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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar os perfis metabdlicos do soro sanguineo de cées diabéticos em comparacéo ao de
caes saudaveis. Os metabdlitos foram identificados a partir de espectros de ressonéncia magnética nuclear de 1H (RMN) de
ata resolucdo, analise de componentes principais (PCA) e analise discriminante de quadrados ortogonais parciais (OPLS-
DA), que foram construidos usando o pré-processamento de escala de pareto do soro sanguineo dos animais, de acordo com
0s componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2). O espectro do grupo diabético demonstrou aumento significativo nas
permissdes de algumas atribui¢des de metabdlitos de sinais RMN. O grupo diabético agrupou-se em componentes principais
negativos (PC2), mas generalizou-se através de componentes principais positivos (PC1). Os metabdlitos que influenciaram a
separacdo no eixo 1 foram a- e [3-glicose. Além disso, animais distribuidos em PC2 positivo apresentaram concentracdes mais
elevadas de glicose e lactato. Caes diabéticos, em PC2 positivo, apresentaram concentragdes mais el evadas de lipidios, lactato
e aminoécidos de cadeia ramificada (BCAA). Concluiu-se que o perfil de metabdlitos de cées diabéticos difere do
determinado em cées saudaveis. Caes diabéticos apresentaram aumento de glicose, lactato, BCAA elipideos.
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UNTARGET SERUM METABOLOMICSANALYSISCOMPARING HEALTHY AND
DIABETIC DOGS

Abstract: The aim of this study was to evaluate the metabolic profiles of the blood serum of diabetic dogs compared to
healthy dogs. The metabolites were identified from high-resolution 1H nuclear magnetic resonance (NMR) spectra, principal
component analysis (PCA) and partial orthogonal square discriminant analysis (OPLS-DA), which were constructed using
preprocessing pareto scale of the animals' blood serum, according to principal components 1 (PC1) and 2 (PC2). The
spectrum of the tested diabetic group increased significantly in the permissions of some metabolite assignments of NMR
signals. The diabetic group was grouped into negative principal components (PC2), but generalized through positive principal
components (PC1). The metabolites that influenced the separation on axis 1 were a- and 3-glucose. Furthermore, animals
distributed in positive PC2 showed higher levels of glucose and lactate. Diabetic dogs, with positive PC2, presented higher
levels of lactate, lipids and branched-chain amino acids (BCAA). It was concluded that the metabolic profiles of diabetic dogs
differ from healthy dogs. Diabetic dogs had increased glucose, lactate, BCAA and lipids.
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Introducéo: O diabetes mellitus (DM) em cées é caracterizado pela deficiéncia parcial ou absoluta de insulina, decorrente da
perda das células beta-pancreéticas (O’ KELL & DAVISON, 2023). A andlise metaboldmica, por suavez, permite identificar
novos biomarcadores e assim elucidar novos principios para as diferentes particularidades das doencas, desde de sua origem,
tratamento e prevencdo. A etiologia do diabetes mellitus canino assemel ha-se em diversos aspectos ao diabetes mellitustipo 1
(DM1) em humanos, portanto, os cdes tornam-se um modelo experimental para estudos de DM1 em humanos (NELSON &
REUSCH, 2014). Além disso, as variaveis observadas na andlise metabol 6mica de caes diabéticos sdo semelhantes a de
roedores e humanos (O'KELL et a., 2021). O objetivo desta pesquisa foi avaliar os perfis metabolicos em amostras de soro
sanguineo de caes diabéticos e compara-los com os de cdes saudaveis, por meio da metabol 6mica.

Material e Métodos: Dez cées diabéticos e dez cées saudaveis foram selecionados. Todas as amostras de sangue foram

coletadas pela manhd, o soro foi separado por centrifugagdo (1600g, 15 minutos) em até 30 minutos apds a coleta e
armazenado a —80°C. Os metabdlitos foram identificados nos espectros de ressonancia magnética nuclear de 1H (RMN) de
alta resolucdo. Na sequéncia, andlise de componentes principais (PC) e andlise discriminante de quadrados ortogonais
parciais (OPLS-DA) foram construidas a partir de pré-processamento de escala de pareto do sangue dos animais. Todos os
experimentos de RMN foram realizados a 300 K, em um espectrémetro Bruker AVANCE 11l HD 600 NMR. Este foi

equipado com sonda de deteccdo multinuclear de 5mm com gradiente z. Todos os desvios quimicos de 1H e 13C NMR foram

observados em ppm relacionados ao sinal DSS a 0,00 ppm como referéncia interna e foi aplicado alargamento de linha
exponencial de 0,3 Hz. Apds atransformagao de Fourier, os espectros foram faseados manual mente (zero e primeirafase) e
as linhas de base foram corrigidas. Os metabdlitos foram atribuidos com base nos deslocamentos quimicos e multiplicidades
de sinal, no software Chenomix. A andlise multivariada dos espectros de *H NMR das 20 amostras de soro foi realizada no
software SIMCA-P (versdo 16.0, Umetrics). A analise de componentes principais (PCA) e a andlise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) foram realizadas por meio de pré-processamento de escala de Pareto para o conjunto

de dados (53 observagdes x 236 variaveis).

Resultado e Discussdo: O espectro do grupo diabético demonstrou aumento significativo de algumas atribui¢fes de
metabdlitos de sinais de RMN (Figura 1). Os espectros dos animais diabéticos agruparam-se em componentes principais
negativos (PC)1, mas generalizaram-se através de PC2. Os metabdlitos que influenciaram a separacéo no eixo 1 foram a e 3-



glicose. Além disso, animais distribuidos em PC2 positivo apresentaram concentragcdes mais €levadas de glicose e lactato
(Figura 2). Caes diabéticos, com PC2 positivo, apresentaram concentragcdes mais €levadas de lipidios, lactato e aminoacidos
de cadeia ramificada (BCAA) (Figura 3). O aumento do lactato pode estar associado a diminui¢do do potencial de agéo do
horménio insulina (JIN & MA, 2021) e ao decréscimo de metabdlitos integrantes da glicolise (DUTTA et al., 2016). Estudos
em humanos apontaram aumento de BCAA em pacientes diabéticos (DUTTA et al., 2016) e o mesmo foi observado para caes
diabéticos. As maiores concentragtes de BCAA apresentadas pelos animais diabéticos pode ser justificada em decorrénciado
aumento de valina observados nestes animais (O'KELL et a., 2021). Por fim, o aumento de lipidios foi descrito em humanos
(DUTTA et al., 2016; VANGIPURAPU et al., 2021) e é justificado pelas alteragdes metabdlicas em caes diabéticos, como a
hiperlipidemia (TEIXEIRA, 2020).
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Figura 1. Espectros 1D NOESY-prega; 1H NMR (600 MHz, 300 K) dos pnincipais
metabdlitos detectados; (A) animais diabéticos; (B) animais saudaveis
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Figura 2. Andlise de componentes principais (PCA) de dados de 1H NMR de soro de
clies; (A) PCA Score grafico de dispersdo do primeiro componente principal (PC1) versus
segundo componente principal (PC2); (B) Grafico da coluna de carregamentos de PC1
do PCA, que aponta os principais metabélitos que influenciaram a separagio; (C) Gréfico
da coluna de carregamentos de PC2 do PCA. que aponta os principais metabdlitos que
influenciaram a separacdo

Figura 3. Analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) de dados de
IH NMR de soro de cées; (A) Grafico de dispersio de pontuagio PLS-DA do eixo 1
versus eixo 2; (B) grafico da coluna de cargas do eixo 1 do PLS-DA - principais
metabdlitos que influenciaram na separacio: (C) Grafico da coluna de carregamentos do
eixo 2 do PLS-DA - principais metabolitos que influenciaram a separagio

C: animais saudaveis; QC: pool de controle de qualidade das amostras; D: animais diabéticos.

C: animais sauddveis; QC: pool de controle de qualidade das amostras; D: animais diabéticos

Conclusao: Concluiu-se que o perfil de metabdlitos de caes diabéticos, determinado de forma mais ampla por meio da
metabol dmica, difere do observado em cées saudaveis. Caes diabéticos apresentaram aumento de glicose, lactato, BCAAs e
lipidios.
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