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Dissertacdo. Programa de Pés-graduacdo em Clinicas Veterinarias — Universidade
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RESUMO

Atualmente o sobrepeso ou a obesidade atingem aproximadamente metade da populacéo de
gatos. Dentre os fatores que favorecem o ganho de peso, a castracdo é um deles, pois reduz
as necessidades energéticas dos animais sem a concomitante reducao na ingestao voluntaria
de alimentos. Estudos tém sido realizados a fim de identificar nutrientes que possam interferir
na saciedade ou no metabolismo do animal, auxiliando na manutenc¢éo ou ha perda de peso.
A isoflavona é um fitoestrégeno com estrutura quimica semelhante ao estrogénio endégeno
gue tem acdo na reducdo do tecido adiposo, ha ingestdo de alimentos e aumento na massa
magra corporal. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi determinar os efeitos da incluséo
de isoflavona na dieta de gatos castrados no controle da ingestéo caldrica, nas concentragdes
sanguineas de substancias, com acdo hormonal, relacionadas a saciedade e na composi¢ao
corporal. Dezesseis gatos adultos castrados foram divididos em dois grupos, denominados
Controle (n=8) e Isoflavona (n=8), os quais foram alimentados respectivamente com ragéo
para gatos castrados ou a mesma ragdo com a adi¢do de 1% de isoflavona por um periodo
de 99 dias. Durante todo o periodo experimental os gatos foram pesados e a quantidade de
ragdo calculada para que ndo houvesse alteragdo no peso. O consumo energético foi
monitorado diariamente. Em dois momentos ao longo do experimento (dias 19 e 44) todos os
animais foram desafiados com um alimento altamente palatavel 4 horas apés a ingestao do
respectivo tratamento, visando mensurar o efeito da dieta experimental sobre a saciedade.
Tomografia computadorizada foi utilizada na mensuragdo da composi¢do corporal dos
animais no inicio e término do estudo. Para isto foram determinadas as porcentagens de
gordura total, gordura intra-abdominal e subcutanea em cortes realizados em regido de
segunda vértebra lombar. No Ultimo dia do experimento coletaram-se amostras de sangue
para dosagens de insulina, grelina, leptina, peptideo YY e GLP-1 nos momentos basal e ap6s
1, 2, 4 e 6 horas ap0s a ingestdo das dietas experimentais. Para todas as variaveis estudadas
determinaram-se os efeitos de tratamento e periodo, em um esquema de parcelas
subdivididas, considerando-se 5% de probabilidade. O peso dos animais foi mantido ao longo
do estudo (p=0.967). O consumo caldrico foi semelhante entre os grupos ao longo do estudo
(p=0.187), sem efeito verificado para o consumo de isoflavona, a qual também néo afetou o
consumo de alimento durante o desafio de saciedade nos dias 19 (p=0.5345) e 44 (p=0.2146).
Da mesma forma, a composi¢do corporal ndo foi modificada pelo consumo de isoflavona
(P>0,05). Conclui-se que na concentracao de 1% da dieta a isoflavona ndo modifica a ingestao
caldrica, indicadores séricos de saciedade e composicao corporal em gatos castrados.

Palavras-chave: felinos, fitoestrégeno, horménios, nutricdo, tomografia.



YAMADA, Ana Lucia Yoshida da Silva. The effects of isoflavone on caloric intake,
satiety and body composition in neutered cats. 2019. 33 pg. Dissertation.
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ABSTRACT

Nowadays, approximately half of the cats’ population is affected by overweight or obesity.
Among the factors that lead to the weight gain, castration is one of them, because it reduces
the energy level required from these animals without associating a voluntary reduction in food
ingestion. Studies on the subject have been performed aiming to identify which nutrients can
interfere in the satiation or in the metabolism of the animal, so that weight control or weight
loss can be assisted. The isoflavone is a phytoestrogen with similar chemical structure of the
endogenous estrogen which acts on the reduction of adipose tissue, in the food ingestion and
in the lean body mass gain. Therefore, the aim of this study was to determine the effects of the
isoflavone inclusion in the diet of neutered cats in the caloric intake, in the blood concentrations
of substances with hormonal action, related to satiety and body composition. Sixteen neutered
adult cats were divided into two groups, named Control (n = 8) and Isoflavone (n = 8), both
were fed respectively with food for neutered cats or the same food added 1% of isoflavone for
a period of 99 days. During the whole experiment period, the cats were weighted and their
food quantities were calculated to prevent them from any weight change. The energy intake
was monitored daily. There were two moments along the experiment (days 19th and 44th)
when all of the animals were challenged with a highly palatable food 4 hours after the ingestion
of food from their respective treatment, aiming to measure the effects of the experimental diet
over satiety. A CT scan were performed to measure the body composition of the animals in
the beginning and at the end of the study. In this regard, it were determined the percentages
of total fat, intra-abdominal fat and subcutaneous fat from cuts performed in the area around
the second vertebra of the lumbar region. In the last day of the experiment, blood samples
were collected to check the dosage of insulin, ghrelin, leptin, YY peptide and GLP-1 in the
baseline and 1, 2, 4 and 6 hours after the food ingestion from the experimental diets. For all of
the studied variables it were determined the effects of treatment and period, in a scheme of
subdivided portions, considering 5% of probability. The animals weight were preserved along
the study (p=0.967). The caloric intake was similar for each group along the study (p=0.187),
without any verified effect for the group that consumed the isoflavone, which has not affected
the food intake during the satiety challenge in the 19th (p=0.5345) and 44th (p=0.2146) days
either. Accordingly, the body composition did not change by the isoflavone intake (P>0,05). As
a conclusion, the isoflavone in a concentration of 1% in the diet does not modify the caloric
intake, the serum indicators of satiety and the body composition in neutered cats.

Key Words: felines, phytoestrogen, hormones, nutrition, tomography.
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1 INTRODUCAO

A populacdo de animais obesos tem aumentado gradualmente nas ultimas
duas décadas, a qual é resultante de multiplos fatores como sedentarismo, nutricao
inadequada, fatores genéticos, idade, castracdo, dentre outros.

A esterilizag@o cirargica € um procedimento frequentemente utilizado para
controle populacional e como prevencéo de doencas relacionadas ao trato reprodutivo
como infec¢des uterinas e tumores mamarios. Apoés a realizacao desse procedimento,
€ comum que 0s animais ganhem peso. Animais castrados apresentam menor
atividade fisica, reduzindo o gasto energético. Além disso, ocorre um aumento na
ingestdo alimentar, aumentando consideravelmente o risco de desenvolvimento da
obesidade.

A obesidade é caracterizada pelo acumulo de gordura no organismo animal
com prejuizo das fungbes fisioldgicas. Desta forma, animais obesos sdo mais
susceptiveis ao desenvolvimento de outras enfermidades como doencas articulares,
alteracdes cardiovasculares, respiratérias, resisténcia insulinica e diabetes mellitus.

Considerando que os gatos castrados sdo predispostos ao ganho de peso e
que este ganho de peso é implicado em prejuizos a saude dos animais, reduzindo a
qualidade de vida, é papel da pesquisa buscar intervencdes nutricionais para auxiliar
no controle de peso nesta espécie apos a castracdo, uma vez que esta intervencgao
se faz necessaria no controle populacional de gatos. Com isto, neste estudo formulou-
se a hipotese de que a isoflavona incluida como ingrediente na dieta de gatos é capaz
de reduzir o percentual de gordura dos animais e promover melhor estimulo de

saciedade, minimizando assim os efeitos negativos da castracao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Ha mais de duas décadas, tem-se relatado que a castracéo pode contribuir para
um aumento na ingestao diaria de alimentos e diminuicdo da taxa metabdlica basal
de gatos, ocasionando um ganho de peso nesses animais (FETTMAN et al., 1997).

Um estudo realizado por Corbee (2014) avaliou o escore de condi¢ao corporal
(ECC) utilizando uma escala de nove pontos por inspecéo e palpacao de 268 gatos
de 22 racas diferentes com o objetivo de identificar se a obesidade ocorre de forma
mais frequente em determinadas racas. Praticamente metade (45,5%) dos gatos
apresentaram sobrepeso e 4,5% dos gatos apresentaram-se obesos. Foi possivel
observar nesse trabalho ainda, que a maioria dos gatos nestas condi¢cdes eram
castrados. Desta forma, o autor concluiu que a castracdo predispde 0s gatos a
obesidade e sugere que intervenc¢des nutricionais sejam feitas de forma precoce para
prevenir o ganho de peso em tais animais.

Um dos principais motivos do ganho de peso em animais castrados é o
aumento significativo que ocorre na ingestao alimentar. Embora as causas ainda néo
sejam totalmente esclarecidas, Wei et al. (2014) verificaram aumento nas
concentracfes de grelina circulante em gatos machos até 9 dias pos esterilizagcéo
cirirgica. Tais autores concluiram que o ganho de peso inicial que ocorre em gatos
machos apds a castracdo resulta do aumento da ingestdo calorica, sendo de
fundamental importancia que o controle da ingestdo de alimentos seja estabelecido
logo apds a castracdo para evitar que tais animais desenvolvam sobrepeso ou
obesidade no futuro.

Em outro estudo realizado com o objetivo de identificar os fatores de risco para
o desenvolvimento da obesidade em gatos castrados, Hoenig & Ferguson (2002)
verificaram que entre 8 e 16 semanas apés a castracdo de fémeas, a necessidade
energética foi reduzida em mais de 20%. Além disso, fémeas também demonstraram
um aumento significativo na area sob a curva para insulina 4 e 8 semanas apos a
castracdo, com possiveis impactos no desenvolvimento do Diabetes tipo Il, muito
comum nesta espécie

Embora a castracdo seja um fator de risco para a obesidade e os impactos
negativos da obesidade ja sejam bem conhecidos em gatos, castrar 0s animais ainda
€ mais importante visando manter as populacdes desta espécie sob controle. Frente

a esta problematica, tém-se buscado alternativas visando minimizar os efeitos da
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castracdo sobre o desenvolvimento da obesidade, por meio da utlizacdo de
ingredientes e nutrientes que tenham efeito inibitério na ingestdo caldrica e que
reduzam a deposicdo de gordura corporal nos animais. Estudos mostram que a
composicdo de macronutrientes pode influenciar no consumo total de energia, na
saciedade intra e entre refei¢cdes. A diminuicdo da quantidade de proteina associada
a utilizacdo de fibras, especialmente as que apresentam maior capacidade de ligacao
a agua, podem diminuir a ingestao voluntéria de alimentos em gatos (SERVET et al.,
2008).

A suplementacdo com alguns componentes dietéticos pode auxiliar na perda
de peso e melhora na composicao corporal, como o &cido linoleico conjugado (CLA)
e a L-carnitina, os quais ajudam a manter a quantidade de massa magra e dietas ricas
em fibras (21%), que diluem a energia do alimento e também promovem um efeito de
saciedade (GERMAN, 2006).

Os ingredientes vegetais também tém sido estudados, uma vez que estes
apresentam além dos macronutrientes, muitos compostos bioativos, 0os quais podem
conter antioxidantes, prebiéticos, imunomoduladores e fitoestrogenos, tais como as
lignanas e as isoflavonas. Esses ultimos sdo considerados ndo-nutrientes bioativos
encontrados em altas concentraces em sementes de linhaca e na soja, e estudos
tém demonstrado diversos efeitos benéficos a saude (SETCHELL & CASSIDY, 1999).
Bhathena & Velasquez (2002) descreveram que a ingestao de tais alimentos ricos em
lignanas e isoflavonas melhora o controle glicémico e a resisténcia a insulina,
reduzindo as concentra¢des séricas de insulina e de triglicérides, além da diminui¢éo
do peso corporal, contribuindo especialmente nos casos de obesidade e diabetes.

A genisteina é uma isoflavona contida na soja que apresenta atividade
estrogénica. Atualmente ela € muito utilizada como substituto natural na terapia de
reposi¢cao hormonal em mulheres na pos-menopausa (KIM et al., 2006).

O efeito da isoflavona tem sido muito estudado em mulheres e em animais de
laboratorio (ratas castradas), pois a deficiéncia de estrogénio que ocorre apos a
menopausa / castracdo ocasiona maior acumulo de gordura corporal e perda de
massa 6ssea. Em um estudo realizado por Wu et al. (2004), o efeito da suplementagéo
de isoflavona foi investigado. Estes autores utilizaram 0,4% de um composto
comercial na dieta de ratas castradas (Fujiflavone P40, contendo daidzina - 20,4%,
genistina - 4,6% e glicitina mais gliciteina - 13%), associada a exercicios moderados
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sobre a composicéo corporal e massa 6ssea e verificaram que os animais alimentados
com isoflavona, mesmo sem a associacdo com exercicio fisico, apresentaram reducao
na gordura corporal e melhor preservacao da massa 6ssea em relacdo aos animais
ndo tratados. Quando associada ao exercicio fisico, a utilizacdo de isoflavona
melhorou ainda mais estas respostas pelos animais.

Estudos realizados por Kurrat et al. (2015), mostraram que a exposi¢cao a longo
prazo de dietas ricas em isoflavona (467mg/kg de dieta) promoveram reducéo do peso
corporal e da gordura visceral em ratas. Além disso, a exposi¢cdo em curto prazo
demostrou uma reducédo na perda de massa muscular esquelética que ocorre apoés a
esterilizacdo cirdrgica. Outro trabalho recente, utilizando ratas, também demonstrou
reducdo significativa da gordura visceral e do ganho de peso induzido pela
esterilizagdo cirargica ap6s administracdo oral de extrato aquoso de folhas de soja
com concentracao final de isoflavona de 500ug/mL (XIE et al., 2018). No mesmo
estudo ainda identificou-se melhora nos quadros de esteatose hepética pela
diminuicdo do acumulo de triglicerideos no figado e das concentracfes séricas das
enzimas hepéticas (alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase).

Kim et al. (2006) também observaram diminuicdo da ingestdo alimentar e do
peso corporal em ratas ovariectomizadas que foram submetidas a administracéo oral
de genisteina a concentracdo de 1.500mg/kg de dieta por 21 dias. Resultados in vitro
e in vivo também demonstram que a genisteina € capaz de induzir a apoptose de
adipdcitos, reforcando os beneficios da utilizagéo de isoflavona nos casos de aumento
de adiposidade ap6s a menopausa.

Atualmente, a soja vem sendo indicada como parte do tratamento nos casos
de obesidade ou de doencas associadas ao excessivo ganho de peso. Os
fitoestrégenos atuam na promocédo da saude e no controle da obesidade, melhorando
o metabolismo lipidico nos adipdcitos e hepatocitos (PEIXOTO et al., 2011).

Contrariamente ao que se acreditava anteriormente, que o tecido adiposo seria
apenas um sitio de armazenamento de triglicérides, estudos tém demonstrado que os
adipécitos sédo capazes de sintetizar diversas substancias como a adiponectina, a
angiotensina e a leptina; sendo considerado, desta forma, um 6rgdo enddcrino
(ROMERO & ZANESCO, 2006).

A leptina € um peptideo que estd envolvido no controle da ingestdo de

alimentos e no gasto energético, diminuindo a ingestéo alimentar e contribuindo para
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a queima de energia (ROMERO & ZANESCO, 2006). A concentracao plasmatica de
leptina esta diretamente relacionada com a porcentagem de gordura em gatos, da
mesma forma como ocorre em humanos (BACKUS et al., 2000; APPLETON et al.,
2000; VASCONCELLOS et al., 2009). APPLETON et al. (2000) verificaram que as
concentracfes plasmaticas de leptina aumentaram em trés vezes nos gatos apos
ganho de peso. Tal estudo também revelou que, apesar dos niveis elevados de
leptina, os gatos continuaram a comer e ganhar peso, sugerindo uma diminuicao da
sensibilidade a leptina nesses animais. Um estudo posterior realizado por APPLETON
et al. (2002) esclareceu que, quanto maior a concentracdo de leptina, maior é a
resisténcia a insulina, independente do grau de adiposidade.

Além dos hormonios sintetizados pelos adipécitos, horménios produzidos no
trato digestivo também podem interferir na ingestdo alimentar, atuando como
neurotransmissores no nucleo arqueado do hipotalamo, onde duas populacdes
neuronais podem estimular ou inibir a ingestao de alimentos, desempenhando desta
forma, um papel importante na regulacéo do apetite. O peptideo YY, o polipeptideo
pancreatico, o peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1) e a oxintomodulina
suprimem o apetite, enquanto a grelina aumenta o apetite através das fibras vagais
aferentes para o tronco cerebral caudal ou diretamente para o hipotalamo. (SUZUKI,
2010).

Quanto as medidas de adiposidade, estas envolvem a determinacdo da
composicdo corporal ou das quantidades relativas dos componentes biol6gicos do
corpo: massa magra e massa gorda. Existem varias técnicas para determinacdo da
composicao corporal como: analise quimica, biometria, diluicdo de is6topos (6xido de
deutério), absorciometria com raios-x de dupla energia (DEXA), ultrassonografia,
bioimpedancia elétrica e técnicas avancadas de imagem como tomografia
computadorizada e ressonancia magnética (GERMAN, 2006).

Estudos estdo sendo realizados para validar a tomografia computadorizada
como método de avaliagdo da composicéo corporal em animais. Para humanos a faixa
de atenuacdo do tecido adiposo € de aproximadamente -190 a -30 unidades
Hounsfield (HU). Um estudo realizado por Ishioka et al. (2005) avaliando diferentes
faixas de atenuacgédo, determinou que a faixa compreendida entre -135 e -105 HU é a
que apresenta melhor correlagdo com o conteudo de gordura corporal em Beagles,
guando comparado ao metodo de diluicdo do 6xido deutério.
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Buelund et al. (2011) avaliaram diferentes abordagens para determinacao da
porcentagem de tecido adiposo em gatos por meio da tomografia computadorizada e
compararam os resultados obtidos pela absorciometria com raios-x de dupla energia
(DEXA). Observaram que faixas de valores de HU fixas podem ser utilizadas para
obtencéo da estimativa da porcentagem de gordura e acompanhamento de mudancas
na composicao corporal de populacfes. Nesse trabalho, o0 método com valores fixos
utilizou faixas de HU entre -250 e 0 para tecidos adiposos e faixas entre 0 e +250 para
tecidos ndo adiposos, selecionando-se o ponto médio (HU = 0) com base na
informacéo que a densidade do tecido adiposo é inferior a densidade da agua (HU =
0).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos da suplementagcéo com isoflavona (1%) em gatos castrados
sobre o consumo caldrico, saciedade e composicao corporal.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar os efeitos da ingestdo de isoflavona sobre a necessidade
energética de manutencao em gatos castrados.

Determinar o efeito da ingestdo de isoflavona sobre a saciedade de gatos
castrados.

Mensurar os efeitos da isoflavona sobre as respostas sanguineas pés-prandiais
de substancias relacionadas a saciedade (insulina, grelina, leptina, peptideo YY e
GLP-1).

Determinar o efeito da ingestéo de isoflavona sobre a composicéo corporal de

gatos castrados submetidos a ingestao de calorias para a manutengcao do peso.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado seguindo os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacéo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa - Parana (UEM-PR).

4.1 Animais

Foram utilizados dezesseis gatos esterilizados cirurgicamente, com 4 anos de
idade, de ambos os sexos, pertencentes ao laboratério de nutricdo e metabolismo de
felinos domésticos da Fazenda Experimental de Iguatemi (FEI), situada no distrito de
Iguatemi, Maringad-PR, da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Os gatos
selecionados apresentaram-se higidos a avaliacao clinica e os exames de sangue

(hemograma e exames bioquimicos) foram realizados no inicio do experimento.

4.2 Dietas experimentais

Um alimento comercial para gatos adultos castrados foi empregado como
Controle (Matisse gatos castrados — Farmina Pet Foods® - Braganca Paulista — SP —
Brasil). Este alimento apresentou 0s seguintes niveis de garantia no rotulo: Proteina
Bruta minima - 360g/Kg; Extrato Etéreo minimo - 100g/Kg; Fibra Bruta maxima -
55g/Kg; Matéria Mineral maxima - 75g/Kg; Umidade méxima - 80g/Kg; Energia
Metabolizavel - 3.600 kcal/kg. Para compor o alimento com isoflavona, adicionou-se,
ao alimento Controle, 1% de isoflavona por cobertura. Desta forma foram compostos
dois tratamentos para o estudo, denominados Controle e isoflavona. Para garantir que
a isoflavona fosse incorporada a dieta Controle, em ambos os tratamentos adicionou-
se 3% de 6leo de frango e 1% de palatabilizante liquido para gatos. Amido foi utilizado
como placebo no alimento Controle em substituicdo a isoflavona.

A isoflavona utilizada no estudo foi adquirida comercialmente em farmacia de
manipulagcédo da regido (Galena, Campinas-SP, Brasil). Os niveis de garantia deste

ingrediente para os compostos bioativos eram: Genisteina 0,55%, Daidzeina 37,62%.
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4.3 Manejo dos animais e delineamento experimental

Cinco gatas fémeas castradas e trés machos castrados compuseram cada
tratamento experimental (Controle ou Isoflavona), totalizando oito animais por
tratamento e dezesseis no estudo. Os gatos de cada grupo foram distribuidos de
acordo com o sexo e o0 escore de condi¢cdo corporal em escala de 1 a 9, sendo 1
caquético e 9 obeso (LAFLAMME, 1997). Inicialmente, todos os animais receberam a
dieta controle por um periodo de treze dias (adaptagéo). Apés este periodo cada gato
passou a receber o respectivo tratamento (periodo experimental). No dia 1, foram
realizadas as tomografias computadorizadas. Nos dias 19 e 44 foram realizados
desafios para avaliacdo da saciedade. No dia 97 foram realizadas as tomografias
computadorizadas novamente e colocados cateteres intravenosos centrais para a
coleta de amostras sanguineas e determinacdo das concentracfes plasmaticas de
horménios e proteinas relacionadas a saciedade. No dia 99 foram coletadas amostras
de sangue antes e 1, 2, 4 e 6 horas ap0s a ingestéo alimentar. Do dia 1 ao dia 96 foi
avaliado o consumo diario de cada animal. O cronograma de atividades encontra-se

ilustrado na figura 1, a seguir.

Figura 1: Cronograma de atividades

DIA -13 DIA1 DIA 19 DIA 44 DIA 97 DIA 99
Tomografia Desafio de Desafio de Tomografia Coleta de

Saciedade Saciedade Cateter sangue

A quantidade de racéo fornecida foi calculada de acordo com a faixa etaria
considerando o peso metabolico (kg0,67) de cada animal, segundo as equacdes de
exigéncias energéticas preconizadas pelo National Research Council (NRC, 2006).
Durante toda a fase experimental os animais foram pesados semanalmente e ajustes
na quantidade de alimento fornecido foram feitos para que néo ocorresse variagcao no
peso corporal maior que 5%.

Para controle do fornecimento da dieta adequada e da quantidade de racao

ingerida individualmente, o alimento foi fornecido somente com os animais distribuidos
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em gaiolas individuais. A quantidade de racdo calculada para cada gato foi dividida
em duas refei¢cdes diarias (8n00 e 15h00), ficando disponiveis por um periodo de 40
minutos. Durante todo o tempo restante os gatos permaneciam soltos em gatil coletivo

com agua disponivel ad libitum.

4.4 Tomografia Computadorizada

As tomografias computadorizadas foram realizadas nos dias 1 e 97 em
tomografo helicoidal GE Hi Speed (figura 2). Os animais foram posicionados em
decubito ventral e as projecdes realizadas em dire¢do cranio-caudal abrangendo o
corpo inteiro, com espessura de cortes de 7 mm (120 kV, 140 mA) e abdomen (entre
as vértebras lombares 1 e 7) com espessura de cortes de 2 mm (120 kV, 115 mA).
Para o procedimento, os animais foram devidamente sedados e analgesiados
utilizando-se 20 pg/Kg de Dexmedetomidina e 0,5 mg/Kg de Morfina via intramuscular.
ApOs a realizagdo da tomografia computadorizada os animais foram antagonizados
com reversor Cloridrato de Atipamezole (Antisedan) na dose de 20ug/Kg

intramuscular.
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Figura 2: Imagem do equipamento utilizado para a realizacdo das tomografias
computadorizadas. Os animais foram posicionados em decubito ventral e as projecdes
feitas em sentido cranio-caudal.

ﬁspeed

As imagens obtidas pela tomografia foram salvas em padrdo de imagens
DICOM e analisadas em uma estacdo de trabalho de revisdo, comparacdo e pos-
processamento multimodalidade (AW VolumeShare 5 — Workstation Z800 - GE
Healthcare Brasil). Para avaliacdo da composi¢éo corporal foram avaliados cortes em
vértebra lombar 2 (L2). Inicialmente foi determinado o volume total excluindo-se o ar
contido ao redor da imagem formada. Posteriormente definiu-se um histograma
utilizando limites de HU (Hounsfield Units) entre -135 e -105, para identificacdo do
volume de gordura total (figura 3). Em seguida, exclui-se a area representada pela
gordura subcuténea, a aplicou-se o histograma com limites de HU entre -135 e -105
novamente para identificacdo do volume de gordura intra-abdominal. Desta forma, foi
possivel determinar as porcentagens de gordura total, gordura intra-abdominal e
gordura subcutanea (volume de gordura total - volume de gordura intra-abdominal)
em regido de L2.
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Figura 3: Imagem obtida por meio de tomografia computadorizada em regido de
segunda vértebra lombar, utilizando histograma com limites de HU (Hounsfield Units)
entre -135 e -105, para identificacdo do volume de gordura total.
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4.5 Desafios de Saciedade

Foram realizados desafios de consumo nos dias 19 e 44, quatro horas apés o
fornecimento da racédo experimental aos grupos (Controle e Isoflavona) as 8h0O0.
Todos os gatos foram desafiados com a oferta de um alimento com boa palatabilidade,
conhecido e apreciado pelos animais pertencentes ao laboratério (N&D grain free —
Farmina Pet Foods® - Braganca Paulista — SP — Brasil). Este alimento apresentava a
seguinte composicao: Proteina Bruta minima - 400g/Kg; Extrato Etéreo minimo -
200g/Kg; Fibra Bruta maxima - 22g/Kg; Matéria Mineral maxima - 85g/Kg; Umidade
méaxima - 90g/Kg; Energia metabolizavel - 4.200 kcal/kg. A quantidade ofertada (70
gramas) foi calculada baseada no consumo médio diario (=57 gramas) para que o
alimento n&o fosse consumido em sua totalidade. O alimento permaneceu disponivel
ad libitum durante o periodo subsequente, as sobras foram pesadas e 0 consumo
calculado apés 1, 2, 3, 4 e 5 horas. O objetivo desse teste foi mensurar o efeito
inibitério das dietas experimentais e avaliar se dietas contendo 1% de isoflavona

podem promover maior sensacao de saciedade.

Vale a pena ressaltar que nao existe um protocolo de saciedade validado para
gatos e neste estudo adotamos um modelo de oferta de um alimento altamente

palatavel aos animais quatro horas apos a ingestéo dos tratamentos, como forma de
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desafio, visando verificar o quanto os animais conseguem controlar a ingestao

calorica, mesmo desafiados com dietas de elevada palatabilidade.

4.6 Dosagens Hormonais

Para reduzir o numero de punc¢des e estresse nas coletas seriadas de sangue,
no dia 97 foram implantados cateteres centrais de duplo limen4 Fr x 5 cm — KFF S.A.
Os cateteres foram inseridos na veia jugular e fixados por meio de dois pontos simples
na pele, atadura estéril e esparadrapo. Para a manutencao dos cateteres e prevencao
da formacao de coagulos, foram feitas lavagens com solucédo de heparina (0,5%).
Para a colocacéo dos cateteres, os animais foram anestesiados, as medicacdes pre-
anestésicas e a inducdo foram feitas por via intravenosa: Fentanil
(3ug/Kg), Midazolam (0,2 mg/Kg), Cetamina (2 mg/Kg) e Propofol (4 mg/Kg). A
manutencdo da anestesia foi feita com Isoflurano com vaporizador universal e fluxo
de oxigénio a 2 litros/Kg/hora e os parametros foram monitorados com monitor
multiparamétrico MEC-1200 Mindray®. No dia 99 foram coletadas amostras de
sangue através do cateter no tempo O (jejum) e 1, 2, 4 e 6 horas apés a alimentacao.
As amostras de sangue pos-prandiais foram coletadas apenas dos animais que
consumiram ao menos 1/3 da quantidade calculada para o consumo total diario.
Depois de retirada a heparina contida no cateter, 2 mL de sangue foram coletados e
transferidos para tubos contendo anticoagulante EDTA. Imediatamente a seguir,
foram adicionados a cada amostra 20 pL de Pefablock® SC PLUS (Roche) e 20 uL
de DPP-IV Inhibitor (Millipore) para possibilitar as dosagens de grelina e GLP-1,
respectivamente. Logo apos, o sangue foi homogeneizado por inversao de 8 a 10
vezes. As amostras foram centrifugadas em até 30 minutos apés a coleta, a rotacao
de 3.000 rpm por 10 minutos em centrifuga de tubos. As amostras de plasma foram
acondicionadas em tubos tipo eppendorf e congeladas a temperatura de -20°C para
analise posterior.

Foram realizadas as determinacdes das concentracdes plasmaticas de
horménios e proteinas relacionadas a saciedade (insulina, grelina, leptina, peptideo
YY e GLP-1). Tais dosagens foram realizadas em laboratério especializado em
analises cientificas (LEAC, Santana-SP), utilizando kits Milliplex / Millipore pela

tecnologia Luminex® xMAP® padronizada para a espécie felina.

21



4.7 Analise Estatistica

Na andlise dos resultados de dos testes de saciedade, composicao corporal e
dosagens hormonais (grelina, GLP-1, insulina, leptina e peptideo YY), verificou-se a
condicdo de esfericidade pelo teste de Mauchly. Desta forma utilizou-se da analise
usual de parcelas subdivididas no tempo, em que foram testadas as hipoteses de nao
existéncia do efeito da interacdo Tratamento x Tempo, efeito de Tempo e efeito de
Tratamento. Para essa analise, foi utilizado o pacote ExpDes (FERREIRA, 2018) e
Car (FOX E WEISBERG, 2011). Para a analise do consumo energético utilizou-se
modelos de efeitos mistos considerando o efeito de animal, o qual foi ajustado por
meio do pacote nime (Pinheiro, et al. 2018). Todas as andlises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do software livre R (R Core Team, 2018).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O controle semanal do peso dos animais foi efetivo, ndo sendo verificada
diferenca do peso do inicio ao final do experimento (tabela 1, p>0.05). Este controle
foi importante para que o efeito da isoflavona fosse estudado de forma isolada sobre
a necessidade energética de manutencao dos animais e também sobre a composicéo

corporal.

Tabela 1: Peso dos animais recebendo as dietas Controle ou Isoflavona (1%) nos
diferentes periodos experimentais.

Tratamento Periodos (dias) P valor

la?24 25-48 49-72 73-96 Média DP Trat Per

Peso (Kg)

Controle 3,726 3,783 3,819 3,833 3,7902 0,1085 0.477  0.967
Isoflavona 3,610 3,717 3,705 3,689 3,6802

Média 3,6682 3,750 3,7622 3,7612 0,1534
Médias seguidas por uma letra em comum néo diferem pelo teste Tukey (P>0,05).
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Apesar de o peso ter sido mantido ao longo do estudo, o consumo caldérico dos

gatos foi modificado, havendo efeito de periodo para esta variavel ao longo do estudo

(tabela 2, p=0.0014 e figura 4). Este efeito provavelmente ocorreu em funcao da época

do ano, uma vez que o estudo teve inicio no final do verdo e término no inicio do

inverno, sendo maior o consumo caldrico dos animais em funcdo da maior

necessidade para manter a temperatura corporal (termogénese adaptativa) nas

espécies homeotérmicas como o gato. Diferente do efeito verificado no consumo

caldrico por periodo, o uso de isoflavona e o sexo dos animais ndo acarretaram efeito

sobre o consumo energético, com niveis de significancia (valor de P) de 0.1871 e

0.9942 respectivamente.

Tabela 2: Consumo cal6drico dos animais recebendo as dietas Controle ou Isoflavona

(1%) nos diferentes periodos experimentais.

Tratamento Periodos (dias) P valor
la24 25-48 49-72 73-96 Média DP Trat Per
Consumo (kcal/peso?¢7)
Controle 68,96 77,45 82,688 77,73 76,712 1,1370 0.187 0.0014
Isoflavona 65,48 71,23 78,14 75,56 72,62
Média 67,22¢ 74,345 80,412 76,6420 1,6080

Médias seguidas por uma letra em comum néo diferem pelo teste Tukey (P>0,05).

Figura 4: Consumo energético no periodo por animal (linha tracejada) e consumo
médio por tratamento (linha continua grossa). Onde os periodos sédo identificados: 1
(média entre os dias 1 a 24); 2 (média entre os dias 25 a 48); 3 (média entre os dias

49 a 72) e 4 (média entre os dias 73 a 96).
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N&o houve efeito significativo entre os tratamentos em relacéo a saciedade dos
animais, com probabilidade de significancia 0.5345 e 0.2146 para os testes de desafio
realizados nos dias 19 e 44, respectivamente. Desta forma, pode-se inferir que a
isoflavona néo provocou efeito de saciedade nos gatos.

O consumo da dieta desafio aumentou com o passar do tempo em ambos 0s
testes (valor-p<0,00001). O que pode ser observado na tabela 3 e também na figura
5. Esse aumento pode estar relacionado com o maior periodo pos-fornecimento da
racdo habitual e consequentemente, maior sensacdo de fome. Fica claro também o
habito dos gatos de se alimentarem com varias refeicdes ao longo do dia, uma vez

gue houve consumo da dieta desafio em todos os momentos de oferta.

Tabela 3: Probabilidade de significancia do teste de esfericidade de Mauchly, teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, para tratamento e tempo obtidos com ajuste do modelo
de parcelas subdivididas.

Dia Mauchly Tests  Shapiro-Wilk Trat Tempo Trat*Tempo
19 0.5191 0.9494 0.5345 <0,00001 0.1163
44 0.0635 0.3992 0.2146 <0,00001  0.5914

Figura 5: Desafio de Saciedade: Consumo energético no periodo por animal (linha
tracejada) e consumo médio por tratamento (linha continua grossa).
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E importante ressaltar que nos dias em que foram realizados os desafios de
saciedade os animais aumentaram consideravelmente a quantidade de energia
consumida, em ambos os tratamentos. Os animais do grupo Controle que consumiram
em média 76,7 kcal/kg®®” ao longo do experimento para manter o peso, neste dia de
desafio passaram a consumir 98,93 kcal/kg®®’, 28,9% maior quantidade de energia
em relacdo as necessidades energéticas de manutencao. Para os animais do grupo
Isoflavona que consumiram em média 72,9 kcal/kg®®’ ao longo do experimento para
manter o peso, neste dia de desafio passaram a consumir 96,22 kcal/kg®®’, 31,2% a
mais em relacéo as suas necessidades caloricas.

Este € um ponto importante, pois reforca a dificuldade dos animais em controlar
a ingestdo calérica quando submetidos a ingestao de alimentos mais palataveis, a
qual foi préxima do calculado para animais ndo castrados, cerca de 30% superior a
necessidade energética real dos animais. Desta forma, torna-se primordial que a
oferta de alimentos para gatos castrados seja feita baseando-se nas suas
necessidades energéticas, evitando assim o ganho de peso.

O NRC (2006) recomenda uma ingestao calérica para gatos adultos jovens de
100 quilocalorias por unidade de peso metabdlico (kg0,67). Os gatos empregados no
estudo apresentam uma necessidade cerca de 25% inferior a este valor, conforme
mostrado nos resultados de ingestédo para a manutencao do peso. O consumo elevado
de calorias quando os gatos foram desafiados no teste de saciedade expde um
problema relatado na literatura com a castracdo, de que apesar da necessidade
calorica dos animais reduzir, esta ndo € acompanhada pelo menor estimulo de
ingestdo alimentar. Frente a isto, a ingestdo de isoflavona néo foi eficiente em
controlar a ingestéao alimentar.

Os testes de saciedade foram realizados em dois momentos do estudo para se
ter uma repeticdo dos achados. Na figura a seguir, pode ser observado que o
comportamento de ingestdo de alimento nos grupos Controle ou Isoflavona

permanece semelhante tanto no dia 19 quanto no dia 44.
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Figura 6: Desafio de Saciedade: Consumo energético no periodo por animal (linha
tracejada) e consumo médio por dia - 19 ou 44 (linha continua grossa).
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Com relacdo a avaliacdo da composicao corporal, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre o periodo inicial e final dos tratamentos (tabela 4). Sendo
assim, podemos inferir que a isoflavona ndo contribuiu para mudangas na composicao
corporal em gatos. Esse resultado difere de trabalhos realizados em ratas, nos quais
se observou reducéo no peso (XIE et al., 2018; KIM et al., 2006) e na quantidade de
gordura visceral (KURRAT et al., 2015; XIE et al., 2018; KIM et al., 2006) e aumento
da quantidade de massa magra (KURRAT et al., 2015).

Tabela 4: Composicao corporal dos gatos dos tratamentos Controle ou Isoflavona nos
periodos inicial e apds 99 dias de consumo das dietas experimentais.

Periodo Tratamentos P valor?!

Controle Isoflavona Média EPM Trat Per TratxPer
Gordura Total (%)
Inicial 24.81 20.16 22.49 2.73 0.10 0.46 0.57
Final 22.88 22.38 22.63 1.40
Média 23.85 21.27
Gordura Intra-abdominal (%)
Inicial 2251 17.64 20.08 2.49 0.09 0.17 0.82
Final 18.84 18.34 18.59 1.05
Média 20.68 17.99
Gordura subcutanea (%)
Inicial 2.30 252 2.41b 0.30 0.44 0.0001 0.43
Final 4.04 4.04 4.042 0.55
Média 3.17 3.28

Médias seguidas por uma letra em comum n&o diferem pelo teste Tukey (P>0,05).
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Na analise das dosagens hormonais (grelina, GLP-1, insulina, leptina, peptideo
YY), nenhum dos horménios apresentou alteracdo significativa na presenca do
tratamento (valor-p>0,05 para todos). Na figura 7, a Leptina, € o Unico que apresenta
concentracdes medias separadas para os grupos Controle e Isoflavona. Entretanto os
perfis, por animal, aparecem entrelacados explicando o valor-p=0.2073, nao
significativo. Apesar de néao ter sido verificado efeito de tratamento para as dosagens
hormonais, os horménios insulina e leptina apresentaram efeito de periodo,
aumentando suas concentracdes até o periodo de seis horas apO6s a ingestdo
alimentar. Esta resposta pode estar relacionada com o processo longo de digestéo e
absorcdo de nutrientes, as quais podem levar até 9 horas e estimulam as secrecdes

destes dois hormonios.

Tabela 5: Probabilidade de significancia do teste de esfericidade de Mauchly, teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, e para tratamento e tempo obtidos para as analises das
curvas hormonais pos-prandiais.

Hormonio Mauchly Tests  Shapiro-Wilk Trat Tempo Trat*Tempo
Grelina 0.1568 0.0556 0.7187 0.0943 0.0722
GLP.1 0.6621 0.4628 0.9944 0.1632 0.2527
Insulina 0.2657 0.2291 0.5554 0.0276 0.2752
Leptina 0.2145 0.1460 0.2073 0.0118 0.6773
PYY 0.4591 0.3337 0.8880 0.6511 0.3646
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Figura 7: Dosagens sanguineas hormonais pré e pés-prandiais (1, 2, 4 e 6 horas) dos

gatos dos tratamentos Controle e Isoflavona.
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Zhang et al. (2009) avaliaram os efeitos de diferentes concentracbes de
isoflavona na dieta de ratas castradas. A preparacao continha 29,99% de genistina,
1,93% de genisteina, 10,46% de daidzina e 0,25% de daidzeina. Durante um periodo
de quatro semanas o0s animais tiveram livre acesso a dieta rica em gordura e agua.
Os animais que consumiram dietas contendo concentracdes 1.200 mg/Kg (média) e
3.600 mg/Kg (alta) apresentaram reducéo no peso corporal, na gordura abdominal
total e na ingestéo de alimentos, quando comparados ao grupo controle. Os resultados
também evidenciaram que a isoflavona pode diminuir os niveis de grelina e
neuropeptideo Y e aumentar as concentracdes de colecistocinina e peptideo YY.
Analisando os dados de tal estudo, podemos observar que apesar de as
concentragdes de isoflavona (0,12% e 0,36%) utilizadas serem inferiores a utilizada
no presente trabalho (1%) os resultados obtidos podem estar relacionados com o livre
acesso as dietas. E importante ressaltar que o0s protocolos experimentais
diferenciados podem afetar os resultados obtidos. Neste estudo em gatos, 0s animais
nao foram desafiados a consumir calorias em excesso, mas sim para avaliar o efeito
isolado da isoflavona sobre os indicadores avaliados.

Em outro trabalho realizado com o objetivo de avaliar a propriedade estrogénica
da isoflavona também teve como resultado a reducédo da ingestédo alimentar em ratas
castradas, mas ndo em ratos machos, com livre acesso a uma dieta contendo 100 a
300 mg de isoflavona total / kg de racéo (0,1% a 0,3%). O composto utilizado continha
15,5% de genisteina e 12,7% de daidzeina (KISHIDA et al, 2008). Da mesma forma
gue no caso anterior, esse estudo ndo controlou a quantidade de alimento fornecido.
Desta maneira, ndo é possivel identificar se a isoflavona exerce influéncia na
necessidade energética para manutencdo do peso dos animais. Outro ponto
importante esta relacionados ao sexo dos animais, uma vez que grande parte dos
estudos utilizou-se ratas e neste estudo em gatos foram utilizados animais de ambos
0S Sexos.

Em contrapartida aos resultados anteriores, um estudo realizado com mulheres
saudaveis na pos-menopausa nao obteve reducédo na ingestdo energética e no peso
corporal, apesar do aumento da concentracdo de peptideo YY observado do grupo
suplementado com isoflavona. Para o estudo foram utilizadas barras de cereais
enriquecidas com isoflavona (50 mg/dia, sendo a relacédo genisteina:daidzeina de 2:1)
(WEICKERT, 2006).
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Um estudo avaliou os efeitos do uso diario de isoflavona confrontando com a
proteina do leite (placebo) na dieta de 202 mulheres na pds-menopausa, por um
periodo de 12 meses. A porc¢do diaria consistia em 36,5 g de proteina de soja contendo
0,20% de genisteina, 0,16% de daidzeina e 0,02% de glicina, totalizando 0,38%. Sob
tais condicGes, ndo houve diferencas estatisticas no indice de massa corporal, ha
relacdo cintura-quadril ou no desempenho fisico entre os grupos (KOK et al, 2005).
Tais resultados assemelham-se aos dados de composi¢ao corporal avaliados neste
estudo em gatos, o qual também ndo demonstrou diferenca entre os tratamentos.

Os estudos em humanos tém falhado em demonstrar efeitos significativos da
isoflavona sobre os indicadores hormonais e composicdo corporal, conforme
verificado por Orsatti et al. (2010) com mulheres no periodo pés-menopausa. Estes
autores avaliaram os efeitos ocasionados pela suplementacdo de 250 mg de extrato
padronizado de Soja (contendo 100 mg de isoflavona com aproximadamente 50% de
genisteina e 35% de daidzeina) aliado ou ndo a treinos de resisténcia por um periodo
de nove meses. Os resultados indicaram que a isoflavona, nessa determinada
concentracéo, ndo alterou a composicao corporal (gordura e massa muscular), nem
mostrou efeitos aditivos ou sinérgicos quando utilizada em associagdo com exercicios
de resisténcia. Os trés trabalhos supracitados realizados com mulheres ndo obtiveram

efeitos significativos no uso da isoflavona.

6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que a isoflavona
suplementada a 1% da dieta ndo apresenta qualquer influéncia sobre a necessidade
energética, saciedade, composicao corporal e respostas sanguineas pos-prandiais de
substancias relacionadas a saciedade em gatos castrados.
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ANEXOS

Anexo A: Certificado de aprovacgéo pela comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Maringad (CEUA/UEM).

- Comissio de Etica no Uso de Animais
~NUEM a
a
L4

s o il Universidade Estadual de Maringi

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ISOFLAVONA SOBRE A SACIEDADE, NECESSIDADES ENERGETICAS, COMPOSICAQ CORPORAL
E RESPOSTAS HORMONAIS EM GATOS CASTRADOS", protocolada sob o CEUA n2 1757010419 (o ooz170), sob a responsabilidade de
Ricardo Souza Vasconcellos e equipe; MONICA ESTELA ZAMBON MERENDA - que enveolve a produgdo, manutengao efou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) na reunido de 15/05/2019.

We certify that the proposal "ISOFLAVONE OM SATIETY, ENERGY REQUIREMENTS, BODY COMPOSITION AND HORMONE RESPONSES
IN CASTRATED CATS", utilizing 16 Cats (6 males and 10 females), protocol number CEUA 1757010419 (o ooz2170), under the
responsibility of Ricardo Souza Vasconcellos and team; MONICA ESTELA ZAMBON MERENDA - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the State University of Maringa (CEUA/UEM) in the meeting of 05/15/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 04/2020 Area: Dzo-Zootecnia

Origem: Fazenda Experimental de lguatemi

Espécie: Gatos sexo: Machos idade: 4 a6 anos N: 6
Linhagem: 5RD Peso: 3a6kg

Origem: Fazenda Experimental de Iguatemi

Espécie: Gatos sexo: Fémeas idade: 4 a6 anos N: 10
Linhagem: SRD Peso: 3abkg

Local do experimento: O referido laboratério encontra-se na Fazenda Experimental lguatemi, pertencente a Universidade Estadual
de Maringa. Este local é distante pelo menos 200 m de outras criacdes de animais e possui barreiras naturais. Conta com um
laboratério para a manipulacdo de amostras e processamento, uma sala de armazenamento de alimentos e quarentena de animais,
uma sala de gaiolas metabdlicas e um gatil coletivo. Os pisos e paredes sao revestidos em piso ceramico brance para facilitar a
higienizagao e a area coletiva de manutencao dos animais conta com enriguecimento ambiental.
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