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RESUMO

As curvas insulinémica e glicémica sdo ferramentas importantes para o auxilio do
diagnostico em patologias enddcrinas em equinos. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a eficécia das curvas insulinémica e glicémica em diagnosticos precoces de SME.
Foram utilizados 12 animais da ragca Mangalarga Marchado, com idade entre 5 e 10 anos,
avaliados quanto o escore corporal e circunferéncias de pescoco estimadas. Os animais
foram submetidos a jejum de volumoso e realizado dosagens basais de hemograma,
bioquimico, insulina e glicose. Apds essa dosagem, foi admnistrado xarope de milho para
dosagens de insulina e glicose nos tempos T30, T60 e T90. Apds as analises, 0s animais
foram separados em grupo 1, animais com aumento continuo de insulina e glicose no
T90, e grupo 2 animais com reducao de insulina e glicose no T90. Através das curvas de
insulina e glicose dos grupos, percebeu-se que o grupo 1 adotou um comportamento
diferente das curvas, com uma forma retilinea, em relagdo ao grupo 2, que apresentou
uma forma curvilinea. Esse comportamento pode sugerir uma possivel alteracdo no
metabolismo insulinémico, indicando que esses animais podem ser predispostos a uma
resisténcia insulinémica. Os triglicérides do grupo 1 obtiveram média proxima do valor
superior de referéncia, e as analises das outras variaveis ndo foram dignas de nota. Mais
estudos ainda sdo necessarios para avaliar essa ferramenta de diagnostico precoce em

animais subdiagnosticados.

Palavras-chave: curva glicémica; hiperglicemia; triglicérides.



ABSTRACT

The glycemic and insulinemic curves are important tools for aiding the diagnosis of
endocrine disorders in horses. The objective of the present study was to evaluate the
effectiveness of glycemic and insulinemic curves in the early diagnosis of Equine
Metabolic Syndrome (EMS). Twelve Mangalarga Marchador horses, aged between 5 and
10 years, were evaluated for body condition score and estimated neck circumference. The
animals underwent fasting from roughage, and baseline measurements of hemogram,
biochemical profile, insulin, and glucose levels were performed. After this initial
measurement, corn syrup was administered for insulin and glucose measurements at T30,
T60, and T90. Following the analyses, the animals were divided into two groups: Group
1, comprising animals with a continuous increase in insulin and glucose levels at T90,
and Group 2, consisting of animals with a reduction in insulin and glucose levels at T90.
The insulin and glucose curves of both groups revealed that Group 1 exhibited a distinct
pattern, displaying a linear shape, whereas Group 2 presented a curvilinear shape. This
behavior may suggest a potential alteration in insulin metabolism, indicating that these
animals could be predisposed to insulin resistance.The triglyceride levels in Group 1 had
an average close to the upper reference value, while the analyses of other variables were
not noteworthy. Further studies are still needed to evaluate this diagnostic tool for early

detection in underdiagnosed animals.

Keywords: glycemic curve; hyperglycemia; triglycerides.
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabodlica equina (SME) é definida pelo Consenso do Colégio Europeu de
Medicina Interna Equina (ECEIM) como uma condicdo que aumenta o risco de
desenvolvimento de laminite endocrinopatica, desregulacéo insulinica e obesidade/adiposidade
regional, sendo que esta Ultima pode ou ndo estar presente (Frank et al., 2010; Durham et al.,
2019). Em 2010, o Consenso do Colégio Americano de Medicina Veterinaria Interna (ACVIM)
considerava a obesidade como um fator essencial e atribuia a hiperinsulinemia observada na
SME exclusivamente ao desenvolvimento de resisténcia a insulina (RI) nos animais (Frank et
al., 2010). A RI caracteriza-se pela capacidade reduzida da insulina em diminuir os niveis de
glicose no sangue (McCue et al., 2015). No entanto, estudos mais recentes demonstraram a
influéncia do eixo enteroinsular (de Laat et al., 2016), que aumenta a secrecao de insulina por
meio das incretinas — horménios liberados no trato gastrointestinal quando este é estimulado
pela presenca de alimentos, o que fez com que o termo "desregulacdo insulinica™ (DI) fosse

considerado mais adequado (Durham et al., 2019)

Apesar dos avangos nos estudos sobre a SME, vérias divergéncias diagndsticas séo
observadas quanto a sensibilidade do teste de insulina, variabilidade dos equipamentos ou
valores de referéncia (Bamford et al., 2014), adiposidade regional (Bailey et al., 2008) e
laminite (Durham, 2017a). Por isso, para um diagndstico de SME, é importantissimo que o

exame fisico seja associado aos exames laboratoriais e sinais clinicos que o animal apresenta.

2.  SINDROME METABOLICA EQUINA (SME)

A SME é um conjunto de anormalidades clinicas identificadas em um sé paciente, com
maior risco de desenvolver laminite, quando comparado a outro animal que ndo apresenta essas

alteracdes (Jhonson, 2002).
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O termo SME passou a ser utilizado devido a semelhanca com a sindrome metabdlica

em humanos, que se manifesta como um conjunto de riscos que predispde a doenca arterial

coronariana e “diabetes mellitus” tipo 2 (Fulop et al., 2006).

Na Medicina Veterinaria, o termo Sindrome Metabolica Equina é usado para distinguir
esses animais dos equinos com Disfuncdo da Pars intermedia da Pituitaria (DPPI) e daqueles
com hipotireoidismo. (Reeves et al., 2001, Johnson, 2002, Schott, 2002, Matos et al., 2003,
Donaldson et al., 2004).

Em 2010, os fendtipos caracteristicos de um animal com sindrome metabdlica foram
publicados pelo “American College of Veterinary Medicine” (ACVIMM). Os principais sdo:
animais obesos e com acimulo de gordura em locais especificos envolvendo o ligamento nucal,
base da cauda, por tras da paleta ou na regido de preplcio ou glandula mamaéria; apresentacdo
de resisténcia a insulina, manifestando-se por hiperinsulinemia e glicemia alterada ou
resultados alterados de insulina e glicose sistémicas quando submetidos a testes de glicose por
via oral ou intravenosa; e animais com predisposi¢éo de desenvolver laminite, principalmente
na auséncia de outras causas conhecidas como sobrecarga de grédos, sindrome cdlica, retencdo

de placenta e endometrite.

Pescogo

Processos Espinhosos

Cernelha Lombares

Insercao de Cauda

Costelas

Parte Posterior =
da Palheta
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Figura 1: Pontos de deposicao de tecido gorduroso em equinos machos e fémeas. Adaptado

deFrank (2006).

Alguns outros fenotipos foram incluidos, com o avanco dos estudos, para sinalizar sobre
a fisiologia da SME, sendo eles: a supra regulacdo de marcadores inflamatorios, predisposicdo
de desenvolver hipertensdo arterial, hipertrigliceridemia, hiperleptinemia e infertilidade (Vick
et al.,2007, Vick et al., 2008, Bailey et al., 2008, Carter et al., 2009, Frank et al., 2010).

A principal doenca que os animais com SME podem desenvolver é a laminite cronica.
Entretanto, afec¢des como osteocondrose, ‘“diabetes mellitus” tipo 2 e a sindrome
hiperlipidémica equina (lipidose hepatica) podem ser diagnosticadas nesses pacientes (Johnson,
2002, Frank et al., 2010, Frank, 2011).

Acredita-se que todas as consequéncias derivadas da SME sdo devido a DI, que é o
principal fator para desencadear todos os sinais metabolicos que ocorrem no equino. Ainda néo
existe um consenso sobre a funcdo da insulina no desenvolvimento da resisténcia a insulina. A
hiperinsulinemia € vista como uma reacdo compensatoria em individuos diabéticos, mas
existem estudos que sugerem que ela pode ser responsavel pelo aparecimento da resisténcia a
insulina, gerando a diavida sobre se a hiperinsulinemia seria a causa ou uma consequéncia da
condicdo, ou até mesmo ambos os fatores (Shanik et al., 2008). Dietas com altos niveis de
carboidratos ndo estruturais (actcares simples e de facil digestdo, como glicose, sacarose e
amido) aumentam os niveis de glicose no sangue e geram uma resposta excessiva de secrecao
de insulina pelo pancreas, o que pode contribuir para o desenvolvimento de laminite e
resisténcia a insulina (Marycz et al., 2018). Por esse motivo, no tratamento de animais com
sindrome metabdlica, atualmente também se leva em considera¢do o indice glicémico dos
alimentos ao planejar a dieta, de forma semelhante ao que ocorre na medicina humana (Burns
e Toribio, 2017).

3. GLICOSE

A glicogenolise é o processo de liberagéo de glicose a partir do glicogénio armazenado,

ocorrendo em resposta as necessidades metabdlicas do organismo. A insulina inibe essa via ao
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ativar a proteina fosfatase-1 e a fosfodiesterase, além de bloquear a acdo da glicogénio

fosforilase. Por outro lado, esse processo é estimulado por horménios como glucagon e

epinefrina (Gilon e Henquin, 2001).

Além disso, a insulina impulsiona a glicélise ao ativar a proteina fosfatase-1 e a
piruvato quinase. A glicélise € uma sequéncia de reacGes enzimaticas que ocorre no citoplasma
e converte a glicose em piruvato, resultando na producdo de ATP sem a necessidade de
oxigénio. Durante esse processo, a glicose € transformada em frutose 1,6-bifosfato, que
posteriormente é quebrada em compostos de trés carbonos fosforilados, liberando energia na

forma de ATP até sua conversdo final em piruvato (Gilon e Henquin, 2001).

A glicogénese, por sua vez, consiste na formacdo de glicogénio a partir da glicose,
ocorrendo quando h& um excesso de energia disponivel (seja na forma de glicose ou ATP). O
glicogénio produzido € armazenado no figado e no musculo esquelético (Gilon e Henquin,
2001).

Ja a gliconeogénese envolve a producdo de glicose a partir de substratos que nao sao
carboidratos, como aminoacidos glicogénicos (alanina, glutamina, arginina, serina),
triglicerideos (glicerol), piruvato e lactato. Em ruminantes, devido a atividade metabdlica da
microbiota do rimen, esse processo ocorre de forma continua, utilizando o propionato como
principal fonte. O principal objetivo da gliconeogénese é manter os niveis de glicose no sangue
dentro de uma faixa fisioldgica, especialmente em situacdes como jejum ou exercicio fisico.

Em algumas espécies, essa via pode estar associada a cetose (MC Clain, 1997).

A gliconeogénese ocorre predominantemente no figado e nos rins, com menor atividade
no cérebro e no muasculo esquelético. A insulina desempenha um papel fundamental na
regulacdo desse equilibrio, pois estimula a glicogénese enquanto inibe tanto a glicogenolise

quanto a gliconeogénese (MC Clain, 1997).

4. INSULINA
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A molécula de insulina ¢ uma proteina composta por duas cadeias: cadeia a com 21
aminoacidos (aa) e cadeia p com 30 aa, ligadas por duas pontes de dissulfeto. A diferenga da
insulina entre as espécies € minima e, por isso, suas atividades biologicas s&o muito
semelhantes. E um horménio indispensavel na manutencio da homeostase da glicose, do

crescimento e diferenciacéo celular (Carvalheira et al., 2002).

A insulina é produzida pelas células B presentes nas ilhotas de Langerhans pancreaticas,
e excretada em resposta a hiperglicemia. Sua sintese ocorre através da clivagem da pré-insulina
em granulos secretores, originando duas moléculas distintas: insulina e peptideo C. Apesar
desse peptideo ser metabolicamente inerte, ele é liberado em quantidades iguais as de insulina,
exercendo uma funcdo de marcador da producdo de insulina (Engelking, 2010). A insulina é
produzida como uma molécula de pré-horménio (pré-insulina) que passa por uma acao
proteolitica e é convertida em um hormonio ativo. Sua liberacdo acontece quando a glicose
entra nas células B pancreaticas através do receptor do transportador de glicose 2 (GLUT2).
Apdbs sua excrecdo, a insulina age através de receptores de insulina, presente nos tecidos
insulinodependentes. A insulina tem como funcédo induzir a captacdo de glicose para o interior
dos tecidos insulinodependentes, como 0 musculo esquelético, tecido adiposo e figado (Saltiel
e Pessin, 2003).

Além da alta de glicose sistémica como estimulo para a liberacdo da insulina, também
existem outros compostos que atuam em sua secrecdo como alguns aminoacidos essenciais
(arginina, lisina e leucina), &cidos graxos volateis de cadeia curta (acetato, propionato e
butirato) e corpos cetdnicos. Esses componentes sdo dependentes do estado nutricional do

animal e sua alimentacdo (Engelking, 2010).

Em equinos, para aferir fidedignamente a insulina, recomenda-se que o animal passe
por uma restricdo de gréos e alimentos ricos em carboidratos ndo estruturais por, pelo menos,
4-5h e repouso. A liberacdo de adrenalina ou cortisol por estresse ou dor, alem de exercicio ou
uso de glicocorticoides podem alterar o valor da insulina sistémica (Durham et al., 2019, Frank
et al., 2020).

A hiperinsulinemia na diabetes mellitus ocorre devido tanto a resposta compensatoria
do pancreas quanto a diminuicdo da remocao da insulina pelo figado. Pesquisas com pacientes
obesos (Jones et al., 2000), caes (Kim et al., 2007) e até mesmo um estudo em cavalos (Téth et

al., 2010) identificaram essa reducdo na remocdo da insulina, o que, por sua vez, diminui a
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necessidade das células beta-pancreaticas produzirem grandes quantidades do hormonio

(McCue et al., 2015).

As incretinas, hormonios produzidos no intestino em resposta a presenca de nutrientes,
desempenham um papel importante na estimulacdo da secre¢édo de insulina na diabetes mellitus
(McCue et al., 2015). Os principais hormonios desse grupo sdo o peptideo-1 similar ao glucagon
(GLP-1) e o polipeptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP). Os receptores de GLP-
1 estdo presentes em varios tecidos dos equinos, incluindo as ilhotas beta-pancreéticas, onde
estimulam a secrecdo de insulina de forma dependente da concentracdo de GLP-1 (Kheder et
al., 2018). O GIP, por sua vez, é liberado em resposta a presenca de glicose no intestino e
também contribui para o estimulo da secrecédo de insulina, embora com um efeito menos intenso
em comparacao ao GLP-1 e a glicose nos equinos (de Laat et al., 2016). Schultz et al. (2014)
observaram alteracGes nos niveis de insulina, glicose e GLP-1 ap6s um teste de toleréncia a
glicose oral em equinos alimentados com dietas diferentes, sugerindo uma resposta das
incretinas. Dessa forma, a relacdo entre hiperinsulinemia e incretinas precisa ser mais

investigada para melhor compreensédo (McCue et al., 2015).

41 ANALISE DO NIVEL DE OBESIDADE

A forma mais utilizada para avaliar o grau de obesidade em equinos é atraves da tabela
desenvolvida por Henneke e colaboradores (1983). Esse método avalia a deposicéo de gordura
no subcutaneo por meio de observacao visual ou palpagdo nas regifes do pescoco, espaduas,

dorso e garupa, seguindo uma classificagdo de 1 a 9, como demonstrado na Tabela 1.

Quando € necessario avaliar o acimulo de gordura em regides especificas, o ECC nao
€ muito preciso, pois as deposi¢cdes de gordura tendem a ser assimétricas, dificultando a

mensuracéo real (Geor, 2008).

Tabela 1: Demonstracéo das caracteristicas fisicas utilizando a escala de escore de
condicéo corporal (ECC) segundo Henneke et al., 1983.



1 - Magreza Extrema

Processo espinhoso, costela, insercdo da cauda, ilio e isquio proeminentes.
Estrutura Ossea da cernelha, espaddua e pescoco facilmente visiveis. Nao se

observa presenca de gordura em nenhuma parte do corpo do animal.

2 — Muito Magro

Gordura cobrindo a base dos processos espinhosos. Extremidade dos processos
transversos das vértebras lombares arredondadas. Costelas, insercdo da cauda, ilio
e isquio proeminentes. Estruturas dsseas da cernelha, espadua e pescoco menos

visiveis.

3 — Magro

Gordura cobrindo a metade dos processos espinhosos. Processos transversos das
vértebras lombares ndo sdo palpaveis. Pouca gordura cobrindo as costelas.
Processo espinhoso e costelas totalmente visiveis. Insercdo de cauda proeminente,
porém, as vértebras ndo sdo visiveis. ileo e isquio arredondados porém, ainda

visiveis. Estruturas 6sseas da cernelha, espadua com alguma cobertura de gordura.

4 — Moderadamente Magro

Sulco ao longo da regido lombar. Espaco entre as costelas visiveis. Gordura pode
ser palpada na insercdo da cauda e sua proeminéncia depende da conformacéo do
animal. Ilio e isquio n&o sdo visiveis. Estrutura 6ssea da cernelha, espadua com

alguma cobertura de gordura.

5 — Moderado (ideal)
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Costelas ndo sao visiveis, porém, facilmente palpadas. Gordura na insercdo da
cauda se torna esponjosa. Cernelha arredondada, cobrindo o processo espinhoso.

Espadua e pescogo ligados suavemente ao corpo do animal.

6 — Moderadamente Gordo

Pode haver sulco suave ao longo da regidao dorsolombar. Gordura cobrindo as
costelas. Gordura mais macia na insercdo da cauda. Gordura comeca a ser

depositada atras e sobre a espadua e pescoco.

7 — Gordo

Pode haver um sulco suave ao longo da regido dorsolombar. Costelas podem ser
palpadas individualmente, com depdsito de gordura entre elas. Gordura mais
macia na insercao da cauda. Gordura depositada atras e sobre a espadua e pescoco.

8 — Obeso

Depressdo ao longo da regido dorsolombar. Costelas sdo dificeis de serem
palpadas. Gordura da insergdo da cauda torna-se muito macia. Area ao redor da
cernelha e atras da espaddua com muita gordura. Pescoco espesso. Gordura

depositada na parte interna das patas traseiras do animal.

9 — Muito Obeso

Depresséo evidente ao longo da regido dorsolombar. Acimulo de gordura sobre
as costelas, formando placas. Acumulo de gordura sobre a insercdo da cauda, atras
da espadua e pescoc¢o, formando dobras na pele. Gordura depositada na parte

interna dos membros traseiros do animal, formando dobras.
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4.2 OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA

A obesidade € proveniente do fornecimento de dietas ricas em graos e volumosos com
alto teor de carboidratos ndo estruturais, disponibilizando ao organismo nutrientes em excesso,

além das exigéncias metabdlicas do animal (Schott et al., 2001, Johson, 2002).

O tecido adiposo branco funciona como um 6rgdo de armazenamento de gordura, e seu
tamanho varia conforme o balanco energético dos mamiferos (McTernan et al., 2005). Além
disso, desempenha o papel de uma glandula endécrina, liberando horménios como leptina e
adiponectina, além de citocinas inflamatorias, incluindo interleucina-6, fator de necrose
tumoral alfa e p53, que sdo responsaveis pela sinalizacdo pré-inflamatoria (Steppan e Lazar,
2002; McTernan et al., 2005; Minamino et al., 2009; Burns e Toribio, 2017; Marycz et al.,
2018). Assim, o tecido adiposo tem um impacto significativo na regulacdo do metabolismo de

carboidratos e lipidios, além de contribuir para processos inflamatérios no corpo.

Outra funcdo relevante do tecido adiposo, reconhecido na medicina humana, € sua
funcdo de remover o excesso de &cidos graxos livres dos tecidos ao armazena-los (Burns e
Toribio, 2017). A importéancia, tanto da capacidade de armazenamento quanto da secrecdo de
hormdnios por esse tecido, fica evidente em individuos com lipodistrofia, que apresentam
niveis elevados de triglicerideos, distarbios no metabolismo da glicose e resisténcia a insulina
(Petersen et al., 2002).

A gordura acumulada em determinadas regifes do corpo é metabolicamente mais ativa
do que em outras, 0 que, nos humanos, esta relacionado ao conceito de que o acumulo de
gordura abdominal aumenta o risco de doencas cardiovasculares (Després e Lemieux, 2006;
Burns e Toribio, 2017). Da mesma forma, nos equinos, o acimulo de tecido adiposo no omento
e nas visceras (Waller et al., 2011; Burns e Toribio, 2017), assim como no tecido subcutaneo
dorsal da regido cervical (Carter et al., 2009a; Walsh et al., 2009; Burns e Toribio, 2017), esta
mais relacionado a desregulacdo da insulina, representando maior risco para doencas
associadas, como a laminite. Estudos também relataram um aumento do estresse oxidativo
causado pela obesidade tanto em seres humanos (De Marchi et al., 2013; Marycz et al., 2018)

quanto em cavalos (Pleasant et al., 2013; Salinas et al., 2020). Em humanos, mesmo na auséncia
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de comorbidades, ha uma reducdo nos telébmeros devido a acdo das espécies reativas de

oxigeénio, o que pode levar ao envelhecimento precoce (Grun et al., 2018).

Embora seja observado que, nas mulheres, apesar de apresentarem maior adiposidade,
h& uma maior sensibilidade a insulina em comparacdo aos homens, provavelmente devido ao
efeito protetor dos estrdgenos e ao menor acimulo de gordura visceral e hepética (Geer e Shen,
2009; Burns e Toribio, 2017), nos equinos ndo existem relatos que indiquem diferencas nos

fatores de risco entre os sexos (Burns e Toribio, 2017).

Nos humanos, sabe-se que o tecido adiposo visceral responde mais intensamente as
catecolaminas do que a insulina. Como resultado, a lip6lise, ou quebra de gorduras, prevalece
sobre a lipogénese, liberando &cidos graxos ndo esterificados que estdo envolvidos no
desenvolvimento da resisténcia a insulina (McTernan, 2005). No caso dos equinos, o estudo de
Waller et al. (2012) demonstrou que o tecido adiposo visceral em animais com resisténcia a
insulina era mais metabolicamente ativo do que o tecido adiposo subcutaneo. Além disso,
observou-se uma maior presenca de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que ¢ um potente
liberador de acidos graxos livres, os quais ativam os receptores toll-like-4. Esses receptores tém
sido identificados em algumas pesquisas como envolvidos no desenvolvimento da resisténcia
a insulina (Saberi et al., 2009; Waller, 2012).

Sabe-se que certos sinalizadores indicam mudangas significativas no metabolismo das
gorduras. Camundongos geneticamente deficientes de TLR-4 ndo desenvolvem resisténcia a
insulina, mesmo quando submetidos a uma dieta rica em gorduras e tornando-se obesos (Saberi
etal., 2009). Nos equinos insulino-resistentes, foi observado um aumento na expressédo de TLR-
4 e de SOCS-3 (sinalizador de supressdo de citocina-3) na gordura visceral e na musculatura
esquelética, mas ndo na gordura subcutanea. 1sso sugere que a ativacao de TLR-4 via SOCS-3
pode ser um fator causal na resisténcia a insulina, destacando o papel pro-inflamatério do tecido

adiposo visceral (Waller et al., 2012).

4.3 OBESIDADE E SME

A sindrome metabdlica equina (SME) geralmente se desenvolve em animais

alimentados em excesso, tanto em relacdo a proporg¢éo de carboidratos ndo estruturais quanto a
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quantidade de energia (Marycz et al., 2018). Contudo, Hoffman et al. (2003) demonstraram que

animais nao obesos alimentados com uma dieta rica em acucares e amidos apresentaram uma
reducdo na sensibilidade a insulina quando comparados aqueles alimentados com uma dieta
rica em fibras e gorduras. Vick et al. (2007) encontraram uma correlagdo entre obesidade,
citocinas inflamatorias e resisténcia a insulina em equinos, enquanto Walsh et al. (2009)
relataram que um escore de pescoco igual ou superior a 3 pode ser considerado um indicador
fenotipico de resisténcia a insulina e uma tendéncia a laminite endocrinopatica. Embora a
obesidade possa ser um fator fenotipico importante para a sindrome metabdlica equina, ela ndo
é necessariamente indispensavel para seu desenvolvimento (Bamford et al., 2014). Evidéncias
sugerem que apenas a inducdo da obesidade em dietas ricas em lipideos ndo provoca uma
reducdo na sensibilidade a insulina (Bamford et al., 2016). No entanto, estudos mostram que,
independentemente do escore corporal, dietas ricas em carboidratos solGveis diminuem a
sensibilidade a insulina em equinos adultos (Williams et al., 2001; Ribeiro, 2017), potros
desmamados (Treiber et al., 2005) e até mesmo em potros ndo desmamados cujas maes
consumiram uma dieta rica em amido no Gltimo trimestre de gestacdo (George et al., 2009).
Esses achados sugerem que, embora alguns individuos sejam mais suscetiveis a sindrome
metabdlica, a obesidade isoladamente pode ndo ser a Unica responsavel pela desregulacdo

insulinica.

O termo "radicais livres" refere-se a diversos grupos de moléculas, que sdo classificados
com base no atomo reativo presente: espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de
nitrogénio (RNS) e espécies reativas de enxofre (Sies e Jones, 2020). O metabolismo oxidativo,
gue é uma caracteristica da vida aerobica, resulta na formacdo desses radicais, 0s quais atuam
como sinalizadores e reguladores dos sistemas imunoldgico, cardiovascular e nervoso
(Bartesaghi e Radi, 2018; Sies e Jones, 2020). No entanto, a producgédo excessiva de oxidantes
e/ou a falha nos mecanismos de eliminacdo desses compostos (agentes redutores ou
antioxidantes) pode ser prejudicial, estando associada a condi¢des como inflamacdo, morte

celular, crescimento tumoral e metastases (Sies e Jones, 2020).

A obesidade é tanto uma causa quanto uma consequéncia de diversas alteracGes
metabolicas, resultando em significativas mudancas endocrinolédgicas. O aumento do estresse
oxidativo associado a obesidade ultrapassa a capacidade antioxidante do organismo, levando

ao dano no DNA, ao aumento da expressdo de p53 no tecido adiposo e, consequentemente, a
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uma maior expressdo genética e liberacdo de citocinas inflamatorias, o que eleva o risco de

doencas metabolicas (Furukawa et al., 2004; Minamino et al., 2009; Marycz et al., 2018).
Fatores nutricionais também podem contribuir para o desequilibrio entre a producéo de estresse
oxidativo e a resposta antioxidante. A deficiéncia de riboflavina, por exemplo, resulta no
aumento de radicais livres, ativa os macréfagos no tecido adiposo e induz um estado pro-
inflamatdrio e resisténcia a insulina nos adipocitos (Mazur-Bialy e Poche¢, 2016; Mazur-Bialy
e Poche¢, 2017; Marycz et al., 2018), refor¢ando a influéncia de fatores ambientais,

especialmente a alimentacdo, no desenvolvimento da sindrome metabdlica.

S. PREDISPOSICAO RACIAL

Na natureza, a capacidade de acumular energia € benéfica, especialmente em cenarios
de escassez alimentar, quando a saude dos animais pode estar em risco. Cavalos que ganham
peso facilmente, mesmo com dieta baseada apenas em pasto e minima suplementagdo, séo
conhecidos como "easy keepers". Esses animais tém maior propensdo a sindrome metabdlica
equina (SME), e os mesmos genes gue determinam essa facilidade para acumular gordura e a
predisposicdo a sindrome podem ser considerados uma adaptacdo evolutiva, aumentando as

chances de sobrevivéncia durante periodos de alimentagdo limitada (Lewis et al., 2017).

Embora a fungdo endocrina do tecido adiposo seja bem reconhecida, a relacdo entre
obesidade e resisténcia a insulina em equinos ndo é absoluta. 1sso porque ha casos de animais
obesos com boa sensibilidade a insulina e, por outro lado, individuos com escore corporal
moderado que apresentam resisténcia a insulina (Bailey et al., 2008; Burns e Toribio, 2017).
Além disso, a literatura indica que algumas racas tém maior predisposi¢cdo ao desenvolvimento
de resisténcia a insulina e laminite endocrinopatica, como os poneis (Treiber et al., 2006; Bailey
et al., 2008), Mangalarga Marchador (Magalhdes et al., 2014; Ribeiro, 2017), Campolina
(Magalhées et al., 2017) e Crioulo (Paz et al., 2013; Silva et al., 2013).

6. METODOS E DIAGNOSTICOS DA SME
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O primeiro passo para diagnosticar a SME é fazer um exame fisico completo e ter em

méos o historico detalhado do paciente. Alguns fatores podem ajudar a direcionar o diagndstico
como raga, gordura localizada, ingestdo de dieta rica em carboidratos, facilidade em ganhar
peso e historico de laminite. Achados como historico de disfuncéo reprodutiva e hipertenséo
também podem estar relacionados com a sindrome, apesar de serem menos comuns (Bailey et
al., 2008; Frank, 2009; Durham, 2017).

Embora menos frequentes, outros achados clinicos, como hipertensdo e disfuncéo
reprodutiva, podem ser considerados como consequéncias da sindrome metabolica (Bailey,
2008; Frank, 2009; Durham, 2017a). No caso das fémeas, é importante considerar o estado de
prenhez, uma vez que durante esse periodo ocorre uma desregulacdo transitdria da insulina,
caracterizada por menor sensibilidade periférica, aumento na secre¢do e diminuicdo do

clearance de insulina (George et al., 2011; Frank e Tadros, 2013).

6.1 TESTES LABORATORIAIS

Existem testes laboratoriais que consistem, principalmente, em constatar se ha
desregulacdo de insulina desenvolvida na SME. Primeiramente, deve-se fazer o exame de
triagem, que consiste em uma coleta de sangue em animais que estéo de 3 a 6 horas sem ingerir
concentrados ou alimentos ricos em carboidratos, fornecendo informacdes particulares do
estado endocrinologico basal e auxiliando na avaliacdo do risco de laminite e progressao da
doencga (Toribio e Burns, 2017, Durham et al., 2019, Frank et al., 2020).

Os testes mais completos e que vado fornecer informacdes importantes sobre como o
metabolismo reage a glicose ou insulina, e sobre diagndstico e progndstico, progressao da
doenca e probabilidade de desenvolver laminite, sdo os testes dinamicos. Esses testes s@o
considerados padrdo ouro para o diagnostico de resisténcia a insulina, sendo os principais os de
resposta glicémica e insulinémica a insulina e/ou glicose (clamp euglicémico hiperinsulinémico
— EHC e teste de tolerdncia a glicose intravenosa com coleta frequente — FSIGTT),
desenvolvidos para espécie humana e adaptados para a espécie equina. Porém, sdo testes
dificilmente aplicados na préatica devido ao custo, complexidade e risco para 0s animais
(Toribio e Burns, 2017, Marycz et al., 2018).
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Existem outros testes com menor confiabilidade e que podem sofrer interferéncia de

fatores apresentados por animais com SME, mas sdo mais praticos e testam a insulinemia e
glicemia em repouso (Frank et al., 2020). O teste da toleréncia a glicose oral é o mais simples
e prético de ser realizado, apresentando boa comparacéo com os testes padréo ouro. Entretanto,
para um bom diagndstico é necessario entender a dindmica do teste diagndstico escolhido
(Durham et al., 2019).

O grupo de pesquisa Equine Endocrinology Group apresenta uma organizacdo dos
testes para o diagnostico de desregulacdo insulinica, como demonstrado na Figura 4 (Frank et
al., 2020).

Cavalo ou jumento com suspeita de SME
Laminite, anéis divergentes no casco, laminite crénica, obesidade generalizada, adiposidade regional, infertilidade, efusdo
sinovial, exame de compra, suspeita de doenga enddcrina ou animal recebendo corticoides articulares ou sistémicos.

I Testes para diagndstico de desregulagdo insulinica |
|

]

Insulina basal em repouso } Testes dinamicos
(baixa sensibilidade diagndstica) I ] .
[ | Sensibilidade a Resposta insulinica
PosSitiva: insulina tecidual pos-prandial
X X . (sem jejum de feno) (jejum prévio 3 a 6h)
H;gelzmslu“n;r:'a | Negativo/suspeito 1) ]
(>. BL/rl o ou Teste de tolerancia Teste de aglcar oral
Immulite 1000; >75uU/ml por S insulina (ITT oST
Immulite 2000 xpi) ainsulina (ITT) ( )
! l—Ll
Desregulacdo insulinica Positivo Negativo g %
(D|) (resisténcia a insulina) | Negativo | Positivo
(D1)

)
Manejo da DI Manejo da DI Manejo da DI

Figura 2: Fluxograma para diagnostico de desregulacao insulinica adaptado de Frank et al.,

2020. RIA: radioimunoensaio.

Certifica-se entdo que o animal apresenta DI quando a insulina em jejum esta acima de
50 pU/ml ou 75pU/ml, de acordo com o equipamento que foi utilizado para mensurar, como
demonstrado na figura do manual do Equine Endocrinology Group (Frank et al, 2020). Segundo
0 Consenso dos Ceolégios Americano e Europeu de Medicina Interna Veterinaria (Durham et
al., 2019), consideram-se anormais valores acima de 20 uIU/mL, aferido por radioimunoensaio.

Mesmo com essas referéncias, ndo é possivel dizer que o animal ndo seja insulino-resistente
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somente com a mensuracao de insulina, que, mesmo sendo especifica para o diagndstico, é

pouco sensivel (Toribio e Burns 2017, Frank et al., 2020).

Tentando reverter o problema da pouca sensibilidade da mensuracdo de insulina e
glicose, foram testados indicadores indiretos, ou proxies, na tentativa de determinar a
sensibilidade a insulina nos equinos. Os proxies foram desenvolvidos para a medicina humana
e consistem em valores obtidos por formulas que utilizam os valores basais de insulina e
glicose, e o valor final € analisado através de referéncias para equinos (Treiber et al.,2005). A
traducdo de cada sigla é: modelo de avaliacdo de homeostase (HOMA), razdo da raiz quadrada
da insulina (RISQI), razdo glicose e insulina (G:I), razdo insulina-glicose modificada (MIRG)

e indice quantitativo de sensibilidade a insulina (QUICKI).
Seguem as férmulas:

HOMA = (glicose — insulina)/22,5

RISQI = 1/ Vinsulina = insulina-0,5

G:1 = glicose/insulina

MIRG = (800 — 0,3 [insulina—50]2) / (glicose — 30)]
QUICKI = [log (glicose + insulina)]-1

Os proxies sao validos especialmente na mensuracao repetida ou avaliacdo simultanea
de um nimero grande de animais quanto a resisténcia a insulina. Na tabela 2, ¢ demonstrado os
quintiles para RISQI e MIRG, sendo que, para o primeiro, menores quintiles refletem menos
sensibilidade a insulina enquanto para o segundo, maiores quintiles representam maior resposta
insulina a glicose. No proxie HOMA, menores valores estdo associados a maior sensibilidade
a insulina, ja para G:l e QUICKI menores valores refletem menor sensibilidade a insulina. A
razdo glicose-insulina pode ser considerada normal acima de 10, indicativo de resisténcia a
insulina compensada os valores estdo entre 4,5 e 10 e abaixo de 4,5 o animal apresenta

resisténcia a insulina descompensada (Treiber et al., 2005, Frank, 2011).

Tabela 2. Valores de referéncia em quintiles para os proxies RISQI e MIRG para a espécie
equina. Adaptado de Treiber et al. (2005).
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Proxies 1 2 3 4 5

01 029 033 0394 0471
52- - - -

RISQI (mU/l_)'O’5
0,953
02 033 0393 0470

95

MIRG 1.2 2,13- 3,49- 4,55- 5,27~

-, | 0- 348 4,54 527 10,67
(mUinsulina /[10*I*mgglic 2,1

ose]) 2

Alguns novos proxies foram estimados pelos autores Lewis et al. (2018) para cavalos
arabes, utilizando o MIRG e a relacdo circunferéncia toracica/altura de cernelha, prevendo
uma SME. Ja Ribeiro (2017) notou alteracéo significativa dos proxies ao submeter cavalos da
raca Mangalarga Marchador a dieta hipercalérica. Com isso, segundo o grupo de
pesquisadores do grupo Equine Endocrinology Group (Frank et al, 2020), os proxies ndo

substituem a realizacdo dos testes dindmicos.

6.2 TESTESDINAMICOS

Os testes dinamicos consistem em mesurar a resposta do organismo quando desafiado
por carboidratos, orais ou intravenosos, ou por insulina. A intencdo dos testes orais é simular a
resposta que acontece com a concentracdo de insulina e a glicemia ap06s a alimentacéo, enquanto
o0s testes intravenosos possibilitam avaliar a sensibilidade tecidual a insulina e resposta das

células B-pancreéticas (Durham et al., 2019).

O teste de tolerancia oral é mais confiavel na avaliacdo da DI quando comparado aos
testes de tolerancia a glicose intravenosa. Isto acontece devido ao efeito aditivo das incretinas
sobre a secre¢do de insulina, uma vez que esses horménios sdo liberados apenas pelo intestino

quando estimulado por nutrientes. Com esta resposta do eixo enteroinsular nos equinos, a
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resposta insulinica é mais expressiva no teste oral quando comparado ao intravenoso (De laat

et al., 2016). Abaixo serdo descritos brevemente os testes de tolerancia a glicose ou agucar oral,

teste combinado de glicose e insulina intravenoso e teste de tolerancia insulinica.

6.2.1 TESTE DE ACUCAR ORAL E TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE ORAL

Para a realizacdo deste teste, o jejum é varidvel de acordo com diferentes autores.
Segundo Frank et al. (2018) e Durham et al. (2019) o jejum prévio adequado é de 3 a 12 horas,
podendo oferecer feno (0,2-0,4 kg/100 kg PV) na noite anterior ao teste. Bertin et al. (2016),
recomendam retirar a alimentacdo apenas 3 horas antes do teste e destaca que a resposta

insulinémica pode variar com o tempo de jejum.

No teste de acUcar oral é realizado a primeira coleta de sangue para obtencao do valor
basal da insulina. Apos, € ofertada a dose de 15 ml de xarope de milho (Karo©) para cada 100
kg de peso vivo (PV) do animal e coletas de sangue sdo realizadas aos 60 e 90 minutos da
administracdo do xarope para mensuracdo de insulina. Se a insulina mensurada por
radioimunoensaio for maior que 60 plU/ml em qualquer um dos tempos, considera-se que 0
animal apresenta DI (Toribio e Burns, 2017, Durham et al., 2019). Atualmente, o Equine
Endocrinolgy Group sugere um limite de insulina mais baixo, de 45 plU/ml, utilizando o
mesmo procedimento (Durham et al., 2019, Frank et al., 2020).

O teste de tolerancia a glicose oral é definido pela administracdo de glicose ou dextrose
em po na dose de 0,25 a 1 g/kg de PV misturado em 450¢g de alimento de baixo indice glicémico
ou em solucio de 20% administrada via sonda nasogastrica. E realizada a coleta para
mensuracdo do valor basal da insulina e apds 2 horas da administracdo de glicose ou dextrose
é realizada uma nova coleta (Toribio e Burns, 2017). Os valores de 68 ou 80-90 pIU/ml
mensurados por quimioluminescéncia, sdo condizentes com desregulagdo insulinica,
dependendo da dose de glicose/dextrose. Mensuracgdes repetidas a cada 30 ou 60 minutos até 6
horas ap0s a administracdo de dextrose permitem um diagnéstico mais preciso. Os picos de
glicose (120-180mg/dL) e insulina (60-150 pUI/ml) devem acontecer apds 1-2h e 1,5-2,5h,

respectivamente, com o retorno dos valores basais ap6s 4 a 5h. E valido ressaltar que os valores
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de referéncia vao depender do equipamento utilizado e da dose de dextrose utilizada (Frank et

al, 2018, Durham et al., 2019).

6.2.2 TESTE COMBINADO DE GLICOSE E INSULINA INTRAVENOSO (CGIT)

Para iniciar o teste combinado de insulina com glicose (CGIT) é implantado um catéter
na veia jugular externa do animal no dia anterior ao inicio do teste, objetivando-se evitar
estresse do paciente, uma vez que as coletas sdo realizadas em intervalos curtos de tempo. E
feita entdo a coleta de sangue para mensuragao das concentracdes de glicose e de insulina basais
para iniciar a infusdo intravenosa de 150 mg/kg de glicose/dextrose (solucdo a 50%) seguida
de 0,1 Ul/kg de insulina. Os tempos de coleta de sangue para mensuracdo de glicose séo 0, 1,
5,0 15, 25, 35, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 e 150 minutos, e a insulina mensurada no tempo
de 45 minutos. E considerado que o animal apresente resisténcia a insulina quando qualquer
das mensuracoes de glicose estiver acima do basal ou se a insulina estiver maior que 100 nUI/ml
(Toribio e Burns, 2017). Para facilitar, as coletas podem ser reduzidas apenas na amostra basal
e nos tempos 45 e 75 minutos, mensurando a glicose e a insulina. Considera-se que o valor de
insulina deve estar abaixo de 20 pIU/mL na amostra basal e aos 75 minutos, € manter abaixo
de 100 plU/mL aos 45 minutos quando mensurado com radioimunoensaio. E necessario
lembrar que o animal pode entrar em hipoglicemia e apresentar sudorese e fasciculacdes
musculares e, com isso, é importante ter em méos uma solucdo de dextrose para reverter essa

complicacdo, caso seja necessario (Toribio e burns, 2017, Durham et al., 2019).

6.2.3 TESTE DE TOLERANCIA INSULINICA (ITT)

O teste de tolerancia a insulina (ITT) afere a resposta glicémica a insulina exogena,
avaliando diretamente a captacdo de glicose dependente de insulina e a sensibilidade a insulina.
Como a hipoglicemia € um dos maiores riscos deste teste, 0 animal ndo deve ficar em jejum em

nenhum momento (Durham et al., 2019).
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Ap0ls a mensuracgdo basal da glicose, realiza-se a administracdo de 0,02 a 0,125 Ul/kg

de insulina IV e avaliacéo da glicemia nos tempos 20-30 min e 2 horas. A glicemia deve reduzir
para 50% ou menos do valor aferido no tempo de 20-30 minutos e retornara aos niveis basais
em 2 horas. Em cavalos com RI, a concentragdo de glicose ficara alta por mais tempo e retornara
ao basal antes das 2 horas (Caltabilota et al., 2009). Existe um protocolo mais simples, proposto
por Bertin e Sojka-Kritchevsky (2016), que sugere mensurar a glicose antes e 30 minutos depois
da administracdo de 0,1 Ul/kg de insulina, ficando atento a necessidade de administrar dextrose
em casos de hipoglicemia intensa. O resultado é baseado no calculo do tempo que a glicose
alcancara 50% do valor basal. Se for ap6s os 30 minutos, o animal é considerado insulino-

resistente.

6.3 EXAMES INDICATIVOS DE SME

Serdo comentados neste topico alguns exames laboratoriais que podem ajudar a
diagnosticar a SME, considerando que a sindrome acompanha diversas alteracdes no
metabolismo de lipidios, incretinas, adipocinas e citocinas, assim como na sindrome metabdlica

em humanos.

Existe um alelo genético que foi relacionado com a SME, uma vez que esse alelo tem
relacdo com triglicérides e colesterol alto, enfatizando que esses animais apresentam
desregulacdo no metabolismo de gorduras. Porém, estudos dizem que a hipertrigliceridemia
ainda ndo pode ser um teste diagnostico confidvel, devido a inconstancia e mudanca rapida dos
valores dos triglicérides (Lewis et al., 2017, Durham et al., 2019).

Sabe-se que a adiponectina e a leptina estdo relacionadas com a laminite
endocrinopética, mas ainda sdo necessarios mais estudos para obter valores de referéncia e de
diagnostico na SME (Durham et al., 2019).

Outro ponto importante € o IGF-1, que pode estar ligado a fisiopatologia da laminite
endocrinopéatica. Em humanos, a mensuragéo da IGF-1 é usada como marcador de resisténcia
insulinica. Porém em equinos, os resultados séo conflitantes (Sesti et al., 2005). No estudo de

Meier et al. (2020) relatou-se que valores de IGF-1 plasmaticos, em poneis, estdo ligados a um
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risco maior de desenvolver laminite. Considerando estes estudos, pode ser que encontrem uma

forma de utilizar o IGF-1 como diagndstico da sindrome metabdlica equina.

O objetivo do trabalho é comparar as curvas glicémicas e insulinémicas em animais com
morfologia e escore de pescoco sugestivo de SME, correlacionando com os valores de
bioguimico, uma vez que é de extrema importancia para 0s animais da raca mangalarga

marchador, que apresentam cada vez mais obesidade.

7. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comisséo Etica de Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob
0 numero de protocolo 45/2024 (Anexo 1) O experimento foi realizado na Escola de
Veterinaria, utilizando a estrutura dos laboratérios da unidade multidisciplinar de pesquisa
animal (MULTILAB) no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias (Anexo 2) no
Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais de Tracdo (LEPET) (Anexo 3) e no

Laboratério Mattoso, laboratdrio veterinario particular.

7.1 ANIMAIS

Os animais selecionados para participar do projeto foram 12 equinos da raca
Mangalarga Marchador, jovens e adultos (5 a 10 anos de idade), entre eles 5 fémeas e 7
machos das regides de Pedro Leopoldo e Lagoa Santa- MG, abrigados em propriedades
rurais distantes a 35km e 50km respectivamente da Escola de Veterinaria da UFMG. Todos
0S animais viviam a pasto e recebiam racdo entre 2 e 4 kg por dia, volumoso a vontade,
agua e sal mineral ad libitum. Durante o experimento, os animais foram submetidos a 8h
de jejum de volumoso (Frank et al., 2006). Os critérios de exclusdo no estudo foram:
aplicacéo de antiinflamatorios e antibioticos em até 7 dias antes do experimento, alteragdes

em exames clinicos, doenca sistémica recente e animais magros.

No exame fisico inicial, os animais foram avaliados nos seguintes parametros:



comportamento, postura, condicdo fisica, condicdo corporal, alteracdes anatdbmicas,
frequéncia respiratoria, frequéncia cardiaca, pulso, temperatura retal, tempo de
preenchimento capilar, coloracdo das mucosas (ocular, nasal e oral), presenca de
linfonodos reativos e auscultagdo (cardiaca, respiratéria e digestiva). Todos 0s animais
apresentaram parametros dentro da normalidade. Além disso, todos os proprietarios
receberam e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para permitir o

uso e coleta de material dos animais.

7.2 COLETA DE INSULINA E GLICOSE

Para coleta de sangue para realizacdo da curva de glicose e insulina, 0s animais
foram submetidos a 8h de jejum de volumoso. No primeiro contato com o animal, foi
realizada uma ficha de identificacdo e coleta de informacgdes morfoldgicas de acimulo de
gordura em crista de pescogo, que foi mensurada através da circunférencia em trés pontos
(cranial, media e caudal) conforme Frank et al. (2006) (Figura 3), costado e insercdo de
cauda. Em seguida, os tempos estimados de coletas de insulina e glicose foram TO, T30min,
T60min e T90min. Durante o tempo de coleta, os animais ficaram em baias de 4mx4m,
sem acesso a comida. As coletas foram feitas através da venopuncéo da veia jugular externa
por meio do sistema de tubo a vacuo, com agulha vacutainer de 22 G (BD Vacutainer®) e
tubos a vacuo (Biocon®). Em cada tempo de coleta, uma amostra de 10ml de sangue era
coletada, sendo distribuida em 5ml para tubo de fluoreto de sédio para aferi¢do de glicose
e 5ml em tubo com ativador de coagulo para a mensuracgdo da insulina. Uma amostra inicial
de 4ml foi coletada em tubo contendo &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) para
realizacdo do hemograma inicial, que forneceu as seguintes informagdes: contagem de
hemacias, leucdtcitos e plaquetas. Uma outra amostra de 5 ml de sangue também foi
coletada em tubo com ativador de coadgulo para realizacdo de bioquimico que forneceu as
seguintes informacodes: aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase Alcalina, Gama-
Glutamil Transferase (GGT), Bilirrubinas total e fragOes (direta e indireta), Colesterol total
e fragdes (HDL, LDL, VLDL) e Triglicéerides.
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Figura 3: llustragdodo procedimento usado na mensuracdo do escore da
circunferéncia do pescoco (ECP), considerando trés pontos iniciais: 25% (A), 50% (B) e
75% (C) da distancia do topo da cabeca até o topo da cernelha (Distancia X). Adaptado de
Frank et al.(2006).

Apds a coleta em TO, foram administrados 15 ml para cada 100kg de PV, por via
oral, de xarope de milho (Karo®©) e seguiram-se as coletas de amostras apenas para
dosagem de insulina e glicose nos tempos T30min, T60min e T90mMin. Todas as amostras
foram ainda processadas nas propriedades para a centrifugacdo em aliquotas do soro em
centrifuga analdgica de até 4000RPM, em um diametro de 15cm. O protocolo utilizado
para separacdo do soro foi de 5min em 800RPM. Apds a centrifugacdo, o soro foi pipetado
em pipeta de 1000ul, acondicionado em eppendorf de 2,5ml e transportado para o
MULTILAB (laboratério Multidisciplinar de Pesquisa Animal) em caixas de isopor
resfriados com gelo sintético. Ao chegar no laboratério, as amostras foram congeladas em

freezer de -80°C até que fossem processadas no laboratoério particular.

Os hemogramas foram processados no LEPET (laboratério de Ensino, Pesquisa e
extencdo de animais de Tracdo), através da maquina Idexx Snap Test e o resultado

conferido em laminas na Escola de Veterinaria da UFMG.

As amostras de insulina foram processadas por radioimunoensaio e as amostras de

glicose pela maquina bioquimico automatizada Hitachi automatizado.
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7.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram tabulados e descritos por meio de média e desvio-padrdo.
Anélise de regressdo mista foi realizada para avaliar o efeito de tempo sobre os niveis de
insulina e glicose. Para essa analise, o animal foi considerado como efeito aleatério a fim
de contabilizar as medidas repetidas. Os modelos lineares e polinomiais de segundo grau
foram comparados por meio do AIC, e o teste de razéo de verossimilhanga realizado para
a escolha do melhor modelo. Para 0 modelo escolhido, a equagdo de regressdo e o
coeficiente de determinacdo marginal e condicional, de acordo com Nakagawa &
Schielzeth (2013), foram descritos. As médias entre os tempos foram comparadas por meio
do teste de Tukey. Apo6s avaliacdo gréfica os animais foram separados em dois grupos.
Grupo 1: Animais que apresentaram aumento de insulina e glicose apds 60 minutos. Grupo
2: Animais que apresentaram queda ou manutencdo nos niveis de insulina e glicose ap6s
60 minutos. Modelos de regressdao mistos também foram aplicados para cada grupo
separadamente a fim de se estabelecer as predicGes de insulina e glicose ao longo do tempo
e avaliar a diferenca entre os subgrupos de animais. Os grupos foram comparados quanto
a média para cada tempo por meio do teste T. As médias de colesterol e triglicérides entre
os dois subgrupos também foram comparadas pelo mesmo teste. O nivel de significancia
estabelecido nas andlises foi de 5%. Todas as analises foram realizadas utilizando o
software R 4.3.1 (2013).

8. RESULTADOS
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Os valores médios observados para insulina e glicose basais foram respectivamente, 6,75 e

86,78. O valor minimo observado foi de 1,95 e 59,15. J4 o valor maximo observado foi 12,04

e 106,15. Todas as observacOes para esses dois pardmetros, para todos os tempos de avaliagéo,

estiveram dentro da faixa descrita como normal da espécie (Tabela 3). Os valores médios

observados ao longo dos tempos de avaliacdo de 30, 60 e 90 minutos apds administracdo do

xarope de milho ndo se diferiram (p<0,05). Esses foram diferentes apenas com relagdo aos

valores basais (p<0,05) (Tabela 5).
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N&o foram observadas alteracbes dignas de nota quando o hemograma foi avaliado. A

média observada de hemaécias foi de 6,2 milhdes e do hematocrito de 31,6%. Os principais tipos
celulares presentes no leucograma foram os leucécitos segmentados e os linfocitos, com média
observada de 43%.

Tabela 3. Valores médios, valor minimo, valor maximo e desvio padrdo de insulina, glicose e bioquimica de equinos da raga Mangalarga
Marchador (n=12).

INS GLI AST FA GGT BILT BILD BILI COL HDL LDL VLDL TRI
T
Média 6,75 86,78  323,8 290,97 16,25 1,29 0,44 0,84 72,09 57,95 7,36 6,73 33,85

Valor Minimo 1,95 59,15 227,09 148,02 7,98 0,89 0,28 0,44 57,7 44,43 5,99 1,6 8,59

Valor M&ximo 12,04 106,15 409,81 4741 22,82 1,88 0,68 1,34 87,82 74,97 9,22 1552 77,63

Desvio Padréo 121 35 52,4 104,7 4 0,3 0,12 0,29 10,34 9,8 1,03 4,07 20,15

As concentracdes médias de triglicérides e colesterois (Colesterol total, HDL, LDL, VLDL)
também foram mensuradas. Para os subgrupos 1 e 2 observou-se valor médio de 44,8 mg/dl e
24,8 mg/dl de triglicérides, respectivamente. Apesar dos resultados do grupo 1 estarem dentro
do valor de referéncia (4 a 44 mg/dl) e serem similares aos animais do grupo 2, esses animais

apresentaram valores limitrofes superiores (Tabela 3).

Em uma escala avaliada de 0 a 5, os animais apresentaram escore de pesco¢o medio igual a
3,16. As médias de circunferéncias caudal, média e cranial foram respectivamente 109cm,
92,2cm e 75,4cm (Tabela 5).

Tabela 4. Valores médios, valor minimo, valor maximo e desvio padrdo de morfometria (cm) do pescogo de toda a populagdo n=12

Média Valor Minimo Valor Méximo Desvio padréo
Porcéo Caudal 109 97 120 6,7
Porg¢do Média 92,25 82 102 6,35
Porcéo Cranial 75,41 67 84 4,25

N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos de animais quando
comparados com relacdo as medidas de cirncunferéncia de pescoco (p>0,05). A circunferéncia

caudal média observada no grupo 1 foi de 92cm e do grupo 2 de 72 c¢cm, Enquanto a
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circunferéncia media da por¢cdo média do grupo 1 foi de 93,2cm e do grupo 2 de 91,8 cm; e a

circunferéncia cranial média do grupo 1 foi de 78,2 cm e do grupo 2 de 91,8cm (Tabela 4).

Tabela 5. Valores médios, valor minimo, valor maximo e desvio padrédo de insulina (uUI/mL) e glicose (u/mL) nos tempos de cada

coleta, populagdo n=12

Média Valor Minimo Valor Maximo Desvio padréo
Insulina TO 6,75 1,95 12,2 3,54
Glicose TO 86,8 59,2 106 12,2
Insulina T30 10 3,06 10,6 4,92
Glicose T30 103 83,2 125 10,6
Insulina T60 11,1 2,41 16,1 6,93
Glicose T60 104 80,3 137 16,1
Insulina T90 10,6 1,86 21,6 7,10
Glicose T90 106 70,2 142 21,6

O comportamento da curva de insulina e glicose do grupo completo de animais é melhor

descrito por uma relacédo do tipo curvilinea (quadratica) com o tempo ap6s o desafio com xarope

de milho (Figura 4 e 5). De modo geral ha aumento dos dois parametros em um periodo inicial

e depois diminuicdo. O valor maximo de insulina e glicose é esperado aos 70 minutos (Figuras

4ebh).

20

Insulina

Niveis de Insulina ao Longo do Tempo

Tempo (Minutos)

60

Grupo
== Grupel
— Grupo2

Figura 4. Curva de insulina estimada avaliando 12 equinos apds desafio com xarope de milho.
Equacéo de regressdo: Insulina = 6,78 + 0,14xTEMPO — 0,001XTEMPQO? (r> marginal: 0,09; r2

condicional: 0,74).
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Figura 5. Curva de glicose estimada avaliando 12 equinos ap6s desafio com xarope de milho.
Equagdo de regressdo: Insulina = 87,52 + 0,56XTEMPO — 0,004xTEMPO? (r? marginal: 0,20;

r? condicional: 0,64).

Observando a evolucdo da insulina e da glicose plasmética ap6s administracdo do
xarope de milho de forma isolada para cada cavalo, foi possivel identificar 4 individuos que
mantiveram crescimento dos valores desses parametros até o periodo final de avalia¢do, em 90
minutos (Figuras 6 e 8). O padréo de comportamento geral para a insulina e glicose dos animais
dos dois grupos, que apresentaram crescimento até o final de avaliacdo ou que apresentaram
gueda dos valores antes desse periodo, se diferiu. Espera-se que os animais do segundo grupo
apresentem valores maximos de insulina e glicose aproximadamente aos 58 e 54 minutos,
respectivamente (Figuras 7 e 9). O valor maximo estimado de insulina e glicose para 0s animais
do primeiro grupo acontece aos 90 minutos pos administracdo de xarope de milho (Figuras 4 e
6).

As médias de insulina e glicose entre os dois subgrupos de animais se diferiram no
tempo de 90 minutos, ja que para os animais do segundo grupo observou-se queda dos niveis

desses parametros ainda dentro do periodo de avaliacdo (Tabela 6).
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Figura 6: Curva de insulina estimada avaliando 4 equinos que ndo apresentaram queda dos
valores para esse parametro até 90 minutos de avaliacdo ap6s desafio com xarope de milho.
Equacdo de regressdo: Insulina = 8,47 + 0,08xTEMPO (r?> marginal: 0,35; r?> condicional:
0,64).
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Figura 7: Curva de insulina estimada avaliando 8 equinos que apresentaram queda dos valores
para esse parametro até 90 minutos de avaliacdo apds desafio com xarope de milho. Equacgéo
de regressdo: Insulina = 5,9952 + 0,16XxTEMPO — 0,0015xTEMPO?2 (r?> marginal: 0,07; r
condicional: 0,80).
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Figura 8: Curva de glicose estimada avaliando 4 equinos alocados no grupo 1 que néo
apresentaram queda dos valores para esse parametro até 90 minutos de avaliacdo ap6s desafio
com xarope de milho. Equacéo de regressdo: Glicose = 93,81 + 0,32xTEMPO (r? marginal:

0,53; r? condicional: 0,53).
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Figura 9: Curva de glicose estimada avaliando 8 equinos alocados no GRUPO 2que
apresentaram queda dos valores para esse parametro até 90 minutos de avaliacdo apds desafio
com xarope de milho. Equacdo de regressdo: Glicose = 83,12 + 0,81XTEMPO -
0,0075XTEMPO? (r? marginal: 0,25; r?> condicional: 0,84).

E notoria a diferenca entre as curvas de insulina e glicose nos dois grupos. Os valores
de glicose do grupo 1 s@o considerados levemente aumentados de acordo com o valor de
referéncia (75 — 115 mg/dL). Os valores de insulina dos dois grupos e glicose do grupo 2

mantiveram-seeve dentro do valor de referéncia.

Tabela 6. Médias marginais, erro padréo e p valores de glicose e insulina em fun¢éo dos grupos e tempos.

Média Marginal Erro padréo p. valor

Insulina Grupo 1 TO 8,02 (2,08) 0,280
Glicose Grupo 1 TO 93,5 (4,51) 0,087
Insulina Grupo 1 T30 11,91 (2,08) 0,219
Glicose Grupo 1 T30 109,5 (4,51) 0,537
Insulina Grupo 1 T60 12,24 (2,08) 0,010
Glicose Grupo 1 T60 102 (4,51) 0,0002
Insulina Grupo 1 T90 15,67 (2,08) 0,998
Glicose Grupo 1 T90 128,2 (4,51) 0,637
Insulina Grupo 2 TO 6,12 (2,21) 0,188

Glicose Grupo 2 TO 83,4 (5,28) 0,0003
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Insulina Grupo 2 T30 9,07 (2,21) 0,020
Glicose Grupo 2 T30 99,6 (5,28) 0,0001
Insulina Grupo 2 T60 10,58 (2,21) 0,518
Glicose Grupo 2 T60 105,4 (5,28) 0,017
Insulina Grupo 2 T90 8,10 (2,21) 0,716
Glicose Grupo 2 T90 94,3 (5,28) 0,342

Mesmo com uma diferenca pequena estatisticamente, existe um aumento dos valores de
médias marginais entre o grupo 1 e grupo 2 no T90 em relagdo a insulina e glicose. O grupo 1
tem os valores aumentados neste intervalo de tempo, ja 0 grupo 2 os valores caem como

demonstrados na Tabela 6.

9. DISCUSSAO

No presente estudo, foram mensuradas as circuferéncias de cervical nas proporcdes
descritas na revisao (25%, 50% e 75%). Assim como no presente estudo, Frank et al (2006)
também ndo observaram correlacéo positiva dessa variavel e a curva de insulina que pode estar
correlacionada ao nimero de animais dos grupos. Porém, 0s mesmos autores sugerem a estreita
relacdo entre as mensuracgdes de circunferéncia de pescoco e o risco para o desenvolvimento de

RI em equinos.

As alteracdes de lipidograma séo indicadores importantes da saude metabolica. Apesar dos
animais estudados ndo terem apresentado hipertrigliceridemia (>54 mg/dl), observou-se que 0s
resultados numéricos para o grupo 1 estavam préximos ao limite superior dos valores de
referéncia. Sabe-se que a insulina interfere na atividade da lipase horménio-sensivel (HSL),
levando ao aumento da lipolise nos tecidos, agravando a hipertrigliceridemia (Jeffcott e Field,
1985). Considerando-se os resultados de triglicerides para o grupo 1, pode-se questionar se

esses animais ja demonstram alteragdes iniciais do metabolismo lipidico.

Tradicionalmente, ndo se considera que 0s equinos apresentem hiperglicemia, conforme os
padrbes observados para humanos. Nos equinos o controle da glicemia ndo depende somente
da insulina, mas também ¢é influenciado pela producdo das incretinas (McCue et al., 2015,
Kheder et al., 2018, de Laat et al., 2016, Schultz et al. 2014). Na espécie equina, Frank et al.
(2006) mencionaram que animais acima do valor de referéncia de glicose (90 a 120 mg/dL)
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poderiam ser considerados como detendo uma hiperglicemia discreta. Assim, os resultados da

curva glicémica para o grupo 1 apresentaram valores que se encaixam nos padrdes de
hiperglicemia discreta. Além disso, o comportamento da curva glicémica deve ser considerado.
Em humanos, apés uma hora de adminitragdo do agUcar no teste de glicose oral, os valores de
glicose devem reduzir-se para proximo do basal ou serem inferiores al55mg/dL (Abdul-Ghani
etal. 2006), carcterizando uma curva em formato de parabola, da mesma forma como observado
nos animais do gupo 2. Diferentemente, os animais do grupo 1 apresentaram uma curva
crescente, demonstrando que os valores apds o T60 continuaram a se elevar. Humanos com
esse comportamento sdo classificados como predispostos a uma disglicemia (Abdul-Ghani et
al. 2006).

Devido a estreita relacdo entre insulina e glicose, as curvas deveriam ser semelhantes, em
formatos de parabolas, em individuos normais. A semelhanca do que foi observado na curva de
glicose, os animais do Grupo 1 também apresentaram uma curva crescente para insulina,

enguanto os animais do Grupo 2 apresentaram um padrdo de curva considerado normal.

Os valores de referéncia para diagnosticar a hiperinsulinemia em equinos podem variar
significativamente entre diferentes laboratorios de pesquisa. Por exemplo, o laboratério da
Universidade do Tennessee classifica um animal como hiperinsulinémico quando a
concentracdo de insulina plasmatica ultrapassa 30 pUI/mL, enquanto o Centro de Diagnostico
de Saude Animal da Universidade Estadual de Michigan adota um limite de 43 pUI/mL (Frank
et al, 2006). O Equine Endocrinology Group (2022) sugere um valor de referéncia para insulina
de 25 pUI/mL. Dessa forma, os animais do grupo 1 podem caracterizar uma hiperinsulinemia
precoce por apresentarem valores proximos de 25 pUl/mL.

O monitoramento dos niveis de insulina basal pode ser til, uma vez que a hiperinsulinemia
compensatdria é uma caracteristica frequente em equinos com resisténcia a insulina. No
entanto, esse teste pode apresentar limitacGes, especialmente em estagios iniciais da condigéo,
que pode ser o caso dos animais do grupo 1, quando a elevagdo compensatdria da insulina ainda
ndo ocorreu, ou quando os niveis plasmaticos basais do horménio permanecem baixos. Além
disso, essa limitacdo é reforcada pela ampla variagdo nos intervalos de referéncia dos valores
de insulina (Frank et al, 2006).
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Em equinos, a obesidade pode comprometer a absorcao de glicose nos tecidos periféricos,

além de aumentar o TNF- a circulante, que exerce um forte efeito inibitério da sinalizacao da
insulina nos tecidos muscular e adiposo (Hotamisligil e Spiegelman, 1994; Dimitriadis, 1997;
Boden, 1997). Levando em consideragdo que os animais deste estudo s&o de escore corporal
acima do ideal, podemos sugerir que 0 sobrepeso pode atuar nesta alteracdo fisiologica da

insulina nessa populacao.

O comportamento da curva insulinémica dos animais do grupo 1 sugere uma disfungéo da
insulina, que leva a uma intolerancia a glicose, resultando em um aumento relativo da glicemia,
guando comparada a curva do Grupo 2. O aumento da glicemia atua estimulando a maior
producdo de insulina, porém, quanto maior a concentracdo de insulina circulante menor sera a
disponibilidade de receptores. Como resultado, gera-se um estado de resisténcia periférica a
insulina, aumento adicional da glicemia e retroalimentacdo desse ciclo (Shanik et al., 2008).

Tal mecanismo pode desenvolver nos animais do grupo 1.

Dessa forma, os resultados do grupo 1 sugerem que 0 acompanhamento da curva glicémica
associada a curva insulinémica pode auxiliar no diagnéstico precoce da SME, antes dos animais
entrarem na fase compensatéria de producdo de insulina. Mais estudos sdo necessarios na
tentativa de se padronizar esses testes como método de diagnostico precoce. Um estudo
realizado nos Estados Unidos por Geor et al. (2007) reforca essa necessidade, uma vez que nele
identificou-se hiperinsulinemia em 10% de uma amostra aleatdria de equinos, observando uma

correlacdo positiva entre essa condicdo, o escore corporal e a medicdo da crista do pescoco.

10. CONCLUSAO

Os atuais parametros adotados para diagndstico da SME ndo sdo capazes de detectar
animais que ainda ndo tenham desenvolvido aumento compensatorio da insulina. Os animais
subclinicos em inicio de desregulacdo insulinémica ndo estdo sendo diagnosticados e, nesses

casos, recomenda-se 0 uso conjunto das curvas glicémica e insulinémica como ferrementa
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precoce de diagndstico. Nesse cenario, os resultados dos exames bioquimicos ndo auxiliam na

deteccdo de animais subclinicos.
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Finalidade: Pesquisa
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Aprovado no dia 24/05/2024. Validade: 24/05/2024 a 23/05/2029 Aprovacao sera homologada na reunido de 10/06/2024.
Belo Horizonte, 24/05/2024.
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ANEXO 2

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Fabiola de Oliveira Paes Leme inscnito sob RG20945432-5 ssp /sp e CPF 091.233.158-
57 CRMV MG 9471 autorizo a realizagio do experimento intitulado “Fungdo hepatica e
lipidograma de amimais com sindrome metabolica equina na raga mangalarga
marchador”, sob orientagio da professora Renata de Pino Albuquerque Maranhdo, no
MULTILAB da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), a ser
conduzido pela mestranda Nathalia Cristina Coclho Monteiro, RG MG-16.273.257-SSP-MG,
CPF 130.773.786-20, mnscrito no Programa de Pos-graduagdo em Ciéncia Animal da Escola de
Veterinana da UFMG.

Beln Hanzonte 06 de dezembra de 2023,

FABIOLA DE OLIVEIRA PAES LEME
Dasa: 07/12/2023 0RS7 570300
Verfigue em https ) Nalsdar it gov br

R:- Fabiola de Ohveira Paes Leme
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ANEXO 3

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Renata de Pino Albwguercque Maranhio, inscrita sob RG 12300170-355FD, CPF 865.661.211-
53 e CRMV MG 6386, awmtorizo a realizacio do experimento intitulado “Funcio hepatica e
lipidograma de amimais com sindrome metabolica equina na raca mangalarga
marchador”, sob crentagio da professora Renata de Pino Albuquerque Maranhio, no
Laboratério de Ensino e Pesquisa e Extensio em Equmos de Tragio (LEPET) da Escola de
Veterindna da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). a ser conduzido pela mestranda
Nathalia Crstina Coelho Monteiro, RG MG-16.273 257-S5P-MG, CPF 130.773.786-20, inscrito
no Programa de Pés-graduacio em Ciéncia Animal da Escola de Veterindria da UFMG.

Belo Horizonte, 06 de dezembro de 2023,

Dol dcsinae dig ial mente

ub RENATA G FING ALIUCIUTRZUT MARANIAD
g ot B0 L 205 15:547 30100

ey ifague e RIS sl idar i o br

Prof* Renata de Pino
Albuquercque Maranh3o
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