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RESUMO

A farinha de visceras de aves hidrolisada (FVH) é um ingrediente potencialmente funcional
que tem sido utilizado em pet food. Trabalhos recentes tém demonstrado que além de ser uma
fonte de proteina utilizada em alimentos hipoalergénicos, a FVH possui peptideos bioativos
que sdo capazes de modular mecanismos fisioldgicos de forma benéfica, como regular a
pressdo arterial através da inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA). Deste modo,
0 presente estudo teve por objetivo: avaliar o efeito do consumo de duas dietas, uma com
farinha de visceras convencional e outra com inclusdo de 10% de FVH, na funcgéo renal de
cdes saudaveis; avaliar a capacidade anti-hipertensiva das dietas. O experimento foi
conduzido em dois canis particulares em Jodo Pessoa e Campina Grande, ambas cidades da
Paraiba. Foram selecionados 16 cdes adultos machos, de diferentes racas e portes, com idade
entre 1 a 6 anos e escore de condicdo corporal 4 ou 5 de 9 (Laflamme, 1997). A avaliagéo
renal foi feita a partir de colheitas amostras de sangue nos dias 0, 60 e 120 por punc¢édo venosa
padrdo usando sistemas de coleta a vacuo de sangue; amostras simultaneas de urina foram
obtidas por meio de cistocentese. Foram realizadas as seguintes analises: creatinina, Na e K.
A andlise de urina incluiu gravidade especifica da urina, exame de fita reagente, avaliacdo
microscopica do sedimento urindrio, creatinina urinaria, relacdo proteina/creatinina urinaria
(UP/C) e os eletrdlitos urinarios Na e K. A dimetilarginina simétrica (SDMA) foi mensurada
para determinacdo de alteracdo da funcdo renal. A pressdo arterial sistolica foi medida no
membro anterior em todos os cdes. O comprimento do conjunto do manguito foi de
aproximadamente 40% do perimetro do membro. Todas as variaveis foram verificadas quanto
a distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk. Para a determinacgdo do efeito da dieta ao
longo prazo, os dados foram analisados usando ANOVA modelo misto com dois fatores com
medidas repetidas do fator [tempo]. As comparagfes post-hoc dos dados foram realizadas
usando um teste de comparacdo multipla Tukey-Kramer. Os dados da digestibilidade foram
submetidos a andlise de variancia e teste de F. As andlises estatisticas foram realizadas no
software SigmaPlot v.12.0 com nivel de significancia de 5%. Assim, foi possivel concluir que
ndo houve diferenca significativa na digestibilidade quando comparados os dois tratamentos.
A ingestdo dos nutrientes apresentou uma pequena diferenca entre as dietas. A aldosterona e
ECA apresentaram reducdo em ambos os tratamentos. N&o foi verificado efeito expressivo da
ingestdo dos alimentos sobre a funcdo renal dos animais estudados, deste modo, é possivel
afirmar que inclusao de 10% de farinha de visceras hidrolisadas em alimentos extrusados para
caes de diferentes racas e portes é segura.

Palavras-Chave: aldosterona; peptideos bioativos; nutricdo de cées e gatos; dimetilarginina
simétrica.



ABSTRACT

Hydrolyzed poultry viscera meal (FVH) is a potentially functional ingredient that has been
used in pet food. Recent works have shown that in addition to being a source of protein used
in hypoallergenic foods, FVH has bioactive peptides that are able to beneficially modulate
physiological mechanisms, such as regulating blood pressure through the inhibition of the
angiotensin-converting enzyme (ACE). Thus, the present study aimed to: evaluate the effect
of the consumption of two diets, one with conventional viscera meal and the other with the
inclusion of 10% of FVH, on the renal function of healthy dogs; to evaluate the
antihypertensive capacity of the diets. The experiment was carried out at two private kennels
in Jodo Pessoa and Campina Grande, both cities in Paraiba. Sixteen adult male dogs of
different breeds and sizes, aged 1 to 6 years and body condition score 4 or 5 out of 9, were
selected (Laflamme, 1997). Renal assessment was performed from blood samples taken on
days 0, 60, and 120 by standard venipuncture using vacuum blood collection systems;
Simultaneous urine samples were obtained by cystocentesis. The following analyzes were
performed: creatinine, Na and K. Urinalysis included urine specific gravity, reagent strip
examination, microscopic evaluation of urinary sediment, urinary creatinine, urinary
protein/creatinine ratio (UP/C) and urinary electrolytes Na and K. Symmetrical
dimethylarginine (SDMA) was measured to determine changes in renal function. Systolic
blood pressure was measured in the forelimb in all dogs. The length of the cuff assembly was
approximately 40% of the limb perimeter. All variables were verified for normal distribution
by the Shapiro-Wilk test. To determine the long-term effect of diet, data were analyzed using
two-way mixed model ANOVA with repeated measures of the [time] factor. Post-hoc
comparisons of data were performed using a Tukey-Kramer multiple comparison test.
Digestibility data were submitted to analysis of variance and F test. Statistical analyzes were
performed using SigmaPlot v.12.0 software with a significance level of 5%. Thus, it was
possible to conclude that there was no significant difference in digestibility when comparing
the two treatments. The intake of nutrients showed a small difference between the diets.
Aldosterone and ACE showed a reduction in both treatments. There was no significant effect
of food intake on the renal function of the animals studied, thus, it is possible to affirm that
the inclusion of 10% of hydrolyzed viscera meal in extruded food for dogs of different breeds
and sizes is safe.

Keywords: aldosterone; bioactive peptides; nutrition of dogs and cats; symmetrical
dimethylarginine.
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1 INTRODUCAO

Dentre as principais fontes de proteina usadas pela industria pet food temos a farinha de
visceras de aves convencional (FVC), uma vez que detém equilibrio de aminoacidos
apropriado, possui custo relativamente barato quando comparado com outras fontes de
proteina. E importante ressaltar que a FVC é uma opcdo sustentavel, pois o uso de
subprodutos animais resulta na reducdo da pegada de carbono, tendo em vista que o0s
subprodutos ndo recuperados precisam ser incinerados (Bechaux et al., 2019).
Economicamente, a valorizagdo dos subprodutos animais permite as empresas de alimentos
criar, beneficiar e melhorar sua economia circular.

O processo convencional de obtencdo da FVC consiste, brevemente, no tratamento
térmico do material in natura em altas temperaturas, prensagem para separacao do Oleo e
moagem da fase solida remanescente. Atualmente, novos métodos de processamento com o
uso de enzimas estdo sendo estudados no intuito de melhorar a qualidade final do ingrediente
e obter propriedades funcionais (Brandelli et al., 2015). Além das vantagens econémicas e
ambientais, a valorizacdo dos subprodutos animais constitui um direcionamento estratégico de
pesquisa para a cadeia de abastecimento e producdo de alimentos para animais. Neste
contexto, destaca-se o desenvolvimento da farinha de visceras hidrolisadas (FVH).

A FVH é um potencial ingrediente funcional que tem sido utilizado em pet food. Além
de ser fonte de proteina com caracteristicas desejaveis para compor alimentos
hipoalergénicos, possui também peptideos com caracteristicas bioativas (Bechaux et al.,
2019). Peptideos bioativos podem ser definidos como pequenos fragmentos compreendendo 2
a 20 aminoacidos, obtidos a partir de uma proteina parental que pode modular positivamente
as funcbes fisiologicas do organismo. Alguns peptideos sdo capazes de regular a pressdo
arterial ao inibir a enzima responsavel por elevar a pressdo arterial (enzima conversora da
angiotensina 1, ECA) (Campbell 2003; Murray e FitzGerard 2007). Outros beneficios
relacionados a atividade biologica destes peptideos, como elevar a capacidade antioxidante
organica, também foram relatados (Alves et al., 2021; da Silva et al., 2019; Beermann e
Hartung 2013; Bernardini et al. 2011; Elias et al. 2008; Ohba et la., 2003). Um estudo recente
avaliou o uso de FVH em alimentos para gatos, verificando efeito inibidor da ECA
(Miltemburg et al., 2021). Nao foram localizados estudos neste sentido na espécie canina.

A ECA ¢ responsavel pela conversdo da angiotensina |1 (Angl) em angiotensina 1l
(Angll), potente vasoconstritor e estimulador da secrecdo de aldosterona pertencente ao

sistema renina-angiotensina-aldosterona, o qual esta envolvido no controle da presséo arterial.
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Drogas anti-hipertensivas como enalapril e benazepril atuam inibindo a ECA, porém efeitos
adversos sdo reportados em cdes e gatos (Ames et al, 2019). Contudo, apesar do beneficio
verificado no emprego dos inibidores da ECA, estudos recentes tém demonstrado que a
utilizacdo destes inibidores pode desencadear escape de aldosterona, tornando esta terapia
farmacoldgica por vezes ineficiente (Adin et al., 2020).

Neste sentido, desenvolver alternativas dietéticas que possam eventualmente auxiliar ou
substituir tratamentos farmacoldgicos convencionais, é de grande importancia, pois peptideos
bioativos encontrados nos hidrolisados proteicos podem ser menos potentes do que as
moléculas sintéticas e menos propensos a se acumular nos tecidos corporais e induzir efeitos
colaterais. Estudar o efeito do consumo da FVH na alimentacdo de cdes como modulador do
sistema renina-angiotensina e aldosterona, sobretudo a respeito da sua eficacia e seguranca,
sdo imprescindiveis para respaldar o uso deste ingrediente e compreender seu potencial para
auxiliar ou substituir tratamentos convencionais.

Diante do exposto, esse estudo teve como objetivo avaliar a farinha de visceras de aves
hidrolisada em alimentos extrusados para cdes adultos. Foram objetivos especificos deste
estudo: avaliar o efeito do consumo das dietas na funcéo renal de cdes saudaveis; avaliar a
capacidade anti-hipertensiva das dietas; determinar os coeficientes de digestibilidade aparente
da matéria seca, matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo em hidrolise &cida, energia

bruta e fibra bruta.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROTEINAS HIDROLISADAS E PEPTIDEOS BIOATIVOS

Atualmente, os hidrolisados proteicos tém sido estudados em razdo das propriedades
funcionais que podem ser obtidas a partir da hidrolise enziméatica. Sdo exemplos, a elevagéo
da atividade antioxidante, antimicrobiana, imunomoduladora, atividade inibitdria da dipeptidil
peptidase 1V e inibitéria da ECA (Kang et al., 2020; Brandelli et al., 2015). Na nutri¢do de
animais de companhia, sua aplicacdo ndo é tdo ampla, sendo utilizada principalmente para
reduzir a alergenicidade das proteinas em dietas hipoalergénicas e para compor aditivos
palatabilizantes. Proteinas hidrolisadas também s&o recomendadas para pacientes com doenca
inflamatdria intestinal (Cave, 2006).

Nesse aspecto, diversas fontes proteicas estdo sendo avaliadas em relagdo a sua
capacidade de, ap6s a hidrdlise, fornecer peptideos bioativos. Peptideos bioativos séo

sequéncias especificas de aminoacidos que, além do seu valor nutricional, possuem a
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capacidade de regular diversos processos fisioldgicos afetando a saide de maneira benéfica
(Moller et al., 2008). As visceras obtidas da industria avicola sdo, normalmente, processadas
de maneira convencional para obtencdo da farinha de visceras de aves. No entanto, a hidrdlise
enzimatica desse material € uma alternativa para producdo de um ingrediente com maior
possibilidade de aplicagcbes, como também no fornecimento de peptideos bioativos.
Diferentemente do modo convencional, 0 processamento consiste na drenagem do material
cru e trituracdo, transporte até o reator, aplicacdo da enzima e posterior hidrolise enzimatica,
separacao das fases (fase soluvel, residuo ndo soltvel e gordura), secagem por desidratacdo da
fase soluvel, resfriamento e moagem.

A hidrélise enzimatica consiste na clivagem das ligacdes peptidicas das proteinas pela
acao das proteases, resultando na formacéo de peptideos de diferentes tamanhos moleculares e
aminoéacidos livres (Clemente, 2000). A escolha da enzima a ser aplicada depende da fonte
proteica (matéria prima) utilizada, o grau de hidrolise e as caracteristicas adicionais (por
exemplo, propriedades bioativas) desejadas no produto final. As enzimas podem ser obtidas
de diversas fontes, sendo de animais (ex: pancreatina, tripsina, pepsina, carboxipeptidases e
aminopeptidases), de vegetais (ex: papaina e bromelina), de origem fungicas (Aspergillus
niger, Aspergillus melleus, entre outros) e bacterianas (Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, entre outras) (Rao et al., 1998). Devido a maior facilidade de producdo, rapido
crescimento, pequeno espago necessario para 0 cultivo e grande variedade de atividade
catalitica, as proteases bacterianas sdo as mais utilizadas pelas inddstrias quimicas e
alimenticias (Giongo, 2006).

Os peptideos bioativos sdo inicialmente inativos dentro da proteina de origem e tornam-
se ativos ap0s sua liberacdo, a qual pode ser realizada internamente através das proteases do
trato gastrointestinal ou externamente pelo prévio tratamento acido, alcalino ou enzimatico da
fonte proteica. Visto que a atividade das enzimas enddgenas é incontrolavel, possui sitios
especificos de clivagem e fornece uma quantidade limitada de peptideos bioativos, outras
formas de obtencéo de peptideos bioativos sédo requeridas (Lafarga and Hayes, 2014).

2.2 ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA DOS HIDROLISADOS PROTEICOS DE
ORIGEM ANIMAL

Alimentos de origem animal como leite, ovos e variadas carnes de diferentes espécies
animais demonstraram conter peptideos capazes de auxiliar no controle da pressao arterial em
funcdo da sua atividade inibitoria da ECA (MARTINEZ-MAQUEDA et al., 2012; BHAT ET
AL., 2017).
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No que diz respeito as proteinas de aves, ha evidéncias que peptideos derivados desta
fonte sejam capazes de contribuir para o controle da presséo arterial. Estudos in vitro que
avaliaram a digestdo da carne de aves pelas proteases de Aspergillus spp, proteases gastricas e
simulacdes de digestdo gastrointestinal observaram que por meio destes métodos a carne de
frango libera peptideos capazes de inibir a atividade da ECA (SAIGA et al., 2003; SAIGA et
al., 2008; TERASHIMA et al., 2010; SANGSAWAD et al., 2017). Por sua vez, um estudo in
vivo em ratos espontaneamente hipertensos demonstrou que a administracdo oral (100mg de
peptideos/Kg de peso corporal) de hidrolisados obtidos pela digestdo da proteina da pele de
coxa de frango e da proteina da pele de peito de frango (enzimas alcalase e pepsina) foram
capazes de reduzir a pressdo arterial sistélica, apds 6 horas da ingestdo, em -32,67mmHg e -
31,33mmHg, respectivamente, demonstrando o seu potencial hipotensor (ONUH et al., 2015).
Além disso, em modelos de hipertensdo induzida em ratos, também se constatou que a
ingestdo de extrato de frango e de colageno de frango hidrolisado séo eficazes na reducdo da
pressdo arterial (MATSUMURA et al., 2001; ZHANG et al., 2010).

Em humanos, as principais drogas utilizadas para regular a pressdo como captopril,
benazepril e enalapril atuam inibindo a ECA, porém efeitos adversos séo relatados, sendo eles
angioedema, tosse seca, distirbios do paladar, rea¢fes cuténeas, entre outros (Sica, 2004).
Esses efeitos colaterais, juntamente com a alta incidéncia de pacientes hipertensos e o fato da
hipertensdo ser um fator de risco conhecido para derrames e doencgas cardiovasculares,
contribuiram para a busca de peptideos anti-hipertensivos derivados de alimentos (Ryan et al.,
2011).

Os peptideos bioativos podem inibir a ECA de duas maneiras, ligando-se ao seu sitio
ativo ou modificando sua conformacdo ao ligar-se a um sitio inibidor impedindo a ligacdo da
Ang | ao local ativo (Ryan et al., 2011). Diversos estudos demonstraram a capacidade de
inibicdo da ECA in vitro por hidrolisados de diferentes subprodutos de aves: da crista e da
“papada” (Bezerra et al., 2019), dos pés (Mas-Capdevila et al., 2018), de visceras (dos Santos
Aguilar et al., 2019; Mane and Jamdar, 2017), da pele (Onuh et al., 2015; Yusop et al., 2016),
do colageno comercial obtido de aves (Soladoye et al., 2015), do extrato de osso (NAKADE
et al., 2008), entre outros. No entanto, estudos in vitro, embora sejam uma ferramenta
interessante para avaliar a atividade dos peptideos bioativos, ndo necessariamente confirmam
seu efeito fisiologico (Mas-Capdevila et al., 2018).

Para exercer efeito benéfico in vivo, os peptideos bioativos devem ser resistentes aos
diferentes pH e enzimas do trato gastrointestinal, devendo ser absorvidos pelos enterdcitos

para o soro, chegando completos ao sitio de ligagdo desejado e em quantidade suficiente
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(Lopez-Barrios et al., 2014). Mane e Jamdar (2017) avaliaram a resisténcia de trés peptideos
bioativos obtidos de visceras de frango a degradacdo por enzimas gastrointestinais (pepsina,
tripsina e quimotripsina) e observaram atividade residual de 82% em relacdo a atividade
inicial. Anna et al. (2016) avaliaram o efeito da digestdo gastrointestinal in vitro sobre a
atividade inibitéria da ECA de peptideos obtidos de proteina hidrolisada de frango e
observaram aumento de 2,23 vezes na inibicdo da ECA apds a digestdo. Diversos estudos
também demonstraram a capacidade de absorcdo dos peptideos bioativos pelo organismo
(Ding et al., 2016; Fan et al., 2018; Gallego et al., 2016; Sangsawad et al., 2018).

Além dos fatores citados acima, a forma que o ingrediente contendo os peptideos
bioativos é fornecido ao animal também é importante. Uma vez que, para dietas secas, as
matérias-primas sao misturadas, extrusadas e secas, diversos fatores podem influenciar na

atividade inibitéria da ECA do produto final.

2.3 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (SRAA)

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) é uma cascata neuro-hormonal
ativada em diferentes momentos fisiologicos ou patolégicos no intuito de manter a
homeostasia do sistema renal e cardiovascular. A ativacdo do SRAA inicia com a sintese de
renina nas células epiteliodides do aparelho justaglomerular, sendo armazenados em forma de
grénulos, liberados de forma controlada. Esta liberacdo acontece geralmente em situagdes de
baixa pressdo arterial sistémica, hipovolemia, privacdo de sodio e estimulagdo simpética
(Ames et al, 2019). Por outro lado, o angiotensinogénio é liberado pelo figado ficando livre na
circulacdo sistémica. No sangue, a renina metaboliza o angiotensinogénio, produzindo assim,
a Angl. Posteriormente a enzima conversora de angiotensina (ECA), que é liberada das
células endoteliais, converte Angl em Angll. As acBes da Angll sdo determinadas pelo tipo de
receptor de Angll envolvido. Os efeitos da Angll nos receptores de Angl, levam ao aumento
da retencdo de sddio, vasoconstricdo, estimulacdo da sede e desejo por sal, além do aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico e liberagdo de aldosterona pela glandula adrenal
(Castrop et al, 2005; Sztechmanet al, 2018). Por outro lado, as acdes da estimulacdo dos
receptores de Ang2, sdo contra regulatorias as do receptor tipo-1. A estimulacdo do receptor
tipo 2 produzem efeitos anti-inflamatorios, anti-fibroticos e vasodilatadores (Ames et al,
2019). Nesta ordem de fatores, o principal metabdlito final do SRAA é a aldosterona. A
aldosterona € um regulador chave do equilibrio de sodio, potassio e fluidos corporais (Hall &
Guyton, 2010). A acdo da aldosterona modula a expressdo de canais iénicos, bombas e

trocadores em tecidos epiteliais (especialmente no rim), levando a aumento na reabsorgéo
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transepitelial de Na* e agua e excrecdo de K* (Ames et al, 2019). Além da remodelagdo
patoldgica dos tecidos cardiacos, vasculares e renais (Adin et al, 2020). A exposicao cronica a
altas concentracdes de aldosterona resulta em retencdo excessiva de sddio com expansao do
volume extracelular, favorecendo a perda de potassio e magnésio, diminui a sensibilidade dos
barorreceptores, contribui para a disfuncdo endotelial e inflamagdo vascular e esta associada
com remodelagdo renal, vascular e cardiaca, além de insuficiéncia cardiaca (Ames et al,
2019).

Embora a ativacgdo do SRAA possa compensar estagios iniciais da doenca
cardiovascular e renal, a ativacdo de longo prazo ¢ mal adaptativa. (Ames et al, 2019; Adin et
al, 2020). Assim, na atualidade, a busca de novos protocolos terapéuticos para controlar a

ativacdo do SRAA ¢é necessaria.

2.4 SRAA E FUNCAO RENAL

As células justaglomerulares, as quais produzem renina, estdo localizadas entre as
celulas da macula densa e as arteriolas aferente e eferente, estruturas que formam o aparelho
justaglomerular (Ames et al, 2019). Existem varios mecanismos para a liberagdo de renina
pelas células justaglomerulares incluindo baixa da pressao arterial sistémica, hipovolemia,
privacdo de sdédio e estimulacdo simpatica (Ames et al, 2019). A liberacdo de renina é
aumentada quando a pressdo arterial baixa € detectada pelos barorreceptores intrarrenais,
desencadeando a liberacéo de prostaglandinas (PGE2, PGI2). Por outro lado, a diminuicdo da
reabsorcdo de Na* e Cl™ detectada pela macula densa, estimula a liberacdo de renina através
das prostaglandinas (PGE2, PGI2). A liberacdo de renina também pode ser estimulada por um
mecanismo extra-renal, estimulacdo nervosa simpatica de receptores Bl nas células
justaglomerulares, ativando assim, o sistema SRAA (Riviere, & Papich, 2018). Os principais
efeitos da Angll no rim incluem vasoconstri¢do da artéria interlobular e arteriolas aferentes e
eferentes, resultado em aumento da taxa de filtracdo glomerular (Ilvy & Bailey, 2014). A
vasoconstri¢ao induzida por Angll na maioria dos casos diminui a taxa de filtracdo glomerular
por afetar a arteriola aferente mais do que a artéria eferente. No entanto, durante a hipotensédo
renal, a Angll afeta a artéria eferente em maior extensao do que a artéria aferente, resultando
em aumento da taxa de filtracdo glomerular (Riviere et al 2018).

A administracédo de inibidores da ECA durante a hipotensdo renal (como por exemplo,
em casos de desidratacdo, hipovolemia ou perda de sangue) aumenta o risco de insuficiéncia
renal aguda, pois os farmacos provocam diminuigdo da resposta de vasoconstrigdo da arteriola

eferente mediada pela Angll, o que resulta em reducdo da resisténcia arteriolar eferente, da
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pressdo capilar glomerular e da taxa de filtragdo glomerular. Como consequéncia, ocorre
azotemia aguda e possivel lesdo renal aguda. O potencial nefrotdéxico de inibidor de ECA
pode ser aumentado em caso de deplecdo de sodio, uso de diurético ou insuficiéncia cardiaca
congestiva, e agravado se houver, concomitantemente, doenca renal crénica ou uso de anti-

inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) (Cowgill et al. 2011).

2.5 ESCAPE DE ALDOSTERONA

O escape de aldosterona pode ser definido como uma condicdo na qual os inibidores da
ECA, falham em suprimir efetivamente a atividade do sistema renina-angiotensina-
aldosterona, ou seja, 0 organismo cria maneiras alternativas de ativar a producdo de
aldosterona, sem necessidade ou participacdo da ECA. Os mecanismos pelos quais ocorrem a
passagem da aldosterona ainda ndo sd@o bem compreendidos e o fenbmeno é provavelmente de
origem multifatorial (Bomback & Klemmer, 2007; Nobakht et al, 2011). A explicacdo mais
popular é que vias alternativas e enzimas para conversdo de Angl em Angll sdo evocados,
incluindo quimase e catepsina G. Estudos recentes tém demostrado que outros tipos de
angiotensina (1,12 e 1,25), que séo encontrados em tecidos cardiovasculares e renais, servem
como precursores para peptideos de Angll e podem ser responsaveis pela liberacdo de Angll
(Nagata et al, 2013). Além disso, a quimase, uma serino-protease, catalisa a formacdo de
Angll a partir da Angl (Waanders et al, 2011), permitindo a formag&o de Angll independente
da ECA no tecido. Esta via é provavelmente o principal gerador Angll no tecido (Nagata et al,
2006). Estudos sobre ativacdo do SRAA induzido pela administracdo de amlodipina ou
furosemida tém sido realizados recentemente. Nestes estudos foram observados aumentos de
duas a trés vezes nas concentracGes de aldosterona/creatinina na urina (UAIldo:C), e esta
ativacdo ndo foi controlada com o uso de inibidor da ECA (Atkins et al., 2007; Sayer et al.,
2009; Ames et al 2016). Embora o benazepril suprima com sucesso a ECA, ele ndo reduz
significativamente a excrecdo urinaria de aldosterona induzida por furosemida, indicando
escape de aldosterona (Lantis et al., 2014). A presenca de escape de aldosterona, apesar da
supressdo da ECA, levou a varias hipoteses sobre este mecanismo, incluindo a geracdo de
Angll ndo mediada por ECA e a formagdo extra-adrenal de aldosterona.

Um estudo feito com cées com degeneracdo da valvula mitral, demostrou que o escape
de aldosterona apresentou prevaléncia em 32% de cdes com insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC) e 30% em cées sem ICC. Este trabalho caracterizou o escape de aldosterona pela
concentracdo UAIldo:C > 1.0 ug/g (Ames et al, 2017). Em humanos, aproximadamente 50%

dos pacientes com insuficiéncia cardiaca ndo apresentam escape de aldosterona e, portanto,
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ocorre efeito satisfatorio do benazepril na populacdo com insuficiéncia cardiaca. Contudo, ndo
existe consenso sobre o tempo que este fendbmeno leva para acontecer. Estudos relatam
ativacdo do fendmeno de escape de aldosterona entre 4 e 6 semanas ap0s o inicio da terapia
com inibidor da ECA, ja outros estudos apontam duracdo de 6 a 12 meses (Bomback &
Klemmer, 2007; Waanders et al, 2011).

3 METODOLOGIA

Todos os procedimentos realizados no presente experimento foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB),
com numero de protocolo 3870020621.

3.1 LOCAL

O experimento foi conduzido em dois canis, no Canil Altos do Miramar, localizado na
cidade de Jodo Pessoa e no Canil Quinta Di Cani, localizado na cidade de Campina Grande,

ambas cidades da Paraiba.

3.2 ANIMAIS, DIETAS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram selecionados 16 cdes adultos (6 cdes da raca American Pitbull Terrier, 2 cées da
raca Dacshound Miniatura, 6 cdes da raca Bulldog Francés e 2 cées da raca Shih Tzu),
machos, com idade entre 1 a 6 anos e escore de condi¢do corporal 4 ou 5 de 9 (Laflamme,
1997), que foram divididos igualmente considerando o peso corporal e as racas em dois
tratamentos, : farinha de visceras convencional (FVC), com peso inicial médio 15,92 + 8,24 e
farinha de visceras hidrolisada (FVH), com peso inicial médio 15,59 + 7,98. Os pesos dos

animais estao apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Peso corporal inicial dos caes, em kg, dos tratamentos FVC e FVH.

Peso corporal inicial

Média de peso corporal por tratamento

Tratamento Caes
(kg) (kg)
Dashound Miniatura 45
American Pitbull
Terrier 28,1
American Pitbull o4 5
Terrier :
FVC American Pitbull 15,92
Terrier 20,25
Bulldog Francés 14,4
Bulldog Francés 15,6
Bulldog Francés 14
Shih Tzu 6
Dashound Miniatura 4,15
American Pitbull 99 4
Terrier '
Amerlcan_ Pitbull 10,35
Terrier
FVH American Pitbull 275 15,59
Terrier !
Bulldog Francés 13,7
Bulldog Francés 16,8
Bulldog Francés 15,6
Shih Tzu 5,2

As duas dietas isonutrientes foram formuladas para atender as necessidades nutricionais
de cédes adultos (FEDIAF, 2020), com 31,91% de farinha de visceras convencional para o
alimento FVC e 10% de farinha de visceras de aves hidrolisada e 20,77% de farinha de
visceras convencional para o alimento FVH, descritos na Tabela 2. A farinha de visceras
hidrolisada (Proteina hidrolisada de frango, BRF S.A., Concordia, Brasil) selecionada para o
estudo apresentou satisfatoria inibicdo da atividade da ACE (90,4%) em avaliagdo in vitro
(Miltenburg et el., 2021).
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Tabela 2. Composicdo quimica e de nutrientes estimada em porcentagem das dietas
experimentais com farinha de visceras de aves convencional (FCV) e hidrolisada (FVH).

FVC FVH
Ingredientes (%)
Milho 39,3400 39,0700
Cloreto de Potassio 0,3900 0,3700
Fosfato Bicalcico 0,1700
Levedura de cerveja 1,0000 1,0000
DL Metionina 99% 0,1200 0,1200
Antifungico 0,1000 0,1000
AAM 0,1000 0,1000
Oleo de Visceras Fr. 7,4900 8,7000
Polpa de beterraba 4,0000 4,0000
Quirera de Arroz 12,0000 12,0000
Sal 0,3000 0,3000
Colina 60% 0,1300 0,1900
Oleo de Peixe 18/12 0,5500 0,5500
Antiox. PET-OX PLUS 0,0700 0,0700
Super L- GF 2,0000 2,0000
Px Vit. 150/V3 0,3700 0,3700
Px Min. PP 0,1300 0,1300
Farinha de Aves Hidrolisada 10,0000
Farinha de Aves Convencional 31,9100 20,7600
Composicdo quimica esperada (%)
Proteina Bruta 26,0000 26,0000
Extrato Etéreo 14,5000 14,5000
Matéria Mineral 5,9300 5,3200
Fibra Bruta 1,8000 1,8000
Fibra Dietética Total 4,3300 4,3100
Umidade 7,0900 7,1800
Extrato N&o Nitrogenado 40,2000 40,0000
Amido 33,5900 33,4100

Os cées foram vermifugados, receberam pour-on contra pulgas e carrapatos e, antes do
inicio do periodo experimental foram realizados exames laboratoriais para comprovacao da
salde e aptiddo para participar do projeto. Todos os cdes estavam saudaveis e livres de
doencas. Cada animal foi alimentado de acordo a necessidade energética de manutencdo de
cies de canil (NEM), onde NEM (kcal) = 130 x kg peso corporal %, A quantidade diaria foi
dividida em duas refeicdes, oferecida as 8 e 16 horas. A agua foi fornecida ad libitum.

3.3 COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDADE APARENTE DAS DIETAS



20

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes foram determinados pelo
método de coleta total de fezes, considerando as recomendacdes da American Association of
Feed Control Official (AAFCO, 2014).

As dietas foram ofertadas por um periodo de adaptacdo de cinco dias, seguidos de
quatro dias de coleta. A &gua foi fornecida ad libitum. Os cdes foram alojados em baias
individuas com 2m? de area coberta e 4m? de solario. Os animais foram monitorados e as
fezes coletadas a cada 3 horas nas baias. As fezes recolhidas recebiam o escore fecal, eram
pesadas, acondicionadas em recipientes apropriados e congeladas em freezer (-15°C) para
posterior andlise. A consisténcia fecal foi realizada utilizando notas de 0 a 5, no qual: 0 para
fezes liquidas; 1 para fezes pastosas e sem forma; 2 para fezes macias, mal formadas e que
assumem o formato do recipiente de colheita; 3 para fezes macias, formadas e Umidas, que
marcam o piso; 4 para fezes bem formadas e consistentes, que ndo marcam o piso (escore
ideal); 5 para aquelas também bem formadas, mas duras e ressecadas (CARCIOFI et al.,
2008). Consideram-se normais os valores entre 3 e 4.

As andlises dos alimentos e das fezes foram realizadas no Laboratorio de Andlises de
Alimentos e Nutricdo Animal (LAANA), localizado na Universidade Federal da Paraiba,

Campus 1, no municipio de Areia — PB.

Para determinacdo da digestibilidade dos nutrientes, foi utilizado as fezes dos animais
e o alimento FVC e FVH. As fezes foram pesadas, acondicionadas em sacos plastico,
identificados por dia, animal e tratamento, armazenadas em freezer (-15°C). Para
determinacdo da matéria seca do alimento, foram pesados, acondicionados em sacos plasticos
e identificadas por tratamento. Para determinacdo da matéria seca das fezes, as amostras
foram retiradas do freezer e descongeladas, posteriormente foram homogeneizadas e pesadas
para serem levadas a estufa de ventilacao forcada a 55°C durante 72 horas até manter um peso
constante e garantir a secagem das amostras junto com amostra do alimento. As amostras
foram moidas em moinho do tipo bola, pesadas e secas na estufa a 105°C. A matéria seca foi
determinada por diferenca de peso.

Para determinacdo da matéria mineral ou cinzas, ap0s determinagdo da ASE das fezes,
as mesmas foram para mufla fria por um periodo de quatro horas, depois foram para estufa a
105°C, por no minimo 20 minutos, para posterior pesagem, calculo e obtencdo do peso das
cinzas. A matéria organica foi determinada pela subtracéo:

MO =100 - CZ ------- Umidade (H20) = 100 — MS Total
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A determinacédo do extrato etéreo em hidrdlise cida foi utilizada o Extrator de Gordura
do Tipo Goldfish/Randall Modelo Tecnal. Apés preparo dos bal6es em estufa a 105°C por 3
horas, os mesmos foram identificados para uso posterior. Foram pesadas 2g de cada amostra
em tubos Falcon, adicionado 2ml de alcool etilico P.A e homogeneizado, com aplicacdo de
10ml de solugdo &cida, homogeneizado, e colocados no banho maria a 80°C por 40 minutos,
mexendo a cada 15 minutos. Apo6s 40 minutos, esperou-se esfriar e adicionou 10ml de alcool
etilico e homogeneizacdo. Acrescentou-se 25 ml de éter etilico, fechando bem e agitando
vigorosamente por cerca de 1 minuto. Ap6s a homogeneizacdo, 0s tubos foram para
centrifuga por 8 minutos, retirou-se o sobrenadante com pipeta e colocou a amostra no papel
filtro, apds repeticdo desse procedimento 3 vezes, lavou-se os papeis filtros com 10ml de éter
etilico, com auxilio de pipeta e passagem pelo funil para garantir que toda a gordura escorreu
para o baldo. Apds esse processo, 0s baldes foram para estufa semiaberta, de um dia para o
outro, a 55°C. Retirou-se os balGes da estufa e ap6s esfriar no dessecador, ocorreu a pesagem
dos balGes e a determinacgdo do extrato etéreo em hidrdlise acida.

As demais andlises como teores proteina bruta, energia bruta e fibra bruta foram
determinadas de acordo com AOAC (2006). Todas as andlises foram realizadas em duplicata,

sendo repetidas quando variavam mais de 5%.

34 ATIVIDADE SERICA DA ECA, CONCENTRACAO SERICA DE
ALDOSTERONA E RELAGCAO ALDOSTERONA: CREATININA URINARIA
(UALDO:C)

As amostras de sangue (3 mL) foram coletadas da veia jugular por venopuncao nos dias
0, 60 e 120. A relacdo aldosterona: creatinina urinaria (UAIdo:C) foi determinada nos mesmos
dias de coleta (0, 60 e 120), a partir da coleta de 5 mls de urina por cistocentese, uma vez ao
dia. A determinacdo da atividade sérica da ECA e concentracdo de aldosterona foi realizada

seguindo mesmo protocolo descrito no teste anterior.
3.5 AVALIACAO DE FUNCAO RENAL

As amostras de sangue foram coletadas nos dias 0, 60 e 120 por puncao venosa padréo
usando sistemas de coleta a vacuo de sangue; amostras simultaneas de urina foram obtidas por
meio de cistocentese. As amostras foram coletadas e posteriormente centrifugadas durante 10
min a 1400 g a 4°C para a obtencéo de soro. Posteriormente, foram guardadas em tubos a -

80°C, até o momento da analise. Foram realizadas as seguintes analises: creatinina, Na e K. A
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andlise de urina incluiu gravidade especifica da urina, exame de fita reagente, avaliacdo
microscopica do sedimento urinario, creatinina urinaria, relacdo proteina/creatinina urinaria
(UP/C) e os eletrdlitos urindrios Na e K. As amostras de urina pigmentada foram excluidas
das medicdes de UP/C. A dimetilarginina simétrica (SDMA) foi mensurada para
determinacdo de alteracdo da funcdo renal. Os bioquimicos foram medidos usando métodos
colorimétricos comercialmente disponiveis.
A excrecdo fracionada (EF) de eletrolitos, incluindo Na e K foram calculados de
acordo com a equacao relatada anteriormente (Brown et al, 2015):
EFX = uX sCr/ uCr sX (com base na amostra pontual de urina)
Onde uX e sX foram as concentragdes de um analito especifico na urina e no soro,
respectivamente. Além disso, foram realizadas mensuracGes da relacdo creatinina aldosterona
na urina, (UAIdo:C), com o intuito de mensurar ativacdo do sistema SRAA causada pela

dieta.

3.6 MENSURACAO DA PRESSAO ARTERIAL

Apos aclimatacdo dos cdes, a pressao arterial sistélica (PAS) foi determinada por
metodologia Doppler (DL330, Delta Life, Sdo Paulo, Brasil). As medidas da presséo arterial
foram realizadas de acordo com a recomendacdo do American College of Veterinary Internal
Medicine (Acierno, et al. 2018). A pressao arterial sistélica foi medida no membro anterior
em todos os cdes. O comprimento do conjunto do manguito foi de aproximadamente 40% do
perimetro do membro. A pressdo sistélica média foi determinada pela mensuracdo de trés
medi¢des consecutivas com tolerancia de variacdo maxima de 10%. A hipotensdo foi definida
como PAS <80 mmHg (Acierno et al. 2018).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis foram verificadas quanto a distribui¢cdo normal pelo teste de Shapiro-
Wilk. Para a determinagéo do efeito da dieta ao longo prazo, os dados foram analisados
usando ANOVA modelo misto com dois fatores [grupo (Duas dietas: FVC e FVH) x tempo
(Trés momentos: 0, 60, 120 dias de consumo das dietas)] com medidas repetidas do fator
[tempo]. As comparagOes post-hoc dos dados foram realizadas usando um teste de
comparacdo maltipla Tukey-Kramer. Os dados da digestibilida foram submetidos a analise de
variancia e teste de F. As analises estatisticas serdo realizadas no software SigmaPlot v.12.0

com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o periodo experimental, todos os animais permaneceram saudaveis com
base na auséncia de sinais clinicos e pardmetros sanguineos normais. Todos 0s cées
mantiveram peso corporal adequado para sua idade. As dietas foram bem aceitas pelos
animais, ndo apresentando quadros de recusa, vomito ou diarreia.

Na Tabela 3, estd demonstrado a composi¢cdo quimica analisada, onde € possivel

verificar que houve diferenca na composicao (%) dos nutrientes entre as dietas formuladas.

Tabela 3. Composicdo quimica analisada dos alimentos utilizados no estudo (dados expressos

em matéria seca).

Nutrientes FVC FVH
Umidade (%) 6,64 6,21
Proteina bruta (%) 26,63 26,90
Extrato etéreo em hidrdlise acida (%) 13,74 14,99
Matéria mineral (%) 5,95 4,53
Matéria organica (%) 94,05 95,47
Matéria seca (%) 93,36 93,79
Energia bruta (kcal/kg) 5373,00 5142,00
Energia metabolizavel (kcal/kg) 4840,00 4505,00

Na tabela 5 estdo demonstrados a ingestdo dos nutrientes pelos cdes alimentados com
FVC e FVH. Observou-se uma diferenca na ingestdo de nutrientes, como matéria seca,
matéria organica, extrato etéreo, fibra bruta, extrativo ndo nitrogenado, proteina bruta e
energia metabolizavel, o ideal é que ndo houvesse essa diferenca na ingestdo de nutrientes, ja
gue se objetiva uma semelhanca na mesma para que ndo haja impactos na digestibilidade. Nao
obstante, apesar de estatisticamente haver uma pequena variagdo dos nutrientes ingeridos, néo
foi observado impactos fisioldgicos que impactassem na avaliacdo da digestibilidade das
racdes, resultados semelhantes obtidos por Rossin; et al. (2022) para 0s mesmos tratamentos

em experimento com gatos.
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Tabela 4. Ingestao de nutrientes dos cées alimentados com os alimentos FVC e FVH.

Nutrientes Alimento P valor?
FVC FVH
Matéria Seca 28,5+0,3 29,2+0,6 <0,001
Matéria Organica 26,8 +0,2 27,9+0,6 <0,001
Extrato Etéreo 3,90 44+0,1 <0,001
Fibra Bruta 0,5 0,60 <0,001
Extrativo Nao

Nitrogenado 149201 151203 0,397
Proteina Bruta 76x0,1 79+0,2 <0,001
Energia Metabolizavel 4,70 4,6+0,2 0,0138

1Foi estabelecido nivel de significancia de 5% (P<0,05) e tendéncias consideradas quando 0,05<P<0,010.

Na Tabela 5 estdo descritos os coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca,
matéria organica, extrato etéreo, proteina bruta, energia bruta, extrativos ndo nitrogenado e
fibra bruta dos alimentos FVC e FVH. A digestibilidade aparente dos nutrientes foi
semelhante entre os tratamentos (P>0,05), corroborando com os dados apresentados por
Rossin; et al. (2022) que em estudo com farinha de visceras hidrolisada em dietas extrusadas
para gatos em comparagdo com farinha convencional, verificou semelhante digestibilidade
aparente entre o0s nutrientes comparando os tratamentos. No entanto a fibra bruta foi
significativa (P <0,05), sendo uma maior média para caes que consumiram a FVVH comparado
ao consumo de FVC.

Os niveis de fibra nos alimentos comerciais foram constatados em estudos anteriores
(Burrows et al., 1982; Fahey et al., 1990a, 1990b), demonstrando que alimentos com maior
teor de fibras apresentaram menor digestibilidade. Porém, segundo Carciofi; et al. (2005) a
fibra bruta no alimento, quantifica apenas fragcdes da fibra de baixa fermentacao, dessa forma,
ndo demonstra o comportamento digestivo do alimento, ndo influenciando a digestdo das
dietas, nem demostrando menor digestibilidade da dieta, sendo assim as fracGes de fibra bruta

pouco explicam o comportamento digestivo do alimento.



Tabela 5. Coeficientes de digestibilidade aparente dos alimentos FVC e FVH.
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Digestibilidade Aparente Alimento P valor?
FVC FVH

Matéria Seca 82,43 +1,23 82,57 +1,85 0,442
Materia Organica 86,65 + 1,49 86,55 + 1,07 0,902
Extrato Etéreo 93,57 £ 0,79 93,98 + 0,77 0,134
Proteina Bruta 85,85+ 1,61 86,1 + 1,54 0,373
Energia Bruta 88,44 + 1,37 87,73+1,14 0,127
Extrativo Nao Nitrogenado 87,63 = 2,00 86,97 + 1,49 0,238
Fibra Bruta 9,59 + 17,26 28,22 + 18,68 0,038

1Foi estabelecido nivel de significancia de 5% (P<0,05) e tendéncias consideradas quando 0,05<P<0,001.

Na tabela 6 estdo demonstrados os parametros renais durante o consumo de FVH e
FVC pelos cdes do experimento. Os resultados dos parametros renais em comparagao com 0S
dois grupos da dieta ofertada aos cées, ndo tiveram divergéncia significativa. Considerando o
efeito intervalo (tempo), foi possivel constatar estatisticamente um efeito nos parametros dos
perfis renais, aumentando ao longo do tempo, considerando o intervalo: Dia 0, 60 dias e 120
dias. Dessa forma, foi possivel constatar que o uso da FVH a longo prazo é seguro e benéfico

com relacdo ao aumento do perfil de antioxidantes avaliado.

As concentracdes de sodio e potassio apresentaram valores similares na dieta FVH e
FVC néo tendo efeito significativo (P>0,05). Corroborando com o estudo feito por Anna et. al
(2016), onde avaliaram que a ingestdo de proteina hidrolisada de frango fez ocorrer um
aumento na inibicdo da ECA apds a digestdo, na tabela 6 é possivel comparar que apesar de
semelhantes as médias da ECA entre as dietas, a FVH demonstrou uma maior inibicdo da
ECA comparado a FVC diminuindo ao longo do tempo, estando no momento 120 uma menor
média para FVH (P>0,05), corroborando com os resultados apresentados por Miltenburg et al.
(2020), onde foi feita a mesma avaliacdo em felinos que demonstrou tendéncia de redugéo da
ECA.. Em ambos os tratamentos o nivel de aldosterona apresentou-se diminuido no periodo
60 sendo mais significativo na dieta FVC, estando proximo do nivel mensurado no periodo
basal no momento 120. Os demais parametros avaliados tiveram efeito significativo
estatisticamente no intervalo de tempo (P>0,05), ndo havendo diferenca entre 0s grupos bem

como na interagdo grupo-intervalo.
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Os resultados das mensuracOes de creatinina e SDMA demonstram que a utilizagéo a
longo prazo de FVVH ndo causou lesam renal nos animais, uma vez que o aumento dos valores
séricos da SDMA pode ser observado previamente ao aumento da creatinina sérica quando na
presenca de lesdo renal aguda, doenca renal cronica (DAHLEM et al., 2017) ou célculos
renais (HALL et al., 2017), enquanto permanecem inalterados em animais saudaveis
(NABITY etal., 2015).

Devido a limitacdo no estudo ndo foi possivel mensurar e avaliar a Pressdo Arterial
Sistolica de maneira fidedigna, uma vez que os cdaes tiveram picos de estresse durante o

manejo e mensuragéo.



Tabela 6. Pardmetros renais avaliados durante o estudo.
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FVC FVH P valor
Basal dia 0 60 dias 120 dias Basal dia 0 60 dias 120 dias grupo intervalo interacdo

Creatinina 0,96 + 0,282 1,47+£0,33 b 1,48+£0,36 b 0,99 + 0,262 1,43 £ 0,45b 1,27 +0,33b 0,601 <0,001 0,391

Ureia 39,00 + 16,542 55,36 £ 11,77b 50,91+ 14,99ab 42,75+12,03 5250+12,83 44,39+11,90 0,689 0,013 0,96
SDMA 9,38 +1,85? 11,75+ 3,11ab 13,63 £ 3,38b 10,25 £ 2,49 12,25+ 1,98 12,13 £ 1,46 0,958 0,003 0,0323
Na 146,95+ 14,21 149,63 + 12,52 149,24 + 4,83 145,38 + 6,67 151,63+10,21 144,38+6,41 0,711 0,282 0,511

K 4,91 £0,80 5,64 £0,37 4,90 £ 0,55 4,89 + 0,882 5,93 £ 0,682 4,87 £ 0,242 0,689 <0,001 0,701
ECA 39,23+10,33  31,38+5,10b 23,03+ 7,42¢c 34,84 +10,60° 34,63+6,02b 21,70+4,21b 0,762 <0,001 0,281
Aldosterona 44,17 £19,38% 17,07+ 1,57b 39,16 + 9,09¢ 49,38 + 20,61* 18,84+ 3,77b 39,77 +18,11c 0,505 <0,001 0,909
FeNa 0,62 £0,28b 2,72 £ 0,64c 3,25 + 2,062 0,54 + 0,162 2,78 £ 1,26b 2,69+ 1,35c 0,562 <0,001 0,735
FeK 1,44 + 0,68c 2,61 +0,68? 1,09 + 0,66b 0,92 £0,31c 2,65+ 0,99 0,91 +£0,70b 0,377 <0,001 0,451

Letras diferentes (a, b, ¢) na coluna indicam diferencgas significativas entre as médias dos tratamentos
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5 CONCLUSAO

N&o houve diferenca significativa na digestibilidade dos nutrientes quando
comparados os dois tratamentos. A ingestdo dos nutrientes apresentou uma pequena diferenga
entre as dietas, porém, como essa diferenca ndo foi discrepante ndo houve influéncia na
avaliacdo da digestibilidade e pode ser justificado pela divergéncia da composi¢cdo quimicas
das dietas. A ECA apresentou reducdo em ambos 0s tratamentos, sendo mais significativo no
momento 120 para a dieta FVH. A aldosterona também apresentou diminuicdo em ambos 0s
alimentos extrusados sendo mais significativo no tratamento FVC. A creatinina e a SDMA
mantiveram-se dentro dos valores de referéncia para animais saudaveis, assim ndo foi
verificado efeito significativo da ingestdo dos alimentos sobre a funcéo renal dos animais
estudados. Deste modo, é possivel afirmar que inclusdo de 10% de FVH no alimento

extrusado para cées é seguro.
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