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RESUMO

MATHEUS, L. F. O. Avaliacéo dos efeitos digestivos, fermentativos e imunoldgicos de
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) inativadas e enriquecidas em meio de cultura em
dietas para gatos adultos. [Effects of increasing levels of yeast (Saccharomyces cerevisiae)
on digestibility, fecal fermentation and immunological parameters in diets for adult cats].
2016. 61 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2016.

As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo consideradas importantes matérias primas na
nutricdo animal pela sua capacidade prebidtica. Os prebidticos sdo compostos ndo digeridos
pelo organismo animal, mas que sdo fermentados pelos microrganismos do trato
gastrintestinal, cujos produtos sdo capazes de prover beneficios ao hospedeiro. A fermentagéo
depende de fatores como: substrato utilizado para o0 seu crescimento, método de fermentacéo,
modo e condicdo de secagem e idade das células. Assim, 0s processos produtivos modernos
tém como intuito a producdo de leveduras com elevado potencial prebidtico. Este estudo
objetivou avaliar os efeitos de teores crescentes de leveduras com metabdlitos ativos (LSC;
baseada na fermentacdo de substratos especificos) na digestibilidade aparente dos nutrientes
da dieta, microbiota e produtos da fermentacdo fecal e parametros imunoldgicos de gatos
adultos. Foram utilizados 27 gatos adultos, idade média de 9,44+5,35 anos, machos e fémeas,
sem raca definida e saudaveis. Os animais foram distribuidos em delineamento em blocos
casualizados (idade), constituido de trés tratamentos experimentais, denominados: DC (dieta
controle), LSC 0,3 (dieta controle com 0,3% de leveduras com metabdlitos ativos) e LSC 0,6
(dieta controle com 0,6% de leveduras com metabdlitos ativos). Os resultados obtidos foram
analisados através do programa computacional Statistical Analysis System (SAS Institute Inc.,
2004), sendo considerados significativos valores de p<0,05 e as médias comparadas pelo teste
de Tukey. Verificou-se que a incluséo do aditivo alterou apenas a digestibilidade aparente da
fibra bruta, da matéria mineral e energia metabolizavel (p<0,05). J& em relacdo aos produtos
da fermentacdo e microbiota das fezes, observou-se reducdo em &cido latico (p=0,0040) e
Clostridium perfringens (p=0,0226) com a inclusdo do prebidtico e diminuicdo do acido
isovalérico (p=0,0144) no tratamento LSC 0,3. Pode-se concluir que o aditivo, nos teores de
inclusdo avaliados, parece apresentar potencial prebidtico em relacdo aos produtos da
fermentagdo e microbiota fecal.

Palavras-chave: Acidos graxos de cadeia curta. Aminas biogénicas. Felinos. Fermentac&o.

Microbiota fecal.



ABSTRACT

MATHEUS, L. F. O. Effects of increasing levels of yeast (Saccharomyces cerevisiae) on
digestibility, fecal fermentation and immunological parameters in diets for adult cats.
[Avaliacdo dos efeitos digestivos, fermentativos e imunologicos de leveduras (Saccharomyces
cerevisiea) inativadas e enriquecidas em meio de cultura em dietas para gatos adultos]. 2016.
61 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2016.

Saccharomyces cerevisiae yeast are considered important raw materials in animal nutrition
due their prebiotic capacity. Prebiotics are compounds not digested by animal organism, but
are fermented by microorganisms in the gastrointestinal tract, which products are capable of
providing benefits to the host. The fermentation depends on factors such as: substrate used for
growth, fermentation method, way and drying condition and age of the cells. Thus, modern
production processes have the objective of producing yeast with high prebiotic potential. This
study aimed to evaluate the effects of increasing levels of yeast with active metabolites (LSC)
based on the fermentation of specific substrates on apparent digestibility of diet nutrients,
microbiota and fecal fermentation products and immunological parameters in adult cats.
Twenty seven male or female cats with mean weight of 4.19 + 0.83kg and mean age of 9.44 +
5.35 years were used and distributed in an unbalanced randomized block design (age),
consisting of three experimental treatments, DC (control diet), LSC 0.3 (control diet with
0.3% yeast with active metabolites) and LSC 0.6 (control diet with 0.6% yeast with active
metabolites). The results were analyzed using the computer program Statistical Analysis
System (SAS Institute Inc., 2004), with significance level of p<0.05 and the averages
compared by Tukey test. The inclusion of the additive only changed the apparent digestibility
of crude fiber and mineral content (p<0.05). Regarding the fermentation products and
microbiota of feces, there was a reduction in lactic acid (p=0,0040) and Clostridium
perfringens (p=0,0226) with inclusion of prebiotic and decreased of isovalerate (p=0,0144)
in the LSC 0.3 treatment. It can be concluded that the additive, in the levels of inclusion

assessed, seems to have prebiotic potential on fecal fermentation products and microbiota.

Keywords: Short-chain fatty acids. Biogenic amines. Felines. Fermentation. Fecal microbiota.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, 0 mercado pet food e os produtos e servicos destinados aos animais de
companhia tém crescido de forma significativa. De acordo com a Associagdo Brasileira da
Industria de Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET), o Brasil possui a quarta maior
populacdo de animais de estimacdo mundial, o que totalizam 200 milhdes de pets. Destes,
52,2 milhdes sdo cées e 22,1 milhdes sdo gatos, sendo que a populacdo canina ultrapassa o
namero de criangas nos lares brasileiros, que representa 44, 1 milhGes. O Brasil se mantém na
segunda posi¢do mundial no ranking em relacdo a populagdo de cées e gatos no mundo, sendo
superado apenas pelos Estados Unidos.

A introducdo de alimentos comerciais funcionais com o objetivo de trazer beneficios a
salde de animais de companhia ocorreu nas Gltimas décadas, devido ao aumento significativo
na populacdo de cdes e gatos associado a estreita relacao afetiva entre estes animais e 0s seres
humanos, sendo os primeiros, considerados membros das familias, fatores que refletiram na
maior conscientizacdo dos proprietarios em relacédo a escolha dos alimentos (GOMES, 2009).

Similar & nutricdo humana, a nutricdo de animais de companhia esta em constante
avanco e 0s nutricionistas buscam ingredientes funcionais que promovam beneficios além da
nutricdo basica (MIDDELBQOS, 2007a), pois a longevidade e a qualidade de vida de cdes e
gatos sdo as grandes preocupacles dos tutores. Neste sentido, surge a incorporacdo de
diversos ingredientes funcionais nos alimentos, dentre os quais destacam-se os prebiéticos,
que sao definidos como ingredientes nutricionais ndo digeriveis, que produzem beneficios ao
hospedeiro por estimularem de forma seletiva o crescimento e a atividade de um grupo ou
mais de bactérias intestinais benéficas (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Segundo Hesta et al. (2001) a funcdo desempenhada pela microbiota intestinal na
salde do hospedeiro ocasionou grande interesse pela modulacdo da composicdo destes
microrganismos presentes no trato gastrintestinal, a qual é responsavel pela producdo de
diversos compostos, principalmente com a utilizacdo de ingredientes com potencial efeito
prebiotico.

As leveduras secas de cervejaria e de cana de aguUcar, principalmente Saccharomyces
cerevisiae, se apresentam como importantes matérias primas na nutricdo animal, pelo alto

conteddo proteico, caracterizando-se como importante fonte proteica para diversos animais
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(PEREIRA, 2001; MOREIRA et al., 2002; CASTILHO, 2004; PEZZATO, 2006; MARTINS,
2009), de vitaminas do complexo B (B1, B2, B6, acido pantoténico, niacina, acido folico e
biotina) e de minerais, além de possuirem componentes com potencial capacidade prebidtica
(MIDDELBOS et al., 2007; GOMES, 2009; SANTOS et al., 2015), caracteristicas que as

enquadram como alimento funcional.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leveduras

Segundo Bourgeois e Larpent (1995) as leveduras tratam-se de um grupo de
microrganismos com ampla utilizacdo em diversos processos fermentativos, que possuem
como vantagens em relacdo a outros microrganismos a capacidade de assimilar grande
variedade de substratos, alta velocidade de crescimento e facilidade de separacdo de sua
biomassa (ICIDCA, 1999). Sua producdo € proveniente principalmente dos setores
sucroalcooleiro, cervejeiro e de panificacdo (CHAUD et al., 2007).

As leveduras de cervejaria em processo industrial possuem habilidade de metabolizar
eficientemente os constituintes do mosto, que é o caldo resultante da mistura fervida de malte
e agua, rico em acucares fermentaveis. Esse caldo é filtrado, para receber o llpulo e o
fermento ser transformado em &lcool e gas carbonico, a fim de produzir uma cerveja com
qualidade e estabilidade sensorial satisfatéria (CARVALHO et al., 2006). Nas destilarias de
alcool (etanol) e nas cervejarias sdo gerados excedentes de células de levedura que, inativadas
termicamente ou ndo, poderdo ser usadas diretamente (células integras de levedura) ou serem
processadas para obtencdo de varios derivados (RAMOS et al., 2011), que sdo usualmente
incorporadas a nutricdo humana e animal.

Neste sentido, processos produtivos modernos tem objetivado a producéo de leveduras
com elevado potencial prebiotico, dentre os quais se destacam as leveduras produzidas através
de fermentacdo anaerdbia com substratos baseados em liquidos e cereais selecionados, as
quais parecem apresentar teores diferenciados de residuos celulares, componentes da parede
celular, nucleotideos, acidos organicos, vitaminas, minerais e polifendis, caracteristicas estas
que podem influenciar na modulacdo da microbiota intestinal e no status inflamatério e
imunologico, além de realcar a capacidade antioxidante dos individuos.

Durante o processamento das leveduras, a partir da fermentacdo anaerdbica com
substratos, liquidos e cereais selecionados, sdo produzidas leveduras com metabdlitos ativos,

gue possuem em sua composi¢do mananoligossacarideos (MOS), beta glucanos, nucleotideos,
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acidos organicos, polifendis, aminoacidos, vitaminas e minerais. Desta forma, a levedura com
metabolitos ativos, possui além das células residuais, 0 meio de fermentacdo e metabolitos.

No entanto, a composicdo centesimal da parede celular de levedura (PCL) é bastante
variavel, conforme relatado por Fleet (1991) que observaram que esta pode possuir entre 30 a
60% de glucanos, 25 a 50% de mananos, 13 a 15% de proteina, 2 a 14% de lipidio e 1 a 2%
de quitina. Sendo que fatores relacionados ao processo de obtencdo apresenta impacto
relevante na composicdo do microrganismo, dentre 0s quais destacam-se: substrato utilizado
para 0 seu crescimento, grau de aeracdo do meio, espécie da levedura, tratamento a que o
meio de cultura é submetido, concentragdo de sais (BUTOLO, 1997), método de fermentacao,
modo e condicdo de secagem e idade das células (DESMONTS, 1968), fatores estes
relacionados aos anseios das empresas produtoras. Dentre 0s componentes que podem
constituir as leveduras com capacidade prebidtica, estdo presentes os MOS e beta-glucanos,
na parede celular (PCL), além do extrato celular rico em nucleotideos.

Mananoligossacarideos (MOS) s&o oligossacarideos de interesse para varias espécies,
apresentam a capacidade de modular o sistema imunoldgico e a microbiota intestinal, ligam-
se a ampla variedade de micotoxinas e preservam a integridade da superficie de absorcao
intestinal (ROBERFROID, 2002). A inclusdo de MOS na dieta proporciona selecdo de
bactérias benéficas, ao invés de populacbes bacterianas como clostridios e enterobactérias,
devido a mudanca de nutrientes utilizados pelos microrganismos no intestino grosso
(TORTORA et al., 2002).

As B-glucanas sdo polissacarideos também constituintes estruturais da parede celular
de leveduras, obtidas a partir da fermentacdo S. cerevisiae, constituida por um esqueleto linear
central de unidades de glicose ligadas na posicdo B (1-3), com cadeias laterais de tamanhos
variados, igualmente de glicose, porém, unidas em [ (1-6) (DIJKGRAAF; LI; BUSSEY,
2002). A B-glucana é caracterizada como um modificador da resposta bioldgica, que ocorre,
inicialmente, pelo seu reconhecimento por receptores presentes na superficie celular
encontrados em macrofagos/mondcitos, neutrofilos, linfocitos T e células natural killer (NK)
(ADEREM; ULEVITCH, 2000; BROWN; GORDON, 2001).

Os nucleotideos s&o capazes de produzir importantes efeitos fisiolégicos no organismo
e possuem fungbes como armazenamento de energia na forma de ATP, componente de
enzimas (NAD, FAD), mensageiros de processos celulares (AMPc), intermediarios de reacfes

de sintese de glicogénio, glicoproteinas e acidos graxos, entre outros (VILELA et al., 2000;
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FEGAN, 2006). Os efeitos benéficos proporcionados pelos nucleotideos descritos sdo: a
modulacdo do status imune, com a diminuicdo de ocorréncia de infeccbes por virus e
bactérias, auxilio no crescimento e recuperacdo de tecidos pela sintese de DNA e
favorecimento do crescimento e desenvolvimento do intestino delgado (CARVER &
WALKER, 1995; FERGAN, 2006). Estudos que utilizaram a suplementacdo de nucleotideos
demonstraram melhora das fungdes imunitarias em seres humanos (MARTINEZ-AUGUSTIN
etal., 1997; GIL, 2002) e camundongos (NAVARRO et al., 1996; JYONOUCHI et al., 2003).

2.2 Prebiodticos

Os prebidticos sdo definidos como compostos ndo digeridos pelo organismo animal,
mas que sdo seletivamente fermentados pela microbiota do trato gastrintestinal e assim
estimulam o crescimento e/ou a atividade de alguns destes microrganismos capazes de prover
beneficios ao hospedeiro (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Dentre as caracteristicas para as
substancias serem classificadas como prebioticas, CRITTENDEN; PLAYNE (2009) citam:
incapacidade de digestibilidade pelo hospedeiro (ou parcialmente digerido), ndo absorvivel no
intestino delgado, fracamente fermentavel pelas bactérias da microbiota oral e por bactérias
patogénicas do trato gastrintestinal e possibilidade de fermentacdo pelos microrganismos
benéficos.

Essas fibras dietéticas e oligossacarideos ndo digeriveis sdo os principais substratos de
crescimento dos microrganismos intestinais. Tais compostos estimulam o crescimento da
populacdo microbiana, como as Bifidobacterias e os Lactobacillus que sdo considerados
benéficos a salde humana (BLAUT, 2002). Alguns efeitos atribuidos aos prebidticos sdo a
modulacdo de funcgdes fisioldgicas, como a absorcdo de célcio, o metabolismo lipidico, a
modulacdo da composicdo da microbiota intestinal, a qual exerce papel fundamental na
fisiologia gastrintestinal e a reducao do risco de cancer de célon (ROBERFROID, 2002).

As populagbes de microrganismos do TGI sofrem influéncia de inimeros fatores na
colonizacdo e diversidade, dentre os quais a disponibilidade de nutrientes, o pH luminal, a
presenca de substancias antibacterianas naturais (bacteriocinas) e o estimulo do sistema imune

(GOMES, 2009). Prebidticos sdo adicionados a dieta com o objetivo de estimular o
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crescimento e a estabilidade das populagdes microbianas produtoras de acidos organicos
(&cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e acidos latico), em relacdo aos demais. Estes
produtos de fermentacdo reduzem o pH luminal e, juntamente com outras substancias
antibacterianas e enzimas produzidas por esta mesma microbiota, podem inibir a proliferacdo
dos microrganismos nocivos, tais como Escherichia coli, Clostridium sp. e Salmonella.

Salmonella e Escherichia coli, microrganismos gram negativos, ndo possuem a
capacidade de fermentacdo dos frutoligossacarideos (FOS) e mananoligossacarideos (MOS),
que podem ter seu crescimento reduzido com a presenca desses compostos, desta forma
podem ser utilizados como inibidores do crescimento de bactérias patogénicas (FLEMMING,
2005; GOMES, 2009).

Em cées, Middelbos et al. (2007b) incluiram teores crescentes de PCL (0%; 0,05%;
0,25%; 0,45% e 0,65%) na dieta e observaram tendéncia a comportamento cubico para 0s
Lactobacillus spp. e E. coli, ao empregar a técnica molecular, enquanto pela técnica de
plaqueamento, o Clostridum perfringens apresentou tendéncia cubica e a E. coli reducédo
linear significativa, o que foi atribuido a afinidade do MOS as bactérias com fimbria tipo 1,
que sao expressas em E. coli e Samonella spp. Ao avaliarem a suplementacdo de PCL (2g/dia)
para caes, Swanson et al. (2002) observaram tendéncia a reducdo na contagem de bactérias
aerdbias no grupo suplementado com PCL em comparacdo ao tratamento controle, mas sem
efeito sobre os géneros bacterianos avaliados isoladamente (Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp., C. perfringens e E. coli). Em gatos, ao avaliarem teores de PCL (0%,
0,2%, 0,4% e 0,6%) Santos et al. (2015) observaram aumento linear em Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp., &cido graxos de cadeia curta e ramificada e aminas biogénicas fecal, bem

como reducdo linear em C. perfringens.

2.3 Microbiota

A microbiota intestinal em eubiose possui funcdo importante na digestdo e
metabolismo do hospedeiro, além de defesa natural contra a invaséo de bactéerias patogénicas
(NRC, 2006). Sendo caracterizada, em cées e gatos, pela alta densidade populacional, ampla

variedade e complexidade de interacGes entre as diversas espécies de microrganismos que a
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compde (AQUINO, 2009). Grupos especificos de microrganismos habitam diferentes regiGes
do TGI capazes de produzir grande variedade de compostos e enzimas que atuam no
funcionamento intestinal, com efeitos sistémicos ou locais, cujos resultados podem ser
benéficos ou maléficos a saude do hospedeiro (SANTOS, 2015). Esses produtos de
fermentacdo podem afetar a fisiologia, nutri¢do, eficacia de farmacos, carcinogénese,
processo de envelhecimento e a resisténcia do hospedeiro a infeccdo (TESHIMA, 2003).

No processo de colonizacdo do TGI pelos microrganismos acreditava-se que, no utero,
os fetos eram estereis devido a barreira placentaria e a colonizagdo ocorria no momento do
parto. No entanto, pesquisas recentes tém mostrado a possibilidade de que a colonizagdo
bacteriana pode iniciar na fase fetal e, assim, a presenca de quaisquer bactérias no utero pode
ser considerada fator prejudicial ao feto (RODRIGUEZ et al., 2015; SANTOS, 2015), o que
pode influenciar no desenvolvimento imunolégico do individuo (THUM et al., 2012,
FUNKHOUSER; BORDENSTEIN, 2013; RODRIGUEZ et al., 2015; SANTOS, 2015),
devido a competicdo por sitios de ligagdo entre os microrganismos do TGI.

A modulacdo da microbiota intestinal & fundamental para a determinacdo dos efeitos
benéficos, e para isto, é necessario conhecer as principais espéecies bacterianas presentes no
trato gastrintestinal (TGI). Em relagdo a composi¢do bacteriana de fezes de gatos adultos,
Deng e Swanson (2015) mencionaram em revisdo de literatura que Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria sdo os filos bacterianos mais abundantes na
microbiota fecal de cdes e gatos, sendo que, de forma geral a predominancia de Firmicutes e
Bacteroidetes também é similar aos seres humanos, no entanto, as proporc¢des dessas bactérias
podem variar de acordo com o individuo, ambiente, métodos de extracdo de RNA, primers e
métodos de sequenciamento.

Minamoto et al. (2012) mencionaram também em revisdo de literatura a presenca de
mais de 99% da microbiota, as populacdes de Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e
Proteobacteria das fezes de felinos. Entretanto Barry et al. (2012) relatam Firmicutes (36,3%
— 49,8%), Bacteroidetes/Chlorobi (36,1% — 24,1%), Proteobacteria (12,4% — 11,1%) como
predominantes, e Actinobacteria com menor prevaléncia. Bell et al. (2014) citaram
Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria compondo mais de 98% da microbiota fecal de
gatos adultos.

Em cédes de diferentes faixas etarias, Gomes (2013) observou que os animais filhotes

(10 meses de idade) apresentaram maior concentracdo fecal de Bifibobacterium spp. e
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Clostridium cluster IV em comparacdo aos animais adultos (5 a 6 anos de idade) e idosos (10
a 13 anos de idade), além disso a autora verificou elevada capacidade sacarolitica dos animais
filhotes em comparacéo aos idosos, com significativa diferenca nas concentragdes fecais de
acido acético, propibnico, butirico e total de acidos graxos de cadeia curta (AGCC).

A microbiota intestinal possui consideraveis alteracdes no processo de colonizagédo ao
longo da vida dos individuos, com consequente modulacdo na producdo de metabdlitos
oriundos do metabolismo fermentativo das bactérias intestinais e na morfologia intestinal e
imunidade. Estudos relatam aumento significativo na concentracdo fecal de bactérias
patogénicas indesejaveis com o avancar da idade de animais de companhia (HUSSEIN et al.,
1999; HUSSEIN; SUNVOLD, 2000; GOMES, 2009).

2.4 Produtos de fermentacao

Os microrganismos, para atender suas exigéncias, utilizam carboidratos, proteinas e
lipidios, para a formacdo dos produtos de fermentacdo, entretanto, dependendo do
microrganismo, enzimas e nutriente utilizado podem ser gerados tipos especificos de
compostos.

Dentre os produtos gerados na fermentacdo dos prebidticos estdo os acidos graxos de
cadeia curta, importantes substancias associadas a proliferacdo celular por seu papel no
metabolismo energético dos colondcitos (WALKER; DUFFY, 1998). Os AGCC mais
importantes na nutricdo sdo os acidos: acético, propidnico e butirico, que sdo, geralmente,
produzidos na relagdo 3:1:1 (COMMANE et al., 2005), que possuem efeitos benéficos, sendo
sua funcdo relacionada a nutricdo das células intestinais. Porém, ha varios componentes
putrefativos, que sdo considerados téxicos ao hospedeiro como, por exemplo, aminas
biogénicas, amonia, indol e fenol.

Vaérias vias metabdlicas estdo presentes na formacdo dos AGCC. De forma sucinta, a
sintese de &cido acético ocorre através da hidrolise do acetil-CoA, formado a partir do
piruvato, que produz CO2, o qual é convertido com grupo metil e CoA a acetil-CoA.
Entretanto a maior parte do piruvato é convertido a acetil-CoA. Ja na sintese de &cido
propidnico, trés vias metabodlicas podem estar envolvidas, sendo elas: via do succinato, via da

fucose e via do acrilato pela rota do lactato. Na formacéo do &cido butirico, ocorre a reacdo
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inversa de beta oxidacdo, bem como duas rotas alternativas, a primeira pela acdo da
fosfotransbutirilase e butirato-quinase, e a segunda que emprega uma via de CoAtransferase,
que transfere a fracdo CoA do butiril-CoA para o acetato. Em relagéo a Gltima via, salienta-se
que o acetato estimula a rota da CoA-transferase, para detoxificacdo de seu excesso, sendo
que bactérias adaptadas para sobreviver em ambientes diferentes do Iumen intestinal possuem
rota da butirato-quinase, a qual ndo depende de altas concentracOes de acetato, o que pode
permitir que estas bactérias sobrevivam a ampla gama de condi¢Ges ambientais (LOUIS et al.,
2007; DEN BESTEN et al., 2013; SANTOS, 2015). Na Figura 1 estdo esquematizadas as vias
metabolicas para formag&o dos principais AGCC.

Figura 1 - Vias para sintese de acidos graxos de cadeia curta a partir da fermentacdo de carboidratos
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Fonte: Adaptado de Louis et al. (2007)

Legenda: Via de fermentacgdo para formacao de butirato (1) e propionato (2-4). 1a: via butirato-quinase; 1b: via
butiril-COA, via COA-transferase; 2: via acrilato; 3: via succinato; 4: via fucose; PEP:
fosfoenolpiruvato.
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Outro composto considerado importante no metabolismo bacteriano, é o &cido latico,
por possuir a capacidade de reduzir o pH, o que pode resultar na reducdo de bactérias
potencialmente patogénicas (CARBONERA; ESPIRITO SANTO, 2010).

Em relacdo as aminas, substancias nitrogenadas de baixo peso molecular sintetizadas
durante o processo metabdlico em todos os organismos vivos, sua formagdo ocorre
principalmente pela descarboxilagdo de aminoacidos pelos microrganismos do TGI. Outra
forma seria pela transaminacéo de aldeidos ou cetonas e hidrolise de compostos nitrogenados
(HUSSEIN et al., 1999). Quanto a via biossintética, as aminas classificam-se em naturais e
biogénicas. As aminas biogénicas de importancia séo: feniletilamina, tiramina, triptamina,
histamina, putrescina, espermina, espermidina, agmatina e cadaverina.

Desta forma, estas podem ser classificadas quanto ao nimero de grupamento amina na
molécula, em monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina,
serotonina, putrescina e cadaverina) e poliaminas (espermina, espermidina e agmatina). De
acordo com a estrutura quimica as aminas podem ser classificadas em alifaticas (putrescina,
cadaverina, espermidina, espermina e agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) e
heterociclicas (histamina, triptamina), com relacdo a estrutura quimica, podem ser
classificadas de acordo com o grupo quimico que apresentam em catecolaminas (dopamina,
noradrenalina e adrenalina), indolaminas (serotonina) e imidazolinas (histamina) e ainda ao
grau de substituicdo do hidrogénio, existem as aminas primarias, secundarias e terciarias, em
que, respectivamente, ocorre substituicdo de um, dois ou trés hidrogénios (ROSSATO, 2005).

Na figura 2 estdo ilustradas as vias para sintese de aminas biogénicas.
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Figura 2 - Vias para sintese de aminas biogénicas
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Fonte: Adaptado de Halasz et al. (1994).

Entretanto, mesmo com evidéncias dos efeitos indesejaveis das aminas, as poliaminas
sdo consideradas importantes, pois estdo relacionadas com a matura¢do da mucosa intestinal
através da sintese de DNA, RNA e protéica. Devido a sua rapida absorcdo no intestino
delgado, a producdo microbiana de poliaminas é provavelmente de grande importancia para o
fornecimento desses compostos a mucosa do intestino grosso (MORRISON; MACKIE, 1997;
SWANSON; FAHEY, 2007).

2.5 Imunologia

O intestino possui papel fundamental no sistema imunoldgico, ja que mais de 65% das
células imunocompetentes do corpo estdo presentes na mucosa intestinal (SATYARAJ,
2011). Os alimentos ingeridos e seus produtos da digestdo estdo intimamente em contato com
0 vasto tecido linfoide presente na mucosa intestinal conhecido como GALT (tecido linfoide
associado ao intestino - gut asssociated lymphoid tissues) e podem influenciar diretamente a
funcdo imune nesse tecido (SCHLEY; FIELD, 2002; KROLL, 2014). O GALT é composto

por células que estdo presentes na regido da lamina propria do intestino, entre as células
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epiteliais (linfocitos epiteliais) e por tecido linfatico organizado (placas de Peyer e linfonodos
mesentéricos). Pesquisas sugerem que a utilizacdo de fibras dietéticas fermentaveis e aditivos
com capacidade prebidtica pode resultar na melhora de respostas imunoldgicas no GALT.
Dentre os efeitos prebidticos, a modulacdo da microbiota intestinal pode provocar mudancas
no sistema imune devido ao contato direto com bactérias &cido lacticas, produtos da parede
celular ou componentes citoplasmaticos com células imunes no intestino, através da producao
de &cidos graxos de cadeia curta que sao derivados da fermentagédo e também de mudancgas na
producdo de mucina (SCHLEY; FIELD, 2002).

Devido a capacidade de modulagdo da microbiota intestinal, tem sido sugerido que 0s
prebiodticos proporcionam beneficios na imunidade do hospedeiro. Substancias com
propriedades imuno-estimulatérias, como lipopolissacarideos, peptidoglicanas e &cidos
lipoteicoicos podem influenciar no status imunoldgico através da producdo de citocinas,
proliferacdo de células mononucleares, fagocitose e inducdo de sintese de elevadas
concentragfes de imunoglobulinas (MACFARLANE; CUMMINGS, 1999). Neste sentido,
Swanson et al. (2002) relataram que a adicdo de MOS na dieta de cées elevou a concentracao
de linfocitos. Chizzotti (2012) ao utilizar fragdes purificadas de mananoproteinas em cées
observou modulacdo da resposta inflamatéria e Kroll et al. (2014) relataram atividade
imunomoduladora do componente em cdes também com a utilizacdo de fragGes purificadas de
mananoproteinas.

As mananoproteinas e sua porcdo de carboidrato-D-manano sdo responsaveis pelo
reconhecimento e interacGes célula-célula, interacbes com o meio-ambiente e determinam a
especificidade imunoldgica de leveduras. Ja as B- glucana desencadeiam mecanismos
envolvidos na resposta imune, que incluem estimulo da hematopoiese (HOFER; POSPISIL,
1997), além da ativacdo de macrofagos, neutréfilos e de células NK (LEE et al., 2001,
BROWN; GORDON, 2001; XIAO; TRINCADO; MURTAGH, 2004).

O mecanismo de fagocitose é constituido por uma série de eventos, desde 0 momento
que a célula internaliza até a digestdo da particula. A acdo dos neutrofilos ocorre através da
ligagdo dos patdgenos com receptores presentes na membrana celular (HENDERSON et al.,
1993; INOUE et al., 1994). Os neutréfilos fagocitam o material particulado, o fagossomo se
une com o lisossomo e produz estrutura denominada fagolisossomo. Os granulos de estoque
fundem-se ao fagolisossomo e o material englobado é degradado, e produzem citocinas com

funcdo proé-inflamatéria, como TNF-o, IL-1b, IL-6 e IL-8; e citocinas que modulam as
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atividades de linfdcitos T e B, como o antagonista de receptor IL-1 e TGF-f. Ha liberacdo de
defensinas, enzimas que tornam a membrana do patogeno permeavel e oxidases, que geram
espeécies reativas de oxigénio (ERO), que destroem os patdgenos, em processo chamado como
burst oxidativo (PIER, 2004).

Burst oxidativo é a metabolizacdo do oxigénio molecular a O, pelo sistema NADPH
oxidase, que induz o aumento no consumo de oxigénio ndo-mitocondrial e a formagéo de
metabolitos reativos do oxigénio. Estas substancias sdo fundamentais para a destruicdo de
microrganismos ingeridos para as celulas fagociticas. Ja para as células ndo-fagociticas, o
metabolismo oxidativo aumentado indica ativacdo celular. Os métodos de citometria de fluxo
para determinacdo do burst oxidativo tém como objetivo a mensuracao das reacGes oxidativas
intracelulares, de forma individual. As células sdo permeadas por uma substancia precursora
ndo-fluorescente, que é oxidada pelos componentes do burst oxidativo, a um produto
fluorescente (ADAMSON; SLOCOMBE, 1995).

Morfologicamente, os linfocitos, sdo as células mais simples e funcionalmente as
distintas do sistema imunol6gico. Existem as células efetoras da imunidade adaptativa ou
adquirida, que podem ser subdivididas em relacdo as suas moléculas de superficie e funcéo.
Ap0s o reconhecimento do antigeno cognato, entram em processo de ativacdo e proliferagdo e
transformam-se em células efetoras ou de memdria. A reposta proliferativa de linfdcitos pode
ser realizada com o uso de mitdgeno concanavalina A (ConA) e fitohemaglutina (PHA)
(PIER, 2004).
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3 OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de teores crescentes de
levedura com metabolitos ativos na digestibilidade aparente dos nutrientes da dieta, produtos
da fermentacéo fecal, microbiota e variaveis imunologicas de gatos adultos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de conducdo do ensaio

O experimento foi conduzido no Centro de Desenvolvimento Nutricional (CDN) da
Premier Pet, localizado na cidade de Dourado, S&o Paulo, conjuntamente ao Departamento de
Nutricio e Produgdo Animal da FMVZ/USP, Pirassununga — SP. Todo o protocolo
experimental foi conduzido de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal e
sob aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ/USP) (protocolo CEUA
namero 3283091014).

4.2 Delineamento experimental, dietas experimentais e manejo dos animais

Foram utilizados 27 gatos SRD, machos e fémeas, adultos e saudaveis. Os animais
foram distribuidos em delineamento em blocos casualizados (idade), constituido de trés
tratamentos experimentais, denominados: DC (dieta controle), LSC 0,3 (dieta controle com
0,3% de leveduras com metabdlitos ativos) e LSC 0,6 (dieta controle com 0,6% de leveduras
com metabolitos ativos).

Foi formulada uma dieta controle, de modo a atender as exigéncias da AAFCO (2009)
para felinos em manutencdo, e a partir da mesma as inclusGes de prebidtico foram
desdobradas, conforme Tabela 1. Ap6s a formulacéo, os ingredientes foram pesados, moidos,
homogeneizados e na sequéncia as dietas Foram extrusadas. Esta etapa (extrusdo) foi

realizada na Unidade Fabril da Premier Pet, Dourado — SP.



Tabela 1 - Formulagdo e composicao quimica das dietas experimentais

29

Ingredientes (%) DC LSCO0,3 LSC 0,6
Amido 1,00 0,70 0,40
Leveduras - 0,30 0,60
Milho gréo 45,35 45,35 45,35
Farinha de visceras de frango 30,08 30,08 30,08
Glaten de milho 60 9,39 9,39 9,39
Gordura de aves 9,21 9,21 9,21
Palatabilizante liquido 2,00 2,00 2,00
Palatabilizante em pé 0,50 0,50 0,50
Cloreto de potassio 0,43 0,43 0,43
Sal comum 0,35 0,35 0,35
Calcério 0,40 0,40 0,40
Premix min/vit" 0,50 0,50 0,50
Cloreto de colina 60% 0,40 0,40 0,40
Antifangico 0,20 0,20 0,20
Antioxidante 0,04 0,04 0,04
Taurina 0,15 0,15 0,15
Nutrientes DC LSC 0,3 LSC 0,6
Matéria seca (%) 94,21 91,46 91,27
Valores corrigidos para matéria seca
Proteina bruta (%) 34,50 32,80 33,24
Extrato etéreo em hidrélise acida (%) 15,18 17,46 16,05
Fibra bruta (%) 2,02 2,41 2,53
Matéria mineral (%) 6,54 7,53 7,21
Extrativos ndo nitrogenados (%) 41,77 39,80 40,97
Célcio (%) 1,13 1,39 1,30
Fasforo (%) 1,13 1,12 1,08
Energia bruta (kcal/kg) 4744 4567 4513

DC (Dieta controle); LSC 0,3 (dieta controle com 0,3% de leveduras com metabolitos ativos); LSC 0,6 (dieta

controle com 0,6% de leveduras com metabdlitos ativos);

Adicdo por quilograma de produto: Ferro 100mg, Cobre 10mg, Manganés 10mg, Zinco 150mg, lodo 2mg,
Selénio 0,3mg, Vitamina A 18000Ul, Vit. D 1200Ul, Vit. E 200Ul, Tiamina 6mg, Riboflavina 10mg, Acido

pantoténico 40mg, Niacina 60mg, Piroxidina 6mg, Acido félico 0,30mg, Vit. B12 0,1mg.

A quantidade de alimento fornecida aos animais foi baseada na equacéao de predi¢do da

necessidade energética do National Research Council - NRC (2006) para gatos adultos em

manutenco, calculada por 100 X (PC)%®’

Kcal/dia.
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4.3 Determinacdo dos coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e escore

fecal

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes das dietas foram
determinados pelo método de coleta total de fezes, segundo recomendacdes da AAFCO
(2009). Dessa forma, o consumo de alimento foi registrado diariamente, pesando-se as
quantidades oferecidas e recusadas de alimento a cada refeicdo. As fezes foram coletadas
integralmente apoés totalizacdo de 24 horas do fornecimento do alimento, durante oito dias.
As fezes foram pesadas e acondicionadas em sacos plasticos individuais, previamente
identificados, fechados e armazenados em freezer (-15°C) para posterior analise. Ao final do
periodo de coleta, estas foram descongeladas e homogeneizadas, compondo-se uma amostra
Unica por animal e periodo (pool de fezes). Na sequéncia foram pesadas e secas em estufa de
ventilacdo forcada a 55°C durante 72 horas. As fezes pré-secas e as dietas foram entdo
moidas em moinho tipo faca, com peneira de 16 mesh para proceder-se as analises
laboratoriais.

Nas fezes e alimentos foram determinados, segundo a metodologia descrita pela AOAC
(1995), os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo em hidrolise acida
(EEHA), matéria mineral (MM) e fibra bruta (FB), bem como a energia bruta dos alimentos,
fezes e urina que sera determinada em bomba calorimétrica, sendo as anélises conduzidas em
duplicata e repetidas quando variarem mais de 5%. Todas as analises bromatoldgicas foram
realizadas no Laboratorio de Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal
da FMVZ/USP.,

O escore fecal foi determinado ao longo do periodo de coleta de fezes para a
digestibilidade e foram atribuidas notas de 1 a 5 (DE-OLIVEIRA et al., 2008), sendo
consideradas:

1 —fezes liquidas;

2 — fezes macias e sem formato definido;

3 — fezes macias, bem formadas e Umidas;

4 — fezes duras, secas, firmes e bem formadas;

5 — fezes muito duras e ressecadas.
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4.4 Determinacdo da concentracdo fecal de bactérias de interesse pela técnica de PCR

em tempo real

Para a determinacdo da microbiota das fezes, amostras deste material foram coletadas
de forma asséptica em até 30 minutos apds a defecacdo, durante trés dias consecutivos, e
foram armazenadas em frascos de tampa rosqueavel vedados com parafilme, os quais foram
mantidos a -80°C. No momento da extracdo do DNA as amostras foram descongeladas e as
fezes dos trés dias foram homogeneizadas (pool de fezes) e divididas em aliquotas de trés
gramas em trés tubos plasticos estéreis de tampa rosqueavel, vedados com parafilme, sendo
um tubo utilizado para extracdo do DNA e os demais armazenados a -80°C. Para extracdo do
DNA foi utilizado o kit comercial QIAmp DNA STOOL Mini Kit (QIAGEN, Alemanha),
seguindo recomendacbes do fabricante, o qual servird de molde na etapa seguinte de
quantificacdo do DNA bacteriano. Todas as amostras de DNA foram verificadas quanto a sua
pureza e integridade, sendo estocada a -80°C até seu uso. As reacGes de amplificacdo serdo
realizadas em duplicata e em volumes finais de 20uL, constituidos de: 10uL de Master Mix
SYBR® Green (Promega); 0,45uL de iniciador forward (100uM); 0,45uL de iniciador
reverse (100uM) e 02uL de DNA. Como controle negativo foi utilizada &gua MiliQ ao invés
de DNA, em todas as reacdes de amplificacdo, e como controle positivo cepas purificadas. Os
iniciadores utilizados foram os seguintes: Lactobacillus spp. (WALTER et al., 2001; HEILIG
et al., 2002; CARROLL et al., 2010), Bifibobacterium spp. (PENDERS et al., 2005),
Clostridum perfringens (WANG et al., 1994) e E. coli — Hafnia alvei — Shigella spp.
(MALINEN et al., 2003). Os ciclos de centrifugacdo (amplificacdo) foram analisados no
programa NetPrimer (Premier Biosoft International) para verificar as condicOes ideais de
ampliacéo, e as especificidades pelo programa BLAST (National Center for Biotechnology
Information — NCBI). Todos os procedimentos acima descritos foram realizados no
Laboratério de Genémica Funcional do Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal da
FMVZ/USP.
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Tabela 2 - Iniciadores utilizados na deteccdo quantitativa de diferentes grupos bacterianos em
amostras fecais de gatos

G Iniciadores Amplicon Referéncia
rupos
5° ﬁa (bp)
GCGTGCTTAACACATGCAAGTC
Bifibobacterium spp. 125 Penders et al. (2005)

CACCCGTTTCCAGGAGCTATT

Walter, Hertel e

Tannock (2001);
) AGCAGTAGGGAATCTTCCA N
Lactobacillus spp. 341 Heilig et al.
CACCGCTACACATGGAG
(2002); Carroll
etal. (2010)
] ] AAAGATGGCATCATCATTCAAC Wang et al.
Clostridum perfringens 279
TACCGTCATTATCTTCCCCAAA (1994)
Shigella spp. ACCAGGGTATCTAATCCTGTT (2003)

4.5 Determinacao de &acidos graxos de cadeia curta, ramificada e acido latico

As amostras de fezes foram coletadas em até 30 minutos apOs a defecacdo. Apds
coletadas, foram homogeneizadas e pesadas, sendo que para a quantificacdo dos &cidos
graxos de cadeia curta e ramificada foram utilizadas trés gramas das fezes acidificadas com
09mL de acido férmico a 16%. Para a determinacdo do acido latico, foi empregado mais trés
gramas das fezes diluidas em 09mL de agua destilada. As misturas foram mantidas pelo
prazo de sete dias em refrigerador, homogeneizadas diariamente, e posteriormente,
centrifugadas por 15 minutos & 15°C em 5.000rpm, aproveitando-se 0 sobrenadante e
desprezando-se o sedimento, sendo este procedimento repetido por trés vezes. Apls a
extracdo, as amostras foram identificadas e armazenadas em freezer (-15°C). A determinacgéo
dos acidos graxos de cadeia curta e ramificada foi realizada por cromatografia gasosa
(SHIMADZU, 2014) de acordo com Erwin et al. (1961), com detector de ionizagdo de



34

chama, controlado pelo programa Shimadzu GC Solution e coluna de separagdo Stalbilwax
de 30 metros e 0,53mm, gas hélio como carreador, nitrogénio como make up, oxigénio com
regulagem manual e injetor e detector de chama a 250°C, e a temperatura da coluna mantida
em 145°C. Para calibracdo foi utilizada solu¢do de padrdo externa com acido acético,
propidnico, butirico, valérico, isovalérico e isobutirico.

A amostra liquida, previamente centrifugada, foi injetada e vaporizada percorrendo,
com auxilio do gas de arraste a coluna. Nesta coluna os &cidos vaporizados mais leves
percorrem mais rapidamente a coluna, atingindo o detector de ionizagdo de chama. Neste, a
corrente formada pela ionizagdo da chama com o &acido é coletada e enviada a um
computador na forma de impulso elétrico. Este calcula a concentracdo da amostra e compara
as areas dos picos formados pela intensidade dessa corrente com a area dos picos formados
pela solucéo contendo o &cido padrdo. Desta forma, calcula-se a concentragdo da amostra
através de uma regra de trés simples.

O écido latico foi mensurado segundo metodologia descrita por Pryce (1969), pelo
método de espectofotometria a 565nm (500 a 570nm), utilizando branco reagente a fim de
calibrar o espectrofotdmetro (QUICK-Lab, DRAKE Eletronica Comércio LTDA, S&o José do

Rio Preto — SP). As amostras foram quantificadas comparando-as com padrdo de acido

latico a 0,08%. Estas analises foram realizadas no Laboratério de Bromatologia do

Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ/USP.

4.6 Determinacdo do pH fecal

A coleta das fezes para determinacdo do pH fecal foi realizada em até 30 minutos
apos a defecacdo dos animais. Sua determinacdo foi realizada por um peagametro digital de
bancada (Digimed, DM-20, S&o Paulo/SP). Para tanto, foi realizada introducdo direta do
eletrodo em uma solucédo de 9:1 de agua destilada e fezes, sendo pesados 02 gramas de fezes,
as quais foram diluidas em 18mL de agua destilada, e posteriormente mensurado pH da

solucéo, conforme metodologia adaptada de Walter et al. (2005).



35

4.7 Determinagéo de aminas biogénicas

Para realizar as andlises do perfil de aminas biogénicas nas fezes dos animais, foram
coletadas 0O5gramas de fezes frescas em duplicata, em até 30 minutos apo6s a defecacdo, as
quais foram conservadas em 07mL de acido tricloroacético a 5% e refrigeradas. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 10.000g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante
filtrado em papel filtro qualitativo, e o residuo extraido por mais duas vezes, empregando-se
07mL e 06mL de é&cido tricloroacético a 5%. Os sobrenadantes foram combinados para
posterior determinacdo das aminas biogénicas. Estas foram separadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia por pareamento de ions em coluna de fase reversa e quantificadas
por fluorimetria apds derivacao pos-coluna com oftalaldeido (VALE; GLORIA, 1997).

A identificagdo das aminas foi realizada por comparagdo entre o tempo de retengéo
dos picos encontrados nas amostras com 0s das aminas da solucdo padrdo. Os padrdes de
aminas empregados foram: dicloridrato de putrescina, dicloridrato de cadaverina, cloridrato
de tiramina, dicloridrato de histamina, cloridrato de 5-hidroxitriptamina (serotonina),
complexo sulfato creatinina agmatina, tricloridrato de espermidina, tetracloridrato de
espermina, cloridrato de 2-feniletilamina e triptamina. A solucdo estoque foi preparada por
diluicdo do padrdo de cada amina separadamente em acido cloridrico 0,1N, que resultou nas
solugdes padrdo contendo 1mg/mL de cada amina. Em seguida, cada solucdo padrdo foi
transferida para baldo volumétrico, formando uma solugdo com 10 aminas, conforme
metodologia descrita por Figueiredo (2008). Todos os procedimentos para a determinacéo das
aminas foram realizados no Laboratério de Bioquimica de Alimentos do Departamento de
Alimentos da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Belo Horizonte — MG.

4.8 Determinagé&o de nitrogénio amoniacal nas fezes

Para determinacdo do nitrogénio amoniacal fecal, trés gramas de fezes frescas

(coletadas no méximo 30 minutos apds a defecacdo) foram homogeneizadas e misturadas
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com 09mL de acido férmico a 16%. Posteriormente a mistura foi centrifugada a 5.000rpm
durante 15 minutos a 15°C por trés vezes, aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o
sedimento. Apds a extracdo as amostras foram identificadas e armazenadas em freezer (-
15°C). Os extratos foram descongelados a temperatura ambiente e em seguida aliquotas de
02mL diluidas em 13mL de &gua destilada e submetidas & destilagdo em destilador de
nitrogénio. A destilacdo foi realizada com 05mL de solugdo 0,2N de hidroxido de potassio, e
a titulacdo com é&cido cloridrico 0,005N, conforme Vieira (1980). Estas analises foram
realizadas no Laboratério de Bromatologia do Departamento de Nutri¢do e Producdo Animal
da FMVZ/USP.

4.9 Teste de fagocitose e burst oxidativo

Para a realizacdo deste ensaio, leucdcitos sanguineos (linfocitos, neutréfilos e
mondcitos) foram incubados com um reagente fluorescente que indica a producédo de espécies
reativas de oxigénio no estado basal e apds a fagocitose de bactérias S. Aureus que indicara a
porcentagem e intensidade de fagocitose. As células foram incubadas com o reagente DCFH-
DA em PBS (tampdo fosfato salina) e com DCFH e a S. aureus marcada com um
fluorocromo (iodeto de propideo) sendo mantidas a 37°C por 20 minutos. Apds este periodo
as hemacias foram rompidas com uma solucdo de lise e procedeu-se as lavagens com PBS até
a obtencdo de uma amostra de aspecto limpido que foi submetida a leitura em citbmetro de
fluxo modelo FACSCalibur (Becton & Dickinson).

4.10 Obtencéo de linfocitos sanguineos

O sangue periférico total foi diluido em tamp&o de fosfato (PBS) na propor¢do 1:1
sendo, em seguida, cuidadosamente transferido sobre a solugdo de Ficoll 1077g/dL
(Amersham, USA) na proporcdo 2:1 e submetido a centrifugacdo de 400xG, sem break,
durante 20 minutos a 23°C para a separagdo das celulas mononucleares. Apos a
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centrifugacdo, as células mononucleares foram coletadas da interfase (entre o plasma e o
Ficoll) e lavadas por duas vezes, pela diluicdo em 10mL de PBS, seguida de centrifugacédo a
300xG, por 5 minutos a 4°C. O botdo leucocitario foi ressuspendido em 1 mL de RPMI
(Gibco) e uma aliquota de 10uL foi retirada para realizar a contagem do ntimero de células
viaveis. A essa aliquota foram adicionados 10uL de Azul de Tripan procedido de contagem

em camara de Neubauer para o ajuste celular em cada ensaio.

4.11 Teste de linfoproliferacao

Os linfécitos sanguineos marcados com o fluor6foro CFSE-DA foram semeados em
triplicata na concentracdo de 5x104 células/ poco em placas de 96 pogos de fundo em U com
ou sem concanavalina A (5ug/mL) e de Fitohemaglutinina (10pg/mL) que sdo substancias
com potencial mitogénico em linfécitos T; as placas foram incubadas em estufa de CO2 5% a
40°C, por 48 horas. O CFSE se liga de forma covalente a moléculas intracelulares através da
carboxifluoresceina, um corante fluorescente. Portanto, quando uma célula marcada com
CFSE entra em divisdo, a sua progénie carrega metade do numero de moléculas marcadas
com carboxifluoresceina e desta forma cada divisao celular consegue ser avaliada medindo-se
a diminuicdo correspondente da fluorescéncia celular por citometria de fluxo. A entrada do
corante na célula é mediada pela forma diacetilada do corante, o diacetato de
carboxifluoresceina succinimidil ester (CFDA, SE). O acetato faz com que o corante fique
altamente permedvel as membranas, permitindo seu fluxo rapido através da mesma. As
esterases presentes na célula clivam os acetatos do CFDA, e, portanto, levam a formacéao do
CFSE, que é muito menos permeavel e consequentemente fica concentrado no interior celular
(QUAH; PARISH, 2010). Ao final de 3 dias as células foram adquiridas por citometria de

fluxo (FacsCalibur-BD) e analisadas pelo software FlowJo.

4.12 Imunofenotipagem de linfécitos

Foram avaliados o numero de linfocitos T auxiliares (CD3/CD4+/CD45R-) e
linfécitos T citotoxicos (CD3/CD8+/CD45R-) naives, linfocitos TCD45+ (linfocitos de
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memoria), de linfdcitos B (CD21+) e a relagdo CD4/CD8. As células mononucleares (2 x 105
células/mL) foram incubadas em microtubos (1,5 mL) com o anticorpo CD3 (1:100), CD4
(1:10), CD8 (1:20), CD21 (1:100) e CD45R (1:100) (Anticorpo da Serotec, Biolegend e
eBioscience), diluido em 100uL de tampédo para citometria (PBS contendo 0,5% de
soroalbumina bovina e 0,02% de azida sodica). Foram incluidos no ensaio os anticorpos
isotipicos para definicdo da regido negativa (background). As células foram incubadas por 20
minutos a 4°C, protegidas da luz. Com o término do periodo de incubacéo, as amostras foram
lavadas duas vezes com tampéo para citometria em um volume de 1000puL/microtubo. Por
fim as células foram ressuspendidas em 500uL de tampdo fosfato. Foi selecionada como
populacdo de linfécitos a populacdo de células com baixo tamanho (FSC) e baixa
complexidade (SSC) de acordo com o gate delimitado. A partir dessa selecdo foram
determinadas as distintas populacfes de linfocitos. A aquisicdo e a analise de 10.000 células
foram feitas pela técnica de citometria de fluxo. Todos os testes imunolégicos (Teste de
fagocitose e burst oxidativo, teste de linfoproliferacdo e imunofenotipagem de linfécitos)

foram realizados no Departamento de Patologia da FMVZ/USP.

4.13 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados através do programa computacional Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 2004), sendo previamente verificada a normalidade dos
residuos pelo teste de SHAPIRO-WILK (PROC UNIVARIATE) e as variancias comparadas
pelo teste F. As variaveis que ndo atenderam as premissas estatisticas sofreram transformacao
logaritmica ou raiz quadrada e entdo foi realizada analise de variancia pelo PROC GLM do
SAS com as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Dados
que apos as transformacgdes e/ou retirada de outliers ndo apresentaram normalidade e/ou
homogeneidade, foram entdo analisados por estatistica ndo paramétrica pelo PROC
NPARIWAY do SAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos da
inclusdo de levedura com metabdlitos ativos na digestibilidade aparente dos nutrientes da
dieta, microbiota, produtos da fermentagdo fecal e variaveis imunoldgicas de gatos adultos
saudaveis. Na literatura, de forma geral, atribui-se aos prebioticos a capacidade de modular a
microbiota intestinal, producdo de AGCC e diminuicdo dos produtos da fermentacdo de
origem proteica. Além disso, os moduladores da salde intestinal parecem apresentar
importantes efeitos no sistema imunoldgico. Gomes (2009) demonstrou que cdes
suplementados com até 0,45% de PCL obteve aumento de linfocitos T e B circulantes,
sugerindo importante efeito imunoldgico. Porém em gatos, sdo escassos 0s estudos que
utilizaram esses aditivos para avaliar a resposta imune. De modo geral, os estudos com
prebidticos ainda apresentam resultados contraditorios, que parecem depender do individuo,
ambiente, fonte prebidtica, dose e tempo de utilizacao.

No quadro 2 estdo apresentados os principais resultados de pesquisa com prebioticos

para cdes e gatos publicados até o0 momento..
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A ingestdo do alimento pelos animais foi adequada e estes mantiveram o peso constante
durante o experimento (4,29+0,89kg), quando se utiliza gatos adultos em fase de manutencéo
ndo é interessante que o animal apresente perda ou ganho de peso, pois em condi¢bes
experimentais as variagdes de peso e consumo podem alterar os resultados. Entre o0s
tratamentos, os animais também ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) para a
variavel peso corporal (4,13+0,80kg).

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados de consumo de alimento em base de matéria
natural, matéria seca e dos nutrientes, producdo fecal, escore fecal e coeficiente de
digestibilidade aparente dos nutrientes que foram avaliados durante o periodo experimental.
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Tabela 3 - Consumo de matéria natural, matéria seca e dos nutrientes, producao e escore fecal e coeficiente de
digestibilidade aparente dos nutrientes

Dietas’
Itens EPM? P
DC LSC0,3 LSCO0,6

Consumo (gramas/dia)

Matéria natural (MN) 64,04 66,77 61,23 2,9442 0,7684
Matéria seca (MS) 60,33 61,07 55,89 2,7341 0,7269
Matéria organica 60,09 62,82 57,20 2,7556 0,7321
Proteina bruta 20,81 20,24 18,58 0,9257 0,6173
Extrato etéreo 8,53 10,77 8,97 0,5024 0,1598
Fibra bruta 1,13 1,48 1,41 0,0707 0,1086
Matéria mineral 3,67 4,67 4,55 0,2162 0,1866
Extrativos ndo nitrogenados 25,20 24,56 22,90 1,1176 0,7067

Producéo fecal

Producdo fecal (gramas/MN/dia) 25,61 27,77 24,76 0,4340 0,2499
Producéo fecal (gramas/MS/dia) 7,22 9,10 7,87 1,8810 0,8085
Escore fecal 4,41 4,67 4,55 0,1216 0,6278

Coeficiente de digestibilidade aparente (%)

Matéria seca 84,04 84,92 85,78 0,5449 0,3943
Matéria organica 87,38 87,82 87,82 3,3611 0,6771
Proteina bruta 87,42 88,35 87,60 0,4712 0,6313
Extrato etéreo 93,99 95,21 95,21 0,4571 0,3543
Fibra bruta 14,60° 27,11° 33,79% 2,7357 0,0126
Matéria mineral 43,28 50,10° 53,55° 1,0574  <0,0001
Extrativos ndo nitrogenados 89,62 88,58 89,80 0,5157 0,5967
Energia metabolizavel (kcal/g) 3,99° 3,82% 3,71° 0,0354 0,0330

'DC= dieta controle; LSC 0,3 = dieta controle com 0,3% de leveduras com metabdlitos ativos; LSC 0,6 = dieta
controle com 0,6% de leveduras com metabdlitos ativos; MS = matéria seca.

’EPM= erro padrdo da média; significancia p<0,05.

ab¢ _ médias ha mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

Pelos dados apresentados na tabela 3, pode-se verificar que ndo houve diferenca

significativa no consumo médio diario de matéria seca, matéria natural e dos nutrientes pelos
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animais (p>0,05). A producdo fecal na matéria natural, matéria seca e escore fecal também
ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). Estes achados corroboram com Gomes
(2009) e Santos (2015) que nao observaram diferenca significativa do consumo de matéria
seca entre os tratamentos, quando utilizaram a PCL em trés niveis crescentes de inclusdo para
cdes e gatos respectivamente.

Em relacdo a producdo fecal, Swanson et al. (2002) ndo encontraram diferenca
significativa com a inclusdo do prebidtico MOS na dieta de cédes, o que corrobora 0s
resultados observados no presente estudo. Por outro lado, Gomes (2009) observou aumento
linear da produgéo de fezes com a suplementagdo de PCL em cdes e Middelbos et al. (2007b),
ao utilizarem teores crescentes de PCL (0%; 0,05%; 0,25%; 0,45% e 0,65%) em caes,
observaram comportamento quadratico para a producdo fecal.

A incluséo do prebiotico ndo influenciou os CDAs da MS, PB, MO, EEHA e ENN
(p>0,05). Para a fibra bruta observou-se digestibilidade superior nos tratamentos com
levedura em relacdo ao grupo controle (p=0,0126), de forma semelhante & matéria mineral
(p<0,0001), os animais que receberam o aditivo apresentaram maior digestibilidade que o
controle, contudo o tratamento LSC 0,6 foi superior ao LSC 0,3, ja em relacdo a energia
metabolizavel (p=0,0330) o tratamento controle foi superior ao LSC 0,6.

Resultados similares ao coeficiente de digestibilidade aparente da fibra bruta foram
encontrados por Gomes (2009) que observou efeito quadratico, com a inclusdo de 0,15% de
PCL. Middelbos et al. (2007b), demonstraram efeito clibico na digestibilidade da fibra
insoldvel, com o maior coeficiente encontrado na inclusdo de 0,25% de PCL. No presente
estudo, a explicacdo para o aumento da digestibilidade da fibra pode ser devido a possivel
modulacdo da microbiota fecal por outros géneros de bactérias que utilizam a fibra como
fonte de energia, além disso, a analise de fibra bruta parece ser pouco especifica, o que pode
apresentar divergéncias. Este método é o mais antigo e ainda freqlientemente utilizado, o seu
residuo é composto por varias quantidades de celulose, hemicelulose e lignina (VAN SOEST
E MCQUEEN, 1973; DE-OLIVEIRA et al., 2012). Devido a solubilizacdo substancial de
polissacarideos estruturais e lignina, esta analise apenas recupera fracdo incompleta dos
componentes de hidrato de carbono fibroso, aproximadamente, 50 a 80% da celulose; 20%
das hemiceluloses e de 10 a 50% das ligninas presentes no alimento (CUMMINGS, 1976;
DE-OLIVEIRA et al., 2012).
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Santos (2015) relatou aumento linear no coeficiente de digestibibilidade aparente da
material mineral, que foi justificado pela producdo de &cidos organicos, ionizagdo dos
minerais, e consequente aumento em sua absorcéo, quando utilizaram a PCL em trés teores

crescentes de inclusdo para gatos.

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados de pH fecal e concentracdo de acido

latico, amonia, acidos graxos de cadeia curta e ramificada.

Tabela 4 - Valores médios de pH e concentragdo de acido latico, amonia, acidos graxos de cadeia curta e
ramificada encontrados no estudo

Dietas*
Itens EPM? P
DC LSC0,3 LSCO0,6

pH 6,00 5,94 6,08 0,0719  0,7559
Acido latico, pmolL/kg de MS 1,36° 3,42° 4,24° 0,5117 0,0040
Ambnia, pmoL/kg de MS 140,26 133,75 163,33  8,6888  0,2857

Acidos graxos de cadeia curta, umoL/kg de MS

Acido acético 66,82 92,92 66,59 6,9453 0,2161
Acido propiénico 32,47 27,08 30,38 2,9398 0,7819
Acido butirico 24,50 40,29 24,84 53535  0,5446
Acidos graxos de cadeia curta totais 123,79 160,29 121,81 11,5236 0,3292

Acidos graxos de cadeia ramificada, pmoL/kg de MS

Acido valérico 9,86 14,40 12,63 1,5584 0,5144
Acido isobutirico 2,31 2,30 2,71 0,2085 0,6944
Acido isovalérico 2,39° 1,85° 2,98° 0,2520 0,0144
Acidos graxos de cadeia ramificada totais 15,11 18,78 18,20 1,8400 0,6735

'DC= dieta controle; LSC 0,3 = dieta controle com 0,3% de leveduras com metabdlitos ativos; LSC 0,6 = dieta
controle com 0,6% de leveduras com metabdlitos ativos; MS = matéria seca.

’EPM= erro padrdo da média; significancia p<0,05.

ab¢ _ médias na mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

Pelos dados apresentados na Tabela 4 pode-se verificar que ndo houve diferenca

significativa para o pH fecal, aménia, concentragdo fecal dos &cidos acético, propidnico,
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butirico, AGCC totais, valérico, isobutirico e AGCR totais (p>0,05). Observou-se que o0 &cido
latico (p=0,0040) apresentou concentracdo superior nas fezes dos animais dos grupos que
receberam LSC em comparacdo ao controle, j& para o acido graxo isovalérico (p=0,0144)
LSC 0,3 diferiu dos demais tratamentos.

A incluséo da levedura no presente estudo ndo alterou pH fecal e AGCC (p>0,05), em
contrapartida, Swanson et al. (2002) ndo observaram aumento na concentracdo de lactato nas
fezes, porém aumento do pH fecal, justificado pela rapida absor¢do dos AGCC no colon.
Segundo Louis et al. (2007) e Bourriaud et al. (2005) diversas espéecies bacterianas possuem
capacidade de produzir acetato, butirato e propionato a partir do lactato, tendo como uma das
explicacbes a formacdo do acido latico pelo Bifidobacterium, que é convertido em acetil-
CoA, sendo via para sintese de acido acético e precursor do acido butirico. Ha também relatos
de que a bactéria Roseburia spp. possui a capacidade de produzir &cido butirico na presenca
de Bifidobacterium adolescentis, ndo pela conversdo do lactato a butirato, mas pela hidrélise
parcial dos substratos pela Bifidobacterium adolescentis, que facilitariam a acdo da Roseburia
spp. Quanto aos AGCC, estes resultados corroboram os encontrados por Swanson et al.
(2002) e Zentek et al. (2002) ao avaliarem a suplementacdo de cdes com um grama de MOS
por quilograma de peso corporal ao dia, sem diferenca significativa.

A amoénia em altas concentracdes pode ser prejudicial para a salde de cdes e gatos,
produzida no co6lon e absorvida através da parede do intestino. No ambiente intestinal, pode
reduzir a altura dos vilos intestinais (WILLIANS; VERSTEGEN; TAMMINGA, 2001), que
prejudica a absorcdo dos nutrientes. Zentek et al. (2002) observaram reducdo da excrecédo
fecal de amdnia, em cdes suplementados com MOS. No presente estudo. a concentracéo fecal
de amonia ndo foi afetada com a incluséo do prebidtico.

O resultado encontrado neste estudo para o acido isovalérico ndo corrobora os de
Santos (2015) e Swanson et al. (2002), porém demonstra resposta interessante, ja que 0s
AGCR sdo oriundos da fermentacdo proteica, sendo estes indicativos da atividade de bactérias
patogénicas, e houve reducdo na producdo desse acido no tratamento LSC 0,3, 0 que poderia
sugerir melhor teor de incluséo para este parametro analisado.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados das concentragdes fecais de aminas

biogénicas encontrados no estudo.
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Tabela 5 - Concentracdo de aminas biogénicas observadas no estudo

Dietas!
Itens EPM? P
DC LSC 0,3 LSC 0,6

pmoL/kg de MS

Cadaverina 10,47 9,14 11,99 0,9367 0,4812
Espermidina 0,45 0,32 0,55 0,0482 0,1454
Histamina 1,57 1,24 1,25 0,2068 0,7114
Putrescina 4,75 4,72 6,07 0,6369 0,6028
Tiramina 3,81 4,97 5,70 0,5691 0,4641
Aminas biogénicas totais 21,03 20,41 25,56 1,9534 0,5188

'DC= dieta controle; LSC 0,3 = dieta controle com 0,3% de leveduras com metabélitos ativos; LSC 0,6 = dieta
controle com 0,6% de leveduras com metabdlitos ativos; MS = matéria seca.

’EPM= erro padrdo da média; significancia p<0,05.

2b¢_ médias na mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5, pode-se verificar que ndo houve
diferenca significativa para a concentracdo fecal de cadaverina, espermidina, histamina,
putrescina, tiramina e aminas biogénicas totais (p>0,05). As aminas biogénicas agmatina,
feniletilamina, serotonina e triptamina foram analisadas, entretanto ndo foram detectadas
concentracgdes fecais destas nos animais.

A diminuicdo da concentracdo fecal de aminas pode ser benéfica a salde
gastrintestinal desses animais, assim como 0s AGCR, devido ao fato de serem produtos da
fermentacdo proteica. Swanson et al. (2002) corroboram os resultados do presente estudo,
estes autores ndo observaram diferenca significativa entre as aminas biogénicas analisadas em
cdes suplementados com MOS. Em contrapartida, Gomes (2009) avaliou a inclusdo de PCL
em cdes e encontrou reducdo nas aminas biogénicas tiramina, histamina, feniletilamina e
triptamina. Por outro lado, Santos (2015) relatou aumento linear na concentragdo fecal das
aminas putrescina, cadaverina, histamina e aminas biogénicas totais com a utilizacéo de teores
crescentes de PCL em gatos. Resultados encontrados na literatura em relacdo as aminas

biogénicas em cdes e gatos parecem ser variados de acordo com o prebi6tico utilizado.
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Para investigar a possivel agdo prebidtica da levedura utilizada no presente estudo na
modulacdo da microbiota e correlacionar com os produtos de fermentacdo, alguns géneros

bacterianos foram analisados. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados do PCR em tempo real relativo observados no estudo

Dietas®
Itens EPM? P
DC LSC0,3 LSCO0,6

Bifibobacterium spp. 1,00 1,62 0,89 1,72 0,8834
Lactobacillus spp. 1,00 0,62 0,52 0,90 0,3764
Clostridum perfringens 1,00° 0,10° 0,10° 1,19 0,0226
E. coli — Hafnia alvei — Shigella spp. 1,00 0,70 0,40 1,12 0,4204

'DC= dieta controle; LSC 0,3 = dieta controle com 0,3% de leveduras com metabélitos ativos; LSC 0,6 = dieta
controle com 0,6% de leveduras com metabdlitos ativos.

’EPM= erro padréo da média; significancia p<0,05.

2b¢ _ médias na mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

Pelos dados apresentados na Tabela 6 pode-se verificar que ndo houve diferenga
significativa para os géneros bacterianos Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., e E. coli —
Hafnia alvei — Shigella spp (p>0,05). J& o género Clostridum perfringens (p=0,0226)
apresentou reducdo com a inclusédo da levedura.

A modulagdo de Clostridium perfringens no presente estudo corrobora com 0s
resultados encontrados por Strickling et al. (2000). Os autores relataram reducdo na populacéo
fecal de Clostridium perfringens de cdes suplementados com MOS quando comparados com
cdes suplementados com xiloligossacarideo (XOS) e FOS (5g/kg dieta). Santos (2015)
observou reducdo linear em Clostridium perfringens e quadratica no grupo E. coli - Hafnia
alvei - Shiguella spp.

Em contrapartida, Barry et al. (2010) encontraram aumento na concentracao fecal nos
géneros bacterianos Bifidobacterium spp. e reducdo em E. coli em gatos suplementados com
FOS. No mesmo estudo, gatos suplementados com pectina apresentaram aumento na
concentracéo fecal de Clostridium perfringens, E. coli e Lactobacillus spp.

O género bacteriano Clostridium é constituido por espécies proteoliticas (KAMRA,
2005), que sdo bactérias responsaveis pela producdo de compostos que em altas quantidades

sdo toxicos aos animais (aminas biogénicas, amonia, fenois, AGCR etc). Entretanto, os acidos
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graxos de cadeia curta provenientes do metabolismo de espécies bacterianas sacaroliticas
como Bacterioides, Bifidobacterium (TESHIMA, 2003), bactérias laticas e Eubacterium
(VANHOUTTE et al. 2005), possuem a capacidade de aumentar a producéo de energia para o
intestino, contribuir de forma positiva na digestdo e metabolismo do hospedeiro, atenuar 0s
efeitos nocivos dos produtos gerados pela degradagéo das proteinas, entre outros.

Ao se relacionar os resultados dos AGCC, AGCR e microbiota encontrados no
presente estudo, é possivel observar que houve reducdo do género bacteriano proteolitico
(Clostridium perfringens) com a inclusdo da levedura, que pode ter resultado em reducéo na
producdo do &cido isovalérico, oriundo da fermentacédo proteica, no tratamento LSC 0,3.

Foram realizadas analises de imunofenotipagem de linfécitos, teste de fagocitose,
burst oxidativo e linfoproliferacdo, pois a modulacdo da microbiota pode influenciar no status

imunologico desses animais. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela7 - Resultados da imunofenotipagem de linfdcitos, teste de fagocitose, burst oxidativo e teste de
linfoproliferagéo encontrados no estudo

Dietas'
Itens EPM? P
DC LSC0,3 LSCO0,6
CD4+ % (linfécitos T auxiliares) 24,76 28,85 26,44 1,5592 0,2614
CD8+ % (linfécitos T citotdxicos) 11,34 10,67 11,58 0,9517 0,9306
CD4+/CD8+ 2,67 3,27 2,30 0,2731 0,2604
Burst oxidativo basal 255,63 211,00 256,29 15,8796 0,3720
Burst oxidativo induzido 1686,38 1754,00  1597,63 173,7762 0,9474
indice de fagocitose 253,67 186,44 245,55 36,3965 0,7327
Concanavalina (ConA) 234,88 228,36 236,71 7,3403 0,9169
Fitohemaglutinina (PHA) 660,75 608,11 583,50 19,2171 0,2641

'DC= dieta controle; LSC 0,3 = dieta controle com 0,3% de leveduras com metabdlitos ativos; LSC 0,6 = dieta
controle com 0,6% de leveduras com metabélitos ativos.

’EPM= erro padrdo da média; significancia p<0,05.

b¢ _ médias na mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey (p<0,05).

Na Tabela 7 pode-se verificar que ndo houve diferenca significativa para os linfocitos
CDA4+ e CD8+, relagdo CD4+/CD8+, burst oxidativo basal e induzido, indice de fagocitose e
resposta proliferativa de linfocitos aos mitdgenos concanavalina (ConA) e fitohemaglutinina
(PHA) (p>0,05).
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Linfdcitos sdo celulas com funcdo de reconhecer antigenos estranhos e resposta imune,
que possuem diversidade em populacbes celulares, com propriedades e fungdes distintas,
como os linfécitos T envolvidos na resposta imune celular (TIZARD, 2002; GOMES, 2009).

Animais saudaveis alimentados com uma dieta de boa qualidade, completa e equilibrada
ndo sdo susceptiveis a deficiéncias nutricionais, porém evidéncias recentes sugerem que a
suplementacdo de ingredientes especificos podem modular o sistema imune, enquanto que a
ingestdo excessiva de outros nutrientes, podem resultar em imunodeficiéncia (BRADLEY;
XU, 1996; LESSARD et al., 1997; CHANDRA, 1997; FIELD et al., 2002; SCHWARTZ et
al., 2012.; DE HEREDIA et al., 2012; RUTHERFURD-MARKWICK et al., 2013).

Rutherfurd-Markwick et al. (2013) encontraram aumento significativo de resposta
proliferativa de linfocitos e aumento da atividade fagocitaria periférica, em gatos alimentados
com uma dieta suplementada com nucleotideos derivados de levedura.

Na literatura inexistem trabalhos que avaliem resposta imunolégica de gatos em dietas
com inclusdo de leveduras. Esperava-se que a inclusdo do prebi6tico poderia melhorar a
resposta imune de animais alimentados com as leveduras, no entanto, esse efeito pode néo ter
sido encontrado por dificuldades em se estabelecer doses Otimas para efeito prebidtico,
varia¢fes individuais dentro dos grupos experimentais e 0 proprio processamento do

prebidtico utilizado.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a inclusdo de
levedura com metabdlitos ativos, nos teores de inclusdo avaliados, parece apresentar
modulacdo benéfica da microbiota intestinal de gatos adultos, devido a reducdo em
Clostridium perfringens e alteracdo da atividade metabolica da microbiota, com reducdo em

acido isovalérico no teor de inclusdo de 0,3%.
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