aminas biogénicas e fendis. Os nove estudos primarios analisaram ao todo
821 cées. Todos os estudos avaliaram dietas secas extrusadas, com excecao de
um, que também avaliou dieta crua composta por carne fresca. As principais fontes
proteicas utilizadas nas dietas dos estudos foram: proteina isolada de suino, farinha
de visceras de aves, ovo em po, farelo de glaten de milho 60, gluten de trigo e farelo
de soja. A digestibilidade da PB das dietas variou entre 83% a 98%.

Foi observada maior concentracéo de amoénia, AGCR totais, isobutirato e indol
e maior pH nas fezes dos cdes que consumiram dietas com alta proteina, em
comparacao aos alimentados com nivel moderado (P<0,05, Tabela 1 e Figura 1).
N&o foi encontrado efeito dos niveis proteicos da dieta sobre a concentracéo fecal
de isovalerato dos cdes (P>0,05). Houve heterogeneidade entre os estudos (I? = 64
a 83%, P<0,05), com excecdo dos dados de AGCR totais, os quais ndo se
mostraram heterogéneos (1°= 34%, P>0,05, Tabela 1). Como o nimero de estudos

encontrados foi relativamente pequeno, ndo foi possivel dividir os trabalhos em



subgrupos (ex.: por fontes proteicas ou digestibilidade), para tentar reduzir a

heterogeneidade.

Tabela 1 - Andlise estatistica dos dados incluidos na meta-analise.

n° n° Proteina moderada x alta Heterogeneidade
Variavel
estudos cdes  DMP (IC 95%) P X? P 12 (%)

Amonia 62 176 1,32(0,70;1,94) <0,01 14,04 0,020 64
pH 4b 98 1,26 (0,24;2,27) 0,02 13,64 0,003 78
Isobutirato 4¢ 100 1,44 (0,49;2,39) 0,003 11,38 0,008 75
Isovalerato 44 121 0,88(-0,11;1,86) 0,08 17,34 <0,01 83
AGCR 5¢ 154 0,46 (-0,23;1,15) <0,01 6,06 0,19 34
Indol 4f 172 1,11 (0,20; 2,03) 0,02 21,33 <0,01 86

DMP: diferenca média padronizada; IC: intervalo de confianca; X?: Qui-quadrado
AGCR: &cidos graxos de cadeia ramificada totais.

3(DOS REIS et al., 2016; EISENHAUER et al., 2019; HANG et al., 2013; NERY et
al., 2012; PINNA et al., 2018; XU et al., 2017); °(EPHRAIM; COCHNOSSRANE;
JEWELL, 2020; HANG et al.,, 2013; NERY et al.,, 2012; PINNA et al., 2018);
°(APPER et al., 2020; EISENHAUER et al., 2019; PINNA et al., 2018; XU et al.,
2017); YAPPER et al., 2020; BERMINGHAM et al., 2017; EPHRAIM; COCHRANE;
JEWELL, 2020; XU et al., 2017); ¢(APPER et al., 2020; EISENHAUER et al., 2019;
HANG et al., 2013; NERY et al., 2012; XU et al., 2017); (EISENHAUER et al., 2019;
EPHRAIM,; COCERANE; JEWELL, 2020; NERY et al., 2012; XU et al., 2017).
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Figura 1 - Forest plot ilustrando as diferencas médias padronizadas nas
concentragdes de metabalitos de fermentacgéo intestinal fecais de caes alimentados
com dietas contendo moderada vs. alta proteina. O tamanho dos blocos verdes
indica o peso atribuido a cada estudo na meta-analise, enquanto a linha horizontal
representa o IC a 95%. Quanto mais distante da linha vertical central, maior é a
diferenca entre os grupos. O diamante na parte inferior representa o resultado
médio dos estudos.

DISCUSSAO
Com base na meta-andlise dos dados da literatura, foi encontrado que a

concentracédo de catabdlitos de fermentacdo nitrogenada nas fezes é maior em
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cées alimentados com dietas contendo alta concentracédo de PB. Esses resultados
foram independentes das fontes proteicas avaliadas nos estudos. Ou seja, mesmo
com o consumo de fontes proteicas de alta digestibilidade, houve maior producao
desses catabolitos, quando comparado com 0 menor consumo de PB.

A degradacao de proteinas no célon comeca pela hidrolise por proteases e
peptidases bacterianas, liberando peptideos menores e aminoacidos. Apds, 0s
aminoécidos que ndo foram incorporados a célula bacteriana sédo desaminados ou
descarboxilados, gerando diferentes catabdlitos (BOUDRY; HUEROU-LURON;
MICHEL, 2016).

A producao de amonia € desencadeada principalmente pela desaminacao de
aminoacidos no colon e em menor grau pela hidrdlise da ureia, por meio da urease
bacteriana (DAVILA et al., 2013), sendo um dos catabdlitos mais tdéxicos a mucosa
intestinal. Estudos em ratos alimentados com dietas com alta proteina relataram
influéncia da aménia intestinal no metabolismo oxidativo dos colondcitos. Maiores
concentragbes de amolnia no intestino inibiram o consumo de oxigénio pela
mitocondria e reduziram o metabolismo do acetato e butirato. Ainda, houve reducéo
na taxa de renovacdo dos colondcitos e aumento da permeabilidade intestinal,
demonstrando importante efeito adverso sobre a integridade da mucosa
(ANDRIAMIHAJA et al., 2010; BOUDRY; HUEROU-LURON; MICHEL, 2016).

A producgédo de AGCR é exclusiva da fermentacéo bacteriana de aminoécidos
de cadeira ramificada, como valina (gera o isobutirato), leucina (gera o isovalerato)
e isoleucina (gera o 2-metilbutirato). Do mesmo modo, o indol é oriundo da
fermentacdo do triptofano (DIETHER; WILLING, 2019). Como 0 organismo nao
produz enzimas capazes de sintetizar os AGCR e o indol, a sua excre¢ao nas fezes
€ considerada um marcador direto da taxa de fermentagao proteica no colon.

Os efeitos dos AGCR e indol no intestino ainda ndo sdo completamente
compreendidos. Entretanto, estudos in vitro e em ratos relatam efeito citotéxico aos
colonécitos e aumento da viruléncia de bactérias patogénicas pela maior
concentracdo de indol (BOUDRY; HUEROU-LURON; MICHEL, 2016) e maior
excrecdo de citocinas pro-inflamatorias pelo isovalerato (VAN NUENEN et al.,
2005).

Além dos efeitos supracitados, os compostos de degradacdo nitrogenada
contribuem com o aumento do pH no intestino, como foi encontrado pela meta-

analise. O maior pH do conteudo intestinal, associado & maior concentracdo de
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substrato nitrogenado, contribui com a modulacdo da microbiota, favorecendo o
desenvolvimento de microrganismos com potencial patogénico (Escherichia coli,
Clostridium sp., Streptococcus sp.) e, consequentemente, reduzindo 0s né&o-
patogénicos sensiveis ao maior pH (Faecalibacterium e Bifidobacterium, por
exemplo) (ALEXANDER et al., 2019; EPHRAIM; COCHRANE; JEWELL, 2020).
Estas mudancas na microbiota, juntamente com os mecanismos deletérios citados
anteriormente, podem afetar negativamente a mucosa intestinal e a saude geral
dos animais (MA et al., 2017).

Outro possivel efeito negativo do consumo de dietas contendo alta
concentracdo de proteinas pelos cdes seria 0 maior odor fecal. Os compostos de
fermentacao nitrogenada sdo os principais responsaveis pelo mau odor das fezes,
sendo esta, uma caracteristica relevante para os tutores (DETWEILER et al., 2019).
Neste sentido, niveis moderados de proteinas de alta digestibilidade seriam
recomendados para cées adultos saudaveis, principalmente com base nas
evidéncias de que a ingestao excessiva de proteinas pode afetar a saude intestinal.

Apesar disso, cabe citar que h& escassez de estudos avaliando os possiveis
efeitos toxicos dos catabdlitos de fermentacdo nitrogenada especificamente na
mucosa intestinal de cdes. Apenas um estudo (HANG et al., 2013) foi encontrado,
no qual os autores relacionaram o aumento na concentragdo de amoénia e AGCR
fecais, com a maior producéo de calprotectina (marcador de inflamacgao intestinal)
nos caes alimentados com uma dieta contendo alta proteina. Desse modo, ainda
ha a necessidade de maiores estudos. Principalmente considerando que por terem
evoluido a partir de canideos carnivoros, como o lobo cinzento, os cdes podem ter
mecanismos compensatorios para mitigar os efeitos deletérios dos compostos de
fermentacao nitrogenada sobre a saude intestinal.

CONCLUSAO

A inclusédo de alta proteina na dieta para caes aumenta a concentracao de
amonia, AGCR e indol e aumenta o pH fecal. Considerando que o aumento nesses
catabdlitos pode ser prejudicial a funcionalidade intestinal e salude geral do
organismo, é importante reavaliar os reais beneficios de dietas com altas

concentracdes proteicas para caes.
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