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RESUMO

HENRIQUEZ, L.B.F. Avaliacdo dos efeitos da ingestdo de extrato de malte
em parametros de digestibilidade, palatabilidade, imunidade, microbiota
fecal e produtos fermentativos em cées adultos saudaveis. [Evaluation of the
effects of malt extract ingestion on parameters of digestibility, palatability,
immunity, fecal microbiota and fermentative products in healthy adult dogs].
2022. 112f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2022.

O coproduto extrato de malte, derivado de grdos de cevada, apresenta
constituintes antioxidantes e prebiéticos. Diante do exposto, o intuito do presente
trabalho foi avaliar o efeito da inclusdo de extrato de malte na dieta de caes
saudaveis sob digestibilidade, palatabilidade, imunidade, microbiota fecal e
produtos fermentativos. O delineamento experimental utilizado foi o crossover
2x2. Foram utilizados 12 cdes saudaveis com dois anos de idade, distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de acordo com o alimento consumido: Alimento
Controle (AC), sem a adicdo de extrato de malte, e Alimento Malte (AM), com a
adicdo de 1,0% de extrato de malte (matéria natural), durante dois periodos
experimentais. O consumo de alimento, escore fecal, digestibilidade aparente
dos nutrientes, palatabilidade, produtos fermentativos, microbiota fecal e
imunidade foram comparados apds o consumo dos alimentos experimentais. Os
resultados obtidos foram analisados pelo software computacional Statistical
Analysis System (SAS, versdo 9.4). Valores de p<0,05 foram considerados
significativos. Nao foram observadas diferencas nos parametros de
digestibilidade aparente dos nutrientes, palatabilidade e produtos fermentativos.
O filo predominante para os dois grupos foi o Firmicutes (p<0,0001), sendo a
média deste maior para o tratamento AM. Houve diferenca para o0s grupos
bacterianos pertencentes ao cluster Clostridium XIVa e género Faecalibacterium
(p<0,0001), que sdo bactérias responsaveis pela producao de acidos graxos de
cadeia curta, sendo as médias destes grupos maiores para o tratamento AM,
além disso, para este tratamento foi observada reducdo do género
Bifidobacterium (p<0,0001). Ap6s o consumo do AM, também houve aumento
do indice (p=0,0071) e da taxa (p=0,0025) de proliferacdo de linfocitos e na
relacéo de linfocitos CD4*:CD8* (p=0,0098). Concluiu-se que a inclusao de 1,0%
de extrato de malte na dieta apresentou efeito prebiético em caes adultos
saudaveis.

Palavras-chave: canino, cevada, maltagem, manutencao, nutricao.



ABSTRACT

HENRIQUEZ, L.B.F. Evaluation of the effects of malt extract ingestion on
parameters of digestibility, palatability, immunity, fecal microbiota and
fermentative products in healthy adult dogs. [Avaliacdo dos efeitos da
ingestéo de extrato de malte em parametros de digestibilidade, palatabilidade,
imunidade, microbiota fecal e produtos fermentativos em cées adultos
saudaveis]. 2022. 112f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2022.
The co-product malt extract, derived from barley grains, has antioxidant and
prebiotic constituents. Given the above, the aim of this study was to evaluate the
effect of including malt extract in the diet of healthy dogs under digestibility,
palatability, immunity, fecal microbiota, and fermentative products. The
experimental design used was the 2x2 crossover. Twelve healthy two-year-old
dogs were used, randomly divided into two groups according to the food
consumed: Control Food (AC), without the addition of malt extract, and Malt Food
(AM), with the addition of 1.0% malt extract (natural matter) during two
experimental periods. Food consumption, fecal score, apparent nutrient
digestibility, palatability, fermentative products, fecal microbiota, and immunity
were compared after consumption of experimental foods. The results obtained
were analyzed by the computer software Statistical Analysis System (SAS,
version 9.4). Values of p<0.05 were considered significant. No differences were
observed in the parameters of apparent digestibility of nutrients, palatability, and
fermentation products. The predominant phylum for both groups was Firmicutes
(p<0.0001), the mean of which was higher for the AM treatment. There was a
difference for the bacterial groups belonging to the cluster Clostridium XIVa and
genus Faecalibacterium (p<0.0001), which are bacteria responsible to produce
short-chain fatty acids, and the averages of these groups were higher for the AM
treatment, in addition, for this treatment, reduction in the genus Bifidobacterium
(p<0.0001) was observed. After AM consumption, there was also an increase in
the index (p=0.0071) and rate (p=0.0025) of lymphocyte proliferation and in the
CD4+:CD8+ lymphocyte ratio (p=0.0098). It was concluded that the inclusion of
1.0% of malt extract in the diet had a prebiotic effect in healthy adult dogs.

Keywords: canine, barley, malting, maintenance, nutrition.
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1. INTRODUCAO

Com a crescente atribuicdo dos cdes como membros da familia, o bem-
estar e salude destes animais tornaram-se preocupacdes constantes para seus
tutores, que querem prolongar e melhorar a qualidade de vida de seus pets
(IBGE, 2015; IPB, 2018; ABINPET, 2019). Por consequéncia, o interesse e as
exigéncias dos proprietarios em relacdo a alimentacdo de seus animais tém
crescido (BUCHANAN et al.,, 2011; DENG; SWANSON, 2015; ABOOD;
VERTON-SHAW, 2021). Na atualidade, a nutricdo objetiva ndo apenas suprir a
necessidade alimentar dos animais, mas igualmente, auxiliar no bem-estar,
melhorar a salde e atenuar o risco de afec¢cbes (BUCHANAN et al., 2011; DI
CERBO et al., 2017; GUPTA et al., 2021).

Aditivos sdo empregados na alimentacao animal com a funcéo de suprir
exigéncias nutricionais, que as matérias primas que os compde nao fornecem.
Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2015),
estes podem ser substancias, microrganismos ou produtos formulados, que
apresentem ou ndo valor nutritivo e, sua adi¢cdo pode melhorar as caracteristicas
dos produtos destinados a alimentacdo ou também atender as necessidades
nutricionais do animal.

O extrato de malte derivado de gréos de cevada, pode ser encontrado nas
formas comerciais em p6 e xarope. Este ingrediente pode ser utilizado como
aditivo na fabricacdo de péaes, biscoitos, macarrdo, chas e bebidas maltadas para
seres humanos (PAIK; LOW; INGLEDEW, 1991; MEINTS; HAYES, 2020). Ele
pode apresentar em sua composicdo compostos que conferem capacidade
antioxidante, caracteristicas palataveis e potencial prebiético, que podem
promover beneficios a salde e melhorar o aroma e sabor de produtos
alimenticios (ULLRICH et al., 1986; GUPTA; ABU-GHANNAM; GALLAGHAR,
2010; SIMIC et al., 2017; BETTENHAUSEN et al., 2018).

Na literatura, ndo foram encontrados estudos que avaliaram a aplicacao
do extrato de malte na alimentagcdo de caes. Baseado neste aspecto e na
demanda cada vez maior por coprodutos que apresentem caracteristicas
nutracéuticas, estudos que envolvam possiveis novos aditivos, como o extrato

de malte, na nutricdo de cées e outras espécies tornaram-se de interesse.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. EXTRATO DE MALTE

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO, 2020), a producao
de cevada mundial em 2019 foi em torno de 159 milhdes de toneladas e a
brasileira de 409 mil toneladas. A maior parte da producao brasileira de cevada
é destinada a alimentacao animal e a producao de malte (TONIAZZO et al., 2017;
MARTINEZ et al., 2018). Porém, ha crescente interesse por este gréo, que pode
atuar como alimento funcional, devido aos compostos bioativos presentes em
sua composi¢do, como B-glucanos e oligossacarideos, que no organismo atuam
como prebioticos; além de tocoferéis e compostos fendlicos, que possuem
capacidade antioxidante (QURESHI et al., 1986; MAILLARD et al., 1996;
JADHAV et al., 1998; OMWAMBA; HU, 2009; NEWTON et al., 2011; MARTINEZ
et al., 2018; SIMIC et al., 2019; MEINTS; HAYES, 2020).

O malte produzido a partir dos graos de cevada € obtido pelo processo de
malteacdo ou maltagem e é muito utilizado na producéo de cervejas (GUPTA;
ABU-GHANNAM; GALLAGHAR, 2010; ARIF et al., 2011). Este processo envolve
uma série de reacdes bioquimicas e fisioldgicas, com a quebra da parede celular
do endosperma e da acéo de enzimas hidroliticas (HENRY, 1988; GUPTA; ABU-
GHANNAM; GALLAGHAR, 2010). A técnica consiste em umidificar os graos
(processo de maceracdo), para que iniciem a germinacdo, que sera
posteriormente interrompida pela queima, por secagem ou torra. ApGs a retirada
das radiculas, obtém-se o gréo de cevada malteado ou gréo de malte (Figura 1)
(HUDSON, 1986; GUPTA; ABU-GHANNAM; GALLAGHAR, 2010; BEGEA et al.,
2017; OZCAN; ALJUHAIMI; USLU, 2018).

Existem diferentes matérias-primas que podem ser utilizadas para a
fabricacdo do extrato de malte, como a cevada nao processada, 0s graos de
malte verde, que ndo passaram por nenhum processo de secagem e 0s graos
de malte claro e escuro, que passaram, respectivamente, por processo de
secagem a menos e mais de 100°C (YAHYA; LINFORTH; COOK, 2014;
REICHEL et al., 2021).

O extrato de malte é obtido pela mosturagdo de grdos malteados, e €
constituido pela parte sollvel extraida durante este processo (CELUS; BRIJS;

DELCOUR, 2006), o que inclui aminoacidos e carboidratos, como glicose,
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maltose, frutose, sacarose, maltotriose e maltotetraose (PAIK; LOW;
INGLEDEW, 1991; COLLINS et al.,, 2003; DUKE; HENSON, 2008). Este
ingrediente é utilizado na fabricacdo de alimentos de confeitaria e massas, como
bolos e pizzas (BRIGGS, 1978). Além disso, pode ser utilizado em produtos
alimenticios para melhorar o aroma e sabor. Suas caracteristicas organolépticas
variam de acordo com a variedade do gréo e o processo de maltagem utilizado,
torra seca ou umida (ARIF et al., 2011). O extrato de malte pode apresentar
diferentes composicOes e capacidade antioxidante de acordo com a variedade
de cevada da qual foi extraido (GOUPY et al., 1999), essas variacdes também
ocorrem devido ao processo de maltagem ao qual os grados sdo submetidos
(ZHAO; ZHAO, 2012).

Figura 1 — Etapas do processo de malteag&o do gréo de cevada.

Maceracao Germinagao Torra
156-20°C 16-22°C 50 - 65 °C, 12 h (fase de secagem)
36-48h 4 - 6dias 65 - 85 °C, 12 h (fase de crivagem)

Graos de cevada Sementes maceradas Malte verde Graos malteados

= 12% H,0 = 45% H,0 =~ 45% H,0 = 12% H,0 (fase de secagem)
=4% H,0 (fase de crivagem)

Aumento da umidade Germinagdo Desenvolvimento de sabor

Fonte: adaptado de Carvalho et al. (2016).

2.2. EXTRATO DE MALTE E PALATABILIDADE

Ha grande variedade de extratos de malte disponiveis no mercado, com
diferentes finalidades, como para fabricacdo de cervejas, barras de cereais,
chocolates, produtos de panificacdo, bebidas lacteas e sorvetes. Além disso,
também podem apresentar diferentes sabores, como abiscoitado, caramelado,
defumado e achocolatado (YAHYA; LINFORTH; COOK, 2014). O mosto do malte
de cevada € um substrato com alta concentragéo de nutrientes, que na industria
de alimentos pode servir como adocgante, aromatizante e corante (BENDER,
2006; SKENDI; PAPAGEORGIOU, 2018).



26

Nao existem estudos na literatura que avaliaram o fornecimento de extrato
de malte para cées, gatos ou outros animais. Porém, alguns estudos foram
realizados com alimentos para seres humanos, como queijo branco (Dominati) e
cerveja (JACKSON; HUDSON, 1978; ALY, 1997), com o intuito de avaliar se este
ingrediente pode influenciar no sabor.

Em estudo realizado por Jackson e Hudson (1978) foram avaliadas
cervejas com concentracdes crescentes de extrato de malte (3, 10, 20 e 30%).
Foi observada correlagdo positiva entre o aumento de indices de sabor e a
quantidade de extrato de malte adicionada. Os autores concluiram que 0s
componentes responsaveis por aumentar os indices foram os acgucares e 0s
aminoacidos presentes na composicdo do extrato de malte.

A umidade e temperatura utilizadas nos processos de preparo de
derivados dos graos de cevada e malte, como o extrato, além da composi¢ao
quimica dos gréos utilizados e periodo de germinacdo sao fatores que podem
modificar a cor e 0 sabor dos produtos aos quais os derivados sédo adicionados
(YAHYA; LINFORTH; COOK, 2014; REICHEL et al., 2021). Os componentes que
conferem diferentes sabores sao gerados pelo escurecimento ndo enzimatico
dos gréos e pela reacdo de Maillard, que ocorre durante a oxidacéao lipidica dos
acidos graxos, ao longo do processo de preparo dos derivados
(VANDERHAEGEN et al., 2006).

Adicionar ingredientes com sabor adocicado, como xaropes ou frutas,
pode melhorar a palatabilidade de alimentos para caes, pois ja foi demonstrado
gue esses animais possuem receptores para sabores adocicados (FERRELL,
1984; DELANEY, 2006; JOHNSON; FREEMAN, 2017). Beal e Mottram (1993)
avaliaram seis tipos de extrato de malte, que foram preparados com diferentes
temperaturas (0, 40, 100, 114, 127 e 150°C) durante o processo de mosturacao.
As andlises foram feitas com painel sensorial em 17 participantes. As
caracteristicas dos aromas variaram entre: “semelhante ao feno” e “semelhante
as frutas” a “semelhante ao pao” e “semelhante ao chocolate”. Em estudo
realizado por Reichel et al. (2021) foram analisados 4 tipos de extrato de malte
com diferentes umidades, que exibiram compostos aromaticos distintos
relacionados com sabores de pao, caramelo, amanteigado, torrado e queimado.

Além dos acgucares, sabe-se que as reacdes de Maillard que podem levar

a formacao de complexos, como carboidrato-proteina, também podem contribuir
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para melhora da palatabilidade de alimentos para cées (DE BRITO et al., 2021).
Na industria pet food, essas reacfes ocorrem, em sua maioria, durante o
processo de extrusdo com a formacéo de compostos conhecidos como produtos
da reacéo de Maillard (VAN ROOIJEN et al., 2013).

Parr et al. (2021) observaram que a temperatura e o tempo durante o
processo de torra de grdos de cevada e malte resultaram na producédo de
diferentes compostos que modulam a palatabilidade. Grdos de malte verde
apresentaram maiores concentracfes de maltol e acido acético, enquanto os
gréos de malte torrado maiores concentragdes de piridinas e 2-metil-furano. A
formacdo destes diferentes compostos esta relacionada com a umidade
presente nos graos e as reacdes de Maillard que ocorrem na presenca de maior

e menor concentracdo de agua.

2.3. EXTRATO DE MALTE E B-GLUCANOS

A extragao de B-glucanos pode ser realizada através da agua, do uso de
solventes, por extracdo enzimatica ou por extracdo alcalina, independente do
meio utilizado. O processo é trabalhoso e requer cuidado para que o produto
final apresente qualidade (AHMAD et al., 2009, 2012). Portanto, o consumo de
alimentos que contenham (B-glucanos pode ser uma forma mais barata e facil de
ingerir este prebidtico.

Os B-glucanos sdo polimeros de pB-D-glicose unidos por ligacdes
glicosidicas. Estes constituem 75% da parede celular do endosperma do grao de
cevada (FINCHER, 1975; BRIGGS, 1998; BAIK; ULLRICH, 2008; SIMIC et al.,
2019) e séo as fibras solGveis presentes em maior concentracado na cComposi¢ao
desse grdo (JOHANSSON et al., 2008). Geralmente, os grdos de cevada contém
entre 2 e 11% de B-glucanos em sua composicao, de acordo com a variedade
analisada (NEWMAN; NEWMAN, 2008). O endosperma também apresenta altas
concentracdes de proteina, amido e compostos fendlicos (SIMIC et al., 2019).

Durante o processo de maltagem, os B-glucanos séo hidrolisados, o que
libera o amido presente nos graos (BRIGGS, 1998). Os 3-glucanos liberados tém
a capacidade de aumentar a viscosidade do mosto, devido a sua concentragao
e caracteristicas fisico-quimicas, como o peso molecular (RIMSTEN et al., 2003;
LAZARIDOU et al., 2004). Para a industria cervejeira € desejavel que o extrato

de malte ou que os grdos de malte apresentem baixa concentragdo de -
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glucanos, pois estes podem aumentar a viscosidade das bebidas maltadas, para
isto é necessaria alta atividade da enzima B-glucanase durante o processo de
maceracdo (BAMFORTH, 1985; LUSK et al., 2001; MEINTS; HAYES, 2020).
Apesar de grande parte da producdo de extrato de malte ser destinado a
industria cervejeira, os conhecimentos adquiridos sobre este aditivo permitem
que empresas que o fabricam produzam extrato de malte com baixa
concentracdo de [-glucanos para producdo de cerveja e com maiores
concentragdes para outras finalidades.

Em estudo realizado por Teixeira et al. (2016) observou-se que a
concentracdo de B-glucanos presente no grdo de malte € menor, porém mais
solavel e com menor peso molecular, quando comparado com o gréo de cevada.
O peso molecular dos B-glucanos pode influenciar na sua biodisponibilidade
(BIORKLUND et al., 2005), além disso, processos que envolvem alta ou baixa
temperatura podem modificar as propriedades destes prebidticos (BEER et al.,
1997). Durante o processo de extrusao de alimentos para caes e gatos, é preciso
elevar a temperatura do extrusado, o que poderia degradar os [-glucanos
presentes nos ingredientes, uma forma de contornar este problema seria
adicionar ingredientes que contenham este prebidtico durante o processo de
cobertura, que ocorre ap0s a extrusao.

O processo de maceracdo e germinacao, assim como a variedade de
cevada utilizada, também podem influenciar na composicéo e nas caracteristicas
da fibra alimentar presente nos graos de malte (TEIXEIRA et al., 2016). Adicionar
acido latico e/ou aumentar a temperatura da agua durante a maceracdo pode
resultar em grdos de malte com maior concentracdo de fibra solavel e B-
glucanos, quando comparado com maltes preparados de forma convencional
(TEIXEIRA et al., 2016). Ao aumentar a temperatura durante a maceracao, a
atividade da enzima B-glucanase é reduzida, o que ocasiona maior producao de
B-glucanos durante a germinagdo (RIMSTEN et al., 2002, 2003). A concentragéo
média de B-glucanos em grdos de malte pode variar de 0,1% a 1,4% da
composicao total em base de matéria seca, sendo esta similar ao encontrado no
extrato de malte (MORGAN; GILL; SMITH, 1983; CHANDRA; PROUDLOVE;
BAXTER, 1999; TEIXEIRA et al., 2016).
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2.4. B-GLUCANOS COMO MODULADORES DE MICROBIOTA E
PRODUTOS FERMENTATIVOS

Os B-glucanos séo classificados como prebioticos que, dentro do intestino
grosso, atuam como substrato para o0 crescimento e/ou atividade de
determinados microrganismos que promovem efeitos benéficos a saude do
hospedeiro (GIBSON et al., 2017). O microbioma intestinal auxilia no
desenvolvimento do sistema imune, funcéo epitelial intestinal e saude sistémica
do hospedeiro (SWANSON et al., 2002a).

Atualmente, uma das formas mais utilizadas para determinacédo da
abundancia de bactérias presentes na microbiota fecal e de outras amostras €
através de tecnologias de sequenciamento de Ultima geracdo (next generation
sequencing — NGS), que permitem amplificar, sequenciar e identificar taxons
presentes nas amostras (TURNBAUGH et al., 2007; KNIGHT et al., 2017). O
principio da técnica consiste na extracdo do DNA e na amplificacdo dos genes
RNA ribossomal 16S (rRNA) por meio de primers bacterianos, o que permite a
identificacdo de filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies bacterianas,
conhecidas e desconhecidas, presentes na amostra (HANDL et al., 2011).

A maioria dos estudos que avaliou o fornecimento de B-glucanos para
caes, utilizaram aqueles advindos de fungos e leveduras, que possuem ligacdes
B-glicosidicas (1—3) e (1—6) diferentes daquelas presentes nos B-glucanos de
cereais, como a cevada (1—4) e (1—3) (SIMIC et al., 2019). Além disso, fungos
e leveduras podem apresentar maiores concentragdes de (B-glucanos em sua
composicdo como, o0 extrato de parede celular de levedura, que apresenta
concentracdo média de 25% (THEODORO et al., 2019). Diante disso, observa-
se gue talvez seja necessaria maior inclusdo de extrato de malte e outros
coprodutos derivados de cereais na dieta, para obter resultados similares aos
encontrados para outros aditivos que contenham (-glucanos.

Diversos estudos ja demonstraram que a composicao do alimento, idade,
fatores genéticos e o status de saude podem modular e influenciar na
composicdo do microbioma gastrointestinal (HANDL et al., 2013; DENG;
SWANSON, 2015), que é composto por uma populacdo microbiana complexa,
gue apresenta microrganismos benéficos, como os dos géneros Lactobacillus e
Bifidobacterium (REDFERN; SUCHODOLSKI; JERGENS, 2017), que sao
produtores de acido latico e podem modular de forma indireta o sistema
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imunoldgico dos animais (RENTAS et al., 2020). Além disso, os prebidticos
podem auxiliar na reducéo da populacédo de patdégenos oportunistas presentes
no intestino grosso, como algumas espécies pertencentes aos géneros
Clostridium e Escherichia, que quando estdo presentes em grande quantidade
podem resultar em maleficios a higidez dos animais (STRICKLING et al., 2000;
MIDDELBOS et al., 2007).

Dentre as func¢des do microbioma do intestino pode-se citar a defesa
contra patégenos intestinais invasores e fornecimento de nutrientes para o
hospedeiro via fermentacdo e atividade metabdlica (SUCHODOLSKI et al.,
2012). Além disso, a sua composicdo pode afetar tanto a absorcdo e
metabolismo dos nutrientes quanto as funcbes troficas e protetoras do
hospedeiro. Alteragbes no equilibrio do microbioma podem ocasionar o
desenvolvimento de diversas desordens e doencgas, como diarreia e doenga
inflamatoria intestinal (SUCHODOLSKI et al., 2012; BLAKE; SUCHODOLSKI,
2016). Além disso, em alguns estudos sugeriu-se que alteragdes no microbioma
podem resultar em alergias, altera¢des na saude bucal, ganho ou perda de peso,
diabetes e alteracdes renais (WERNIMONT et al., 2020; MACEDO et al., 2022).

O microbioma intestinal de cées e gatos parece ser similar em alguns
aspectos ao de seres humanos e ratos, essas quatro espécies apresentam
predominancia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, porém, existem algumas
diferencas, como abundéancia superior a 10% do filo Fusobacteria no microbioma
intestinal de cées e gatos (DENG; SWANSON, 2015).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acético, propidnico e butirico,
sdo os principais produtos da fermentacéo realizada pelas bactérias do intestino
grosso, eles sao produzidos pela fermentacéo de carboidratos e do acido latico
(NOGUEIRA et al., 2019). Estudos em cédes demonstraram que os -glucanos
sdo capazes de modular a populacdo microbiana presente no trato
gastrointestinal e, por consequéncia, a producdo de AGCC (SWANSON et al.,
2002b; RENTAS et al., 2020). A producao destes acidos graxos pode promover
resultados benéficos ao hospedeiro como, reducdo do pH luminal, o que pode
criar condi¢cbes desfavoraveis para a proliferacdo de bactérias patogénicas
(COOK; SELLIN, 1998; SWANSON et al., 2002a; NOGUEIRA et al., 2019).

Além das fibras, as bactérias também fermentam parte da proteina que
nao €& absorvida no intestino delgado e chega até o intestino grosso. A
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fermentacdo desses componentes leva a producdo de amdnia e acidos graxos
de cadeia ramificada (AGCR) (valérico, isovalérico e isobutirico) que sé&o
considerados compostos putrefativos (MINER; HAZEN., 1969; NERY et al.,
2012), que dependendo da sua concentracdo podem gerar odor desagradavel
nas fezes. Portanto, ao se avaliar a suplementa¢do de um prebidtico ou de um
ingrediente proteico é importante verificar se ndo ha aumento na producao
destes compostos.

N&do foram encontrados estudos na literatura que avaliaram a
suplementacao ou a incluséo de extrato de malte no alimento como moduladores
de produtos de fermentacdo e microbiota fecal em cées ou em outras espécies.

No Quadro 1 estdo listadas as principais publicacbes que avaliaram o
fornecimento de diferentes prebiodticos para cdes e observaram o efeito destes
como moduladores de produtos de fermentacdo e da microbiota fecal.
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Quadro 1 - Artigos publicados que avaliaram o fornecimento de diferentes prebiéticos como moduladores de produtos de fermentacdo e da microbiota fecal em

caes.

Plus

Mannanoligosaccharides

mananoligossacarideos

frutooligossacarideos e

mananoligossacarideos

Autor/Ano Titulo Prebidtico utilizado Objetivos Principais resultados
SWANSON et | Fructooligosaccharides | Frutooligossacarideos | Determinar se | ApGs a ingestdo de alimentos
al. (2002hb) and Lactobacillus frutooligossacarideos e /ou | que continham

acidophilus Modify  Gut Lactobacillus acidophilus | frutooligossacarideos, foi
Microbial ~ Populations, afetam as populacdes | observada reducao na
Total Tract Nutrient microbianas intestinais, | populacdo de bactérias do
Digestibilities and Fecal produtos fermentativos e a | género Clostridium e aumento
Protein Catabolite digestibilidade de | de bactérias dos géneros
Concentrations in nutrientes em cées adultos | Lactobacillus e Bifidobacterium.
Healthy Adult Dogs saudaveis Além disso, foi observado
aumento na concentracao de
lactato e de &cido butirico e
reducdo da amoénia fecal e dos
acidos isobutirico e isovalérico
nas fezes
SWANSON et | Effects of Supplemental | Frutooligossacarideos | Verificar se a| A suplementacdo dos dois
al. (2002c) Fructooligosaccharides | e suplementacéao de | prebidticos aumentou a

populacdo de bactérias dos

géneros Bifidobacterium e
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on Immune Function and

influenciam na imunidade e

Lactobacillus. Além disso, a

lleal and Fecal Microbial nas populacdes | suplementacdo também alterou
Populations in  Adult microbianas ileais e fecais | a imunidade
Dogs de cées adultos
FLICKINGER et | Nutrient  digestibilities, | Frutano Avaliar os A suplementacao de
al. (2003) microbial  populations, | (frutooligossacarideos | efeitos de  diferentes | oligofrutose reduziu a
and protein catabolites | e oligofrutose) concentracbes dietéticas | digestibilidade aparente de
as affected by fructan de frutooligossacarideos e | alguns nutrientes. Enquanto a
supplementation of dog oligofrutose na | suplementacéo de
diets digestibilidade dos | frutooligossacarideos reduziu a
nutrientes, microbiota fecal | concentracdo de bactérias do
e produtos de fermentacao | género Clostridium.
fecal e proteina urinaria em
cées adultos saudaveis
BELOSHAPKA; | Effects of feeding | Polidextrose Determinar os efeitos da | Foi  observada  correlagéao
WOLFF; polydextrose on faecal polidextrose em diferentes | positiva entre a concentracdo
SWANSON characteristics, concentracdes nas | dos acidos acético e propiénico
(2012) microbiota and caracteristicas fecais, | e acidos graxos de cadeia curta
fermentative end microbiota e  produtos | totais com o aumento da dose

de polidextrose. A populacéo de
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products in healthy adult
dogs

fermentativos em caes

adultos saudaveis

bactérias do género Clostridium
reduziu com o0 aumento da

concentragao da polidextrose

PANASEVICH
et al. (2015)

Modulation of the faecal
microbiome of healthy
adult dogs by inclusion of
potato fibre in the diet

Fibra de batata

Avaliar o efeito do aumento
da

batata na microbiota fecal

inclusdo de fibra de

de caes adultos saudaveis

Foi

concentracdo de bactérias do

observado aumento na

filo Firmicutes e do género
Faecalibacterium e reducdo na
populacdo de bactérias do filo
Fusobacteria apds a ingestao
dos alimentos que continham

fibra de batata

LIN et al. (2019)

Effects of
a Saccharomyces

cerevisiae fermentation

product on fecal
characteristics, nutrient
digestibility, fecal
fermentative end-

products, fecal microbial

populations, immune

Saccharomyces

cerevisiae

(parede

celular de levedura)

da

parede celular de levedura

Avaliar os efeitos
nas caracteristicas fecais,
digestibilidade  aparente
dos macronutrientes,
produtos de fermentacao
microbiota

fecal, fecal,

respostas imunologicas e

Foi observada maior
concentracdo de bactérias do
género Bifidobacterium e menor
de do

Fusobacterium na microbiota

bactérias género

fecal dos cées suplementados

com o prebidtico
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function, and diet palatabilidade em céaes

palatability in adult dogs adultos saudaveis
NOGUEIRA et | Dietary supplementation | Blend de prebidticos, | Avaliar os efeitos da | Foi observado aumento na
al. (2019) of a fiber-prebiotic and | sacarina e eugenol e | suplementacdo dietética | producdo de acido propidnico e

saccharin-eugenol blend

blend de prebioticos

de um blend de prebibticos

acético e reducdo de acido

in extruded diets fed to | mais sacarina e | isoladamente ou em | isovalérico e isobutirico nas
dogs eugenol combinacdo com um |fezes dos animais apos a
aditivo alimentar contendo | ingestao dos prebioticos
sacarina e eugenol como
potenciais promotores da
saude intestinal em cées
adultos saudaveis
THEODORO et | Effects of the solubility of | Parede  celular de | Avaliar os efeitos da | A adicdo da parede celular de
al. (2019) yeast cell wall | levedura e parede | incluséo de duas | levedura com
preparations on their | celular de levedura com | preparacbes de parede | mananoligossacarideos reduziu
potential prebiotic | mananoligossacarideos | celular de Saccharomyces | o coeficiente de digestibilidade

properties in dogs

cerevisiae em alimentos
na
de

extrusados,
digestibilidade

da

aumentou a concentracao fecal

aparente gordura e

de acido butirico e putrescina,
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de
fermentacdo e parametros
de

nutrientes, produtos

imunolégicos caes

adultos

além de reduzir a concentracéo

de acido latico nas fezes

RENTAS et al.
(2020)

Galactoligosaccharide
and a prebiotic blend
improve colonic health

Galactooligossacarideo
e blend de prebioticos
(continha B-glucano na

Avaliar os efeitos de um
prebidtico e de um blend de
prebidticos, em diferentes

Foi observada tendéncia para
reducdo da concentracdo do

acido isovalérico nas fezes dos

and immunity of adult | composi¢&o) concentracoes, na | animais que consumiram O
dogs digestibilidade dos | alimento que continha
nutrientes, produtos | galactooligossacarideo
fermentativos e variaveis
imunolégicas em  caes
adultos
Santos et al. | Saccharomyces Cultura de | Avaliar o0s efeitos da | Foi observado aumento da
(2022) cerevisiae  dehydrated | Saccharomyces ingestdo Saccharomyces | concentracao de acido

culture modulates fecal
microbiota and improves
innate immunity of adult

dogs

cerevisiae desidratada

cerevisiae sob
digestibilidade, microbiota
fecal, produtos

fermentativos fecais e

propidnico fecal para 0s grupos
gue receberam o prebibtico.
Para estes grupos, também foi
da

abundancia relativa dos filos

observado aumento
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imunidade em caes adultos

saudaveis

Firmicutes e Actinobacteria e
reducdo do filo Fusobacteria,
além de maiores médias para 0s
géneros Clostridium e
Collinsella e reducdo para

Allobaculum e Fusobacterium.
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2.5. B-GLUCANOS E IMUNIDADE

O sistema imunoldgico é responsavel por proteger o organismo contra a
invasdo de patégenos, como bactérias e virus. Ele pode ser dividido em dois
tipos: inato e adaptativo. As barreiras epiteliais, como o revestimento do trato
gastrointestinal sdo a primeira linha de defesa do sistema imune inato, que
apresenta resposta rapida, porém inespecifica. O funcionamento deste sistema
depende do reconhecimento da estrutura do patégeno invasor. Os leucdécitos
estdo envolvidos na resposta adaptativa inicial, uma de suas funcbes é
apresentar os antigenos aos linfocitos. A resposta imune adaptativa ocorre,
basicamente, em duas etapas: primeiro ocorre a producao de anticorpos pelos
linfécitos B (resposta imune humoral) e depois, caso seja necessario, 0S
linfécitos T sdo estimulados e atacam as células corporais infectadas (resposta
imune mediada por células) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Os B-glucanos possuem a capacidade de estimular o sistema imune
(GOODRIDGE; WOLF; UNDERHILL, 2009). A solubilidade, massa molecular,
estrutura e método de extracdo podem influenciar na capacidade
imunomoduladora dessas fibras (KULICKE; LETTAU; THIELKING, 1997; DAOU,;
ZHANG, 2012). Na literatura sdo exiguos o0s estudos que avaliaram a
suplementacdo dos B-glucanos como agentes imunomoduladores em cées
(STUYVEN et al.,, 2010). Geralmente, os B-glucanos destes estudos sé&o
utilizados como agonistas prototipicos (MITROULIS et al., 2018), que atuam
apos a vacinacao, ligando-se a receptores de reconhecimento padrdao, como a
dectina-1, sendo considerados como padr6es moleculares associados aos
patébgenos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019), o que aumenta a resposta
imune, através da maior producdo de macréfagos (PARIS et al., 2020a). Além
disso, a dectina-1 também € expressa em neutrofilos, eosindéfilos, mondcitos e
algumas células T (VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008). Nestes casos, a
administracdo de B-glucanos pode ser realizada com a vacinacao ou apoés, pois
em ambas as situacgdes, ja foi demonstrado aumento da imunogenicidade em
cées (PARIS et al., 2020b).

Quando os B-glucanos sdo administrados por via oral, eles podem perder
o seu efeito imunoestimulador, por conta do pH acido presente no estdbmago
(KUDRENKO; SNAPE; BARNES, 2009; ULMIUS et al., 2012). Em estudos in

vitro ja foi demonstrado que os -glucanos apresentam perda de peso molecular
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durante o processo de digestdao (LAZARIDOU; BILIADERIS, 2007). Por outro
lado, pesquisadores que avaliaram a suplementacdo de fontes de B-glucanos
em cées adultos saudaveis observaram melhor resposta do sistema imunologico
nos animais suplementados (LIN et al, 2019; RENTAS et al.,, 2020). O
fornecimento de B-glucanos dietéticos podem estimular macréfagos, neutrofilos
e linfécitos, o que promove a resisténcia a bactérias patogénicas gram-negativas
(WILLIAMS; MUELLER; BROWDER, 1996).

Os linfocitos podem ser divididos em alguns grupos, como as células T, B
e os natural killer (MORTLOCK; WEI; WILLIAMSON, 2015). As células T podem
desempenhar diferentes funcdes na resposta imune, por exemplo, as células T
CD4* ou T helper auxiliam na resposta imune desempenhada por outras células
T e por células B, além de produzirem citocinas pré e anti-inflamatorias, ja as
células T CD8* desempenham o papel de inducdo a apoptose de células
infectadas por patdgenos invasores, sendo conhecidas como T citotdxicas
(ZENEWICZ; ANTOV; FLAVELL, 2009). A partir da quantificacdo da populacdo
relativa (%) destes grupos celulares, é possivel determinar o indice chamado
relacdo CD4*:CD8*, que é considerado um marcador de ativagdo do sistema
imune, pois a populacdo das células T CD8* aumenta quando ha invasao de
patdbgenos no organismo, o que ocasiona reducdo do indice e, apds o controle
da invasdo, normalmente, reduz e o indice volta a normalidade (BRUNO et al.,
2017).

Para que as células T desempenhem seu papel, a proliferacdo € um fator
importante, pois ela permite a diferenciacdo e homeostase destes grupos
celulares (MORTLOCK; WEI; WILLIAMSON, 2015). A andlise de proliferacédo
linfocitaria pode ser realizada com diferentes mitégenos, como a concavalina-A
e a fitohemaglutinina (FHA), a partir dela € obtido o indice de proliferacao que é
uma relacao entre células tratadas e ndo tratadas com mitbgeno, o que permite
simular e avaliar a eficacia do sistema imune em reagir a invasédo de patdogenos
(TIZARD, 2009).

No Quadro 2 estao listados os principais estudos em caes que avaliaram
a relacdo do fornecimento de B-glucanos advindos de diversas fontes e

imunidade.
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Quadro 2 - Artigos publicados que avaliaram a correlacdo do fornecimento de diferentes ingredientes e o sistema imune em cées adultos.

Autor/Ano Titulo Ingrediente Objetivos Principais resultados
PAWAR et al. | Effect of dietary | Mananoligossacarideos | Avaliar os efeitos da|A resposta imune inata foi
(2017) mannanoligosaccharide | (fonte de B-glucanos) suplementacdo dietética | maior nos caes que receberam

supplementation on de mananoligossacarideos | a suplementacao. A
nutrient digestibility, na digestibilidade dos | porcentagem de
hindgut fermentation, nutrientes,  fermentacdo | subpopulacées de linfécitos
immune response and intestinal, resposta imune | CD4* e a propor¢cao de CD4*:
antioxidant indices in e indices antioxidantes em | CD8* também foram maiores
dogs caes no grupo suplementado. Além
disso, a suplementacdo do
prebidtico reduziu as
concentracbes  séricas de
colesterol total e LDL
FERREIRA et| Oat beta-glucan as a | Aveia (fonte de [-|Avaliar os efeitos da|Os animais que consumiram
al. (2018) dietary supplement for | glucanos) suplementacdo de (- | alimento suplementado
dogs glucanos de aveia nhas | apresentaram menores
variaveis metabdlicas, | concentracbes  séricas de
fisiologicas, imunologicas | colesterol total e lipoproteinas
de baixa e muito baixa
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e nutricionais em caes

densidade. Além disso, apoés a

adultos vacinacao 0S animais
suplementados apresentaram
menor concentracdo seérica de
IL-4
LIN et al. (2019) | Effects of | Saccharomyces Avaliar os efeitos da | As células auxiliares secretoras

a Saccharomyces cerevisiae (fonte de [3- | parede celular de levedura | de IFN-y e as células T
cerevisiae fermentation | glucanos) nas caracteristicas fecais, | citotoxicas aumentaram
product on fecal digestibilidade  aparente | linearmente com o consumo do
characteristics, nutrient dos macronutrientes, | prebidtico. Além disso, as
digestibility, fecal produtos de fermentagéo | células imunes dos cdes
fermentative end- fecal, microbiota fecal, | suplementados produziram
products, fecal microbial respostas imunoldgicas e | menos TNF-a. Também foi
populations, immune palatabilidade em cées | observado aumento linear na
function, and diet adultos saudaveis IgE sérica com o aumento da
palatability in adult dogs dosagem do prebidtico
THEODORO et | Effects of the solubility of | Parede  celular  de | Avaliar o0s efeitos da | Foi observada reducdo da
al. (2019) yeast cell wall | levedura e  parede | incluséo de duas | producédo de IL-6 nos animais
preparations on their preparacdes de parede | ap0s a ingestdo da parede
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potential prebiotic

properties in dogs

celular de levedura com

mananoligossacarideos

celular de Saccharomyces
cerevisiae em alimentos
extrusados, diferindo na
solubilidade em &agua de
mananoligossacarideos,

digestibilidade

na dos

nutrientes, produtos de
fermentacdo e parametros
de

imunoldgicos caes

adultos

de

mananoligossacarideos.

celular levedura com

Os
animais que ingeriram apenas a
de

apresentaram maior indice de

parede celular levedura

fagocitose de mondcitos

RENTAS et al.
(2020)

Galactoligosaccharide

and a prebiotic blend
improve colonic health
and immunity of adult

dogs

Galactooligossacarideo
e blend de prebidticos
(continha B-glucano na

composicao)

Avaliar os efeitos de dois
prebidticos em diferentes

concentracdes na
digestibilidade dos
nutrientes, produtos

fermentativos e variaveis

imunolégicas em céaes

adultos

Um dos tratamentos que

possuia [B-glucano em sua

composicdo  aumentou a
concentracao de células
polimorfonucleares, além de

aumentar a reacdo de burst

oxidativo dos fagécitos e
aumentar o processo de
fagocitose das bactérias
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Staphylococcus  aureus e
Escherichia coli
Santos et al. | Saccharomyces Cultura de | Avaliar os efeitos da | Nao foram observadas
(2022) cerevisiae  dehydrated | Saccharomyces ingestdo Saccharomyces | diferencas para a maioria das

culture modulates fecal
microbiota and improves
innate immunity of adult

dogs

cerevisiae desidratada

cerevisiae sob

digestibilidade, microbiota

fecal, produtos
fermentativos fecais e
imunidade em caes

adultos saudaveis

variaveis imunes analisadas,

como populagdo relativa de
linfécitos T CD4*, T CD8* e
relacdo CD4*:CD8*, porém, foi
observada diferenca para
indice de fagocitose, para esta
variavel  os

grupos  que

receberam o] prebiético

apresentaram maiores medias
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3. HIPOTESE

A inclusédo de extrato de malte no alimento melhora a palatabilidade e
modula a microbiota e imunidade de cdes adultos saudaveis, sem interferir no

aproveitamento de nutrientes.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos da adicdo de 1,0% de extrato de malte (Dry Standard,
Liotécnia Tecnologia em Alimentos S.A., Sdo Paulo, Brasil), derivado de graos
integrais de cevada e cevada maltada, na matéria natural de alimento seco
extrusado sob digestibilidade, palatabilidade, imunidade, microbiota e produtos

fermentativos fecais de caes adultos saudaveis.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar se o extrato de malte pode atuar como palatabilizante para céaes;
e Avaliar se ha modulagéo na microbiota fecal de cdes apés o consumo do
alimento enriguecido com extrato de malte e se esta alteracdo melhora as

respostas linfocitarias dos animais.
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5. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado sob aprovacgéo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo, sob niumero de protocolo: 5499160221.

5.1. LOCAL
O estudo foi desenvolvido no Centro de Pesquisa em Nutrologia de Caes
e Gatos (CEPEN Pet), do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo
(FMVZ/USP), localizado no Campus Fernando Costa, em Pirassununga-SP.

5.2. ANIMAIS E INSTALACOES

Foram utilizados 12 caes (6 beagles e 6 cocker spaniel inglés) com peso
corporal (PC) médio de 13,45 + 1,76 kg, machos e fémeas, higidos, castrados,
e adultos, com idade média de 2,0 anos. Todos 0s caes apresentaram escore de
condicdo corporal (ECC) ideal (5,25 £+ 0,44) segundo a escala de 9 pontos
validada por Laflamme (1997) e escore de massa muscular ideal (3) segundo a
escala de 4 pontos validada por Michel et al. (2011).

Os animais tiveram sua higidez avaliada previamente por meio de exame
fisico, hemograma e bioquimicos (ureia, creatinina, alanina aminotransferase,
fosfatase alcalina, colesterol total, triglicérides e glicose). Para as andlises da
bioguimica sanguinea, as amostras de sangue foram coletadas apés 12 horas
em jejum e armazenadas em tubos BD Vacutainer® com ativador de coagulo BD
Vacutainer®. A mensuracédo da concentracdo sérica das analises bioguimicas foi
realizada com o auxilio de espectofotdbmetro automatico BS120 (Mindray China),
utilizando-se kits comerciais Labtest. Para a realizagdo dos hemogramas, foram
utilizados tubos BD Vacutainer® com EDTA. Os resultados foram determinados
com o auxilio do equipamento hematolégico automéatico BC2800Vet (Mindray,
China) e método May-Grunwald-Giemsa modificado, com excec¢ao da proteina
total plasmatica que foi obtida por refratometria (Refratdmetro portatil - Quimis,
Brasil). Estas analises foram realizadas no Laboratorio Clinico da Unidade
Didatico Clinico Hospitalar da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos da Universidade de S&ao Paulo (FZEA/USP), localizado no Campus
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Fernando Costa, em Pirassununga-SP. Foram considerados saudaveis todos 0s
animais que mantiveram os resultados dos exames dentro do intervalo de
referéncia para a espécie e faixa etaria.

Os cées selecionados foram alojados em canis com 3,42m? de area
coberta e com solario de 7,21m? (Figura 2), piso de concreto e paredes de
azulejo, agrupados de acordo com a afinidade social (trés animais por canil),
previamente determinada e, acesso a agua ad libitum. Com o intuito de promover
bem-estar aos animais, estes foram soltos para socializacdo e atividade fisica,
em parques gramados com area de 40m?/parque (Figura 3), duas vezes ao dia,
exceto durante o periodo de coleta de amostras, no qual os animais ficaram
alojados em seus canis para evitar a ingestao de corpos estranhos, sendo soltos
em grupos para realizacdo de atividade fisica e social supervisionada, em local

concretado.

Figura 2 — Imagem de canil em que os cées foram alojados.

Fonte: Henriquez, 2022.
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Figura 3 - Parque gramado onde os cées foram soltos.

Fonte: Henriquez, 2022.

5.3. ALIMENTACAO

Os caes receberam dois alimentos experimentais formulados para
animais em manutencédo: Alimento Controle (AC), alimento sem a adicdo de
extrato de malte e Alimento Malte (AM), alimento com a adicdo de 1,0% de
extrato de malte. A composicao quimica do extrato de malte esta apresentada
na Tabela 1 e a propor¢cdo de ingredientes dos alimentos experimentais na
Tabela 2. Com o objetivo de reduzir a variabilidade entre os tratamentos, 0s
ingredientes utilizados foram obtidos a partir de um Unico lote. Apds a formulacao
dos alimentos, os ingredientes moidos foram pesados, homogeneizados e
extrusados, em uma extrusora de rosca simples E-100 (Ferraz Maquinas,
Ribeirdo Preto, Brasil). O extrato de malte (Dry Standard, Liotécnia Tecnologia
em Alimentos S.A., Sdo Paulo, Brasil) foi adicionado apds o processo de
extrusdo, durante a etapa de cobertura dos kibbles, associado a banha suina, o
palatabilizante (SPF, Symrise Pet Food, Descalvado, Brasil) e o 6leo de visceras
de frango. Os alimentos foram confeccionados na fabrica de ragéo da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (FMVZ/Unesp), localizada em Botucatu—SP (Figura 4).
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Tabela 1 - Composi¢céo quimica do extrato de malte.

Componente Concentragéo
Matéria seca (%)* 96,97
Extrato etéreo (% em MS)?! 0,18
Proteina bruta (% em MS)* 7,13
Matéria mineral (% em MS)! 1,86
Ferro (mg/kg)? 0,2
Calcio (mg/kg)? 27
Sédio (mg/kg)? 40
Potassio (mg/kg)? 430
Magnésio (mg/kg)? 80
Foésforo (mg/kg)? 155
Tiamina (mg/kg)? 0,23
Niacina (mg/kg)? 6,8
Riboflavina (mg/kg)? 0,11

Legenda: MS= matéria seca. llnformagdes obtidas em laboratério.
2Informagdes declaradas pelo fabricante.

Figura 4 — Extrusora (Ferraz Maquinas E-100) da Fabrica de Racdo da FMVZ/Unesp,
campus de Botucatu, Botucatu — SP.

Fonte: Henriquez, 2022.
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Tabela 2 - Proporgéo de ingredientes dos alimentos experimentais.

Ingredientes (%) Alimento Alimento
Controle Malte
Milho 31,06 31,06
Farinha de visceras 26,38 26,38
Quirera de arroz 15,00 15,00
Glaten de milho 60 7,99 7,99
Polpa de beterraba 4,00 4,00
Oleo de peixe! 0,82 0,82
Cloreto de potassio 0,42 0,42
Premix vitaminico? 0,37 0,37
Sal 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,17 0,17
Ovo integral em po6 0,15 0,15
Premix mineral® 0,13 0,13
Antifangico?* 0,10 0,10
Antioxidante® 0,07 0,07
DL metionina 99% 0,03 0,03
Oleo de visceras de frango 6,81 6,81
Banha suina 4,00 3,00
Palatabilizante liquido® 2,20 2,20
Extrato de malte 0,00 1,00

10leo de peixe com 0,18% de acido graxo eicosapentaenoico (EPA) e 0,12% de acido graxo
docosahexaenoico (DHA). ?Adi¢éo por quilograma de produto: vitamina A 18000Ul, vitamina
D 1200Ul, vitamina E 200Ul, tiamina 6mg, riboflavina 10mg, acido pantoténico 40mg, niacina
60mg, piridoxina 6mg, acido félico 0,30mg, vitamina B12 0,1mg e colina 2000mg. *Adicdo por
quilograma de produto: ferro 100mg, cobre 10mg, manganés 10mg, zinco 150mg, iodo 2mg
e selénio, 0,3mg. Fylax (Trouw nutrition, Mirassol, Brasil). SagAntiox (Agroceres Multimix, Rio
Claro, Brasil). 8SPF (Symrise Pet Food, Descalvado, Brasil).

Foi utilizada a féormula da necessidade energética para manutencao
(NEM) dos animais, determinada pela equacdo: 110 x PC%7 (FEDIAF, 2020).
Com o resultado deste célculo foi possivel determinar a quantidade de alimento
que foi fornecida diariamente, dividindo-o pela energia metabolizavel do
alimento, estimada em 4000 kcal/kg, de acordo com o valor energético dos
ingredientes utilizados. ApOs obter este resultado, ele foi dividido por dois, pois
foram fornecidas duas refei¢cdes diarias para cada animal. A ingestao de alimento

foi monitorada diariamente.
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Foi realizada analise no extrato de malte para determinar a composicéo
de amido e acucares totais. Em relacdo a analise de amido, a concentracéo
encontrada foi inferior ao limite de deteccéo, isso ocorre, pois durante o processo
de fabricacdo do extrato de malte é realizada hidrolise enzimatica no amido da
cevada, o que resulta na transformacéo de todo o amido em agucares. J& em
relacdo a analise de acuUcares totais, foi observada concentracdo de 70,98%;
sendo 31,72% de maltose; 3,54% de glicose; 0,94% de sacarose; 0,84% de
frutose e 33,94% outros acucares. Todas essas informacdes foram confirmadas
pela empresa fabricante do extrato de malte (Liotécnica Tecnologia em
Alimentos S.A., Sdo Paulo, Brasil). As analises de composi¢cdo de amido e de
acucares totais foram realizadas de acordo com metodologia descrita pelo
COMPENDIO (2017) (Método 24/2017), ja4 a quantificacdo dos aclcares foi
realizada por cromatografia liquida.

5.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi o crossover 2x2. Os 12 animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos. No primeiro periodo (duracdo
de 30 dias), o grupo 1 (G1) recebeu o AC, enquanto o grupo 2 (G2) recebeu o
AM, ap6s o periodo de washout de 60 dias, no segundo periodo experimental
(duracéo de 30 dias), o G1 recebeu o AM, enquanto o G2 recebeu o AC. Durante
o periodo de washout, os cdes receberam um alimento comercial seco extrusado
do segmento super premium (Premier Férmula Racas Médias, PremieRpet,
Dourado, Brasil) que n&o continha extrato de malte em sua composicéo. Apesar
deste alimento conter prebibticos e fibras fermentaveis (levedura seca de
cervejaria, mananoligossacarideos e parede celular de levedura) em sua
composicdo, optou-se por utliza-lo, pois era o0 mesmo que 0s animais
consumiam antes do inicio do estudo.

No total, o experimento foi constituido por 130 dias, sendo 0s primeiros 23
dias dos periodos 1 e 2 de adaptagcdo aos alimentos, os sete dias seguintes de
coletas de fezes e sangue para andlise de digestibilidade aparente dos
nutrientes, escore fecal, produtos fermentativos, microbiota fecal e imunidade, e

os ultimos 10 dias para avaliagéo da palatabilidade (Figura 5).
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Figura 5 - Cronograma dos periodos experimentais.
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5.5. DIGESTIBILIDADE APARENTE DOS NUTRIENTES E ESCORE FECAL
Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes dos
alimentos foram determinados pelo método de coleta total de fezes, segundo
recomendacdes da AAFCO (2019). O consumo de alimento foi registrado
diariamente, pesando-se as quantidades oferecidas e recusadas de alimento a
cada refeicdo. Durante cinco dias, as fezes foram coletadas integralmente apos
totalizacdo de 24 horas do fornecimento do alimento. Estas foram pesadas e
acondicionadas em sacos plasticos individuais, previamente identificados e,
armazenadas em freezer (-15°C) para posterior andlise. Ao final dos periodos de
coletas, as fezes foram descongeladas e homogeneizadas, compondo-se uma
amostra unica (pool fecal) por animal. Posteriormente, foram pesadas e secas
em estufa de ventilagdo forgcada (Marconi MA035/2, Piracicaba, Brasil) (Figura 6)
na temperatura de 55°C, por 72 horas (AOAC, 2006). As fezes pré-secas foram
entdo moidas em moinho de facas tipo Willey (Marconi MA340, Piracicaba,
Brasil) (Figura 7), com peneira de 1mm e, posteriormente, em moinho de micro-
facas (Marconi MA0O48, Piracicaba, Brasil) (Figura 7). As amostras de alimento
foram moidas em moinho analitico (lka A1l Basic Mill, Staufen, Alemanha)
(Figura 7).
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Figura 6 - Estufa de ventilag&o forcada 55°C (Marconi MA035/2).

Fonte: Henriquez, 2022.

Figura 7 - A: Moinho de facas tipo Willey (Marconi MA340); B: Moinho de micro
facas (Marconi MA048); C: Moinho analitico (lka, A11 Basic Mill).

M A ~

Fonte: Henriquez, 2022.

Apoés as moagens, foram retiradas subamostras para a determinacéo dos
teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo em hidroélise
acida (EEHA), matéria mineral (MM) e fibra bruta (FB), das fezes e dos
alimentos, segundo as metodologias descritas pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1995), e os teores de calcio (Ca) e fésforo (P) dos
alimentos (AOAC, 1995). Os extrativos nao-nitrogenados (ENN) foram

calculados, pela seguinte formula:
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ENN% = MS — (PB + EEHA + FB + MM)
A matéria organica (MO) foi calculada pela férmula:
M0% = MS — MM

Todas as analises foram realizadas em duplicata, com excecéo da FB que
foi realizada em triplicata. A determinacdo destas ocorreu no Laboratério
Multiusuario de Nutricdo Animal e Bromatologia do Departamento de Nutricdo e
Producdo Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP), situado no campus Fernando Costa
em Pirassununga-SP,

Para a determinacéo de MS, foram pesadas subamostras de dois gramas
em balanca analitica, que foram colocadas em uma estufa a 105°C (Fanem 315,
Sao Paulo, Brasil) (Figura 8) durante 8 horas. Ap0s esse periodo as amostras

foram pesadas novamente e, por diferenca, foi obtido o valor de MS.

Figura 8 - Estufa 105°C (Fanem 315).

Fonte: Henriquez, 2022.

A PB foi estimada a partir da concentracdo de nitrogénio organico
presente nas amostras. Para esta analise, foram pesadas subamostras de 100
miligramas em balanca analitica, que na sequéncia passaram por processo de

digestédo durante duas horas, por meio da adi¢cdo de 3mL de &cido sulfarico e 1g
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de uma mistura (9:1) de sulfato de sodio anidro e sulfato de cobre, que serviu
como catalisador. Apds este processo, foram adicionados 35mL de &agua
destilada e as amostras foram colocadas no aparelho destilador de Micro-kjedahl
(Marconi MAO36, Piracicaba, Brasil) (Figura 9), em seguida, foi adicionado 15mL
de hidroxido de sédio 40%. Por fim, elas foram destiladas com uma solugéo de
acido cloridrico a 0,02 N. Para o calculo da PB, foi utilizada a constante 6,25,

pelo fato das moléculas de proteina conterem em média 16% de nitrogénio.

Figura 9 - A: Bloco digestor de proteina; B: aparelho
destilador de MICRO-KJEDAHL (Marconi MAQ36).

Fonte: Henriquez, 2022.

Para determinacdo do EEHA, foram pesadas subamostras de trés
gramas, gue na sequéncia foram submetidos ao processo de hidrolise acida, por
meio da fervura das subamostras e 75mL de solucao de acido cloridrico 14,8%,
durante 45 minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas em papel filtro
qualitativo. ApGs a secagem, foram inseridas em um aparelho extrator tipo
Soxhlet fracionado com seis provas (Marconi MA487/6/250, Piracicaba, Brasil)
(Figura 10), por no minimo sete horas, para serem desengorduradas através do
éter de petroleo.
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Figura 10 - A: Processo de hidrélise acida; B: Aparelho extrator tipo Soxleht

fracionado com seis provas (Marconi MA487/6/250).

Fonte: Henriquez, 2022.

Para determinar o teor de MM das amostras, foram pesados em balanca
analitica dois gramas, que posteriormente foram colocados em um forno tipo
mufla (Marconi MA385/3, Piracicaba, Brasil) (Figura 11) a 500°C, durante quatro
horas. ApoOs esse periodo, as amostras foram pesadas novamente e, por
diferenca, foi obtido o valor de MM.

Figura 11 - Forno tipo mufla (Marconi MA385/3).

Fonte: Henriquez, 2022.

Para quantificagdo da FB foram pesadas subamostras de 500
microgramas, em balanc¢a analitica, que foram colocadas em bags especificos e
depois em um digestor para fibra (Marconi MA444/ClI, Piracicaba, Brasil) (Figura
12), no qual, as amostras foram submetidas, primeiramente, a digestdo acida
com uma solucao de &cido sulfurico 1,25% e, posteriormente, a digestdo basica
com uma solugédo de hidroxido de sodio 1,25%; durante 30 minutos cada. Apés
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cada digestdo, foram realizadas trés lavagens com agua destilada, cada uma
com duracgéo de cinco minutos. As duas digestdes e as seis lavagens realizadas

durante este procedimento foram a 95°C.

Figura 12 - A: Bag utilizado para colocar amostra; B e C: Digestor
para fibra (Marconi MA444/ClI).

Fonte: Henriquez, 2022.

Baseado nos resultados obtidos em laboratério e apos a correcdo para
MS, foram calculados os CDA da MS, MO, PB, EEHA, FB e ENN dos alimentos.

Estes calculos foram realizados através da seguinte formula:

nutriente ingerido (g)—nutriente excretado (g)

CDA% = x 100

nutriente ingerido (g)

Para as andlises de Ca e P nos alimentos, foram pesadas subamostras
de dois gramas, em balanca analitica, que foram colocadas em forno tipo mufla
(Marconi MA385/3, Piracicaba, Brasil) a 500°C durante quatro horas. Em
seguida, iniciou-se o preparo da solugdo mineral através da adigdo de 20mL de
acido cloridrico. Ap6s 20 minutos, a solucao foi filtrada em papel filtro qualitativo
em um baldo volumétrico de 100mL e adicionou-se agua destilada para
completar o volume.

Para a quantificacdo do Ca, foi pipetada uma aliquota de 20mL da solugéo
mineral em um Becker de 250mL e foi adicionado 20mL de molibdato de amonio
5% e 1mL de &cido cloridrico 10%. A solucéo formada foi fervida a 80°C para

precipitacdo do célcio. Apos este processo, a solucgéo foi filtrada em papel filtro
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quantitativo e adicionou-se 20mL de hidroxido de sédio 4N, 5mL de cianeto de

potassio 0,1N; 5mL de trietanolamina 20% e agua destilada para completar o

volume de 300mL. Também foi adicionado calcon, para atuar como indicador.

Por dltimo, a solucéo foi destilada com EDTA 0,02N (Figura 13).

Figura 13 - A: Preparo da solugdo para analise de calcio; B: Fervura da solug¢éo
de célcio; C: Amostra antes (roxo) e apoés (azul) a titulagdo com EDTA.

e -

Fonte: Henriquez, 2022.

Para a andlise de P foi pipetada uma aliquota de 0,2mL em um baléo

volumétrico de 50mL. Foram adicionados 20mL de agua destilada, 5mL de

solucdo de molibdato de aménio e 2mL de vitamina C 2%. ApGOs cinco minutos,

realizou-se a leitura da amostra em absorbancia, com comprimento de ondas de

670nm, em um espectofotdbmetro (Nova 2000UV Spectrophotometer, Piracicaba,
Brasil) (Figura 14).

Figura 14 - A: Preparo da amostra para andlise de fosforo; B:
Espectrofotdbmetro (Nova 2000UV Spectrophotometer).

Fonte: Henriquez, 2022.



58

O escore fecal foi avaliado de acordo com a escala publicada pelo Centro

de Pesquisa da Waltham (2000). Ao longo do periodo de coleta de fezes para a

digestibilidade, foram atribuidos valores de 0 a 5, considerando-se adequado

valores entre 2,0 e 2,5 (Figura 15).

Figura 15 - Escala de escore fecal utilizada no presente estudo.

Escore 1

“Textura de bala”, |

The WALTHAM™ Faeces Scoring System

Escore 1,5
Duras e secas, as
fezes racham

Escore 2
Bem formadas,
ndo deixam

desfaz com pouca

pressao quando

pressionadas

marca ao serem
recolhidas

Escore 3,5
Muito umidas,
ainda apresentam
alguma forma

Escore 2,5

Bem formadas

com superificie
levemente umida,

Escore 3

Umidas,
comengando a
perder a forma,

deixam marca ao deixam marca : definida
serem recolhidas quando recolhidasf
Escore 4 Escore 4,5 Escore 5

A maior parte néo
apresenta forma

Fezes liquidas
com leve
consisténcia

Fezes liqudas
sem consisténcia

Fonte: traduzido do Centro de Pesquisa da Waltham (2000).

5.6. TESTES DE PALATABILIDADE
5.6.1. Aceitabilidade

Para a realizacao deste teste foi oferecido um Unico alimento por vez aos
animais e foi avaliado se estes apresentavam consumo voluntario suficiente para
manter o PC. Foram comparados os resultados de AC e AM ao final do segundo
periodo experimental. Os alimentos foram oferecidos em periodos diferentes
para cada grupo experimental, ou seja, no periodo 1 os animais do G1
receberam o AC e os do G2 o AM e, no segundo periodo, os animais do G1

receberam o AM e do G2 o AC. Ao total, o teste teve duracdo de 60 dias.

5.6.2. Preferéncia
O teste de preferéncia foi realizado utilizando o método two-bow! (dois
comedouros) (GRIFFIN, 2003). Os alimentos experimentais foram oferecidos
aos animais, lado a lado em comedouros idénticos, ao mesmo tempo, uma vez
ao dia, as 14 horas, durante 10 dias seguidos. Para evitar a lateralidade, a
posicédo dos comedouros (direita e esquerda) foi alterada diariamente. O primeiro
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comedouro ao qual o cdo se aproximou quando os dois alimentos foram
oferecidos foi registrado como primeira escolha.

Este teste ocorreu apos o final do segundo periodo experimental. Para
conservar os alimentos até a realizagdo do teste, estes foram mantidos em

embalagens fechadas em uma sala escura sem a presenca de umidade.

5.7. AVALIACAO DOS PRODUTOS FERMENTATIVOS

5.7.1. Determinacdo das concentracfes fecais de acidos graxos de

cadeia curta e cadeia ramificada
Para estas analises, foram coletadas de maneira estéril amostras de fezes
no 29° dia de cada periodo experimental. Apdés coletadas, elas foram
homogeneizadas e foram pesados trés gramas de cada amostra, que foram
diluidos em 9mL de acido féormico a 16%. Essas misturas foram mantidas pelo
periodo de sete dias em refrigerador (5°C) e, foram homogeneizadas
diariamente. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas, em centrifuga
refrigerada (Sorvall Legend MACH 1.6 R, Alemanha) (Figura 16), por 15 minutos
a 15°C em 5.000 rpm, aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o
sedimento, sendo este procedimento repetido por trés vezes. Apos a extragao,

as amostras foram identificadas e armazenadas em freezer (-15°C).

Figura 16 - Centrifuga refrigerada (Sorvall Legend MACH 1.6 R).
W %" ",

Fonte: Henriquez, 2022.

As determinagfes dos AGCC e AGCR foram realizadas por cromatografia
gasosa, de acordo com Ferreira et al. (2016). Para estas analises, 0,4mL do

sobrenadante foi transferido para um frasco de cromatografia e adicionado
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0,2mL de uma solucdo 3:1 de acido metafosforico e acido formico (solugéo de
acido metafosforico 25% com acido férmico 98-100%). O padrao interno foi
adicionado a cada frasco (0,2mL de acido 2-etil-butirico 100mM).
Posteriormente, o extrato sobrenadante (x 1,2mL) de cada amostra foi
transferido para frascos cromatograficos. Desse extrato, 1uL foi injetado em um
cromatografo de gas (GC HP 7890A; Injetor HP 7683B, Agilent Technologies)
(Figura 17) equipado com uma coluna capilar HP-FFAP (1909F-112; 25m;
0,32mm; 0,5um; JeW Agilent Technologies). A injegcdo foi realizada
automaticamente pelo sistema. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio,
mantido a uma taxa de fluxo de 31,35mL/min. A temperatura do injetor e do
detector foi de 260°C. O tempo cromatografico total de corrida foi de 16,5
minutos, dividido em trés ciclos de aquecimento: 80°C, 120°C e 205°C. A
concentracdo de acidos graxos (mM) foi calculada com base em uma curva de
calibracdo externa com acido acético, propiénico, butirico, valérico, isovalérico e
isobutirico realizada com padrdes cromatograficos (FERREIRA et al., 2016).
Esta andlise foi realizada no Laboratério ESALQLAB da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP),
localizado em Piracicaba-SP.

Para determinar os AGCC totais foram somados os resultados de acidos
graxos acético, propibénico e butirico, ja para os AGCR totais os acidos graxos
valérico, isovalérico e isobutirico. Por fim, para determinar os &cidos graxos totais

foram somados os valores de AGCC totais e AGCR totais.

Figura 17 - Cromatografo gasoso (GC HP 7890A).

Fonte: Henriquez, 2022.
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5.7.2. Determinagdo da concentracdo de nitrogénio amoniacal fecal

Para quantificacdo do nitrogénio amoniacal fecal, foram coletadas
amostras de fezes de forma estéril no 29° dia de cada periodo experimental.
ApOs a coleta, trés gramas foram diluidos em 9mL de acido férmico a 16%. Essas
misturas foram mantidas pelo periodo de sete dias em refrigerador (5°C) e, foram
homogeneizadas diariamente. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas, em centrifuga refrigerada (Sorvall Legend MACH 1.6 R,
Alemanha) (Figura 16), por 15 minutos a 15°C em 5.000rpm, aproveitando-se o
sobrenadante e desprezando-se o sedimento, sendo este procedimento repetido
por trés vezes. Apos a extracdo, as amostras foram identificadas e armazenadas
em freezer (-15°C).

Os extratos foram descongelados a temperatura ambiente e, em seguida,
aliquotas de 2mL foram diluidas em 13mL de agua destilada e submetidas a um
aparelho destilador de MICRO-KJEDAHL (Marconi MAO36, Piracicaba, Brasil)
(Figura 18). A destilagao foi realizada com 5mL de solugdo 2N de hidréxido de
potassio e, a titulagdo com acido cloridrico 0,005mol/L, conforme descrito por
Vieira (1980). Estas analises foram realizadas em duplicata no Laboratorio
Multiusuario de Nutricdo Animal e Bromatologia do Departamento de Nutricdo e
Produgdo Animal - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP), situado no campus Fernando Costa

em Pirassununga-SP.

Font: enrlquez, 2022.
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5.7.3. Determinacgédo do acido latico fecal

Para esta analise, foram coletadas de forma estéril, amostras de fezes e
foi pesado um grama. Cada amostra foi homogeneizada e misturada com 2mL
de 4gua destilada (1:2 p/v). Essas misturas foram mantidas pelo periodo de trés
dias em refrigerador (5°C) e foram homogeneizadas diariamente. ApoOs esse
periodo, as amostras foram centrifugadas, durante 5 minutos, a 2852 rpm
(Fanem 206-R Centrifuga Excelsa Baby IlI, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 19)
aproveitando-se o sobrenadante. Em um tubo de ensaio foi colocado 1mL do
sobrenadante e 6mL de &cido sulfarico, que apds serem agitados foram
colocados em agua fervente a 80°C durante trés minutos. ApOGs os tubos
esfriarem, foi adicionado 0,1mL de uma solucdo que continha 1,5 grama de p-
hidroxibifenil e 100mL de dimeltiiformamida e, os tubos foram colocados
novamente em agua fervente a 80°C durante 90 segundos. O acido latico foi
mensurado segundo a metodologia descrita por Pryce (1969), através do método
de espectrofotometria a 565nm (500 a 570nm), utilizando branco reagente com
0 objetivo de calibrar o espectrofotometro (Nova 2000UV Spectrophotometer,
Piracicaba, Brasil) (Figura 19). As amostras foram quantificadas comparando-as
com padrao de &cido latico a 0,08%. Estas analises foram realizadas em triplicata
no Laboratério Multiusuério de Nutricdo Animal e Bromatologia do Departamento
de Nutricdo e Producdo Animal - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP), situado no campus Fernando Costa

em Pirassununga-SP.

Figura 19 - A: Amostras apés centrifugacdo; B: Centrifuga (Fanem 206-
R); C: Espectrofotdmetro (Nova 2000UV Spectrophotometer).

Fonte: Henriquez, 2022.
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5.7.4. Determinagéao do pH fecal

Para esta analise, foram coletadas fezes de forma estéril. A avaliacdo do
pH foi realizada em pHmetro digital de bancada com eletrodo auténomo
(STARTER 3100, PH BENCH, OHAUS Séo Paulo/SP) (Figura 20). Foi realizada
introducdo direta do eletrodo em uma solugédo 9:1 de agua destilada e fezes,
sendo pesado um grama de fezes, o qual foi diluido em 9mL de agua destilada.
Posteriormente, foi mensurado o pH da solucdo, conforme metodologia
adaptada de Walter, Silva e Perdomo (2005). Esta analise foi realizada no Centro
de Pesquisa em Nutrologia de Cées e Gatos do Departamento de Nutricdo e
Producdo Animal - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, situado no campus Fernando Costa, em

Pirassununga-SP.

Figura 20 - pHmetro de bancada
(STARTER 3100).

Fonte: Henriquez, 2022.

5.8. AVALIACAO DO SISTEMA IMUNE
5.8.1. Teste de proliferagéo de linfocitos
Para este teste, foi coletado 1mL de sangue no 30° dia de cada periodo
experimental, de modo asséptico, da veia jugular dos animais, que foi
armazenado em frasco com heparina de litio. O sangue coletado foi diluido na
proporcdo de 1mL de sangue para 3mL de tampéo fosfato salino (PBS) em um
tubo conico de centrifugagéo de 15mL estéril. Posteriormente, foi adicionado ao
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sangue diluido o Ficoll® Paque Plus (GE Healthcare, lllinois, USA), na propor¢ao
de 1:2, respectivamente.

O constituinte foi centrifugado por 25 minutos a 900G e 20°C, em uma
centrifuga refrigerada (Eppendorf Centrifuge 5804R, Alemanha) (Figura 21). A
banda de linfécitos que foi obtida, foi transferida para outro tubo cénico de
centrifugacdo de 15mL adicionada de 10mL de PBS e foi centrifugada
novamente por cinco minutos a 300G e 8°C. Ao final da segunda centrifugacao,
0 material sobrenadante foi dispensado e foi realizada uma nova centrifugacéo
similar a segunda. Ao final da dultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
dispensado novamente e foi elaborada uma solugcdo com o material coletado:
900ug de soro fetal bovino e 100ug de dimetilsulfoxido hibri-max.

O ensaio foi conduzido em placas para microtitulacao de 96 pocos e fundo
em “U”. Os linfocitos sanguineos foram obtidos pela separagéo em particulas de
ferro e, ap0s purificacdo e lavagens em meio RPMI-1640, foram adicionados aos
pocgos em concentracéo equivalente a 1x10° células em 200uL/pogo. O mitégeno
utilizado foi a FHA. As placas foram incubadas por 72 horas a 37°C em atmosfera
de 5% CO2. Decorrido o tempo de incubacéo, as células foram coletadas e a
avaliacdo da proliferacdo foi realizada em citbmetro de fluxo modelo
FACSCalibur (Becton Dickinson, California, Estados Unidos) (Figura 22). Para a
andlise dos dados de fluorescéncia, foram considerados os valores da
porcentagem de divisGes linfocitarias e o indice de proliferacdo celular dos
linfécitos. Para a obtencdo e analise dos resultados, foi utilizado o software
CellQuest® (Becton Dickinson and Company, USA). Esta analise foi realizada
no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Aplicada do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sao Paulo, situado na Cidade Universitaria Armando de Salles Oliveira, Sao
Paulo—-SP.
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Figura 21 - Centrifuga refrigerada (Eppendorf
Centrifuge 5804R).

wid

Fonte: enrl'quez, 2022.

Figura 22 - Citdmetro de fluxo (Becton Dickinson FACSCalibur).

'l

Fonte: Henriquez, 2022.

Para determinacdo do indice de proliferacdo, foi utilizada a seguinte

formula:

proliferacao de células tratadas com FHA

Indice de proliferagdo =
ndice de profiteragac proliferacao de células nao tratadas com FHA

Para determinar a taxa de proliferacdo foi utilizada a mesma férmula,

entretanto, o resultado foi multiplicado por 10.
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5.8.2. Imunofenotipagem de linfocitos

Foi coletado 1mL de sangue, no 30° dia de cada periodo experimental, da
veia jugular dos animais para realizacdo deste teste. As amostras sanguineas
foram diluidas com PBS na propor¢cdo de 1:1. Em um tubo cénico de
centrifugacdo de 15mL estéril foi colocado 2mL do gradiente de densidade
Ficoll® Paque Plus (GE Healthcare, lllinois, USA) e 2mL do sangue diluido.

O constituinte foi centrifugado por 20 minutos a 400G e 20°C para a
separacéo de células mononucleares de interface. Foram avaliados o numero de
linfécitos T auxiliares (CD4%), T citotoxicos (CD8*) naives e a relacdo CD4*/CD8".
As células mononucleares (2 x 10° células/mL) foram incubadas em microtubos
(1,5mL) com os anticorpos CD4* (1:10) e CD8* (1:20) (Alexa Fluor® 647 anti Dog
CD3:FITC/CD4:RPE/CD8 647, Bio-Rad) e diluidas em 100uL de tampéo para
citometria (PBS contendo 0,5% de soroalbumina bovina e 0,02% de azida
sédica). Foram incluidos no ensaio os anticorpos isotipos para definicdo da
regido negativa (background).

As células foram incubadas por 30 minutos a 4°C, protegidas da luz. Com
o término do periodo de incubacao, as amostras foram lavadas duas vezes com
tampéo para citometria em volume de 1000uL/microtubo. Por fim, as células
foram ressuspendidas em 500uL de PBS. Foi selecionada como populacéo de
linfocitos a populagéo de células com baixo tamanho e baixa complexidade de
acordo com o gate delimitado. A partir dessa selecdo foram determinadas as
distintas populacdes de linfécitos. A aquisicdo e a analise de 10.000 células
foram realizadas pela técnica de citometria de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson Califérnia, Estados Unidos) (Figura 20). Estas analises foram
realizadas em triplicata no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Aplicada
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, situado na Cidade Universitaria
Armando de Salles Oliveira, S&o Paulo — SP.

Para determinar a relacédo de linfocitos T CD4* e CD8* foi utilizada a

seguinte férmula:

. porcentagem de células T CD4
Relagdo CD4:CD8 =

porcentagem de células T CD8
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5.9. DETERMINA(;AO DA MICROBIOTA FECAL

Foram coletadas amostras fecais para esta analise, com o uso de luva
estéril. Apés a coleta, as fezes foram armazenadas em tubos criogénicos e
congeladas em freezer (-80°C).

A determinacéo da populacdo de bactérias fecais foi realizada por meio
da tecnologia de sequenciamento lllumina. A extracdo do DNA total foi realizada
por meio do kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research cod.
D6005). As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 20pL, contendo
10uL de GoTag® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL), 0,3uM de
oligonucleotideo foward, 0,3uM de oligonucleotideoi reverse, 1uL de DNA
gendmico e agua ultrapura estéril suficiente para 20uL.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems) e comprovadas por eletroforese em gel de
agarose 2% corado com UniSafe Dye 0,03% (v/v) ~400bp (tamanho do
amplicon). A reacdo de indexacdo foi realizada seguindo o protocolo do kit
Nextera XT Index (lllumina).

As bibliotecas geradas foram submetidas as etapas de purificacdo
utilizando bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). Apos essa
etapa, realizou-se a quantificacdo pela metodologia de PCR em Tempo Real
utilizando Kit KAPAKK4824 (Library Quantification Kit - lllumina/Universal). Foi
gerado um pool equimolar de DNA, através da normalizacdo de todas as
amostras a 3nM, para realizacdo do sequenciamento, utilizando-se o sistema
lllumina MiniSeq de sequenciamento de nova geracdao (lllumina® Sequencing) e
kit MiniSeq Reagent Output MID 300 ciclos — leitura de 2 x 150pb.

A bioinformatica da microbiota fecal foi realizada com QIIME 2 2021.4
(BOLYEN et al., 2019). Os dados de sequéncia bruta foram desmultiplexados e
filtrados por qualidade usando o plugin g2-demux seguido por "denoising” com
DADA2 (CALLAHAN et al.,, 2016) (via g2-dada2). Todas as variantes de
sequéncia de amplicon (ASVs) foram alinhadas com mafft (KATOH et al., 2002)
(via alinhamento g2) e usadas para construir uma filogenia com fasttree2
(PRICE; DEHAL; ARKIN, 2010) (via g2-filogenia). Métricas de diversidade alfa
[caracteristicas observadas e diversidade filogenética de Faith (FAITH, 1992)],
métricas de diversidade beta [UniFrac ponderado (LOZUPONE et al., 2007)],
UniFrac ndo ponderado (LOZUPONE; KNIGHT, 2005), distancia de Jaccard,
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dissimilaridade de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957) e andlise de coordenadas
principais foram estimados usando diversidade g2, depois que as amostras
foram rarefeitas (subamostradas sem substituicdo) para 40607 sequéncias por
amostra. A taxonomia foi atribuida aos ASVs por meio do classificador de
caracteristicas q2 (BOKULICH et al., 2018), classificador de taxonomia de Bayes
naive classify-sklearn contra as sequéncias de referéncia de Greengenes 13 8
99% OTUs (MCDONALD et al., 2012). Estas analises foram realizadas no
Laboratorio de Biotecnologia, Pesquisa e Inovacdo (BPI), localizado em
Botucatu-SP.

5.10. ANALISE ESTATISTICA

Os dados das analises de digestibilidade, producdo fecal, produtos de
fermentacdo fecal e imunidade foram analisados no software computacional
Statistical Analysis System, versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
Foram previamente verificadas a normalidade dos residuos pelo teste de
Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE) e a homogeneidade das variancias pelo
teste de Levine. Para as variaveis que nao atenderam as premissas, foi aplicada
transformacao logaritmica (log x + 1). A analise de variancia foi realizada pelo
PROC MIXED, considerando o nivel de significancia de 5% de acordo com o

seguinte modelo estatistico:

Yijk = m + Ti + Pi + Ak + eijk

Em que: Yijk = variavel dependente; m = média geral; Ti = efeito fixo de
tratamento; Pj = efeito fixo de linha; Ak = efeito fixo de coluna; eijk = erro residual.

A analise estatistica do teste de preferéncia foi realizada por meio da
comparacao entre a quantidade de vezes que cada alimento experimental foi
escolhido (primeira escolha) pelos animais, pelo teste de qui-quadrado no PROC
GLIMMIX (SAS, verséo 9.4) com distribuicédo binéria (p<0,05).

As abundéncias observadas para cada filo, familia e género avaliados em
cada animal foram avaliadas por meio de um Modelo Linear Misto Generalizado
e considerando a distribuicdo binomial das abundancias de cada bactéria. Para
relacionar as abundéancias observadas ao componente sistematico do modelo,

foi adotada a funcéo de ligacao logit. Como os mesmos animais foram avaliados
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em dois periodos distintos, caracterizando um tipico ensaio rotacionado, adotou-
se estrutura de medidas repetidas nas mesmas unidades experimentais. Em
caso de efeitos significativos para a fonte de variacdo de tratamentos, apesar do
Teste F ser discriminatério, adotou-se também o Teste de Tukey como
procedimento de comparagdo de médias. Todas as analises de microbiota foram
realizadas utilizando o procedimento PROC GLIMMIX, do programa SAS, verséo
9.4.
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6. RESULTADOS

6.1. ANIMAIS

N&o foi necessaria a exclusdo de nenhum animal neste estudo. Todos
permaneceram sadios durante os periodos experimentais e apresentaram
ingestao de alimento suficiente para manutencdo, sem nenhum caso de vomito
ou diarreia.

O PC médio do tratamento AC foi de 13,48kg+1,65 e o ECC 5,331£0,49; ja
o do tratamento AM foi de 13,43kg+1,95 e 0 ECC 5,17%0,39. Nao foi observada
diferenca ao se comparar o PC (p=0,4458) e 0 ECC (p=0,1449) dos animais de

ambos os tratamentos.

6.2. DIGESTIBILIDADE APARENTE DOS NUTRIENTES E VARIAVEIS
FECAIS
Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados das analises
bromatolégicas dos alimentos experimentais, que apresentaram composicao

similar.

Tabela 3 - Composi¢éo quimica dos alimentos experimentais.

Tratamentos

AC AM

Matéria seca (%) 95,00 94,52

Composicédo quimica na MS (%)

Matéria organicat 95,11 95,06
Proteina bruta 29,24 30,87
Extrato etéreo em hidrdlise acida 19,59 18,81
Matéria mineral 4,89 4,94
Fibra bruta 10,00 10,47
Extrativos ndo-nitrogenados? 35,92 34,92
Célcio 0,89 0,84
Fosforo 0,68 0,64

Legenda: AC= alimento controle, sem adicdo de extrato de malte; AM= alimento com adi¢&o de
1,0% de extrato de malte; MS= matéria seca. ! Variaveis estimadas por formulas.

Néo foi observada diferenca entre as médias dos coeficientes de
digestibilidade aparente (CDAs) dos nutrientes (MS, MO, PB, EEHA, MM, FB e
ENN), escore fecal e producéo fecal em MS apos a ingestdo dos alimentos

experimentais pelos animais (Tabela 4).
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Também ndo foram observadas diferencas, entre os tratamentos, em
relacdo as concentracdes de produtos fermentativos determinados nas fezes dos
animais, que foram avaliados neste estudo (pH fecal, &cido latico, amdnia, AGCC

e AGCR), como demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes, producéo fecal e concentracdo de
acido latico, amdnia, acidos graxos de cadeia curta e ramificada e pH fecais dos cédes apds o0 consumo
dos alimentos experimentais.

Tratamentos

EPM Valor de p
AC AM

Coeficientes de digestibilidade (%)

Matéria seca 86,69 86,90 0,507 0,6561
Matéria organica* 89,46 89,56 0,426 0,7808
Proteina bruta 89,50 90,15 0,426 0,1528
Extrato etéreo em hidrdlise 4cida 97,31 97,34 0,161 0,8564
Matéria mineral 32,91 35,62 2,558 0,3399
Fibra bruta 81,33 81,61 0,965 0,7844
Extrativos n&do-nitrogenados? 87,98 87,80 0,571 0,5863

Producéo fecal
Escore fecal 2,10 2,15 0,064 0,3229

Produco de fezes (g/dia/MS) 24,65 24,19 1,679 0,6126
pH fecal 6,65 6,61 0,129 0,5583
Produtos de fermentacéo
Acido latico (mMol/kg de MS) 30,00 28,19 3,552 0,7145
Amonia (mMol/kg de MS)? 166,70 168,20 12,362 0,5232
AG totais (mMol/kg de MS)? 534,80 551,10 69,064 0,6903
AGCC (mMol/kg de MS)
Acido acético 316,50 331,90 45,269 0,3992
Acido propiénico 135,80 137,10 14,189 0,8468
Acido butirico 63,27 61,02 9,316 0,6456
AGCC totais? 515,50 530,00 65,935 0,7334
AGCR (mMol/kg de MS)
Acido valérico 0,84 0,70 0,777 0,3002
Acido isovalérico 11,03 12,55 1,650 0,1734
Acido isobutirico 7,37 7,80 1,031 0,4608
AGCR totais 19,25 21,06 3,387 0,2845

Legenda: AC= alimento controle, sem adicdo de extrato de malte; AM= alimento com adi¢cdo de
1,0% de extrato de malte; MS = matéria seca; AG= &cidos graxos; AGCC= acidos graxos de cadeia
curta; AGCR= &cidos graxos de cadeia curta ramificada; EPM= erro padrdo da média. Variaveis
estimadas por formulas. ?Valores foram transformados por Log x + 1 para a andlise estatistica.
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6.3. TESTES PALATABILIDADE
6.3.1. Aceitabilidade
Durante os dois periodos experimentais, ndo houve recusa de alimento e

nem sobra, o que indica aceitabilidade tanto de AC quanto de AM pelos animais.

6.3.2. Preferéncia

N&o foi observada diferenca para o teste de primeira escolha (p=0,1985).
Na Figura 23 esti representada a porcentagem de vezes que 0S animais
escolheram primeiro cada um dos alimentos, sendo 54,17% (65 vezes) o AC e
45,83% (55 vezes) o AM.

Figura 23 — Resultados em porcentagem do teste de
primeira escolha.
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Fonte: Henriquez, 2022.

6.4. AVALIAQAO DA IMUNIDADE
A Figura 24 ilustra o comportamento celular de proliferacdo de linfécitos
(sem estimulo e com estimulo) em um dos animais deste estudo ap6s o0 consumo
do AC, enquanto a Figura 25 ilustra os mesmos resultados, porém, de um animal
apos o consumo do AM.
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Figura 24 - Atividade de proliferacéo de linfécitos de um cdo apés o consumo do AC.
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Figura 25 - Atividade de proliferacao de linfécitos de um céo apds o consumo do AM.
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Fonte: Henriquez, 2022.

As Figuras 26 e 27 ilustram a relagédo dos linfécitos T CD4* e CD8* de
cdes apods o consumo do AC e AM, respectivamente.
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Figura 26 - A: Atividade de proliferacdo de linfécitos de um cao apds o consumo do
AC; B: Relacéo dos linfocitos T CD4* e CD8* de um céo apo6s o consumo do AC.
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Figura 27 - A: Atividade de proliferacéo de linfécitos de um cao ap6s o consumo do AM;
B: Relacao dos linfécitos T CD4* e CD8* de um cdo apds o consumo do AM.
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Fonte: Henriquez, 2022.

Foi observada diferenca na imunidade adaptativa dos caes apés o
consumo do AM, quando comparado com os cdes que ingeriram AC. Como
demonstrado na Tabela 6, o indice (p=0,0071) e a taxa (p=0,0025) de
proliferacéo de linfécitos (Figura 28), bem como a imunofenotipagem de linfocitos
(relacdo CD4*:.CD8*) (p=0,0098) foram maiores nos animais quando
consumiram AM. Em relacdo as porcentagens referentes as populagcbes das
células T CD4* (p=0,0709) e CD8* (p=0,1116), ndo foram observadas diferencas
(Tabela 6).
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Tabela 5 - Resultados dos testes de indice e taxa de proliferacdo de linfécitos e

imunofenotipagem de linfocitos (porcentagem das células T CD4*, T CD8* e relagdo CD4*:CD8™)
em caes apos o consumo dos alimentos experimentais.

Tratamentos
EPM Valor de p
AC AM
indice de proliferacéo 2,69 2,97 0,132 0,0071
Taxa de proliferacdo (%) 26,85 29,84 1,343 0,0025
CD4* (%) 27,60 29,21 1,286 0,0709
CD8* (%) 19,55 18,16 0,870 0,1116
Relacédo CD4*:CD8”* 1,45 1,63 0,063 0,0098

Legenda: AC= alimento controle, sem adicao de extrato de malte; AM= alimento com adicéo de
1,0% de extrato de malte; EPM= erro padrdo da média. Valores de p<0,05 foram considerados
significativos.

Figura 28 - Taxa média de proliferacéo dos linfocitos dos dois
tratamentos experimentais.
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Fonte: Henriquez, 2022.

6.5. MICROBIOTA
6.5.1. indices de diversidade
N&o foram encontradas diferencas entre tratamentos para alfa (p=0,133)
e beta-diversidade (p=0,097), na abundancia de bactérias, por meio do indice de
diversidade filogenética de Faith (Faith’s phylogenetic diversity index) (Figura
29). A alfa-diversidade representa o numero e a abundancia de espécies
encontradas em determinado habitat (amostra), ja a beta refere-se a diferenca

na composicdo das especies. Era esperado ndo encontrar diferenca nestas
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variaveis visto que os animais eram todos da mesma espécie e saudaveis, além

de possuirem idade similar.

Figura 29 — indice de diversidade filogenética de Faith dos grupos experimentais.
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Legenda: AC= alimento controle, sem adicdo de extrato de malte; AM=
alimento com adicao de 1,0% de extrato de malte.

Fonte: Henriquez, 2022.

Também ndo foi observada diferenca para a alfa-uniformidade da
microbiota dos cédes incluidos neste estudo (Pielou’s evenness index) (p=0,326)
(Figura 30). A uniformidade é outra medida de diversidade, ela representa a
homogeneidade da distribuicdo de abundancia das espécies encontradas nas
amostras. Este resultado também era esperado, pela mesma justificativa para

alfa e beta-diversidade.
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Figura 30- indice de uniformidade de Pielou dos grupos experimentais.
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Fonte: Henriquez, 2022.

6.5.2. Taxonomia

No total, foram identificados 7 filos, 15 classes, 40 familias e 69 géneros
diferentes entre os dois grupos experimentais. Alguns destes foram encontrados
apenas em algumas amostras, ndo sendo suficiente para realizar a analise
estatistica e por conta disso ndo foram utilizados.

Para a analise de microbiota referente a abundancia relativa de filo, foi
observada diferenca de tratamento para Actinobacteria (p<0,0001) e
Fusobacteria (p<0,0001), nos quais a média do tratamento AC foi maior que do
AM. Em relagdo aos filos Bacteroidetes (p<0,0001) e Firmicutes (p<0,0001)
também foi observada diferenca, entretanto, o tratamento AM apresentou
maiores médias do que o AC (Tabela 7). Os filos Deferribacteres e Tenericutes
foram identificados em algumas amostras, porém excluidos da andlise estatistica
pelo motivo citado no comeco deste topico. A frequéncia relativa dos filos para

cada grupo experimental estd ilustrada na Figura 33.
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Tabela 6 - Abundancia relativa encontrada para filo nos grupos experimentais.

Média dos tratamentos

Filo (%) Valor de p
AC AM
Actinobacteria 3,54+1,81 0,87+0,46 <0,0001
Bacteroidetes 15,43+£2,12 18,44+2,44 <0,0001
Firmicutes 57,51+3,10 61,51+3,00 <0,0001
Fusobacteria 18,81+1,42 13,23+1,46 0,0284
Proteobacteria 0,89+0,13 0,84+0,12 0,2911

Legenda: AC= alimento controle, sem adicao de extrato de malte; AM= alimento com adicéo de
1,0% de extrato de malte.

Figura 31 - Distribui¢cdo dos filos bacterianos entre os
grupos experimentais.
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Fonte: Henriquez, 2022.

A abundancia relativa encontrada para classe foi diferente para Bacilli
(p<0,0001), Erysipelotrichi (p<0,0001), Firmicutes  (p<0,0001) e
Gammaproteobacteria (p=0,0125), nas quais o tratamento AC resultou em
maiores médias. Ja para as classes Bacteroidia (p<0,0001), Betaproteobacteria
(p<0,0001), Clostridia (p<0,0001), Coriobacteriia (p<0,0001) e Fusobacteriia
(p<0,0001), as médias do tratamento AM foram maiores (Tabela 8). Algumas
classes Dbacterianas como: Bacteria, Bacteroidetes, Deferribacteres,

Epsilonproteobacteria e Mollicutes, foram excluidas da analise estatistica pelo
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motivo ja citado anteriormente. A Frequéncia relativa das classes de cada grupo

experimental esta ilustrada na Figura 34.

Tabela 7 - Abundancia relativa encontrada para classe nos grupos experimentais.

Média dos tratamentos

Classe (%) Valor de p
AC AM

Actinobacteria 3,51+3,11 0,57+0,52 0,05661
Bacilli 8,71+1,63 3,95+0,78 <0,0001
Bacteroidia 15,43+2,12 18,4442 44 <0,0001
Betaproteobacteria 0,56+0,15 0,63+0,16 <0,0001
Clostridia 36,97+4,20 52,23+4,50 <0,0001
Coriobacteriia 0,41+0,08 0,65+0,13 <0,0001
Erysipelotrichi 0,97+0,34 0,50£0,18 <0,0001
Firmicutes 2,11+0,98 0,65%0,31 <0,0001
Fusobacteriia 12,81+1,42 13,23+1,46 <0,0001
Gammaproteobacteria 0,35+0,13 0,21+0,07 0,0125

Legenda: AC= alimento controle, sem adicdo de extrato de malte; AM= alimento com adi¢éo de
1,0% de extrato de malte.

Figura 32 - Distribuicdo das classes bacterianas entre 0s
grupos experimentais.
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Em relagéo a abundancia relativa encontrada para familia, foi observada
diferenca para Bacteroidaceae (p<0,0001), Coriobacteriaceae (p<0,0001),
Fusobacteriaceae (p=0,0284), Lachnospiraceae (p<0,0001),
Peptostreptococcaceae (p<0,0001), Prevotellaceae (p<0,0001),
Ruminococcaceae (p<0,0001), Veillonellaceae (p<0,0001), [Clostridiales]
(p=0,0056) e [Paraprevotellaceae] (p=0,0019), nas quais o tratamento AM
apresentou médias superiores ao AC. Ja para as familias Bifidobacteriaceae
(p<0,0001), Clostridiaceae (p=0,0001), Erysipelotrichaceae (p<0,0001),
Firmicutes (p<0,0001) e Succinivibrionaceae (p=0,0258), as meédias do
tratamento AC foram maiores (Tabela 9). Algumas familias, como:
Anaeroplasmataceae, Bacillales, Bacilli, Bacteroidetes, Burkholderiales,
Comamonadaceae, Deferribacteraceae, Enterobacteriaceae, Eubacteriaceae,
Helicobacteraceae, Leuconostocaceae, Marinilabiaceae, Mycoplasmataceae,
Peptococcaceae, Porphyromonadaceae, S24-7, Turicibacteraceae e outras
cinco que nao foram identificadas, também foram excluidas da andlise estatistica
pelo motivo citado no comeco deste tdpico. A frequéncia relativa das familias
para cada grupo experimental esta ilustrada na Figura 35.
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Tabela 8 - Abundancia relativa encontrada para familia nos grupos experimentais.

Média dos tratamentos

Familia (%) Valor de p
AC AM

Bacillaceae 3,31+1,00 3,14+0,95 0,0562
Bacteroidaceae 8,36+1,43 11,10+1,85 <0,0001
Bifidobacteriaceae 3,51+3,11 0,57+0,52 <0,0001
Clostridiaceae 1,41+0,36 1,04+0,27 0,0001
Coriobacteriaceae 0,41+0,08 0,65+0,13 <0,0001
Erysipelotrichaceae 0,97+0,34 0,50+0,18 <0,0001
Firmicutes 2,11+0,98 0,65+0,31 <0,0001
Fusobacteriaceae 12,81+1,42 13,23+1,46 0,0284
Lachnospiraceae 8,38+1,22 10,34+1,47 <0,0001
Lactobacillaceae 2,00+1,24 1,35+0,90 0,4514
Oxalobacteraceae 0,38+0,13 0,32+0,10 0,1888
Peptostreptococcaceae 20,17+£2,21 28,16%2,78 <0,0001
Prevotellaceae 0,85+0,41 2,59+1,24 <0,0001
Ruminococcaceae 3,50+0,92 6,30+1,61 <0,0001
Succinivibrionaceae 0,57+0,20 0,20+0,07 0,0258
Veillonellaceae 0,32+0,07 0,64+0,14 <0,0001
[Clostridiales] 0,40+0,08 0,57+0,11 0,0056
[Paraprevotellaceae] 0,48+0,13 0,80+0,22 0,0019

Legenda: AC= alimento controle, sem adicdo de extrato de malte; AM= alimento com adi¢&do de
1,0% de extrato de malte. *Nomes que estdo entre [] sdo familias que ndo foram identificadas,
entretanto, a ordem foi identificada e seu nome incluso [].

Figura 33- Distribuicdo das familias bacterianas entre os
grupos experimentais.
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Para a abundancia relativa de género, foi observada diferenca de médias
para as seguintes bactérias: Anaerobiospirillum (p=0,283), Bifidobacterium
(p<0,0001), Clostridium (familia: Clostridiaceae) (p=0,0001), Firmicutes
(p<0,0001) e [Erysipelotrichaceae] (p=0,0003), nos quais as do tratamento AC
foram maiores. Ja para os géneros Bacteroides (p<0,0001), Collinsella
(p=0,0006), Faecalibacterium (p<0,0001), Clostridium (familia:
Lachnospiraceae) (p=0,0002), Ruminococcus (familia: Lachnospiraceae)
(p<0,0001), Lachnospiraceae (p<0,0001), Clostridium (familia:
Peptostreptococcaceae) (p<0,0001), Peptostreptococcaceae (p<0,0001),
Prevotella (p<0,0001), Clostridium (familia: Ruminococcaceae) (p=0,0240),
Succinispira (p=0,0077), Veillonellaceae (p=0,0016), [Clostridiales] (p=0,0056),
[Fusobacteriaceae] (p=0,0382), [Prevotella] (p=0,0005) e [Ruminococcaceae]
(p=0,0178), o tratamento AM apresentou as maiores meédias (Tabela 10). Alguns
géneros, como: Allobaculum, Anaerorhabdus, Bacillales, Bacilli, Bacteroidales,
Bacteroidetes, Barnesiella, Burkholderiales, Butyricicoccus, Catenibacterium,
Comamonadaceae, Cytophaga, Defluviitalea, Clostridium (familia:
Erysipelotrichaceae), Enterobacteriaceae, gut, Helicobacter, Lactobacillaceae,
Lactobacillus, Lactonifactor, Mucispirillum, Mycoplasma,  Olsenella,
Paraeggerthella, Pediococcus, Peptococcus, Pseudoramibacter Eubacterium,
Ruminococcus (familia: Ruminococcaceae), Roseburia, S24-7, Slackia,
Selenomonas, Succinivibrionaceae, Turicibacter, Weissella e outros seis
géneros nédo identificados também foram excluidos anteriormente pelo mesmo
motivo ja citado anteriormente. A frequéncia relativa dos géneros para cada

grupo experimental estd ilustrada na Figura 36.
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Tabela 9 - Abundancia relativa encontrada para género nos grupos experimentais.

Média dos tratamentos

Género (%) Valor de p
AC AM

Anaerobiospirillum 0,54+0,19 0,20+0,07 0,0283
Bacillaceae 3,31+1,00 3,14+0,95 0,0562
Bacteroides 8,36+1,43 11,1041,85 <0,0001
Bifidobacterium 3,51+3,11 0,57+0,52 <0,0001
C. Clostridium 1,41+0,36 1,04+0,27 0,0001
Collinsella 0,21+0,05 0,35+0,09 0,0006
Dorea 0,34+0,04 0,27+0,03 0,1681
Faecalibacterium 3,2740,89 5,77+1,52 <0,0001
Firmicutes 2,11+0,98 0,65+0,31 <0,0001
L. Clostridium 0,66+0,08 0,93+0,11 0,0002
L. Ruminococcus 4,35+0,79 5,34+0,96 <0,0001
Lachnospiraceae 3,00+0,33 3,59+0,39 <0,0001
Macellibacteroides 0,08+0,02 0,07+0,02 0,7339
Oxalobacteraceae 0,38+0,13 0,32+0,10 0,1888
P. Clostridium 3,95+1,02 5,69+1,44 <0,0001
Peptostreptococcaceae 12,37+2,21 18,30+3,04 <0,0001
Prevotella 0,85+0,41 2,59+1,24 <0,0001
R. Clostridium 0,08+0,03 0,22+0,07 0,0240
Succinispira 0,15+0,03 0,23+0,05 0,0077
Veillonellaceae 0,20+0,05 0,36+0,09 0,0016
[Clostridiales] 0,40+0,08 0,57+0,11 0,0056
[Clostridium] 1,31+0,15 1,39+0,16 0,1951
[Erysipelotrichaceae] 0,38+0,16 0,13+0,06 0,0003
[Eubacterium] 0,15+0,04 0,10+0,03 0,1123
[Fusobacteriaceae] 12,81+1,42 13,21+1,45 0,0382
[Prevotella] 0,30+0,08 0,65+0,17 0,0005
[Ruminococcaceae] 0,14+0,03 0,21+0,04 0,0178

Legenda: AC= alimento controle, sem adicao de extrato de malte; AM= alimento com adi¢&do de
1,0% de extrato de malte. *Nomes que estdo entre [] sdo familias que ndo foram identificadas,
entretanto, a ordem foi identificada e seu nome incluso nos [].



Figura 34 - Distribuicdo dos géneros bacterianos entre os
grupos experimentais.
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7. DISCUSSAO

A demanda dos fabricantes de alimentos para cdes por ingredientes
alternativos que possam ser utilizados na nutricAo destes animais vem
crescendo, por conta disso, estudos tém sido realizados com diferentes
coprodutos derivados de alguns alimentos para avaliar os seus possiveis efeitos
na nutricdo destes animais (BELOSHAPKA et al., 2016). A cevada € um gréo
gue apresenta alguns compostos de interesse, como 0s B-glucanos, que também
estdo presentes em seus coprodutos, como os grdos de malte e o extrato de
malte (TOSH; BORDENAVE, 2020). Estes aspectos somados a falta de estudos
na literatura com o extrato de malte para caes foram o estimulo para a realizacao
do presente estudo sob aspectos nutricionais e funcionais nestes animais.

Era esperado que a inclusdo do extrato de malte atuasse como possivel
palatabilizante por conta da presenca de aclUcares em sua COMPOSICA0 e
consequente sabor adocicado (DUKE; HENSON, 2008; REICHEL et al., 2021),
entretanto, isso ndo alterou a aceitacao e a palatabilidade. O teor de inclusao no
alimento (1,0% da matéria natural) ou a forma de inclusdo (cobertura, apos a
extrusdo) podem ter influenciado neste resultado, porém, a falta de estudos na
literatura dificulta a interpretacdo destes dados.

No presente estudo também nao foram observadas diferencas para as
variaveis: CDAs dos nutrientes, escore fecal, producdo fecal e produtos
fermentativos nas fezes. Por outro lado, foram observadas diferencas para as
variaveis de imunidade e microbiota fecal, o que pode demonstrar acéo
prebidtica do extrato de malte. O consumo de prebioticos, geralmente, resulta no
aumento da producéo de AGCC e acido latico, que podem promover beneficios
ao hospedeiro, como melhora da resposta do sistema imune (DENG;
SWANSON, 2015), no entanto, sabe-se que os prebidticos podem atuar por
diferentes mecanismos de acdo (STERCOVA et al., 2016; LIN et al., 2019;
THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020).

Alguns autores, ao avaliarem a suplementacéo de diferentes prebioticos
na alimentacdo de cées, relataram resultados similares aos encontrados no
presente estudo para as variaveis de producgéo fecal e escore fecal, as quais ndo
foram alteradas em cées saudaveis apoés a ingestéo de alimentos que continham
estes aditivos (NOGUEIRA et al., 2019; THEODORO et al., 2019; PERINI et al.,
2020; RENTAS et al., 2020). Sabe-se que o tipo e a concentragdo de prebibticos
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adicionados ao alimento podem alterar a producéo e o escore fecal (GOMES,
2009), pois a fermentacdo de carboidratos € um fator que estad associado a
producdo de AGCC, os quais em alta concentracdo, podem influenciar na
absorcdo de agua por efeito osmaético e aumentar o teor de 4gua nas fezes e,
por consequéncia, alterar o escore fecal (NRC, 2006). Apesar do escore fecal
ser um método subjetivo para avaliacdo da qualidade das fezes, este parametro
foi empregado em diferentes estudos que avaliaram prebidticos para céaes
(THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022). Tutores
de cées, principalmente aqueles que possuem animais que vivem indoor,
observam a qualidade das fezes de seus animais e esta caracteristica pode ser
um critério utilizado no momento de escolha de um alimento comercial.

A ingestdo do extrato de malte pelos cdes néo ter influenciado nos CDAs
dos diferentes nutrientes avaliados no presente estudo (MS, MM, PB, EEHA e
FB) demonstra que este aditivo ndo alterou a absor¢cdo de nenhum deles. Na
literatura foram localizados outros estudos com cdes nos quais também nao
foram observadas alteracBes nessas variaveis apds a ingestdo de prebioticos
comumente utilizados na nutricdo desses animais, como [-glucanos,
frutooligossacarideos e manonoligossacarideos (SWANSON et al., 2002a;
RENTAS et al.,, 2020). Por outro lado, também ja foi observado que a
suplementacao de alguns prebidticos no alimento de cées pode alterar o CDA
de um ou mais nutrientes (FLICKINGER et al., 2003). Em um estudo realizado
com caes saudaveis por Theodoro et al. (2019) foi observado que apds o
fornecimento de um alimento que continha parede celular de levedura com 20%
de mananoligossacarideos solUveis em sua composi¢ao, ocorreu redu¢do no
CDA do EEHA quando comparado com o grupo controle e 0 grupo que ingeriu
apenas a parede celular de levedura. Em outro estudo realizado por Kore et al.
(2012), foi observado aumento do CDA da FB em cédes saudaveis, apos a
ingestao de um alimento que continha 1,0% de mananoligossacarideos, quando
comparado com o grupo controle.

O consumo de prebidticos altera a composi¢cdo do microbioma intestinal,
pois estes servem de substrato fermentativo para algumas bactérias, o que
ocasiona no aumento da populagdo destas (HANDL et al., 2013; DENG;
SWANSON, 2015). Em relagcéo a estes resultados, o filo Firmicutes foi o que

apresentou maior abundancia relativa para ambos os tratamentos, sendo esta
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maior no AM do que no AC. Dentro deste sdo encontrados grupos bacterianos,
principalmente dentro da classe Clostridia, que sdo conhecidos por beneficiarem
a saude da mucosa, pois produzem acido butirico através da fermentacéo (LI et
al., 2017). Ja foram encontrados diferentes valores de abundéancia relativa para
este filo quando avaliada a microbiota fecal de caes saudaveis. Alguns trabalhos
apontaram que a populacdo compreendia uma abundancia superior a 90%
(HANDL et al., 2011, 2013), enquanto em outros foram encontrados valores
similares aos do presente estudo (BELOSHAPKA et al., 2013; MACEDO et al.,
2022; SANTOS et al., 2022).

A variacao dos resultados publicados nos diferentes trabalhos pode ser
explicada em partes pelas metodologias utilizadas. Por mais que alguns estudos
tenham empregado sequenciamento lllumina, existem diferentes primers que
podem ser utilizados, o que influencia no resultado (BLAKE; SUCHODOLSKI,
2016). Outras justificativas para essa variacdo sdo a forma de coleta das
amostras e a variacdo diaria da microbiota fecal que pode ocorrer em caes, como
relatado por Garcia-Mazcorro et al. (2012). Além disso, a populacdo de
microrganismos ndo € a mesma nas diferentes se¢bes do intestino, como
observado por Deng e Swanson (2015). Swanson et al. (2002c) observaram que
0S microrganismos encontrados no ileo e nas fezes de caes também diferem. O
uso de diferentes primers e a variacao diaria do microbioma intestinal podem ser
considerados como limitacdes da andlise de microbiota fecal de cédes e outras
espécies. O delineamento crossover 2x2 utilizado no presente estudo, foi
escolhido com o intuito de minimizar estas limitagdes, pois neste delineamento
0s animais passam pelos dois tratamentos e, por consequéncia, acabam
participando do grupo controle e tratado, o que também contribui para 0 aumento
das unidades experimentais.

Em alguns estudos, o filo Bacteroidetes foi o0 segundo mais abundante nas
fezes dos cdes (HANDL et al., 2011; MACEDO et al.,, 2022). No presente
trabalho, este filo foi observado em maior abundéncia nas fezes dos cées do
grupo AM. O grupo controle apresentou como segundo filo predominante o
Fusobacteria, seguido do Bacteroidetes. Os outros filos mais abundantes nas
fezes de cdes também foram observados neste estudo, sendo eles:
Actinobacteria e Proteobacteria (HANDL et al., 2013; MACEDO et al., 2022;
SANTOS et al., 2022).
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Dentre os géneros que compde o filo Bacteroidetes, o Prevotella e o
Bacteroides apresentaram maior abundancia nas fezes dos caes que receberam
o tratamento AM, o que esta de acordo com o achado deste tratamento resultar
em maior abundéancia do filo Bacteroidetes. Em outros estudos, foi observado
gue o género Prevotella estava associado com dietas com alta concentracdo de
carboidratos e que esta envolvido no processo de fermentacdo de carboidratos
para producdo de AGCC e AGCR (SUCHODOLSKI, 2011a; TREMAROLI;
BACKHED, 2012; XU; KNIGHT, 2015).

Em relagéo ao filo Actinobacteria, os resultados encontrados estdo de
acordo com outros estudos que também apontaram baixa abundancia para esse
filo nas fezes de cdes (MIDDELBOS et al., 2010; HANDL et al., 2011). No
presente trabalho foi observado que o tratamento AC apresentou maior
abundancia desse filo do que o AM, e que o resultado encontrado para o grupo
AC foi maior do que outros encontrados na literatura (HANDL et al., 2013;
SANTOS et al., 2022). Middelbos et al. (2010) observaram diferenca em caes
para o filo Actinobacteria, sendo que o0 grupo que recebeu um alimento que
continha 7,5% de polpa de beterraba em sua composi¢cdo apresentou reducao
desse filo quando comparado com o grupo controle, que recebeu um alimento
gue ndo continha fibras fermentaveis. Handl et al. (2013) ao compararem a
microbiota fecal de cées obesos e em ECC ideal, observaram que caes obesos
tendem a apresentar maior concentracdo do filo Actinobacteria e da classe
Gammaproteobacteria. No presente estudo, os animais do tratamento AC
apresentaram maiores meédias para estes filos e classe, entretanto, estavam em
ECC ideal e como ja demonstrado, ndo foi observada diferenca para o ECC e
PC quando comparado os dois tratamentos. Em estudo publicado recentemente
por Macedo et al. (2022) foi observado aumento do filo Actinobacteria em caes
apos a perda de peso, portanto, sdo necessarias mais pesquisas para o melhor
entendimento dessas diferencas encontradas entre os tratamentos AC e AM.

Dentre as 16 familias identificadas neste estudo, nove (56,25%)
pertenciam ao filo Firmicutes, uma (6,25%) ao filo Fusobacteria e duas (12,5%)
para cada filo restante (Actinobacteria, Bacteroidetes e Proteobacteria),
resultados semelhantes aos encontrados por Garcia-Mazcorro et al. (2012), no
qual foi avaliada a microbiota fecal de seis cdes saudaveis. Os autores também

observaram abundancia inferior a 1,0% para o género Faecalibacterium,
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resultado diferente do observado no presente estudo, pois ambos os tratamentos
resultaram em abundancia superior a 1,0% e, o tratamento AM resultou em maior
meédia do que o AC.

Handl et al. (2011) observaram que a classe de bactérias predominante
nas fezes de cdes saudaveis € a Clostridia, que é pertencente ao filo Firmicutes,
este resultado também foi observado no presente estudo, e para esta classe o
tratamento AM apresentou maior média que o AC. Handl et al. (2011) também
observaram maiores médias de abundancia do género Clostridium e
Ruminococcus, integrantes da classe Clostridia, para estes géneros as médias
do tratamento AM também foram maiores (MIDDELBOS et al., 2010; BLAKE et
al. 2016). Apesar do género Clostridium ser comumente associado a maleficios
ao hospedeiro, como intoxicacdes e infeccbes, existem algumas espécies que
podem trazer beneficios, como a producdo de AGCC (VAN RIJSSEL; HANSEN,
1989).

Bactérias pertencentes ao cluster Clostridium XIVa sdo mais abundantes
no intestino grosso de caes e, esse grupo é composto por varios géneros dentro
da familia Lachnospiraceae (COLLINS et al., 1994). Esses microrganismos, por
meio da fermentacéo, produzem AGCC e outros metabdlitos que sdo benéficos
para o epitélio intestinal e sistema imune do hospedeiro, que podem levar ao
aumento da concentracdo de células T, por exemplo (BLAKE; SUCHODOLSKI,
2016). Algumas bactérias do género Faecalibacterium também podem produzir
AGCC (BLAKE; SUCHODOLSKI, 2016). Além da producdo de AGCC, as
bactérias do cluster XIVa podem atuar na converséo dos &cidos biliares primarios
em secundarios, que apresentam acdo anti-inflamatéria e reduzem a
esporulacédo de algumas espécies bacterianas, como Clostridium difficile, que
podem ocasionar inflamacgéo no intestino grosso, caso ocorra aumento da sua
populacao (BLAKE; SUCHODOLSKI, 2016).

No presente estudo, o tratamento AM resultou em maior abundancia
média do género Faecalibacterium e da familia Lachnospiraceae. Além disso,
também resultou em maiores abundancias médias de trés géneros que compde
o cluster Clostridium XlIVa, sendo eles: L. Clostridium, L. Ruminococcus e
Lachnospiraceae (SUCHODOLSKI; CAMACHO; STEINER, 2008;
SUCHODOLSKI, 2011b).
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Bactérias responsaveis pela producdo de &cido latico, como as dos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium sdo microrganismos de interesse, pois
assim como os carboidratos, o acido latico também pode ser utilizado como
substrato por alguns grupos bacterianos para produgcéo de AGCC (HANDL et al.,
2011; NOGUEIRA et al.,, 2019). No presente estudo, foram identificadas
bactérias tanto do género Lactobacillus, quanto do Bifidobacterium, entretanto,
apenas nove animais apos a ingestdo do AC e trés do AM apresentaram
Lactobacillus nas fezes. O resultado encontrado para este género esta de acordo
com outros estudos, pois geralmente apenas nas amostras de alguns animais
ele é identificado (GARCIA-MAZCORRO et al., 2012; SANTOS et al., 2022). Ja
em relacdo ao Bifidobacterium, foi observada maior abundancia nas fezes dos
cdes que consumiram o AC. Novos estudos sdo necessarios para se buscar o
entendimento da reducdo destas bactérias laticas nas fezes dos animais que
consumiram o AM e, a sua possivel relagdo com o aumento de outros grupos
bacterianos também observados no presente trabalho.

Apesar do tratamento AM apresentar maiores médias para bactérias
produtoras de AGCC e o tratamento AC para produtoras de lactato, ndo foi
observada diferenca para estas variaveis nas fezes. O tempo de adaptacédo aos
alimentos € um fator que deve ser levado em consideracdo para analisar estas
variaveis, pois é necessario coletar amostras apds o periodo necessario para
que o alimento module o microbioma do intestino grosso e com isso altere a
concentracdo dos produtos de fermentacdo. No presente estudo optou-se por
utilizar 29 dias de adaptacéo aos alimentos, tempo similar ao que outros autores
empregaram (THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020) e, 60 dias de
washout, tempo maior que o usual, para garantir que um tratamento nao
interferisse no outro. Em um estudo realizado por Perini et al. (2020) com caes
saudaveis e quatro tratamentos (controle; 0,38% de galactoligossacarideos;
0,5% e 1,0% de um blend de prebioticos), foi observado que um periodo de 30
ou 60 dias de ingestdo dos alimentos com os prebioticos ndo alterou a maioria
das variaveis de saude intestinal analisadas.

Os AGCC sao produtos de fermentacdo que com o aumento da sua
producdo ocasionam na reducédo do pH (BLAKE; SUCHODOLSKI, 2016). No
presente estudo, era esperado encontrar diferenca para estas variaveis, por

conta do aumento da abundéancia relativa dos grupos bacterianos pertencentes
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ao cluster Clostridium XlVa e ao género Faecalibacterium, porém, isto néo
ocorreu. Uma possivel justificativa para estes resultados € a rapida absorcéo
destes produtos pelos colondcitos, pois os AGCC atuam como fonte energética
para estas células (SWANSON et al, 2002a; ZENTEK; MARQUART;
PIETRZAK, 2002; PAWAR et al., 2017; LIN et al., 2019; RENTAS et al., 2020).
Por conta dessa rapida absorcéo, o pH fecal e do intestino grosso podem diferir,
como ja foi observado em ratos e em cées, ou seja, no intestino grosso ocorre a
reducdo do pH por conta do aumento da producdo de AGCC, mas estas
diferencas podem nao ser identificadas nas fezes (VON ENGELHARDT et al.,
1989; CAMPBELL; FAHEY; WOLF, 1997; SWANSON et al.,, 2002a). Outros
estudos que avaliaram a oferta de diferentes promotores intestinais em cées,
também nao encontraram diferenca de pH fecal e concentracdo de AGCC entre
os tratamentos (SWANSON et al., 2002a; STERCOVA et al., 2016; THEODORO
et al., 2019; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022). Por outro lado, alguns
autores ja relataram aumento na concentracao de pelo menos um AGCC apos a
ingestdo de alguns tipos de prebidticos. Theodoro et al. (2019) ao analisarem o
fornecimento de parede celular de levedura para caes saudaveis, observaram
aumento na concentracdo de butirato nas fezes do grupo que ingeriu parede
celular de levedura com 20% de manonoligossacarideos, nesse estudo foram
utilizados 23 a 25 dias de adaptacdo aos alimentos (INAN et al., 2000; YIN;
LAEVSKY; GIARDINA, 2001; RIVIERE et al., 2016; CHUNG et al., 2017;
HOLSCHER, 2017; JIMINEZ et al., 2017).

Para o acido latico ou lactato também era esperado encontrar diferenca
devido ao aumento da abundéancia de bactérias que produzem este metabdlito
no tratamento AC, entretanto, este resultado também n&o foi observado. Uma
possivel justificativa, € devido a rapida utilizacdo deste metabdlito por alguns
grupos bacterianos para a producao de AGCC (MOENS et al., 2019). Bactérias
benéficas o utilizam para a sintese do acido acético e como percursor do acido
butirico (LOUIS et al., 2007; MOENS et al., 2019). Em alguns estudos realizados
com diferentes prebidticos também né&o foi observada diferenca para esta
variavel, quando analisada nas fezes (SWANSON et al., 2002a; STERCOVA et
al., 2016; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022).

Kroger et al. (2017) ao avaliarem o fornecimento de trés alimentos
experimentais (2,7% de polpa de beterraba; 2,7% de lignocelulose e 12,0% de
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polpa de beterraba), observaram concentracbes médias maiores de acetato,
propionato, butirato, acidos graxos totais e lactato nas fezes dos animais que
receberam o alimento que continha 12,0% de polpa de beterraba, além de
reducdo do pH fecal nos dois grupos que consumiram os alimentos que
continham polpa de beterraba, quando comparado ao que consumiu
lignocelulose. O que indica, que possivelmente, para encontrar diferenca nestas
variaveis nas fezes € necessaria grande inclusdo de fibras fermentaveis ou
aditivos prebidticos.

A amobnia e os AGCR sao considerados produtos putrefativos e, séo
produzidos por bactérias proteoliticas a partir da fermentacdo de proteinas
(MINER; HAZEN., 1969; NERY et al., 2012). No presente estudo, nado foi
observada diferenca entre os tratamentos nos resultados destes produtos
putrefativos. Sabe-se que a aménia é um composto téxico e quando € absorvida
em altas concentracdes pode ocasionar alteracdes sistémicas em caes e
apresentar potencial cancerigeno, além de poder causar altera¢cdes em mucosas
e reduzir a altura dos vilos intestinais e, assim, alterar a absorcao dos nutrientes
(WILLIAMS; VERSTEGEN; TAMMINGA, 2001; BLACHIER et al., 2007).

Um dos objetivos da adicdo de aditivos, como o0s prebidticos, na
alimentacdo de caes, € promover saude aos animais, além de modular os
microrganismos do intestino grosso e, por consequéncia, 0s produtos de
fermentacdo (THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020). Alguns estudos
tém demonstrado que diferentes prebidticos podem alterar a imunidade de caes,
devido a sua capacidade de modular o microbioma intestinal (SWANSON et al.,
2002a; PAWAR et al., 2017; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022). No
presente estudo, esse resultado esperado para este tipo de aditivo foi observado
Nno grupo que recebeu extrato de malte.

Para a analise de proliferacdo de linfécitos foi utilizado a FHA, que é uma
lectina estimulante de células T (TIZARD, 2009). Este mitdgeno, assim como a
concanavalina A, tem sido utilizado em diversos estudos com imunidade e tem
demonstrado melhores resultados quando comparado com outros mitdbgenos e
antigenos (THILSTED; SHIFRINE, 1977; VAN DE VELDE et al., 2013; KROGER;
HEIDE; ZENTEK, 2020; KROLL et al., 2020). As células T desempenham papel
importante para regulacdo do sistema imune e de defesa contra patdgenos

invasores. A proliferagdo € essencial para a diferenciacdo, homeostase e



93

resposta imune dos linfécitos (MORTLOCK; WEI; WILLIAMSON, 2015). No
presente estudo, para determinacdo dessa variavel, foi utilizada a técnica de
citometria de fluxo, um dos métodos atuais mais precisos para esse tipo de
analise (LYONS, 2000; SATHIYASEELAN; BALDWIN, 2000).

Os resultados referentes ao indice e taxa de proliferacdo de linfocitos
foram maiores para o tratamento AM, o que demonstra possivel aumento na
resposta de proliferacao linfocitaria frente a identificacdo pelo sistema imune de
algum antigeno ou microrganismo invasor. Estes resultados podem estar
relacionados com o0 aumento da abundéancia relativa dos grupos bacterianos que
produzem AGCC, que também foram encontrados em maior concentracao para
o tratamento AM, pois como relatado por outros autores, uma das formas de
estimulo do sistema imune pelos AGCC ¢ através do aumento da populacdo de
células T (BLAKE; SUCHODOLSKI, 2016).

Em um estudo realizado por Kroll et al. (2020) com cédes adultos e
geriatras que foram divididos em seis grupos, sendo trés para caes adultos e trés
para geriatras, foi observado que antes de receberem o0s alimentos
experimentais, os animais adultos apresentavam taxa de proliferacdo de
linfocitos de 25 a 40% e, apos receberem os alimentos experimentais (controle;
400mg/kg e 800mg/kg de mananoproteinas derivadas de parede celular de
levedura), houve aumento (35 a 45%). Os valores encontrados no estudo
realizado por Kroll et al. (2020) antes da ingestdo dos alimentos, séo parecidos
com os do presente estudo (26,85% a 29,84%), porém, os resultados apos a
ingestdo dos alimentos sédo superiores. Vendramini et al. (2020) ao avaliarem a
taxa de proliferacdo de linfocitos em cdes com ECC ideal e emagrecidos
encontraram porcentagens de 17,25% e 18,48%, respectivamente, resultados
inferiores aos que foram encontrados nos dois grupos (AM e AC) do presente
estudo. Diante do exposto, pode-se observar que ha variacdo nos resultados de
taxa de proliferacdo para caes saudaveis e que ainda nao foram determinados
valores de referéncia para esta variavel, sendo mais relevante levar em
consideracao os dados obtidos em cada estudo, para analisar possiveis efeitos
benéficos de aditivos adicionados aos alimentos com o intuito de promover
melhora na imunidade.

Em relacdo ao indice de proliferacdo de linfécitos, os resultados

encontrados no presente estudo estéo de acordo com outros dados da literatura
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para caes saudaveis. Em estudo realizado por Bruin et al. (2007) foi observado
gue esse indice para cdes saudaveis se manteve entre 0,5 e 4,8 ao longo de 24
meses, 0 que também demonstra variacdo nesses resultados com o tempo. Em
outro estudo realizado por Alarga et al. (2016) com cées adultos saudaveis e dois
alimentos experimentais, um controle e outro que continha 45g/kg de xantofila
(luteina), foram observados valores de indice de proliferacdo de 1,56 para o
grupo controle e 1,69 para o grupo que recebeu o alimento com xantofila, sendo
estes inferiores aos que foram encontrados no presente estudo.

A relagdo CD4*:CD8* encontrada no presente estudo foi similar a de
algumas pesquisas publicadas, como de Chew et al. (2000). As células CD4* e
CD8* séo linfocitos T que possuem funcéo de células T helper e T citotoxicas,
respectivamente. Logo, € importante que diante de um organismo invasor a
concentragdo de células T CD8* circulante aumente e, apds o controle dos
patdgenos, diminua (HELLWEG et al., 2008). Esse aumento ndo pode ter longa
duracéo, pois pode resultar em problemas como respostas inflamatérias graves
(DAY, 2010).

Em estudo realizado por Chew et al. (2000), foi observada diferenca entre
tratamentos para os valores de relacdo CD4*:CD8*, para o grupo que recebeu
um alimento que continha em sua composi¢cdo 50mg de B-caroteno o valor da
relacéo foi de 1,21 e para o grupo controle, que recebeu um alimento que nao
continha B-caroteno, de 0,85. Os autores concluiram que o B-caroteno melhorou
a resposta imune dos caes que participaram do estudo. Entretanto, outros
trabalhos encontraram valores superiores para relagdo CD4*:CD8* quando
comparado com o observado no presente estudo. Kroger et al. (2020) apontaram
relacdo de 2,42 e 2,58 em caes saudaveis apds o consumo de um alimento que
continha em sua composicdo carne de cordeiro e outro com farinha de insetos,
respectivamente. Blount et al. (2005) encontraram valores parecidos de relacao
CD4*:CD8" em labradores saudaveis com idade similar a dos cées avaliados no
presente estudo. Cdes com idade média de 1,96 anos apresentaram valor de
2,67 e, caes com idade média de 3,96 anos foi observada relacdo de 2,22.
Todavia, os autores ndo relataram se 0s animais consumiram o mesmo alimento.
Em outro estudo realizado por HogenEsch et al. (2004) foi observado que cées
jovens (idade média de 3,15 anos) apresentaram relacdo média dos linfocitos

CD4*.CD8* de 3,0; enquanto caes geriatricos (idade média de 12,1 anos)
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apresentaram relacdo de 1,8. Como para este tipo de andlise também néo é
encontrado valor de referéncia para caes saudaveis, torna-se mais relevante
levar em consideracao os dados obtidos em cada estudo, para avaliar os efeitos
imunomoduladores da adi¢éo de algum aditivo na alimentacao destes animais.

A porcentagem de células CD4* observada no presente estudo foi menor
do que outras publicadas na literatura com cées saudaveis (30,10% a 46,92%),
ja a porcentagem de células CD8* esta de acordo com a de outros trabalhos
(18,87% a 20,02%) (CHEW et al., 2000; BLOUNT; PRITCHARD; HEATON,
2005; KROGER; HEIDE; ZENTEK, 2020). Apesar da técnica de citometria de
fluxo ser usada com frequéncia em estudos com imunologia para se obter as
porcentagens relativas das subpopulagdes de linfécitos, como as células T CD4*
e CD8*, é necessério ter cuidado com as interpretacdes desses resultados. Por
exemplo, no presente estudo foi observada menor porcentagem de células T
CD4* quando comparado com outros trabalhos. Ao se analisar estes dados,
pode-se pensar que a populacdo absoluta de células T CD4* também apresentou
reducdo. Embora isso realmente possa ter acontecido, também pode ter ocorrido
da populacdo absoluta de células T CD4* ter sido parecida com valores
observados em outros estudos, porém a porcentagem encontrada no presente
estudo ter sido menor, devido a populacdo absoluta das células T CD8* ter
aumentado quando comparado com outros dados publicados na literatura
(BLOUNT; PRITCHARD; HEATON, 2005). Logo, seria importante se obter e
analisar os dados de populacéo absoluta destas células para um resultado mais
concreto, entretanto, no presente estudo, isso ndo foi possivel, por conta da
pandemia de Covid-19, que dificultou a compra dos primers para realizacdo
desta parte da analise.
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8. CONCLUSOES

A inclusdo do extrato de malte a 1% sobre a cobertura de alimento seco
extrusado para cdes, ndo alterou o aproveitamento de nutrientes, os produtos
fermentativos fecais, a producao fecal, o escore fecal, entretanto, modulou a
microbiota fecal, aumentando a abundancia de bactérias do cluster Clostridium
XIVa e do género Faecalibacterium, além de apresentar uma possivel

capacidade imunomoduladora sobre variaveis linfocitarias.
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