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RESUMO

MARCHI, P.H. Avaliagao dos efeitos de crescentes teores de ingestao de (-
glucanos sobre parametros digestivos, imunolégicos e microbiota de cées
adultos. 2023. 100f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Os B-glucanos obtidos da parede celular de Saccharomyces cerevisiae podem
modular o sistema imunolégico e o microbioma de cées, no entanto, o teor de inclusao
ideal em alimentos secos extrusados permanece desconhecido. Diante do exposto, o
presente estudo objetivou avaliar os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de B-
glucanos (0,0%; 0,07%; 0,14%; 0,28%) em alimento seco extrusado sobre parametros
digestivos, imunolégicos e microbiota de cdes adultos saudaveis e definir a
recomendacdao ideal para inclusdo deste ingrediente. Oito caes border collies machos
e fémeas [n=4; escore de condicéo corporal (ECC)=5) e cockers spaniel inglés (n=4;
ECC=5), com idade de 3,5+0,5 anos, foram distribuidos aleatoriamente em dois
guadrados latinos balanceados. Cada periodo apresentou duracdo total de 35 dias,
os quais foram divididos em 28 dias para adaptacao as dietas e sete dias para a coleta
de amostras fecais e sanguineas. Foram determinados o0s coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes, concentracdes fecais de acidos graxos
de cadeia curta e ramificada, nitrogénio amoniacal, é&cido latico, IgA e pH;
imunofenotipagem de linfocitos, intensidade e porcentagem de fagocitose, burst
oxidativo e microbiota fecal. Os dados obtidos foram analisados por meio do software
computacional Statistical Analysis System (SAS, versao 9.4) e valores de p<0,05
foram considerados significativos. As concentracdes fecais dos compostos avaliados
e 0 pH néao diferiram ap6s o consumo dos B-glucanos em todas as porcentagens.
Maior CDA da proteina bruta foi observado apés o consumo de 0,14 e 0,28% de B-
glucanos (p<0,0001) pelos cées, mas nenhuma diferenga foi encontrada para os
demais nutrientes. Porcentagem e intensidade de fagocitose, burst oxidativo e
populacées linfocitarias ndo foram moduladas por nenhum dos tratamentos. No
entanto, a inclusédo de 0,14% de B-glucanos foi capaz de modular a relacao linfocitos
T CD4+:CD8+ (p=0,0368). N&o foram observadas diferengcas nos indices de
diversidade alfa de Faith e Pielou entre os tratamentos. Contudo, o indice de
diversidade beta entre a microbiota fecal dos animais controle diferiu do tratamento
com inclusdo de 0,14% de B-glucanos (p=0,047). Todos os cinco filos analisados



(Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria e Proteobacteria) foram
modulados pelos tratamentos com inclusao de B-glucanos (p<0,0001). Também foram
observadas diferencas para 15 familias e 25 géneros (p<0,05). A inclusdo de 0,14%

de B-glucanos resultou nas melhores respostas e foi a dose de inclusao ideal.

Palavras-chave: canino, fermentagcédo, microbioma, nutricao, prebidtico.



ABSTRACT

MARCHI, P.H. Evaluation of the effects of increasing levels of B-glucans intake
on digestive, immunological parameters and microbiota of adult dogs. 2023.
100f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&do Paulo, 2023.

Saccharomyces cerevisiae cell wall B-glucans can modulate the immune system and
microbiome of dogs, however, the optimal inclusion dose in dry extruded food remains
unknown. In view of the above, the present study aimed to evaluate the effects of the
inclusion of increasing levels of B-glucans (0.0%; 0.07%; 0.14%; 0.28%) in dry
extruded food on digestible, immunity and fecal microbiota variables of healthy adult
dogs and define the ideal inclusion of this ingredient. Eight male and female border
collies [n=4; body condition score (BCS)=5] and english cockers spaniel (n=4; BCS=5),
aged 3.5+0.5 years, were randomly distributed into two balanced latin squares. Each
period had a total duration of 35 days, which were divided into 28 days for diet
acclimation and seven days for fecal and blood sample collection. Apparent digestibility
coefficients (ADC) of nutrients, fecal concentrations of short and branched chain fatty
acids, ammoniacal nitrogen, lactic acid, IgA, and pH; lymphocyte immunophenotyping,
intensity and percentage of phagocytosis, oxidative burst and fecal microbiota were
determined. The data obtained were analyzed by Statistical Analysis System
computational software (SAS, version 9.4) and p values <0.05 were considered
significant. Fecal concentrations of the evaluated compounds and the pH did not differ
after the consumption of B-glucans at all percentages. Higher crude protein ADC was
found after 0.14 and 0.28% [3-glucans consumption (p<0.0001), but no difference was
found for other nutrients. The percentage and intensity of phagocytosis, oxidative
burst, and lymphocyte populations were not modulated by any of the treatments.
However, the inclusion of 0.14% B-glucans was able to modulate lymphocyte T
CD4+:CD8+ ratio (p=0.0368). No differences were observed in Faith and Pielou alpha
diversity indices between treatments. However, the beta diversity index among the
fecal microbiota of control animals differed from the treatment with 0.14% B-glucans
inclusion (p=0.047). All five phyla analyzed (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Fusobacteria, and Proteobacteria) were modulated by treatments with the inclusion of
B-glucans (p<0.0001). Other differences were observed for 15 families and 25 genera
(p<0.05). The inclusion of 0.14% B-glucans resulted in the best responses and was the

optimal inclusion dose.



Keywords: canine, fermentation, microbiome, nutrition, prebiotic.
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1. INTRODUCAO

Em consonancia com a crescente atribuicdo dos cdes como membros da
familia, a salde e bem-estar destes animais tornaram-se uma preocupacao constante
para os tutores, os quais buscam promover qualidade de vida e prolongar a
longevidade de seus animais de estimacao (ABINPET, 2022; IPB, 2018). Desta forma,
€ possivel constatar aumento no interesse dos tutores quanto as diversas op¢des de
alimentos para seus cées, tal como na exigéncia por dietas seguras e de qualidade
(ROCHA, 2008; BUCHANAN et al., 2011). Esta demanda impacta de maneira sélida
a industria de alimentos para animais de estimacdo, que hoje desempenha papel
importante no que diz respeito ao manejo nutricional de animais de estimacéo.
Decorrem destes propositos, mudancas na finalidade da nutricdo, a qual ndo mais
deve apenas suprir a necessidade nutricional dos animais, mas também proporcionar
bem-estar, saude e prevencao de determinadas enfermidades (BUCHANAN et al.,
2011; DI CERBO et al., 2017).

Dentre os ingredientes empregados nas formulagcoes de dietas para caes e
gatos, os prebidticos sdo um grupo funcional muito utilizado. Esses sao definidos
como o substrato utilizado de forma seletiva por microrganismos benéficos do
intestino, os quais conferem beneficios a saude intestinal e geral do hospedeiro
(GIBSON et al., 2017); sado incluidos nas dietas de acordo com a composi¢cao dos
ingredientes utilizados ou por fontes exdgenas e, desempenham fun¢cdo como
moduladores do microbioma intestinal (OUZGUN et al., 2017). Tal modulacéo é dada
por meio da ativacdo metabdlica ou do estimulo ao crescimento de bactérias
benéficas, as quais sdo responsaveis por competir com estirpes patogénicas e reduzi-
las (ROBERFROID et al., 2010). Os prebidticos comumente utilizados em nutricdo de
cées e gatos sdo os mananooligossacarideos (MOS), frutooligossacarideos (FOS),
galactooligossacarideos (GOS) e os 3-glucanos.

Os B-glucanos séo polissacarideos compostos por polimeros de glicose,
considerados como fibras sollveis fermentaveis e, principais constituintes das
paredes celulares de cereais, como aveia e cevada, algas, bactérias, fungos e
leveduras (RAHAR, 2011). A depender de sua fonte, estes prebidticos apresentam
diferencas quanto sua estrutura, solubilidade, peso molecular e tipos de ligagao
(BROWN; GORDON, 2005). Sabe-se que a parede extracelular da Saccharomyces
cerevisiae € caracterizada por apresentar alta concentracdo de [(-glucanos, que
apresentam ligag¢des glicosidicas $-1,3/1,6 (MANNERS et al., 1973). Este tipo de [3-
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glucano ja foi demonstrado como um potencial suplemento para a reducdo da
concentracdo de citocinas proé-inflamatérias e do estado inflamatério em suinos
saudaveis e cades com osteoartrite (LI et al., 2006; BEYNEN; LEGERSTEE, 2010).
Outros estudos, realizados com a inclusdo de B-glucanos na alimentacdo de cées
saudaveis, demonstraram efeitos benéficos sobre a saude dos animais por meio da
alteracdo do metabolismo da glicose (VETVICKA; OLIVEIRA, 2014) e de lipideos
(PHARM et al.,, 2016; FERREIRA et al.,, 2022). Ademais, os B-glucanos foram
associados a melhoras no status imune de caes, o que corrobora sua fungdo como
agentes imunomoduladores (VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008; STUYVEN et al.,
2010, RYCHLIK et al., 2013; DE OLIVEIRA; VETVICKA; ZANUZZO0, 2019; RENTAS
et al., 2020). Contudo, dentre os estudos realizados, nenhum buscou avaliar niveis
crescentes de inclusdo na alimentacao de cdes saudaveis sobre os efeitos benéficos
deste prebiotico. Isto, somado as evidéncias encontradas até entdo, demonstra a
necessidade e importancia da realizacdo de novos estudos para tal definicdo na
nutricdo de caes.

Portanto, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da ingestao de teores
crescentes (0,0%; 0,07%; 0,14%; 0,28%) de B-glucanos adicionados em alimento
seco extrusado sobre variaveis digestivas, imunoldgicas e microbiota de caes adultos
saudaveis e, por meio da comparacao entre os resultados, definir a recomendacéo

ideal para inclusdo deste prebiodtico na alimentacdo de céaes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL CANINA

Os mamiferos sdo habitados por uma grande densidade e diversidade de
microrganismos, 0s quais formam comunidades consideradas essenciais para o
funcionamento regular dos sistemas bioldgicos do hospedeiro (BARKO et al., 2018).
Desta forma, as funcgdes fisiolégicas dos animais ocorrem em equilibrio dinamico e
simbibtico entre suas proprias células e unidades microbianas (MACKIE; WHITE;
ISAACSON, 1997; TURNBAUGH et al., 2007). Este consoércio de microrganismos é
composto por uma abundéancia de archeas, bactérias, fungos, protozodrios e virus
(TURNBAUGH et al., 2007; SHREINER; KAO; YOUNG, 2015). Em situa¢cdes cuja
finalidade é referir-se a um grupo de microrganismos presentes em um determinado
habitat ou sistema, utiliza-se o termo microbiota (SUCHODOLSKI, 2017). Ja o termo
microbioma refere-se ao ecossistema geral, que incorpora fatores biéticos e abiéticos,
tais quais o hospedeiro, as condicbes ambientais e todo o genoma microbiano
(WHITESIDE et al., 2015).

O trato gastrointestinal dos cées € habitado por uma microbiota complexa
constituida de trilh6es de microrganismos, populacdo que extrapola cerca de dez
vezes a quantidade de células do organismo canino (SUCHODOLSKI, 2016). Em
consequéncia de tamanha pluralidade, sdo encontradas tanto espécies consideradas
benéficas para o0 hospedeiro, quanto espécies correlacionadas com o
desenvolvimento de doencas e manifestacdes clinicas indesejaveis (ROBERFROID
et al., 2010). Ademais, esta caracteristica torna o microbioma do trato gastrointestinal
suscetivel a diversos fatores que podem influenciar e modular a populacdo das
espécies habitantes (PANASEVICH et al., 2015). Dentre os fatores conhecidos diante
da literatura cientifica, pode-se citar a genética, condicdes ambientais, idade, porte,
estado de saude, intervencgdes terapéuticas e, principalmente, a dieta (HANDL et al.,
2013; DENG; SWANSON, 2015; BARKO et al., 2018).

Em condicbes ideais, a modulacdo dindmica do microbioma intestinal
preserva uma condi¢éo de equilibrio entre os microrganismos, com predominéncia de
espécies benéficas, estado denominado eubiose (IEBBA et al., 2016). Enquanto
eubidtica, a microbiota intestinal colabora com os processos digestivos, metabdlicos,
imunoldgicos e fisiolégicos (HOOPER et al., 2001; OUWEHAND et al., 2005). No



22

entanto, em situacdes nas quais os fatores moduladores se apresentam em
desequilibrio, ha aumento da abundéancia de bactérias potencialmente patogénicas
em detrimento das bactérias consideradas favoraveis. Esta condigcdo é definida como
disbiose e pode estar correlacionada com a etiopatogenia de desordens
gastrointestinais e em outros 6rgaos (SUCHODOLSKI, 2016). As bactérias benéficas
pertencem principalmente aos filos Firmicutes e Bacteroidetes e géneros Lactobacillus
(Firmicutes) e Bifidobacterium (Actinobacteria) (REDFERN; SUCHODOLSKI,
JERGENS, 2017). Ja& as bactérias potencialmente patogénicas pertencem
principalmente ao filo Proteobacteria e aos géneros Clostridium (Firmicutes) e
Escherichia (Proteobacteria) (STRICKLING et al., 2000; MIDDELBOS et al., 2007a).
De forma geral, as bactérias aerGbias e anaerobias facultativas distribuem-se em
maior concentracdo no intestino delgado, enquanto no intestino grosso predominam
bactérias anaerobias (SUCHODOLSKI, 2011a).

De acordo com Suchodolski (2011a), os filos Firmicutes, Bacteroidetes,
Fusobacteria, Actinobacteria e Proteobacteria compreendem mais de 99% das
espécies identificadas na microbiota gastrointestinal dos cédes (Quadro 1). Nos
estudos de Handl et al. (2013) e Macedo et al. (2022), os dados de quantificacdo e
sequenciamento de amostras fecais apontaram que o filo Firmicutes € o mais
abundante no microbioma intestinal de cdes saudaveis, seguido em ordem pelos filos
Bacteroidetes e Fusobacteria. Em ensaio realizado por Santos et al. (2022), a
abundancia relativa dos Firmicutes corroborou os resultados anteriores, porém o filo
Fusobacteria ocupou a segunda maior populacédo encontrada. No entanto, Middelbos
et al. (2010) demonstraram achados bastante distintos, pois a maior abundancia
relativa quantificada foi de Fusobacteria, seguido de Bacteroidetes e, por fim,
Firmicutes. De forma geral, estes filos ocupam espaco entre as trés maiores
populacdes do microbioma do trato gastrointestinal dos caes. Os filos Proteobacteria
e Actinobacteria foram demonstrados, nesta ordem, ocupando as menores
abundancias relativas em todos os quatro estudos citados (MIDDELBOS et al., 2010;
HANDL et al., 2013; MACEDO et al., 2022; SANTOS et al., 2022). Estas diferencas
entre os estudos sao reflexo da complexidade e da caracteristica multifatorial
envolvidas na modulacdo das populagbes microbianas que habitam o trato
gastrointestinal. Isto pois, além das diferencas individuais entre os animais e do
ambiente onde os estudos foram realizados, a coleta e preparo das amostras e o

método de quantificacdo empregado podem contribuir para mudancas nestes grupos.
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A evolucdo dos métodos utilizados para a determinacdo das populacdes
microbianas intestinais € marcada por um periodo pré e pés desenvolvimento de
técnicas de biologia molecular. Os estudos mais antigos que avaliaram o microbioma
intestinal de mamiferos utilizavam o método de cultura para identificar as populacdes
de bactérias presentes no 6rgao (GREETHAM et al., 2002). No entanto, ha um limite
bastante demarcado em relacdo ao numero de bactérias que sao passiveis de serem
isoladas em meios de cultura laboratoriais, tal como na capacidade de classificagao
de grande parte dos microrganismos que caracterizam o microbioma (GREETHAM et
al., 2002; ECKBURG et al., 2005). Portanto, atualmente, os métodos pautados em
sequenciamento sdo considerados padrdo para a investigacdo do microbioma
intestinal dos caes (SUCHODOLSKI, 2011a). Os classificados como métodos de
sequenciamento de Ultima geracdo (NGS, em inglés, next generation sequencing)
consistem na extracdo do DNA contido na amostra e, posterior amplificacdo dos genes
RNA ribossomal (rRNA) 16S por meio da confeccdo de primers bacterianos universais
(HANDL et al., 2011). Desta forma, sao altamente eficazes em identificar e classificar
as principais categorias taxonémicas das bactérias, conhecidas e desconhecidas,
presentes nas amostras submetidas ao processo (KNIGHT et al., 2017). A plataforma
de sequenciamento lllumina Fluidigm Array Technology permite a realizacdo desta
técnica e, é capaz de realizar a analise de milhares de sequéncias em poucas horas,
0 que proporciona resultados de amplo escopo do microbioma intestinal canino. No
entanto, até o momento ndo ha um consenso em relagcéo ao procedimento que melhor
caracteriza as reais abundancias dos microrganismos habitantes (BHARTI; GRIMM,
2021).



Quadro 1. Categorias taxondmicas das principais bactérias habitantes do microbioma intestinal canino
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Filo Classe Ordem Familia Género
Clostridiaceae Clostridium
o o ) Ruminococcus
Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae ) .
Faecalibacterium
Eubacteraceae Eubacterium
Lactobacillaceae Lactobacillus
Bacilli Lactobacilliales
Streptococcus
Streptococcaceae
o Enterococcus
Firmicutes
Turibacter

Erysipelotrichia

Erisopelotrichales

Erysipelotrichaceae

Catenibacterium

Coprobacillus

Allobaculum
Selenomonadales Selenomonadaceae Megamonas
Negativicutes Dialister
Veillonellales Veillonellaceae Megasphaera
Veillonella
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella
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Bacteroidaceae

Bacteroides

Actinobacteria

Coriobacteriia

Coriobacteriaceae Collinsella
Coriobacteriales
Atopobiaceae Olsenella
Slackia
Eggerthellales Eggerthellaceae
Eggerthella

Actinobacteria

Bifidobacteriales

Bifidobacteriaceae

Bifidobacterium

Fusobacteria

Fusobacteriia

Fusobacteriales

Fusobacteriaceae

Fusobacterium

Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Enterobacteriales

Eneterobacteraceae

Escherichia

Shigella

Aeromonadales

Succinivibrionaceae

Anaerobiospirillum

Succinivibrio

Fonte: Adaptado de Barko et al. (2018)
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2.2 FIBRAS PREBIOTICAS NA NUTRICAO CANINA

Nas ultimas décadas, o propésito da nutricdo canina evoluiu ao ponto em que
fornecer os nutrientes em seus teores minimos e respeitar os limites maximos tornou-
se 0 basico, uma vez que a dieta pode modular diversas funcbes e sistemas do
organismo canino (BONTEMPO, 2005). Uma forte linha de pesquisa foca em estudar
os beneficios da inclusado de fibras na alimentacao dos cédes e, ademais, compreender
a influéncia destas na modulag&o do microbioma desses animais (DE GODOY, KERR,
FAHEY, 2013). Apesar do conhecimento sobre a microbiota intestinal canina ser
limitado, o uso de fibras denominadas prebi6ticas como promotoras da saude, bem-
estar e longevidade e como coadjuvantes ao tratamento e prevencao de doencas,
esta tornando-se cada vez mais usual (GRZESKOWIAK et al., 2015; JUGAN et al.,
2017; DI CERBO et al., 2017).

Sao considerados prebidticos os ingredientes que sédo fermentados por acao
da microbiota gastrintestinal, de modo a conferir beneficios ao bem-estar e a saude
do hospedeiro (ROBERFROID, 2007). Portanto, para serem considerados prebioéticos,
necessitam ser capazes de suportar a acao das enzimas digestivas através do trato
gastrintestinal e, uma vez que alcancarem o célon, estimular a proliferacdo de
espécies microbianas consideradas benéficas por meio da fermentacédo (GIBSON &
ROBERFROID, 1995). Estes alimentos funcionais s&o classificados como
carboidratos ndo-digeriveis, uma vez que apresentam estruturagcdo de mondmeros
ligados por meio de B-ligacfes, o que os torna resistentes a hidrélise pelas enzimas
do trato gastrointestinal (ROBERFROID, 2010). Em maior proporcdo, encontram-se
oligossacarideos de baixo grau de polimerizacdo com estas caracteristicas, o que
promove maior seletividade fermentativa (da SILVA; NORNBERG, 2003). Dentre os
mais comumente estudados e incluidos na formulagéo das dietas, pode-se citar 0s
frutooligossacarideos (FOS), mananooligossacarideos (MOS) (GHOSH; MEHLA,
2012; GRAND et al., 2013; KARA et al., 2015), galactooligossacarideos (RENTAS et
al., 2020), oligofrutose (HERNOT et al., 2008) e B-glucanos (VETVICKA; OLIVEIRA,
2014; OLIVEIRA, VETVICKA; ZANUUZZO, 2019). Podem ser obtidos por meio da
extracdo de matérias-primas vegetais (FRANCK; BOSSCHER, 2009), por sintese
enzimatica a partir da sacarose e lactose (SPIEGEL et al., 1994) ou por hidrélise
enzimatica parcial (DE BRUYN et al.,1992). Compreendem um dos ingredientes

funcionais mais utilizados na industria de alimentos para animais de estimacao.
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Ademais, os proprios ingredientes empregados na extrusdo dos alimentos para caes
podem conter certo teor de prebioticos naturais (VAN LOO et al., 1995; MOSHFEGH
et al., 1999).

Os principais beneficios relacionados ao uso de prebidticas estdo associados
a sua capacidade de modulacdo benéfica da microbiota intestinal nativa do
hospedeiro, o que estimula o crescimento e o metabolismo de grupos de bactérias do
trato gastrointestinal (MACARI; MAIORKA, 2000). Os estudos que sustentam 0s
beneficios do uso de prebidticos em caes estdo tornando-se mais frequentes
(KANAKUPT et al., 2011). No entanto, os ensaios realizados sdo muito distintos entre
si, em termos de formulacéo da dieta, nUmero amostral, teor de inclusdo e tempo de
ingestdo, o que torna dificil a comparacao dos resultados e, desta forma, chegar a um
consenso (JUGAN et al., 2017). Portanto, é importante a analise de diferentes estudos
para definicdo do tipo e em quais condicdes um prebidtico deve ser suplementado.
Para tal, os principais estudos encontrados na literatura cientifica estdo apresentados

no Quadro 2.
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Quadro 2. Principais estudos que avaliaram a inclusdo de prebidticos em diversos teores sobre parametros digestivos, metabdlicos, imunolégicos e microbiota

de cées
Autor Tratamento Teor de inclusédo NUmero amostral Principais resultados
N&o foram observadas diferencas sobre parametros de
digestibilidade da matéria seca e do nitrogénio, amonia ileal e fecal,
STRICKLING 7 cées adultos escore das fezes, glicemia ou pH ileal. Com significancia a 10%,
FOS, MOS e XOS 0,5% R o ) ) i )
et al. (2000) (canulas ileais) observou-se aumento de butirato ileal ap6s consumo da dieta
controle, aumento de propionato ileal e reducéo de Clostridium
perfringens pos ingestdo da dieta com MOS.
Animais suplementados com MOS apresentaram menor abundancia
de bactérias aerbbicas fecais e maior concentragéo de linfocitos;
Animais suplementados com FOS demonstraram menor
SWANSON et | FOS, MOS e FOS ) 4 cées adultos o B
1,0g em céapsulas R o concentracao fecal de inddis e fendis;
al. (2002a) + MOS (canulas ileais) o )
Animais suplementados com FOS + MOS apresentaram maiores
concentracdes de IgA ileal, comparado ao controle e, menor
concentracao fecal de inddis e fendis.
SWANSON et FOS + MOS 2,0g de FOS + 1,0g de 8 caes adultos Aumento nas populac¢6es de Bifidobacterium (fecal) e Lactobacillus
+
al. (2002b) MOS em capsulas (canulas ileais) (ileal e fecal).
ZENTEK, ) -
MOS, TGOS, A suplementacéo com MOS resultou na reducéo da digestibilidade
MARQUAT & _ o ) _
BIETRZAK lactose e 1,0g/kg de PC por dia 4 cées adultos aparente de matéria seca, proteina bruta e extrativos néo-
lactulose nitrogenados, pH fecal e excre¢cédo de aménia.

(2002)
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FLICKINGER
et al. (2003)

FOSe

oligofrutose

0,0; 0,3; 0,6; 0,9% de
oligofrutose;
0,0; 1,0; 2,0 e 3,0g de
FOS

11 caes machos
adultos e 4 caes
fémeas adultas

(canulas ileais)

Caes suplementados com oligofrutose apresentaram reducao da
digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica e extrato
etéreo. J& os animais suplementados com FOS apresentaram
aumento nas concentracdes fecais de bactérias aerdbias e redugao

na concentracdo de Clostridium perfringens.

PROPST et al.
(2003)

Inulina e

oligofrutose

0,0; 0,3; 0,6 e 0,9%

7 caes adultos

(canulas ileais)

A inclus@o de inulina e oligofrutose reduziu a digestibilidade aparente
da matéria seca, matéria organica e proteina bruta; aumentou a
concentracdo de amonia fecal, 4cidos graxos de cadeia curta e
isovalerato. Os tratamentos com suplementacéo de oligofrutose

apresentaram aumento linear em aminas biogénicas. Os resultados
mais positivos foram correlacionados com os maiores teores de

inclusao.

GRIESHOP et
al. (2004)

Chicoria, MOS e
chicéria + MOS

1,0%

34 cédes seniores

Cées suplementados com MOS demonstraram aumento na
concentracao de Bifidobacteria fecal e reducdo na concentragéo de
E. coli fecal. Por outro lado, os animais suplementados com chicéria

apresentaram apenas aumento na concentragcdo de Bifidobacteria

fecal.

APANAVICIUS
et al. (2007)

FOS e inulina

1,0%

30 caes filhotes

Foi observado aumento da concentracdo fecal de acetato e
Lactobacillus spp nos cées suplementados com inulina. No entanto,
apos desafio imunolégico com Salmonella, os cdes suplementados
com ambos os frutanos demonstraram maior consumo alimentar e
melhores indicadores de saude intestinal, quando comparados com

os filhotes infectados que consumiram o alimento controle.
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MIDDELBOS,
FASTINGER &
FAHEY
(2007b)

Celulose, polpa
de beterraba e
trés blends
prebiéticos
(celulose + FOS +
PCL)

2,5%

6 caes adultos

(canulas ileais)

Tratamento Celulose: menor digestibilidade aparente de matéria
seca e matéria organica;

Tratamento Polpa de Beterraba: aumento na concentracéo de
Bifidobacterium spp. e acidos graxos de cadeia curta, comparado ao
controle;

Blends: menor digestibilidade aparente de proteina bruta e aumento
da concentragéo de acidos graxos de cadeia curta.

BARRY et al.
(2009)

Celulose + FOS e

celulose + inulina

0,2 e 0,4%

5 caes adultos

(canulas ileais)

Animais suplementados com celulose + FOS apresentaram aumento
linear da digestibilidade aparente de matéria seca e matéria organica
e reducdo linear da concentracdo de fendis fecais. Redugéo
guadratica das concentracdes fecais de acidos graxos de cadeia
curta. Por outro lado, cdes suplementados com celulose + inulina
demonstraram reducéo linear da concentragéo de fenais fecais.
Aumento quadratico da digestibilidade aparente de matéria seca e

matéria organica e concentracao fecal de butirato e isobutirato.

FABER et al.
(2011)

GGMO

0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0;
8,0%

6 caes adultos

Foi observado aumento linear na digestibilidade aparente da matéria
seca e matéria organica, porém diminui¢éo linear do aproveitamento
de proteina bruta. As concentra¢gfes de acetato, propionato e acidos
graxos de cadeia curta aumentaram de forma linear e, as
concentracdes de butirato, pH, fendis e indois fecais apresentaram
reducdo linear. Por fim, foi observado aumento quadratico na

concentracao de Bifidobacterium spp.
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PANASEVICH
et al. (2015)

Fibra de batata

0,0; 1,5; 3,0; 4,5; 6,0%

10 caes adultos

Foi observado aumento na populacdo do filo Firmicutes e género
Faecalibacterium e reducao do filo Fusobacteria.

GARCIA-
MAZCORRO
etal. (2017)

Blend (MOS e

inulina)

0,45% e 3,1%

22 caes adultos

Foi observado aumento na abundancia da familia

Staphylococcaceae apés a suplementagdo com dosagem mais
baixa. Em dosagem mais alta, o blend aumentou a abundancia de

Megamonas e Veillonellaceae e reduziu a familia Clostridiaceae.

PAWAR et al.
(2017)

MOS

1,5%

10 céaes filhotes

N&o foi observada diferenga entre os grupos sobre os pardmetros de
palatabilidade, consumo alimentar, digestibilidade aparente dos
nutrientes e produtos fermentativos fecais. Foi observada modulacédo
na imunidade adaptativa dos animais suplementados, marcada pelo
aumento de subpopulagdes de linfécitos CD4* e relagdo CD4*:CD8*.
Por fim, os animais suplementados apresentaram redu¢éo nas

concentracdes séricas de colesterol total e LDL.

FERREIRA et
al. (2018)

B-glucanos
(origem de aveia
com 70% de

pureza)

1,0%

14 caes adultos

Os animais suplementados demonstraram menores concentracdes
séricas de colesterol total, LDL e VLDL, menor digestibilidade
aparente da matéria seca, matéria organica, matéria mineral e

extrato etéreo, maior producéo fecal e menor consisténcia destas
fezes. Em relacdo ao sistema imunoldgico, os animais
suplementados apresentaram menor concentragao sérica de IL-4

apos vacinacao.
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FOS: 1,5g/kg

A suplementacédo de FOS resultou em maior digestibilidade aparente

PINNA et al. FOS e teores de _ ) . de matéria seca e diversos minerais. Ademais, foi possivel observar
i Baixa proteina: 22,9% 12 cées adultos . . } .
(2018) proteina i interacdo entre FOS e os teores de proteina em relacéo ao pH fecal,
Alta proteina: 30,4% ) ~ N .
propionato, acetato e populacao de Bifidobacteria.
A suplementagdo ndo resultou em diferengas sobre a digestibilidade
aparente dos nutrientes e varidveis fecais. No entanto, resultou em
Produto maior abundancia relativa do género Bifidobacterium e menor
fermentativo de abundancia relativa do género Fusobacterium. Em teores
LIN et al. 125, 250 e 500mg por _ ) ) i -
Saccharomyces i i 12 cées adultos crescentes, foi observado aumento linear de células auxiliares
(2019) o dia, em capsulas o . ) i
cerevisiae (fonte secretoras de IFN-y, T citotoxicas e IgE sérica. Ademais, as células
de B-glucanos) imunes dos cées suplementados produziram menos TNF-a e
apresentaram reducao linear da concentragéo de fendis e indoéis
fecais.
Todos os animais apresentaram digestibilidade aparente da matéria
Celulose, blend » . . .
. seca, matéria organica e proteina bruta semelhantes. Cées
prebidtico, ) .
. suplementados com blend + sacarina + eugenol apresentaram maior
sacarina + 5,0% de celulose; 5,0% o ] oo . )
NOGUEIRA et . coeficiente para fibra dietética total. Os cées alimentados com
eugenol e blend de blend e 0,02% de 8 cées adultos ) -
al. (2019) . . ambos os tratamentos com blend apresentaram maior concentragéo
prebidtico + sacarina e eugenol . . ) )
_ de acetato e propionato fecal e os cées alimentados com a dieta
sacarina + _ . ) )
controle demonstraram maior concentracdo de isobutirato e
eugenol

isovalerato.
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Caes suplementados com parede celular de Saccharomyces

PCL e PCL + o . .
cerevisiae apresentaram reducdo da concentra¢do sérica de IL-6 e
MOS de alta o . . . . ~
THEODORO N ~ aumento do indice de fagocitose de mondcitos. Ademais, a ingestao
solubilidade 0,3% 24 cées adultos - . . o
et al. (2019) de PCL + MOS de alta solubilidade reduziu a digestibilidade
(fontes de 25% de i ~ o
aparente do extrato etéreo e concentracao de acido latico fecal e
B-glucanos) ~ _ ) )
aumentou as concentracgdes fecais de butirato e putrescina.
A suplementacéo nédo resultou em diferengas na digestibilidade
aparente dos nutrientes, producao, escore e pH fecais e
Blend prebidtico . concentragdes de amonia, acido latico e acidos graxos de cadeia
. Blend prebiético: 0,5% - . ] ] ) o .
RENTAS etal. | (contém 15% de . curta e ramificada. Caes que ingeriram a dieta com a maior inclusédo
ou 1,0% 24 caes adultos . i
(2020) B-glucanos) e GOS: 1.0% do blend apresentaram aumento na concentracéo de células
:1,0%
GOSs polimorfonucleares, reacdo de burst oxidativo dos fagocitos e
aumento do processo de fagocitose das bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.
Saccharomyces A suplementacao resultou em menor concentracdo do marcador
RUMMEL cerevisiae 20 céaes adultos inflamatorio haptoglobina e aumento da concentragdo de arabinose
et
. (2022) concentrada 7mg/kg de PC por dia domiciliados fecal. Ao considerar significancia a 10%, os animais que consumiram
al.
(fonte de B- (Huskies) a dieta tratamento apresentaram “redugcao” da permeabilidade

glucanos)

intestinal.
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Cultura
desidratada de

A suplementacéo resultou em aumento da populacdo dos filos
Actinobacteria e Firmicutes e género Clostridium e reducéo do filo
Fusobacteria e géneros Allobaculum e Fusobacterium. Ademais,

SANTOS et al. ~ cées alimentados com as dietas teste apresentaram maior
Saccharomyces 0,3¢e0,6% 18 cées adultos o ) o ]
(2022) o coeficiente de digestibilidade aparente da fibra bruta e menor para
cerevisiae (fonte i ) o ) o
proteina bruta, extrativos ndo-nitrogenados e energia metabolizavel.
de B-glucanos) . ) ~ o
Por fim, as dietas testes resultaram em modulacdo do indice de
fagocitose dos animais que as consumiram.
Produto de
. 16 cées adultos . .
fermentacéo de ) A suplementacéo resultou em reducédo dos marcadores de estresse
WILSON et al. (antes e depois de o ) i i
Saccharomyces 0,13% oxidativo COX-2 e malondialdeido ap0és o transporte, em
(2022) estresse por

cerevisiae (fonte

de B-glucanos)

transporte em van)

comparagdo com 0s animais que receberam a dieta controle.

Fonte: Marchi (2023)
Legenda: FOS: frutooligossacarideos; MOS: mananooligossacarideos; TGOS: transgalactooligosscarideos; XOS: xilooligossacarideos; PC: peso corporal,

PCL: parede celular de levedura; GGMO: oligossacarideo galactoglucomanano; LDL: lipoproteina de baixa densidade; VLDL.: lipoproteina de densidade muito

baixa; IFN-y: interferon-gama; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; COX-2: ciclooxigenase-2.
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2.3 B-GLUCANOS

B-glucanos sao homopolissacarideos constituidos por ligagdes B-glicosidicas

entre mondmeros de glicose e compdem a parede celular de leveduras, fungos e
determinadas bactérias (SVAJCER, 2017). Estes prebiéticos também estéo presentes
nas paredes celulares do endosperma de cereais como a cevada e a aveia (BROWN
et al., 2003). Todos os B-glucanos apresentam cadeia polimérica principal composta
por ligacdes do tipo (1—3), estrutura molecular que caracteriza e define a atividade
destas fibras prebidticas (FRIEDMAN, 2016; ZHANG et al., 2018; HAN et al., 2020).
Devido a relagéo estrutura-atividade observada nestas fibras, diferentes composicdes
moleculares e estruturais sdo capazes de determinar funcionalidades distintas entre
os B-glucanos (KAUR et al., 2020). Tais diferencas sao responsaveis por alterar a
atividade metabdlica dos B-glucanos, pois modificam o padrao e o grau de ramificacédo
e solubilidade em &gua, peso molecular, formacao helicoidal e conformacao do anel
estrutural (DAOU; ZHANG, 2012). Como estas caracteristicas fisico-quimicos sao
totalmente dependentes da fonte pela qual os B-glucanos sao extraidos, esses podem
ser classificados de acordo com sua origem. De forma geral, os B-glucanos
provenientes de cereais apresentam ligagdes B-glicosidicas (1—3) e (1—4) lineares,
o0 que se distingue das fontes nado-cerealiferas, como as leveduras, que sé&o
compostas por ligagdes (1—3) e (1—6) que apresentam ou nao ramificacoes
(VOLMAN; RAMAKERS; PLAT, 2008; SIMIC et al., 2019). As fibras B-glucanas
originarias das bactérias, apesar de consideradas fontes nao-cerealiferas, séo
conformadas em ligagdes B-glicosidicas (1—3) lineares (BROWN; GORDON, 2003).
As fontes de B-glucanos mais estudadas sao provenientes de determinados
fungos e leveduras, os quais apresentam altas concentracdes desta fibra em sua
composicdo (SIMIC et al., 2019). A principal levedura utilizada pela industria é a
Saccharomyces cerevisiae, cuja parede extracelular apresenta os $-glucanos como
principais componentes em sua estruturacdo (MANNERS et al.,, 1973). Esta é
composta por uma fracao interna formada por ligagbes B-glicosidicas (1—3) e (1—6)
e quitina; e outra fragdo externa, caracterizada pela presenca de
mananooligossacarideos e mananoproteinas (KIM; YUM, 2006). A extracao da parede
celular de levedura (PCL) pode resultar em concentracdo média de 30% de [3-
glucanos (FLEET et al., 1991). De forma geral, existem quatro métodos de extracao

utilizados, que séo: extragdo alcalina, extracdo acida, extragdo enzimatica e extracao
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com agua quente (MURPHY et al., 2021). Este ultimo método é o mais comumente
utilizado para fontes de B-glucanos nao-cerealiferas (YAN; WANG; WU, 2014) e
consiste na moagem prévia do ingrediente, posterior extracdo com agua e, por fim,
precipitacdo por meio de solventes (BHANJA et al., 2014). No entanto, ndo h&
procedimento considerado padrédo para a extracdo completa deste prebiotico, o que
infere na presenca de outras substancias ao final do processo, como proteinas.

Os B-glucanos provenientes da parede celular de Saccharomyces cerevisiae
sdo utiizados ha muitos anos na medicina humana (MURPHY; DAVID;
CARMICHAEL, 2010) e, seus beneficios aparentam estender-se para varias espécies
animais, como cavalos (KRAKOWSKI et al., 1999), galinhas (TIAN et al., 2016), peixes
(JORGENSEN; ROBERTSEN, 1995; BAGNI et al., 2005), roedores (HETLAND;
SANDVEN, 2002; INSTANES et al., 2004), suinos (STUYVEN et al., 2009) e
invertebrados (MAZZEI et al., 2016; WU et al., 2016). Dentre suas funcdes, sabe-se
que os B-glucanos possuem mecanismos de acao imunomoduladores, antioxidantes,
antitumorais, hipoglicemiantes e hipocolesteromiantes e agem como modulares do
microbioma intestinal (NAUMANN et al., 2006; LAZARIDOU; BILIADERIS; 2007; de
OLIVEIRA; VETVICKA; ZANUZZO, 2019). Em céaes, melhores respostas do sistema
imunoldgico e efeitos prebidticos sobre a microbiota intestinal foram encontrados em
estudos recentes (LIN et al., 2019; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022). Além
destas funcdes, Vetvicka & Oliveira (2014) foram capazes de observar reducao na
glicemia de cées hiperglicémicos induzidos, alimentados com dieta enriquecida com
15mg/kg e 25mg/kg por dia de B-glucanos. Além disso, a ingestdo via oral deste
prebiotico foi capaz de aumentar a atividade fagocitaria de mondcitos e neutréfilos.
Efeitos que beneficiam a glicemia, insulinemia, colesterolemia e trigliceridemia de
cdes obesos também foram evidenciados por Ferreira et al. (2022), apos
suplementacdo de 0,1% de B-glucanos. Estas evidéncias estdo relacionadas com o
fato de que os B-glucanos também sao classificados como fibras solaveis, e, portanto,
possuem capacidade de aumentar a viscosidade do contetdo alimentar no intestino
(JAYACHANDRAN et al., 2018).

Os B-glucanos apresentam potencial prebiético bastante demarcado, o que
significa que desempenham papel importante na modulagdo do microbioma intestinal
(GIBSON et al., 2017). Dentre as principais fun¢des da microbiota intestinal saudavel,
€ destacada aquela de protecdo do organismo contra patdégenos e infec¢des. Para tal,

sdo estudados mecanismos relacionados a competicdo por metabdlitos e nutrientes,
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modificacdo do ambiente intestinal quanto ao pH e concentracdo de oxigénio e
inducdo de respostas imunes intestinais, o0 que promove a reducao populacional de
bactérias indesejadas (KAMADA et al., 2013; TIZARD; JONES, 2018).

A fermentacéo de fibras prebidticas no célon gera uma série de metabalitos,
tais quais amonia, indodis, fendis, aminas e acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e
ramificada (AGCR) (SLAVIN, 2013). Estudo de Theodoro et al. (2019) em céaes
demonstrou que fibras B-glucanas foram eficazes em aumentar a concentracéo fecal
do acido graxo de cadeia curta butirico. Os AGCC sao compostos considerados
benéficos, pois sdo importantes fontes energéticas para o metabolismo e proliferacao
dos colondcitos, reduzem o pH do luamen intestinal, fator desfavoravel para
microrganismos patogénicos e desempenham propriedades anti-inflamatorias
(WALKER; DUFFY, 1998; SWANSON et al., 2002a; ADAMS, 2003; MORRISON;
PRESTON, 2016).

Ademais, sabe-se que existe relacdo intrinseca entre microrganismos e o
sistema imunoldgico, uma vez que o gut associated lymphoid tissue (GALT) é
considerado o maior 6rgdo imune do organismo e localiza-se no intestino (SWANSON;
FAHEY, 2007). Este tecido € constituido por estruturas linfoides, denominadas placas
de Peyer, linfonodos mesentéricos e a lamina propria intestinal, nas quais estao
presentes todos os tipos de células imunologicas (STOKES; WALY, 2006;
SWANSON; FAHEY, 2007). Portanto, o0 GALT participa da modulacdo do sistema
imunolégico do organismo ao capturar, processar e apresentar 0s antigenos
presentes no liamen intestinal, tal como produzir anticorpos, como as IgAs e
desencadear as respostas imune mediadas por células (FIELD et al., 1999; GERMAN;
HALL; DAY, 1999). Por meio da fermentacdo e da producdo de metabolitos, a
microbiota eubiotica fornece nutrientes para o hospedeiro e garante o funcionamento
6timo de tecidos como, por exemplo, 0 GALT (SUCHODOLSKI, 2011b).

O sistema imunolégico €é capaz de defender o organismo contra
microrganismos por meio do equilibrio entre as reacdes inatas e adaptativas. A
imunidade inata € considerada a primeira linha de defesa do organismo, cujos
componentes incluem: barreiras epiteliais e quimicas, células denominadas
neutréfilos, monécitos e linfécitos natural killer (NK) e proteinas mediadoras da
inflamacéo presentes na corrente sanguinea (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2008).
Por outro lado, a imunidade adaptativa caracteriza-se por apresentar resposta

especifica aos microrganismos, em principal, apos a primeira exposi¢éo. E composta,
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portanto, por ceélulas linfocitarias do tipo B, produtoras de anticorpos e, células
linfocitarias do tipo T, as quais sé@o responsaveis por eliminar patégenos (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2008).

Nas duas ultimas décadas, o interesse por compreender e utilizar-se do
potencial imunomodulatério dos B-glucanos tem crescido. E sabido que este
polissacarideo estimula a protecao contra o desenvolvimento tumoral e uma variedade
de infecgBes bacterianas, virais, fungicas e parasitarias (HUNTER; GAULT; BERNER,
2002; MANTOVANI et al., 2008; ZHOU et al., 2009). Como forma de avaliar a
capacidade de imunomodulacao destes polissacarideos, Paris et al. (2020), avaliaram
a resposta imune de 24 cées da raca Beagle ap0s vacinacdo antirrabica, associada
ou ndo com suplementagdo de B-glucanos. Para tal, foi utilizada fibra extraida de
Euglena gracilis (espécie de alga), em dosagem de 2,5mg por via subcutanea. Como
resultados, demonstrou-se que o0s animais suplementados um més antes da
vacinacao ou de forma concomitante, apresentaram promocao da resposta humoral e
celular. Outros dois estudos avaliaram variacao da resposta imune de caes vacinados
apos suplementacdo e concluiram que os B-glucanos dietéticos podem estimular as
respostas imunolégicas celulares e humorais ap6s a vacinacdo (ALTUG; YUKSEK;
AGAOGLU, 2010; HALADOVA et al., 2011).

Esta funcdo deriva da capacidade destes compostos em estimular ambas as
imunidades inata e adaptativa, por meio da ativacdo de neutrdfilos, linfécitos do tipo
B, T e NK, e principalmente, de macréfagos (BROWN; GORDON, 2001; KIM et al.,
2011). De forma geral, sabe-se que os 3-glucanos sédo capazes de estimular ou inibir
a liberacdo de citocinas pelos macrofagos e modular sua atividade fagocitaria
(VETVICKA; VETVICKOVA, 2007). Um estudo realizado com suinos foi capaz de
demonstrar reducdo nas citocinas pro-inflamatorias, interleucina-6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e, aumento da concentragéo de interleucina-10 (IL-10),
considerada anti-inflamatodria, apos suplementacéo de B-(1—3)(1—6)-glucanos (LI et
al., 2006). Em céaes, a mitigagdo dos sinais clinicos de animais diagnosticados com
osteoartrite apés suplementagdo com (3-(1—3)(1—6)-glucanos foi demonstrada por
Beynen & Legerstee (2010). Para tal, foram incluidos 46 cdes doentes, dos quais 23
receberam alimento com incluséo de 0,08% de B-glucanos e demonstraram melhoria
sobre as variaveis atividade fisica, claudicacédo e dor, o que sugere modulacdo nos

fatores inflamatorios associados a condicao.
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No entanto, as diferentes composi¢coes dos [-glucanos em relacdo a
solubilidade, massa molecular e estrutura influenciam na capacidade
imunomodulatéria destas fibras (DAOU; ZHANG, 2012). Sabe-se que a ativacdo de
leucdcitos e a estimulacao da sintese e secrecao de mediadores pré-inflamatorios e
outras citocinas, faz parte do mecanismo de acao de [(B-glucanos de grande peso
molecular, principalmente (WILLIAMS; MUELLER; EROWDER, 1996). Estudos
realizados in vitro demonstraram que as enzimas digestivas podem reduzir o peso
molecular dos B-glucanos, o que, em tese, pode reduzir o efeito imunomodulatério
destas fibras quando administradas via oral (BEER et al., 1997; LAZARIDOU,;
BILIADERIS, 2007; KUDRENKO; SNAPE; BARNES, 2009). No entanto, estudos que
avaliaram a suplementacao via dieta de B-glucanos sobre parametros imunoldgicos,
foram capazes de demonstrar efeitos imunomodulatérios marcados pela modulacao
do indice de fagocitose, aumento do numero de linfocitos T e menor producédo de
marcadores inflamatdrios (LIN et al., 2019; THEODORO et al., 2019; RENTAS et al.,
2020; SANTOS et al., 2022). Estes resultados corroboram o entendimento deste
polissacarideo como um imunomodulador importante, que pode ser administrado via
oral ou incorporado em alimentos extrusados secos para cédes sem sofrer perda em

suas fungodes.



40

3. HIPOTESE
A minima inclusao de B-glucanos na dieta resulta em efeitos benéficos quanto
aos parametros digestivos e imunoldgicos e € capaz de modular a microbiota de cées

adultos saudaveis.

4. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da adicéo de teores crescentes (0,0%; 0,07%; 0,14%:; 0,28%)
de B-glucanos em alimento seco extrusado sobre varidveis digestivas, imunolégicas e
microbiota de caes adultos saudaveis e, por meio da comparacao entre os resultados,

definir a recomendacao ideal para inclusdo deste prebiotico na dieta de cées.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Local
O experimento foi desenvolvido no Centro de Pesquisa em Nutrologia de Cées
e Gatos (CEPEN Pet), do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sado Paulo (FMVZ/USP),

localizado no Campus Fernando Costa, em Pirassununga, Sao Paulo.

5.2 Animais

Foram utilizados 8 caes (4 da raga border collie e 4 da raga cocker spaniel
inglés), machos e fémeas, adultos, castrados, com idade de 3,5+0,5 anos, em escore
de condicdo corporal (LAFLAMME, 1997) e escore de massa muscular (MICHEL et
al., 2011) ideais, clinicamente sadios, desverminados e vacinados.

A higidez dos animais foi avaliada previamente por meio de exames fisico,
hemograma e bioquimicos para a avaliacdo das enzimas hepaticas, ureia e creatinina.
As amostras de sangue para a realizacdo de hemograma foram armazenadas em
tubos BD Vacutainer® com EDTA e as analises realizadas por meio de equipamento
hematolégico automatico BC2800Vet (Mindray, China), método May-Grunwald-
Giemsa modificado e refratometria (Refratbmetro portatil - Quimis, Brasil) para
obtencdo da proteina plasmatica total. Ademais, para os exames bioquimicos, as
amostras de sangue foram armazenadas em tubos BD Vacutainer® com ativador de
coagulo e, na sequéncia, a determinacao realizada com uso de espectrofotdmetro

automatico BS120 (Mindray, China) e kits comerciais Labtest.
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Os cées foram alojados em canis com 3,42m? de area coberta e com solario de
7,21m?, piso de concreto e paredes de azulejo, agrupados de acordo com a afinidade
social (dois a trés animais por canil) previamente determinada e, acesso a 4gua ad
libitum. Com o intuito de promover bem-estar aos animais, estes foram soltos para
socializacéo e atividade fisica em parques gramados com area de 40m? por parque,
duas vezes ao dia, exceto durante os periodos de coleta de amostras, nos quais 0s
animais foram mantidos presos em seus canis, sendo soltos em grupos para
realizacdo de atividade fisica supervisionada, em local concretado. Durante os
periodos de coleta de fezes, os animais mantiveram-se alojados em canis

individualizados.

5.3 Alimentacéo

Os cées receberam quatro alimentos experimentais formulados para animais
em manutencdo, com ingestdo monitorada diariamente. As dietas foram
confeccionadas na fabrica de racdo da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP),
localizada em Botucatu—SP (Tabela 1).

Em casos nos quais o animal ndo ingerisse no minimo 70% da quantidade
fornecida do alimento e o escore de condicao corporal oscilasse dois pontos para mais
ou para menos, este seria removido do experimento e a causa da rejei¢cdo seria
avaliada pela médica veterinaria responsavel. Ao longo de todo o protocolo
experimental, nenhum animal foi enquadrado nestas condicdes.

A necessidade energética para manutencdo (NEM) foi determinada pela
equacdo: 110 x PC%75 (FEDIAF, 2020), sendo PC = peso corporal do animal. Esta
férmula é recomendada para cdes com moderada atividade fisica. Com o resultado
deste calculo foi possivel determinar a quantidade de alimento a ser fornecida
diariamente, ao dividi-lo pela energia metabolizavel dos alimentos experimentais.

A quantidade de alimento foi reajustada a cada quinze dias, apos pesagem dos
animais e avaliacdo do escore de condicao corporal (ECC), considerando-se a escala
de 9 pontos descrita por Laflamme (1997) e, escore de massa muscular (EMM) de
acordo com a escala de 4 pontos descrita por Michel et al. (2011). Em casos de ganho
ou perda de peso suficientes para aumentar ou diminuir pontos na escala de ECC, a
guantidade de alimento fornecida diariamente foi reajustada para que o animal se

mantivesse em ECC ideal (4 ou 5).
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Tabela 1. Composicdo em ingredientes (%) dos alimentos experimentais

Ingredientes A0 Al A2 A3

Milho 33,26 33,19 33,12 32,98
Farinha de visceras comum 26,38 26,38 26,38 26,38
Quirera de arroz 15,00 15,00 15,00 15,00
Gluten de milho 60 7,99 7,99 7,99 7,99
Polpa de beterraba 4,00 4,00 4,00 4,00
Oleo de peixe 18/12 0,82 0,82 0,82 0,82
Cloreto de potéssio 0,42 0,42 0,42 0,42
Premix vitaminico 0,37 0,37 0,37 0,37
Sal 0,30 0,30 0,30 0,30
Colina 60% 0,17 0,17 0,17 0,17
Ovo integral em p6 0,15 0,15 0,15 0,15
Premix mineral 0,13 0,13 0,13 0,13
Antifingico 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante 0,07 0,07 0,07 0,07
DL metionina 99% 0,03 0,03 0,03 0,03
Oleo de visceras de frango 6,81 6,81 6,81 6,81
Banha suina 4,00 4,00 4,00 4,00
B-glucano? 0,00 0,07 0,14 0,28
Total 100 100 100 100

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: A0 = alimento controle, sem adigédo de 3-glucanos; Al = alimento com adicdo de 0,07% de
B-glucanos; A2 = alimento com adi¢ao de 0,14% de (B-glucanos; A3 = alimento com adi¢éo de 0,28%
de B-glucanos; Produto utilizado contém 60% de pureza em relagdo aos B-glucanos em sua
composicao

5.4 Protocolo experimental

O protocolo experimental deste projeto foi conduzido de acordo com o0s
principios éticos de experimentac&o animal e sob aprovagio da Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP) — CEUA n°2866090223.

O delineamento experimental utilizado foi do tipo quadrado latino 4x4, contendo
quatro alimentos experimentais: Alimento Controle (A0), alimento sem a adigao de (-
glucanos; Alimento B-glucanos 1 (A1), alimento com a adi¢gao de 0,07% de B-glucanos;
Alimento B-glucanos 2 (A2), alimento com a adigdo de 0,14% de B-glucanos e€;
Alimento B-glucanos 3 (A3), alimento com a adi¢do de 0,28% de B-glucanos; e quatro

periodos experimentais.
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Os 8 animais foram distribuidos aleatoriamente em dois quadrados
contemporaneos balanceados, seguindo o delineamento utilizado, como representado

na Figura 1. Cada periodo teve duracéo de 35 dias.

Figura 1. Delineamento experimental em quadrado latino

nimal 1 5 3 4 nimal 5 6 7 8
Periodo Periodo
I A0 | Al A2 A3 I A0 | Al A2 A3
IT Al | A2 A3 A0 I1 Al | A2 A3 A0
11 A3 A0 Al A2 111 A3 A0 Al A2
|AY A2 | A3 A0 Al |AY A2 | A3 A0 Al

Fonte: Marchi (2023)

No total, o experimento foi constituido por 140 dias, sendo os primeiros 28 dias
de cada periodo destinados a adaptacéo as dietas e 0s sete dias seguintes destinados
as coletas de fezes e sangue necessarios para analise de digestibilidade aparente dos
nutrientes, escore fecal, produtos fermentativos, microbiota fecal e parametros
imunolégicos (Figura 2). Destes sete dias de coleta, durante cinco dias consecutivos
as fezes dos animais foram coletadas, pesadas e armazenadas, as quais, a posteriori,
foram utilizadas para determinacéo dos coeficientes de digestibilidade dos nutrientes
dos alimentos formulados. Apés este periodo, um dia foi destinado a coleta de fezes
frescas e “assépticas” para as andlises de microbiota fecal, produtos fermentativos e
imunoglobulina A (IgA) fecal. Durante todos os dias de coletas, as fezes foram
caracterizadas por meio do escore fecal (WALTHAM, 2000). Por fim, o ultimo dia dos
periodos de coleta foram destinados a colheita de sangue para as analises de
parametros imunolégicos. Em cada periodo, foram coletados ao todo 10mL de sangue

da veia jugular por meio do uso de seringa de 10mL e agulha n°® 21G.
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Figura 2. Procedimentos realizados em cada um dos quatro periodos experimentais

TO T28 ‘ ‘ T29 133 ( ‘ T34 ‘ 35 TO
a—— & ———— & lo P
Adaptacao Coleta de Coleta de Coleta de Préoximo
adieta fezes totais fezes frescas sangue periodo
Digestibilidade Produtos Andlises
aparente dos fermentativos imunolégicas
nutrientes Imunoglobulina A
fecal
Microbiota
fecal

Fonte: Marchi (2023)

5.5 Digestibilidade aparente dos nutrientes

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes das dietas foram
determinados pelo método de coleta total de fezes, segundo recomendacbes da
AAFCO (2019). O consumo de alimento foi registrado diariamente, pesando-se as
guantidades 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 a -15°C até posterior analise.
Ao final do periodo de coleta, estas foram descongeladas, pesadas e secas em estufa
de ventilagéo forgada (320-SE, FANEM, S&o Paulo, Brasil) na temperatura de 55°C,
por 72 horas. As fezes pré-secas e as dietas foram moidas em moinho tipo faca (MOD
340, ART LAB, Séao Paulo, Brasil), com peneira de 1mm para proceder-se as analises
laboratoriais.

Os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo em hidrélise
acida (EEHA), matéria mineral (MM) e fibra bruta (FB), das fezes e dos alimentos,
foram determinados segundo a metodologia descrita pela AOAC (1995), além disso,
também foram determinados os teores de célcio e fésforo dos alimentos (AOAC,
1995). Os extrativos ndo-nitrogenados (ENN) foram calculados pela diferenca entre a
MS e a soma da PB, EEHA, FB e MM. Todas as analises bromatologicas foram
realizadas no Laboratério Multiusuario de Nutricdo Animal e Bromatologia do
Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ/USP, localizado em
Pirassununga-SP.
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Baseado nos resultados obtidos em laboratério, foram calculados os
coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica, proteina
bruta, extrato etéreo em hidrolise acida, fibra bruta e extrativos ndo-nitrogenados dos

alimentos. Estes célculos foram realizados por meio da seguinte férmula:

CDAN %= nutriente ingerido (g) — nutriente excretado (g) x 100

nutriente ingerido (g)

5.6 Avaliacdo dos produtos fermentativos

5.6.1 Determinacdo da concentracéao fecal de acidos graxos de cadeia
curta e cadeia curta ramificada

Para tal determinacgédo, foram coletadas fezes frescas, em até 30 minutos apés
a defecacao e, pesados trés gramas, os quais foram acondicionados em tubos do tipo
Falcon e diluidos em 9mL de acido férmico titulado a 16%. Em vista da obtencéo de
extrato, estas diluicbes foram mantidas em refrigerador e homogeneizadas
diariamente. Passados sete dias, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm
durante 15 minutos a 15°C por trés vezes, entre as quais 0 sobrenadante foi
aproveitado e o sedimento desprezado. ApOs a extracdo, as amostras foram
identificadas e armazenadas em freezer a -15°C.

As determinacdes de acidos graxos de cadeia curta e acidos graxos de cadeia
curta ramificada foram realizadas por cromatografia gasosa (Shimadzu Corporation,
Kioto, Japdo), de acordo com Erwin et al. (1961). Foi utilizado detector de ionizacéo
de chama, controlado pelo programa Shimadzu GC Solution e, coluna de separacéo
Stalbilwax, de 30 metros e 0,53mm. O gas hélio foi utilizado como carreador, o
nitrogénio como make up, o oxigénio com regulagem manual e injetor e o detector de
chama mantido a 250°C. A temperatura da coluna foi mantida em 145°C. Para
calibracao, foi utilizada solucao de padrédo externa contendo acido acético, propibnico,
butirico, valérico, isovalérico e isobutirico.

A amostra liquida, previamente centrifugada, foi injetada e vaporizada
percorrendo, com auxilio do gas de arraste a coluna. Nesta coluna os acidos
vaporizados mais leves percorrem mais rapidamente a coluna, atingindo o detector de

ionizacdo de chama. Neste, a corrente formada pela ionizacdo da chama com o acido
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foi coletada e enviada a um computador na forma de impulso elétrico. Este calculou a
concentracdo da amostra e comparou as areas dos picos formados pela intensidade
dessa corrente com a area dos picos formados pela solugéo contendo o acido padréo.
Desta forma, calculou-se a concentragdo da amostra por meio de uma regra de trés
simples. Estas determinacfes foram realizadas no Laboratorio de Fermentabilidade

Ruminal — FZEA/USP, situado no campus Fernando Costa em Pirassununga — SP.

5.6.2 Determinacao da concentracao de nitrogénio amoniacal fecal

Para tal determinacéo, foram coletadas fezes frescas, em até 30 minutos apoés
a defecacao e, pesados trés gramas, os quais foram acondicionados em tubos do tipo
Falcon e diluidos em 9mL de &cido férmico titulado a 16%. Em vista da obtencéo de
extrato, estas diluicbes foram mantidas em refrigerador e homogeneizadas
diariamente. Passados sete dias, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm
durante 15 minutos a 15°C por trés vezes, entre as quais 0 sobrenadante foi
aproveitado e o sedimento desprezado. Apds a extracdo, as amostras foram
identificadas e armazenadas em freezer a -15°C.

Os extratos foram descongelados em temperatura ambiente e, em seguida,
aliquotas de 2mL foram diluidas em 13mL de agua destilada. A destilacéo foi realizada
imediatamente apds pipetados 5mL de solucdo de hidroxido de potassio 2N, em
destilador de nitrogénio. Apds finalizada, 10mL de acido bérico foram pipetados na
solucdo destilada. Por fim, a titulacéo foi realizada com solucao de acido cloridrico
0,005mol/L, conforme descrito por Vieira (1980). Estas andlises foram realizadas em
duplicata no Laboratorio Multiusuario de Nutricdo Animal e Bromatologia do
Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal - FMVZ/USP, situado no campus

Fernando Costa em Pirassununga — SP.

5.6.3 Determinacgéo da concentragéo de acido latico fecal

Para tal determinacéo, foram coletadas fezes frescas, em até 30 minutos apos
a defecacao e, pesados trés gramas, os quais foram acondicionados em tubos do tipo
Falcon. As amostras foram identificadas e armazenadas em freezer a -15°C. Cada
amostra foi homogeneizada e misturada com 2mL de agua destilada (1:2 p/v). Estas
misturas foram mantidas pelo periodo de trés dias em refrigerador (5°C) e foram
homogeneizadas diariamente. ApGs esse periodo, as amostras foram centrifugadas,

durante 5 minutos, a 2852 rpm (Fanem 206-R Centrifuga Excelsa Baby Il, Sdo Paulo,
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Brasil) aproveitando-se o sobrenadante. Em um tubo de ensaio foi colocado 1mL do
sobrenadante e 6mL de &cido sulfurico, que apds serem agitados foram colocados em
agua fervente a 80°C durante trés minutos. ApGs os tubos esfriarem, foi adicionado
0,1ImL de uma solu¢cdo que continha 1,5 grama de p-hidroxibifenil e 100mL de
dimetilformamida e, os tubos foram colocados novamente em agua fervente a 80°C
durante 90 segundos. O acido latico foi mensurado de acordo com a metodologia
descrita por Pryce (1969), por meio do método de espectrofotometria a 565nm (500 a
570nm), utilizando branco reagente com o objetivo de calibrar o espectrofotdmetro
(Nova 2000UV Spectrophotometer, Piracicaba, Brasil). As amostras foram
guantificadas comparando-as com padrdo de acido latico a 0,08%. Estas analises
foram realizadas em triplicata no Laboratério Multiusuario de Nutricdo Animal e
Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal - FMVZ/USP, situado

no campus Fernando Costa em Pirassununga — SP.

5.6.4 Determinagéo do pH fecal

Foi pesado um grama de fezes frescas, em até 30 minutos apés a defecacdao,
o qual foi diluido em 9mL de &gua destilada, para posterior mensuracao do pH da
solucéo, conforme método adaptado de Walter et al. (2005). A avaliacdo do pH foi
realizada em pHmetro digital de bancada com eletrodo autbnomo (Starter 3100, ph
Bench, Ohaus, Sdo Paulo/SP). ApGs o preparo, foi realizada introducdo direta do
eletrodo em solucdo 9:1 de agua destilada e fezes e computado o pH. Estas
determinacdes foram realizadas no Centro de Pesquisa em Nutrologia de Cées e

Gatos — FMVZ/USP, localizado no campus Fernando Costa em Pirassununga — SP

5.7 Avaliagéo da imunidade
5.7.1 Imunofenotipagem de linfocitos

As amostras sanguineas foram diluidas com PBS na proporgéo de 1:1. Em um
tubo cbnico de centrifugacdo estéril de 15mL foi inserido 2mL do gradiente de
densidade Ficoll-Parque e 1mL do sangue diluido. O constituinte foi centrifugado
durante 20 minutos a 400 x g e 20°C para a separacao de células mononucleares de
interface e, entdo, o material foi acondicionado em tubo criogénico e armazenado em
freezer -80°C.
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Foram avaliados o numero de linfécitos T auxiliares (CD4%), linfocitos T
citotoxicos (CD8*) e a relagdo CD4/CD8. As células mononucleares (2x10°
células/mL) foram incubadas em microtubos (1,5mL) com os anticorpos CD3* (1:100)
e CD4 (1:10) (Anticorpo Serotec, Biolegend e eBioscience), diluidos em 100uL de
tampdo para citometria (PBS contendo 0,5% de soroalbumina bovina e 0,02% de
azida sodica). Foram incluidos no ensaio os anticorpos isotipos para definicdo da
regido negativa (background). As células foram incubadas durante 20 minutos a 4°C,
protegidas da luz. Apdés o término do periodo de incubacédo, as amostras foram
lavadas duas vezes com tampao para citometria em volume de 1000uL por microtubo.
Por fim, as células foram ressuspendidas em 500uL de PBS. Foi selecionada como
populacdo de linfécitos as células com baixo tamanho (FSC) e baixa complexidade
(SSC), de acordo com o gate delimitado. A partir desta sele¢cdo, determinou-se as
distintas populacfes de linfécitos. A aquisicdo e a analise de 10.000 células foram
realizadas por meio da técnica de citometria de fluxo. Estas determinacdes foram
realizadas no Laboratério de Imuno-oncologia Comparada — FMVZ/USP, localizado
em S&o Paulo — SP.

5.7.2 Teste de fagocitose e burst oxidativo

Leucdcitos sanguineos (linfécitos, neutréfilos e mondcitos) foram incubados
com um reagente fluorescente que indica a producao de espécies reativas de oxigénio
em estado basal e ap6s a fagocitose de bactérias S. aureus. As células foram
incubadas com os reagentes DCFH-DA em PBS (tampao fosfato salina) e DCFH e a
S. aureus marcada com fluorocromo (iodeto de propideo) e, entdo mantidas a 37°C
durante 20 minutos. Apos este periodo, as hemacias foram rompidas por meio de
solucéo de lise e procedeu-se com as lavagens com PBS até a obtencdo de uma
amostra com aspecto limpido, a qual foi submetida a leitura em citdmetro de fluxo
modelo FACS Calibur (Becton & Dickinson). Estas determinac¢des foram realizadas no
Laboratério de Imuno-oncologia Comparada — FMVZ/USP, localizado em S&o Paulo
- SP.

5.7.3 Determinacéao de IgA fecal

Para tal determinacéo, foram coletadas fezes frescas, em até 30 minutos apoés
a defecacao e, pesados trés gramas, os quais foram acondicionados em tubos do tipo

Falcon e armazenados em freezer -80°C. Apds descongelamento, a IgA foi extraida
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por meio do uso de solucédo salina, de acordo com método descrito por Peters et al.
(2004). Um grama de fezes foi pesado e adicionado a 10mL de tampé&o de extracao
[PBS 0,01 M, pH 7,4, Tween 80 a 0,5% (Sigma-Aldrich, Poole, Dorset, Reino Unido)
e 0,05% de azida de sédio] e homogeneizados. A suspensao foi centrifugada a 1.500
x g durante 20 minutos a 5°C.

Do sobrenadante, 2mL foram transferidos para um tubo conico de 5mL
contendo 20uL de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil),
homogeneizados e centrifugados a 15.000 x g durante 15 minutos a 5°C. O
sobrenadante foi transferido para um tubo Eppendorf e armazenado a -20°C. A
guantificacdo da IgA foi realizada por meio da utilizacdo de kit de ELISA para IgA
canina (BethylLaboratories, Montgomery, TX) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A leitura foi realizada em um Leitor de Microplacas ELISA (Microplate
Reader MRX TC Plus, Dynex Technologies, Chantilly, VA), equipado com filtro de
450nm. Estas determinac¢des foram realizadas no laboratério LEAC, localizado em
Séo Paulo — SP.

5.8 Microbiota

Fezes frescas e com uso de luvas estéreis foram coletadas para a realizacéo
desta analise. Apds a coleta, as fezes foram armazenadas em tubos plasticos estéreis
de tampa rosqueavel e, em seguida, colocadas em tubos plasticos (Eppendorf®) até a
marcacdo de 1,5mL, os quais foram vedados com Parafilm® e armazenados em
freezer a -80°C.

A extracdo do DNA total foi realizada com o uso do kit Quick-DNA
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research), segundo protocolo do fabricante.
As reacOes de PCR foram realizadas em volume final de 20uL, cujo conteudo incluiu
10uL de GoTag® Green PCR Master Mix (Promega, USL), 1uL de oligonucleotideo
forward a 5uM, 1uL de oligonucleotideo reverse a 5uM, 1uL de DNA genémico e agua
ultrapura estéril, suficiente para 20uL. Para amplificacéo foram utilizados dois primers
distintos e as reacfes foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler
(Applied Biosystems). O programa de amplificacao consistiu de desnaturacao inicial a
95°C durante 3 minutos, seguida por 27 ciclos de desnaturagdao a 95°C durante 30
segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 30 segundos e

uma extensao final a 72°C durante 5 minutos. Estas obtiveram comprovacao por meio
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de eletroforese em gel de agarose 2,0%, corado com UniSafe Dye 0,03% (v/v) ~600bp
(tamanho do amplicon).

A reacéo de indexacao foi realizada de acordo com o protocolo do kit Nextera
XT Index (lllumina). O programa de indexacao consistiu de incubacdo a 72°C durante
3 minutos, desnaturacéo inicial a 95°C durante 30 segundos, seguidos de 12 ciclos de
95°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e extensao
final a 72°C durante 5 minutos. As reacoes de amplificagcdo foram conduzidas em
termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).

As bibliotecas geradas foram submetidas as etapas de purificacdo utilizando
bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remocédo de
fragmentos muito pequenos da populacao total de moléculas e restos de primers. Em
seguida, foi realizada a quantificacdo por meio do método PCR em Tempo Real
utilizando Kit KAPA (Library Quantification Kit - lllumina/Universal) no equipamento
QuantStudio 3 (Applied Biosystems), todos de acordo com protocolo do fabricante.
Gerou-se um Pool equimolar de DNA, através da normalizacéo de todas as amostras
a 4 nM para realizagdo do sequenciamento, o qual foi conduzido utilizando-se o
sistema lllumina MiSeq de sequenciamento de nova geracéo (lllumina® Sequencing)
e kit MiSeq Reagent V2 Nano 500 ciclos — leitura PE 2 x 250 pb. O cartucho de
sequenciamento foi carregado com 20% de Phix (PhiX Control v3 — Illumina).

Estas determinacbes foram realizadas no laboratério de pesquisa
biotecnolégica BPI Biotecnologia, localizado em Botucatu — SP.

5.10 Analise estatistica

Neste estudo, o delineamento utilizado foi quadrado latino duplo
contemporaneo com quatro tratamentos (0,00; 0,07; 0,14 e 0,28% de inclusdo de -
glucanos). Para as variaveis de digestibilidade aparente dos nutrientes, produtos
fermentativos e parametros imunoldgicos foi utilizado um modelo linear misto geral,
considerando o efeito fixo de tratamento (0,00; 0,07; 0,14 e 0,28% de inclusao de -
glucanos), bem como os efeitos aleatorios de animal dentro de quadrado, periodo e
residuo. Para avaliacdo das abundancias observadas para cada filo, familia e género
foi adotado um modelo linear misto generalizado, considerando a distribuicdo binomial
das abundancias e utilizando a funcao de ligacao logit. O modelo estatistico incluiu o

efeito fixo de tratamento e os efeitos aleatérios de animal dentro de quadrado, periodo
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e residuo. Em caso de resultados significativos nas analises de variancia tipo 3,
utilizou-se o teste de Tukey-Kramer como procedimento de comparacdo multipla.
Todas as analises foram realizadas com auxilio dos procedimentos PROC MIXED e
PROC GLIMMIX, respectivamente, do programa Statistical Analysis System, versao
9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).
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6. RESULTADOS

Ao longo da execucéo do experimento, todos 0s animais permaneceram sadios
e ndo foram relatados episodios de émese ou diarreia. O acompanhamento da
ingestdo de alimento durante os periodos experimentais confirmou a ingestao
completa das refeicbes, suficientes para a manutencédo do peso corporal e ECC dos
animais. Portanto, ndo foi necessaria a exclusédo de nenhum animal neste estudo.

O peso corporal médio dos animais foi 17,55 + 5,47 kg e o consumo diério
meédio das dietas foi 221,38 + 53,88¢, durante todo o periodo experimental do estudo.
Portanto, ao considerar a pureza de 60% do produto utilizado como fonte de [3-
glucanos, a ingestdo deste prebidtico em cada tratamento foi: 0Omg/kg ap6s consumo
do tratamento AO; 5,30mg/kg apds consumo do tratamento Al; 10,60mg/kg apos
consumo do tratamento A2 e; 21,20mg/kg apdés consumo do tratamento A3.

Em relacéo as determinacfes dos coeficientes de digestibilidade aparente dos
nutrientes, as andélises bromatologicas dos quatro alimentos experimentais apontaram

valores de composicao quimica similares entre eles (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo quimica dos alimentos experimentais

Tratamentos
AO Al A2 A3
Matéria seca (%) 93,11 94,31 94,00 93,13

Composicao quimica em MS (%)

Matéria organicat! 92,13 92,07 92,04 91,93
Proteina bruta 25,25 25,07 27,81 28,24
Extrato etéreo em hidrolise 4cida 17,69 17,82 17,71 17,42
Matéria mineral 7,87 7,93 7,96 8,07
Fibra bruta 10,17 9,92 10,15 8,28
Extrativos nédo-nitrogenados? 39,02 39,26 36,37 37,99
Célcio 2,09 2,07 2,13 2,06
Fosforo 1,19 1,17 1,18 1,17
Energia metabolizavel (kcal/g)? 4,10 4,15 4,14 4,09

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: AO = alimento controle, sem adi¢gdo de B-glucanos; Al = alimento com adi¢do de 0,07% de
B-glucanos; A2 = alimento com adi¢ao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adig&o de 0,28%
de B-glucanos; MS = matéria seca; Variaveis estimadas por formulas; ?Variavel estimada de acordo
com modelo matematico proposto pelo NRC (2006)
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Foi observada diferenca entre as médias dos coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) da PB apds o consumo dos A2 e A3 pelos cées, quando comparadas
com as médias obtidas para A0 e Al (p<0,0001). Nao foram observadas diferencas
entre as médias dos CDAs dos nutrientes MS, MO, EEHA, MM, FB e ENN (Tabela 3).

Tabela 3. Coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes (%) das dietas experimentais

Tratamentos
EPM p
A0 Al A2 A3
Matéria seca 82,25 82,75 82,72 83,29 0,44 0,3162
Matéria organica 87,83 88,32 88,34 88,71 0,31 0,1546
Proteina bruta 85,85 85,99° 87,502 88,192 0,33 <0,0001
Exrato etéreo em hidrolise 96,58 96,20 9626 9652 026  0,3703
Matéria mineral 69,47 81,55 77,89 79,09 5,41 0,4065
Fibra bruta 17,01 18,11 17,75 21,52 2,15 0,3613
Extrativos n&o-nitrogenados 87,17 87,94 88,04 87,61 0,53 0,5585

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: AO = alimento controle, sem adi¢do de B-glucanos; Al = alimento com adi¢éo de 0,07% de
B-glucanos; A2 = alimento com adigao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adicdo de 0,28%
de B-glucanos; EPM = erro padrdo da média

ab Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey ajustado
pelo Proc Mixed

Em relacdo as avaliacdes de produtos fermentativos e pH nas amostras de
fezes dos cées, nao foi possivel verificar diferencas entre as médias de concentracéo
obtidas nos quatro tratamentos para as variaveis de nitrogénio amoniacal, &cido latico,

acidos graxos e pH fecais (Tabela 4).

Tabela 4. Produtos fermentativos, &cidos graxos e pH fecal observados no estudo

Tratamentos
EPM p
AO Al A2 A3
Produtos fermentativos

Nitrogénio amoniacal

(mmolkg MS) 6,97 6,92 7,28 7,13 0,62 0,9576
Acido latico (mM/kg MS) 4,80 5,41 5,65 5,21 0,72 0,5905
@l‘gfos graxos totais (MMkg 5466 5418 5826 5615 240 03792
pH fecal 6,68 6,66 6,53 6,59 0,12 0,7406

Acidos graxos de cadeia curta

Acetato (mM) 33,13 31,75 32,98 32,91 1,77 0,8785
Propionato (mM) 13,77 14,34 15,64 15,13 1,00 0,1219

Butirato (mM) 6,26 6,58 7,72 6,57 1,00 0,6592
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Acidos graxos de cadeia ramificada

Valerato (mM) 0,10 0,29 0,18 0,11 0,09 0,4069
Isovalerato (mM) 0,76 0,69 1,00 0,81 0,10 0,0664
Isobutirato (mM) 0,66 0,61 0,76 0,65 0,06 0,1466
Total 1,49 1,52 1,92 1,54 0,18 0,1534

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: AO = alimento controle, sem adicao de B-glucanos; Al = alimento com adicao de 0,07% de
B-glucanos; A2 = alimento com adi¢ao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adi¢do de 0,28%
de B-glucanos; MS = matéria seca; EPM = erro padrdo da média

A respeito da avaliacao das varidveis de imunidade, foi detectada significancia
acerca da imunidade adaptativa dos animais, caracterizada por diferenga entre a
meédia da variavel relacdo T CD4*:CD8" dos caes que consumiram o A2, quando
comparada com os cdes que consumiram AO (p=0,0368). Acerca da porcentagem de
fagocitose, intensidade de fagocitose, burst oxidativo, porcentagens de populacéo de
linfécitos T CD4* e T CD8* e concentracdo de IgA fecal, ndo foram observadas

diferencas (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados dos testes de imunofenotipagem de linfécitos (porcentagem das células T
CD4+, T CD8+ erelacdo T CD4+:CD8+), fagocitose, burst oxidativo e IgA fecal observados no estudo

Tratamentos
EPM p
A0 Al A2 A3
Fagocitose (%) 68,63 75,25 76,79 78,04 4,15 0,0692
Intensidade de fagocitose 32,85 36,56 30,33 37,80 7,47 0,2546
Burst oxidativo PMA 894,00 809,37 785,62 1029,12 160,39 0,4423
Linfocitos T CD4* (%) 37,9 42,49 44,53 42,60 2,45 0,2210
Linfocitos T CD8* (%) 29,81 27,33 23,35 26,23 2,48 0,1237
Relacédo T CD4*:CD8* 1,33° 1,713 1,992 1,743 0,19 0,0368
IgA fecal (pg/mL) 225,091 271,41 242,35 229,73 53,81 0,9254

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: AQO = alimento controle, sem adi¢cao de B-glucanos; Al = alimento com adi¢do de 0,07% de
B-glucanos; A2 = alimento com adicao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adicdo de 0,28%
de B-glucanos; PMA = acetato de forbol miristato; EPM = erro padrdo da média

ab Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey-Kramer
ajustado pelo Proc Mixed

Dentre os resultados obtidos por meio do sequenciamento da microbiota fecal
dos animais, ndo foram encontradas diferencas nas métricas de diversidade alfa,
determinadas pelos indices de diversidade filogenética de Faith (p=0,1414; Figura 3)

e uniformidade de Pielou (p=0,1151; Figura 4).
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Figura 3. indice de diversidade filogenética de Faith observado nos grupos experimentais
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Fonte: Marchi (2023)
Legenda: AO = alimento controle, sem adigao de B-glucanos; Al = alimento com adi¢éo de 0,07%
de B-glucanos; A2 = alimento com adi¢ao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adicdo de
0,28% de B-glucanos

Figura 4. indice de uniformidade de Pielou observado nos grupos experimentais
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Fonte: Marchi (2023)
Legenda: A0 = alimento controle, sem adi¢cédo de B-glucanos; Al = alimento com adi¢éo de 0,07%
de B-glucanos; A2 = alimento com adicao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adicéo de
0,28% de B-glucanos

A determinacdo da diversidade beta, avaliada por meio de andlise de coordenadas
principais 3D, realizada pelo programa QIIME versédo 2022.9 (Figura 5), apontou
agrupamento dos tratamentos experimentais entre 0s eixos, 0 que pressupde pouca
variacdo taxondmica entre os quatro. No entanto, foi possivel observar variabilidade
taxondmica entre 0 microbioma dos animais do tratamento A0 quando comparado aos

animais do tratamento A2 (p=0,047).
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Figura 5. Andlise tridimensional de componentes principais por meio dos dados relativos obtidos
por meio do sequenciamento das amostras fecais dos grupos experimentais
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Fonte: Marchi (2023)
Legenda: A0 = alimento controle, sem adi¢c&o de B-glucanos; Al = alimento com adi¢éo de 0,07%
de B-glucanos; A2 = alimento com adicao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adicdo de
0,28% de B-glucanos

No total, foram identificados seis filos, 32 familias e 82 géneros distintos por
meio do sequenciamento das amostras dos quatro grupos experimentais. Devido ao
baixo numero de observacdes de determinados filos, familias e géneros nas amostras,
estes foram excluidos das analises estatisticas, uma vez que a baixa
representatividade impossibilitou a comparacao entre os tratamentos.

Do total de filos caracterizados, cinco foram analisados e um foi excluido das
comparacdes estatisticas. Em todos os quatro tratamentos, o filo Firmicutes
apresentou as maiores abundancias relativas médias (34,18-58,54%) e os filos
Proteobacteria (2,21-1,42%) e Actinobacteria (0,90-0,15%), as menores. Foi possivel
observar que, apos o consumo dos tratamentos A0, Al e A3, a segunda e terceira
maiores abundancias relativas foi representada pelos filos Fusobacteria (32,32—
23,92%) e Bacteroidetes (26,38-19,75%), respectivamente. No entanto, observou-se

inversao nesta classificagcdo em cées que consumiram o tratamento A2, marcada por
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maior abundéancia de Bacteroidetes (21,30%) em relacdo ao Fusobacteria (14,09%;
Figura 6).

Foram observadas diferencas variadas sobre a abundancia relativa dos cinco
filos analisados, as quais foram dependentes do teor de B-glucanos incluido na dieta
(Tabela 6). O comportamento das bactérias do filo Actinobacteria foi de reducéo apés
o consumo de Al, a qual foi maximizada apds o consumo de A3. No entanto, néo
houve diferenca entre os tratamentos A0 e A2 (p<0,0001). Para Bacteroidetes,
observou-se reducdo apés o consumo dos trés tratamentos com B-glucanos quando
comparados ao grupo controle (p<0,0001). O tratamento que proporcionou a maior
reducdo da abundancia relativa desse filo foi o0 A1, quando comparado com A2 e A3,
0s quais nao diferiram entre si. A reducdo apés o consumo de B-glucanos também foi
observada nos filos Fusobacteria e Proteobacteria, cujas abundancias relativas foram
as menores apos o0 consumo de A2. Ja os tratamentos Al e A3 néo diferiram entre si,
mas apresentaram valores menores quando comparados ao grupo controle
(p<0,0001). Em contraste aos anteriores, o filo Firmicutes foi modulado (de forma
positiva) ap6s o consumo de [B-glucanos. Quando comparado ao controle, o
tratamento que maximizou o aumento da abundancia relativa destas bactérias foi A2,

seguido de Al e A3, os quais nao diferiram entre si (p<0,0001).
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Figura 6. Distribuicdo dos filos bacterianos observados nos grupos experimentais
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Legenda: AO = alimento controle, sem adigdo de B-glucanos; Al = alimento com adicdo de 0,07%
de B-glucanos; A2 = alimento com adi¢ao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adicao de

0,28% de B-glucanos
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Tabela 6. Estimativas de médias de quadrados minimos e erros padrao das abundéncias relativas dos
filos observados nos grupos experimentais

Tratamentos

Filos (%) p
A0 Al A2 A3
Actinobacteria 0,72+0,492 0,51+0,35P 0,90+0,612 0,15+0,10¢  <0,0001
Bacteroidetes 26,386,992  19,75+5,70° 21,30+6,03° 21,73+6,12° <0,0001
Firmicutes 34,18+9,16°¢ 46,59+10,13 58,54+9,882 45,54+10,10° <0,0001
Fusobacteria 32,3245,762  23,33+4,72°  14,09+3,19¢  23,92+4,80> <0,0001
Proteobacteria 2,21+1,082 1,72+0,84b 1,42+0,69°¢ 1,670,820 <0,0001

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: AO = alimento controle, sem adi¢do de B-glucanos; Al = alimento com adicéo de 0,07% de
B-glucanos; A2 = alimento com adigao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adi¢éo de 0,28%
de B-glucanos

ab Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey-Kramer
ajustado pelo Proc Mixed

Em relacédo ao total de familias caracterizadas, 16 foram analisadas e outras
16 foram excluidas. Em todos os quatro tratamentos, as trés familias com maior
abundancia relativa média foram Bacteroidaceae (16,17-11,76%), Fusobacteriaceae
(32,32-14,09%) e Lachnospiraceae (22,89-15,18%). O tratamento controle
apresentou a classificagdo, em ordem decrescente: Fusobacteriaceae,
Bacteroidaceae e Lachnospiraceae. Os tratamentos Al e A3 apresentaram maior
abundéancia de Lachnospiraceae em comparacdo com Bacteroidaceae. Por fim, o
tratamento A2 foi distinto dos anteriores, pois apresentou a maior abundancia relativa
para Lachnospiraceae, seguido de Fusobacteriaceae e Bacteroidaceae (Figura 7).

Do total de familias analisadas, observou-se diferenca para 15 delas, as quais
apresentaram modulacdes variadas de acordo com a dose ingerida de B-glucanos
(Tabela 7). Foi observada modulacdo positiva nas familias Coriobacteriaceae
(p=0,0111), Erysipelatoclostridiaceae (p<0,0001), Lachnospiraceae (p<0,0001),
Peptostreptococcaceae (p=0,0003), Ruminococcaceae (p<0,0001),
Selenomonadaceae (p<0,0001) e Succinivibrionaceae (p<0,0001). Ademais, foi
observada modulagdo negativa para  Acidaminococcaceae  (p<0,0001),
Bacteroidaceae (p<0,0001), Fusobacteriaceae (p<0,0001), Prevotellaceae
(p<0,0001), Sutterellaceae (p<0,0001) e Tannerellaceae (p=0,0438) ap6s 0 consumo
de distintos teores de B-glucanos. Em especifico, a familia Erysipelotrichaceae
(p<0,0001) apresentou modulacdes positivas e negativas em suas abundéancias
relativas, quando comparadas com o grupo controle. Ademais, a familia Clostridiaceae
(p=0,0011) foi modulado apenas nos tratamentos Al (0,74+0,43%) e A2
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(1,14+0,65%). Nao foi observada diferenca na abundancia relativa de

Peptococcaceae apds o consumo dos quatro tratamentos experimentais (p=0,3061).

Figura 7. Distribuigdo das familias bacterianas observadas nos grupos experimentais
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Legenda: A0 = alimento controle, sem adigéo de B-glucanos; Al = alimento com adi¢éo de 0,07%
de B-glucanos; A2 = alimento com adi¢do de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adicdo de
0,28% de B-glucanos
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Tabela 7. Estimativas de médias de quadrados minimos e erros padrdo das abundancias relativas das
familias observadas nos grupos experimentais

Familias (%) Tratamentos )
A0 Al A2 A3
Acidaminococcaceae 0,46+0,092 0,42+0,092 0,38+0,082 0,16+0,04>  <0,0001
Bacteroidaceae 16,17+3,532  13,77+3,09>  10,99+2,55¢  11,76+2,70° <0,0001
Clostridiaceae 0,94+0,54ab 0,74+0,43° 1,14+0,65?2 1,02+0,5920 0,0011
Coriobacteriaceae 0,20+0,10° 0,35+0,172 0,37+0,182 0,22+0,11° 0,0111
Erysipelatoclostridiaceae 0,17+0,07" 0,10+£0,04° 0,370,162 0,54+0,232¢  <0,0001
Erysipelotrichaceae 2,99+1,72¢ 4,56+2,58° 9,94+5,292 2,02+1,174 <0,0001
Fusobacteriaceae 32,3245,492  23,33+£4,49°  14,09+3,04°c  23,92+4,57° <0,0001
Lachnospiraceae 15,18+4,62¢  19,77+5,69°  16,9115,04¢ 22,89+6,332 <0,0001
Peptococcaceae 0,31+0,09 0,30+0,09 0,37+0,11 0,32+0,09 0,3061
Peptostreptococcaceae 1,57+0,35¢ 1,95+0,432 1,89+0,422b 1,58+0,35¢b¢ 0,0003
Prevotellaceae 7,74+3,042 4,37+1,78° 7,853,082 7,99+3,132  <0,0001
Ruminococcaceae 5,20+1,11¢ 5,98+1,27° 9,66+1,972 6,44+1,36°  <0,0001
Selenomonadaceae 0,41+0,20¢ 0,64+0,32° 1,49+0,732 0,60+0,30°  <0,0001
Succinivibrionaceae 0,45+0,14° 0,860,262 0,39+0,12° 0,59+0,18%  <0,0001
Sutterellaceae 1,47+0,962 0,86+0,57° 0,82+0,53° 0,86+0,57°  <0,0001
Tannerellaceae 0,160,032 0,07+0,00° 0,06+0,00¢ 0,09+0,002 0,0438

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: AO = alimento controle, sem adi¢cao de 3-glucanos; A1 = alimento com adi¢céo de 0,07% de [3-
glucanos; A2 = alimento com adi¢ao de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adi¢éo de 0,28% de
B-glucanos

ab Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey-Kramer
ajustado pelo Proc Mixed

A classificacdo taxondmica mais baixa obtida por meio do sequenciamento foi
0 género das bactérias presentes nas amostras de fezes. Do total de 82 géneros
caracterizados, 54 foram excluidos devido a baixa representatividade e os 28
restantes foram analisados (Figura 8). Dos géneros avaliados, foram encontradas
variacdes significativas em 25 abundancias relativas médias (Tabela 8). De forma
geral, os géneros cujas abundancias relativas foram moduladas positivamente por ao
menos um dos tratamentos contendo B-glucanos foram: Anaerobiospirillum
(p<0,0001), Blautia (p<0,0001), Collinsella (p=0,0111),
(p=0,0008), Faecalibacterium (p<0,0001), Lachnospiraceae NC2004 (p<0,0001) e

Megamonas (p<0,0001). Observou-se como géneros modulados de forma negativa

Erysipelatoclostridium

apos o consumo de B-glucanos: Alloprevotella (p<0,0001), Bacteroides (p<0,0001),
Fusobacterium (p<0,0001), Lachnospira (p=0,0002), Lachnospiraceae UCG-0004
(p<0,0001), (p=0,0191), (p=0,0002),

Parabacteroides Parasuterella
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Phascolarctobacterium (p<0,0001), Prevotellaceae Ga6Al (p<0,0001) e Suterella
(p=0,0002). Os géneros Allobaculum (p<0,0001), Prevotella (p<0,0001), Turicibacter
(p<0,0001) e Ruminococcus (p<0,0001) apresentaram tanto modulagdes positivas e
negativas em suas abundancias relativas, quando comparadas com o grupo controle.
Ademais, o género Clostridium sensu stricto 1 diferiu apenas entre o tratamento A2
(1,09+0,61%) e Al (0,71+0,40%; p=0,0012). De forma semelhante, Fournierella
apresentou diferenca em sua modulagéo apenas entre tratamentos com inclusdo de
B-glucanos. Neste caso, o tratamento A3 (0,55+0,14%) diferiu apenas quando
comparado com o tratamento Al (0,24+0,06%; p=0,0075). As bactérias do género
Peptoclostridium apresentaram maior abundancia relativa no grupo Al e foram
moduladas negativamente ap6s o consumo de A2 e A3 (p<0,0001). Por fim, ndo foi
observada diferenca nas abundancias relativas de Holdemanella (p=0,2969),
Peptococcus (p=0,3061) e Romboutsia (p=0,2994) apés o consumo dos quatro

tratamentos experimentais.
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Figura 8. Distribuicdo dos géneros bacterianos observados nos grupos experimentais
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0,28% de B-glucanos
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Tabela 8. Estimativas de médias de quadrados minimos e erros padrdo das abundancias relativas dos

géneros observados nos grupos experimentais

Géneros (%) Tratamentos )
A0 Al A2 A3
Allobaculum 0,32+1,76° 0,73+4,03° 1,65+9,032 0,01+0,03d <0,0001
Alloprevotella 1,78+0,482 0,84+0,23¢ 1,09+0,30°P 0,69+0,19¢ <0,0001
Anaerobiospirillum 0,44+0,14° 0,830,262 0,39+0,12° 0,58+0,182b 0,0002
Bacteroides 16,17+3,532 13,77+3,09b 10,99+2,55¢ 11,76+2,70¢  <0,0001
Blautia 8,91+2,49b 10,78+2,962 8,71+2,44b 11,03+3,022  <0,0001
Clostridium sensu stricto 1~ 0,88+0,502 0,71+0,40° 1,09+0,612 0,96+0,54ab 0,0012
Collinsella 0,20+0,10° 0,35+0,172 0,37+0,182 0,22+0,11° 0,0111
Erysipelatoclostridium 0,06+0,02° 0,06+0,03P 0,15+0,062b 0,360,112 0,0008
Faecalibacterium 4,76x1,06° 5,48+1,21° 9,01+1,912 6,031,320 <0,0001
Fournierella 0,26+0,062> 0,24+0,06" 0,33+0,082b 0,55+0,142 0,0075
Fusobacterium 32,335,462  23,18+4,45°  14,09+3,03¢  23,94+4,55> <0,0001
Holdemanella 0,08+0,03 0,17+0,06 0,14+0,04 0,17+0,06 0,2969
Lachnospira 1,30+0,562 0,41+0,18° 0,42+0,18° 0,44+0,19° 0,0002
Lachnospiraceae NC2004 0,32+0,11° 0,52+0,192 0,51+0,182 0,22+0,08° <0,0001
Lachnospiraceae UCG-004 0,44+0,092 0,550,122 0,16+0,04° 0,43+0,092 <0,0001
Megamonas 0,41+0,20¢ 0,64+0,32P 1,480,722 0,60+0,30° <0,0001
Parabacteroides 0,16+0,002 0,07+0,00Qv¢ 0,07+0,00¢ 0,09+0,00° 0,0191
Parasuterella 0,49+0,142 0,12+0,04° 0,15+0,05" 0,12+0,04° 0,0002
Peptoclostridium 1,15+0,302b 1,41+0,372 1,13+0,30° 0,98+0,26°  <0,0001
Peptococcus 0,31+0,09 0,30+0,09 0,37+0,11 0,32+0,09 0,3061
Phascolarctobacterium 0,460,092 0,42+0,092 0,38+0,082 0,16+0,04° <0,0001
Prevotella 4,94+2,12° 3,34+1,46° 7,32+3,062 7,81+3,252 <0,0001
Prevotellaceae Ga6Al 1,11+0,372 0,52+0,18° 0,47+0,16" 0,58+0,20°  <0,0001
Romboutsia 0,06£0,03 0,18+0,10 0,12+0,05 0,10+0,04 0,2994
Sutterella 1,04+0,702 0,75+0,51° 0,73+0,50° 0,77+0,52P 0,0002
Turicibacter 2,56+0,83bP 0,83+0,28¢ 2,82+0,91° 3,74+1,202 <0,0001
Ruminococcus 1,58+0,46° 2,00+0,582 1,67+0,492 1,10+0,32¢  <0,0001
Sem cultura 1,25+0,46¢ 1,45+0,53¢ 1,97+0,71b 2,44+0,872 <0,0001

Fonte: Marchi (2023)

Legenda: AO = alimento controle, sem adi¢do de B-glucanos; A1 = alimento com adi¢do de 0,07% de B-
glucanos; A2 = alimento com adigc&o de 0,14% de B-glucanos; A3 = alimento com adigéo de 0,28% de B-

glucanos

ab Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey-Kramer

ajustado pelo Proc Mixed
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7. DISCUSSAO

A suplementagdo de B-glucanos na alimentacdo dos cdes é bastante
disseminada na industria pet, reflexo de uma série de evidéncias cientificas que
corroboram os beneficios desta fibra (VETVICKA; OLIVEIRA, 2014; OLIVEIRA,
VETVICKA; ZANUUZZO, 2019; SANTOS et al., 2022). Contudo, este € o primeiro
estudo que buscou avaliar os efeitos de teores crescentes de inclusdo na alimentacéo
de cades adultos saudaveis sobre variaveis digestivas, imunoldgicas e microbiota.
Desta forma, como primeira contribuicdo, pode-se afirmar que a inclusdao de B-
glucanos no alimento seco extrusado para cdes mostrou-se segura, uma vez que nao
foram observadas alteracdes clinicas ou impactos na qualidade das fezes dos animais
durante a execucao do experimento.

Alguns estudos que propuseram avaliar a influéncia da suplementacéo de B-
glucanos relataram resultados distintos em relacéo a digestibilidade dos nutrientes, os
quais inferem aumentos, reducdes ou inalteracdes (FERREIRA et al., 2018; LIN et al.,
2019; THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022). Tais
diferencas sédo devidas, principalmente, as fontes e inclusées/doses utilizadas por
cada ensaio. Em estudo realizado por Theodoro et al. (2019), foi observada reducéo
no CDA de EE em cées suplementados com 0,3% de PCL enriquecida com MOS
solavel. No entanto, caes suplementados apenas com 0,3% de PCL convencional ndo
apresentaram diferencas nos CDAs dos nutrientes. Ambas as formulagdes dos
prebidticos continham teor de 25% de B-glucanos e, portanto, o alto potencial de
solubilidade do MOS utilizado foi responséavel por este achado. De forma semelhante
ao estudo de Theodoro et al. (2019), Santos et al. (2022) encontraram reducdo dos
CDAs de EE, PB e MM apds a suplementacdo de 0,3 e 0,6% de cultura de
Saccharomyces cerevisiae, cuja composi¢cao apresentava 25% de FB (B-glucanos e
MOS).

Com distinta fonte e maior teor de incluséo, Ferreira et al. (2018) apontaram
menores CDAs da MS, MO, EE e MM apds consumo de alimento experimental com
teor de 1,0% de B-glucanos extraidos da aveia. Em contraste aos anteriores, 0
presente estudo objetivou avaliar trés teores crescentes de inclusdo de B-glucanos e
com base nos resultados encontrados, ndo foi observado efeito na reducdo do
aproveitamento dos nutrientes da dieta. Este resultado estd de acordo com os

encontrados nos estudos de Lin et al. (2019) e Rentas et al. (2020), os quais nao
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relataram diferencas nos CDAs dos nutrientes em cdes suplementados com
prebioticos, cujas composi¢cdes possuiam fontes de B-glucanos.

Apesar de ndo detectado nenhum resultado negativo, observou-se aumento no
CDA da PB apés o consumo das dietas A2 e A3, ou seja, com inclusdes iguais ou
superiores a 0,14%. Ao que tange os conhecimentos adquiridos para a escrita desta
dissertacdo, este aparenta ser um resultado inédito e contrasta com estudos
anteriores (ZENTEK; MARQUAT; PIETRZAK, 2002; PROPST et al, 2003;
MIDDELBOLS; FASTINGER; FAHEY, 2007; FABER et al., 2011). Todavia, deve ser
interpretado com cautela, uma vez que os alimentos A2 e A3 apresentaram maior teor
de PB.

Sabe-se que os prebioticos, ao estimularem a proliferacdo de bactérias no
c6lon, podem promover aumento na concentracdo de nitrogénio fecal e, a posteriori,
subestimar o CDA de PB (FLICKINGER et al., 2000; HESTA et al., 2003). Em estudo
de Pinna et al. (2018), cdes que receberam dieta suplementada com FOS (0,15%) e
baixo teor de proteina (24,1%) apresentaram maiores CDAs da PB quando
comparados aos animais alimentados com dieta suplementada com FOS (0,15%) e
alto teor de proteina (31,2%). Neste caso, especula-se que a alta concentracdo de
proteinas nao digeridas, em sinergia com o efeito prebiodtico dos FOS, favoreceu em
maior grau o metabolismo proteolitico no intestino grosso e, por consequéncia,
aumento do nitrogénio fecal.

Desta forma, o aumento no CDA da PB em cées alimentados com as duas
dietas com maior teor de B-glucanos encontrado no presente estudo € inesperado.
Uma das hipéteses pode estar relacionada com a diferenca no teor de PB entre as
composi¢des quimicas dos alimentos A2 (27,81%) e A3 (28,24%), comparados aos
alimentos A0 (25,25%) e Al (25,07%). E possivel que durante o processo de extrus&o
dos alimentos A2 e A3, ingredientes fontes de proteina tenham sido inclusos em maior
concentracéo, fator potencial para resultar em aumento no CDA de PB dos caes.
Ademais, sabe-se que determinados géneros das familias Erysipelotrichaceae e
Clostridiaceae e 0 género Peptococcus estdo envolvidos no metabolismo proteolitico
intestinal (BERMINGHAM et al., 2017; HUGENHOLTZ et al., 2018; EPHRAIM;
COCHRANE; JEWELL, 2020). Desta forma, reducdes na abundancia relativa destas
bactérias poderiam promover uma estimativa mais aproximada da digestibilidade

proteica destas dietas.
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As bactérias envolvidas no metabolismo proteolitico intestinal sédo responsaveis
por desaminar proteinas e aminoacidos em amonia, principal fonte de nitrogénio do
microbioma (JACKSON, 1995). De forma geral, em situagdes nas quais as fontes
energeéticas provenientes dos carboidratos sdo escassas ou ha abundancia na
passagem de proteinas ndo digeridas, tal metabolismo é estimulado e, por
conseguinte, ha aumento na concentracdo de amdnia intestinal (CUMMINGS et al.,
1979; RUSSEL; ONODERA; HINO, 1991; NOGUEIRA et al., 2019). A amodnia, em
conjunto com outros metabdlitos da fermentacdo proteica denominados fendis, inddis
e acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), sdo considerados compostos
putrefativos e conferem mal odor as fezes (MINER; HAZEN, 1969; O’NEILL;
PHILLIPS, 1992; NERY et al., 2012). A alta concentracdo de amonia intestinal é capaz
de causar danos a mucosa e reduzir a altura dos vilos intestinais, cujo impacto € a
reducdo da capacidade absortiva do tecido (WILLIAMS; VERSTEGEN; TAMMINGA,
2001; BLACHIER et al., 2007) e, ademais, alterar o ciclo de renovacao celular e pode
contribuir para a carcinogénese colorretal (VISEK, 1978; THORNTON, 1981).

Os resultados apresentados nesta dissertacdo sugerem que a intensidade da
metabolizacdo de proteina e aminoacidos em aménia pelas bactérias presentes na
microbiota intestinal ndo se alterou, independente do teor de incluséo de B-glucanos.
Este € um achado bastante comum, que corrobora uma série de outros estudos que
avaliaram a influéncia da suplementacéo de prebiéticos na concentracdo de amdnia
intestinal em cées saudaveis (SWANSON et al., 2002a; FLICKINGER et al., 2003;
APANAVICIUS et al., 2007; THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020; SANTOS
et al.,, 2022). Apenas dois estudos foram capazes de observar diminuicdo na
concentracédo de amoénia fecal apds a suplementacéo de prebioticos. Zentek, Marquat
& Pietrzak (2002) utilizaram MOS em dosagem de 1g/kg de PC e Nogueira et al.
(2019), observaram tal achado apés incluséo de blend prebidtico, sacarina e eugenol
em duas diferentes dosagens.

Outro marcador importante da saude intestinal € a concentracéo de acido latico
(SLAVIN, 2013). Trata-se de um metabdlito da fermentacéao de carboidratos, dada por
espécies como Lactobacillus e Bifidobacterium, com efeitos que beneficiam o intestino
ao reduzir o pH luminal e inibir a proliferacéo de bactérias patogénicas (SWANSON et
al.,, 2002a). No presente estudo, a auséncia de efeito positivo quanto as
concentracdes de lactato intestinal nos animais que consumiram os alimentos teste,

pode estar associada ao aumento de espécies bacterianas que utilizam esse acido
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em seu metabolismo (MACFARLANE; GIBSON; MACFARLANE, 1994; MOENS et al.,
2019). A concentracdo de acido latico fecal foi determinada em estudos anteriores,
cujos resultados corroboram a auséncia de diferenca para esta varidvel (SWANSON
et al.,, 2002a; PAWAR et al., 2017; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022). Por
outro lado, Theodoro et al. (2019) observaram reducéo, aproximada em 65%, do acido
latico fecal apés consumo de PCL de alta solubilidade. No entanto, uma vez que o
acido latico é substrato para a producéo dos &cidos graxos de cadeia curta (LOUIS et
al., 2007), o achado desses autores foi correlacionado com aumento de 25% na
concentracdo de butirato.

No presente estudo, ndo foi observada alteracdo na concentracdo de acidos
graxos de cadeia curta, ramificada e totais apds a inclusdo de B-glucanos nas dietas.
Este achado pode ser justificado devido a rapida absorcédo destes compostos pelos
colondcitos, 0 que reduz a concentracao fecal e subestima a deteccdo e comparacao
estatistica (SWANSON et al., 2002a) e corrobora os resultados de outros estudos da
area (ZENTEK et al., 2002; PAWAR et al., 2017; LIN et al., 2019; RENTAS et al.,
2020). Por outro lado, dois autores ja relataram aumento na concentracao de pelo
menos um acido graxo de cadeia curta apds a ingestdo de prebiético fonte de [3-
glucanos. E o caso do estudo de Theodoro et al. (2019), o qual demonstrou aumento
na concentracao de butirato e, o de Santos et al. (2022), no qual a inclusédo de dois
teores distintos de cultura desidratada de Saccharomyces cerevisiae resultou em
aumento na concentracdo de propionato fecal. O aumento na produgcdo e
concentracdo de acidos graxos de cadeia curta é benéfico para a saude do intestino,
uma vez que participam do metabolismo energético dos colonécitos e promovem
reducdo do pH (WALKER; DUFFY, 1998).

A estabilidade das concentracfes dos produtos fermentativos avaliados no
presente ensaio respalda a auséncia de diferenca quanto ao pH fecal dos cées, ao
longo da execucado do experimento. Os metabdlitos dos processos de fermentacao de
diversos nutrientes podem resultar na diminuicdo ou aumento do pH do lumen
intestinal (CAMPBELL; FAHEY; WOLF, 1997; FABER et al., 2011; NOGUEIRA et al.,
2019). Como néo foram observadas diferengas nas concentracdes de aménia e acido
latico, espera-se que a variavel pH também néo se altere. O baixo pH luminal é uma
condicdo benéfica para a saude intestinal, pois resulta em menor intensidade de
degradacéo de aminoacidos e reducéo da formacéao de compostos toxicos putrefativos
(SLAVIN, 2013).



69

Os prebidticos podem apresentar impacto significativo na composicdo do
microbioma intestinal, pois sdo utilizados como substrato para o metabolismo
fermentativo das bactérias, o que influencia na populagéo destas (HANDL et al., 2013;
DENG; SWANSON, 2015).

Os dados obtidos por meio do sequenciamento metagenémico do microbioma
permitem determinar as diferencas entre 0s grupos experimentais sob a métrica da
diversidade dentro de cada amostra, denominada alfa e, da diversidade avaliada
simultaneamente entre as amostras, denominada beta (KERS; SACCENTI, 2022). As
métricas alfa representam a estrutura da comunidade microbiana, a qual inclui a
riqueza, determinada pelo nimero de grupos taxondmicos e, uniformidade, que
corresponde a distribuicdo de abundancia dos grupos (WILLIS, 2019). No presente
estudo, utilizou-se o indice de diversidade filogenética, proposta por Faith (2006),
bastante comum e recorrente em estudos com microbioma.

Ja a avaliacao filogenética de diversidade B permite observar quao dissimilar o
microbioma de um grupo experimental € do outro, a0 mensurar mudangas na
composi¢ao ou estrutura microbiana por meio da abundancia, presenca ou auséncia
de sequéncias génicas (LOZUPONE; KNIGHT, 2005; KERS; SACCENTI, 2022). A
analise utilizada no presente estudo foi baseada em testes de permutacéo,
denominada ANOVA multivariada permutacional (PERMANOVA) (ANDERSON,
2001). Portanto, a diferenca observada para esta métrica sugere que o consumo de
0,14% de B-glucanos alterou a microbiota fecal dos cées, quando comparados aos
animais do grupo controle.

Sobre as varia¢des populacionais em diferentes categorias taxondémicas, foi
possivel observar muitas alteracdes nas abundancias relativas dos filos, familias e
géneros entre os tratamentos. O filo Firmicutes apresentou a maior abundancia
relativa em todos o0s quatro tratamentos, achado também identificado por outros
autores (HANDL et al., 2013; MACEDO et al., 2022; SANTOS et al., 2022). Ademais,
a maior modulagéo na média estimada das abundéancias relativas foi observada neste
filo (> 24%), apds o consumo do tratamento A2. De forma geral, o filo Firmicutes &
considerado benéfico para o intestino, apesar de ser muito heterogéneo e
compreender  diversos  grupos filogenéticos (SUCHODOLSKI, 2011b;
MUKHOPADHYA et al., 2012). Este filo compreende bactérias gram-positivas que sao
predominantemente dos géneros Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus e

Ruminococcus (SEONG et al., 2018). Apesar da usual associagédo de que bactérias
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do género Clostridium sdo patogénicas, essas bactérias desempenham funcbes
benéficas complexas no intestino (RIJSSEL; HANSEN, 1989; KELDER et al., 2014).
Por exemplo, bactérias da familia Clostridiaceae sado capazes de degradar fibras e
produzir acidos graxos de cadeia curta no intestino (HANDL et al., 2013) e foram
recentemente correlacionadas com o metabolismo proteico e melhora na qualidade
das fezes dos cades (BERMINGHAM et al., 2017). No entanto, a representatividade da
familia Clostridiaceae foi baixa e somente diferiu entre o tratamento A2, o qual
apresentou média relativa maior que o tratamento Al.

A familia Erysipelotrichaceae foi uma das responsaveis por impulsionar o
aumento na abundancia relativa de Firmicutes, em principal no tratamento A2, no qual
apresentou-se com a maior média. Em humanos, a familia Erysipelotrichaceae j& foi
correlacionada com diversas doencas, incluindo alterac¢des intestinais inflamatérias e
metabdlicas (KAAKOUSH, 2015). No entanto, cdes saudaveis demonstraram maior
abundéancia dessas bactérias quando comparados com cdes que apresentavam
diarreia sanguinolenta aguda (SUCHODOLSKI et al., 2012). Ademais, caes com
doenca inflamatéria intestinal apresentaram reducdo nas populacdes de
Erysipelotrichaceae (SUCHODOLSKI et al., 2012b; MINAMOTO et al., 2015). Desta
forma, os indicios demonstram que se trata de uma familia benéfica para a saude
intestinal canina e que, outrossim, parece ter participacao na digestdo de carboidratos
e fibras e consequente producdo de &cidos graxos volateis (BERMINGHAM et al.,
2017).

Em soma, a familia Erysipelotrichaceae € bastante diversa no microbioma e,
compreende géneros também considerados benéficos para cédes, como Allobaculum
e Catenibacterium (VAZQUEZ-BAEZA et al., 2016). A abundancia relativa do primeiro
comportou-se em sinergia com o observado em sua familia e, portanto, apresentou a
maior abundancia relativa no grupo A2. Por sua vez, o género Catenibacterium foi
identificado nas amostras com baixa representatividade, portanto foi retirado da
analise estatistica.

Também responsavel por impulsionar o aumento de Firmicutes, a familia
Ruminococcaceae e respectivo género Faecalibacterium apresentaram aumento na
abundancia relativa na microbiota fecal dos caes apds o consumo do tratamento A2.
Os tratamentos Al e A3 demonstraram meédias estimadas intermediarias, sendo
maiores que a observada nos cées alimentados com a dieta controle (AQ). Tal como

as anteriores, ambas sao consideradas favoraveis para o ambiente intestinal, uma vez
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gue sao produtoras de butirato (BERMINGHAM et al., 2017). Em soma, a reducédo na
abundéancia de Faecalibacterium foi associada com quadros de diarreia aguda em
cées e gatos (GUARD et al., 2015; SUCHODOLSKI et al., 2015).

Em estudo realizado por Suchodolski et al. (2012a), ao comparar a microbiota
fecal de cdes saudaveis e cdes com enteropatias, observou-se que cades com diarreia
aguda apresentaram reducdes significativas nas bactérias Erysipelotrichaceae género
Turicibacter, Ruminococcaceae géneros Ruminococcus e Faecalibacterium e
Lachnospiraceae género Blautia e aumento demarcado para Sutterella e Clostridium
perfringens. No presente estudo, o tratamento A3 apresentou a maior abundancia
relativa para Turicibacter, enquanto o tratamento A2 nao diferiu de AO e o tratamento
Al apresentou a meédia mais baixa. Para Blautia, os tratamentos Al e A3
apresentaram as maiores medias estimadas de abundancia, enquanto A2 néo diferiu
de AO. Em relacdo a Ruminococcus, as maiores abundancias médias foram
observadas nos tratamentos Al, seguida de A2 e AO e, A3. Por fim, todos os
tratamentos com incluséo de B-glucanos apresentaram reducdo para O género
Sutterella quando comparados ao grupo controle. Isto implica em beneficios
equilibrados entre os tratamentos, quando utilizada a associacdo bacteriana
apresentada por Suchodolski et al. (2012a) como parametro discriminatorio entre caes
saudaveis e doentes.

Entre os tratamentos, o segundo e terceiro maiores filos foram distintos por
conta de uma reducgéo bastante demarcada na abundéancia relativa de Fusobacteria
no tratamento A2. De forma geral, o filo foi modulado devido as diminuicbes
observadas na abundancia de Fusobacteriaceae género Fusobacterium. Em
humanos, estes microrganismos foram associados ao desenvolvimento de afec¢des,
como a doenca inflamatoria intestinal (ALLEN-VERCOE; STRAUSS; CHADEE, 2011;
SWIDSINKSI et al., 2011). No entanto, as evidéncias sdo controversas em caes
saudaveis e doentes. Vazquez-Baeza et al. (2016) sugeriram que os parametros de
disbiose em cdes com doenca inflamatoria intestinal sdo divergentes daqueles
propostos para humanos. Neste sentido, as bactérias do género Fusobacterium foram
consideradas benéficas para a microbiota intestinal de cdes neste e em outros estudos
(MINAMOTO et al., 2015; VAZQUEZ-BAEZA et al., 2016; ALSHAWAQFEH et al.,
2017).

Por outro lado, a reducao de Fusobacterium ap0s o consumo de prebioéticos ja

foi demonstrada por outros estudos, além dos presentes resultados (MIDDELBOS et
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al., 2010; LIN et al., 2019; SANTOS et al., 2022). Em estudo de Macedo et al. (2022),
cdes obesos apresentaram maior abundancia relativa de Fusobacterium quando
comparado com caes magros. Ademais, o0 emagrecimento dos animais obesos
resultou em diminuicdo da abundéancia em nivel intermediario entre os grupos. Por
fim, o género foi negativamente correlacionado com a produ¢édo e concentracdo de
acido butirico intestinal (BERMINGHAM et al., 2017). O contraste entre as evidéncias
impossibilita total compreenséo sobre as func¢des bioldgicas de Fusobacterium e, por
conseguinte, nao permite concluir se as reducdes observadas sao positivas ou
negativas para a microbiota intestinal canina.

Ja Bacteroidetes foi o terceiro filo mais abundante na microbiota fecal dos cées
que consumiram os tratamentos AO, Al e A3 e segundo mais abundante apés o
consumo de A2. Cabe ressaltar que todos os tratamentos com incluséo de -glucanos
apresentaram reducao na abundancia relativa de Bacteroidetes. Usualmente, estudos
anteriores ndo encontraram diferenca na abundancia relativa de Bacteroidetes na
microbiota fecal de caes suplementados com prebi6ticos (MIDDELBOS et al., 2010;
PANASEVICH et al.,, 2014; GARCIA-MAZCORRO et al.,, 2017; LIN et al., 2019;
SANTOS et al., 2022). Em estudo de Panasevich et al. (2014) e Santos et al. (2022),
apesar de nao observadas diferencas para Bacteroidetes, foram observadas
modulac¢des na abundancia relativa do género Prevotella na microbiota fecal de céaes
suplementados com prebiético. Nos tratamentos A2 e A3, essa reducdo foi
impulsionada principalmente por conta de diminuicdes na abundancia relativa da
familia Bacteroidaceae, uma vez que a familia Prevotellaceae ndo se alterou em
relacdo ao tratamento AO. J& o tratamento Al apresentou reducdo na média estimada
de abundéncia para ambas as familias supracitadas. O género Prevotella é
reconhecidamente envolvido no metabolismo fermentativo de carboidratos, que tem
como produto final os acidos graxos de cadeia curta (SUCHOLSKI, 2011a). Ja o
género Bacteroides possui evidéncias que indicam tanto aumento em abundancia
relativa em caes com diarreia crbénica (JIA et al., 2010), quanto diminuicdo nesta
variavel (BELL et al., 2008; CHABAN; LINKS; HILL, 2012), o que dificulta a discusséo
sobre seus beneficios em cées saudaveis.

Os dois menores filos encontrados foram Actinobacteria e Proteobacteria,
achado respaldado por estudos anteriores (MIDDELBOS et al., 2010; HANDL et al.,
2013; MACEDO et al., 2022; SANTOS et al., 2022). Para o primeiro filo, foi observada

reducéo intermediéria apds consumo do tratamento A1 e menor média de abundancia
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apos consumo do alimento A3. Ademais, o alimento A2 nao diferiu do alimento AO. O
principal género representante do Actinobacteria sdo os Bifidobacterium, os quais
foram identificados por meio do sequenciamento, mas retirados da analise estatistica
por baixa representatividade. Por fim, o filo Proteobacteria foi reduzido apos o
consumo de B-glucanos, cujas médias de abundancia foram intermediarias nos
tratamentos Al e A3 e inferiores no tratamento A2. Este resultado indica melhor papel
protetivo dos B-glucanos em dose de 0,14%, pois as principais bactérias patogénicas,
como Escherichia, Salmonella e Campylobacter, pertencem ao filo Proteobacteria
(STRICKLING et al., 2000; MIDDELBOS et al., 2007a). Além disso, trata-se de um filo
correlacionado com doenca inflamatéria intestinal em humanos e cdes (CHABAN;
LINKS; HILL, 2012; MUKHOPADHYA et al., 2012).

Como exposto ao longo desta dissertacdo, estudos pregressos
correlacionaram melhorias no estado imunolégico de cdes com a suplementacao
prebidtica de [B-glucanos (STUYVEN et al., 2010; DE OLIVEIRA; VETVICKA,;
ZANUZZO, 2019; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022). Portanto, por tratar-se
de um agente imunomodulador conhecido, era esperado que o minimo teor de
inclusdo de B-glucanos demonstrasse efeitos sobre as variaveis imunes investigadas
e, por légica, o maior teor representasse os melhores indices. Neste estudo, o0 método
padréo para determinar os atributos imunol6gicos dos animais foi a citometria de fluxo,
técnica bastante atual e precisa para as analises propostas (LYONS, 2000).

Como marcador indireto para avaliar a condicdo imunoldgica do intestino
(NORRIS; GERSHWIN, 2003; ZAINE et al., 2011), foi mensurada a concentracéo de
IgA presente nas fezes dos animais. Ap0s a apresentacdo de antigenos para 0s
linfécitos T CD4* presentes no trato gastrointestinal, estes sao responsaveis por
estimular os linfécitos B da lamina propria para que se diferenciem e passem a
produzir IgA (MCKAY; PERDUE, 1993). Esta imunoglobulina desempenha importante
papel na saude e protecdo do intestino, pois € capaz de inibir a ligagdo e, posterior
invaséo, de virus e bactérias nos enterécitos (WOOF, 2006). Portanto, proporcionar
aumento na concentracdo de IgA intestinal € benéfico e pode sugerir melhoria do
estado imunoldgico dos caes.

Pioneiros na avaliacdo dos efeitos da suplementacéo de distintas fibras
prebioticas sobre a concentracao de IgA em caes, Swanson et al. (2002a) observaram
aumento na concentracao de IgA ileal apos o consumo de MOS e FOS. No entanto, a

concentragdo de IgA fecal foi similar entre todos os tratamentos e refletiu a
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concentracdo ileal em apenas 15%, 0 que sugere possivel degradacdo deste
anticorpo ao longo da passagem pelo trato gastrointestinal (SWANSON et al., 2002a).
Portanto, no presente estudo, a auséncia de diferenca na concentracéo de IgA fecal
dos animais pode ser explicada pela condicdo de higidez e pela falta de desafios
imunologicos ao longo da execucdo do experimento, somadas a possivel reducao de
IgA intestinal por degradacdo microbiana. Em todo caso, os atuais resultados deste
experimento corroboram os encontrados por estudos anteriores, realizados em cées
adultos e idosos saudaveis suplementados com prebioéticos (PEIXOTO et al., 2018;
THEODORO et al., 2019).

A eficiéncia da imunidade inata dos animais pode ser aferida por meio de sua
capacidade fagocitaria, a qual serve como primeira linha de defesa do organismo
contra patégenos (DE OLIVEIRA; VETVICKA; ZANUZZO, 2019). No presente estudo,
a atividade e intensidade fagocitaria, tal como a producédo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) dos linfécitos natural killer, neutrofilos e monadcitos ndo diferiram entre
os tratamentos. Estudos recentes apontaram melhora no estado imunolégico inato de
cdes adultos saudaveis apods suplementacdo com prebidticos fontes de B-glucanos
(THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022).

Rentas et al (2020), demonstraram que a suplementacédo de 1,0% de GOS e
1,0% de blend prebidtico composto por p-glucanos, FOS, GOS, MOS e glucomananos
durante 30 dias aumentou o numero de células fagocitarias e, ademais, melhorou os
indices de atividade fagocitaria e burst oxidativo de cédes adultos saudaveis. Além
disso, a suplementacéao via dietética de outras fontes de 3-glucanos, como cultura de
Saccharomyces cerevisiae desidratada e parede celular de levedura, também pode
modular a imunidade inata de cées saudaveis (THEODORO et al., 2019; SANTOS et
al., 2022). Apesar da similaridade entre os tratamentos, em relagéo as variaveis que
correspondem a imunidade inata, caes que consumiram a dieta A2 apresentaram
melhoria da imunidade adaptativa quando comparados aos caes controle.

A imunidade adaptativa pode ser dividida em dois estagios, que sao a resposta
imune humoral, caracterizada pela producédo de anticorpos pelos linfocitos B e, a
resposta imune celular, mediada pelos linfécitos T (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2008). Os linfécitos T s@do compostos por diversos subgrupos, com diferentes fungdes.
As células T CD4*, também chamadas de T auxiliares, sdo capazes de estimular e
diferenciar linfocitos B e refletem a otimizacdo do sistema imunologico (ALARCA et

al., 2016). Os linfécitos T CD8", conhecidos como citotoxicos, sdo responsaveis pela
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destruicdo de patdégenos e inducao de apoptose de células infectadas ou malformadas
(HELLWEG et al., 2008; ZENEWICZ; ANTOV; FLAVELL, 2009).

No presente estudo, a quantificacdo da populacao relativa destes subgrupos
de linfocitos apresentou-se de forma similar entre os tratamentos. No entanto, a
relacdo entre as células T CD4* e T CD8" foi modulada por meio da ingestao de 0,14%
de B-glucanos inclusos na dieta A2. Este indice CD4*:CD8* € um importante marcador
da eficiéncia do sistema imunoldgico (ODIERE et al., 2013; BRUNO et al., 2017). Caes
idosos apresentaram declinio imunolégico marcado pela reducdo da populagédo
relativa de linfécitos T CD4* e aumento de linfocitos T CD8*, o que decresce o indice
CD4*:CD8" (BLOUNT; PRITCHARD; HEATON, 2005). Ademais, Singh et al. (2010)
correlacionaram baixos indices de CD4*:CD8* com a ocorréncia de demodicoses
generalizadas em cées. Isto ocorre, pois a populacdo de T CD8* apenas aumenta
gquando h& invasdo de patdégenos e, deve reduzir apds o controle da infeccao
(HELLWEG et al., 2008). Quando ha a ocorréncia de aumento constante, 0 organismo
pode ser submetido a rea¢fes inflamatorias graves (DAY, 2010). Portanto, 0 aumento
nesta relacdo entre os linfécitos T CD4* e T CD8* sugere que a suplementacdo de
0,14% de B-glucanos induz incremento na resposta adaptativa de cées adultos
saudaveis. Este resultado encontrado no presente estudo corrobora publicacdes
anteriores, as quais demonstraram aumento nos indices de CD4*CD8* apoés
suplementacao prebiotica (FIELD et al., 1999; SAMAL et al., 2012; PAWAR et al.,
2017).

8. CONCLUSOES

Nas condi¢cbes de realizacdo do presente estudo e baseado nos resultados
obtidos, pode-se concluir que a inclusdo dos teores testados nédo altera a
digestibilidade dos nutrientes da dieta. Ademais, as modula¢des observadas sobre a
imunidade adaptativa, indice de diversidade beta, filos, familias e géneros bacterianos
benéficos permitem concluir que o tratamento com inclusdo de 0,14% de B-glucanos

resultou na melhor resposta pelos caes.
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