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RESUMO

AMARAL, A.R. Microbiota e produtos de fermentagao fecal de caes com doenga
inflamatéria intestinal suplementados com B-glucanos. 108f. Dissertagado
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2020.

A doenga inflamatéria intestinal (DIl) é considerada a causa mais comum de doencga
gastrintestinal em cées e a causa mais importante de vomito e diarreia em caes e
gatos. Ha consenso na literatura acerca da existéncia de reagao imune aberrante aos
microrganismos residentes no trato gastrintestinal no individuo geneticamente
predisposto, associada a disbiose e consequente alteracdo na concentracdo de
produtos oriundos da fermentacdo das bactérias intestinais. Os prebidticos sao
polissacarideos nao amilaceos resistentes a digestdo enzimatica de animais
monogastricos que chegam ao intestino grosso aptos para servirem de substrato ao
crescimento e fermentagdo de bactérias benéficas, em detrimento das patogénicas.
Os efeitos imunomodulatérios desempenhados através desta fermentagao seletiva
apresentam potencial terapéutico interessante em pacientes com DIl, os quais s&o
amplamente discutidos na literatura humana, embora pouco discutidos na literatura
veterinaria. Assim, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da suplementagao
de B-glucanos na microbiota fecal de cides com DIl identificada e quantificada por
sequenciamento genético de ultima geragao. Para tal, foram selecionados dezoito
caes com DIl em fase controlada para compor trés grupos experimentais: A —
suplementado com 0,1% de B-glucanos, B — suplementado com 0,1% de um blend de
prebioticos composto por MOS e B-glucanos e C - placebo, de modo que todos os
grupos receberam a mesma dieta hidrolisada associada ou ndo aos prebidticos,
durante 60 dias. Foram realizados hemogramas e exames bioquimicos de rotina e
especificos, quantificacdo de lactato fecal e, para fins de acompanhamento dos sinais
clinicos, foram aplicados dois escores de severidade de enteropatia canina
especificos. As abundancias observadas para cada filo e género foram avaliadas por
modelo linear generalizado, considerando distribuicdo binominal e pelo emprego da
funcao de ligacao logit. O modelo incluiu efeitos fixos de grupos (A, B e C), tempos de
avaliacao (TO e T60), interagao entre estes, além do efeito aleatorio de residuo. Estas
analises foram realizadas pelo procedimento PROC GLIMMIX do programa Statistical

Analysis System. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Ao todo, foram



identificados 10 filos, 17 classes, 48 familias e 101 géneros diferentes entre os trés
grupos experimentais. O filo, classe, familia e género predominante entre os grupos
foram, respectivamente, Firmicutes (24,30% - 99,79%), Clostridia (6,64% — 97,39%),
Lachnospiraceae (0,6% - 89,7%) e Streptococcus (0,02% - 90,19%). O tratamento
com prebidticos modulou a populacdo de diversos taxons em fungao do tempo, mas
principalmente, modulou de forma positiva o filo Firmicutes e, somente o tratamento B
controlou o crescimento de Collinsella. O tratamento com B-glucano melhorou o
Shannon index, o que evidencia possivel melhora da disbiose. Nao foi observada
diferenca na concentracdo fecal de acido latico entre os tratamentos. A
suplementagao com os prebiodticos melhorou o Canine IBD activity index (CIBDAI; p=
0,0084). O presente trabalho verificou que a suplementagao de 0,1% de (B-glucanos
na dieta de caes com DII, durante 60 dias, foi capaz de modular de forma positiva os

microrganismos do trato gastrointestinal, bem como aumentou sua biodiversidade.

Palavras-chave: Enteropatia. Canino. Disbiose. Microbioma. Prebidtico.



ABSTRACT

AMARAL, ANDRESSA. R. Microbiota and fecal fermentation products of dogs
with inflammatory bowel disease supplemented with beta-glucans. 2020. 108p.
Dissertacdao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Inflammatory bowel disease (IBD) is the most common cause of gastrointestinal
disease in dogs and the most important cause of vomiting and diarrhea in dogs and
cats. There is a consensus in literature about the existence of aberrant immune
reaction to microorganisms of the gastrointestinal tract in a genetically predisposed
individual, associated with dysbiosis and, consequently, alteration in the concentration
of fermentation products produced by intestinal bacteria. Prebiotics are non-starch
polysaccharides resistant to enzymatic digestion of monogastric animals that reach the
large intestine and serve as a substrate for the growth and fermentation of beneficial
bacteria to the detriment of the pathogenic. The immunomodulatory effects performed
through this selective fermentation have interesting therapeutic potential in patients
with IBD, which are widely discussed in the human literature, although poorly
discussed in the veterinary literature. Thus, the present study aimed to evaluate the
effects of B-glucan supplementation on the fecal microbiota of dogs with IBD identified
and quantified by next generation genetic sequencing. For this, eighteen dogs with
controlled IBD were selected to compose three experimental groups: A - supplemented
with 0.1% B-glucans, B — 0.1% of a prebiotic blend composed by MOS and B-glucans
and C - placebo, and all of them received the same hydrolyzed diet for 60 days. In
addition, routine blood counts and biochemical tests were performed and, for the
purpose of monitoring clinical signs, specific canine enteropathy severity scores were
applied. The abundances observed were evaluated by Generalized mixed linear model
with binomial data, using logit link function. The model included fixed effects of
treatments (A, B or C), time (TO or T60), and interaction between them, beyond animal
as random effect. At total, 10 phyla, 17 classes, 48 families and 101 different genera
were identified among the 3 experimental groups. The predominant phylum, class,
family and gender among the groups were, respectively, Firmicutes (24.30% -
99.79%), Clostridia (6.64% - 97.39%), Lachnospiraceae (0.6% - 89.7%) and
Streptococcus (0.02% - 90.19%). The treatment with prebiotics modulated the

population of several taxa according to time, but mainly, it positively modulated the



phylum Firmicutes and only treatment B controlled the growth of Collinsella. Only
treatment with B-glucan improved the Shannon index and showed improvement in
dysbiosis. There was no difference in the fecal concentration of lactic acid between
treatments. Supplementation with prebiotics improved the Canine IBD activity index
(CIBDAI; p=0.0084). The present study found that 0.1% supplementation of B-glucans
in the diet of dogs with IBD was able to positively modulate microorganisms in the
gastrointestinal tract after 60 days through the growth of beneficial bacteria and

improvement of biodiversity.

Keywords: Enteropathy. Canine. Dysbiosis. Microbioma. Prebiotic
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1. INTRODUGAO

A doencga inflamatéria intestinal (DIl) é considerada a causa mais comum de
doencga gastrintestinal cronica em caes e a causa mais importante de vémito e diarreia
em caes e gatos (CAVE, 2003, 2013) cuja etiologia multifatorial envolve alteragbes
genéticas que prejudicam o controle da resposta imune, o reconhecimento normal de
antigenos bacterianos e alimentares (CASTRO-SANCHEZ; MARTIN-VILLA, 2013;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; MATSUOKA; KANAI, 2015).

Portanto, o tratamento para a DIl inclui a vertente farmacoldgica e nutricional
onde, no ambito farmacoldgico torna-se necessario o uso de terapia
imunossupressora € no ambito nutricional, objetiva-se o fornecimento de dieta
hipoalergénica a fim de minimizar os sinais clinicos e auxiliar no controle da doenca
(CAVE, 2006; DAVENPORT; JERGENS; REMILLARD, 2010).

Diversos autores ja reportaram relagao intima entre a disbiose intestinal e a
DIl, a qual pode favorecer a remissao ou prejudicar o processo inflamatério da mucosa
em pacientes doentes (MATSUOKA; KANAI, 2015; ALSHAWAQFEH et al., 2017;
BLAKE et al., 2019). Neste sentido, o potencial modulador dos prebidticos na
microbiota torna-os uma 6tima alternativa coadjuvante ao tratamento de doengas cuja
patogenia é influenciada por alteracbes do microbioma intestinal, como a DIl
(TOPPING, 1996; OREL; TROP, 2014).

Os B-glucanos sao prebidticos extraidos de plantas, bactérias, fungos ou
leveduras que apresentaram resultados promissores no controle da inflamagéo
intestinal em humanos, cades e modelos animais de DIl (HALLERT et al., 2003;
RYCHLIK et al., 2013; HEINSBROEK et al., 2015; SEGARRA et al., 2016; ZYLA et al.,
2019). Entretanto, as limitagbes relacionadas a auséncia de individualizagdo dos
tratamentos, padronizagdo de dietas e homogeneidade dos grupos experimentais
comprometem a interpretagao da sua real eficacia.

Portanto, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da suplementagao de
0,1% de prebidtico contendo B-glucano sobre a populagdo microbiana fecal e seus
produtos de fermentacao em caes com DIl controlada através do sequenciamento de

ultima geracao associado aos indicadores de severidade de enteropatia cronica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

Sob a denominagdo genérica de desordens gastrintestinais, incluem-se as
enteropatias infecciosas, neoplasicas, mecanicas, téxicas e as inflamatodrias nao
infecciosas (VOLKMANN et al., 2017). Em humanos, o termo ‘doenga inflamatdria
intestinal’ (DII) agrupa a doenga de Crohn (DC) e colite ulcerativa (CU) (SCHWARTZ;
HADAR, 2014) que distinguem-se pelas estruturas do trato gastrintestinal (TGlI)
acometidas e pelo tipo de reagao imunoldgica que € estimulada. Na DC, segmentos
intercalados do trato gastrintestinal sdo acometidos e pode haver envolvimento tanto
de todo o intestino quanto do estémago, com recrutamento de linfocitos auxiliadores
do tipo Th1. A CU por sua vez, acomete somente a porgao final do intestino grosso
(colon) e ha recrutamento especifico de linfécitos auxiliadores do tipo Th2
(HEILMANN; SUCHODOLSKI, 2015).

Em caes, este termo € empregado para agrupar doencgas crdnicas com
manifestagdes clinicas do intestino que, apos exclusdo de diagndsticos diferenciais
(verminose, insuficiéncia pancreatica exdcrina, hipoadrenocorticismo, infecgdes
bacterianas, fungicas e hipertireoidismo), apresentam em comum a inflamagao da
mucosa (DAVENPORT; JERGENS; REMILLARD, 2010; SILVA, 2015) e resposta a
terapia com imunossupressores.

Diferentemente dos seres-humanos, caes nao apresentam distincao entre os
componentes celulares do sistema imunolégico recrutados (Th1 ou Th2) e apresentam
resposta mista sem predominio de nenhum tipo celular especifico e, por este motivo,
o termo genérico DIl é utilizado (HEILMANN; SUCHODOLSKI, 2015).

A DIl é considerada como a causa mais comum de doenga gastrintestinal
cronica em cées e a causa mais importante de voémito e diarreia em cées e gatos
(CAVE, 2003, 2013; WASHABAU et al., 2010a) que, associadas a perda de peso, sao
relatadas como as suas principais manifestagdes clinicas.

A predominancia destes sinais pode variar com a regido do trato gastrintestinal
(TGI) mais acometida: enquanto o vOmito parece ser mais comum em DIl que acomete
principalmente estdmago e regidao proximal do intestino delgado, a perda de peso,
diarreia profusa, esteatorreia e ampla perda de liquido parecem ocorrer especialmente

quando o intestino delgado é o mais acometido. Por sua vez, acredita-se que o
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tenesmo, muco nas fezes e a diarreia com menor volume fecal sejam mais frequentes
quando a DIl acomete principalmente o coélon. Além dos sinais gastrintestinais, a
doenca é agravada pela possibilidade de intensa perda de peso, hiporexia,
desidratacdo, perda de sangue devido a presenga de ulceras gastrintestinais e perda
da capacidade de permeabilidade seletiva dos enterdcitos, além de dor abdominal e
sindrome da ma-absorgcdo com possivel perda de nutrientes, incluindo proteina pelas
fezes (DAVENPORT; JERGENS; REMILLARD, 2010).

Acredita-se que a etiologia da doenga seja multifatorial, com importante
componente imunomediado (DAVENPORT; JERGENS; REMILLARD, 2010; SILVA,
2015). Esta teoria é respaldada pela observancia, por exemplo, de alteragdes nos
receptores de reconhecimento de padrao (PPRs) presentes nos enterécitos, tanto os
receptores do tipo Toll (Tool Like Receptor = TLR): TRL 2, TLR 4, TLR 9, e TRL 5,
quanto dos receptores do tipo NOD (Nod Like Receptor = NLR). Tais alteragdes s&o
oriundas de polimorfismos de nucleotideo unico, ou seja, alteragdes genéticas que
produzem moléculas defeituosas, cujos defeitos impactam diretamente no
reconhecimento de, por exemplo, peptideoglicanos, material genético, flagelina,
lipopolissacarideos de membrana (LPS) das bactérias indigenas no TGl e,
consequentemente, desencadeiam reacdo inflamatéria descontrolada que pode
desencadear a disbiose (CERQUETELLA et al., 2010; JERGENS; SIMPSON, 2012a).

Além destas alteragdes, a literatura cientifica ja reportou dezenas de outras
alteragdes relacionadas aos componentes do sistema imunoldgico que alteram sua
tolerdncia aos microrganismos intestinais, bem como aos antigenos alimentares,

como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Sumario das alteragbes imunopatoloégicas observadas em cédes com DIl. Adaptado de
JERGENS; SIMPSON (2012b).

Variavel Tipo de anormalidade

< ou > concentragao de IgG no intestino delgado
Linfocitos B de mucosa > concentragao de IgA e IgG no célon
> concentragao plasmacitos no colon
< concentragdo de linfocito CD3+ no intestino delgado
Linfécitos T de mucosa > concentragdo de linfocito CD3+, CD4+ no intestino delgado

> concentragao de linfécito CD3+ e CD8+ no célon
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Mastécitos de mucosa < ou > concentragao de mastdcitos de mucosa no intestino delgado
MHC de mucosa > concentragdo de MHC Il no célon de pacientes com colite histiocitica ulcerativa
TLR de mucosa > concentragdo de TLR 2, 4 e 9 no intestino delgado e célon
NFkB de mucosa > expressao de macréfagos
Citocinas de mucosa Proporgéo de linfécitos auxiliares tipo Th1 e Th2 balanceada
Apoptose < concentragdo de caspase 3 (linfocitica)

MHC: major histocompatibility complex; TLR: tool-like receptor; IgA: imunoglobulina A; IgG:
imunoglobulina G; NFkB: nuclear factor kp.

De forma geral, tais resultados corroboram as teorias que associam alteragdes
genéticas que comprometem o funcionamento adequado do sistema imune com
alteragdes do perfil microbiano residente para a manifestacao de inflamagao ou nao
(MATSUOKA; KANAI, 2015) e sua perpetuagéo.

Com relagdo a predisposicdo genética, gatos siameses, caes pastores
alemaes, basenjis e shar peis parecem liderar as ragas com diagndéstico de DIl
(JERGENS et al., 1992; GERMAN; HALL; DAY, 2003).

Matsuoka e colaboradores (2015) demonstraram em revisdo a possivel
patogenia da DIl e sua relagdo com a disbiose, com base nos resultados relevantes
presentes na literatura a respeito. Segundo os autores, trés importantes caminhos
para indugao da inflamacgao foram identificados: um deles seria a redugao de bactérias
produtoras de butirato, acido graxo de cadeia curta (AGCC) responsavel pelo
fornecimento de energia aos colonécitos; producdo de mucina (que dificulta a
aderéncia de bactérias patogénicas a mucosa) e indugéo de diferenciagcdo de células
T reguladoras, responsaveis pela manutengdo da homeostase do sistema imune.
Outro caminho seria pelo aumento de bactérias redutoras de sulfato, as quais
produzem sulfito de hidrogénio, composto toxico para as células intestinais. Por fim, o
terceiro caminho envolve o aumento de genes relacionados ao estresse oxidativo da
microbiota (por analise metagenémica) que poderia culminar em inflamagéo intestinal.

Até o momento, os caminhos que levam a inflamagao sédo objeto de estudo,
entretanto sabe-se que nao existe linearidade no processo, ou seja, assim como a
inflamagéo provoca disbiose, a disbiose provoca inflamagdo. Em todos os sentidos,
em virtude do processo inflamatério, pode haver o comprometimento das jung¢des de
oclusao, responsaveis por impedir o contato entre o meio exterior e 0 meio interior e

prejudica a capacidade de permeabilidade seletiva dos enterdcitos. Neste sentido, os
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antigenos alimentares ao entrarem em contato com a regido basal das células
(quando antes interagiam somente no apice) podem desencadear processo
inflamatério mediado por células e sistema complemento que passam a identifica-los
como componentes agressores, situagdo chamada de perda de toleréncia oral
(FASANO, 2012; CASTRO-SANCHEZ; MARTIN-VILLA, 2013).

Diante deste quadro, o paciente com perda de tolerancia oral passa a reagir de
forma inadequada aos antigenos alimentares e desenvolve respostas celulares de
memoria a partir de suas estruturas proteicas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

2.2 DIAGNOSTICO DA DI

O diagnéstico da DIl envolve a observacao das manifestagdes clinicas (diarreia
cronica e alteragdes gastrintestinais persistentes por periodo superior a trés
semanas), exclusdo de outras causas de inflamagao intestinal, resposta clinica ao
tratamento imunossupressor associado a resposta inadequada a tratamentos isolados
envolvendo antibioticoterapia, vermifugagdo ou manejo nutricional (WASHABAU et
al., 2010a) e evidéncias anatomopatolégicas de inflamagdo na mucosa intestinal
obtidas através de bidpsia (WASHABAU et al., 2010b). A avaliagao histopatologica é
requerida para o diagndstico final, o qual pode ser obtido pela observacdo da
populagao predominante de células inflamatérias na lamina proépria. No caso da DIl
ha predominancia de infiltrado linfoplasmocitico (WASHABAU et al., 2010b).

A severidade da inflamacéo gastrintestinal também pode ser graduada em
quatro escores, com niveis de comprometimento crescentes, sendo eles: leve,
moderado, acentuado e severo. Entretanto, os critérios especificos para classificacao
ndo sdao homogéneos entre os grupos de pesquisadores e comparagdes entre
diferentes estudos ndo sao passiveis de serem conclusivas. Mesmo quando os
critérios idénticos sao adotados, variagcdes também sao observadas na interpretacao
histolégica dos patologistas (WASHABAU et al., 2010b).

A avaliagdo morfolégica da mucosa também fornece dados importantes para a
interpretacao, esta pode ser realizada por meio de ultrassonografia ou endoscopia
(WASHABAU et al., 2010b). A imagem ultrassonografica, a atrofia de mucosa e
submucosa associadas a dilatagao luminal com auséncia de perda da estratificacdo
sao achados consistentes com diagnéstico de DIl (GASCHEN et al., 2008). Por meio
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da endoscopia é possivel observar ulceracido e erosdo da mucosa, bem como
linfangiectasia (WILLARD et al., 2008; WASHABAU et al., 2010b).

Os achados morfoldgicos compativeis com inflamagéo variam de acordo com
a regidao acometida. Na mucosa duodenal € possivel observar atrofia vilosa, injuria
epitelial, distensao das criptas intestinais, dilatagdo de vasos linfaticos e fibrose. Ja na
mucosa colonica, € possivel observar injuria da superficie epitelial, hiperplasia,
dilatacao e deformacgéao de criptas intestinais, atrofia e fibrose da mucosa (DAY et al.,
2008; WASHABAU et al., 2010a).

Com relagdo aos achados hematoldgicos, baixas concentragdes de vitamina
B12 e folato foram descritas em caes e gatos com afecgdes gastrintestinais, inclusive
DIl (SIMPSON et al., 2001) em funcéo da disbiose. Ainda, Allenspach e colaboladores
(2007) relacionaram tais deficiéncias a refratariedade do tratamento, ou seja, ao
prognostico desfavoravel.

Além disso, Mehain et al. (2019) observaram que a contagem de plaquetas e a
amplitude de distribuicao plaquetaria foram associadas a maiores indices de atividade
de enteropatia cronica em caes e estes autores estudam a possibilidade de utilizacao
dos indices plaquetarios como biomarcadores da DIl, uma vez que a ativacao

plaquetaria esta associada ao processo inflamatorio.

2.3 TRATAMENTO

O tratamento para a DIl inclui a vertente farmacoldgica e nutricional. No @mbito
farmacologico, o recomendado €& que sejam utilizados medicamentos
imunossupressores. A prednisona € a primeira escolha terapéutica, porém outros
farmacos imunossupressores podem ser utilizados como a azatioprina e a
ciclosporina. Devido aos efeitos colaterais conhecidos dos corticoides, da
possibilidade de mielossupressao grave causada pela azatioprina e aos achados de
anorexia, ulceragao gengival, alopecia, hipertricose e vomito apos administracdo de
ciclosporina (ALLENSPACH et al., 2007), o tratamento objetiva que o animal seja
mantido com a menor dose possivel eficaz para manter o paciente sem manifestacoes
clinicas (SILVA et al., 2015) da doenga. Ainda, em relagdo aos medicamentos que
podem ser utilizados, a antibioticoterapia € recomendada como minimizador das
manifestacbes diarreicas, o que deu origem ao termo “diarreia responsiva a
antibioticos” (WALKER et al., 2013).
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Da mesma forma, quando ha melhora das manifestacbes clinicas apods
modificagdes no manejo nutricional, alguns autores empregam o termo “enteropatia
responsiva a dieta” (WALKER et al., 2013). Assim, o tratamento nutricional tem como
objetivo auxiliar na minimizagdo das manifestagdes clinicas ou ao menos diminuigao
da necessidade ou dose administrada de medicamentos. Para os quadros de DIl, a
recomendagado € que o alimento empregado tenha caracteristicas de dieta de
eliminagcdo, ou seja, a base de ingredientes proteicos ndo usuais ou proteina
hidrolisada (CAVE, 2006; DAVENPORT; JERGENS; REMILLARD, 2010). As
chamadas dietas hipoalergénicas a base de proteina hidrolisada sao reconhecidas
como boa estratégia de tratamento nutricional para as enteropatias cronicas, por
serem alimentos capazes de favorecerem a remissao completa das manifestagdes
clinicas em alguns pacientes, sem a necessidade da associagdo com medicamentos
(MARKS; LAFLAMME; MCALOOSE, 2002; CAVE, 2006; ALLENSPACH et al., 2007;
MANDIGERS et al., 2010). Poucas informacgdes estdo disponiveis na literatura que
possam ser utilizadas como marcadores para predizer quais pacientes responderao
exclusivamente a dieta e quais precisardao do tratamento farmacolégico associado
(ALLENSPACH et al., 2007).

A possibilidade de controle das manifestagdes clinicas através de modificagdes
dietéticas e do uso de antibioticoterapia demonstra a importancia da manipulacédo da
microbiota através do manejo nutricional para a patogénese da DIl (WALKER et al.,
2013). Neste contexto, o emprego de prebidticos parece ser benéfico, ja que estudos
demonstraram que realmente ha alteracbes na microbiota de caes com DIl em
comparagao a de caes saudaveis (XENOULIS et al., 2008; SUCHODOLSKI et al.,
2010; SUCHODOLSKI, 2011; MINAMOTO et al., 2015) e que a inclusao de prebioticos
pode melhorar as manifestagées clinicas da DIl (RYCHLIK et al., 2013; HIJOVA et al.,
2015).

2.4 MICROBIOTA INTESTINAL E SUA RELAGCAO COM O HOSPEDEIRO
SAUDAVEL E ACOMETIDO PELA DIl

O trato gastrintestinal (TGI) dos animais é colonizado por variada populagéo de
microrganismos como, por exemplo, bactérias, fungos, protozoarios e virus em

relagdo ecoldgica de simbiose ou antagOnica, que se nutrem dos componentes



28

alimentares nao digeridos e das secregdes do TGI (TESHIMA, 2006). O conjunto de
microrganismos presentes em um ambiente especifico € denominado de microbiota,
que podem ser identificados através do sequenciamento de seu material genético. O
material genético total extraido de uma populagdo microbiana em determinado
ambiente é denominado metagenoma e ambos (microbiota e metagenoma) compdem
0 que é conhecido como microbioma (SUCHODOLSKI, 2011; WHITESIDE et al.,
2015). O mencionado beneficio mutuo (simbidtico) entre a microbiota intestinal e seu
hospedeiro € pouco compreendido e tema de atual discussdo em virtude de sua
aparente relevancia nos mecanismos de saude e doenca.

Em humanos saudaveis, estima-se que o TGl seja composto em sua maioria
por bactérias (SWANSON et al., 2011) em uma populacgao total de aproximadamente
um trilhdo de microrganismos, valor superior ao numero de células do hospedeiro
(SCHMITZ; SUCHODOLSKI, 2016). Tal representatividade fomenta pesquisas e
estudos acerca de suas fungbes em monogastricos, visto que em bovinos e equinos
(monogastricos, embora com ceco funcional) suas fungdes sdao melhor
compreendidas, uma vez que nestes animais os produtos de fermentagcdo sao
essenciais para o metabolismo energético (DENG; SWANSON, 2015a).

Caes e gatos ndao dependem da microbiota intestinal para a obtengao de
energia, entretanto a sua estabilidade e as relagbes ecoldgicas com o hospedeiro sdo
relevantes na manutengdo da saude gastrintestinal (DENG; SWANSON, 2015a). A
microbiota em questdo parece ser influenciada por caracteres hereditarios,
nutricionais e localizagdo geografica, principalmente (PANASEVICH et al., 2015).
Estudos em humanos apontaram que individuos geneticamente préximos, mesmo
quando nao convivem no mesmo ambiente, tendem a apresentar o mesmo perfil de
microbiota em relagcdo aqueles que nao possuem parentesco (STEWART,;
CHADWICK; MURRAY, 2005; TURNBAUGH et al.,, 2008). O ambiente ainda
influencia de forma significativa, a ponto de que pessoas que coabitam no mesmo lar
compartilham semelhangas entre si e, inclusive, com seus pets (CAUGANT; LEVIN;
SELANDER, 1984; FIERER et al., 2010). Tal interagdo ressalta a importancia de
estudos com avaliagcdo da microbiota dos animais de companhia, em razdo de sua
convivéncia cada vez mais proxima com o ser humano (DENG; SWANSON, 2015a).

A microbiota também pode ser influenciada pelos nutrientes advindos da

alimentagdo. Consequentemente, diferengas sao observadas entre individuos de
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natureza originalmente carnivora e de natureza onivora (HANG et al., 2012; LI et al.,
2017). Em linhas gerais, sabe-se que em caes e gatos saudaveis, as bactérias
predominantes pertencem ao filo Firmicutes (Clostridium spp. e Lactobacillus spp.)
que representa 95,3% da populagdo microbiana nos caes e 92,1% nos gatos (HANDL
et al., 2011). De acordo com Honneffer et al. (2017), em cées saudaveis
especificamente, ha prevaléncia geral de Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria e Actinobacteria.

Os cées, por sua natureza onivora, possuem maior habilidade nos processos
de digestdo e metabolizagdo de carboidratos. Nestes, de acordo com Handl et al.
(2011), o segundo filo mais predominante sdo os Bacteroidetes spp. (2,3%), que
engloba o género Prevotella spp., com reconhecido envolvimento nos processos de
fermentagdo de carboidratos para produgdo dos acidos graxos de cadeia curta
(AGCC): butirico, acético e propidnico e acidos graxos de cadeia curta ramificada
(AGCCR). Além do género Prevotella spp., os géneros Faecalibacterium spp. e
Bifidobacterium spp. destacam-se na producao de AGCC (SUCHODOLSKI, 2011) e
este ultimo também esta envolvido na produgdo de AGCCR (WASHABAU; DAY,
2012).

Comparativamente, devido a existéncia de projetos internacionais com foco no
estudo do microbioma humano (Projeto microbioma e projeto metagenémica do trato
gastrintestinal, por exemplo), pouco se conhece a respeito da microbiota do TGl de
pets. A maioria dos estudos envolvem a avaliacdo de fezes de animais saudaveis de
laboratério, com escassez de dados a respeito do perfil microbiano em animais
doentes e com metodologias padronizadas (DENG; SWANSON, 2015a).

Na ultima década, alguns estudos reportaram alteracdes significativas no perfil
microbiano de humanos com doenga de Crohn (SHEN et al.,, 2017), obesidade
(TURNBAUGH et al., 2006; LEY, 2010), diabetes (LARSEN et al., 2010; BROWN et
al.,, 2011), asma (ARRIETA; FINLAY, 2014), alergias (ROUND; MAZMANIAN, 2009)
e inclusive, autismo (ROSENFELD, 2015). De forma similar ao observado em
humanos com enteropatias, alteracbes no perfil microbiano intestinal de céaes
contribuem para o aparecimento de doengas intestinais (DENG; SWANSON, 2015a).

As alteragbes do perfil microbiano sédo caracterizadas pelo termo “disbiose”,
que pode ser definida como qualquer alteragcdo na composicdo da populagao

microbiana residente, diferente do encontrado em individuos saudaveis. Ela pode ser
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categorizada em trés tipos, podendo ou nao serem exclusivos: (I) perda dos
microrganismos benéficos, (Il) crescimento de microrganismos patogénicos e (lll)
perda da diversidade microbiana, em geral (PETERSEN; ROUND, 2014).

De fato, apenas a observagéao clinica de que a DIl responde parcialmente ao
tratamento com antibiético contribui com a ideia de que a microbiota intestinal tem
influéncia no processo inflamatério. Além disso, aspectos como aumento da incidéncia
de DIl em humanos com o crescimento da industrializagao e as alteragdes dietéticas
advindas da transformacgao da forma de obtencéo de alimento também corroboram
esta ideia (DE FILIPPO et al., 2010; KAPLAN; NG, 2017; NI et al., 2017). Entretanto,
os estudos que tentaram definir se a disbiose € meramente consequéncia ou € a causa
da DIl ndo chegaram a uma concluséo.

Em cées com DIl a disbiose também é uma alteragao reportada com frequéncia
e €& marcada principalmente pela redugdo dos microrganismos representantes dos
filos Firmicutes, Bacteroidetes combinado ao aumento de Proteobacteria e
Actinobacteria. Portanto, apesar do cao nao ser considerado um bom modelo animal
para estudo de DIl em humanos em fung¢ao das diferentes respostas imunoldgicas, a
doenga parece ter a mesma etiopatogenia no que diz respeito as alteragdes do
microbioma intestinal (OMORI et al., 2017).

De acordo com Matsuoka; Kanai (2015), diversas doengas estdo atualmente
associadas a disbiose como um todo, ao invés de alteragdes envolvendo uma unica
espécie bacteriana. Ainda, de acordo com os autores supracitados, esta é
frequentemente reportada como uma das alteragdes mais relevantes no curso da DII
e, diante dos estudos publicados até o momento, a hipotese mais aceita para elucidar
a sua patogénese € baseada em conjunto de reagbes imunes aberrantes aos
microrganismos autéctones e fatores ambientais em um individuo geneticamente
predisposto. Nao se sabe, no entanto, se ela é causa ou consequéncia da DII
(MATSUOKA; KANAI, 2015).

Em humanos com DI, diversos autores ja reportaram de forma consistente a
disbiose do tipo | e Il, com redugao de bactérias do filo Firmicutes e aumento de
Proteobacteria (MANICHANH et al., 2006; SCANLAN et al., 2006; PETERSON et al.,
2008). Demais estudos reportaram ainda redugéo da diversidade de Firmicutes, com
especial atengao ao Clostridium leptum e Faecalibacterium prausnitsii (SOKOL et al.,
2008; WANG et al., 2014).
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Em caes com diarreia crénica, resultados de Bell et al. (2008) e Jia et al. (2010)
reportaram maior abundéancia de Bacteroidetes e menor abundancia de Lactobacillus,
em comparagdo ao grupo controle, por meio da técnica do polimorfismo de
comprimento de fragmento (RFLP) e hibridizacdo fluorescente in situ,
respectivamente. Além disso, Jia et al. (2010) encontraram redug¢ao na populagéao de
Enterococcus spp.. Resultados similares foram encontrados por Chaban; Links; Hill
(2012) em caes com DII, os quais apresentaram maior abundancia de Bacteroidetes
e Proteobacteria em comparacao a caes saudaveis, quando realizaram suas analises
por meio de pirosequenciamento (sequenciamento de DNA de segunda geragao).

Em estudo retrospectivo, Kalenyak et al. (2018) avaliaram a microbiota
intestinal de cades com DIl por meio de amostras da mucosa intestinal de duodeno e
colon. Os autores foram pioneiros ao utilizarem para este propésito o método de
sequenciamento lllumina (sequenciamento de ultima geragéo). O estudo foi concluido
com nove animais diagnosticados com DII, os quais foram manejados com dieta
hipoalergénica e terapia imunossupressora: prednisolona (1mg/Kg BID) e/ou
ciclosporina (5mg/Kg SID) e/ou budesonida (3mg/animal SID). A microbiota foi
avaliada antes e apos 60 dias de tratamento. Em linhas gerais, os autores nao
observaram diferengcas no conjunto de bactérias antes e depois do tratamento,
entretanto alguns grupos bacterianos apresentaram variagdes em abundancia.

No estudo supracitado, as familias Planococcaceae e Oxalobacteraceae e o
género Citrobacter, Burkholderia foram mais abundantes no célon de caes com DII
antes do tratamento. Enquanto, apos o tratamento, o género Bacteroides, Gemella e
Peptococcus foram os mais abundantes. Este € o estudo mais recente sobre o0 assunto
em questio.

No entanto, os autores relataram que os animais poderiam ter recebido pré ou
prebidticos previamente aos procedimentos de coleta de amostra e, que o efeito em
longo prazo destes aditivos ndo pdde ser descartado. Além disso, os autores nao
padronizaram a dieta, a severidade da enteropatia, ndo avaliaram os produtos de
fermentagdo fecal (cuja produgdo esta associada a patogénese da doenga) e néo
possuiam um grupo controle. Por fim, ainda com relagdo a este estudo, ndo ha
informacgdes acerca da evolugao clinica destes animais, bem como informagdes sobre
os parametros hematolégicos e escore fecal dos animais estudados, o que dificulta

compreensao mais aprofundada dos resultados encontrados.
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A avaliacdo da microbiota associada a determinacdo dos produtos de
fermentacdo fecal e ao acompanhamento clinico e laboratorial dos pacientes
acometidos por esta doenga podem, portanto, contribuir de forma significativa para a
literatura cientifica, de modo que sejam melhor compreendidos os possiveis efeitos
da modulagao da microbiota e seus produtos de fermentacdo em fungao de diferentes

tratamentos empregados.

2.4 PREBIOTICOS E B-GLUCANOS

As definicdes do conceito de prebidtico evoluiram em consonancia com a
evolucdo dos conhecimentos sobre a microbiota intestinal. Em 1995, Gibson e
Roberfroid definiram prebidticos como ingredientes nao digestiveis, que afetam de
forma positiva um individuo por meio de selecao de uma ou mais bactérias no célon
do hospedeiro, de forma favoravel a sua saude. Tal definicdo era limitada pelo
conhecimento acerca da populagdo microbiana no intestino, cuja imensa diversidade
e atividade ainda nao era conhecida, bem como os métodos de identificacdo eram
limitados e resumiam-se ao cultivo celular de poucas das bactérias conhecidas.

Tal definicdo evoluiu de forma que hoje reconhece-se que, de forma geral, os
efeitos benéficos produzidos sao fruto dos metabdlitos provenientes da fermentacao
bacteriana que interagem com a mucosa intestinal (BINDELS et al., 2015) e tal
conceito fomentou e fomenta estudos direcionados na investigagao de quais bactérias
especificas ou o conjunto delas fermentam cada tipo de composto para que se
obtenha o efeito desejado (HOLSCHER, 2017).

A fim de que tais substancias alcancem a microbiota alvo e desempenhem o
mencionado potencial, eles ndao podem ser digeridos pelas enzimas do intestino
delgado e devem resistir a acidez gastrica estomacal. Além disso, ndo devem ser
fermentaveis pelas bactérias orais e bactérias patogénicas do TGI, mas sim por
bactérias benéficas, servindo de substrato para o seu crescimento (OREL; TROP,
2014).

Em linhas gerais, os prebidticos, ao favorecerem a fermentacdo de bactérias
benéficas e, consequentemente, promoverem o aumento da producdo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC): acetato, propionato e butirato; podem influenciar na
reducdo do pH do microambiente intestinal e inibir o crescimento de bactérias

patogénicas, as quais sao beneficiadas pelo pH alcalino (TOPPING, 1996; OREL,;
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TROP, 2014). O butirato desempenha papel imprescindivel na nutrigdo dos
colondcitos, uma vez que contribui para o reparo tecidual apdos a injuria em casos de
inflamacgao, por exemplo. Além disso, evidéncias demonstraram que ele pode agir
diretamente como agente antinflamatorio ao inativar o fator de transcricéo intracelular
NF-kB e atenuar a sintese de citocinas inflamatérias (OREL; TROP, 2014).

O potencial modulador da microbiota intestinal torna os prebidticos uma 6tima
alternativa coadjuvante ao tratamento de doencgas, cuja patogenia € influenciada por
alteracbes da microbiota intestinal, como a DIl. Estes podem estar presentes nos
ingredientes da dieta ou podem ser suplementados através de fontes exdgenas
(GIBSON; ROBERFROID, 1995). A maioria das substancias prebidticas sao
polissacarideos ndo amilaceos (PNA) que constituem as fibras dietéticas, indigeriveis
pelas enzimas de humanos, caes e gatos. Os PNAs podem ser soluveis ou insoluveis
em agua. Aqueles que compdem a parede celular dos vegetais s&o, portanto,
insoluveis e, constituem-se principalmente de celulose e hemicelulose. Ja aqueles que
compdem a parede celular do endosperma, constituem-se em sua maioria de PNAs
soluveis, como por exemplo, os B-1,3 e 3-1,4 glucanos presentes tanto nos cereais
como na aveia e trigo, como também em fungos como Ganoderma e Lentinula edodes
e bactérias (OREL; TROP, 2014).

O tamanho da molécula desses polissacarideos, seu grau de polimerizagao e
ramificacdo tem influéncia na capacidade de uma bactéria utiliza-lo ou ndo como fonte
de energia e tal habilidade pode ser diferente mesmo entre espécies do mesmo filo
(HOLSCHER, 2017).

Os B-glucanos sao polissacarideos formados por mondmeros de glicose unidos
por ligagdes lineares alternadas aos mondmeros de glicose (BROWN et al., 2003).
Estes polimeros de glicose s&o produzidos por uma variedade de plantas como, por
exemplo, aveia, cevada, algas-marinhas. Eles também constituem a parede celular de
algumas bactérias patogénicas (Pneumocystis carinii, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum, Candida albicans), fungos e
leveduras (Saccharomyces cerevisiae). Os 3-glucanos de origem bacteriana somente
apresentam ligagdes lineares 3-1,3 lineares entre seus monémeros (BROWN et al.,
2003) e os originarios de leveduras apresentam ligagcbes beta com unidades de
glicose unidas na posig¢ao 1,3 e cadeias laterais e, posigao beta 1,6 (HOLSCHER,

2017), que ocorrem em diferentes intervalos, tamanhos e formas moleculares variadas
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(MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008), aspectos ilustrados na Figura 1. Por sua vez,

na Tabela 2 estdo descritas as formas moleculares encontradas nas diversas fontes

€ Seus nomes usuais.

Figura 1. Diferentes estruturas dos B-glucanos. A) B-(1,3)-D-glucano linear; B) B-(1,3;1,4)-D-glucano linear; C) 8-
(1,3;1,2)-D-glucano com cadeia lateral ramificada; D) B-(1,4;1,6)-D-glucano com cadeia lateral ramificada; E) -
(1,3;1,6)-D-glucano com cadeia lateral ramificada; F) $-(1,3;1,6)-D-glucano com cadeia ramificada ramo-a-ramo;
G) B-(1,2)-D- glucano com cadela cncllca e H) B (1 3,1 ,6)-D-glucano com cadeia c:lcllca
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Tabela 2. Formas moleculares de B-glucanos de diferentes fontes e seus nomes usais. Fonte: Adaptado

de Barsanti et al.(2011).

Estrutura

Fonte

Nome comum

Linear -(1,3)-D-glucano

Linear B-(1,3;1,4)-D-glucano

Bactéria

Fungo

Liquen

Alga

Planta

Liquen
Alga

Planta

Agrobacterium spp.
Rhizobium spp.
Cellulomonas spp.
Bacillus spp.
Alcaligenes faecalis
Poria cocos
Stereocaulon ramulosum
Ramalina spp.
Cladonia spp.
Euglena spp.
Astasia longa
Pavlova mesolychnon
Peranema trichophorum
Vitis vinifera
Gossypium arboretum
Nicotiana alata
Cetraria islandica
Ulva lactuca
Monodus subterraneus
Micrasterias spp.
Hordeum vulgare
Avena sativa
Triticum vulgare
Equisetum arvense

Curdlana/Curdlano

Pachyman

Paramylon

Callose

Lichenina

B-(1,3;1,2)-D-glucano com cadeia lateral
ramificada

Bacteria

Streptococcus pneumonie tipo

37

B-(1,4;1,6)-D-glucano com cadeia lateral
ramificada

Fungo

Auricularia auricula-judae
Coriolus versicolor

Krestin

B-(1,3;1,6)-D-glucano com cadeia lateral
ramificada

Fungo

Pleurotus ostreatus
Lentinus edodes
Sclerotium rolfsii

Schizophyllum commune
Grifola frondosa

Pleuran
Lentinan
Scleroglucan
Schizophyllan
Grifolan

Alga

Phytium apinadermatum
Achyla bisexualis

Mycolaminarin

Chaetoceros miilleri
Ochramonas spp.
Haramonas dimorpha
Phaeodactylum tricornutum
Coscinodiscus nobilis
Thalassiosira pseudémona

Chrysolaminarin

Laminaria spp.
Eicenia spp.

Laminarina

B-(1,3;1,6)-D-glucano com cadeia ramificada
ramo-a-ramo

B-(1,2)-D-glucano com cadeia ciclica

B-(1,3;1,6)-D-glucano com cadeia ciclica

Fungo

Saccharomyces cerevisiae
Schizossaccharomyces
pombe
Aspergillus fumigatus

Bactéria

Bactéria

Candida albicans
Agrobacterium tumefaciens
Sinorhizobium meliloti
Rhizobium meliloti
Mesorhizobium loti
Brucella spp.
Bradyrhizobium japonicum
Rhizobium loti
Azorhizobium caulinodans
Azospirillum brasiliense

Estudos in vitro sugerem diferentes atividades de acordo com a origem e 0 peso

molecular do B-glucano. Em geral, aqueles de grande peso molecular, como o
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zymosan (componente insoluvel da parede celular de leveduras que contem glucana,
manose, proteina, gordura, glicosamina, fésforo e magnésio) e o B-(1,3;1,6)-D-
glucano originario da parede celular de levedura (PCL) de Saccharomyces cerevisiae
(190 a 200 quilodaltons) podem ativar leucdcitos e melhorar sua capacidade
antimicrobiana. Aqueles de peso molecular intermediario ou baixo (como glucano
fosfato) possuem efeitos imunomodulatérios conhecidos in vivo, mas ainda pouco
compreendidos. Ja aqueles com baixissimo peso molecular (como a laminarina com
peso molecular de 5,85 quilodaltons) sdo considerados inativos (AKRAMIENE et al.,
2007).

Além disso, quando PCL é oferecida, esta também €& composta por
mananoligossacarideos (MOS) em sua porgédo estrutural mais externa, os quais
também resultam em efeitos benéficos no sistema imunolégico quando entram em
contato com as bactérias intestinais (MIDDELBOS et al., 2007).

Conforme observado, os B-glucanos podem exercer seus efeitos diretamente
através de sua interacdo com receptores celulares. A Dectina-1 € o principal PRR para
glucanos e € amplamente expresso por mondcitos, neutréfilos, macrofagos alveolares
€ pouco expresso por células dendriticas e linfécitos T auxiliares de modo a influenciar
sua capacidade inflamatoéria (BARSANTI et al., 2011).

Ao longo de muitos anos, os glucanos foram, portanto, considerados potentes
ativadores da imunidade celular que exerce efeitos pré-inflamatérios contra patégenos
e ceélulas cancerosas (VETVICKA et al., 2019). Entretanto, o termo imunomodulador
€ o0 mais adequado diante dos recentes avancos da literatura cientifica que
observaram também efeito atenuador da resposta inflamatéria em doengas crbnicas
como, por exemplo, a DIl (HALLERT et al.,, 2003; RYCHLIK et al., 2013;
HEINSBROEK et al., 2015; SEGARRA et al., 2016; ZYLA et al., 2019).

Um estudo realizado por Zyta et al. (2019) demonstrou tal capacidade
imunomodulatéria quando a ingestao de B-glucano foi capaz de balancear a razao
entre citocinas pro e antinflamatérias em ratos com DIl induzida. Neste trabalho, o
prebidtico teve efeitos menos pronunciados naqueles animais com colén saudavel,
mas exerceram efeito antinflamatorio naqueles cujo colon estava inflamado e, assim
como Municio et al. (2013) que estudaram a ingestao de B-glucanos em humanos,

chegaram a concluséo de que os seus efeitos sdo dependentes do meio.
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As pesquisas com B-glucanos iniciaram-se no ultimo século, quando o seu
efeito imunomodulador foi descrito in vitro pela primeira vez por Pillemer; Ecker (1941),
e depois in vivo em humanos (BABINEAU et al., 1994; SARINHO et al., 2009;
TALBOTT; TALBOH, 2010) e em cées saudaveis por Zaine et al. (2014) e em caes
obesos por Ferreira (2016). Diversos estudos avaliaram os efeitos dos B-glucanos em
modelos animais com DIl. Na Tabela 3 esta apresentado um resumo dos principais
resultados e limitacdes de estudos em animais, humanos e modelos animais com DIl
tratados com [(-glucanos. Estudos cuja origem do [B-glucano e dose ndo foram

declarados foram excluidos da pesquisa.



Tabela 3. Estado da arte de estudos realizados até o momento com pacientes humanos, animais ou modelos animais com doenga inflamatéria intestinal que
receberam (-glucanos.

Referéncia Espécie Origem do @- Dose/frequéncia/tempo de Principais resultados Limitagcoes
glucano tratamento
Hallert et al. Humanoscom CU Farelo de 60 gramas por dia, durante 12 Aumento das concentragdes fecais de Numero .ar~nostral pequeno
L . . - .~~~ Composicdo do placebo ndo declarada
(2003) em remissao aveia semanas butirato, reducéo de dores abdominais . =
Dieta n&o controlada
Redugéo do CIBDAI (<3), melhora das
. ) alteracdes histopatolégicas, redugéo
Rychlik et al. Céaes com DIl B-glucano de 7mg/kg de peso  corporal, das concentragbes de IL-6, aumento
(2013) levedura durante 6 semanas )
de IL-10. Pacientes permaneceram
em remissao por 6 meses
Recuperagao da arquitetura colonica,
escore
Camundongos B-glucano 25 ou 5mg/kg, durante 2 . - .
Lee et al. om DIl induzida extraido de semanas (suplementagao iStopatologico  de - severidade da ) i 5igq
(2014) or DSS bactéria révia a indugéo) doenca. Aumento da expressao de IL-
p P ¢ 1B, IL-6 e IL-17A. Indugdo de
diferenciacao de células T reguladoras
B-glucano de . .
s Aumento do escore histopatolégico de
. Camundongos bactéria, . . -
Heinsbroek . . 1img por dia, durante 2 inflamagédo, TNF-a e CCL-2. Fosfato . .
com DIl induzida levedura e DIl induzida
et al. (2015) semanas de glucano somente aumentou as
por DSS fosfato de

glucano

concentragdes séricas de IL-10
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Segarra et al.
(2016)

B-glucano de

Caes com DIl
levedura

Spagnuolo et B-glucano de
al. (2017) Humanos com DC levedura

Zyta et al. Ratos com DIl B-glucano de
(2019) induzida aveia

26mg/kg, durante 180 dias

55mg/dia, durante 4 semanas

1% (baixo ou alto peso
molecular) durante 21 dias

Redugéao do CIBDAI, escore
histopatolégico de lesdo no grupo
tratado, mas sem diferenca entre os
grupos

Redugéo de dor, inchago abdominal e
flatuléncia

Reducgao da populagéo de linfécitos T
e linfocitos intraepiteliais e de lamina
propria. Redugéo da expressao génica
de citocinas proinflamatérias

Microbiota avaliada por polymerase chain

reaction (PCR). Tratamento ndo foi
individualizado: amido resistente, sulfato de
condroitina, B-glucano e

mananoligossacarideos

Tratamento néo foi individualizado: Biointol®
= B-glucano, inositol e enzimas digestivas +
mesalazina. Nao houve padronizagdo da
dieta

Ingestéo de B-glucano nao foi controlada.
DIl induzida por TNBS

Legenda: CU = colite ulcerativa; DC = doenga de chron; CIBDAI = canine inflammatory bowel disease activity index; DSS = dextran sulfate sodium; IL = interleucina; mg =
miligramas; kg = quilogramas; TNF-a= tumor necrosis fator alpha; TNBS = 2,4, 6-trinitrobenzene sulfonic acid; CCL-2 = C-C motif chemokine ligand 2 (monocyte chemoattractant
protein).



Até o presente momento, ndo foram realizados estudos que avaliaram os
efeitos da suplementacéo de B-glucanos de forma isolada na microbiota fecal de caes
com DII, especialmente no que se refere ao emprego da técnica de sequenciamento
de ultima geragado, associado a determinagdo das concentragdes de produtos da

fermentacao intestinal, bem como o comparativo com outro prebidtico.

3 MATERIAL E METODOS

Este foi um estudo clinico e randomizado, conduzido de acordo com os
principios éticos de experimentacéo animal sob aprovagdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais da FMVZ/USP (CEUA 1102270218), Conselho Hospitalar do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo
Paulo (HOVET/FMVZ USP) e ap6s prévia autorizagédo dos tutores dos caes incluidos

na pesquisa, conforme o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido disponibilizado.

3.1 ANIMAIS

No total, 30 animais candidatos foram triados para participarem do estudo.
Destes, 04 foram excluidos em fungdo do nao retorno dos proprietarios para
reavaliacao; outros 03 por problemas pessoais dos tutores; 01 animal veio a ébito; 01
cao desenvolveu doenca renal crbnica; 01 animal possuia corpo estranho em
estbmago detectado em endoscopia; 01 animal foi retirado por manifestar reagéo
alérgica cutanea e 01 tinha endoparasitas, os quais apresentaram resisténcia a
parasiticida de amplo espectro. Ao final, remanesceram 18 cdes com diagnéstico
confirmado por histopatolégico de doenga inflamatéria intestinal crénica na rotina do
HOVET/ FMVZ/USP. Os critérios de inclusdo estabelecidos foram: céaes
diagnosticados com DIl baseado em histopatologico intestinal, em fase controlada da
doenca (sinais clinicos minimos) para padronizar o estado inflamatério do intestino,
machos ou fémeas, adultos, sem outras afec¢gdes concomitantes, sem tratamento ou
tratados com medicamentos imunossupressores limitados a azatioprina ou
ciclosporina. Ja os critérios de exclusdao foram a presenca de outras doencas
associadas, necessidade de modificagdo do tratamento durante os periodos
experimentais e o recebimento de prebidtico, probidtico ou corticoide, nos 30 dias

prévios a inclusao no estudo.
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3.2 TRATAMENTOS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi composto por trés grupos experimentais: B-glucanos [n= 6; peso
corporal (PC)= 15,26+£12,38 kg; ECC=6+0,63; EMM= 310,00], Blend [(MOS + B-
glucanos) (n= 6; PC= 15,731+8,92 kg; ECC= 510,63; EMM= 2,8310,41)] e Controle
(n=6; PC= 10,5218,82 kg; ECC= 4,83+0,41; EMM= 2,671£0,52). Ambos receberam o
mesmo alimento comercial a base de proteina hidrolisada (Royal Canin
Hypoallergenic Canine Small Dog') cuja composigdo esta descrita na Tabela 4. Os
grupos suplementados com prebidticos (B-glucano ou blend) os receberam sob a
forma de p6 em capsula e em dose calculada para corresponder a 0,1% da quantidade
de alimento estimada (15mg por kg de peso corporal), portanto, para o produto
Macrogard® que possui em sua composi¢cdo 60% de B-glucano, o consumo de B-
glucano foi de 0,06% e, no tratamento com blend de prebidticos o consumo de B-
glucano foi de 0,025%.

O grupo placebo recebeu a mesma quantidade do préprio alimento
hipoalergénico triturado e administrado na forma de capsulas. O alimento triturado
(placebo) e os prebidticos foram manipulados em capsulas e administrados por via
oral aos animais uma vez ao dia. A manipulagcao das capsulas foi realizada na Forvets
— Farmacia de Manipulagdo Veterinaria.?

Para o inicio do estudo, a fim de padronizar a dieta fornecida, os animais
receberam o mesmo alimento coadjuvante do tipo hipoalergénico durante 30 dias, de
modo que a quantidade de alimento foi calculada de acordo com a necessidade
energética de manutencgao individual de cada paciente, estimada pela férmula 95 x
(peso corporal)®’> (NRC, 2006). Os responsaveis pelos caes foram instruidos a ndo
fornecerem petiscos durante os periodos experimentais e a fracionarem a alimentagao
em trés refei¢cdes diarias.

Dentro deste periodo de 30 dias, foi agendado um retorno com 15 dias para
reavaliacdo do peso corporal, exame fisico e anamnese detalhada em relagédo ao
manejo alimentar conduzido pelo tutor. Esta primeira avaliagdo também teve como
objetivo averiguar a necessidade de ajustes na quantidade de alimento caso o animal

apresentasse ganho ou perda de peso maior que 5% do seu peso inicial. Neste caso,

" Royal Canin do Brasil Industria e Comércio, Descalvado - SP
2 ForVets — manipulagéo veterinaria comércio e servigos Ltda., Sdo Paulo - SP.
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o alimento era, respectivamente, diminuido ou aumentado em 10%. Caso o animal
apresentasse alguma alteracao clinica ou de peso, novos retornos eram agendados e
as alteracgoes e intervengdes necessarias registradas.

Apods os 30 dias de consumo do alimento hipoalergénico padronizado, os
tutores foram orientados a trazer os animais para o HOVET-USP onde ocorreu a
coleta de fezes (avaliacdo pré-tratamento). Os animais foram randomizados em trés
grupos experimentais: B-glucano (A), blend (MOS + B-glucanos) (B) e placebo (C),
definidos por alguém alheio ao estudo, de modo que a administracdo das capsulas
ocorreu de maneira duplo-cega, ou seja, pesquisadores e proprietarios, durante os
periodos experimentais e analise dos dados, ndo souberam qual tratamento os
animais estavam recebendo.

Novos retornos foram agendados com intervalo aproximado de 20 dias até
completar 60 dias de recebimento de um dos trés tratamentos.

No inicio e ao final de cada periodo experimental os animais foram reavaliados
por meio de anamnese; exame fisico, incluindo determinagao do escore de condigcao
corporal (ECC) (LAFLAMME, 1997), escore de massa muscular (EMM) (MICHEL et
al., 2011), pesagem, coleta de sangue e coleta de fezes. Nesse momento também foi
avaliado o escore fecal.

Nos dias das coletas, caso o animal ndo defecasse no HOVET-USP, as
amostras fecais eram colhidas pelos tutores em suas casas com material estéril e
instrugdes fornecidas previamente e, eram congeladas imediatamente apds a coleta.

Além de todas as analises anteriores, apds cada periodo experimental, foi
atribuido o escore de atividade da doenca inflamatédria intestinal canina (CIBDAI)
(JERGENS et al., 2003) e o escore de atividade da enteropatia crénica (CCECAI)
(ALLENSPACH et al., 2007), para comparagao da evolugao clinica da doenga. Ambos
consistem na avaliagédo de seis variaveis gastrointestinais: atitude e atividade, apetite,
vOmito, consisténcia das fezes, frequéncia de defecacao e perda de peso. No método
CCECAI sao acrescentadas as variaveis: concentragdo sérica de albumina,
ocorréncia de prurido e presenca de ascite e/ou edema periférico. Nestes escores,
notas de 0 (sem alteracbes) a 3 (com alteragcdes severas) s&o aplicadas para
determinar a severidade das mencionadas manifestacdes clinicas que, ao final, sdo
somadas e classificadas. No caso do CIBDAI, nota final de 0 a 3 representa DIl de

pouco significado; 4 a 5 = DIl leve; 6 a 8 = DIl moderada e = 9 = DIl severa.
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Ja no caso do CIBDAI as interpretacdes sao iguais embora até a classificagcao
de DIl moderada e a graduacgao de nota 9 a 11 significa DIl severa e notas = 12 DI
muito severa.
A Figura 1 ilustra, de forma resumida, o protocolo experimental no decorrer dos

tempos de avaliagao.

Figura 2. Linha do tempo do protocolo experimental.

O T15 T30 T50 T70 T90
i A i . Coleta de fezes A i a A i - Coleta de fezes
Adaptacio e [ companhamento: N Apisp s N/ companhamento: companhamento: Anarmes_e
: o Exame fisico > Exame fisico
padronizacdo a dieta W Anamnese + exame [I4 Coleta de saneue [lr’Anamnese + exame [lLyAnamnese + exame [lf”  Coleta de sangue
’ _— CIBDAI e CCECAIL CIBDAI e CCECAI
T e fisico Inicio do tratamento fisico fisico

CIBDAI = escore de atividade da doenca inflamatéria intestinal canina; CCECAI = escore de

atividade da enteropatia crbnica; T0, 15, 30, 50, 70, 90 = tempo decorrido em dias.

3.3 HEMOGRAMAS E DOSAGENS BIOQUIMICAS SERICAS

Apods jejum alimentar de 12 horas foram colhidas amostras de 10mL de
sangue da veia jugular para realizacdo das analises laboratoriais: hemograma
(eritrograma e leucograma) com contagem de plaquetas, dosagem sérica de
creatinina, ureia, proteinas totais, albumina, atividade das enzimas
alaninaminotransferase e fosfatase alcalina, colesterol, triglicérides, cobalamina,
folato, SPEC cPL (Canine pancreas-specific lipase), cTLI (Canine tripsin-like
immunoreactivity) e PCR (proteina C reativa). As coletas de sangue e as analises
sanguineas foram realizadas de acordo com as metodologias do laboratério Idexx® e
do laboratério do HOVET/ FMVZ USP.

Os hemogramas foram realizados no Laborat6rio Clinico do Departamento de
Clinica Médica/lHOVET-FMVZ USP em contador eletronico, para uso veterinario, da
marca ABX Diagnostics, modelo ABC Vet*. Os hematdcritos foram determinados por
meio de tubos microcapilares e a contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada por
microscopia optica de esfregagos sanguineos, corados por panético rapido.

A creatinina sérica foi analisada por meio do emprego do kit Labtest®, pelo

método picrato alcalino. A atividade sérica da ALT e FA foram analisadas pelo

3 |dexx Laboratories, Inc., Sdo Paulo — SP, Brasil
4 Horiba Medical, Montpellier, Franca
5 Labtest, Lagoa Santa, Brasil
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emprego de kit comercial da marca Byossistems®, pelo método IFCC e IFCC/SEQC,
respectivamente. As analises de triglicérides foram realizadas com o emprego de kit
comercial da marca Byossistems®, pelo método enzimatico oxidase/peroxidase. As
analises de concentragao sérica de fosfatase alcalina foram realizadas por meio do kit
comercial Labtest®. A ureia sérica foi analisada com o kit comercial da marca Diasys’
pelo método enzimatico FS urease GLDH. A albumina, por sua vez, foi analisada com
o kit comercial da marca Labtest®, pelo método verde de bromocresol e as proteinas
totais por meio do kit comercial da marca Labtest®, pelo método do biureto.

As analises de folato, cobalamina e TLI canino foram realizadas com kits
comerciais da marca Siemens® pelo método de quimioluminescéncia. A proteina C
reativa foi realizada através de radioimunoensaio enzimatico por meio de kit comercial
do fabricante Gentian®. Por fim, as concentragées de Spec canina foram realizadas
com kit comercial da IDEXX Laboratories®, no equipamento Biotek pelo método de
ELISA.

3.4 AVALIACAO DAS FEZES

Nestas amostras foram analisadas as concentragcdes de lactato e identificagdo da
microbiota presente nas fezes pelo sequenciamento de ultima geragao lllumina. Ainda
em relagéo as fezes, foi solicitado que os tutores as classificassem a cada 20 dias, de
acordo com o escore de condigao fecal: 0 = fezes liquidas; 1 = com textura, porém
sem formato caracteristico; 2 = umidas, mas com formato fecal caracteristico; 3 =
macia, formada, superficie Umida (que deixa pequenos residuos no chao no momento
de recolher); 4 = fezes firmes, formadas e secas (sem residuos no chdo no momento
de recolher); e 5 = duras, secas e pequenas (CARCIOFI et al., 2008). Para esta
avaliacao, os tutores foram previamente treinados e receberam um material impresso,
plastificado e colorido com imagens de fezes representativas de cada escore (Figura
2).

6 Biosystem S.A., Barcelona, Espanha

7 Diasys — Diagnostic System, Holzheim, Alemanha
8 Siemens Healthineers, Erlangen, Alemanha

9 Gentian Diagnostics AS, Ostfold Moss, Noruega
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Figura 3. Material entregue aos proprietarios para a classificagdo do escore fecal.

Escore de Fezes (EF)

. 0 = fezes liquidas

3= fezes macias,
. formadas e imidas,
gue marcam o piso

4 = fezes bem

1 = fezes pastosas e “ formadas
sem forma

consistentes que
ndo marcam o piso

. 2 = fezes macias, mal
‘ 4 formadas e que assumem . . 5 =fezes bem
o formato do recipiente de b formadas, duras e

colheita SeCdy

Fonte: Carciofi et al. (2008).

3.4.1 Determinagao da populagcao fecal de bactérias pela tecnologia de

sequenciamento lllumina

As amostras a serem analisadas foram encaminhadas ao laboratoério da BPI
tecnologia, pesquisa e inovagao (Botucatu, Sdo Paulo — Brasil) e o DNA total de cada
amostra foi extraido utilizando o kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo
Research cod. D6005) de acordo com o protocolo do fabricante.

As reacgbes de PCR foram realizadas em volume final de 20uL, contendo 10uL
de GoTag® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL); 0,3uM de oligonucleotideo
foward e 0,3uM de oligonucleotideoi reverse, 1TuL de DNA genémico e agua ultrapura
estéril suficiente para 20uL. Para a amplificagao foram utilizados os primers descritos
na Quadro 1.

Quadro 1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do DNA.

I Sequéncia 5’-3’
\‘}25';: TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
\; f_; GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCTA AT

Legenda: | = iniciador
O programa de amplificagao consistiu em desnaturagao inicial a 94°C por 3 min,
seguida por 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55°C

por 1 min; extensao a 72°C por 1 min; e uma extensao final a 72°C por 10 min. As
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reacoes de amplificagado foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler
(Applied Biosystems). Apos reacao de amplificagdo de cada amostra, as amplificagdes
foram comprovadas através de eletroforese em gel de agarose 2% corado com
UniSafe Dye 0,03% (v/v) ~400bp (tamanho do amplicon).

Para a reacao de indexacgao, os indexadores foram inseridos nos adaptadores
comuns, que sao necessarios para a geracao de clusters e sequenciamento das
amostras. A reagao de indexagao foi realizada seguindo o protocolo do kit Nextera XT
Index (lllumina). O programa de amplificagdo consistiu em incubagéao a 72°C por 3
minutos, desnaturagéo inicial a 95°C por 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 por 5 minutos. As reagdes de amplificagao foram conduzidas em termociclador
Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).

As bibliotecas geradas foram submetidas as etapas de purificagdo utilizando
bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remogao de
fragmentos muito pequenos da populagéo total de moléculas e restos de primers.
Apds essa etapa, realizou-se a quantificagdo pela metodologia de PCR em Tempo
Real utilizando Kit KAPAKK4824 (Library Quantification Kit - lllumina/Universal), todos
de acordo com o protocolo do fabricante.

Gerou-se um pool equimolar de DNA, através da normalizagdo de todas as
amostras a 3nM, para realizagao do sequenciamento, o qual foi conduzido utilizando-
se o sistema lllumina MiniSeq de sequenciamento de nova geracdo (lllumina®

Sequencing) e kit MiniSeq Reagent Output MID 300 ciclos — leitura de 2 x 150pb.

3.4.2 Determinagao das concentragdes de acido latico nas fezes

As amostras de fezes foram coletadas em até 30 minutos apds a defecagao.
Apds serem entregues ao condutor do estudo, foram homogeneizadas e pesadas.
Para a quantificacdo, trés gramas das fezes foram diluidas em 09mL de agua
destilada. As misturas foram mantidas pelo prazo de sete dias em refrigerador,
homogeneizadas diariamente e, posteriormente, centrifugadas por 15 minutos a 15°C
em 5.000rpm, aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento, sendo
este procedimento repetido por trés vezes. Apds a extracdo, as amostras foram

identificadas e armazenadas em freezer (-15°C).
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O &cido foi mensurado segundo metodologia descrita por Pryce (1969), pelo
método de espectrofotometria a 565nm (500 a 570nm), utilizando branco reagente a
fim de calibrar o espectrofotdmetro (QUICKLab, DRAKE Eletrénica Comércio LTDA,
Sao José do Rio Preto — SP). As amostras foram quantificadas comparando-as com
padrao de acido latico a 0,08%. Estas analises foram realizadas no Laboratério
Multiusuario de Nutricdo Animal e Bromatologia do Departamento de Nutricao e
Producao Animal da FMVZ/USP.

3.5 COMPOSICAO DA DIETA E B-GLUCANO
A composicdo do alimento experimental e as caracteristicas fisico-quimicas dos

prebidticos encontram-se descritas, respectivamente, nas tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Composicdo nutricional e lista de ingredientes do alimento hipoalergénico utilizado.

Variavel g/1000 kcal

Umidade 27,16
Proteina 54,32
Extrato etéreo 34,57
Matéria fibrosa 4,94
Matéria mineral 26,91
Calcio (min.) 2,00
Calcio (max.) 2,99
Fosforo (min.) 1,58
Sédio (min.) 1,97

Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.816

Lista de ingredientes

Quirera de arroz, proteina hidrolisada de soja, gordura suina, gordura de frango, polpa de beterraba, 6leo de
soja refinado, 6leo de peixe refinado, 6leo de borragem, cloreto de sddio (sal comum), cloreto de potassio,
fosfato bicalcico, fosfato monocalcico, levedura seca de cervejaria, carbonato de calcio, sulfato de calcio, fruto-
oligossacarideos, extrato de marigold, sorbato de potassio, tripolifosfato de sddio, zeolita, vitaminas (A, E, D3,
C, B1, B2, B6, B12, PP), biotina, acido pantoténico, acido félico, cloreto de colina, sulfato de ferro, sulfato de
cobre, 6xido de manganés, 6xido de zinco, iodato de calcio, levedura enriquecida com selénio, cobre aminoacido
quelato, manganés aminoacido quelato, zinco aminoacido quelato, taurina, tirosina, DL-metionina,
palatabilizante a base de figado de frango, antioxidante (BHA).

Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas dos prebidticos.

B-glucano™

Glucanos g/100g (min) 60,0
Gordura g/100g (max) 18,0
Proteina (N x 6,25) g/100g (max) 8,0
Matéria mineral g/100g (max) 10,0
Solidos totais (%) >90,0
Capacidade de retengdo de agua 7,4
indice de solubilidade em agua 7.9

0 Macrogard®. Biorigin Brasil, Lengois Paulista, SP, Brasil
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Blend

B-glucano® (g/100g) 25,0
Mananooligossacarideos (MOS) (g/100g) 20,0
indice de solubilidade em agua MOS 100,0

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados através do programa computacional
Statistical Analysis System, versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA), sendo
previamente verificada a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (PROC
UNIVARIATE) e a homogeneidade das variancias comparadas pelo teste de Levine.
As variaveis referentes aos resultados hematolégicos, séricos, peso, ECC, EMM, EF,
CIBDAI e CCECAI foram analisadas por meio de um modelo misto que contemplou
os efeitos fixos de tratamento (A, B e C), tempo (TO e T60) e interagdo tratamento x
tempo, além do efeito aleatério de residuo. Todas as analises foram realizadas com
auxilio do procedimento PROC MIXED do programa SAS. Os dados foram submetidos
a ANOVA, e quando apresentaram diferencga, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Para avaliacdo da microbiota, as abundancias observadas para cada filo,
classe, familia e género e em cada animal foram avaliadas por meio de um Modelo
linear misto generalizado, considerando a distribuicdo binomial e utilizando a fungao
de ligacao logit. O modelo estatistico incluiu os efeitos fixos de tratamentos (A, B ou
C), tempos de avaliagao (TO ou T60), interagao tratamento x tempo, além do efeito
aleatério de animal. Como os mesmos animais foram avaliados em dois momentos
distintos, adotou-se estrutura de medidas repetidas nas mesmas unidades

experimentais.

4 RESULTADOS
4.1 ANIMAIS

Foram incluidos no estudo 18 cdes machos (n=8) e fémeas (n=10), com idade
média de 7,2 + 3,64 anos; peso corporal (PC) médio igual a 13,88 £+ 9,86 kg; ECC
meédio de 5,28 + 0,75; EMM médio de 2,83 + 0,38 e com diagndstico histopatoldgico
de doencga inflamatéria intestinal apds triagem dos diagnésticos diferenciais. Estes
foram distribuidos de forma duplo-cega aleatéria em trés grupos experimentais: A) -
glucano (n=6), B), blend (MOS + B-glucanos) (n=6) e, C) placebo (n=6). Na tabela 6
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estdo apresentadas as caracteristicas dos animais incluidos no estudo, diagnéstico e

grupo experimental.

Tabela 6. Descri¢cao dos animais recrutados para o estudo (identificagéo, raga, sexo, status reprodutivo

e diagndstico).

e o IDADE SEXO/ESTADO %
Identificagao RACA (anos) REPRODUTIVO DIAGNOSTICO TRAT.
Gastrite erosiva linfoplasmocitica
Animal 1 Shih tzu 9 Macho castrado discreta + duodenite erosiva crénica A
linfoplasmocitica severa
Animal 2 Dalmata 11 Fémea castrada Gastrlte e duode’nlte I|nf9plasm00|t|ca A
discreta + lleite e colite severa
Animal 3 Maltés 10 Macho castrado Gastrite + enterocolite A
linfoplasmocitica discreta
Animal 4 Borc!er 5 Macho castrado Gast'rlte'Ilnfoplasmoclzlltlca leve + A
collie duodenite linfoplasmocitica moderada
Animal 5 SRD 1 Fémea castrada Enterite I|nfopla§moc|t|ca/e03|nof|I|ca A
discreta
Animal 6 Pinscher 13 Fémea castrada Enterite linfoplasmocitica discreta A
Animal 7 Poodle 5 Macho castrado Gastlrltelllnfomtana d’|§cret§a N B
Duodenite linfoplasmocitica discreta
Duodenite linfoplasmocitica, discreta a
Animal 8 SRD 5 Fémea castrada moderada, difusa, com raros B
neutrofilos
Gastrite linfoplasmocitica discreta +
Animal 9 SRD 5 Fémea castrada colite linfoplasmocitica discreta + B
duodenite eosincfilica
West
. Highland Gastrite linfoplasmocitica discreta +
Animal 10 White 9 Macho castrado duodenite linfoplasmocitica moderada B
Terrier
Animal 11 Bfl:;?q%%ie 2 Macho castrado Duodenite linfoplasmocitica discreta B
Gastrite eosinofilica e
linfoplasmocitaria leve +
Animal 12 SRD 9 Fémea castrada duodenojejunite linfoplasmocitaria B
moderada e colite eosinofilica e
neutrofilica leve
Animal 13 Shih tzu 4 Fémea inteira Gastrite Illnfo.plasmomtlca' moderada * C
duodenite linfoplasmocitica severa
Animal 14 SRD 4 Fémea castrada Gas.trlte. linfocitaria Q|§c_retg * C
duodenite linfoplasmocitaria discreta
Animal 15 Lhasa 13 Fémea castrada Gastrite e duodgnlte linfoplasmocitica C
apso discreta
Animal 16 Go!den 8 Macho castrado Enterocolite linfoplasmocitica discreta C
retriever
Animal 17 %ﬂ;i%géie 5 Fémea castrada Jejunite linfoplasmocitica discreta C
Animal 18 Papillon 1 Macho castrado Duodenite e colite linfoplasmocitica c

moderada

Legenda: SRD = sem raga definida; Trat = tratamento; A = grupo B-glucano; B = grupo blend (MOS +

B-glucanos); C = placebo.

4.2 AVALIACAO FiSICA, ESCORES DE SEVERIDADE DE ENTEROPATIA E

CONCENTRACAO FECAL DE ACIDO LATICO

Uma vez que os animais selecionados para o estudo estavam em fase

controlada da doenga, todos apresentaram, em média, escore fecal adequado (entre
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3 e 4) e nao houve diferenga entre os tratamentos para esta variavel. No entanto,
houve diferenga para um dos escores empregados para avaliagdo da severidade da
enteropatia cronica (CIBDAI), para o qual observou-se efeito do tratamento na
reducao dos seus valores médios nos grupos A e B. Na Tabela 7 estdo apresentados
os resultados obtidos através do exame fisico, questionario de escore de enteropatia
(CIBDAI e CCECAI) e concentracdes de acido latico fecal dos grupos experimentais.

Todos os animais apresentaram ECC ideal (entre 4 e 5). Com relagao a esta
variavel, observou-se efeito do tratamento de forma que a maior média correspondeu

ao grupo A em comparacgao aos grupos B e C, os quais nio diferiram entre si.

Tabela 7. Médias e erro padrao da média das variaveis peso, ECC, EMM, EF, CIBDAI, CCECAI e concentragédo
de acido latico fecal.

Variaveis Tratamento EPM Valor de p
A B C Tratamento Tempo Tratamento*tempo
Peso (kg) 15,19 15,45 10,70 4,159 0,6685 0,5678 0,1458
ECC (1-9) 5,917 4918 4,838 0,229 0,0076 0,3555 0,7994
EMM (0-3) 3,00 2,83 2,75 0,177 0,1263 0,2900 0,6048
EF (0-5) 3,58 3,83 325 0,181 0,1039 0,1324 0,1837
CIBDAI 0,588 0,758 2,250 0,386 0,0084 0,3907 0,1939
CCECAI 1,75 1,50 2,66 0,696 0,4775 0,1940 0,1336
Acido latico (mmol/L) 4,34 4,43 3,41 1,294 0,8273 0,5588 0,3345

Legenda: ECC = escore de condi¢ao corporal; EMM = escore de massa muscular; EF = escore fecal;
CIBDAI = Canine IBD activity index ; CCECAI = Canine chronic enteropathy clinical activity index ;A =
grupo B-glucano; B = grupo blend (MOS + B-glucanos); C = placebo; EPM = erro padrdo da média.
Letras diferentes maiusculas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.3 INDICES HEMATIMETRICOS E ANALISES BIOQUIMICAS

Em geral, nenhum animal apresentou alteragdes nessas avaliagbes que
comprometessem a sua participagdo no estudo ou necessitasse de prescricdo de
farmacos que limitariam sua inclusdo no projeto. Os animais do grupo A
apresentaram, em média, concentracbes de fosfatase alcalina, triglicérides e
colesterol séricos acima do intervalo de referéncia para a espécie. No entanto, ao se
comparar com os resultados encontrados nos outros dois grupos experimentais, n&o
houve diferenca para as duas primeiras variaveis. Ja com relagdo ao resultado do
colesterol, os animais do grupo A apresentaram média superior aos demais grupos, o
grupo B média inferior e o grupo C valores intermediarios, sem diferir de A e B. O
grupo A foi o unico que apresentou concentragdo média de folato acima do intervalo

de referéncia, embora n&o fora observada diferenca entre os grupos.



51

De forma similar, os grupos A e C apresentaram concentragdes séricas de PCR
superiores ao intervalo de referéncia para a espécie, sem diferir do grupo B.

A contagem de plaquetas também apresentou diferenga entre os tratamentos,
com valores médios maiores no grupo A, menores no grupo B e valores intermediarios
no grupo C, de forma que este n&o diferiu dos demais.

Nenhuma variavel apresentou interacdo entre tempo e tratamento, com
excegao dos mondcitos (p=0,0226) cujas interagdes foram analisadas na sequéncia.

Com relagéo ao efeito do tempo dentro dos tratamentos, os cédes do grupo C
apresentaram valores meédios de contagem de mondcitos superiores no T60
(570,00+232,70/uL) em comparagao ao TO (366+£149,72/uL) (p=0,0331). Ja a relagao
do efeito dos tratamentos dentro do tempo evidenciou maiores contagens de
mondcitos no grupo A (832,67+339,94/uL) em relagdo aos grupos B
(392,00£160,03/puL) e C (366,73+1/uL49,72) no TO (p=0,0074) sem diferenga entre B
e C.



Tabela 8. Médias e erro padrao da média das variaveis bioquimicas, células leucocitarias e contagem de plaquetas dos trés grupos experimentais.

Variaveis Tratamento EPM Ref.! Valor de p
A B C Tratamento Tempo Tratamento*tempo
Albumina (g/dL) 3,92 412 3,56 0,176 2,3-3.8 0,1015 0,1082 0,8482
Proteina total (g/dL) 6,87 6,98 6,34 0,289 53-7.6 0,2744 0,4543 0,6651
ALT (UIL) 37,55 21,65 24,00 5,856 10-88 0,1513 0,1418 0,1880
Fosfatase Alcalina (UIL) 250,50 68,83 48,30 85,104 20-150 0,2143 0,6185 0,5766
Ureia (mg/dL) 32,60 29,40 39,27 4,835 20-40 0,3635 0,0265 0,1308
Creatinina (mg/dL) 0,92 1,01 0,83 0,072 0.7-1.4 0,2695 0,9872 0,8450
Triglicérides (mg/dL) 275,03 96,43 100,95 69,004 40-169 0,1381 0,9931 0,9888
Colesterol (mg/dL) 278,907 164,698 207,004 26,852 125-270 0,0273 0,9801 0,9469
Cobalamina (ng/L) 700,17 511,67 428,58 79,859 252-8367 0,0781 0,7180 0,9386
Folato (nmol/L) 4558 35,50 35,00 5,559 7-392 0,3420 0,1976 0,4427
PCR (mg/dL) 63,61 9,37 33,93 32,406 0-10 0,5108 0,1646 0,4455
Spec (ng/mL) 166,83 98,33 55,51 37,412 <200 0,1395 0,0494 0,1266
TLI (mcg/L) 30,66 24,25 21,41 4,918 9-50 0,4167 0,8689 0,0887
Leucocitos totais (/uL) 8.482,50  10.203,00  9.17500 851,060  ©-000-15.000 0,3679 0,4915 0,2606
Linfocitos (/uL) 1789,50 167942 216983 359310 1-200-5.000 0,6064 0,9219 0,3593
Mondcitos (/uL) 672,33 396,17 468,37 63,758 0-800 0,0129 0,6250 0,0226
Eosindfilos (/L) 347,50 592,00 543,00 164,290 0-1.300 0,5512 0,5671 0,2877
Baséfilo (/pL) 69,16 39,16 47,50 27,937 0-140 0,7394 0,5324 0,5025
Plaquetas (10%/uL) 473,08 280,678 407,338 41,422 200-600 0,0014 0,4776 0,5747

Legenda: ALT = alanina aminotransferase; PCR = proteina C reativa; Spec = canine pancreas-specific lipase; TLI = trypsin-like immunoreactivity;A= grupo [3-
glucano; B= grupo blend (MOS + B-glucanos); C= placebo; EPM = erro padrédo da média; 'Valores de referéncia segundo Kaneko (2008) exceto folato e
cobalamina; ?Valores de referéncia segundo Suchodolski; Steiner (2003); Letras diferentes maitsculas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).



4.4 MICROBIOTA FECAL

Apés andlise através da plataforma QIIME2 versdo 2020.2, foram geradas
3.938.167 sequéncias apos filtragem por qualidade, as quais foram agrupadas em
unidades operacionais taxonémicas (OTUS) utilizando-se 97% de similaridade. O
minimo e o maximo de sequéncias geradas foram de 65.059 e 162.772,
respectivamente, com média de 109.394 e desvio padrao de 2.2248,4. A contagem

de sequéncias e OTUS esta apresentada na Tabela 9 .

Tabela 9. Niumero de sequéncias e OTUS obtidas pelo sequenciamento lllumina.

Identificagao Contagem de sequéncias OTUS
Animal 1 TO 105.844 35,90
Animal 1 T60 131.088 57,80
Animal 2 TO 65.059 48,00
Animal 2 T60 104.749 44,00
Animal 3 TO 110.638 69,50
Animal 3 T60 144.658 80,90
Animal 4 TO 85.409 67,00
Animal 4 T60 79.551 62,00
Animal 5 TO 142.148 61,40
Animal 5 T60 89.769 57,00
Animal 6 TO 121.824 36,00
Animal 6 T60 124.832 44,00
Animal 7 TO 111.440 40,00
Animal 7 T60 101.192 36,90
Animal 8 TO 110.333 62,00
Animal 8 T60 110.980 42,00
Animal 9 TO 119.911 61,70
Animal 9 T60 101.830 52,60
Animal 10 TO 90.467 80,00
Animal 10 T60 85.997 44,70
Animal 11 TO 111.667 60,80
Animal 11 T60 97.359 51,00
Animal 12 TO 103.108 34,00
Animal 12 T60 162.772 61,90
Animal 13 TO 77.636 41,00
Animal 13 T60 68.183 44,00
Animal 14 TO 108.772 43,90
Animal 14 T60 137.119 56,80
Animal 15 TO 95.151 40,90
Animal 15 T60 105.279 49,80
Animal 16 TO 103.612 32,00
Animal 16 T60 147.242 68,00
Animal17 TO 115.463 57,60
Animal17 T60 118.435 84,60
Animal 18 TO 110.553 52,90
Animal 18 T60 138.097 68,50

Legenda: OTU = operacional taxa unit.
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4.4.1 Analise de filos

No total, dez filos foram identificados pelo sequenciamento nos trés grupos
experimentais. Destes, dois ndo foram caracterizados e trés ndo foram representados
em todos os momentos dos trés tratamentos e, portanto, ndo entraram em analise
estatistica. Foram eles os filos Euryarchaeota, Chlorroflexi e Tenericutes.

Apos a exclusdo, cinco filos bacterianos foram analisados em todas as
amostras, sendo que o filo Firmicutes apresentou a maior abundancia relativa média
(84%) e Bacteroidetes a menor (0,2%). O numero total de informagdes sobre cada filo
e 0 numero médio de sequéncias por total de amostras estdo apresentados na Tabela
10.

Tabela 10. Filos identificados pelo sequenciamento lllumina, numero de informagdes validas (N_INF),
média de sequéncias encontradas (MEDIA) e seus respectivos valores de desvio padrdo (DP) e
coeficiente de variagdo (CV), valores minimos (MiN) e maximos (MAX) das amostras de fezes dos
grupos A,Be C.

FILO N_INF MEDIA DP cv MiN MAX
Actinobacteria 35 0,1557 0,1944 124,8140 0,0001 0,6759
Bacteroidetes 26 0,0055 0,0172 313,2760 0,0001 0,0881
Firmicutes 36 0,8096 0,1894 23,3990 0,2430 0,9979
Fusobacteria 17 0,0045 0,0101 225,7320 0,0000 0,0403
Proteobacteria 36 0,0329 0,0602 182,8940 0,0001 0,2429

Legenda: A = grupo B-glucano; B = grupo blend (MOS + B-glucanos); C = placebo.

A partir da contagem destes filos, foi realizada a analise de varidncia (ANOVA)
na qual o modelo utilizado apontou efeito significativo da interagdo dos fatores tempo
(TO e T60) e tratamento (A, B e C). O desdobramento das interacdes esta descrito na
Tabela 11.

Tabela 11. Porcentagem média de sequencias dos filos encontrados pelo sequenciamento lllumina e
erro padrdo (EP) dos trés grupos experimentais (A, B e C) nos tempos T0 e T60.

FILO TRAT T0 T60
% Média EP % Média EP
A 3,44ra 3,82 0,79#0 0,91
Actinobacteria B 5,92Aa 6,41 4, 31Ap 4,75
C 2,57A0 2,88 14,6042 14,33
A 0,114p 0,10 0,31Aa 0,28
Bacteroidetes B 0,51Aa 0,46 0,004 0,00
C 0,11Aa 0,09 0,10ra 0,08
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A 84,58A0 5,63 90,6942 3,65
Firmicutes B 85,12/b 5,47 90,0642 3,86
C 88,7972 4,30 66,3440 9,64
A 0,0440 0,05 0,074a 0,09
Fusobacteria B 1,004 1,28 0,04Ab 0,05
C 0,00Ap 0,00 0,08Aa 0,09
A 0,90Ab 0,74 3,09Aa 2,48
Proteobacteria B 0,614a 0,50 0,38ABb 0,31
C 0,55%a 0,45 0,068 0,05

Legenda: TRAT. = tratamento; A= grupo B-glucano; B=grupo blend (MOS + B-glucanos); C = placebo.
Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maiuscula nao diferem entre si e,
médias em uma mesma linha e seguidas por uma mesma letra mindscula n&o diferem entre si pelo

teste de Tukey-Kramer (p<0,05).

Para todos os filos houve efeito de interagao entre tempo e tratamento, na qual
a dindmica dos tratamentos se desenvolveu de forma distinta de acordo com o tempo
de suplementacgao.

Com relacao ao filo Actinobacteria, houve reducao das suas populagdes nos
grupos A e B (-7% e -5%, respectivamente) e aumento no grupo C (468%).

Com relacdo ao filo Bacteroidetes, as suas populacées aumentaram no
tratamento A (182%), reduziram no B (-100%) e ndo apresentaram diferengas no C.

Com relagao ao filo Firmicutes, nos tratamentos A e B observou-se aumento de
sua populagao (7% e 6%, respectivamente), enquanto no tratamento C houve redugao
(-25%). Ja com relacao ao filo Fusobacteria, observou-se aumento nos grupos A e C
(75% e 8%, respectivamente) e redugdo no grupo B (-96%). Por fim, para o filo
Proteobacteria, o tratamento A resultou no aumento de suas populagdes (243%),
enquanto os tratamentos B e C as reduziram (-38% e -89%, respectivamente). De
forma geral, é possivel concluir ainda que, para os filos Fusobacteria e Proteobacteria
os tratamentos A e B, respectivamente, se comportaram de forma igual ao placebo.

Por outro lado, quando avaliado o efeito do tratamento dentro de cada tempo,
para todos os filos, exceto Proteobacteria, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos. Por sua vez, o filo Proteobacteria reduziu significativamente no T60 do
tratamento B.

A Figura 4 ilustra a porcentagem de microrganismos de cada filo nos tempos

estudados.
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Figura 4. Porcentagem de microrganismos dos filos Actinobacteria (a), Bacteroidetes (b), Firmicutes
(c), Fusobacteria (d) e Proteobacteria (€) nos tempos experimentais TO e T60.

Tempo*tratamento p <0,05
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Médias com a mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05); A=

grupo B-glucano; B= blend (MOS + B-glucanos); C = placebo.

4.4.2 Andlise de classes

No total, 17 classes bacterianas foram identificadas pelo sequenciamento das
amostras dos trés grupos experimentais. Destas, duas ndo foram caracterizadas e
sete ndo foram representadas em todos os momentos dos tres tratamentos e,
portanto, n&o entraram em analise estatistica. Foram elas as classes
Methanobacteria, Nitriliruptoria, Anaerolinae, Alphaproteobacteria,
Betaproteopacteria, Epsilonproteobacteria e Mollicutes.

Apds a exclusédo, oito classes bacterianas foram analisadas, sendo que a
Clostridia apresentou a maior abundéancia relativa média (38%) e a Actinobacteria, a
menor (0,08%). O numero total de informagdes sobre cada classe e o nUmero médio

de sequéncias por total de amostras estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Classes identificadas pelo sequenciamento lllumina, nimero de informag6es validas (N_INF), média
de sequéncias encontradas (MEDIA) e seus respectivos valores de desvio padréo (DP) e coeficiente de variagéo
(CV), valores minimos (MIN) e maximos (MAX).

CLASSE N_INF MEDIA DP cv MiIN MAX
Actinobacteria 29 0,0124 0,0340 272,98 0,0000 0,1501
Coriobacteriia 32 0,1590 0,1944 122,22 0,0001 0,6758
Bacteroidia 26 0,0055 0,0172 313,28 0,0001 0,0881
Bacilli 35 0,3928 0,2944 74,96 0,0004 0,9029

Clostridia 36 0,4021 0,2334 58,04 0,0654 0,9739
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Erysipelotrichi 34 0,0272 0,0799 294,40 0,0001 0,4601
Fusobacteriia 17 0,0045 0,0101 225,73 0,0000 0,0403
Gammaproteobacteria 34 0,0347 0,0615 177,39 0,0001 0,2429

Apos a eliminacao dos valores iguais a zero e realizagao de analise de variancia
(ANOVA), o modelo utilizado apontou efeito de interagao dos fatores tempo (TO e T60)

e tratamento (A, B e C). O desdobramento das interagdes esta descrito na Tabela 13.

Tabela 13. Porcentagem média de sequencias das classes encontradas por meio do sequenciamento
lllumina e erro padrao (EP) dos trés grupos experimentais (A, B e C) nos tempos T0 e T60.

CLASSES TRAT T0 T60
% Média EP % Média EP
Actinobacteria
A 0,132 0,12 0,0340 0,03
Actinobacteria B 0,10%a 0,10 0,004p 0,00
C 0,04Ab 0,04 0,187a 0,17
A 1,15Ab 1,59 1,814a 2,47
Coriobacteriia B 1,92Aa 2,42 1,45A0 1,83
C 3,0140 4,05 12,4142 15,10
Bacteroidetes
A 0,114b 0,10 0,314a 0,28
Bacteroidia B 0,514a 0,46 0,00%0 0,00
C 0,11Aa 0,09 0,10ra 0,08
Firmicutes
A 40,6370 15,52 43,10ra 15,78
Bacilli B 8,58Ab 4,67 51,8642 14,87
C 46,29ra 15,99 25,53A0 12,23
A 27,4680 5,13 36,5342 5,97
Clostridia B 58,0742 5,81 33,7740 5,33
C 38,92ABa 6,12 33,9640 5,78
A 1,50A2 0,99 0,338 0,22
Erysipelotrichi B 0,344a 0,22 0,098 0,06
C 0,984b 0,65 2,57ha 1,69
Fusobacteria
A 0,04Ab 0,05 0,07Aa 0,09
Fusobacteriia B 1,00Aa 1,28 0,043 0,05
C 0,0040 0,00 0,087a 0,09
Proteobacteria
A 0,8670 0,71 2,95Aa 2,39
Gammaproteobacteria B 0,594 0,46 0,38Ab 0,29
C 0,527a 0,43 0,07A0 0,06

Legenda: TRAT. = tratamento; A= grupo B-glucano; B= grupo blend (MOS + B-glucanos); C= placebo.
Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maiuscula nao diferem entre si e,
médias em uma mesma linha e seguidas por uma mesma letra mindscula n&o diferem entre si pelo
teste de Tukey-Kramer (p<0,05).
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Para todas as classes houve efeito de interagao entre tempo e tratamento, na
qual a dindmica dos tratamentos se desenvolveu de forma distinta de acordo com o
tempo de suplementacdo, de forma que a classe Actinobacteria se comportou em
conformidade com seu filo, ou seja, as suas populagdes reduziram ao longo do tempo
nos tratamentos A e B (-77% e -100%, respectivamente) e, aumentaram no tratamento
C (350%).

Ja a classe Coriobacteria, também pertencente ao filo Actinobacteria, por sua
vez, apresentou aumento das suas populagdes nos tratamentos A e C (57% e 312%,
respectivamente), ou seja, o tratamento A se comportou de forma igual ao placebo e
estas populagdes reduziram com o tratamento B (-24%). Portanto, o tratamento B foi
0 Unico capaz de interferir nas concentragdes desta classe bacteriana ao longo do
tempo.

A classe Bacteroidia também se comportou em conformidade com o seu filo
Bacteroidetes, com aumento da populagdo no tratamento A (182%), redu¢do no B
(100%) e sem alteragdes no C.

A classe Bacilli também se comportou em conformidade com seu filo
Firmicutes, com aumento da sua populagcédo nos tratamentos A e B (6% e 504%,
respectivamente) e redugao no tratamento C (-45%). Por outro lado, para a classe
Clostridia, 0 mesmo nao ocorreu, ou seja, as suas populagdes aumentaram somente
no tratamento A (33%), enquanto o tratamento B comportou-se de forma igual ao
controle (tratamento C) com reducdo das suas populagdes (-42% e -13%,
respectivamente). Ainda com relagdo as classes pertencentes ao filo Firmicutes, a
populacao da classe Erysipelotrichi foi controlada/reduzida com os tratamentos A e B
(-78% e -73%, respectivamente). J& com o tratamento C, ela aumentou (162%).

Com relagao a classe Fusobacteriia, houve aumento das suas populagdes ao
longo do tempo nos tratamentos A e C (75% e 8%, respectivamente), de forma que o
tratamento A se comportou de forma igual ao placebo e, observou-se redugdo dessa
classe bacteriana com o tratamento B (-96%).

Por fim, as bactérias da classe Gammaproteobacteria comportaram-se em
concordancia com o filo Proteobacteria, aumentando as suas populacdes com o
tratamento A (243%) e reduzindo com o tratamento B e C (-36% e -86%,
respectivamente), de forma que o tratamento B nao diferiu do tratamento C ao longo

do tempo.
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Em Jdltima analise, ndo foram observadas diferencas com relagdo ao
comportamento dos tratamentos dentro de cada tempo para todas as interagdes, com
excegao da classe Clostridia onde, no tempo T0, os animais do grupo B apresentaram
maiores populagcdes desta bactéria e os do grupo A, apresentaram menores
populagdes. O grupo C nédo diferiu dos demais para esta variavel. Outra diferenca
nesta interacao foi observada na classe Erysipelotrichi onde, as suas concentragdes
foram maiores no tratamento C, menores no tratamento B e apresentou valores
intermediarios no tratamento A sem diferir de B e C.

A Figura 5 ilustra a porcentagem de microrganismos de cada classe nos tempos

estudados.

Figura 5. Porcentagem de microrganismos das classes Actinobacteria (a), Coriobacteriia (b),
Bacteroidia (c), Bacilli (d), Clostridia (e), Erysipelotrichi (F), Fusobacteria (g) e Gammaproteobacteria
(h) nos tempos experimentais TO e T60.
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Médias com a mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05); A=

grupo B-glucano; B= grupo blend (MOS + B-glucanos); C = placebo.

4.4.3 Analise de familias
Um total de 48 familias foram identificadas pelo sequenciamento das amostras

dos trés grupos experimentais. Destas, cinco nao foram caracterizadas e 32 nao foram
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representadas em todos os momentos dos trés tratamentos e, portanto, ndo entraram
em analise estatistica. Foram elas as familias Brevibacteriaceae, Corynebacteriaceae,
Dermabacteraceae, Microbacteriaceae,  Micrococcaceae, Bifidobacteriaceae,
Euzebyaceae, Paraprevotellaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae,
Rikenellaceae, Anaerolinaceae, Bacillaceae, Staphylococcaceae, Gemellaceae,
Carnobacteriaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae, Turicibacteraceae,
Mogibacteriacea, Tissierellaceae, Eubacteriaceae, Peptococcaceae, Veillonellaceae,
Methylobacteriaceae, Alcaligenaceae, Comamonadaceae, Campylobacteraceae,
Succinivibrionaceae, Moraxellaceae e Mycoplasmataceae.

Apos a exclusao, 13 familias bacterianas foram analisadas, sendo que a familia
Lachnospiraceae apresentou a maior abundancia relativa média (24%) e a
Pseudomonadaceae a menor (0,01%). O numero total de informagdes sobre cada filo

e 0 numero médio de sequéncias por total de amostras estdo descritos na Tabela 14.

Tabela 14. Familias identificadas pelo sequenciamento lllumina, nimero de informagdes validas
(N_INF), média de sequéncias encontradas (MEDIA) e seus respectivos valores de desvio padréo (DP)
e coeficiente de variacdo (CV), valores minimos (MIN) e valores maximos (MAX).

FAMILIAS N_INF MEDIA DP cv MIN MAX
Actinobacteria
Actinomycetaceae 22 0,0002 0,0003 114,5770 0,0000 0,0010
Coriobacteriaceae 32 0,1590 0,1944 122,2190 0,0001 0,6758
Bacteroidetes
Bacteroidaceae 23 0,0035 0,0077 219,9770 0,0000 0,0353
Firmicutes
Enterococcaceae 22 0,0829 0,1902 229,3470 0,0001 0,6713
Streptococcaceae 35 0,3017 0,3097 102,6660 0,0002 0,9019
Clostridiaceae 36 0,0986 0,1406 142,5350 0,0001 0,5948
Lachnospiraceae 36 0,2808 0,2240 79,7810 0,0061 0,8970
Peptostreptococcaceae 25 0,0289 0,0591 204,2970 0,0001 0,2743
Ruminococcaceae 19 0,0011 0,0023 209,9470 0,0000 0,0100
Erysipelotrichaceae 34 0,0272 0,0799 294,3970 0,0001 0,4601
Fusobacteriaceae 17 0,0045 0,0101 225,7320 0,0000 0,0403
Enterobacteriaceae 32 0,0367 0,0628 171,0930 0,0000 0,2422
Pseudomonadaceae 26 0,0002 0,0002 107,9700 0,0000 0,0007

Apos a eliminagao dos valores iguais a zero e realizag&do de analise de variancia
(ANOVA), o modelo utilizado apontou efeito da interagao dos fatores tempo (TO e T60)

e tratamento (A, B e C). O desdobramento das interagcdes esta descrito na Tabela 15.
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Tabela 15. Porcentagem média de sequéncias de familias identificadas pelo sequenciamento lllumina
e erro padrdo (EP) dos trés grupos experimentais (A, B e C) nos tempos T0 e T60.

FAMILIAS TRAT T0 T60
% Média EP % Média EP
Actinobacteria
A 0,014a 0,00 0,03Aa 0,01
Actinomycetaceae B 0,02Aa 0,01 0,01Ap 0,00
C 0,02Aa 0,01 0,014a 0,01
A 1,16AP 1,73 1,82hAa 2,69
Coriobacteriaceae B 1,93Aa 2,64 1,45Ab 2,00
C 3,08Ab 4,51 12,69Aa 16,71
Bacteroidetes
A 0,12Ab 0,12 0,37Aa 0,35
Bacteroidaceae B 0,354 0,33 0,0140 0,01
Cc 0,05#0 0,05 0,05%a 0,05
A 0,014Ab 0,01 0,52Aa 0,83
Enterococcaceae B 0,43A= 0,89 0,13Aa 0,33
C 3,93Ra 5,59 0,55Ap 0,81
A 7,90Aa 8,14 3,7140 4,00
Streptococcaceae B 4,750 4,68 51,24Aa 25,86
C 35,6441a 25,65 9,57Ab 9,68
A 2,95Aa 2,53 2,18Ab 1,88
Clostridiaceae B 1,23A0 0,99 4,06Aa 3,19
C 2,9140 2,50 6,404 5,30
A 19,38Ap 7,07 29,094a 9,33
Lachnospiraceae B 50,0542 10,47 15,1640 5,39
C 20,55%a 7,39 12,7140 5,02
A 0,8540 0,82 1,134a 1,08
Peptostreptococcaceae B 0,74Aa 0,71 0,06Ab 0,06
Cc 0,55%a 0,58 0,064° 0,06
A 0,03Aa 0,02 0,02Aa 0,01
Ruminococcaceae B 0,18Aa 0,13 0,01Ap 0,00
C 0,04Aa 0,04 0,054a 0,04
A 1,50A2 1,08 0,334Bb 0,24
Erysipelotrichaceae B 0,35%a 0,24 0,098 0,06
C 0,9840 0,71 2,57Aa 1,83
A 0,04Ab 0,06 0,07Aa 0,11
Fusobacteriaceae B 1,004a 1,53 0,0440 0,06
C 0,004a 0,01 0,084 0,10
A 0,85/0 0,83 2,93Ab 2,82
Enterobacteriaceae B 0,45%a 0,41 0,29Ab 0,27
C 0,46ra 0,45 0,07Ab 0,06
A 0,01Ab 0,00 0,02Aa 0,01
Pseudomonadaceae B 0,02Aa 0,01 0,01Aa 0,01
C 0,014a 0,00 0,01Aa 0,00
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Legenda: TRAT. = tratamento; A= grupo B-glucano; B=grupo blend (MOS + B-glucanos); C = placebo.
Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maiuscula nao diferem entre si e,
médias em uma mesma linha e seguidas por uma mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey-Kramer (p<0,05).

Para todas as familias houve efeito de interacédo entre tempo e tratamento, na
qual a dindmica dos tratamentos se desenvolveu de forma distinta de acordo com o
tempo de suplementacdo de forma que, ndo houve diferenca na populagcado de
Actinomycetaceae nos tratamentos A e C ao longo do tempo e, o tratamento A se
comportou de forma igual ao placebo. Por outro lado, no tratamento B observou-se
reducao da populagéo desta familia ao longo do tempo (-50%).

As populacgdes de Coriobacteriaceae e Fusobacteriaceae comportaram-se de
forma equivalente, de modo que as bactérias de ambas aumentaram ao longo do
tempo nos tratamentos A (132% e 75%, respectivamente) e C (312% e 8%). O
tratamento A resultou em mesmo efeito que o placebo e, o tratamento B resultou na
reducao das populagdes de ambas as familias (-25% e — 96%, respectivamente).

Com relacao a familia Bacteroidaceae, observou-se aumento de sua populagao
no tratamento A (208%), redugéo no tratamento B (-97%) e auséncia de mudangas no
tratamento C.

Com relacao a familia Streptococcaceae, observou-se reducédo das bactérias
nos tratamentos A e C (-53% e -73%, respectivamente), de forma que o tratamento A
se comportou igual ao placebo e houve aumento desta familia com o tratamento B
(978%).

A populacédo da familia Clostridiaceae reduziu com o tratamento A (-26%) e
aumentaram com os tratamentos B e C (230% e 120%), de forma que, neste caso, o
tratamento B se comportou de forma igual ao placebo para esse taxon.

Com relacdo as familias Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae e
Enterobacteriaceae, observou-se aumento das populagdées com o tratamento A (50%,
33% e 245%, respectivamente) e redugao com os tratamentos B e C (-70%, -92% e -
35%), de forma que o tratamento B se comportou de forma igual ao placebo.

Ja para a familia Ruminococcaceae, o tratamento A nao interferiu na sua
populagdo assim como o placebo. Entretanto, o tratamento B (-94%) reduziu a

populagao ao longo do tempo.
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A populagao de Erysipelotrichaceae foi influenciada pelos tratamentos com
prebidticos (A e B) de forma que estes reduziram estes microrganismos (-74% e -78%,
respectivamente), mas o contrario ocorreu para o tratamento C onde observou-se
aumento (162%).

Por fim, com relagcado a familia Pseudomonadaceae, o tratamento A aumentou
a sua populagao bacteriana ao longo do tempo (100%), enquanto os tratamentos B e
C nao interferiram nesta populagéo ao longo do tempo, de forma que B apresentou o
mesmo comportamento que o placebo.

Em analise final, com relagdo ao comportamento dos tratamentos dentro de
cada tempo, nao foram observadas diferengas em todas as interagdées, com excecao
ao comportamento do tratamento para a familia Erysipelotrichaceae no tempo T60, o
qual apresentou valores intermediarios entre os tratamentos B e C sem diferir de
ambos.

A Figura 6 ilustra a porcentagem de microrganismos de cada familia nos

tempos estudados.
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Figura 6. Porcentagem de microrganismos das familias Actinomycetaceae (a), Coriobacteriaceae (b),
Bacteroidaceae (c), Gammaproteobacteroidaceae (d), Streptococcaceae (e), Clostridiaceae (f),
Lachnospiraceae (g), Peptostreptococcaceae (h), Ruminococcaceae (i), Erysipelotrichaceae (j),
Fusobacteriaceae (k), Enterobacteriaceae (l) e Pseudomonadaceae (m) nos tempos experimentais TO
e T60.
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Médias com a mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05); A=

grupo B-glucano; B= grupo blend (MOS + -glucanos); C = placebo.
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4.4.4 Analise de géneros

Um total de 101 géneros foram identificadas pelo sequenciamento das
amostras dos trés grupos experimentais. Destes, 21 ndo foram caracterizados e néo
foram representados em todos os tempos e tratamentos e, portanto, foram excluidos
da andlise estatistica. Outros 65 géneros identificados também ndo foram
representados em todos os tempos e tratamentos e, por isso, a comparagao
estatistica ndo foi possivel e assim foram retirados da analise. A populagao total dos
géneros sequenciados pode ser observada na Figura 14 (Anexo A).

Apoés a exclusdo, 15 géneros apresentaram valores validos nos grupos para
entrar em analise de modo que o género Streptococcus apresentou a maior
abundancia relativa média (18%) e o género Pseudomonas a menor (0,01%).

O numero total de informagdes sobre cada género e o numero médio de

sequéncias por total de amostras estdo descritos na Tabela 16.

Tabela 16. Géneros identificados pelo sequenciamento lllumina, nimero de informagdes validas (N_INF), média
de sequéncias encontradas (MEDIA) e seus respectivos valores de desvio padréo (DP) e coeficiente de variagéo
(CV), valores minimos (MIN) e maximos (MAX).

GENERO N_INF_MEDIA DP cv MiN MAX

Actinobacteria
Actinomyces 22 0,0002 0,0003 110,7360 0,0000 0,0009
Collinsella 32 0,1554 0,1950 125,5160 0,0001 0,6758

Bacteroidetes
Bacteroides 23 0,0035 0,0077 219,9770 0,0000 0,0353

Firmicutes
Enterococcus 21 0,0835 0,1878 224,9230 0,0001 0,6602
Streptococcus 35  0,3016 0,3099 102,7460 0,0002 0,9019
Clostridium 35  0,0911 0,1394 153,0150 0,0002 0,5933
Lachnospiraceae;__ 20 0,0019 0,0016 84,8390 0,0003 0,0061
f _Lachnospiraceae;g_ 30 0,0050 0,0054 109,4270 0,0002 0,0189

Blautia 36  0,1665 0,1694 101,7830 0,0034 0,7602

Dorea 34  0,0444 0,0526 118,6660 0,0011 0,2083

Ruminococcus 36  0,0627 0,1086 173,1490 0,0015 0,5438
Peptostreptococcaceae; 19 0,0122 0,0189 154,5920 0,0001 0,0636
f__Erysipelotrichaceae;g__ Clostridium 22 0,0066 0,0085 129,8150 0,0001 0,0267
[Eubacterium] 28  0,0015 0,0022 147,2700 0,0000 0,0077

f _Enterobacteriaceae; 32 0,0367 0,0627 171,0640 0,0000 0,2422
Pseudomonas 25  0,0002 0,0002 106,4030 0,0000 0,0007

Apos a eliminacao dos valores iguais a zero e realizagao de analise de variancia

(ANOVA), o modelo utilizado apontou efeito significativo da interacdo dos fatores
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tempo (TO e T60) e tratamento (A, B e C). O desdobramento das interagdes esta

descrito na Tabela 17.

Tabela 17. Porcentagem média de sequéncias de géneros identificados pelo sequenciamento lllumina
e erro padréo (EP) dos trés grupos experimentais nos tempos T0 e T60.

GENERO TRAT. TO T60
% Média EP % Média EP
Actinobacteria
A 0,014a 0,00 0,034 0,01
Actinomyces B 0,02Aa 0,01 0,01Ap 0,00
C 0,02ra 0,01 0,014a 0,01
A 0,71Ab 1,07 0,96%a 1,44
Collinsella B 1,86A2 2,56 1,41A0 1,95
C 3,0640 4,50 12,4872 16,55
Bacteroidetes
0,1240 0,12 0,374a 0,35
Bacteroides B 0,354 0,33 0,01Ab 0,01
0,054a 0,05 0,05%a 0,05
Firmicutes
A 0,02Ap 0,03 1,1642 2,06
Enterococcus B 0,404= 0,83 0,12Aa 0,31
C 3,68ra 5,20 0,4940 0,71
A 7,307a 7,67 3,390 3,72
Streptococcus B 4,7500 4,75 51,24ra 26,22
C 35,6442 26,00 9,57Ab 9,81
A 1,79Ab 1,55 1,93Aa 1,68
Clostridium B 1,06Ab 0,86 3,51Aa 2,78
C 2,29m0 1,98 6,514 5,39
A 0,0870 0,03 0,17Aa 0,07
f__Lachnospiraceae;__ B 0,194a 0,11 0,114a 0,08
C 0,07Aa 0,04 0,09Aa 0,05
A 0,15R0 0,07 0,25k 0,12
f__Lachnospiraceae;g_ B 1,07Aa 0,47 0,24Ab 0,11
C 0,18A0 0,10 0,214a 0,12
A 12,1670 4,78 13,6642 5,28
Blautia B 32,57Aa 9,11 6,38A0 2,48
C 8,62Aa 3,63 7,76A0 3,21
A 1,3540 0,66 6,84Aa 3,18
Dorea B 4,30ha 2,05 3,95A0 1,89
C 1,8642 0,91 1,57A0 0,77
A 1,92Ab 1,15 5,44ha 3,14
Ruminococcus B 5,17Aa 2,77 2,81Ab 1,54
C 3,844Aa 2,25 0,6940 0,42
A 1,3642 1,55 0,20A0 0,23
f__Peptostreptococcaceae; B 0,294a 0,27 0,05Ab 0,05
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(o] 0,374a 0,49 0,21A0 0,27

A 0,064° 0,04 0,137a 0,08

Eubacterium B 0,094a 0,05 0,02Ab 0,01

(o] 0,05%0 0,03 0,087a 0,05

A 0,85/ 0,83 2,93Aa 2,82

f__Enterobacteriaceae;_ B 0,45%a 0,41 0,2940 0,27
(o] 0,46ra 0,45 0,07Ap 0,06

A 0,014p 0,00 0,02Aa 0,01

Pseudomonas B 0,02A= 0,01 0,01Aa 0,01

Cc 0,01Aa 0,00 0,01Aa 0,00

Legenda: TRAT. = tratamento; A= grupo B-glucano; B= grupo blend (MOS + 3-glucanos); C = placebo.
Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maiuscula ndo diferem entre si e
médias em uma mesma linha e seguidas por uma mesma letra mindscula néo diferem entre si pelo

teste de Tukey-Kramer (p<0,05).

4.4.5 indices de diversidade

As medidas ecoldgicas de alfa e beta diversidade estdo descritas a seguir.

Com relagédo a alfa-diversidade, a Figura 7 ilustra as curvas de rarefagao
construidas ao nivel de 97% de similaridade e indica o esfor¢go do sequenciamento,
que tendeu a estabilizacdo com, aproximadamente, 10000 leituras e indica que o
esforco amostral foi suficiente para a avaliagdo da comunidade bacteriana nos
momentos avaliados.

E possivel observar ainda, que existem diferencas no numero de OTUS
identificados para cada grupo, de forma que as amostras do grupo C apresentaram
menor diversidade e as amostras dos grupos A e B, maior diversidade de OTUS.
Essas diferengas foram avaliadas de forma mais aprofundada a partir do Shannon
Index, o qual avalia tanto a abundancia quanto a equitatividade da populacao
bacteriana. Os seus valores foram comparados entre os grupos experimentais e a

analise esta descrita na Tabela 18.
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Figura 7. Diversidade alfa - curva de rarefagdo das unidades operacionais taxonémicas
(observed_otus) em fungdo do numero de ciclos de sequenciamento dos trés grupos experimentais (A,
B e C) nos tempos TO e T60.

60 =0 ATO
=0 AT60
55 — 5— ——— = =@ BTO
. :lﬁr =0 BT60
F =@ CTO
454 / =0 CT60
i I —
40+ e -

observed_otus
w
b
1

0 T T T T T T T T T T T T T T )
-10000 -5000 o 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000 55000 60000 65000 70000
Sequencing Depth

Legenda: A= grupo B-glucano; B= grupo blend (MOS + B-glucanos); C= placebo.

Tabela 18. Média e erro padrao da média (EP) do indice de alfa-diversidade Shannon dos trés grupos
experimentais (A, B e C) nos tempos TO e T60.

Tempo
TRAT T0 T60
Média EP Média EP
A 2,340 0,28 2,87 0,28
Shannon Index B 2,647 0,28 2,297 0,28
C 2,48 0,28 2,727 0,28

Legenda: TRAT. = tratamento; A= grupo B-glucano; B= grupo blend (MOS + -glucanos); C = placebo.
Médias em uma mesma coluna e seguidas por uma mesma letra maiuscula ndo diferem entre si e
médias em uma mesma linha e seguidas por uma mesma letra mindscula nao diferem entre si pelo

teste de Tukey-Kramer (p<0,05).

A analise do indice de alfa-diversidade Shannon demonstrou interacdo entre
tempo e tratamento (p<0,05). Ao desdobramento, somente o tratamento A produziu
aumento dos valores médios desta variavel, ou seja, que o consumo de 0,1% de B-
glucano durante 60 dias aumentou a diversidade e a equidade microbiana.

Os resultados desta variavel também se encontram ilustrados na Figura 8.
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Figura 8. indice de diversidade Shannon em fungdo do nimero de ciclos de sequenciamento dos trés
grupos experimentais nos tempos TO e T60.
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Legenda: A= grupo B-glucano; B=grupo blend (MOS + B-glucanos); C = placebo.

A beta diversidade, por sua vez, avaliada por meio de analise de coordenadas
principais (PCoA) 3D realizada pelo programa QIIME (Figura 9), demonstrou
tendéncia ao agrupamento dos tratamentos experimentais no mesmo eixo e, portanto,
pouca variagao taxondmica entre os ambientes intestinais estudados, justificavel pelo
fato dos animais avaliados serem da mesma espécie, possuirem a mesma doenca e

em fase controlada, bem como sob consumo da mesma dieta.

Figura 9. Analise tridimensional de componentes principais com os dados absolutos obtidos pelo
sequenciamento das amostras dos trés grupos experimentais.
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Legenda: A= grupo B-glucano; B= grupo blend (MOS + B-glucanos); C = placebo.
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5 DISCUSSAO

Todos os animais selecionados apresentavam, mesmo que em grau leve,
inflamacdo de ao menos uma porgéo do trato gastrintestinal superior, a qual esta
diretamente relacionada com as manifestagdes clinicas de émese e diarreia mal
absortiva e, por consequéncia, relacionada a perda de peso (DAVENPORT;
JERGENS; REMILLARD, 2010).

Apesar de haver variacdo dos escores de enteropatia cronica entre os animais
incluidos no estudo, é possivel concluir que todos estavam em fase controlada da
doenca conforme critério de inclusdo, ou seja, ndo apresentavam perda de peso
expressiva ao longo do periodo experimental, apresentaram escore fecal, ECC e EMM
ideais.

De acordo com Laflamme, (1997), a classificagdo do ECC define que os
escores 4 e 5 sdo considerados ideais para caes e, portanto, todos os animais dos
trés grupos apresentavam condig¢ao corporal ideal mesmo que houvessem diferengas
entre os tratamentos.

Com relagdo ao escore de massa muscular, os animais geriatricos incluidos
apresentaram, no maximo, perda leve de musculatura. Entretanto, de acordo com o
quadro geral, esta perda provavelmente esta associada ao processo de sarcopenia,
ou seja, a perda fisiolégica de musculatura decorrente do avango da idade em virtude
do aumento do turnover proteico (FREEMAN, 2012).

Durante muito tempo a literatura cientifica mostrou dificuldades em definir se
existia ou ndo correlacido entre o grau de lesdo de mucosa e os sinais clinicos
apresentados pelo individuo com DII. Para retificar esta problematica, os escores de
enteropatia crénica foram criados (ALLENSPACH et al., 2019).

De acordo com a classificagcdo do CIBDAI, notas no intervalo de 0 a 3 séo
classificadas como “doencga inflamatoria intestinal clinicamente insignificante”, ou seja,
apesar do grupo C apresentar escores superiores aos demais grupos, nao havia
diferenga clinica entre os animais dos trés grupos, pois a média das pontuagdes as
incluia no mesmo intervalo. Tais conclusdes podem ser ainda respaldadas pelos
resultados do escore CCECAI, o qual adiciona na sua classificacdo informagdes
referentes as concentracbes séricas de albumina, presenca ou nado de ascite e

graduacgao de prurido cutaneo. De acordo com este escore, notas de 0 a 3 também
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sao classificadas como “doenca inflamatoria intestinal clinicamente insignificante” e,
além de nao haver diferenga entre os grupos para esta variavel, os resultados médios
deste escore ficaram entre 0 e 3 (JERGENS et al., 2003; ALLENSPACH et al., 2019).

Em estudo recentemente publicado, Mehain et al. (2019) observaram que a
concentracdo meédia de componentes plaquetarios pode estar associada a maiores
indices de atividade de enteropatia crénica em caes (CCECAI). Os autores
consideraram a possibilidade de utilizar os indices plaquetarios como biomarcadores
da DIl, uma vez que a ativagao plaquetaria esta associada a processos inflamatorios
e a existéncia de evidéncias que associam estes fatores na medicina humana.
Entretanto, em fungdo da homogeneidade dos grupos deste estudo, os quais
apresentaram em média a mesma classificagdo de atividade de enteropatia de acordo
com o CCECAI e CIBDAI, essa relacdo nao seria observada. Ainda, é importante
ressaltar que, mesmo em face das diferengas entre os grupos, os valores para esta
variavel ainda se encontraram dentro do intervalo de referéncia e os estudos a este
respeito desenvolvidos com caes apresentaram resultados conflitantes (RIDGWAY;
JERGENS; NIYO, 2001; MARCHETTI et al., 2010; MEHAIN; HAINES; LEE, 2019).
Portanto, a diferenca pode refletir simplesmente uma variagcdo individual dos
pacientes.

Comportamento similar também foi observado para as concentragdes séricas
de colesterol onde, observamos diferengas entre os grupos, embora sem significado
clinico importante, exceto para uma paciente do grupo A que apresentava
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia grave (>750mg/dL e >1000mg/dL,
respectivamente) (FELDMAN et al., 2014) e a sua inclusdo elevou a média para este
grupo. Esta paciente foi devidamente tratada com hipolipemiante da familia dos
fibratos para que pudesse permanecer no estudo.

Em humanos, a dislipidemia € o achado mais comum entre os pacientes com
DIl (AGOURIDIS; MOSES; MILIONIS, 2011). Esta alteragao ¢ justificada pela intensa
elevacao de citocinas inflamatérias como TNF-q, interferon C e interleucina-1 que
inibem a acéo da enzima lipoproteina lipase (SAPPATI BIYYANI; PUTKA; MULLEN,
2010).

As concentragbes séricas de PCR e FA também ultrapassaram
substancialmente os valores de referéncia para alguns animais incluidos no estudo,

embora estas também sao alteragbes justificaveis pela natureza da doenga, em
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funcdo do processo inflamatério, principalmente nas Dlls, que aumenta as
concentragdes da primeira e o fato da mucosa intestinal ser o tecido mais rico em FA,
seguido pelos rins , placenta, figado e ossos e, portanto, processos que provocam
lesbes do TGl podem elevar as concentragbes desta enzima (VERMEIRE; VAN
ASSCHE; RUTGEERTS, 2006; CENTER, 2007; TAMURA et al., 2019). Além disso,
como nao houve diferencgas entre os grupos para estas variaveis, € possivel inferir que
o grau de inflamagao era homogéneo entre os animais estudados e concorda com os
valores médios dos escores de enteropatia encontrados.

Por fim, com relagdo as alteragdes de variaveis sanguineas, uma observagao
importante foi o aumento da contagem de mondécitos apds 60 dias no grupo nao
suplementado com prebidtico. A literatura (estudos com pessoas) aponta que a
monocitose € uma alteracdo comumente encontrada em pacientes com CU e DC e,
trata-se do tipo celular mais relacionado com processos inflamatérios agudos
(SCHWARZMAIER et al., 2013; OKBA et al., 2019). Estudos in vitro desenvolvidos
com as populagdes leucocitarias de pacientes com DC identificaram redugédo do
recrutamento de neutréfilos em virtude da menor secreg¢ao de citocinas quimiotaticas
por macrofagos mediante apresentagdo dos antigenos bacterianos. Tal alteragéo
modifica o padrdo inflamatério de forma que ocorre ativagcdo persistente de
macrofagos e aumento da contagem de mondcitos no sangue periférico, entretanto
nao existe relagéo entre os valores desta variavel e o grau de severidade da doenga
(SEGAL; LOEWI, 1976; HARBORD et al., 2006; SMITH et al., 2009;
SCHWARZMAIER et al., 2013; HEDIN et al., 2019).

Alguns autores empenharam-se em estabelecer relagéo entre as proporgdes
de linfécitos e mondcitos e a atividade da doenga em pacientes com CU (CELIKBILEK
et al., 2013; CHERFANE et al., 2015; OKBA et al., 2019). No entanto, os dados ainda
sao conflitantes e nenhum consenso foi estabelecido a este respeito, além de que
informagdes mais concretas neste sentido ainda s&o inexistentes na veterinaria.
Portanto, apesar de terem sido observadas diferengas entre os grupos experimentais
estudados, estas ainda permanecem injustificadas do ponto de vista fisioldgico de
acordo com o conhecimento cientifico disponivel até o momento.

O estudo acerca da microbiota intestinal e de seus produtos de fermentacao
também receberam atencgao especial nos ultimos anos para a melhor compreenséo

da doencga inflamatéria intestinal e, é possivel que o conhecimento acerca do seu
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perfil, suas fungbes e sua modulacdo sejam pontos-chave para o entendimento da
dindmica da doenga de forma geral, bem como para propor novas estratégias de
controle (DENG; SWANSON, 2015b).

O acido latico € um metabdlito importante oriundo da fermentagéo bacteriana.
O seu aumento reduz o pH do microambiente intestinal e fecal e seleciona, portanto,
o crescimento de bactérias benéficas em detrimento das patogénicas (LOUIS et al.,
2007; BLAKE et al., 2019). Em estudo desenvolvido por Blake et al. (2019), os autores
estabeleceram o intervalo de 1.0-7.0mM/L como referéncia de normalidade para as
concentragdes de acido latico fecal total apds ensaio clinico com 34 cées saudaveis.
Ainda, neste estudo, caes com enteropatia crdénica apresentaram concentracao fecal
de acido latico superiores a esses valores de referéncia. Tal comportamento nao foi
observado nos animais deste estudo, os quais apresentaram concentragdes de lactato
nas fezes de acordo com a referéncia de normalidade.

No entanto, o estudo supracitado ndo menciona o tratamento ao qual os
animais com enteropatia crénica estavam submetidos, bem como estes néao
apresentavam padronizacdo da dieta e, portanto, tais diferengas podem refletir
diretamente no comportamento da microbiota e de seus produtos de fermentacéo.

O mesmo estudo também avaliou as concentragbes de trés géneros
bacterianos envolvidos na producédo de acido latico por gPCR: Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp. e Enterococcus spp. e, nao foram observadas diferencas na
abundancia destes em relagéo ao grupo controle e tal resultado pode ser justificado
pela técnica utilizada que limitou a escolha de tais géneros bacterianos, os quais néo
sd0 0s unicos a produzirem acido latico como produtos finais de seu metabolismo,
apesar de serem considerados os principais. Neste sentido, podem ser adicionadas
as bactérias do género Streptococcus spp., Eubacterium spp. (LOUIS et al., 2007) e,
de acordo com estudo desenvolvido em gatos, as bactérias da ordem Fusobacteriales
e da familia Peptostreptococcaceae (OBA, 2018).

O género bacteriano Lactobacillus spp. nao foi identificado nos trés grupos
experimentais em todos os tempos e, portanto, foi excluido das analises. Ou seja, 0s
caes com DIl incluidos neste estudo apresentaram baixissima concentragdo fecal
deste grupo bacteriano. Adicionalmente, o género Bifidobacterium spp. néo foi
encontrado no sequenciamento. Estes resultados corroboram o estudo de Macedo

(2020), o qual também nao identificou o género Lactobacillus spp. em estudo com
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caes obesos. No entanto, o género Bifidobacteria fora identificado no grupo
emagrecido e controle.

Em estudo desenvolvido por Santos (2018), onde caes saudaveis foram
suplementados com teores crescentes de parede celular de levedura, observou-se
tendéncia ao aumento Lactobacillus com a suplementacéo e, apesar de ndao haver
diferengca nas concentracbes de Bifidobacteria, estas foram identificadas no
sequenciamento.

Apesar de que as bactérias deste género sejam benéficas ao hospedeiro por
auxiliar na digestao e absorgao de nutrientes, produgéo de vitaminas e diminui¢cao da
proliferacéo de agentes patogénicos por exclusdo competitiva (SILVA; NORNBERG,
2003), diversos estudos apontaram a sua baixa representatividade no microbioma de
caes que, de acordo com a técnica utilizada, podem nao ser identificados (HANDL et
al., 2011; GARCIA-MAZCORRO et al., 2012).

Em estudo realizado por Suchodolski et al. (2012), os autores empenharam
esforco em tentar caracterizar e diferenciar a microbiota de caes com DIl de caes
saudaveis, embora, nenhuma diferenca na abundancia das bactérias estudadas foi
encontrada. Os autores conseguiram apenas identificar que a combinacao de Blautia
spp., Faecalibacterium spp. e Turicibacter spp. tinham maior poder discriminatério
entre animais doentes e saudaveis, de modo que a abundancia destes trés géneros
se apresentou reduzida em caes com DIl em comparacao aos caes saudaveis.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram o carater complexo da
modulacdo microbiana, a qual € influenciada por fatores interdependentes como,
principalmente, os nutrientes provenientes da dieta e o tempo de consumo.

Com relacdo a abundancia dos filos encontrados em caes, este estudo
corrobora os dados da literatura, os quais definem que Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria sao os filos predominantes nas fezes
destes animais. Através da técnica 454-pirosequenciamento, Chaban et al. (2012)
observaram que caes com DIl apresentavam baixa abundancia de Bacteroidetes e,
alta abundéancia de Proteobactéria, conforme também observado neste estudo, o filo
Bacteroidetes apresentou a menor abundancia relativa.

A relacao Firmicutes/Bacteroidetes é frequentemente utilizada para avaliagcao

de disbiose, cuja redugao destas populagbes bem como a redugéo da biodiversidade
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ja foi reportada em pacientes com DIl (FRANK et al., 2007; FRIES; COMUNALE,
2011).

Tais bactérias sdo conhecidas por beneficiarem a saude da mucosa, uma vez
que o butirato é o principal produto de fermentacao do filo Firmicutes, principalmente
pela classe Clostridia (que possui por volta de 19 espécies produtoras de butirato).
Nessa linha, no presente estudo foi possivel observar que a suplementacado de B-
glucanos aumentou as concentragdes fecais deste grupo bacteriano.

E importante ressaltar que os Clostridios s&o microrganismos eventualmente
associados com doengas, entretanto, esta associagao nao é verdadeira para todos os
casos. O supercrescimento de Clostridium difficile (ou a infecgdo por este,
propriamente dita) € uma complicagéo séria em pacientes humanos com DIl e piora o
prognéstico da doenga e, aparentemente, o seu crescimento foi associado com
terapias antibacterianas prolongadas (NAGAO-KITAMOTO; KAMADA, 2017). Em
nosso estudo, esta espécie nao foi identificada (Figura 15 — Anexo A).

Em virtude dos inumeros beneficios proporcionados pelo butirato (TOPPING,
1996; OREL; TROP, 2014; MATSUOKA; KANAI, 2015), é possivel inferir que o
aumento das bactérias produtoras deste composto é benéfico, o que foi observado
nos grupos suplementados com prebidticos em detrimento do placebo pelo aumento
de Firmicutes em ambos. E importante observar que os animais com DIl que
receberam o placebo, reduziram a abundancia de Firmicutes sem alterar as
populacdes de Bacteroidetes e evidenciam, portanto, evolucao da disbiose durante o
periodo estudado.

Com relacéo ao filo Proteobacteria, as suas concentragdes também aparentam
desempenhar papel fundamental na DIl em humanos quando o seu crescimento &
acompanhado de reduc¢ao do filo Firmicutes, o que ndo foi observado neste trabalho.
Em revisdo publicada por MUKHOPADHYA et al. (2012), os autores apontaram a
teoria de que o filo Firmicutes pode ser considerado um grupo “protetor” e o filo
Proteobacteria um grupo “agressor” para pacientes humanos com DII.

Poucos estudos obtiveram resultados em identificar diferengas significativas
nas abundancias de familias bacterianas na DIl. Um estudo em humanos associou o
aumento de Bifidobacteriaceae e Coriobacteriaceae com a remissdo da DIl
(MORGAN et al., 2012; PAPA et al., 2012). Ainda de acordo com o0 mesmo estudo, as

abundancias de Roseburia, Ruminococcaceae em humanos com DIl estavam
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reduzidas quando comparadas com individuos saudaveis e refletiram de forma
negativa na produgao de butirato (produzido por Roseburia), acetato (produzido por
Ruminococcaceae). Por outro lado, as populagdes de Enterobacteriaceae
aumentaram. Esta familia inclui espécies de Escherichia e Shigella, as quais foram
associadas ao desenvolvimento da inflamacgao intestinal (GARRETT et al., 2010;
MORGAN et al., 2012).

Com relagao as populagbes de Enterobacteriaceae, nenhum dos tratamentos
estudados neste trabalho modularam seu crescimento. Ja com relacao a reducgao de
Ruminococcaceae, somente o tratamento B reduziu a sua populagdo ao final do
periodo experimental.

A familia Streptococcaceae apresentou uma das maiores abundancias entre os
grupos estudados. Relatos da literatura veterinaria evidenciaram que gatos, humanos
e caes com enteropatia cronica apresentaram maiores populacdes destas bactérias
(XENOULIS et al., 2008; SANTORU et al., 2017; MARSILIO et al., 2019). Contudo, o
papel desempenhado por esta familia ainda ndo é bem compreendido em fungao da
sua diversidade de géneros e espécies e, as informagdes disponiveis na literatura
ainda sao contraditorias. Por exemplo, em estudo publicado por Scarpa et al. (2011)
em humanos com ileite, as abundancias de Streptococcaceae foram inversamente
correlacionadas com a infiltracao de células inflamatérias na mucosa e presenca de
ulceras. Portanto, poucas interpretacdes a respeito das mudancas observadas neste
trabalho com relagdo a esta familia bacteriana podem ser concluidas e, o mesmo
pode-se dizer para o género Streptococcus spp.

Um estudo publicado por Pascal et al. (2017) definiu a assinatura microbiana de
pacientes humanos com doenga de Crohn, na qual oito grupos de microrganismos
poderiam diferenciar doentes e saudaveis com 89-94% de especificidade. Entre os
grupos estudados no presente trabalho, encontramos o género Collinsella que, de
acordo com os autores supracitados, apresenta abundancia relativa menor naqueles
com DII.

O papel da Collinsella pode estar associado com a reducao da expressao das
jungdes de oclusdo no intestino e indugdo da produgédo de IL-17, mecanismo
associado a diversos processos inflamatorios, especialmente a DIl. Este género
bacteriano ndo degrada a fibra dietética, mas sim uma grande variedade de

carboidratos como o0 amido e o seu crescimento, portanto, é favorecido por dietas com
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baixas inclusdes de fibras (CHEN et al., 2016; GOMEZ-ARANGO et al., 2018). Neste
estudo, as populacdes deste género aumentaram nos grupos A, assim como no grupo
placebo e evidencia tendéncia ao aumento desta bactéria ao longo do tempo nos
animais nao suplementados, bem como incapacidade do B-glucano em controlar a
sua proliferacdo. Esta capacidade de controle somente foi observada com o
tratamento B.

Apesar de mudancas pontuais serem observadas de formas distintas nos
tratamentos com prebioticos, em linhas gerais, o tratamento com B-glucanos foi mais
promissor ao proporcionar o crescimento de bactérias benéficas em detrimento das
patogénicas e, em consequéncia, melhorar a composicao bacteriana de uma forma
geral.

O Shannon Index é um dos indices mais comuns utilizados para avaliar a
diversidade alfa de cada espécie em uma amostra. Quanto maior € o seu valor, maior
€ a diversidade da amostra. Este indice ainda atribui peso equivalente as espécies
raras e abundantes e fornece, ao mesmo tempo, medida de equidade apesar de
atribuir maior peso para a diversidade (MELO, 2008).

Em comparacdo a individuos saudaveis, este indice ja apresentou valores
inferiores em gatos com diarreia cronica (MARSILIO et al., 2019) e humanos com
doenca de Crohn (ROJAS-FERIA et al., 2018).

Uma vez que, de acordo com Petersen; Round (2014), a disbiose pode ser
caracterizada como a perda da diversidade microbiana, em geral, somente o
tratamento com 0,06% de B-glucanos proporcionou melhora para esta variavel.

Uma observacgao pratica deste estudo permitiu concluir que os animais que
receberam os tratamentos com prebidticos, ndo apresentaram episddios de

reagudizacao da doenga em um periodo maximo de 6 meses.

6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados, nas condi¢cbes de realizagao do presente estudo,
confirmam a hipotese de que a adigdo de prebidtico, especialmente B-glucanos,
modula de forma positiva a microbiota fecal. Ao final do estudo, somente os animais
tratados com 0,06% de B-glucanos apresentaram melhora do indice de biodiversidade

Shannon.
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7 PROXIMOS PASSOS
Em razado da pandemia de COVID-19, as analises dos produtos de fermentacao
(compostos organicos volateis, AGCC, AGCCR e aminas biogénicas) ndo puderam
ser iniciadas. Estas serdo realizadas em momento oportuno e os resultados seréo
publicados a comunidade cientifica afim de cumprir com o planejamento inicial

proposto para este trabalho.
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APENDICES



APENDICE A — RESULTADOS INDIVIDUAIS (SANGUE, FEZES, EXAME FiSICO, ESCORES DE ENTEROPATIA)
1. RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS ANALISES HEMATOLOGICAS E SERICAS EM TO

Tabela 19. Resultados de analises hematoldgicas (hemograma e leucograma) e seus respectivos valores de referéncia dos animais dos grupos A e B incluidos
no estudo referentes ao tempo 0.

Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Ref.?
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Eritrécitos 6,1 6,9 6,9 7,6 7,6 6,62 8,2 6,7 8,0 6,2 6,6 7,9 5,0-8,0
(x108/uL)
Hemoglobina 13,2 15,4 15,6 17,7 16,9 15,30 20 16,1 19,4 14,5 16,2 18,9 12,0-18,0
(g/dL)
Hemataocrito (%) 43 46 46 53 49 46 57 47 57 42 48 56 37-57
VCM (fL) 71 67 67 70 64 69,49 69 70 69 68 73 71 60-77
HCM (pg) 22 22 23 23 22 23 24 24 22 23 25 23 22-27
CHCM (g/dL) 31 33 34 33 35 33 35 34 32 34 34 33 31-36
Leuc. Totais (/uL) 5.720 6.970 9.000 8.800 10.340 14.630 4.560 12.510 14.100 7.850 9.460 9.330 6.000-
15.000
Neut. Totais (/pL) 3.480 5.930 5.950 6.688 7.650 11.996 3.330 8.870 10.152 5.680 6.770 6.560 3.000-
12.100
Linfocitos (/pL) 1.240 500 1.270 1.408 7.650 1.316 700 2.150 1.551 1.570 1.930 1.520 1.500-
5.000
Mondécitos (/L) 760 510 950 352 1.400 1.024 210 530 282 380 430 520 0-800
Eosindfilos (/uL) 190 30 800 352 690 0 300 930 2.115 190 220 670 0-1.300
Basdfilos (/uL) 50 0 20 0 560 0 30 30 0 30 100 80 0-140
Plaquetas(103/uL) 702 491 490 353 40 780 258 177 197 426 406 265 200-
600.000

Legenda: VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; Leuc. Totais
= leucocitos totais; Neut. Totais = neutrofilos totais. Ref. = valor de referéncia. Grupo A = B-glucano; Grupo B = blend (MOS + B-glucanos). "Valores de referéncia
segundo Kaneko (2008).
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Tabela 20. Resultados de analises hematoldgicas (hemograma e leucograma) e seus respectivos valores de referéncia dos animais do grupo C incluidos no

estudo referentes ao tempo 0.

Animal 13 Animal 14 Animal 15 Animal 16 Animal 17 Animal 18 Ref.?
Eritrécitos (x108/uL) 7,0 7,9 7,8 6,1 8,45 6,9 5,0-8,0
Hemoglobina (g/dL) 15,7 17,6 15,4 12,9 20 15,6 12,0-18,0
Hemataocrito (%) 46 52 46 38 55,5 46 37-57
VCM (fL) 65 66 59 63 65,68 67 60-77
HCM (pg) 22 22 20 13 23,7 23 22-27
CHCM (g/dL) 34 34 33 34 36 34 31-36
Leuc. Totais (/pL) 8.800 6.140 11.940 5.490 5.620 9.740 6.000-15.000
Neut. Totais (/L) 5.896 3.040 9.630 3.610 4,158 4.660 3.000-12.100
Linfocitos (/pL) 2.200 1.880 1.460 1.310 1.348 3.200 1.500-5.000
Mondécitos (/L) 528 350 420 360 112,4 430 0-800
Eosindfilos (/uL) 176 820 400 150 0 1400 0-1.300
Basofilos (/uL) 0 60 40 60 0 60 0-140
Plaquetas(103/uL) 312 257 540 353 277 386 200-600.000

Legenda: VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; Leuc.
Totais = leucdcitos totais; Neut. Totais = neutrdfilos totais. Ref. = valor de referéncia. Grupo C = placebo; 'Valores de referéncia segundo Kaneko (2008).
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Tabela 21. Resultados de analises bioquimicas séricas (Spec cPL, TLI, PCR, folato, cobalamina, proteina total, albumina, ALT, FA, ureia, creatinina, triglicérides
e colesterol) e seus respectivos valores de referéncia dos animais dos grupos A e B incluidos no estudo referentes ao tempo 0.

Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Ref."
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 :
Spec cPL (ng/mL) 197 144 70 714 229 104 35 30 69 101 157 275 <200
TLI (meg/L) 11 16 50 50 15 38 30 13 51 22 17 41 9a50
PCR (mg/L) 50 670 6,1 4,3 3,70 4,10 10 15 10 0,06 0,25 22,8 0-10
Folato (nmol/L) 37 40 53 23 23 60 49 54 28 11 29 35 7-39
Cobalamina 433 549 972 463 611 1.043 480 595 431 705 463 377 252 —
(ng/L) 836
g/‘(’jtf)'”a total 6,94 6,34 7,21 6,65 7.4 6,0 6,57 5,62 7,79 7,32 7,03 693 5376
Albumina (g/dL) 3,81 3,35 4,18 3,98 4,17 3,65 4,50 3,58 4,06 4,69 3,89 3,83 2,3-3,8
ALT (UL) 60 14,1 31,8 10,9 36,8 73 8,6 3,9 16,9 19,0 23,3 26,2 10-88
FA (U/L) 741,9 14,5 32,2 12,6 55,4 969 103,4 55,7 65,5 77,9 28,5 43 20-150
Ureia (mg/dL 26,1 34,4 15,8 15,4 27,1 42 33,3 41,7 23,9 34,3 19,3 19,6 20-40
9

Creatinina 0,72 1,05 0,79 1,19 0,83 1,01 1,0 1,19 1,10 0,72 0,93 1,18 0,7-1,4
(mg/dL)
(ang}'gf;'des 76,1 90,9 77,5 79,8 197,9 1101 187,3 41,4 202,5 60,6 63,6 72,6 40-169
?nf;zf_e)m' 232,1 221,0 207,3 266 187,9 522 166 175,7 153 177,6 216,2 119,3  125-270

Legenda: Spec cPL = Canine pancreas-specific lipase; TLI = Trypsin like immunoreactivity; PCR = proteina C reativa; ALT = alanina aminotransferase; FA =
fosfatase alcalina. Ref. = valor de referéncia. Grupo A = B-glucano; Grupo B = blend (MOS + B-glucanos). 'Valores de referéncia segundo Kaneko (2008) exceto

folato e cobalamina; 2Valores de referéncia segundo Suchodolski; Steiner (2003).
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Tabela 22. Resultados de analises bioquimicas séricas (Spec cPL, TLI, PCR, folato, cobalamina, proteina total, albumina, ALT, FA, ureia, creatinina, triglicérides

e colesterol) e seus respectivos valores de referéncia dos animais do grupo C incluidos do estudo referentes ao tempo 0.

Animal 13 Animal 14 Animal 15 Animal 16 Animal 17 Animal 18 Animal 6T Ref."
Spec cPL (ng/mL) 5 78 38 81 120 40 104 <200
TLI (mcg/L) 13 12 20 12 10 32 38 9a50
PCR (mg/L) 100 130 11 80 2,0 10,4 4,10 0-10
Folato (nmol/L) 30 38 13 34 30 62 60 7 -39
Cobalamina (ng/L) 423 692 416 253 317 455 1.043 252 — 8362
Proteina total (g/dL) 7,19 6,08 6,69 7,46 6,09 4,78 6,0 5,3-7,6
Albumina (g/dL) 4,07 3,22 3,82 3,24 3,52 2,94 3,65 2,3-3,8
ALT (U/L) 22,5 17,5 25,4 14,3 37,8 22,2 73 10-88
FA (U/L) 48,4 29,4 55,3 34,8 46,1 35,8 969 20-150
Ureia (mg/dL) 69,9 30,1 40,1 20,5 31,10 36,4 42 20-40
Creatinina (mg/dL) 0,65 1,04 0,77 0,73 0,98 0,77 1,01 0,7-1,4
Triglicérides (mg/dL) 107,9 160,7 154,2 49,7 68,6 35,8 1101 40-169
Colesterol (mg/dL) 244,3 234.,4 233,2 329,6 105,9 119 522 125-270

Legenda: Spec cPL = Canine pancreas-specific lipase; TLI = Trypsin like immunoreactivity; PCR = proteina C reativa; ALT = alanina aminotransferase; FA =
fosfatase alcalina. Ref. = valor de referéncia. Grupo C = placebo; "Valores de referéncia segundo Kaneko (2008) exceto folato e cobalamina; ?Valores de

referéncia segundo Suchodolski; Steiner (2003).
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2. RESULTADOS INDIVIDUAIS DAS ANALISES HEMATOLOGICAS E SERICAS EM T60

Tabela 23. Resultados de analises hematologicas (hemograma e leucograma) e seus respectivos valores de referéncia dos animais dos grupos A e B incluidos
no estudo referentes ao tempo 60.

Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Ref."
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Eritrocitos 6,8 7,2 6,9 7,8 7,8 6,95 6,74 7,2 8,0 6,5 7,2 7,3 5,0-8,0

(x108/uL)

Hemoglobina 14,4 16,8 15,6 18,5 17,4 16,4 16,1 17,1 17,5 15,5 17,2 17,0 12,0-18,0

(g/dL)

Hematdcrito (%) 43 50 46 53 50 47,3 47,9 50 57 47 49 50 37-57

VCM (fL) 63 70 67 68 65 68,1 71,1 70 69 72 69 69 60-77

HCM (pg) 21 23 23 24 22 23,6 23,9 24 21 24 24 23 22-27

CHCM (%) 33 34 34 35 35 34,7 33,6 34 30 33 35 34 31-36

Leuc. Totais (/uL) 6.650 7.600 9.000 7.640 9.040 6.400 6.300 8.220 15.900 16.650 9.950 7.600 6.000-
15.000

Neut. Totais (/pL) 4.190 5.890 5.950 4.850 6.840 5.120 4.914 4.220 12.243 14.730 6.670 5.820 3.000-
12.100

Linfocitos (/pL) 1.520 1.060 1.270 2.140 1.140 960 945 3.110 2.067 1.470 2.190 950 1.500-
5.000

Mondécitos (/uL) 610 530 950 330 460 192 315 300 477 340 690 280 0-800

Eosindfilos (/uL) 280 100 800 250 550 128 126 520 1.113 90 300 530 0-1.300

Basofilos (/uL) 60 10 20 60 50 0 0 80 0 0 100 20 0-140

Plaquetas(103%/uL) 531 496 490 322 514 468 250 180 246 437 371 263 200-
600.000

Legenda: VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentragdo de hemoglobina corpuscular média; Leuc. Totais
= leucocitos totais; Neut. Totais = neutrofilos totais. Ref. = valor de referéncia. Grupo A = B-glucano; Grupo B = blend (MOS + B-glucanos). 'Valores de referéncia
segundo Kaneko (2008).
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Tabela 24. Resultados de analises hematoldgicas (hemograma e leucograma) e seus respectivos valores de referéncia dos animais do grupo C incluidos no
estudo referentes ao tempo 60.

Animal 13 Animal 14 Animal 15 Animal 16 Animal 17 Animal 18 Ref.!
Eritrocitos (x108/uL) 6,6 7,3 8,4 6,2 6,7 7,5 5,0-8,0
Hemoglobina (g/dL) 16,3 17,8 16,4 13,8 16,7 16,1 12,0-18,0
Hemataocrito (%) 45 49 0 40 50 47 37-57
VCM (fL) 68 67 59 65 75 63 60-77
HCM (pg) 25 24 19 22 25 22 22-27
CHCM (%) 36 36 33 34 33 34 31-36
Leuc. Totais (/uL) 13.930 8.800 9.740 9.850 9.580 10.470 6.000-15.000
Neut. Totais (/uL) 9.370 5.190 6.800 7.440 5.840 5.740 3.000-12.100
Linfécitos (/uL) 3.120 2.210 1.950 1.760 2.120 3.480 1.500-5.000
Mondcitos (/uL) 630 770 670 380 510 460 0-800
Eosindfilos (/uL) 730 530 250 240 1.080 740 0-1.300
Basofilos (/uL) 80 110 70 30 30 30 0-140
Plaquetas(103/uL) 365 310 609 424 636 419 200-600.000

Legenda: Spec cPL = canine pancreas-specific lipase; TLI = trypsin like immunoreactivity; PCR = proteina C reativa; ALT = alanina aminotransferase; FA =
fosfatase alcalina. Ref. = valor de referéncia. Grupo C = placebo; "Valores de referéncia segundo Kaneko (2008).



Tabela 25. Resultados de analises bioquimicas séricas (Spec cPL, TLI, PCR, folato, cobalamina, proteina total, albumina, ALT, FA, ureia, creatinina, triglicérides
e colesterol) e seus respectivos valores de referéncia dos animais dos grupos A e B incluidos no estudo referentes ao tempo 60.

Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Animal Ref."
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Spec cPL (ng/mL) 1,10 48 47 152 112 81 35 27 50 85 153 163 <200
TLI (mcg/L) 19 12 43 50 18 27 30 13 10 20 15 29 9a50
PCR (mg/L) 100 5 5,20 3,50 4,50 2,90 10 17 10 1,02 0,8 15,60 0-10
Folato (nmol/L) 36 51 54 44 48 54 49 52 53 10 23 33 7 — 392
Cobalamina 391 604 837 397 392 1.058 480 595 349 710 470 485 252 —
(ng/L) 8342
Proteina total 6,93 6,76 7,21 6,61 7,58 7,8 7,68 5,8 7,5 8,13 6,30 7,13 5,3-7,6
/dL
(Aglbun)ﬂna (g/dL) 4,15 3,71 4,06 3,97 4,30 4,3 4,5 3,48 4,57 5,40 3,45 3,60 2,3-3,8
ALT (U/L) 43,6 21,2 38,9 9,1 27,8 54 23,3 28,8 28 27,1 25,4 29,3 10-88
FA (U/L) 377,8 31,4 36,6 9,3 43,1 91 196,7 42,6 65,7 79,7 34,2 33,1 20-150
Ureia (mg/dL) 30,1 50,3 24,4 26,9 40,9 46 32,9 50,1 24,2 32,6 18,4 22,6 20-40
Creatinina 0,77 1,10 0,76 1,21 0,79 0,67 0,91 1,32 0,89 0,67 1,08 1,13 0,7-1,4
(mg/dL)
Triglicérides 79,5 143,4 188,4 38,5 140,7 65,1 203,9 48,5 108,5 79,7 44,5 44 1 40-169
mg/dL
(Co?este)rol 265,9 302 218,3 258,3 180,9 229 173,4 153,0 152,3 158,2 209,2 122,4 125-270
(mg/dL)

Legenda: VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentragcao de hemoglobina corpuscular média; Leuc. Totais
= leucocitos totais; Neut. Totais = neutrofilos totais. Ref. = valor de referéncia. Grupo A = B-glucano; Grupo B = blend (MOS + B-glucanos). 'Valores de referéncia

segundo Kaneko (2008) exceto folato e cobalamina; ?Valores de referéncia segundo Suchodolski; Steiner (2003).
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Tabela 26. Resultados de analises bioquimicas séricas (Spec cPL, TLI, PCR, folato, cobalamina, proteina total, albumina, ALT, FA, ureia, creatinina, triglicérides
e colesterol) e seus respectivos valores de referéncia dos animais do grupo C incluidos no estudo referentes ao tempo 60.

Animal 13 Animal 14 Animal 15 Animal 16 Animal 17 Animal 18 Ref."
Spec cPL (ng/mL) 21 1,14 89 48 95 50 <200
TLI (mcg/L) 17 11 22 43 15 50 9a50
PCR (mg/L) 10 50 0,7 5 1,10 7,0 0-10
Folato (nmol/L) 14 70 15 47 39 28 7 -39
Cobalamina (ng/L) 229 881 705 237 317 218 252 — 8342
Proteina total (g/dL) 6,59 6,19 6,9 7,37 5,76 4,98 5,3-7,6
Albumina (g/dL) 4,03 3,45 4,15 3,38 3,60 3,31 2,3-3,8
ALT (U/L) 16,1 33,0 40,2 14,6 27 17,4 10-88
FA (U/L) 111,9 37,2 67,5 21,6 54,6 37 20-150
Ureia (mg/dL) 51,4 36,4 48,3 19,9 26,5 60,7 20-40
Creatinina (mg/dL) 0,63 1,15 0,83 0,75 0,99 0,75 0,7-1,4
Triglicérides (mg/dL) 267,9 47,2 154,2 54,3 84,7 26,2 40-169
Colesterol (mg/dL) 207,1 357,3 215,5 194,3 127 117,5 125-270

Legenda: Spec cPL = Canine pancreas-specific lipase; TLI = Trypsin like immunoreactivity; PCR = proteina C reativa; ALT = alanina aminotransferase; FA =
fosfatase alcalina. Ref. = valor de referéncia. Grupo C = placebo; "Valores de referéncia segundo Kaneko (2008) exceto folato e cobalamina; ?Valores de
referéncia segundo Suchodolski; Steiner (2003).



3. RESULTADOS INDIVIDUAIS DE VARIAVEIS DO EXAME FiSICO, CIBDAI E CCECAI

Tabela 27. Descrigdo de peso (em Kg), ECC, EMM, EF, CIBDAI e CCECAI dos animais dos grupos A e B incluidos no estudo nos tempos 0 e 60.

Animal1 Animal2 Animal3 Animal4 Animal5 Animal6 Animal7 Animal8 Animal9 Animal10 Animal11 Animal 12
TO
Peso (kg) 8,08 36 5,3 24 13,2 5,0 7.8 8,0 21 7,9 28 21,7
ECC(1a9) 5 6 6 7 6 6 5 4 5 5 5 6
EMM (0 a 3) 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3
EF (0 a5) 2 4 4 4 4 4 4 4 4 4 2 4
CIBDAI 2 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 2
CCECAI 4 2 0 0 3 1 1 0 0 2 1 5
T60
Peso (kg) 8,7 35,8 5,0 23 13, 5,0 8,0 7,6 9, 7,6 27,6 21,2
ECC(1a9) 5 6 5 7 6 6 5 4 5 5 5 5
EMM (0 a 3) 3 6 3 3 3 3 3 2 3 3 3 3
EF (0 a5) 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4
CIBDAI 1 0 0 0 2 0 0 1 1 1 1 2
CCECAI 3 0 1 0 5 2 1 0 0 0 3 5

Legenda: ECC = escore de condic¢ao corporal (1 a 9); EMM = escore de massa muscular (0 a 3); EF = escore fecal (0 a 5); CIBDAI = Canine IBD activity index;
CCECAI = Canine chronic enteropathy clinical activity index. Grupo A = 3-glucano; Grupo B = blend (MOS + (3-glucanos).



Tabela 28. Descrigéo de peso (em Kg), ECC, EMM, EF, CIBDAI e CCECAI dos animais do grupo C incluidos no estudo nos tempos 0 e 60.
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Animal 13 Animal 14 Animal 15 Animal 16 Animal 17 Animal 18
TO
Peso (kg) 6,4 11,3 5,9 27,4 9,6 2,5
ECC (1a9) 5 5 5 5 4 5
EMM (0 a 3) 3 3 2 3 3 2
EF (0 a5) 3 3 4 3 2 2
CIBDAI 4 3 0 2 4 5
CCECAI 6 3 0 3 6 5
T60
Peso (kg) 71 10,8 5,2 29,4 9,8 3,0
ECC(1a9) 6 4 5 5 4 5
EMM (0 a 3) 3 3 2 3 3 3
EF (0 a5) 4 3 4 3 4 4
CIBDAI 0 6 1 0 1 1
CCECAI 0 6 0 1 2 0

Legenda: ECC = escore de condigéo corporal; EMM = escore de massa muscular; EF = escore fecal; CIBDAI = Canine IBD activity index; CCECAI = Canine
chronic enteropathy clinical activity index. Grupo C = placebo.
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ANEXO A — COMPOSIGAO RELATIVA DA MICROBIOTA NOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Figura 10. Composicao relativa de filos bacterianos dos trés grupos experimentais nos tempos TO e
T60.
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Legenda: CON = Grupo C — placebo; GLU = Grupo A — 0,1% B-glucano; PRE = Grupo B — blend (MOS

+ B-glucanos).
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Figura 11. Composicao relativa de classes bacterianas dos trés grupos experimentais nos tempos TO
e T60.
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Legenda: CON = Grupo C - placebo; GLU = Grupo A — 0,1% B-glucano; PRE = Grupo B — blend (MOS

+ B-glucanos).
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Figura 12. Composicao relativa de ordens bacterianas dos trés grupos experimentais nos tempos TO e

T60.
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Legenda: CON = Grupo C — placebo; GLU = Grupo A — 0,1% B-glucano; PRE = Grupo B — blend (MOS

+ B-glucanos).
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Figura 13. Composigao relativa de familias bacterianas dos trés grupos experimentais nos tempos TO
e T60.
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Legenda: CON = Grupo C — placebo; GLU = Grupo A — 0,1% B-glucano; PRE = blend (MOS + B-

glucanos).
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Figura 14. Composigao relativa de géneros bacterianos dos trés grupos experimentais nos tempos T0

e T60.
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. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;g_ Epulopiscium
k__Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidales;fBacteroidaceae;g_ Bactercides
k__Bacteria;p_ Actinobacteria;c_ Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f_Coricbacteriaceae;g_ Slackia
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_ Lactobacillales;f_Enterococcaceae;

. k__Bacteria;p_ Fusobacteria;c_ Fusobacteriia;o_Fusobacteriales;f_Fusobacteriaceae;g__

. k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f_Lactobacillaceae;g__Lactobacillus

. k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_Bacteroidales;f_Prevotellaceae;g_ Prevotella

. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c__ Clestridia;o__Clostridiales;T__Lachnospiraceae;g__Coprococcus

. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f_Erysipelotrichaceae;g_ [Eubacterium]
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Lachnospiraceae;__

k__Bacteria;p_Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f_}\

Fap'g_"
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f__Coriobacteriaceae;g__Adlercreutzia

. k__Bacteria:p_Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales:f__Leuconostocaceae:g_Leuconostoc

. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c__Clostridia;o__Clostridiales;f__Ruminococcaceae;g_Faecalibacterium

. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;f_;g__

. k__Bacteria;p_ Fusobacteria;c_ Fusobacteriia;o_Fusobacteriales;f_Fusobacteriaceae;g_ Fusobacterium

. k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales; _;__

Legenda: CON = Grupo C — placebo; GLU = Grupo A — 0,1% B-glucano; PRE = Grupo B - blend (MOS

+ B-glucanos).
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Figura 15. Composicao relativa de espécies bacterianas dos trés grupos experimentais nos tempos T0

e T60.
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. k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Bacilliio__Lactobacillales;f_Streptococcaceae;g_Streptococcus;s_ luteciae
. k__Bacteria;p__Actinobacteria;c_ Coriobacterii
. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;f_Lachnospiraceae;g_ Blautia;s__producta

. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;f_ Clostridiaceae;g_ Clostridium;s__hiranonis

. k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales;f_Lachnospiraceae;g_[Ruminecoccus]is_gnavus

Coriobacteriales;f_Coricbacteriaceae;g_ Collinsella;s_stercoris

k__Bacteria;p_Firmicutes;c__ Clostridia;o_Clostridiales;f__Lachnospiraceae;g_ Blautiais__
k__Bacteria;p_Firmicutes;c_ Bacilliio__Lactobacillales;f_Streptococcaceae;g_ Streptococcus;s_alactolyticus
. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o_Lactobacillales;f_Enterococcaceae;g_ Enterococcus;s_

. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c__ Clostridia;o_Clostridiales;f_Lachnospiraceae;g_ Dorea:s__

. k__Bacteria;p__ Py cteria;c__Gammap cteria;o_Enterobacteriales:f Enterobacteriaceae;_;_
. k_ Bacteria;p_ Firmicutes:c_ Bacilli;o_Turicibacterales;f_ Turicibacteraceae:g_ Turicibacter;s__
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c__ Clostridia;o_ Clostridiales;f_Clostridiaceae;g_ Clostridium;s__perfringens

k_ Bacteria;p_ Firmicutes:c_ Erysipelotrichi;e_ Erysipelotrichales;f _Erysipelotrichaceae;g_ Allobaculum;s__

k__Bacteria;p_Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;g_ Blautia

k__Bacteria;p__Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Peptostreptococcaceae; .
k__Bacteria:p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f_Coriobacteriaceae;g_ Collinsella;s_serofaciens
k__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f__Clostridiaceae;g_ SMB53is__

k__Bacteria;p__Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f_Leuconostocaceae;g_ Weissella; __

k__Bacteria;p__Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Peptostreptococcaceae; [

k__Bacteria:p_Firmicutes;c_ Erysipelotrichi;o__Erysipelotrichales;f_Erysipelotrichaceae;g_ Catenibacterium;s__

k__Bacteria:p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales;f_Clostridiaceae;g_ Clostridium;s__celatum

k__Bacteria:p_Firmicutes;c_ Clostridia;o__Clostridiales:f_Lachnospiraceae;

k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f_Coriobacteriaceae;g_Collinsellas__

. k__Bacteria;p__Actinobacteria;c_Actinobacteria;o_Bifidobacteriales:f_Bifidobacteriaceae;a_Bifidobacterium;s__pseudolongum

. k__Bacteria;p__Actinobacteria:c_Actinobacteria;o_Bifidobacteriales:f_Bifidobacteriaceae;g_ Bifidobacteriumis__

. k__Bacteria;p__Firmicutes;c__Erysipelotrichi:o__Erysipelotrichales:f_Erysipelotrichaceae;g_ Clostridium;s__spiroforme

. k__Bacteria;p__Firmicutes:c__ Clostridia;o__Clostridiales;l__Lachnospiraceae;g__Epulopiscium;s__

. k__Bacteria;p__Firmicutes:c__ Clostridia;o__Clostridiales;l__Lachnospiraceae;g__[Ruminococcus]is__

. k__Bacteria;p_Actinobacteria;c_ Coriobacteriia;o__Coriobacteriales;f_Coriobacteriaceae;g_ Slackia:s__
k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacilli;o__Lactobacillales;f__Enterococcaceas; _;_
k__Bacteria;p_Fusobacteria;c_Fusobacteriia;o__Fusobacteriales;f_Fusobacteriaceae;g_s__

. k__Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Clostridia;o_Clostridiales:f_Clostridiaceae;g_ Clostridium;s__colicanis

. k__Bacteria;p_Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o_ Bacteroidales;f_ Prevotellaceae;g_ Prevotella;s__copri

. k__Bacteria;p__Bacteroidetes;c_ Bacteroidia;o__Bacteroidales;f_Bacteroidaceae;g_ Bacteroides;s__

. k__Bacteria;p__Firmicutes;c__ Clostridia;o__Clostridiales;f_Lachnospiraceae;g_ Coprococcus;s__

Legenda: CON = Grupo C — placebo; GLU = Grupo A — 0,1% B-glucano; PRE = Grupo B - blend (MOS

+ B-glucanos).



