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Resumo

0 uso em larga escala dos graosde cereais processados para equinos tem sido associado a obesidade,
sindrome metabdlica e as disfun¢des na microbiota intestinal nessa espécie. Esses trabalhos objetivaram
avaliar o teste oral com glicose de milho, com e sem s6dio, sobre as concentragdes plasmaticas de glicose,
insulina e proteinas plasmaticas em cavalos sadios. A hipétese a ser testada é de que a adigcdo de sédio a
glicose de milho ird produzir diferentes curvas de glicose e de insulina quando os equinos em jejum, quando
comparado com similar produto sem sédio. Foram utilizados seis equinos, distribuidos em um fatorial com
trés tratamentos (6x3). Os tratamentos foram: 400cal de glicose de milho com sédio (T-GNa400), 200cal
de glicose de milho com sédio (T-GNa200), e 400cal de glicose de milho sem sédio (T-G400). Amostras de
sangue foram colhidas com os animais nas seguintes fases: pré-teste (jejum) e 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 e 4,0 horas
apos a ingestdo do tratamento. O plasma obtido foi utilizado para determinacao da glicose ([GLIC]), insulina
([INSU]) e proteinas plasmaticas totais ([PPT]). Os resultados foram submetidos ao ANOVA com dois fatores
(trés tratamentos e sete fases) e ao teste deTukey, pelo programa SigmaPlot 13.0, com P estabelecido em
5%. Os resultados indicaram que [GLIC] difere tanto entre os tratamentos como entre as fases (P < 0,001),
e que ha interagdo significativa entre os tratamentos e as fases (P = 0,044). A [GLIC] foi mais elevada no
T-GNa400 (~113,8 mg/dL), seguido pelo T-G400 (~106,4 mg/dL) e mais baixa no T-GNa200 (98,5 mg/
dL) (P < 0,001). Também a [INSUJapresentou diferencas entre os tratamentos e entre as fases (P < 0,001),
e com interagdo significativa entre os tratamentos e as fases (P = 0.037). A maior [INSU] foi observada no
T-GNa400 (~18,6 ulU/mL), seguido pelo T-G400 (~13,1 ulU/mL) e pelo T-GNa200 (~9,3 plU/mL) (P <
0,001). Nao ocorreram diferencgas entre os tratamentos e entre as fases na [PPT]. Conclui-se que a glicose de
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Abstract

Introducao

milho, com sddio, durante o teste oral com ingestdo produz curvas sanguineas de glicose e insulina quando
comparado com produto sem s6dio, quando os equinos estdo em jejum, sendo mais elevadas no T-GNa400.

Palavras-chave: Equino. Glicemia. Hormonio. Nutrigio.

The use of processed cereals grain in large scale for horses feed had been associated with obesity, metabolic
syndrome and intestinal microbiome dysfunction in this specie. This research aim was to evaluate the oral test
with corn glucose, with or without sodium over the glucose, insulin and total plasma protein in healthy horses,
which was used to test the hypothesis that sodium addition into corn glucose will produce difference in glucose
and insulin when compared with similar product without sodium. It was used a latin square design with 6 horses
in three treatments (6x3). The treatments were: 400cal of corn glucose with sodium (T-GNa400), 200cal of corn
glucose with sodium (T-GNa200) and 400cal of corn glucose without sodium (T-G400). Blood samples were
collected in pre-test (fastening) and after 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0 and 4.0 hours after the treatment ingested. Plasma
obtained was used to measure glucose ([GLIC]), insulin ([INSU]) and total plasma protein ([TPP]) concentrations.
Results were submitted to ANOVA with two factors (treatment and periods) and Tukey test, using SigmaPlot
13.0 software, with P established in 5%. It was observed differences between treatments and period in [GLIC]
(P < 0.001), with significant interaction between treatment and phases (P < 0.044). Large [GLIC] was observed
in T-GNa400 (~113.8 mg/dL), followed by T-G400 (~106,4 mg/dL) and T-GNa200 (98,5 mg/dL) (P < 0.001). In
addition, it was observed differences between treatments and in phases for [INSU] (P < 0.001). The interaction
between treatment and period was observed for [INSU] (P < 0.037), and higher [INSU] was observed in T-GNa400
(~18.6 ulu/mL), followed by T-G400 (~13.1 ulU/mL) and T-GNa200 (~9.3 ulUu/mL) (P < 0.001). It was not observed
significante difference between treatments and phases in [TPP]. In conclusion, oral corn glucose test, with sodium,
produced different curves for plasma glucose and insulin when compared with similar product without sodium in
horses in maintenance, and after fastening, with large values detected in T-GNa400.

Keywords: Equine. Blood glucose. Hormone. Nutrition.

a desenvolver com maior frequéncia problemas

By

como obesidade, resisténcia a insulina, laminite,

Osequinosatletasparticipamdevariasdisciplinas
equestres necessitando de um aporte regular de
energia. Esses animais podem ser arracoados com
concentrados ricos em carboidratos nao estruturais
(CNE) presentes nos grdos de cereais, e/ou com
gorduras, facilitando a reposi¢do ou racionalizando
as reservas de glicogénio hepatico e muscular, que
podem ser reduzidas durante os treinamentos e
competicdes (Janssonetal., 2002; Franketal., 2010).
Devido as atuais praticas de arragcoamento, com o
uso em larga escala de CNE como fontes de energia
e oriundo dos grao de cereais processados (Jansson
etal,, 2002; Manso et al., 2015), os equinos passam

disfuncdes na microbiota intestinal e a sindrome
metabolica equina (SMEq), principalmente com a
maior longevidade nessa espécie (Malinowski et al.,
2002; Lacombe, 2014).

Os equideos sdo herbivoros tipicos, e devido as
caracteristicas dos seus transportadores de glicose,
poderdo estar ou ndo adaptados ao uso em larga
escala de CNE nos alimentos, comprometendo a
regulacdo do metabolismo energético (Dyer et al,,
2009; Waller et al, 2011). Esses transportadores
sdo proteinas que facilitam o deslocamento das
moléculas de glicose entre os tecidos e pertecem
a dois grandes grupos: os dependentes do sédio
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(Na+-dependent glucose co-transporter ou SGLT)
(Dyer et al, 2009; Daly et al, 2012) e os nao
dependentes do sédio (Na+-independent sugar
transporter ou GLUT) (Manso Filho et al., 2007;
Lacombe, 2014). Recentemente foi demonstrado
que equinos suplementados com alimentos ricos
em CNE apresentam elevacdo na expressao do SGLT-
1 e do GLUT-2 nos enterdécitos quando comparados
com animais que sé recebem forragens (Daly et al.,
2012). Esse processo favorece a elevacdo da glicose
sanguinea no periodo pds-prandial nessa espécie,
principalmente no cavalo atleta que é suplementado
com alimentos ricos com CNE.

A sindrome metabdlica dos equideos (SMEQ)
acomete cavalos, poneis, jumentos e muares, sendo
associada ao tipo de manejo, com sobrealimentacio
e/ou a falta de exercicios, e principalmente pela
suplementacao excessiva com CNE (Malinowski
et al, 2002; Frank, 2011; Morgan et al., 2015). O
diagndstico da SMEq é realizado através do uso
de diferentes modelos de testes de glicose para
formacdo da curva de glicose e insulina (Frank et
al, 2010; Morgan et al., 2015; Ertelt et al.,, 2016).
Esses testes ainda sdo indicados para o melhor
entendimento dos efeitos dos diferentes alimentos
sobre o metabolismo da glicose e sobre a microbiota
intestinal (Manso et al,, 2015).

Os testes de tolerancia a glicose podem ser
baseados no fornecimento oral de alimentos, ricos
em carboidratos soluveis, com a glicose de milho ou
similar, ou com testes de glicose intravenosos (Frank
etal,2010; Frank,2011; Manso etal., 2015). Todavia,
alguns investigadores demonstraram que o tipo de
teste de glicose produz diferentes efeitos sobre o
eixo entero-insular sobre a regulacdo da glicose,
secrecdo da insulina e das increatinas (GLP-1 e GIP)
nos equinos, (Graaf-Roelfsema, 2014; de Laat et al,,
2015; Smith et al,, 2016), reforcando a importancia
da caracterizacdo dos testes orais com diferentes
produtos para o diagnéstico e entendimento dos
processos digestivos relacionados a SMEq. Para
testar a hipétese de que a adigcdo de s6dio a glicose
de milho produzird curvas mais elevadas de glicose
e insulina quando comparada com produto similar
sem sédio, foram desenvolvidos experimentos com
o0 objetivo de avaliar o teste oral de glicose com o
uso da glicose de milho, com e sem sédio, sobre
as concentragdes plasmaticas de glicose, insulina

e proteinas plasmaticas em equinos. Espera-
se que os resultados contribuam para o melhor
entendimento desse processo e que favorecam
tanto a compreensdo do processo digestivo dos
carboidratos nos cavalos sadios, como ajudaem no
diagnostico da SMEq na espécie e por conseguinte,
na adog¢do de melhores praticas de criacdo e manejo
para os equideos atletas.

Material e métodos

Todos os procedimentos utilizados no presente
trabalho foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (CEUA-077/2016).

Animais

Foram utilizadas seis éguas da raga puro-sangue
arabe, alojadas no Nucleo de Pesquisa Equina no
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Recife-PE. As éguas estavam
em manuten¢do, clinicamente higidas, idade média
de 14+3 anos, escore corporal de 3,3 numa escala
de 1 até 7, e peso médio de 335 Kg. Esses animais
eram mantidos em piquetes com pastagem variada
(gramineas e leguminosas) e suplementados com
concentrado (2,0 kg/dia/animal; proteina bruta
12%, extrato etéreo 3,5%, EB 2.6 Mcal/Kg), agua e
sal mineralizado ad libitum.

Tratamentos

Os animais foram alocados com trés tratamentos
e seis éguas. Os tratamentos foram: 400 calorias de
glicose de milho com sédio (glicose de milho Yoki®)
(T-GNa400), 200 calorias de glicose de milho com
sdédio (glicose de milho Yoki®) (T-GNa200), e 400
calorias de glicose de milho sem sédio (glicose de
milho Karo®) (T-G400).

Amostras de sangue foram colhidas na veia
jugular externa, com os animais em jejum alimentar
de doze horas durante a noite, nas seguintes fases:
pré-teste (jejum), e 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 e 4,0 horas
apos a ingestdo do alimento. No dia da colheita de
sangue, os animais receberam um dos tratamentos
misturado em 25g de farelo de trigo em comedouro
individual para a ingestdo voluntaria do alimento
em uma Unica vez. Eles ndo receberam alimentos
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durante toda a colheita de sangue, mas tiveram livre
acesso a agua.

Imediatamente apds as colheitas de sangue, as
amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a
3.000rpm para a extracao do plasma, que foi utilizado
para a determinacdo das concentragdes de glicose
([GLIC]) e das proteinas plasmaticas totais ([PPT]).
Uma aliquota de plasma foi congelada (-200C)
para posterior analise da insulina. A concentragio
de glicose plasmatica foi realizada através do
glicosimetro portatil (Accu-Check®, Roche do Brasil,
Sao Paulo-SP, Brasil), e as proteinas plasmaticas
totais pela refratometria manual. A concentracdo da
insulina foi determinada pelo teste de ELISA (Human
Insulin Elisa BioAssay Systems, CA, EUA), validado
para equideos (Barbosa et al., 2016).

Andlise estatistica: Os resultados foram
submetidos ao ANOVA com dois fatores (trés
tratamentos e sete fases), e como teste post hoc foi
utilizado o teste de Tukey, com o valor de P < 0,05,
para todas as andlises. O programa SigmaPlot 13.0
foi utilizado em todas as andlises e os resultados
estdo expressos em média +/- erro padrao médio.

Resultados

Todos os animais ingeriram com mastigacdo
uma das misturas de glicose de milho com farelo
de trigo (50g) (tratamentos) em pouco menos de
trés minutos, e ndo apresentaram nenhum tipo de
modificacdo clinica ou comportamental durante
toda a fase de colheita de sangue. Os niveis de
garantia da glicose de milho com e sem sddio estao
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Niveis de garantia da glicose de milho com e sem sddio

Composicao em 20g Yoki® Karo®
Calorias 65,0 cal 63,0 cal
Acuicar total 16,0 g 16,0 g
Sadio 16,0 mg 0,0 mg
Gorduras totais 00g 0,04
Fibra 00g 00g

Fonte: Yoki®: General Mills Brasil Alimentos Ltda, Paranavai-PR; Karo®:
Unilever Brasil Industrial Ltda, Garanhuns-PE.

Os resultados analisados pelo “2-way ANOVA”
demonstram que a concentracdo de glicose difere
tanto entre os tratamentos como entre as fases
(P < 0,001), e que ha interacdo significativa entre
os tratamentos e as fases(P = 0,044) (Figura 1). A
[GLIC] média foi diferente entre os tratamentos,
sendo mais elevada no T-GNa400 (113,8 + 1,5 mg/
dL), seguido pelo T-G400 (106,4 + 1,5 mg/dL) e
mais baixa no T-GNa200 (98,5 + 1,5 mg/dL) (P <
0,001). As [GLIC] mais elevadas por tratamentos
foram: 135,6 + 3,9 mg/dL em + 2h no T-GNa400,
110,5 + 3,9 mg/dL em + 1h no T-GNa200 e de 120,0
+ 3,9 mg/dL em + 1,5h no T-G400.
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Figura 1 - Curvas das concentracoes da glicose e da insulina
nos animais suplementados com diferentes doses de glicose
de milho com e sem sodio por via oral. Observacoes: “indica
diferenca do tratamento para o T-GNa400 (P < 0,05) no mesmo
periodo experimental; 8: indica que ha diferenca do T-G400 para
0 T-GNa200 (P < 0,05) no mesmo periodo experimental.
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As  concentragbes de insulina também
demonstraram diferencas entre os tratamentos (P
< 0,001), entre as fases (P < 0,001), e com interagdo
significativa entre estes (P = 0.037) (Figura 1). A
maior concentracdo de insulina foi observada no
T-GNa400 (18, 59 + 1,39 plU/mL), seguido pelo
T-G400 (13,11 + 1,37 ulU/mL) e pelo T-GNa200 (9,63
+ 1,37 WlU/mL) (P < 0,001). Na fase experimental, a
maior concentracdo média foi com 1,5 hora (22,54 +
2,10 plU/mL) e a menor com os animais em jejum
(4,15 + 2,10 plU/mL). Quando avaliaram-se os
tratamentos, as [INSU] mais elevadas foram: 31,71
+ 3,64 plU/mL em + 1,5h no T-GNa400 , de 15, 16
+ 3,64 WlU/mL em + 1,0h no T-GNa200 e de 21,85 +
3,64 ulU/mL em + 1,5h no T-G400.

Nao ocorreram diferengas entre os tratamentos
para a [PPT] média (T-GNa400: 68,55 + 0,08
g/L; T-G400: 67,79 + 0,08 g/L; T-GNa200: 67,74
+ 0,08 g/L) (P > 0,05) e nem ao longo das fases
experimentais (P > 0,05). A [PPT] foide 69,67 + 0,11
g/L quando os animais estavam em jejum, de 67,56
+0,11 g/Lnafase + 2h,e de 66,50 + 0,11 g/L ao final
das 4 horas (P > 0,05) (Figura 2).
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Figura 2 - Curva da proteina plasmatica (PPT) total nos equinos
suplementados com diferentes doses com glicose de milho com
e sem sddio via oral.

Discussao

Os resultados demonstraram que nao é possivel
obter padrdes semelhantes entre as curvas de

glicose e de insulina utilizando-se glicose de
milho com e sem sddio, que estdo comercialmente
disponiveis no Brasil, jA que a presenca desse
mineral favorece a absor¢do da glicose pelo SGLT-1,
presente nos enterdcitos. Os desafios propostos no
atual experimento demonstraram curvas diferentes
entre os produtos, tanto para as concentragdes de
glicose como para as de insulina, mesmo quando os
animais receberam a mesma quantidade de calorias.
Esse fato é importante para os pesquisadores e
técnicos no Brasil quando utilizarem o teste oral
de glicose com ingestdo voluntaria como meio de
diagndstico da SMEq, seguindo as indicacbes da
literatura internacional (Frank, 2010; Frank et al,,
2011). Ressalta-se que os animais estavam sob o
mesmo manejo nutricional desde longo tempo, e
por isso apresentavam adaptacdes semelhantes no
aparelho digestivo.

No atual experimento foram utilizados dois tipos
de glicose de milho, um com sédio e outro sem, e
acredita-se que os resultados encontrados refletem
a maior eficiéncia da absorg¢ao da glicose presente
no T-GNa400, que contem sddio, sobre a do T-G400.
Esse fato esta relacionado com a maior captacdo da
glicose, juntamente com o sédio, através do SGLT-1
pelos enterdcitos, seguido do transporte da glicose
pelo GLUT-2 para a corrente sanguinea do cavalo.
Esse fato ainda é corroborado quando se compara o
T-G400 e 0 T-GNa200, este fornecendo a metade das
colorias sob a forma de glicose do que o anterior.
Ambos apresentaram resultados semelhantes
tanto para a glicose como para a insulina entre si,
s6 apresentando diferengas significativas na fase
+ 2horas para a glicose (T-G400: ~118 mg/dL;
T-GNa200: ~109 mg/dL), o que ndo era esperado
devido a diferenca na quantidade de calorias entre
os dois tratamentos.

Nos equinos a expressdo do cotransportador
SGLT-1 tem sido estudada para melhorar a
compreensao da absor¢do da glicose nos enterocitos
nesta espécie. O SGLT-1 estd relacionado com a
captacdo de glicose nas vilosidades dos enterdcitos
e a sua maior ou menor expressao esta relacionada
com o tipo de alimentacdo dos animais (Dyer et
al,, 2009). A expressdo do SGLT-1 e do GLUT-2 nos
enterdcitos esta reduzida nos cavalos alimentados
exclusivamente com forragens quando comparados
com o0s que recebem concentrados ricos em
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carboidratos ndo estruturais (CNE) (Dyer et al,
2009). Esses pesquisadores ainda indicam que o
aumento da expressao do SGLT-1 e do GLUT-2, ap6s
um periodo de adaptacdo, favorece a captacdo da
glicose pelos enterdécitos, reduzindo a passagem de
CNE ou glicose para a fermentacdo no ceco e colo.
Por isso, quando animais sdo submetidos aos testes
de tolerdncia a glicose, deve-se esperar resultados
compativeis com o tipo de alimentacdo que eles
estdo recebendo antes do teste.

Ainda, analisando a importancia dos
transportadores de glicose ligados ao sédio sobre
o processo digestivo, foi demonstrado que o SGLT-
1, o SGLT-2 e o SGLT-3 servem como sensores da
presenca de glicose e de algumas gorduras ao longo
do aparelho digestivo, sendo importantes para o
signaling da absorc¢ao da glicose e de lipideos nas
fases pré-prandial (Diez-Sampedro et al, 2003;
Daly et al., 2012). Nesse aspecto, o eixo entero-
insular nos equinos, que esta relacionado com esses
cotransportadores, faz com que nos testes orais de
glicose ocorram em formacao de curvas de glicose,
insulina, GLP-1 e GIP diferentes quando comparados
com os testes intravenosos de glicose (Dithlmeier et
al,, 2001; Daly et al., 2012; de Laat et al,, 2015).

Finalmente, deve-se ressaltar a importancia
dos testes orais de glicose para o entendimento
da digestdo da glicose nos equinos e em outros
processos. Os resultados encontrados na atual
avaliacdo assemelham-se com outros descritos na
literatura, com grande elevacdo nas concentracdes
de glicose e insulina cerca de 2 a 3 horas apés
o teste oral com glicose (Ralston, 2002; Frank,
2010); todavia, deve-se recordar que a variacdo na
curva, além de depender da quantidade de calorias
ingeridas, depende da quantidade de CNE presente
no alimento. Sendo assim, o teste oral com ingestdo
voluntdria representa mais claramente os processos
fisiologicos da digestdo, como por exemplo as a¢des
das incretinas GLP-1 e GIP apds o fornecimento de
alimentos para os equideos, e pode ser facilmente
replicado pelos pesquisadores e técnicos.

Conclusao

Analisando-se o0s resultados encontrados,
conclui-se que a glicose de milho, com sédio,

durante o teste oral com ingestdo, produz curvas
sanguineas de glicose e insulina diferentes da glicose
de milho sem sddio, quando os equinos estio em
jejum e recebem a mesma quantidade de calorias,
sendo mais elevadas no T-GNa400. Esses resultados
eram esperados pois o SGLT-1, presente no intestino
delgado torna mais eficiente a absorcdo da glicose,
por conseguinte, ocasiona maiores modificacdes nas
curvas de glicose e insulina plasmaticas nos animais.
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