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RESUMO

PERINI, M. P. Efeito do tempo de ingestdo de diferentes prebiéticos nos
produtos fermentativos fecais e imunidade de cées adultos. [Effect of intake time
of different prebiotics on fecal fermentative products and immunity of adult dogs.] 2020.
67f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2020.

Alimentos formulados com a inclusdo de prebidticos demonstraram capacidade de
estimular o aumento da producéo de &cido latico e 4cidos graxos de cadeia curta, bem
como a reducdo do pH fecal. Estes efeitos também podem modular a resposta do
sistema imunoldgico. No entanto, ainda ndo ha um consenso em relagdo ao tempo
minimo necessario de ingestao pelos cées para a obtencéo de resultados confiaveis
em relagéo a eficiéncia dos aditivos. Assim, este estudo objetivou avaliar o efeito do
tempo de ingestdo de diferentes prebioticos nos produtos fermentativos e imunidade
local de cades adultos. Em dois momentos distintos, foram utilizados 24 cées de
diferentes racas, ambos os sexos, com média de idade de 6,0 + 2,22 anos e escore
de condicdo corporal (ECC) ideal, entre 4 e 5. Os animais foram distribuidos em
delineamento de blocos casualizados, divididos em 6 grupos com 4 tratamentos,
contemplando dois fatores: dieta e tempo. O fator dieta foi composto pelos seguintes
tratamentos: a) dieta controle sem adicdo de prebidtico (CO); b) dieta controle com
inclusao de 0,38% de galactooligossacarideos (GOS); c) dieta controle com inclusao
de 0,5% de blend prebiético comercial YES GOLF® [B1 (composto por 120g/kg de
FOS; 60g/kg de MOS; 72g/kg de GOS; zinco inorganico; 1,3 B-glucanos e 150g/kg de
B-glucanos)] e, d) dieta controle com inclusdo de 1,0% do mesmo blend prebidtico
comercial YES GOLF® (B2) citado anteriormente. O fator periodo foi denominado
pelos tempos de administracdo T30 (30 dias) e T60 (60 dias), sendo os primeiros 20
dias destinados para adaptacdo as dietas, 5 dias para avaliacdo do escore fecal, 2
dias de intervalo entre as coletas e os ultimos 3 dias para coletas de fezes destinadas
para avaliacdo do pH, acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e acidos graxos de
cadeia curta ramificada (AGCCR), IgA, acido latico e nitrogénio amoniacal. Os
resultados foram analisados no programa SAS 9.4, pelo teste de SHAPIRO-WILK
(PROC UNIVARIATE) para verificar a normalidade dos residuos e teste F para
homogeneidade das variancias. A analise de variancia foi determinada pelo PROC

MIXED do SAS com as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de



significancia. Nao foram observados efeitos (P>0,05) na interag&o tratamento x tempo,
apenas efeitos de tratamento e tempo. Em relacdo ao tempo, a ingestédo de prebioticos
por periodo de 60 dias (T60) resultou em maiores concentracfes de IgA, acido latico
e pH nas fezes (P<0,05) em todos os tratamentos. Como efeito de tratamento, a
incluséo de 1,0% de GOS no alimento resultou em aumento da umidade fecal (escore
2,8) e das concentracbes de acido latico. Portanto, o maior tempo de ingestdo
modulou os produtos fermentativos fecais e imunidade local de cées adultos, achados
gue permitem concluir que o tempo de ingestao € um fator importante para avaliacao

do potencial de modulacdo dos prebidticos.

Palavras-chave: blend prebiotico, canino, galactoligossacarideo, periodo.



ABSTRACT

PERINI, M. P. Effect of intake time of different prebiotics on fecal fermentative
products and immunity of adult dogs. [Efeito do tempo de ingestéo de diferentes
prebidticos nos produtos fermentativos fecais e imunidade de cdes adultos]. 2020. 67f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Foods formulated with the inclusion of prebiotics have demonstrated the ability to
stimulate an increase in the production of lactic acid and short-chain fatty acids, as well
as a reduction in fecal pH. These effects can also modulate the immune system's
response. However, there is still no consensus regarding the minimum time required
for ingestion by dogs to obtain reliable results regarding the efficiency of additives.
Thus, this study aimed to evaluate the effect of the time of ingestion of different
prebiotics on fermentative products and local immunity of adult dogs. At two different
times, 24 dogs of different breeds were used, both sexes, with a mean age of 6.0 +
2.22 years and an ideal body condition score (ECC), between 4 and 5. The animals
were distributed in randomized block design, divided into 6 groups with 4 treatments,
contemplating two factors: diet and time. The diet factor was composed by the following
treatments: a) control diet without the addition of prebiotic (CO); b) control diet with
inclusion of 0.38% of galactooligosaccharides (GOS); c) control diet with the inclusion
of 0.5% commercial YES GOLF® (B1) prebiotic blend (composed of 120g / kg of FOS,
60g / kg of MOS, 72g / kg of GOS, inorganic zinc, 1.3 B- glucans and 150g / kg of [3-
glucans) and, d) control diet with the inclusion of 1.0% of the same commercial
prebiotic blend YES GOLF® (B2) mentioned above. The period factor was named for
the administration times T30 (30 days) and T60 (60 days), with the first 20 days
destined to adapt to the diets, 5 days to evaluate the fecal score, 2 days between
collections and the last 3 days for stool collections for the evaluation of pH, short-chain
fatty acids (AGCC) and short-chain branched fatty acids (AGCCR), IgA, lactic acid and
ammoniacal nitrogen. The results were analyzed in the SAS 9.4 program, using the
SHAPIRO-WILK test (PROC UNIVARIATE) to verify the normality of the residues and
the F test for homogeneity of variances. The analysis of variance was determined by
the PROC MIXED of the SAS with the means compared by the Tukey test at the level
of 5% of significance. There were no effects (P> 0.05) in the treatment x time
interaction, only treatment and time effects. In relation to time, the intake of prebiotics
for a period of 60 days (T60) resulted in higher concentrations of IgA, lactic acid and
pH in the faeces (P <0.05) in all treatments. With the treatment effect, the inclusion of
1.0% of GOS in the food resulted in an increase in fecal humidity (score 2.8) and lactic
acid concentrations. Therefore, the longer time of ingestion modulated the fecal
fermentative and immunological products in adult dogs, which we can conclude that
time is an influential factor that should be considered fundamental about these effects.

Key-words: blend prebiotic, canine, galactoligosaccharide, period.
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1. INTRODUCAO

O novo perfil das familias brasileiras tem chamado a atencdo do setor pet food
devido ao aumento do consumo de produtos e preocupacdo dos proprietarios com
seus animais. O desenvolvimento desse setor esta cada vez mais inovador e criativo,
0 que promove o desenvolvimento de novos produtos no mercado (OLIVEIRA, 2006).
A industria brasileira de alimentos destinados a cades e gatos apresentou aumento na
producéo de 2,0% em 2016, com progressao de 3,0% em 2017. Esse crescimento
refletiu em cerca de 13 bilhdes de reais, o que tornou o mercado nacional o 3° maior
mercado do mundo em faturamento (ABINPET, 2018). Tal crescimento atrelado ao
acentuado numero de animais de estimacdo estimulam estudos sobre alimentos
funcionais e aditivos, que podem resultar em beneficios a salude gastrintestinal. Os
prebidticos, para poderem desempenhar seu papel, ndo podem ser digeridos pelos
mamiferos e, muitas vezes, podem influenciar na composicao e atividade metabdlica
da microbiota intestinal. Todavia, esses promotores de saude intestinal em caes séo
de suma importancia na formulacdo de alimentos completos devido aos seus efeitos
benéficos (HESTA et al., 2006).

Atualmente, a industria de alimentos para animais de estimacao esta cada vez
mais utilizando fontes variadas de fibras (principalmente subprodutos derivados do
processamento de graos, frutas e legumes) na formulacao de dietas para caes e gatos
com diferentes propoésitos: consisténcia fecal, prevencdo de constipacao intestinal,
controle glicémico em situacbes de doencas como no diabetes mellitus etc. No
entanto, estudos sobre os efeitos de muitas fontes de fibra na composicao e atividade

da microbiota intestinal de cées e gatos ainda sao escassos (BIAGI et al., 2010).

Na industria de pet food h4 uma gama de prebidticos que séo incluidos nas
formulacbes. Os prebidticos mais frequentemente estudados e incluidos nos
alimentos sdo os frutooligossacarideos (FOS) e os mananoligossacarideos (MOS)
(GHOSH & MEHLA, 2012; GRAND et al., 2013; KARA et al., 2015). J& com relacéo
ao prebidtico galactooligossacarideo (GOS) existem poucas informacfes sobre seu
emprego em caes, uma vez que na literatura ha apenas dois estudos que incluiram
este aditivo em alimentos para estes animais (ZENTEK et al., 2002; RENTAS, 2018).

Além disso, ndo foram encontrados na literatura cientifica estudos que tenham
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avaliado e comparado o tempo de ingestdo de prebidticos e seus efeitos nas

concentragdes de produtos fermentativos e IgA fecais.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POPULACAO CANINA

Atualmente, os seres humanos cuidam dos seus animais de estimagdo como
integrantes da familia e muitas vezes, estes substituem um possivel filho. O processo
de humanizacao dos animais é denominado de antropomorfismo, ou seja, 0 animal &
recriado com artefatos e costumes humanos e é considerado como tal (TATIBANA &
VAL, 2009). No Brasil, em 2013, estimou-se que a populacédo de caes em domicilios
era de 52,2 milhdes, o que resultou em crescimento do mercado, ja que essa espécie
€ a primeira em numero no ranking mundial de criacdo de animais de companhia
(IBGE, 2013). A estimativa da populacdo canina e felina mais atualizada publicada
pelo IBGE (2015) foi de 5,44 milhdes de cdes e 1,005 milhdes de gatos no estado de

Sao Paulo.

Animais de estimacdo desempenham papel importante na saiude das pessoas
devido ao fato de serem determinantes no bem-estar fisico, social e mental
(BAQUERO, 2015). Essa interacao auxilia na reducdo da ansiedade e de estresse,
motivo pelo qual muitas pessoas optam por adquirirem um pet (DOMINGUES, et. al.
2015).

2.2 PREBIOTICOS

O conceito de prebidticos abrange fundamentos amplos e complexos na saude
(RASMUSSEN & HAMAKER, 2017), sendo definidos como substratos ndo digeriveis
pelas enzimas digestivas do animal, porém podem ser fermentados pela microbiota
do intestino grosso, o que resulta em estimulo seletivo da progressao na atividade de
bactérias benéficas. Esse crescimento pode resultar em efeito sistémico e intestinal,

através dos produtos metabdlicos da fermentacdo anaerdbia de bactérias intestinais
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(LIU et al., 2015; MARKOWIAK & SLIZEWSKA, 2017). Efeitos esses como inibigéo da
colonizacdo de bactérias patdgenas ou indesejaveis (GIBSON et al.,, 2004) e
contribuicdo no aumento do aproveitamento da dieta com reducédo na excrecédo de
nitrogénio fecal (REIS et al., 2017), aspectos que auxiliam na promoc¢ado da saude
intestinal do hospedeiro. Além disso, os efeitos dos prebidticos ndo se limitam apenas
ao intestino, mas também podem proporcionar efeitos sistémicos como modulacdo
das concentracBes séricas de colesterol, interacdo com o metabolismo lipidico
(reducéo de triacilglicerol) e modulacdo do sistema imunolégico (LOO &
VANCRAEYNEST, 2008). De acordo com Gibson et al. (2004), os prebioticos que
possuem resisténcia a acidez, promovem estimulo ao crescimento ou atividade de
bactérias intestinais associadas a saude e bem-estar, como por exemplo 0s

frutoligossacarideos, lactulose e galactoligossacarideos.

Em 1995, os prebioticos foram definidos por Gibson e Roberfroid (1995) como
componentes alimentares nao digeridos que, através da estimulacdo do crescimento
e/ou atividade de um uanico tipo ou em quantidade limitada de microrganismos
residentes no trato gastrointestinal, melhoram o estado de saude do hospedeiro. Em
2004, a definicdo foi atualizada e os prebidticos foram definidos como componentes
fermentaveis de forma seletiva, que podem promover mudancas especificas na
composicao e/ou atividade de microrganismos no trato gastrintestinal, benéficos para
a saude e bem-estar do hospedeiro (GIBSON et al., 2004). Finalmente, em 2007, os
especialistas da “Food and Agriculture Organization of the United Nations” (FAO) e a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) definiram os prebidticos como um componente
alimentar que confere beneficios a saude do hospedeiro associados a modulacéo da
microbiota fecal (FAO, 2007).

Os prebiodticos fornecem nutricdo para as bactérias benéficas ja presentes no
trato gastrintestinal, o que pode resultar no aumento da absorcdo de nutrientes e
reducdo do pH intestinal. Em humanos, os prebidticos sdo consumidos com o
propdsito de promover uma microbiota saudavel, prevenir distlrbios gastrintestinais e
manter sua regularidade (CZARNECKI-MAULDEN, 2008). Todavia, para ser
considerado um prebidtico, o substrato ndo pode ser hidrolisado e absorvido no trato
gastrintestinal (TGI) proximal; deve ser seletivo as bactérias comensais benéficas no

IG, o qual dever& estimular a proliferacdo desses microrganismos; devera modular o
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microbioma do colon para mais saudavel e induzir efeitos sistémicos benéficos ao
hospedeiro (HESTA et al., 2006).

Os prebidticos estdo incluidos dentro da classe dos carboidratos, sendo
considerados como fibra dietética. Por ser um substrato fermentavel no intestino
grosso, os prebidticos fazem parte do grupo dos carboidratos fermentativos. Os
carboidratos fermentaveis sdo definidos por sua propriedade de laxacédo, embora nao
se tenha o conhecimento até o momento de que poderiam induzir um ambiente
favoravel as bactérias benéficas (RASMUSSEN & HAMAKER, 2017).

Os principais representantes dos prebiéticos sdo alguns oligossacarideos como
galactooligossacarideos (GOS), lactoligossacarideos, xiloligossacarideos (XOS),
frutooligossacarideos (FOS), mananoligossacarideos (MOS) e [B-glucanos, os quais
possuem acdes caracteristicas no trato gastrintestinal e assim, podem resultar em
beneficios na morfologia intestinal, uma vez que aumentam a area de absorcéo e
reduzem a renovacéo das células epiteliais (FELIX, 2009). Além disso, possuem
fungdes imunomoduladoras como € o caso dos B-glucanos. Esses sdo distribuidos
amplamente em bactérias, algas, fungos e plantas, com diferentes tipos estruturais.
Seu arranjo estrutural € composto por uma cadeia principal de p-1,3 e B-1,4-D-
glucopiranosil, com cadeias laterais de comprimentos variados (ARAMLI et al., 2015).
Os seus efeitos séo influenciados desde a sua administracao (capsulas, injecdo ou no
alimento) até suas caracteristicas como peso molecular, grau de ramificacao, fonte e
processo de extracao (PILARSKI et al., 2017).

Oligossacarideos provém de plantas, produtos vegetais e animais (HESTA et
al., 2006) e sao classificados como carboidratos de cadeia curta, formados por 2 a 10
mondmeros de acucares unidos por ligacdes glicoliticas (MENTEN, 2001). O FOS é
um polimero com alta concentracéo de frutose devido a polimerizacdo desta em sua
obtencdo (GIBSON et al., 2004). Ja o MOS e GOS provém da parede celular de
leveduras (Saccharomyces cerevisae), a qual apresenta complexa estrutura
composta por manose fosforilada, glicose e proteinas (SPRING, 1996).

Estudos demonstraram a funcionalidade dos prebioticos (FOS, GOS e inulina)
guanto a producdo de acido latico e acético que por consequéncia, promovem a
reducdo do pH do trato gastrintestinal (RASMUSSEN & HAMAKER, 2017). A
modulacdo dos prebidticos pode resultar na producdo de metabdlitos intermediérios,
como por exemplo, acidos graxos de cadeia curta (acido acético, acido butirico e acido

propridnico), a qual podem modular o sistema imunologico (NAWAZ et al., 2018).
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Misturas de prebiédticos (blends) estdo sendo reconhecidas, atualmente, como
a melhor alternativa na modulacéo dos produtos fermentativos fecais e imunoldgicos,
uma vez que a promoc¢do do crescimento de diversas bactérias pode resultar em
beneficios adicionais quando se compara ao desenvolvimento de menor variedade de
bactérias, na saude intestinal. Porém, h& necessidade de pesquisas sobre as fun¢des
e efeitos desses carboidratos fermentaveis, bem como as misturas mais adequadas
para cada individuo (RASMUSSEN & HAMAKER, 2017). No experimento de
Gonzalez-Félix et al. (2018), os autores observaram efeitos moduladores no intestino
de peixes com a incluséo de prebibticos, probidticos e simbidticos, em um periodo de
119 dias. Em leites, Budifio et al. (2006) verificaram que a inclusdo de prebidticos na
alimentacéao foi benéfica a partir dos 7 dias pos-desmame. Porém, ndo ha estudos que
avaliaram o tempo ideal de ingestdo destes aditivos para se conseguir os efeitos

esperados.

2.3 GALACTOOLIGOSSACARIDEOS (GOS)

Os GOS séo encontrados no leite, sendo sua estrutura composta por unidades
de galactopiranosilo ligadas a f1-6 e a um residuo terminal de glucopiranosilo através
de um limite glicosidico a1-4 (HESTA et al., 2006). Podem ser formados, também, a
partir da lactose por uma reacao de transgalactosilacdo, compreendendo entre 2 e 8
sacarideos, sendo uma unidade de glicose terminal, galactose e dissacarideos que
compdem 2 unidades de galactose (TZORTZIS & VULEVIC, 2009).

Um estudo que avaliou GOS em cées adultos ndo encontrou diferenca de sua
inclusdo em relacdo aos efeitos na qualidade fecal, digestibilidade de nutrientes e
minerais e produtos do metabolismo microbiano intestinal (ZENTEK et al., 2002). Um
estudo mais recente realizado por nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
inclusdo de 1,0% de GOS modulou variaveis imunolégicas de cdes adultos. Os
resultados apontaram aumento das células polimorfonucleares, assim como aumento
no burst oxidativo e atividade fagocitaria (RENTAS, 2018). Dessa forma, novos
estudos devem ser realizados para confirmacdo desses beneficios em animais de
companhia. Em animais de producéo, o GOS ja € bastante utilizado (MWENYA et al.,
2005; MACFARLANE et al., 2008; CASTRO et al., 2016) devido ao seu baixo custo
de extragdo (MACFARLANE et al.,, 2006), motivo a mais para justificar novas

pesquisas com outras espécies animais. Na mesma linha, Yousefi et al. (2018)
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demonstraram que a inclusdo de 2,0% de GOS influenciou de forma positiva em

parametros imunolégicos de peixe-zebra (Danio rerio).

2.4 PREBIOTICOS NA PRODUCAO ANIMAL

Um estudo realizado por Tzortzis et al. (2005) demonstrou que a incluséo de
1,6% e 4,0% de GOS na dieta de suinos resultou no aumento da concentracdo de
acido latico nas fezes, reducédo do pH e concentracao de acetato. Em estudo realizado
com 720 perus em crescimento, a inclusdo de 0,1g/kg de alimento de
mananoligossacarideo promoveu ganho de peso da 62 a 18% semanas em
comparagcdo com seu grupo controle (SIMS et al., 2004). Na aquicultura, o
experimento de Dimitroglou et al. (2010) avaliou o efeito de 0,0%; 0,2% e 0,4% de
MOS sob parametros alimentares e intestinais em 49 peixes (Spaurus aurata) e, 0s
autores demonstraram que o aditivo resultou em tendéncia na melhoria da superficie
de absorcéo do intestino posterior e promoveu aumento da diversidade de espécies
das bactérias intestinais. Outro estudo com peixes (truta arco-iris) demonstrou que a
inclusdo de 0,2% de MOS na dieta de 14.400 animais melhorou o ganho de peso,
reduziu a conversédo alimentar e mortalidade e, melhorou os indicadores imunolégicos
(STAYKOV et al., 2007). Diversos estudos apontaram os efeitos dos
mananoligossacarideos na modulacdo da imunidade (SHASHIDHARA &
DEVEGOWDA, 2003; FRANKLIN et al., 2005 HEINRICHS et al., 2013), seus produtos
fermentativos intestinais (CHACHER et al., 2017) e na digestibilidade dos nutrientes
(PARK et al., 2018).

No estudo de Yamamoto et al. (2016) os autores demonstraram que a inclusao
de 5,0% de FOS (em matéria seca) na alimentacdo de ratos no intervalo de uma a
oito semanas resultou no aumento da IgA salivar e, este achado apresentou
correlacdo positiva com a elevada concentracdo de AGCC nas fezes. O aumento de
IgA salivar pode significar efeito na melhora da imunidade da mucosa, o que auxilia
como barreira a entrada de patdégenos na submucosa. Segundo Soleimani et al.
(2012), a introducéo de 2,0 a 3,0% de FOS na dieta de 600 peixes da espécie Rutilus
caspicus aumentou as concentragdes de imunoglobulinas, atividade de lisozimas e
desempenho no crescimento (ganho de peso). Em suinos, o Lactobacillus plantarum
introduzido em associagdo com FOS demonstrou aumento das concentragcdes de IgA

e IgG e, aumento da populacédo de bactérias produtoras de &cido latico, o que indica
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grande potencial para utilizd-lo como alternativa a substituicdo de antibioticos em
dietas para leitdes desmamados (WANG et al., 2018).

Ainda nessa mesma linha, os B-glucanos quando incluidos na alimentagéo de
animais de producéo, podem resultar em efeitos positivos no sistema imune (XIAO et
al., 2004; ZHANG et al., 2008) como por exemplo, foram associados ao aumento na
atividade de quimiotaxia de macréfagos em frangos de corte (CHENG et al., 2004).
Além disso, as diferentes moléculas de B-glucanos estimulam o sistema imunoldgico
por mecanismos semelhantes entre espécies como camundongos, céaes, leitdes e
pintinhos. Estudos demonstraram que a inclusdo de 15mg/kg de alimento de (-
glucanos e 25mg/kg de alimento de [B-glucanos influenciaram no aumento da
producédo de IL-2, indice de fagocitose de neutrofilos e mondcitos e aumento na
producédo de anticorpos em caes, leitbes, camundongos e pintinhos (DE OLIVEIRA et
al., 2019).

2.5 PREBIOTICOS NA ALIMENTACAO DE CAES E GATOS

Segundo Adogony et al. (2007), a incluséo de 1,0% de FOS no alimento de
cades gestantes promoveu melhor resposta imune devido a estimulacdo local do
sistema imunoldgico pela microbiota intestinal. Pawar et al. (2017) avaliaram 10
filhotes de Spitz em um periodo de 150 dias, suplementados com 1,5% de MOS na
dieta e, observaram aumento nas subpopulacdes dos linfécitos CD4+ e diminuicdo do
colesterol total e LDL, sem a interferéncia na digestibilidade dos nutrientes. Esses
resultados podem indicar que a inclusdo de MOS na dieta de cées influéncia de forma
direta no sistema imunoldgico, sem alterar a digestibilidade dos nutrientes.

A inclusédo de 0,2% a 0,6% de parede celular de levedura na dieta de gatos
adultos ndo influenciou na digestibilidade dos nutrientes, no escore, producdo e pH
fecais. Em relacdo aos produtos fermentativos intestinais, os autores encontraram
aumento linear dos AGCC (SANTOS et al., 2018c). Outro estudo que avaliou a PCL
in vitro em fezes de cdes observou maior digestibilidade da matéria organica (>92%)
e maior producdo de AGCC (MUSCO et al., 2018).

Na Tabela 1 estdo apresentados os principais estudos publicados até o
momento na literatura cientifica que avaliaram prebioticos na alimentagdo de cées

saudaveis.



Tabela 1. Principais estudos que avaliaram a inclusdo de prebiéticos em alimentos para cées saudaveis versus produtos

fermentativos e varidveis imunolégicas.

Autores Inclusédo “n”  Fase fisiologica Periodo Efeitos
(dias)
Diez et al. (1998) 7,0% de inulina(emms) 8 Adultos 140 Aumento da producao
fecal
Diminuicdo da digestilidade
da MO, PB e EE
Strickling et al. 5g/kg da dieta de FOS, 7 Adultos 21 MOS: Aumentou a
(2000) 5g/kg da dieta de MOS e concentragéo de propionato
5g/kg da dieta de XOS
Swanson et al. 2g/kg dadieta FOS+1g 8 Adultos 14 Diminuiu neutrofilos no
(2002a) MOS sangue
Swanson et al. 1g de MOS, 1g de FOS 4 Adultos 56 Blend: tendeu ao aumento

(2002b)

e Blend (1g de FOS e 1g
de MOS)

das concentracbes de IgA
ileal, diminuiu a concentracao
de indol e fenol nas fezes

MOS: aumentou o0 nimero de

linfécitos, diminuiu a
digestibilidade da matéria
organica

FOS: diminuiu a concentracéo
de indol e fenol
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Autores Inclusédo “n”  Fase fisiologica Periodo Efeitos
(dias)
Swanson et al. 2g/kg da dietade FOS+ 20 Adultos 28 Diminuiu amonia  fecal,
(2002c) celulose + lactobacilos isobutirato e isovalerato
Aumentou as concentracdes
de lactato e butirato
Zentek et al. 1g/kg de PC por dia de 4 Adultos 40 MOS: diminuiu a
(2002) MOS, TGOS, lactose e digestibilidade da PB e MS
lactulose Diminuiu o pH fecal
Diminuiu as concentracdes de
amonia fecal
Flickinger et al. 0,1; 0,2 e 0,3% por dia 4 Adultos 56 Diminuiu a producéo fecal
(2003) de FOS
Hesta et al. 3,0% de FOS nadietae 8 Adultos 24 Reducao na digestibilidade da
(2003) 3,0% de isomalto- proteina e gordura
oligossacarideo
Propst et al. 0,3; 06 e 09% de 7 Adultos 98 Diminuiu a digestibilidade da
(2003) inulina e oligofrutose no MO, PB e MS

alimento

Aumentou a concentracdo de
amonia fecal

Aumentou a concentracdo de
AGCC
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Autores Inclusédo “n”  Fase fisiologica Periodo Efeitos
(dias)
Twomey et al. 30 e 60g/kg na MS de 36 Adultos 13 60g/kg: Reduziu o CDA da
(2003) FOS com adicdo de gordura e energia; reduziu a
500mL/tonelada de MS fecal; reduziu o pH fecal;
inulase aumentou o escore fecal e
aumentou as concentracoes
de lactato fecal
Grieshop et al. 1,0% de chicdria; 1,0% 34 Idosos 56 Aumentou a producéo fecal
(2004) de MOS e 1,0% de Diminuiu as concentracdes de
chicéria + 1,0% de MOS linfocitos periféricos
na dieta
Verlinden et al. 3,0% de inulina na dieta 16 Adultos 116 Aumento na producéo fecal
(2006) Diminuiu o CDA da PB
Middelbos et al. 2,5% da dieta de Blend 6 Adultos 84 Diminuiu a digestibilidade da
(2007a) (FOS, CL, PCL) PB
Aumentou a concentracao de
butirato
Middelbos et al. 0,05;0,25;0,45e0,65% 5 Adultos 70 Diminuiu a contagem de
(2007b) de PCL na dieta mondacitos

Tendéncia no aumento de IgA
ileal
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Autores Inclusédo “n”  Fase fisiologica Periodo Efeitos
(dias)
Gomes (2009) 0,15%; 0,30% e 0,45% 8 Adultos 80 Aumento linear nas
de PCL na dieta concentragbes de butirato
fecal; reducdo linear nas
concentragbes de tiramina e
histamina nas fezes
Aumento linear de linfécitos
CD5+ no sangue
Vetvicka & 15mg/kg/dia de  B- NI Adultos 334 Aumento no indice de
Oliveira (2014) glucanos e 25mg/kg/dia fagocitose
de B-glucanos Reducéo da glicemia em cées
hiperglicémicos
Vojtek et al. 4mg/kg de B-glucanos 30 Filhotes 98 Aumento na atividade
(2017) na dieta fagocitica de  leucdcitos
circulantes
Alexander et al. 0,5% e 1,0% de inulina 9 Adultos em 28 Aumento de AGCC fecal

(2018)

na dieta

sobrepeso
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Autores Inclusédo “n”  Fase fisiologica Periodo Efeitos
(dias)
Pinna et al. Baixa PB (LP) + 1,5g/kg 12 Adultos 80 HP resultou em aumento da
(2018) FOS na dieta e elevada amonia fecal
PB (HP) + 1,5g/kg FOS Aumento no CDA da MS, Ca,
na dieta Mg, Na, Zn e Fe
Aumento no pH fecal
Aumento no acido propidnico
e acético
Rentas (2018) 0,38% GOS; 0,5% blend 24 Adultos 30 GOS: reduziu a concentragéo
prebidtico; 1,0% blend do AGCCR iso-valérico fecal
prebidtico na dieta GOS e B2: aumentaram o
namero de células
polimorfonucleares
sanguineas, aumentaram o
burst oxidativo e
melhororaram o indice de
fagocitose por E. coli
B2: melhorou o indice de
fagocitose da S.aureus
Lin et al. (2019) 125, 250 e 500mg/dia 12 Adultos 42 Reducéao de indol e fenol fecal
SC
Theodoro et al. 0,3% PCL convencional 24 Adultos 32 PCL com alta solubilidade:

(2019)

e 0,3% PCL com alta
solubilidade, na dieta

reducdo na digestibilidade da
gordura; Aumento do butirato
e putrescina; Reducdo de
lactato

PCL convencional: Aumento
no indice de fagocitose
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Autores Inclusédo n Fase fisioldgica Periodo Efeitos

(dias)
Vierbaum et al. 4g/L diluido de YSP, In vitro 1 Aumento de AGCC totais
(2019) 5g/L diluido de IN e 4g/L Redugé&o no pH
diluido de YSP + 5¢g IN IN: Aumento de putrescina e
lactato
Reducdo na amobnia fecal
Nogueira et al. 5,0%de fibraalimentar+ 8 Adultos 28 Aumento no CDA da fibra
(2019) blend prebidtico; 0,02% bruta
de sacarina e eugenol e Aumento de acetato e
5,0% de fibra combinada propionato
+ 0,02% de sacarina e Aumento de isobutirato e
eugenol na dieta isovalerato

MO: matéria organica; PB: proteina bruta; MS: matéria seca; EEHA: extrato etéreo em hidrélise acida; CDA: coeficiente de digestibilidade
aparente; AGCC: acidos graxos de cadeia curta; Ca: calcio; Mg: magnésio; Na: sédio; Zn: zinco; Fe: ferro; PB: proteina bruta; PC: peso corporal;
NI: N&o Informado; FOS: frutoligossacarideo; MOS: mananoligossacarideo; TGOS: transgalactoligossacarideo; XOS: xiloligossacarideo; CL.:
celulose; PC: peso corporal; PCL: parede celular de levedura; LP: baixa proteina; HP: alta proteina; SC: Saccharomyces cerevisiae; YSP: Yucca
schidigera; IN: inulina.

Fonte: PERINI (2020)
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2.6 SISTEMA IMUNE

O sistema imune intestinal produz efeitos sisttmicos na saude do individuo e
pode ser modulado através dos componentes dietéticos, como por exemplo, 0s
prebidticos. Estes, por sua vez, aumentam a atividade fagocitica e dos macréfagos e,
melhoram a barreira epitelial. Os prebidticos podem promover imunomodulacdo a
partir de duas formas: indireta e direta. Os mecanismos diretos promovem a
modulacdo da resposta imune devido a producdo de componentes benéficos do
sistema imune intestinal, como por exemplo, producao de muco, aumento da barreira
no TGl e expressdo de citocinas. Ja as vias indiretas incluem os produtos
fermentativos provindos das bactérias intestinais, as quais podem ser influenciadas
pelos prebidticos, que irdo agir nas atividades imunomoduladoras (NAWAZ et al.,
2018). Um dos produtos fermentativos mais estudados sdo os AGCC, em especial 0
butirato, uma vez que foi descoberto que este € um modulador da acetilagdo da cauda
das histonas (principal proteina que compde o nucleossomo), o que pode aumentar a
acessibilidade de muitos genes a fatores transcricionais. O butirato é produzido pelas
Clostridium e Eubacterium, enquanto que propionato e acetato sdo produzidos pelas
Bifidobacterium e Lactobacillus. O butirato também pode inibir a producéo de citocinas
pré-inflamatérias interferon-y (IFN) e interleucina-2 (IL), enquanto que o acetato e
propionato podem aumentar a producdo da citocina anti-inflamatoria IL-10
(SHOKRYAZDAN et al., 2017). No entanto, somente a modulacéo da producéo de
butirato ndo explica os efeitos dos prebidticos no sistema imune, pois outros
mecanismos podem estar envolvidos (VANHOUTVIN et al., 2009; GOURBEYNE et
al., 2011).

As citocinas atuam nas células secretoras e podem apresentar acdo autécrina,
paracrina e endocrina. Fisiologicamente, possuem papel fundamental na inflamacéo
local e em estados sistémicos inflamatorios. As células auxiliares T, linfécitos B,
macrofagos, mastocitos, células do estroma e fibroblastos endoteliais estéo
envolvidos na producdo das diferentes citocinas (SHOKRYAZDAN et al., 2017). O
interferon-gama (IFN) é responsavel pela protecao, ou seja, sera liberado em resposta
a patégenos, principalmente em respostas virais, 0 que gera a extensao das defesas

antivirais das células proximas. Estes ativam os macrofagos, ja as interleucinas por
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sua vez, estimulam a diferenciacdo e desenvolvimento de linfécitos T e B e células

hematopoiéticas.

A barreira do TGl de mamiferos consiste de uma camada de células solitarias
gue impedem a entrada ou envolvimento indesejado contra toxinas e patdgenos, mas
permite a coabitacdo de bactérias comensais no intestino. Além dessa primeira
camada de protecdo, a barreira intestinal € constituida de células especificas
produtoras de muco, peptideos antimicrobianos e compostos antibacterianos
(lisozima) que, em conjunto com a microbiota, representam o primeiro obstaculo de
resisténcia as bactérias indesejadas. A disfuncédo na barreira da mucosa pode resultar
em alteracdes no sistema imunolégico devido a adesdo do patdogeno na camada. Os
prebidticos favorecem a reducéo dessas ligacoes com a barreira epitelial (NAWAZ et
al., 2018).

No intestino encontra-se o maior 6rgao imunoldgico do organismo, conhecido
como gut associated lymphoid tissue (GALT), o qual € constituido por linfocitos T e B,
células dendriticas, neutrofilos, mastécitos e macrofagos. Uma das funcdes principais
dessa regido € a producéo de anticorpos (IgA) e a ativacao de respostas mediadas
por linfocitos T CD4+ e CD8+, a qual pode ser alvo no aperfeicoamento da defesa
microbiana intestinal (BROOM et al., 2018). As bifidobactérias podem apresentar
outros efeitos no sistema imune tais como modificacédo na atividade mitogénica, a qual
estimula a proliferacéo de células mononucleares (linfocitos, mondcitos e macréfagos)

isoladas do sangue periférico (HESTA et al., 2006).

De acordo com Hoseinifar et al. (2016), a inclusédo de 1,0 a 2,0% de GOS na
alimentacdo de 360 peixes brancos de Caspio (Rutilus frisii kutum) resultou em
aumento na atividade de lisozimas e imunoglobulinas totais, aumento no desempenho
e utilizacdo do alimento. Em outro estudo de Hoseinifar et al. (2017), os autores
obtiveram resultados equivalentes com a inclusdo de 2,0% de GOS na alimentacéo
de 240 carpas comuns. O prebidtico resultou em aumento da atividade de lisozimas
do muco e imunoglobulina total. Além disso, promoveu melhor desempenho de

crescimento, ganho de peso, peso final, conversao alimentar e taxa de crescimento.
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2.7 PRODUTOS DE FERMENTACAO INTESTINAL

Os compostos nitrogenados, que ndo sao absorvidos totalmente no ID, séao
transportados para o intestino grosso, onde sofrem protedlise a partir das bactérias, o
qgue resulta na liberacdo de aminoacidos e peptideos que sofreram reacdes de
reducédo e oxidagcdo. Como produtos finais, originam-se 0s compostos putrefativos
(COV - compostos organicos volateis), responsaveis pelo odor fétido fecal, que sédo
as aminas biogénicas, inddis, fendis, ambénia, AGCR e compostos sulfurados
(ROUDEBUSH et al., 2010).

Além disso, outros produtos originados da fermentacao intestinal, como acido
latico e acidos graxos de cadeia curta e ramificada, podem apresentar efeitos como a
diminuicdo do pH intestinal (LOO & VANCRAEYNEST, 2008). Com a incluséo de
prebidticos na dieta, esse efeito pode ser maior, 0 que promovera possiveis efeitos na
saude intestinal. Essa reducéo do pH ocorre com o aumento da conversdo de NH3
(ambnia) em NH4 (amoénio), o qual apresenta menor absor¢cdo no célon e maior
excrecao pelas fezes.

O acido latico é um metabdlito do ciclo glicolitico proveniente do metabolismo
de carboidratos (KULKARNI et al., 1971). Twomey et al. (2003) demonstraram que a
maior inclusdo de FOS na dieta de caes adultos resultou na queda de 0,4 pontos de
pH e apesentaram aumento de 234,1 pontos na concentracdo de lactato. Esse
aumento do lactato pode ter influenciado a queda do pH fecal.

Os AGCC podem conferir propriedades energéticas ao hospedeiro e sdo
considerados fatores importantes para o crescimento de células epiteliais. Além disso,
possuem fun¢des anti-inflamatorias, ja que induzem células T imunorreguladoras. No
estudo de Arpaia et al. (2013) os autores demonstraram que tanto o butirato quanto o
propionato facilitaram a geracéo das células T regulatdrias, as quais possuem funcéo
importante nas respostas inflamatérias do hospedeiro. Na formacédo dos AGCC, o
acido acético é gerado através da hidrélise do aceitl-CoA, formado a partir do piruvato.
O propidnico é formado através das vias: succinato, fucose e acrilato. Ja o acido
butirico é produzido através da reacédo inversa da beta oxidacdo (SANTOS, 2015a).
Todavia, o acido propioénico e butirico sdo produzidos em concentracdes de 70-
140mmol/L e 20-70 mmol/L no célon proximal e distal (NAWAZ et al., 2018).
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3. OBJETIVO

Avaliar a influéncia do tempo de ingestdo de diferentes prebidticos nas
concentragdes de produtos fermentativos nas fezes e imunidade local (intestinal) de
cées adultos.

3.1HIPOTESE

A ingestdo dos prebiéticos por periodo de 60 dias quando comparado ao
periodo de 30 dias resulta em melhor efeito imunoldgico local, assim como modula os

produtos fermentativos intestinais.

4. MATERIAL E METODOS

4.1LOCALIZACAO E ANIMAIS

O estudo foi conduzido entre o periodo de marco e abril de 2018, no Centro de
Desenvolvimento Nutricional da Premier Pet (CDN Premier Pet), localizado na cidade
de Dourado — SP. Foram utilizados 24 caes adultos saudaveis, de ambos o0s sexos e
racas variadas (6 Beagles, 2 Cocker Spaniel, 5 Setter Irlandés, 1 Labrador, 2 Golden
Retriever, 2 Whippet, 4 Bulldog francés e 2 West Highland White Terrier), com média
de idade de 4,0 £ 2,0 anos e escore de condi¢éo corporal (ECC) entre 4 e 5, segundo
Laflamme (1997). Os animais foram alojados em canis individuais (2,0 x 5,60m) e
solario (2,0 x 4,90m), que possuiam cama, controle de temperatura e agua ad libitum.
Quanto aos exercicios fisicos e socializacdo, os caes tinham 6 horas para realizar esta
atividade. Mas, no periodo de coleta, foram soltos individualmente, por 1 hora, para
gue fosse realizada a coleta de fezes. Apds a coleta, os animais eram soltos para a

pratica de exercicios e socializacéo.

4.2 DIETA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento teve duracdo de 60 dias (2 meses), dividido em dois periodos:

T30 (30 dias) e T60 (60 dias), sendo os 20 primeiros dias (12 fase), destinados para
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adaptacdo aos alimentos, 5 dias (22 fase) para avaliagdo do escore fecal, 2 dias de
intervalo entre as coletas e avaliagfes e, os ultimos 3 dias (32 fase) de coleta fecal
para avaliacdo do pH fecal, AGCC e AGCCR, IgA, &cido latico e NH3. O cronograma
experimental esta ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Fases experimentais do estudo.

Coleta fecal (pH,

Adaptacs Avaliacdo Intervalo NH, ac. Latico,
‘ag‘ atgao do escore entre as AGCC, AGCCR e
adieta fecal coletas IgA
28Fase ;o5 Dia27 3 @€  pia3p

Legenda: AGCC: acidos graxos de cadeia curta; AGCCR: acidos graxos de cadeia curta ramificada;
IgA: imunoglobulinas “A”.

Fonte: PERINI (2020)

Os animais foram distribuidos em delineamento em blocos casualizados,
divididos em 6 grupos contendo 4 animais em cada (de acordo com seu peso
metabolico e porte) com 4 tratamentos em dois periodos distintos: alimento controle,
sem adicao de prebidtico (CO); 0,38% GOS (GOS); 0,5% Blend comercial Yes Golf®
(B1) e 1,0% Blend comercial Yes Golf® (B2). Os 4 tratamentos do periodo T30 eram
equivalentes aos tratamentos do periodo T60. Cada bloco foi composto por 4 animais
com portes e pesos metabdlicos proximos, a fim de evitar heterogeneidade no grupo.
Os Blends comerciais foram constituidos por uma mistura de no minimo 120g/kg de
FOS, 60g/kg de MOS, 72g/kg de GOS, zinco organico, 1,3 B-glucanos e 150g/kg de

B-glucanos. O suplemento GOS continha no minimo 380g/kg.

Os alimentos experimentais foram extrusados na Unidade Fabril da Premier
Pet, localizada na cidade de Dourado, interior de Sdo Paulo. Os alimentos foram
formulados de acordo com as recomendac¢des nutricionais da European Pet Food
Industry Federation (FEDIAF, 2017). Os prebioticos foram adicionados na cobertura

do alimento.
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A alimentacdo dos animais foi fornecida duas vezes ao dia, calculando-se a
guantidade de alimento com base na equacdo de predicdo energética para cées
inativos: 95 x (PC)%" (NRC, 2006). Os animais foram pesados semanalmente para
possiveis ajustes na quantidade de alimento, a fim de evitar o desequilibrio energético.
As sobras foram pesadas diariamente e a quantidade de alimento ofertada foi

registrada para a realizacdo do célculo de consumo.

A composic¢do quimica dos alimentos experimentais esta apresentada na Tabela
2. As amostras foram coletadas durante o ensaio para a realizacdo das analises
bromatoldgicas.

Tabela 2. Analises bromatologicas dos alimentos experimentais.

Tratamentos

Item co? GOS? B13 B24
Matéria seca (%) 91,95 91,80 91,76 91,76
Matéria mineral (%) 6,47 6,61 6,72 6,85
Proteina bruta (%) 27,46 26,93 25,28 27,22
Extrato etéreo em hidrélise acida (%) 14,17 14,53 14,32 14,37
Fibra bruta (%) 6,30 6,40 5,97 5,83
Extrativos nao-nitrogenados (%) 45,6 45,53 47,71 45,73

1CO: alimento controle, sem adicdo de prebidtico; 2GOS: alimento controle com adicdo de 0,38% de
galactoligosacarideos (min. 380g/kg); B1: alimento controle com adigéo de 0,5% de Blend Yes Golf®;
4B2: alimento controle com adicdo de 1,0% de Blend Yes Golf®.

Fonte: (PERINI, 2020)

4.5 DETERMINACAO DO PH FECAL E ESCORE FECAL

Duas amostras de fezes (1g por amostra), por animal, foi coletada em até 15
minutos apos a defecacdo para determinacdo do pH. Sua afericdo foi realizada em
duplicata por peagametro digital de bancada (Digimed, DM-20, Quimis do Brasil
Ltda.,S&o Paulo/SP). Para sua avaliagao, introduziu-se o eletrodo em uma solugao

diluida de 9:1 de 4gua destilada e fezes e, foram diluidas em 18mL de agua destilada.
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A mensuracao do pH foi realizada de acordo com a metodologia adaptada de Walter
et al. (2005). Essa andlise foi realizada no Centro de Desenvolvimento Nutricional da
Premier Pet, em Dourado, S&o Paulo.

O escore fecal foi avaliado nos cinco primeiros dias de coletas, em uma escala
de 1 a 5 pontos, sendo consideradas: 1: fezes duras secas e quebradicas; 1,5: fezes
duras e secas; 2: fezes bem formadas sem deixar marcas ao serem coletas; 2,5: fezes
bem formadas com umidade na superficie e deixam marca ao serem coletas; 3: fezes
umidas e com perda de formato; 3,5: fezes muito umidas e ainda possuem algum
formato; 4. fezes sem formato, com baixa consisténcia e viscosas; 4,5: diarreia com

algumas areas de consisténcia; 5: diarreia liquida, adaptado de Moxham (2001).

4.6 DETERMINACAO DE NITROGENIO AMONIACAL NAS FEZES

Esta analise foi realizada no Laboratorio Multiusuario de Nutricdo Animal e
Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ/USP. A fim
de se quantificar o nitrogénio amoniacal fecal, foram coletadas amostras frescas em
até 30 minutos apos a defecacdo. Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas e pesadas, sendo que para a quantificacdo do nitrogénio amoniacal
fecal foram utilizadas 3 gramas das fezes acidificadas com 9mL de acido férmico a
16%. Logo apos, a mistura foi centrifugada a 5.000 rpm durante 15 minutos, a 15°C
por trés vezes, aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento. Apos

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

Os extratos foram descongelados a temperatura ambiente e, em seguida,
aliguotas de 2mL foram diluidas em 13mL de &gua destilada e analisadas em
destilador de nitrogénio. A destilacdo foi realizada com 5mL de solucdo 2N de
hidroxido de potassio, e a titulacdo com acido cloridrico 0,005mol/L, conforme Vieira
(1980).
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4.7 DETERMINACAO DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA E CADEIA CURTA
RAMIFICADA

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Fermentabilidade Ruminal da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo
(ZAZ/FZEA USP). As amostras de fezes foram coletadas em até 15 minutos apds a
defecacdo, sendo homogeneizadas, pesadas (3g) e acidificadas com 9mL de acido
férmico a 16%. A mistura foi mantida por sete dias em refrigerador, homogeneizadas
diariamente, e posteriormente, centrifugadas por 15 minutos a 15°C em 5.000 rpm,
aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento, repetindo-se este
procedimento por trés vezes. AplOs a extragdo, as amostras foram identificadas e
armazenadas em freezer(-15°C). A determinacdo dos acidos graxos de cadeia curta
e ramificada foi realizada por cromatografia gasosa (Shimadzu, Tambore, Brasil,
2014) de acordo com ERWIN et al. (1961), com detector de ionizacdo de chama,
controlado pelo programa Shimadzu GC Solution e coluna de separacao Stalbilwax
de 30 metros e 0,53mm, gas hélio como carreador, nitrogénio como make up, oxigénio
com regulagem manual, injetor e detector de chama a 250°C, sendo a temperatura da
coluna mantida em 145°C. Para calibracéo foi utilizada solugcéo padréo externa com

acido aceético, propidnico, butirico, valérico, isovalérico e isobutirico.

A amostra liquida centrifugada foi injetada e vaporizada percorrendo, com auxilio
do gas de arraste a coluna. Nesta coluna, os acidos vaporizados mais leves
percorreram mais rapidamente a coluna, atingindo o detector de ionizacao de chama.
Neste, a corrente formada pela ioniza¢cdo da chama com o acido € coletada e enviada
a um computador na forma de impulso elétrico. Neste, calculou-se a concentracédo da
amostra e comparou-se as areas dos picos formados pela intensidade dessa corrente
com a area dos picos formados pela solucéo contendo o acido padrdo. Desta forma,

calculou-se a concentracdo da amostra através de uma simples regra de trés.

4.8 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDO LATICO NAS FEZES
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Estas analises foram realizadas no Laboratério Multiusuério de Nutrigdo Animal
e Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal da FMVZ/USP. O
acido latico foi aferido segundo metodologia descrita por Pryce (1969), pelo método
de espectrofotometria a 565nm (500 a 570nm), no qual foi empregado branco
reagente a fim de calibrar o espectrofotdmetro (QUICK-Lab, DRAKE Eletronica
Comércio LTDA, Séo José do Rio Preto — SP). Para tal, foram pesados 3 gramas de
fezes frescas, coletadas em até 30 minutos apds a defecacdo, posteriormente as
amostras foram homogeneizadas e misturadas com 9mL de agua destilada (1:3 p/v).
As amostras foram quantificadas comparando-as com padrao de acido latico a 0,08%.

4.11 DETERMINACAO DE IGA FECAL

Para a quantificacdo de IgA nas fezes, foram coletados 3g de amostra fresca e,
posteriormente, congeladas a -20°C. Depois de descongeladas, a IgA foi extraida com
solucdo salina de acordo com Peters et al. (2004). Pesou-se 1 grama de fezes e
adicionou-se 10mL de tampao de extracdo [PBS 0,01M; pH 7,4; Tween 80 a 0,5%
(Sigma-Aldrich, Poole, Dorset, Reino Unido) e 0,05% de azida de sédio] e foram

homogeneizados. A suspensao foi centrifugada a 1.500g durante 20 minutos a 5°C.

Dois mililitros do sobrenadante foram transferidos para um tubo cénico de 5mL
contendo 20uL de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil),
homogeneizados e centrifugados a 15.000g durante 15 minutos a 5°C. O
sobrenadante foi transferido para um microtubo (Eppendorf) e armazenado (-20°C). A
guantificacdo da imunoglobulina A foi realizada em kit de ELISA para determinacao
de IgA canina (Bethyl Laboratories, Montgomery, Texas) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

A leitura foi realizada em Leitor de Microplacas ELISA (Microplate Reader MRX
TC Plus, Dynex Technologies, Chantilly, VA) com emprego de um filtro de 450nm.
Estas andlises foram realizadas no Laboratério especializado em analises cientificas
(LEAC), na cidade de Sao Paulo - SP.
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados através do programa computacional
Statistical Analysis System, versao 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), sendo
previamente verificada a normalidade dos residuos pelo teste de SHAPIRO-WILK
(PROC UNIVARIATE) e a homogeneidade das variancias comparadas pelo teste F.
Todas as variaveis foram analisadas por meio de um modelo misto que contemplou
os efeitos fixos de tratamento (CO, GOS, Bl e B2), tempo (T30 e T60) e interacéo
tratamento x tempo, além dos efeitos aleatérios de blocos e residuo. Todas as analises
foram realizadas com auxilio do procedimento PROC MIXED do programa SAS.
Primeiro os dados foram submetidos a ANOVA, e quando apresentaram diferenca, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, de

acordo com o seguinte modelo estatistico:

Yij= W+ ti + b + pj + tpik + €ij
em que:

Yij= variavel dependente; p= média geral; t= efeito fixo de tratamento; b; = efeito
aleatorio de bloco; pk = efeito fixo de tempo (periodo); tipx = efeito fixo de interacéo

tratamento x tempo; ejik = erro residual.

5. RESULTADOS

5.1 VARIAVEIS INTESTINAIS E IMUNOLOGICA

Na Tabela 3 estdo apresentadas as médias, quantidades de amostras utilizadas
(n), erro padrao, coeficiente de variacdo e os valores minimos e maximos de cada

parametro fecal avaliado.

As analises de variancias sobre os efeitos de periodo, tratamento e interagdo estéo
apresentadas na Tabela 4. Podemos observar que o acido propidnico foi a Unica

varidvel que apresentou tendéncia na interacdo tratamento x periodo (p=0,0542).
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Pode-se apontar que os produtos da fermentacao intestinal e imunolégico, como o
acido latico, o pH e IgA (p<0,05) apresentaram efeito de periodo e, o maior periodo
(T60) de ingestdo dos prebidticos aumentou as concentracdes dessas variaveis. As
outras variaveis nao apresentaram diferenca (p>0,05) tanto no fator tratamento quanto
no fator periodo, exceto o escore fecal e acido latico, que demonstraram efeito de
tratamento (P<0,05). O GOS aumentou o escore fecal (2,8) em comparagdo com 0s
outros tratamentos. Além disso, 0 GOS também aumentou as concentracdes de acido
latico, quando comparado aos tratamentos CO e B1. O tratamento B2 se assemelhou
com os tratamentos GOS, B1 e CO nas amostras fecais de acido latico.
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Tabela 3. Numero de observacgdes (N), médias (MED), desvio padréo (DP), coeficiente de variacao (CV), minimos (min.) e
maximos (méax.) das concentracdes dos produtos fermentativos fecais observados no estudo.

Variavel (mMol/L de MS)

N MED DP CV (%) Min. Max.
Escore fecal 48 2,59 0,27 10,45 2,20 3,50
Acido latico 48 2,16 0,03 1,33 2,09 2,21
NH3 48 136,79 35,22 25,75 61,99 253,02
pH 48 6,80 0,29 4,20 6,18 7,47
Acido acético 48 21,42 6,06 28,29 11,55 38,72
Acido propionico 48 14,06 3,46 24,61 7,94 23,90
Acido butirico 48 4,30 1,20 27,96 2,01 7,40
AGCC totais 48 39,78 9,72 24,45 22,52 67,57
Acido isobutirico 48 0,82 0,23 28,63 0,20 1,33
Acido valérico 40 0,12 0,03 27,87 0,06 0,18
Acido isovalérico 48 0,95 0,26 27,09 0,53 1,58
AGCCR totais 48 1,88 0,45 24,06 0,76 2,76
IgA (ng/mL) 48 18,12 11,84 65,31 1,36 48,17

N: nimero de amostras; MED: média; DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagdo; Min.: minimo; Max.: maximo; AGCC totais: acidos graxos de cadeia
curta totais; AGCCR totais: acidos graxos de cadeia curta e ramificada totais.

Fonte: (PERINI, 2020)
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Tabela 4. Médias da concentracdo dos produtos fermentativos fecais e imunolégico de caes adultos alimentados com diferentes

prebidticos em relacdo aos efeitos de tratamento, tempo e interacao.

Tratamentos

) CcoO GOS Bl B2 EPP p

Ac. latico

(mMol/L de MS) Média Média Média Média DP Média DP Trat. Tempo Trat.x Tempo
T30 2,13 2,15 2,12 2,14 2,138
T60 2,16 2,19 2,16 2,18 0,007 2,177 0,0037 0,0002 <.0001 0,7515
EPT 2,148 2,177 2,148 2,168 0,005

NH3
T30 119,87 133,58 157,58 140,7 137,93
T60 145,73 123,32 136,9 136,61 14,75 135,64 8,7738 0,5565 0,8144 0,3775
EPT 132,80 128,45 147,24 138,66 11,13

pH
T30 6,75 6,77 6,655 6,58 6,698
T60 6,98 6,96 6,921 6,76 0,11 6,917 0,0681 0,2004 0,0043 0,9696
EPT 6,87 6,87 6,78 6,67 0,08

Ac. acético
T30 22,50 19,98 19,15 22,23 22,23
T60 18,24 26,38 23,61 19,23 2,42 19,23 2,4202 0,6638 0,6029 0,0836
EPT 20,37 23,18 21,38 20,73 1,71

Ac. propidnico
T30 14,70 14,16 13,38 15,49 14,43
T60 11,478 14,7678 16,05 12,458 1,38 13,68 0,9051 0,5604 0,3881 0,0542
EPT 13,09 14,46 14,72 13,97 1,09
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Tratamentos
CO GOS Bl B2 EPP p
Ac. butirico Média Média Média Média DP Média DP Trat. Tempo Trat.x Tempo
T30 4,20 3,62 4,87 4,47 4,29
T60 4,04 4,46 4,06 4,63 0,50 4,30 0,25 0,6934 0,9847 0,4473
EPT 4,12 4,04 4,46 4,55 0,35
AGCC totais
T30 41,41 37,78 37,41 42,20 39,70
T60 33,76 45,61 43,72 36,32 3,95 39,85 2,11 0,7406 0,9555 0,1085
EPT 37,59 41,69 40,57 39,26 2,86
Iso-butirico
T30 0,76 0,79 0,85 0,82 0,81
T60 0,76 0,78 0,88 0,84 0,10 0,82 0,050 0,7104 0,9033 0,9958
EPT 0,76 0,79 0,87 0,83 0,07
Iso-valérico
T30 0,95 0,80 1,14 0,85 0,93
T60 1,12 0,85 0,96 0,94 0,10 0,97 0,052 0,0892 0,6463 0,3716
EPT 1,04 0,82 1,05 0,89 0,07
Valérico
T30 0,12 0,12 0,11 0,10 0,11 0,008
T60 0,14 0,13 0,11 0,09 0,01 0,12 0,008 0,0934 0,5187 0,6574
EPT 0,13 0,13 0,11 0,09 0,01
AGCCR totais
T30 1,82 1,72 2,15 1,78 1,87
T60 2,00 1,75 2,01 1,84 0,19 1,90 0,09 0,3164 0,8144 0,8594
EPT 1,91 1,73 2,08 1,81 0,13
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Tratamentos
CcoO GOS Bl B2 EPP p
IgA (ng/mL) Média Média Média Média DP Média DP Trat. Tempo Trat.x Tempo
T30 14,03 10,15 14,57 18,55 14,338
T60 23,87 24,11 21,49 18,18 4,80 21,914 3,008 0,9796 0,0182 0,4167
EPT 18,95 17,13 18,03 18,37 3,70
Escore fecal
T30 2,55 2,85 2,55 2,51 2,61
T60 2,50 2,78 2,50 2,51 0,10 2,57 0,0571 0,0124 0,5664 0,9891
EPT 2,528 2,814 2,528 2,518 0,07

CO (alimento controle, sem adicéo de prebiotico); GOS (alimento controle com adigdo de 0,38% de galactoligosacarideos); B1 (alimento controle com adicao
de 0,5% de blend prebidtico comercial); B2 (alimento controle com adicéo de 1,0% de blend prebiotico comercial); EPT Efeito principal de tratamento; T30:
periodo de 30 dias; T60: periodo de 60 dias; EPP: efeito principal de periodo; A; B médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maiuscula,

nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo Teste de Tukey.

Fonte: (PERINI, 2020)
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A figura 2 ilustra o aumento da IgA fecal no periodo T60 em comparagdo com
o T30. No periodo T60, a IgA aumentou nos tratamentos CO, GOS e B1.

Figura 2. ConcentracgOes fecais de IgA (ng/mL) no efeito de tempo.
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CO (alimento controle, sem adicdo de prebiotico); GOS (alimento controle com adi¢do de 0,38% de
galactoligosacarideos); B1 (alimento controle com adi¢do de 0,5% de blend prebiotico comercial); B2
(alimento controle com adicdo de 1,0% de blend prebidtico comercial); T30: periodo de 30 dias; T60:
periodo de 60 dias.

Fonte: (PERINI, 2020)

6. DISCUSSAO

Atualmente é de conhecimento que o objetivo da nutricdo de cdes ndo esta
apenas ligado a saciedade e sobrevivéncia, mas também no bem-estar, melhora da
saude e reducdo do risco de doencas (CERBO et al., 2017). Os pesquisadores da
area, assim como os formuladores, buscam ingredientes funcionais que oferecam
beneficios além da nutricdo basica (MIDDELBOS et al., 2007).
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Das pesquisas mais promissoras dentro da nutrologia e nutricdo pet, estao os
alimentos que atuam no metabolismo de macronutrientes, 0s quais possuem efeitos
antioxidantes e promovem beneficios a saude do trato gastrintestinal (CERBO et al.,
2017). Dentre os ingredientes funcionais mais utilizados pela industria, destacam-se
o0s prebidticos, os quais podem resultar em beneficios ao hospedeiro por estimularem
de forma seletiva o crescimento e a atividade de um grupo ou mais de bactérias
intestinais benéficas (SWANSON et al., 2002; ROBERFROID et al., 2010). Tanto a
associacao entre prebioticos, quanto a utilizacdo de novos compostos como 0S
galactooligossacarideos (GOS), precisam ser mais bem estudados. Os GOS séo
prebidticos de alto valor agregado e, recentes estudos atribuem a estes
oligossacarideos uma série de potenciais beneficios a saude (FAI et al., 2015).

Dentre os 27 principais estudos que avaliaram prebiéticos na alimentacdo de
caes (Tabela 2), a maior parte (37,0%) estudou esses aditivos por periodo médio de
25 dias (STRICKLING et al., 2000; SWANSON et al., 2002c; FLICKINGER et al.,
2003a; HESTA et al., 2003; BIAGI et al., 2010; BELOSHAPKA et al., 2012; SANTOS
et al., 2017c; ALEXANDER et al., 2018; NOGUEIRA et al., 2019). Ja 22,22% dos
trabalhos, avaliaram diferentes prebidticos por 47 dias em média (SWANSON et al.,
2002b; ZENTEK et al., 2002; FLICKINGER et al., 2003b; GRIESHOP et al., 2004; LIN
et al., 2019; THEODORO et al., 2019). Outros estudos (18,51%) avaliaram por 100
dias em média (DIEZ et al.,, 1998; WILLARD et al., 2000; PROPST et al., 2003;
MIDDELBOS et al., 2007a; PAWAR et al., 2017) e poucos (14,81%) avaliaram os
efeitos em curto prazo de tempo, 13 dias em média (SWANSON et al., 2002a;
TWOMEY et al., 2003; FABER et al., 2011). Por fim, a minoria (7,40%) dos estudos
avaliaram por tempo médio de 75 dias (MIDDELBOS et al., 2007b; PINNA et al, 2018).
Com base nas informacdes levantadas, pode-se concluir que ndo ha consenso em
relacdo ao tempo minimo/ideal de avaliacdo dos prebioticos na alimentacdo de caes.
Desta maneira, este é o primeiro estudo com o propésito de avaliar dois periodos de
inclusdo de diferentes prebidticos e os possiveis efeitos nos produtos de fermentacéo

intestinal e imunidade local de caes.

Com base nos resultados encontrados, pode-se observar que o0 maior periodo
de ingestdo (60 dias) resultou em efeitos (aumento) no pH, acido latico e IgA. Em
peixes, estudos também demonstraram que em periodos de 45 dias (LEVY-PEREIRA
et al., 2018) e 60 dias (MOMENI-MOGHADDAM et al., 2015) ocorreu aumento nas
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concentracbes do &cido latico. No presente estudo, o aumento do pH fecal foi um
achado ndo esperado, uma vez que o aumento do &cido latico geralmente esta
associado a reducéo do pH fecal (LOO & VANCRAEYNEST, 2008; SLAVIN 2013). No
entanto, esse aumento no pH fecal corrobora os resultados encontrados em alguns
estudos que avaliaram a inclusao de prebidticos em cdes (SWANSON et al., 2002a;
GOMES, 2009; PINNA et al., 2018). Swanson et al. (2002a) observaram tendéncia no
aumento do pH fecal em cées canulados por curto periodo (14 dias). Gomes (2009)
observou aumento linear no pH fecal em periodo de 42 dias de avaliacdo. Nessa
mesma linha, Pinna et al. (2018) também observaram aumento no pH das fezes em
longo prazo (80 dias). O leve aumento nas concentragbes de acido latico e o ndo

aumento dos AGCC séo possiveis explicacbes para a ndo reducéao do pH fecal.

O aumento no IgA fecal encontrado no presente estudo colabora com os
resultados encontrados em roedores (HOSONO et al., 2002) e cédes (KROLL et al.
2020). Hosono et al. (2002) encontraram efeitos em 42 dias de experimentagéo. Ja
Kroll et al. (2020) observaram aumento em periodo de 28 dias. Outro estudo em caes
também demonstrou tendéncia no aumento da concentracdo de IgA, quando os
animais foram alimentados por periodo de 14 dias (MIDDELBOS et al., 2007). Os
mecanismos envolvidos nas ac¢des dos prebidticos em modular variaveis imunolégicas
no intestino ainda nao foram totalmente elucidados (SCHLEY & FIELD, 2002).
Segundo Slavin (2013), o teor de inclusdo do prebidtico, assim como o tempo de
utilizacédo e a fonte do mesmo, podem influenciar no seu efeito. Como os principais
efeitos relacionados aos prebidticos sdo consequentes a modulacdo microbiana
intestinal, este aspecto ainda necessita de mais estudos, uma vez que ndo ha
consenso sobre o tempo necessario para que um prebidtico possa modular a
microbiota e assim, resultar nos efeitos esperados. Portanto, a concentracdo de IgA
fecal aumentada nos tratamentos com adi¢cao de prebidtico ao longo do tempo, é um
resultado importante, pois expressa melhor capacidade imunoldgica local quando o
animal passa por um periodo maior de exposicdo. Outros estudos observaram
variacfes nas concentracdes fecais de IgA em cdes ao longo do tempo (ZAINE et al.,
2011; KROLL et al., 2020). Além disso, alguns autores observaram que cées filhotes
apresentaram menores concentracdes de IgA fecal do que cdes adultos ou idosos. A
producdo continua de IgA ocorre devido a estimulagdo constante pela microbiota

intestinal (GOMES et al.,, 2011). As bactérias benéficas estimulam o sistema
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imunolégico, o qual produz mediadores (citocinas, células mononucleares e

imunoglobulinas) que interagem com o sistema imune.

Aincluséo de diferentes prebidticos na alimentagdo de cédes adultos ndo alterou
as concentragdes de AGCC, AGCCR, AGCC totais, AGCCR totais e nitrogénio
amoniacal com relacdo ao tempo, tratamento e interacdo, o que corrobora os
resultados de Swanson et al. (2002a) e Santos (2017b). Apenas o acido propiénico
demonstrou tendéncia na interacdo tratamento x periodo, aspecto observado pelas
maiores concentracdes no tratamento B1 no periodo T60. Um estudo demonstrou que
a utilizacdo de 0,5%; 1,0%; 2,0%; 4,0% e 8,0% de galactoglucomanano (GGMO) na
dieta de 6 cdes aumentou as concentracdes de acido propionico por 84 dias, o que
indica aumento da fermentac&o no intestino grosso (FABER et al., 2011). Outro estudo
demonstrou que a utilizacdo de 0,3%; 0,6% e 0,9% de oligofrutose e inulina aumentou
as concentracdes de acido propiénico em 7 cées durante 98 dias (PROPST et al.,
2003). A inclusdo de 5g/kg de MOS no alimento resultou em aumento nas
concentracdes de acido propidnico ileal em 7 caes adultos por 21 dias (Strickling et
al., 2000). Os AGCC, como acido aceético, propidnico e butirico, sdo produzidos no
intestino posterior dos caes por meio da fermentacdo microbiana. Cerca de 95,0 a
99,0% dos AGCC produzidos sao absorvidos (VON ENGELHARDT et al., 1989).
Como desempenham papel importante na manutencédo da saude do TGl, as células
epiteliais do colon os utilizam preferencialmente como fonte de energia, mesmo
guando substratos concorrentes, como glicose e glutamina, estdo disponiveis
(SLAVIN, 2013). O cérebro, os musculos e os tecidos metabolizam o acetato de forma
sistémica, enquanto o propionato € depurado pelo figado e pode diminuir a producéo
hepatica de colesterol, interferindo na sua sintese (SLAVIN, 2013). Estima-se que em
humanos o transporte e o metabolismo adicional de AGCC no figado, masculo ou
outros tecidos periféricos contribuam com cerca de 7,0% a 8,0% das necessidades
energéticas diarias do hospedeiro (CUMMINGS & MACFARLANE, 1991). Os produtos
intermediarios da fermentacdo como o &cido latico, succinico, piravico e o etanol sdo
usualmente metabolizados a AGCC. Segundo Swanson et al. (2002a), as
concentracfes de AGCC fecais de caes sao inferiores que as encontradas no colon,
devido a elevada taxa de absor¢do dos AGCC neste segmento. Dessa forma, é
possivel que os prebidticos administrados aos cédes por meio da alimentacdo, tenham

sido fermentados pelas bactérias resultando em concentracbes mais elevadas de
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AGCC. Porém, devem ter sido rapidamente absorvidos pelos colondcitos, o que pode
ter mascarado o resultado nas fezes, como demonstrado no experimento realizado
por Swason et al. (2002a). Os mecanismos de absor¢do dos AGCC ainda nao estao
totalmente compreendidos, mas é de conhecimento que a absorcédo dos AGCC esta
associada a absorgcdo de Na+ por meio da troca de Na+ e H+ (SHEPPACH, 1994).
Outros estudos, o0s quais utilizaram teores mais elevados de prebioticos,
comprovaram o aumento das concentracdes dos AGCC por um periodo menor que o
testado (FLICKINGER et al., 2003; MUSCO et al., 2018; ALEXANDER et al., 2018;
NOGUEIRA et al., 2019). Em humanos, alguns autores observaram que com a
inclusdo de inulina foram observadas alteracbes nas concentracdes de AGCC ao
longo de 3 anos (PARKAR et al., 2019).

O nitrogénio amoniacal e os AGCCR séao considerados compostos putrefativos,
0s quais provém da fermentacao de proteinas (MINER & HAZEN, 1969; PINNA et al.,
2018) e podem promover o aumento na quantidade de residuos como ureia e amonia,
que entram na corrente sanguinea (CALABRO et al., 2013) e, indicam atividade de
bactérias potencialmente patogénicas (MATHEUS et al., 2016). Esses compostos
podem interferir na qualidade fecal, ou seja, podem causar odores putrefativos e fezes
amolecidas, caracteristicas essas que influenciam na escolha da dieta do animal de
estimacado, no ponto de vista dos proprietarios (NOGUEIRA et al., 2019). Porém,
estudos demonstraram reducéo do nitrogénio amoniacal em cdes com a incluséo de
2g de FOS (SWANSON et al., 2002c) e 1g de transoligossacarideo (ZENTEK et al.,
2002) em periodos de 28 a 40 dias, respectivamente). Apesar dos resultados
encontrados no presente estudo em relacdo ao nitrogénio amoniacal e AGCCR, essa
resposta ndo resultou em caracteristicas indesejaveis nas fezes. Além disso, esse
resultado pode ser influenciado pelo nivel de inclusédo dos prebidticos, fontes ou pela
prépria duracdo do estudo (SLAVIN, 2013). O nitrogénio amoniacal € de extrema
relevancia nesses estudos, pois em altas concentracbes, pode causar prejuizos a
saude em cédes e gatos, devido a sua absorcdo na parede intestinal, o qual pode
resultar em reducdo na altura dos vilos e diminuicdo na absor¢cdo dos nutrientes
(CORDOBA & MUR, 2014; MATHEUS et al., 2016).

No efeito de tratamento, o alimento GOS resultou em aumento da concentragao
de &cido latico, resultados semelhantes aos de Matheus et al. (2016). Segundo Rentas

(2018), a inclusdo de GOS e blends prebidticos em cades, ndo alterou as
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concentracdes de acido latico, em um periodo de 30 dias. O resultado encontrado no
estudo pode ser explicado em funcdo da formacdo do &cido latico. Os produtos
intermediarios da fermentacéo como o acido latico, succinico, piravico e o etanol séo
usualmente metabolizados a AGCC, porém quando produzidos em grande quantidade
podem ser excretados nas fezes. Acidos organicos de maneira geral tém atividade
antibacteriana, especialmente contra bactérias gram negativas como E. coli e
espécies de Salmonella e Campylobacter (ADAM, 2003). Essa eficacia contra os
patdgenos é caracterizada pelo acesso do acido latico ao periplasma através das
proteinas porinas (ALAKOMI et al., 2000).

Com relacdo a caracteristica fecal, a consisténcia € uma das variaveis mais
importantes na avaliacao de alimentos para caes (TWOMEY et al., 2003). No presente
estudo, o escore fecal foi influenciado (aumento) apenas pelo tratamento (GOS), com
valor de 2,8 - de acordo com a escala da WALTHAM (2001). Nao foi observado efeito
na interacao tratamento x periodo e no tempo de ingestdo de diferentes prebidticos
com relacao ao escore fecal. Esses resultados podem ser explicados de acordo com
a concentracao prebiotica e composicao da dieta, uma vez que a digestibilidade dos
nutrientes, bem como sua fermentacdo, resultam na producdo de produtos
fermentativos que podem modular a absorcdo de agua (NRC, 2006). De acordo com
0 Unico estudo que utilizou transgalactoligossacarideo (TGOS) na alimentacdo de
cées, nao foi observado efeito no escore fecal, mas foi encontrado valores dentro do
intervalo ideal (3,5) (ZENTEK et al., 2002). O GOS pode estimular de maneira seletiva
a proliferacéo e atividade de bactérias intestinais benéficas, as quais podem favorecer
as caracteristicas fecais (LOO et al., 2008). A concentracdo de AGCC €& um fator
importante na qualidade e producao fecal, uma vez que elevadas concentracfes de
AGCC podem promover o aumento da umidade fecal, o que contribui para o aumento
do escore fecal (NRC, 2006). A baixa concentracdo de prebidticos pode alterar a
consisténcia e volume fecal, situacdo na qual os tutores se preocupam (PINNA &
BIAGI, 2014). De acordo com Moro et al. (2003), a inclusdo de uma mistura de
0,49/100mL, 8g/100mL de GOS + FOS em bebés humanos em fase de amamentacéao
promoveu melhor consisténcia fecal em comparacdo com o grupo controle em um
periodo de 28 dias. Apesar desses resultados, o tempo de ingestdo nao influenciou
no escore fecal, o que pode ser explicado pela concentracdo dos prebiéticos avaliada

e duracgao do estudo.
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Quanto aos efeitos dos prebidticos na imunidade, o intestino é a primeira linha
de defesa do organismo e realiza interacdes complexas entre dieta e microrganismos.
Portanto, é essencial que a protecdo imunoldgica esteja bem estabelecida (SCHLEY
& FIELD, 2002). Uma das formas de defesa local do intestino é a producéo de IgA.
Esta imunoglobulina est4d presente nas secre¢cdes da mucosa em maiores
concentragbes do que outras imunoglobulinas (VAERMAN & HEREMANS, 1969;
PETERS et al., 2004). Sua funcao primaria é a defesa especifica contra patdégenos e
toxinas e, em alguns casos, sua reducado pode estar associada com reacédo alérgica
(TRESS et al., 2006). A IgA é responsavel pela ligacdo ativa com microrganismos,
enterotoxinas e outros antigenos a fim de impedir adesdo e penetracdo na parede
intestinal (ZAINE et al., 2011). Um dos prebidticos que pode aumentar sua producao
sdo os B-glucanos. Estes interagem indiretamente com a microbiota intestinal, a qual
promovera aumento da producdo e secrecdo de componentes como lisozima,

peptideos antimicrobianos e IgA (RAA, 2015).

As propriedades imunolégicas do FOS e MOS tém sido estudadas ha anos em
animais. Esses promotores intestinais aumentaram o desenvolvimento do tecido
linféide associado ao intestino e o conteudo de IgA fecal em camundongos (HOSONO
et al.,, 2003; MANHART et al.,, 2003; MA et al.,, 2017). Manhart et al. (2003)
descreveram que a dosagem de 2g/dia de FOS em camundongos nao foi suficiente
para alterar os parametros imunes estudados. Além disso, estudos demonstraram a
eficiéncia dos B-glucanos sobre o sistema imunoldgico, 0os quais apontaram aumento
no indice de fagocitose, producao de IL-2 e producédo de anticorpos (DE OLIVEIRA et
al., 2019). Porém, a fonte de B-glucano também influencia em seus efeitos, como por
exemplo a suplementagao de 1,0% de B-glucano de aveia reduziu as concentracdes
de colesterol sérico total, reducéo na consisténcia fecal e maior producéo fecal em 14
cades adultos por 71 dias (FERREIRA et al., 2018). Estudos demonstraram que a
inclusao de 150mg/dia de B-glucanos reduziu as concentracdes de IgA sérica, salivar
e lacrimal, em 4 semanas (STUYVEN et al., 2010). No presente estudo, os prebioticos
e teores de inclusGes ndo modularam o IgA fecal, o que pode significar que as
concentragfes de prebibticos ndo foram suficientes, no entanto, o tempo de ingestao
influenciou os resultados dessa variavel. O maior tempo de ingestao atrelado com
concentracdes adequadas de prebioticos certamente promoverdo efeitos positivos no

sistema gastrintestinal e imunoldgico de cdes adultos.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados no presente estudo, pode-se concluir
gue houve aumento de &cido latico, pH e IgA fecal ao longo do tempo. Além disso, foi
verificado efeito do tratamento GOS, que aumentou a concentracdo de acido latico
fecal e o escore das fezes. Nao foram observados efeito de interacdo. Portanto, o
maior tempo de ingestao dos prebidticos (60 dias) foi importante para a modulacao de

variaveis fermentativas e da imunidade local intestinal de caes adultos saudaveis.
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