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EFEITO DA ADIGAO DE PAREDE CELULAR DE LEVEDURA SOBRE A
DIGESTIBILIDADE, MICROBIOTA, ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA E
AMINAS FECAIS E PARAMETROS HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS DE
CAES
RESUMO - Considerando a importancia da eubiota intestinal na saude dos animais, o
papel da dieta em sua composi¢cao e metabolismo tem sido estudado. Neste aspecto os
prebidticos tém merecido destaque, incluindo-se a parede celular de leveduras (PCL),
uma fonte natural de mananoligossacarideos. Para o estudo de seu potencial prebidtico
para caes, foram empregadas quatro dietas isonutrientes com inclusdo de 0% (TO),
0,15% (T15), 0,30% (T30) e 0,45% (T45) de PCL. Foram utilizados oito Beagles
adultos, divididos em dois quadrados latinos 4 X 4. Em cada periodo uma fase de
adaptacao de 15 dias precedeu 5 dias de coleta total de fezes para o ensaio de
digestibilidade e 1 dia de coleta de fezes frescas para enumeragao bacteriana,
mensuragao de pH e determinagdo das concentragdes de acidos graxos de cadeia
curta e aminas bioativas. No dia 21 de cada periodo, amostra de sangue foi colhida
para quantificagdo imunofenotipica por citometria de fluxo das subpopulacdes
linfocitarias CD5'CD4", CD5", CD5'CD8"*, CD45" e CD45'CD21". Os dados foram
avaliados pelo Proc GLM do SAS, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey e
por contraste polinomial e ortogonal (p<0,1). Os coeficientes de digestibilidade dos
nutrientes ndo variaram com a inclusdo de PCL (p>0,1). A inclusdo de PCL n&o resultou
em diferengas quanto as contagens de anaerdbios totais, aerdbios totais, bifidobactéria,
lactobacilos, clostridios nas fezes dos caes (p>0.1). Verificou-se aumento linear na
concentracao fecal de butirato (p=0,055), reducao linear das concentragdes fecais de
tiramina (P=0,1) e histamina (P=0,07) e redugdo quadratica de feniletilamina e
triptamina (P=0,07). Os cées apresentaram, também, aumento linear na concentracéo
de linfécitos CD5" (P=0,10) e maior nimero de linfocitos CD45°CD21" (P=0,053)
mediante ingestdo de PCL. Concluiu-se que a PCL apresenta efeito prebidtico, pela
mudanga na atividade metabdlica da microbiota intestinal e imunoestimulante para

caes.

PALAVRAS-CHAVE: prebiético, mananoligossacarideo, citometria de fluxo.
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EFFECTS OF YEAST CELL WALL ADDTION ON DIET DIGESTIBILITY, FECAL
BACTERIAL ENUMERATION, SHORT-CHAIN FATTY ACID AND AMINE
CONCENTRATION AND HEMATOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS
OF DOGS
SUMMARY - Considering the importance of the intestinal microbiota to the animal
health, the role of diet upon microbiota composition and metabolism have been studied.
Prebiotics have been emphasized on this regard, including the yeasts cell walls (YCW),
a natural source of mannanoligosaccharides. To study the prebiotic potential of this
compound for dogs, four isonutrient diets were used with inclusion of 0% (T0), 0,15%
(T15), 0,30% (T30) and 0,45% (T45) of YCW. Eight Beagles adults were used, arranged
in two 4 X 4 Latin squares. In each replicate an adaptation phase of 15 days preceded a
5 days of total feces collection for digestibility trial and 1 day collection of fresh fecal
samples for bacterial enumeration, pH measurement and determination of short chain
fatty-acids and bioactive amines concentration. On day 21, a blood samples were
collected for immunophenotypic quantification of lymphocyte subsets CD5'CD4", CD5",
CD5'CD8", CD45" e CD45"CD21" through flow cytometry. The data were evaluated
using Proc GLM of SAS, means were compared by Tukey test and polinomial and
orthogonal contrasts (p <0,1). The inclusion of YCW did not change the coefficient of
total tract apparent digestibility of nutrients (p>0.1) nor the fecal bacterial enumeration
(total aerobes and anaerobes, Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium and
Escherichia coli) in dog’s feces (p>0.1). Fecal butirate concentration increased linearly
with YCW addition (p=0,055), fecal concentrations of tyramine (P=0,1) and histamine
(P=0,07) decreased linearly, and phenylethylamine (P=0,07) and tryptamine (P=0,07)
concentrations showed a quadratic reduction with YCW consumption. Dogs also
presented a linear increase in lymphocytes CD5" concentration (P=0,10) and a greater
CD45'CD21" lymphocytes number (P=0,053) with YCW addition. In conclusion YCW
presents a prebiotic (changing bacterial end product formation) and immunostimulating

effect for dogs.

KEYWORDS: prebiotic, mannanoligosaccharide, flow cytometry.



1. INTRODUCAO

O mercado brasileiro de pet food mudou consideravelmente nas ultimas
décadas, especialmente a partir de 1994 com o advento do Plano Real e da
consequente estabilizagcao de precos. Verificou-se aumento significativo na populacao
de cées e gatos domésticos, mudanga na maneira como sido alimentados e no
comportamento dos seus proprietarios com relacdo a compra dos seus alimentos.
Aumentaram também os cuidados com higiene, tratamento e prevencéo de doengas, a
preocupacao com longevidade e qualidade de vida dos animais. Esse novo padrdo de
comportamento levou os proprietarios de animais domésticos a buscarem informacdes,
produtos e servigos que aumentassem a expectativa de vida, ampliassem o bem-estar e
recompensassem o companheirismo dos seus animais de estimacdao (BERNASCONI &
ALCANTARA, 2007).

Cada vez mais caes e gatos ocupam papéis importantes na sociedade. Calcula-
se que existam cerca de 800 milhdes de caes e gatos em todo o mundo sendo criados
como “membros da familia”. E um fendmeno mundial que esta ligado ao aumento da
expectativa de vida da sociedade moderna, maior numero de idosos, redugcdo do
numero de filhos, falta de seguranca e, especialmente, por maior caréncia afetiva
(RUSSO, 2005). Da mesma forma, a maior conscientizacdo da populacdo com relagao
aos beneficios da alimentagcdo industrializada para caes e gatos, incluindo melhor
custo/beneficio e maior seguranga de saude do animal de estimagao, tem levado ao
aumento do uso de pet food no Brasil nos Ultimos anos (HAFEZ, 2002). Dentro deste
contexto, o amadurecimento e “humanizagdo” verificados no mercado pet tém
contribuido para maior utilizacdo de produtos de melhor qualidade, estimulando o
desenvolvimento e producdo dos alimentos com maior valor agregado (AMBROZINI,
2007).

Os avancos na nutricdo de animais de companhia freqientemente seguem
aqueles que sao verificados na nutricdo humana. Os conceitos de nutricdo estdo se
expandindo para além da fronteira da sobrevivéncia e satisfacédo da fome para enfatizar

a utilizacado de alimentos que promovam bem estar e melhora na saude, além de reduzir



risco de doengas (FAHEY, 2003). Mais recentemente, o foco tem sido direcionado para
obtencdo de uma dieta balanceada que maximize a expectativa e a qualidade de vida
pela utilizagdo de ingredientes que desenvolvam a capacidade de resistir a doencgas e
melhorar a saude (TZORTZIS et al., 2003), alimentos estes comumente referidos como
“funcionais”.

Por definicdo alimentos funcionais sao aqueles que, em virtude de incluirem
componentes fisiologicamente ativos, provéem beneficios adicionais aos da nutricao
basica e podem reduzir os riscos de doengas ou promover saude (ROBERFROID,
2002). Dentre as pesquisas mais promissoras nesta area estdo os alimentos que
promovem saude do trato gastrintestinal, possuem efeitos antioxidantes e atuam sobre
o metabolismo de macronutrientes (FAHEY, 2003).

Em animais monogastricos, incluindo humanos, o intestino grosso (IG) possui
papel importante na absorgdo e secrecdo da agua e eletrolitos. Além disso, sabe-se
que o IG também compreende um importante ecossistema de microorganismos que
influencia tanto a saude como a doencga no animal hospedeiro (ADAMS, 2003). As
bactérias que conseguem mais rapidamente degradar e utilizar a digesta irdo proliferar-
se mais intensamente, sobressaindo-se as outras (CUMMINGS & MACFARLANE,
1991).

Muitos ingredientes ja foram propostos como provedores de beneficios por
alterarem um ou mais processos fisiolégicos no IG e, com estudos continuos,
provavelmente muitos outros ainda surgirdo (FAHEY, 2003).

Carboidratos que sao indigeriveis por enzimas de mamiferos estdo entre os
compostos que podem influenciar a composicao e atividade metabdlica da microbiota
intestinal sendo, portanto, de interesse para a formulacdo de pet food e alimentos
veterinarios especificos (ZENTEK et al., 2002).

Dentre tais carboidratos, os mananoligossacarideos (MOS), compostos
naturalmente presentes na parede celular de leveduras (PCL), parecem ser
fermentados no intestino de caes (VICKERS et al., 2001) e podem aumentar o numero
de lactobacilos fecais (SWANSON et al., 2002) e de bifidobactérias (GRIESHOP et al.,

2004) e tendo por essas razdes, possivel efeito prebidtico. Porém, até hoje, poucos



dados estao disponiveis sobre as caracteristicas de mananoligossacarideos para que
estes sejam classificados como prebioticos para cédes (MIDDELBOS et al., 2007). Além
disso, acredita-se que os MOS apresentem a capacidade de modular o sistema
imunoldgico e a microbiota intestinal e preservar a integridade da superficie de
absorcao intestinal, ao bloquear a aderéncia das bactérias patogénicas as células
epiteliais da mucosa do intestino.

Desta forma, o efeito potencial do MOS sobre o sistema imune e eubiota
intestinal, combinados a sua elevada concentracdo na PCL seca, podem fazer destes
produtos importantes ingredientes funcionais para pet food.

Segundo FAHEY (2003), apesar dos recentes avangos no estudo da nutricido dos
animais de estimacdo, ainda sdo necessarias pesquisas na area de caracterizacao
fisico-quimica dos ingredientes utilizados pela industria, de forma a aperfeigoar a
utilizagdo destes nas formulagbes. Neste contexto poucos experimentos avaliaram o
efeito de leveduras e seus subprodutos sobre a saude de caes, e nenhum foi realizado
com felinos (SWANSON & FAHEY, 2006). Os resultados dos estudos para caes sao
controversos, possivelmente como consequéncia de variagdes nas dosagens
administradas, efeito da dieta e sua formulagdo sobre a agao prebidtica da PCL, entre
outros. Mesmo a dose ideal de PCL em pet food atualmente é desconhecida, embora
se conhega que niveis altos de suplementacao (5% da dieta) reduzam a digestibilidade
dos nutrientes (MIDDELBOS et al., 2007).

Diante do exposto, concebeu-se este ensaio com o objetivo de avaliar os efeitos
de diferentes inclusdes dietéticas de parede celular de levedura seca sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes, composi¢cao da microbiota fecal,
produtos finais da fermentacdo microbiana e variaveis hematolégicas e imunoldgicas

em cées adultos higidos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microbiota do trato gastrintestinal dos caes e sua importancia

Diferentemente de outros monogastricos e humanos, a pesquisa sobre a
microbiota intestinal de cdes e gatos tem sido limitada. Recentemente, entretanto,
esfor¢os foram dedicados ao maior entendimento da ecologia microbiana do cdlon de
caes e gatos. Estas pesquisas sugerem a presenca de uma complexa e diversificada
populagdo de microrganismos, com um grande numero de bactérias anaerdbias, que
promovem significativa fermentacdo no coélon destes animais. Estudos recentes
demonstram aumento significativo na concentragao fecal de patégenos, ou de espécies
bacterianas indesejaveis com o avancgar da idade de animais de companhia (HUSSEIN
et al., 1999; HUSSEIN & SUNVOLD, 2000).

Logo apdés o nascimento, as superficies mucosas dos animais, que, em
condicbes fetais sao estéreis, rapidamente s&o colonizadas por diversos
microrganismos, tornando-se um ecossistema de alta complexidade com cerca de 100
trilhdes de bactérias pertencentes a mais de 400 espécies diferentes. Em mamiferos,
incluindo as espécies de animas de companhia, a colonizacdo da mucosa intestinal se
inicia com o fornecimento do colostro e leite materno. As primeiras experiéncias
dietéticas, a exposigao a microrganismos e a exploragédo do ambiente por estes animais
contribuem para a formacédo e estabelecimento da microbiota intestinal. A nutricao
subsequente, para o resto de sua vida, ditara as mudangas na composi¢cdo desta
microbiota, incluindo o estabelecimento ou prevengdo de desordens digestivas. A
utilizacdo de ingredientes alimentares como fontes de fibras (prebidticos), enzimas,
probidticos (culturas bacterianas) e acidificantes na formulagdo podem influenciar o
perfil da microbiota residente, resultando em beneficios para o animal (WENK, 2006).

O intestino delgado dos cdes possui uma populagdo microbiana simples, no
duodeno e jejuno encontram-se, predominantemente, Streptococcus e Lactobacillus e,

no ileo, Escherichia coli e bactérias anaerdbias. A baixa densidade de microorganismos



é resultado, principalmente, da influéncia da acidez gastrica e da bile (NRC, 2006) que
proporcionam um ambiente desfavoravel a proliferagdo dos microrganismos.

A principal fungdo do intestino grosso (IG) de cades e gatos é a absorgao de
eletrélitos e agua, além de propiciar um ambiente para fermentagdo microbiana dos
nutrientes que escaparam da digestdo e absorgcao no intestino delgado. A microbiota do
IG dos caes apresenta uma populacdo heterogénea e complexa, bastante dinamica,
constituida por inumeras espécies bacterianas. Estas sofrem acdo de uma série de
fatores, incluindo a dieta, pH, temperatura e peristaltismo. PATTERSON &
BURKHOLDER (2003) descreveram que espécies de lactobacilos e bifidobactérias sdo
sensiveis ao estresse do hospedeiro, ja que estas populagdes tendem a diminuir em
aves nestas condigdes.

Segundo VANHOUTTE et al. (2005), a densidade das bactérias presentes no I1G
pode alcancar 10" por grama de fezes, sendo composta principalmente por
estrepetococos, bifidobactérias, lactobacilos, Bacterioides e Clostridium.

Os microrganismos presentes no trato gastrintestinal mantém relagbes
simbidticas ou antagbnicas, nutrindo-se dos componentes de alimentos nao digeridos e
das secreg¢des do trato gastrintestinal (TESHIMA, 2003). Podem encontrar-se tanto
associadas intimamente com o epitélio, como livres na luz intestinal (FURLAN, 2004).
Em condi¢des normais, estas populagdes encontram-se em equilibrio. No entanto, em
condigdes de estresse (doenga, antibioticoterapia, mudanga da dieta, alteragdes
climaticas ou qualquer outra situagao desfavoravel) as populagdes comensais tendem a
diminuir e as nocivas a se proliferar. Este desequilibrio € chamado de disbiose, e se
reflete negativamente sobre a saude e o desempenho animal (SILVA & NORNBERG,
2003).

Existem fortes evidéncias de que a dieta possua influéncia sobre a composi¢ao
da microbiota do célon. HUSSEIN et al. (1999) descreveram, por exemplo, que a fonte e
a quantidade de proteina dietética influencia a maior ocorréncia de patégenos, como os
Clostridia tende a ocasionar diminuicdo da concentracdo fecal de bifidobacterias.

Nestas circunstancias, a consisténcia fecal piora e a excre¢cao de enterotoxinas do



Clostridium perfringens e outros produtos metabdlicos relacionados a decomposi¢ao
bacteriana de proteinas aumenta (ZENTEK et al., 2003).

Acredita-se que a microbiota benéfica possa auxiliar a digestdo e absorgao de
nutrientes, produza vitaminas que serdo utilizadas pelo hospedeiro e diminua, por
exclusdo competitiva, a proliferagdo de agentes patogénicos (SILVA & NORNBERG,
2003). Dentre estes géneros de bactérias comensais Lactobacillus e Bifidobacterium
talvez sejam os que mais tém sido considerados e estudados.

As bactérias nocivas, por outro lado, podem causar inflamagdes na mucosa
intestinal, gerar metabdlitos toxicos e propiciar o aparecimento de enfermidades, como
€ 0 caso da Escherichia coli, Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas e Salmonella.

Estudos indicam também que a microbiota do célon ndo apenas contribui para a
o seu funcionamento normal como também participam significativamente no
desencadeamento ou prevengao de varias doengas pela biotransformagao de diversos
compostos da ingesta, ou mesmo enddgenos, em derivados benéficos ou prejudiciais
(HUSSEIN et al., 1999). Assim, a flora eutréfica, ou microbiota nativa produz acidos
graxos de cadeia curta (acético, propidnico e butirico) e acido latico. Esses acidos
organicos diminuem o pH fecal, favorecendo a inibicdo das bactérias patogénicas e
estimulando a proliferacdo de enterdcitos. Com isto pode ocorrer melhoria da estrutura
e integridade da parede celular, favorecendo a capacidade de absorcao intestinal de
nutrientes.

O contrario ocorre em situacao de disbiose, quando o aumento da populacéao
microbiana indesejavel pode levar a diminuigdo da absorgao de nutrientes, aumento da
espessura da mucosa e da velocidade de passagem da digesta, além de aumentar a
producdo de aminas biogénicas (cadaverina, histamina, putrescina, etc), aménia e
gases, que sdo altamente prejudiciais a integridade da mucosa e a saude intestinal
(FLEMMING, 2005).

A maturacao dos enterocitos ocorre durante o processo de migragcao da cripta
para a ponta do vilo. Este é dependente de estimulos para a sua diferenciagdo. O
numero e tamanho dos vilos dependem do numero de células que os compdem. Assim,

quanto maior o numero de células, maior o tamanho do vilo e, pér consequéncia, maior



a area de absorcao de nutrientes. Dessa forma, a absorcdo somente se otimizara
quando houver integridade funcional das células dos vilos. Outro fator relevante para a
absorcdo dos nutrientes € a quantidade de microvilos existentes nos enterécitos. O
numero de microvilos atua como um amplificador de area para a absor¢cao dos
nutrientes (FURLAN, 2004).

Ainda nas situacgdes de disbiose, ha interferéncia nas necessidades nutricionais
do hospedeiro pelo aumento da velocidade de renovacgédo dos enterécitos e diminuigao
da altura dos vilos. Estes fatores determinam aumento na profundidade das criptas e
espessura da mucosa intestinal, aumento na velocidade de passagem da digesta e, por
conseguinte, diminuicdo da absorcdo dos nutrientes. Além disso, a populacéo
microbiana indesejavel compete com o hospedeiro por nutrientes presentes na luz
intestinal, resultantes do processo digestivo (FURLAN, 2004; FLEMMING, 2005). Dessa
forma a manutengcdo do status de eubiose, ou seja, o estabelecimento de uma
microbiota estavel e benéfica ao trato digestivo é fator chave na preservagéo da saude
do animal (WENK, 2006).

Verifica-se, assim, que a adicdo de carboidratos fermentaveis a dieta de
animais de companhia é importante para que haja um adequado suprimento de matéria
organica para o intestino grosso, sem o que podem ocorrem efeitos negativos na
digestao poés-ileal resultante de alteragdes na microbiota da luz deste 6rgao (CARCIOFI,
2005; NRC, 2006). Esta medida aumenta a funcdo de barreira da mucosa intestinal e
diminui o risco de translocacdo bacteriana e septicemia, demonstrando serem
componentes importantes das dietas de caes e gatos. Ao se formular alimentos para
estas espécies é necessario considerar que o alimento deve prover nutrientes para o
individuo tanto quanto para as bactérias residentes no TGl (BUDDINGTON &
SUNVOLD, 2000)



2.2. Produtos da fermentagao microbiana no intestino grosso de caes

Em diferentes regides do TGl estdo presentes grupos especificos de
microrganismos capazes de produzir grande diversidade de compostos com variados
efeitos tanto na fisiologia intestinal quanto sistémica. Estes também produzem enzimas
capazes de atuar metabolicamente no intestino, na catalizagdo de substancias em
compostos que podem ser benéficos ou nocivos ao hospedeiro. Tais compostos podem
afetar a nutricdo, a fisiologia, a eficacia de farmacos, a carcinogénese e o processo de
envelhecimento, assim como a resisténcia do hospedeiro a infecgdo (TESHIMA, 2003).

A capacidade metabdlica das bactérias intestinais € extremamente diversa.
Qualquer composto ingerido ou qualquer substancia que adentra a luz intestinal por
intermédio do trato biliar, sangue ou diretamente por secreg¢ao no lumen é um substrato
em potencial para a fermentagdo ou transformagédo bacteriana (TESHIMA, 2003).
Embora n&o se conhega bem a atividade enzimatica na maioria dos grupos bacterianos
intestinais, acredita-se que a degradacdo de materiais altamente polimerizados seja
neste 6rgdo uma atividade cooperativa, com a participacdo de varios grupos
bacterianos. Os principais géneros envolvidos na degradagdo dos poli e
oligossacarideos sédo os Bacterioides e Bifidobacterium.

O grande nuimero de bactérias presentes (10" por grama de fezes na matéria
seca) contribui significativamente para a fermentagdo, no colon, de carboidratos
complexos e proteinas levando a producdo dos acidos graxos de cadeia curta,
considerados benéficos, e varios componentes putrefativos, considerados téxicos
(aminas biogénicas, amoénia, indol e fenol), sendo necessario considerar que existem
diversas espécies bacterianas no intestino grosso, mas a fungdo que elas exercem é
distinta. A proporcéo relativa em que os supracitados compostos sao produzidos esta
diretamente relacionada com o balanco de bactérias e de substratos disponiveis no
colon (ADAM, 2003).

Talvez os principais substratos para a microbiota presente no IG incluam os
préprios componentes dietéticos que ndo foram digeridos ou absorvidos no intestino

delgado. Uma vez que alcangam o IG, a maioria dos oligossacarideos nao digestiveis



sao hidrolisados a monossacarideos e, posteriormente, metabolizados por bactérias
anaerdbicas presentes no IG em um processo fermentativo. Este processo fornece
energia para a proliferagdo das bactérias e gera gases e muitas outras moléculas

menores (Quadro 1), que possuem inumeros efeitos sobre o hospedeiro (ADAM, 2003).

Quadro 1. Produtos gerados na fermentagao de substratos no intestino grosso

Acido acético Acido pirtavico Indol e escatol
Acido butirico Etanol Hidrogénio
Acido proprionico | Acidos graxos de cadeia ramificada Metano
Acido latico Aminas Dioxido de carbono
Acido succinico Fendis e cresois Amonia

Fonte: ADAM (2003).

Muitos acidos organicos sao produzidos, por exemplo, acidos acético,
propidnico e butirico, frequentemente descritos como acidos graxos de cadeia curta
(AGCC). O acido acético e propiénico sdo prontamente absorvidos e entram na corrente
sanguinea, sendo fonte de energia extra para o hospedeiro. O acido butirico é a
principal fonte de energia para os colondcitos, sendo um importante regulador do
crescimento e diferenciagao celular (NRC, 2006). Os acidos latico, succinico e piravico
e o etanol sdo usualmente metabolizados a AGCC. Acidos organicos de maneira geral
tém atividade antibacteriana, especialmente contra bactérias Gram negativas como E.
coli e espécies de Salmonella e Campylobacter (ADAM, 2003).

Entre os AGCC, o butirato se destaca por sua contribuicdo para a manutencéao
da integridade do cdélon. Parece haver uma preferéncia dos colondécitos para o
metabolismo de butirato, que contribui diretamente como fonte de energia para estas
células, podendo representar até 70% de seu consumo energético (SWANSON &
FAHEY, 2007). O suprimento de butirato ajuda a manter a integridade da mucosa,
desempenhando importante papel na manutengdo de um fendtipo celular normal e
reducao do risco de carcinomas colénicos (NRC, 2006). Outras fungdes dos acidos

graxos incluem: alteracdo do fluxo sanguineo e da atividade muscular no codlon,
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estimulacdo da produgcdo de mucina e proliferacdo de enterdcitos. Assim, embora os
produtos da fermentacéo intestinal de proteinas sejam geralmente considerados toxicos
a saude humana e animal, os produtos da fermentacdo de carboidratos, os AGCC,
podem contribuir positivamente na digestdo e metabolismo do hospedeiro, além de
poder atenuar os efeitos negativos dos produtos gerados pela degradacado das
proteinas (TELLEZ et al., 2006).

A maior parte dos AGCC sao absorvidos como acidos nao dissociados através
da membrana luminal por difusdo passiva, processo que envolve troca de ions de sbédio
e hidrogénio pela membrana (HUME, 1997). Sendo assim, os AGCC estimulam a
absor¢cao de agua e eletrdlitos, estando envolvidos na fungdo osmorregulatéria do
intestino. Como possuem caracteristica anidnica estes acidos aumentam a taxa de
absorg¢ao de sodio e, a combinagao da absor¢gdo de AGCC e sédio no intestino grosso
acarretam uma maior absorgdo de agua. As propriedades osmotica e reabsortiva dos
AGCC parecem ser dose-dependente, pois em concentragdes extremamente baixas ou
altas ocorre aumento no conteudo de agua fecal. No entanto, moderadas
concentracbes de AGCC, em geral, diminuem o conteudo fecal de agua (KAWAUCHI,
2008).

Estudos in vitro e in vivo demonstram que os produtos intermediarios e finais da
fermentacao realizada pela microbiota intestinal dependem da composi¢cdo quimica do
carboidrato. Assim, a fermentacdo do amido produz elevada quantidade de butirato,
enquanto um substrato mais oxidado como a pectina produz maior quantidade de
acetato. Outros fatores que podem contribuir para a utilizagcdo de polissacarideos pela
microbiota incluem a solubilidade do polissacarideo em agua, o tipo de processo ao
qual o alimento é submetido e o tamanho da particula que chega ao intestino
(TESHIMA, 2003).

Gases nao tém valor para o hospedeiro € sdo em sua maioria liberados do
organismo através da respiracao ou flatos. A producdo de amébnia pode ser importante,
especialmente para animais de produgcdo que sio criados confinados, quando esta
passa a ser um poluente ambiental, sendo necessario regimes alimentares que

reduzam a produgao de amoénia tanto quanto possivel (ADAM, 2003).
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Inddis e fendis sao produtos da quebra dos aminoacido aromaticos no IG. O
indol é originado do triptofano enquanto o fenol € produzido a partir da tirosina. Fenol
tem sido incriminado como promotor do cancer de pele e como exarcebador da colite
ulcerativa. Fendis séo principalmente excretados pela urina apds sofrerem conjugagdes
com sulfato, glutationa e acido glicurénico, na mucosa do IG ou no figado (PEIXE et al.,
2006). Entretanto, pouco se sabe sobre o metabolismo do fenol no célon (SWANSON &
FAHEY, 2007). Outros compostos como cresois, indol e escatol também sao produzidos
e todos sao potencialmente toxicos para os animais e podem desencadear condigdes
patolégicas. Sdo considerados como possiveis carcinogénicos e também contribuem
para a poluicao do ar em ambientes fechados (ADAM, 2003).

Aminas sao formadas principalmente pela descarboxilagcdo de aminoacidos
pelos microrganismos do TGl. Podem ser formadas também por transaminacéo de
aldeidos ou cetonas e hidrolise de compostos nitrogenados (HUSSEIN et al., 1999). As
aminas bioativas sdo substancias nitrogenadas de baixo peso molecular sintetizadas
durante o processo metabdlico em todos os organismos vivos, possuindo fungdes
relevantes nos tecidos vegetais e animais. Estas podem ser classificadas em fungéo do
numero de grupamentos amina, da estrutura quimica, da via biossintética e ainda
quanto ao grau de substituicdo do hidrogénio da ambnia (ROSSATO, 2005).

Quanto ao numero de grupamento amina na molécula, podem ser classificadas
em monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina, serotonina,
putrescina e cadaverina) e poliaminas (espermina, espermidina e agmatina). Quanto a
estrutura quimica as aminas podem ser classificadas em alifaticas (putrescina,
cadaverina, espermidina, espermina e agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina)
e heterociclicas (histamina, triptamina). Ainda com relagéo a estrutura quimica, podem
ser classificadas de acordo com o grupo quimico que apresentam em catecolaminas
(dopamina, noradrenalina e adrenalina), indolaminas (serotonina) e imidazolinas
(histamina). Quanto ao grau de substituicdo do hidrogénio, existem as aminas
primarias, secundarias e terciarias, em que, respectivamente, ocorre substituicdo de
um, dois ou trés hidrogénios (ROSSATO, 2005).
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Quanto a via biossintética, as aminas classificam-se em naturais e biogénicas.
As biogénicas sdo formadas pela descarboxilagdo de aminoacidos por enzimas
microbianas. Como exemplo deste grupo, podem ser citadas histamina, serotonina,
tiramina, feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina. Também podem
ser formadas por aminagdo e transaminacdo de aldeidos e cetonas, hidrélise de
compostos nitrogenados ou decomposi¢ao térmica. Segundo SHALABY (1996), estas
sdo designadas como biogénicas porque sao formadas por agdo de organismos vivos.
As aminas naturais putrescina, agmatina, espermina e espermidina sao formadas in situ
nas células a medida que sao requeridas e a histamina esta armazenada nos
mastocitos e basofilos. Interessante observar que a histamina poderia se encaixar
nestes dois grupos (ROSSATO, 2005).

As poliaminas espermina e espermidina sao indispensaveis as células por
estarem diretamente relacionadas ao crescimento, renovagdo e metabolismo celular.
Sao necessarias para o crescimento, manutengao da saude e bom funcionamento do
organismo. Estas sdo também importantes para filhotes, principalmente durante o
desmame precoce devido a sua participagdo no crescimento e maturagcdo do TGl
(GLORIA, 20086).

As aminas biogénicas podem ser vasoativas ou neuroativas. A presenca destas
aminas na dieta em quantidades adequadas é importante para a saude do animal, mas
apesar de necessarias em alguns processos bioquimicos, podem causar efeitos toxicos
quando em altas concentraces (GLORIA, 2006).

Sendo assim, apesar das evidéncias dos efeitos indesejaveis das aminas,
poliaminas estimulam a sintese de DNA, RNA e protéica e sao importantes para a
maturacdo da mucosa intestinal. Devido a sua rapida absor¢do no intestino delgado, a
producdo microbiana de poliaminas é provavelmente de grande importancia para o
fornecimento desses compostos a mucosa do IG (MORRISON & MACKIE, 1997;
SWANSON & FAHEY, 2007). Nao foram encontrados dados na literatura sobre os
efeitos destas substancias no crescimento e saude de caes. Além disto, ndo foram
encontrados dados sobre o perfil e teores destas substancias em ragdes para estes

animais.
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A importancia da determinacao do perfil e do teor de aminas em alimentos esta
ligada ao fato destas substéncias serem importantes indicadoras de processos téxicos
fermentativos. As aminas biogénicas podem causar desnaturagdo ou efeitos toxicos
quando consumidas em grande quantidade. Um exemplo destes efeitos, observado em
humanos, € enxaqueca e crise hipertensiva. A intoxicagdo alimentar causada por
ingestdo de histamina provoca efeitos cutaneos, gastrintestinais, hemodinédmicos e
neuroldgicos. Outras aminas, como putrescina, espermina, espermidina podem acelerar
o desenvolvimento de tumores, devendo pacientes que estejam sob tratamento de
cancer ter sua ingestdo limitada (AVELAR et al., 2005). Em compostos nao
fermentaveis, a presenga de aminas biogénicas em alta quantidade é considerado um

indicativo de atividade de bactérias indesejaveis.

2.3. Imunidade associada a mucosa

O sistema imunoldgico compreende os componentes celular e humoral da
resposta imune. E importante que os dois componentes funcionem de forma apropriada
para proteger o organismo contra acao de agentes patogénicos (TIZARD, 2002). As
superficies mucosas dos tratos respiratorio, gastrintestinal e urogenital, conjuntamente
com a pele, ttm a funcdo primordial de separar o ambiente externo do interno dos
organismos, o qual normalmente € isento de microrganismos, constituindo-se, assim, na
primeira linha de defesa contra invasdes por agentes infecciosos (GRIESHOP, 2002;
MONTASSIER, 2004). Essas superficies mucosas também desenvolvem mecanismos
ativos de defesa, mediados por células e por fatores quimicos, tanto relacionados a
imunidade inata (ndo especifica) como a adquirida (especifica). Estes sistemas
apresentam diferengas, ainda que n&o pronunciadas, devido a diferentes pressoes
externas a que sao submetidos (SILVA, 2006).

Sao muitas as fungdes de protecdo do TGI que auxiliam na prevengao contra a
invasdo de patdogenos e agado de toxinas. Estas fungbes complexas sao

desempenhadas tanto por meios fisicos como imunolégicos (Quadro 2). O TGI possui
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quatro mecanismos de defesa principais: barreira fisica, digestiva, tecido linféide
associado ao intestino (GALT - gut-associated lymphoid tissues) e a microbiota
autéctone. A digestao pode auxiliar na eliminagao de patégenos em potencial devido a
acidez do estbmago, que destréi muitos organismos, e ha eliminagdo de
microrganismos pelas enzimas digestivas do estdmago e intestinos. O GALT é o maior
o6rgao imunolégico do organismo, possuindo aproximadamente 80% das células de
defesa do corpo e mais de 50% das células imune efetoras (SWANSON & FAHEY,
2007).

Quadro 2. Principais mecanismos de defesa do trato gastrintestinal

Mecanismos nao imunolégicos Mecanismos imunolégicos

Barreira gastrica Anticorpos naturais

Substancias antibacterianas:

. ~ L . IgA secretora
lisosima, secrecdes e acidos biliares

Movimentos peristalticos intestinais | IgG, IgM e IgE

Microbiota normal Imunidade celular (Tcb4*, Tcps*)

Filtragcdo hepatica
Fonte: RAMOS et al. (1985).

O desenvolvimento do GALT ¢é altamente dependente da colonizacio
bacteriana do intestino. Isso pdde ser demonstrado por estudos com animais
gnotobidticos (germe-free). Estes apresentam morfologia intestinal anormal e sistema
imune local subdesenvolvido, incluindo diminuicdo no numero total de linfécitos
intestinais, perfil de anticorpos alterado e placas de Peyer subdesenvolvidas
(SWANSON & FAHEY, 2007).

O GALT é compreendido por células que residem na regidao da lamina prépria
do intestino, entre as células epiteliais (linfocitos intraepiteliais) e por tecido linfatico
organizado (placas de Peyer e linfonodos mesentéricos). O sistema imune da mucosa é
especializado em produzir grandes quantidades de imunoglobulina A (IgA). Esta é a
unica classe de anticorpos que é eficientemente secretada através das células epiteliais
para o lumen do TGI (GRIESHOP, 2002).
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O GALT é composto por uma area aferente, onde sdo selecionados os
antigenos dietéticos e microrganismos patogénicos e por uma area eferente, através da
qual a imunidade celular e humoral respondem ao estimulo antigénico, ou seja, onde a
resposta imune €& efetuada. A agdo de drogas quimioterapicas e doencgas
imunossupressoras prejudicam as atividades eferentes e aferentes da mucosa,
afetando diretamente a habilidade do hospedeiro em controlar patégenos entéricos
(SMITH et al. 1991).

A funcgéao primordial do sistema imune associado as mucosas é realizar a defesa
do organismo hospedeiro contra diferentes tipos de agentes infecciosos, incluindo virus,
bactérias, fungos e protozoarios. Assim, o0 sistema imune associado executa as
seguintes atividades: 1) captura, processamento e apresentacdo de antigenos que
tiverem sido ingeridos; 2) produgéo de anticorpos locais, em especial da classe IgA; 3)
ativagdo de respostas imunes cito-mediadas, particularmente aquelas mediadas por
células T citotoxicas CD8+, ou de células NK (natural killer cells) e por macréfagos
(SILVA, 2006).

A partir do estimulo imunolégico da mucosa ocorre produgédo de anticorpos tipo
IgA, principalmente nas placas de Peyer, que bloqueiam os receptores e reduzem o
numero de bactérias patogénicas na luz intestinal (SILVA, 2000). A producao constante
de IgA, secretada em grandes quantidades na superficie da mucosa intestinal, ocorre

devido a continua estimulagao proporcionada pela microflora normal do intestino.

2.4. Prebiético

Origem e Definicdo

Embora o termo “prebidtico” tenha sido adotado somente em 1995 por GIBSON
& ROBERFROID, os estudos sobre eles sao bem mais antigos. Na década de 50, a
descoberta de que o leite humano possui compostos que atuam como inibidores de
adesdo de bactérias patogénicas na superficie epitelial (posteriormente identificado

como sendo a lactulose) e potencializam o crescimento das populacbes de
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bifidobactérias e lactobacillus, aliviando os sintomas de encefalopatia hepatica em
bebés, incentivou outras exploragdes sobre o efeito do consumo de compostos nao
digestiveis sobre a microbiota intestinal.

A partir destes estudos, foi constatado que, apesar de existirem varios
compostos resistentes a digestao por acidos, sais e enzimas produzidos pelo organismo
animal (celulose, hemicelulose, amido resistente, oligossacarideos, compostos
fendlicos, etc.), sendo alguns deles potencialmente fermentaveis, nem todos agiam
como estimuladores no desenvolvimento dos microrganismos benéficos no TGI. Desta
forma, o fato de serem nao digeriveis e fermentaveis nao significa que atuem como
prebidticos. Assim, muitas substancias classificadas até entdo como prebidticos
apresentavam fermentagcdo nao especifica. Quando ingeridas estimulavam o
crescimento e/ou a atividade metabdlica de diferentes espécies bacterianas, incluindo
espécies potencialmente nocivas (GIBSON & ROBERFROID, 1995). Neste contexto, os
oligossacarideos nao digestiveis (ONDs) tém sido preferencialmente usados como
prebidticos devido a sua maior seletividade fermentativa (SILVA & NORNBERG, 2003).
Entretanto, nem todos os ONDs s&o necessariamente prebidticos, ja que muitas vezes
sua fermentabilidade seletiva é amplamente assumida, porém nem sempre
comprovada.

Os prebidticos podem ser definidos como compostos nao digeridos por enzimas,
sais e acidos produzidos pelo organismo animal, mas que sdo seletivamente
fermentados pelos microrganismos do trato gastrintestinal. Estes podem estar
presentes nos ingredientes da dieta ou serem adicionados a ela através de fontes
exdgenas concentradas (GIBSON & ROBERFROID, 1995; PELICIA et al., 2004).

Critérios de classificagao

Desde a sua introdugdo, o conceito de prebidticos chamou muita atencgao,
estimulando o interesse nao sé cientifico como também industrial. Muitos componentes
dos alimentos, especialmente oligossacarideos e polissacarideos (incluindo a fibra
dietética) foram considerados como tendo atividade prebiodtica, porém sem a devida

consideragao dos critérios necessarios para esta classificacdo. Nem todos os
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carboidratos dietéticos s&o prebidticos e critérios claros precisam ser estabelecidos
para que um ingrediente possa ser assim considerado. Estes critérios foram definidos
por ROBERFROID (2007) da seguinte maneira:

a) resisténcia a acidez gastrica, a hidrolise por enzimas dos mamiferos, e

absorgao gastrintestinal;

b) fermentagao pela microbiota intestinal; e

c) estimulagao seletiva do crescimento e/ou atividade metabdlica das bactérias

intestinais que contribuem a saude e bem-estar.

A resisténcia, no primeiro critério, nao necessariamente significa que o prebidtico
seja completamente indigerivel, mas deve se assegurar que uma quantia significativa
do composto esteja disponivel no intestino grosso para servir como um substrato a
fermentacdo. Embora cada um destes critérios seja importante, o terceiro € o mais dificil

de se cumprir.

Mecanismos de acéo e efeitos dos prebidticos

Atualmente, estes compostos vém sendo utilizados como alternativa aos
‘promotores de crescimento” para os animais de produ¢do ou como promotores de
saude e bem estar para animais de companhia, sendo administrados sempre com o
objetivo de manter o equilibrio benéfico da microbiota intestinal.

A principal forma de acdo dos prebidticos € sobre a modulagdo benéfica da
microbiota nativa presente no hospedeiro (MACARI & MAIORKA, 2000), estimulando o
crescimento e/ou ativando o metabolismo de algum grupo de bactérias do trato
intestinal. De acordo com SILVA & NORNBERG (2003), os efeitos resultantes do uso
dos prebidticos sao evidenciados pelo crescimento das populacdes microbianas
benéficas, pela melhora nas condigdes luminais, nas caracteristicas anatémicas do trato
gastrintestinal e no sistema imune e, em alguns casos, pela melhora no desempenho
e/ou saude do animal.

A alteracdo da microbiota intestinal consequente ao uso de prebidticos pode
ocorrer, basicamente, de duas maneiras: pelo fornecimento de nutrientes para as

bactérias desejaveis e por exclusdo competitiva. Assim, por estes dois mecanismos a
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colonizag&o intestinal indesejavel € reduzida resultando em menor incidéncia de
infeccbes e melhor integridade da mucosa intestinal, tornando esta mais apta para
exercer suas fungdes de secrecao, digestdo e absorgédo de nutrientes (SILVA, 2006).

Para que as bactérias indesejaveis consigam colonizar o trato intestinal e criar
uma condigdo de doenga precisam inicialmente aderir-se a superficie epitelial dos
enterocitos. Esta adesdao ocorre através das lectinas ou fimbrias bacterianas, que
reconhecem determinados agucares da superficie do epitélio intestinal. Portanto, se as
bactérias se ligarem a um acgucar ou oligossacarideo dietético, e ndo a mucosa
intestinal, irdo passar com a digesta sem causar transtornos para os animais (SILVA,
2006).

Dessa forma, a exclusdo competitiva ocorre quando determinados
oligossacarideos, como os mananoligossacarideos, atuam diretamente na fase de
colonizagdo de bactérias patogénicas. Estes oligossacarideos se ligam as fimbrias
destas bactérias tornando-as indisponiveis para a aderéncia a mucosa intestinal,
fazendo com que percam a sua capacidade de colonizagdo e sejam eliminadas junto
com as fezes.

A colonizacdo e a diversidade das populagdes de microrganismos presentes no
TGl sao influenciadas por inumeros fatores, dentre os quais a disponibilidade de
nutrientes, o pH Iluminal, a presenca de substancias antibacterianas naturais
(bacteriocinas) e o estimulo do sistema imune.

Quando os prebidticos sao adicionados a dieta, a especificidade de sua
fermentacdo estimula o crescimento e a estabilidade das populagdes microbianas
produtoras de acidos organicos (em especial, acidos lactico e acético), em detrimento
aos demais. Estes compostos reduzem o pH luminal e, juntamente com outras
substancias antibacterianas e enzimas produzidas por esta mesma microbiota, inibem a
proliferagdo dos microrganismos nocivos, tais como Escherichia coli, Clostridium sp. e
Salmonella.

Os microorganismos Gram negativos, como a Salmonella e Escherichia coli sao
incapazes de fermentar os frutoligossacarideos (FOS) e mananoligossacarideos (MOS),

podendo ter seu crescimento diminuido quando em presenca desses produtos, que
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desta forma podem ser utilizados como depressores do crescimento microbiano
indesejavel (FLEMMING, 2005). A producao de acidos por bactérias lacticas € outro
mecanismo que pode inibir o crescimento de patégenos, seja pela diminui¢do do pH ou
pelo efeito direto dos acidos sobre as bactérias (PELICANO et al., 2002).

Os prebidticos também podem causar modificacdes benéficas nas caracteristicas
anatémicas do TGl, promovendo o aumento na area de absor¢dao da mucosa intestinal,
devido as suas caracteristicas troficas (FERKET, 2004). MACARI & MAIORKA (2000)
relataram aumento significativo na altura dos vilos do intestino delgado de pintainhos de
7 dias que receberam 0,2% de MOS na dieta.

Ao estimularem o crescimento das bactérias produtoras de acido latico, os
prebidticos estdo atuando indiretamente de forma benéfica sobre o sistema imune do
hospedeiro. Estas populacdes bacterianas produzem substancias com propriedades
imuno-estimulatérias, incluindo lipopolissacarideos, peptidoglicanas e acidos
lipoteicoicos. Tais substancias interagem com o sistema imune em varios niveis,
incluindo produgédo de citocinas, proliferacdo de células mononucleares, fagocitose
macrofagica e indugdo de sintese de maiores quantidades de imunoglobulinas, em
especial as imunoglobulinas de classe A (MACFARLANE & CUMMINGS, 1999).

O MOS, em adicdo a estes mecanismos, € capaz de induzir ativagcdo de
macrofagos por ocupar sitios receptores de manose nas glicoproteinas da superficie
celular do macrofago. Uma vez que trés ou mais destes sitios estejam ocupados, inicia-
se uma reacado em cascata que resulta em ativagdo dos macréfagos e liberagdo de
citocinas, o que caracteriza ativacao da resposta imune adquirida (SILVA, 2006).

O bloqueio dos sitios de adesao de bactérias resulta em melhora na imunidade
por permitir que os patdgenos sejam apresentados as células imunes como antigenos
atenuados. Acredita-se que o MOS possua, também, efeito direto sobre as células
imunes do trato gastrintestinal quando absorvidos nas células M, localizadas no interior
das placas de Peyer. Desta forma, o MOS estimularia tanto a imunidade sistémica
como a associada ao intestino, atuando como antigeno n&o patogénico e exercendo

efeito semelhante a um adjuvante (LODDI, 2003).
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A maioria dos oligossacarideos n&o digestiveis estudados atualmente sao
produtos comerciais obtidos por hidrolise parcial, acida ou enzimatica, de
polissacarideos por reagdes de transglicosilagdo. Porém, também podem ser obtidos
diretamente de sua fonte natural, como vegetais, leite e parede celular de leveduras
(SILVA, 2006). Sementes e raizes de alguns vegetais séo as fontes naturais comuns de
oligossacarideos. Chicdria, cebola, alho, alcachofra, aspargo, cevada, centeio, bem
como soja, grao-de-bico e tremogo sao exemplos de vegetais com maior ou menor
concentracao de oligossacarideos (ANDREATTI FILHO & SAMPAIO, 2000).

Os oligossacarideos mais estudados quanto a seu efeito prebidtico na
alimentacao animal sao os frutoligossacarideos (FOS), glucoligossacarideos (GOS) e
mananoligossacarideos (MOS). Os FOS sao polimeros ricos em frutose, podendo ser
naturais, derivados de plantas (inulina) ou sintéticos, resultante da polimerizagdo da
frutose (GIBSON & ROBERFROID,1995). GOS e MOS podem ser obtidos a partir de
parede celular de leveduras. A parede celular de leveduras consiste principalmente de
proteina e carboidratos, sendo os carboidratos constituidos por quantidades
semelhantes de glucose e manose mais N-acetilglucosamina. O MOS, usado como
aditivo de ragdes, consiste de fragmentos de parede celular de Saccharomyces
cerevisiae com uma estrutura complexa de manose fosforilada, glucose e proteina
(FURLAN, 2004).

YANG et al. (2007) citam como principais efeitos positivos da adigdo de MOS na
dieta de frangos de corte a melhora no seu desempenho zootécnico devido a excluséo
de algumas bactérias patdégenas, modificagdo da microbiota intestinal, redugdo na taxa
de turnover da mucosa intestinal e modulagéo do sistema imune (SHANE, 2001). Esta
reducao na carga de bactérias intestinais patogénicas e aumento da area de absorgao
da mucosa com o uso de MOS também foram evidenciados por OLIVEIRA et al. (2007).

Trabalhos também tém evidenciado melhora no desempenho zootécnico,
redugcdes no colesterol sanguineo, redugao na incidéncia de tumores, na incidéncia de
diarréias e constipacdo, aumento na resposta imune, bem como redugdo na
mortalidade e na colonizagdo intestinal por Salmonella com o wuso de

frutoligossacarideos (FOS) na alimentagao animal (PELICANO et al., 2002).
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SILVA & NONRBERG (2003), ao realizarem compilagdo de dados observaram
que a adicao de prebidticos as dietas de diferentes espécies de ndo ruminantes variou
de 0,1 a 5% o que, provavelmente, também influencia no tipo de resposta obtida.
Eventuais sub-doses podem causar efeito limitado ou nulo sobre a microbiota. Ja uma
superdosagem pode provocar um desequilibrio sobre as populagdes microbianas.
Relatam, ainda, que doses elevadas de frutoligossacarideos causam efeito laxativo e
excesso na produgdo de gases em humanos, o que caracteriza um desequilibrio na
microbiota do TGI. O efeito adverso mais comum do alto consumo de prebidticos é a
intolerancia gastrintestinal (DZANIS, 2003).

2.5. Caracterizagao da parede celular de levedura

Leveduras sdo fungos que possuem fundamentalmente a mesma estrutura
subcelular de células animais e vegetais (OSUMI, 1998). S&o microrganismos
unicelulares, com tamanho que varia de 5 a 10 microns. As espécies variam entre si
segundo a morfologia ou forma, metabolismo com relacdo a diferentes substratos,
modo de reproducdo e onde sdo encontrados. Enquanto existem aproximadamente
50.000 espécies de fungos, existem apenas 60 géneros diferentes de leveduras, com
aproximadamente 500 espécies diferentes (STONE & MILLS, 2006).

Sua parede celular, por outro lado, é estrutura exclusiva das leveduras, que nao
ocorre em células animais. Sua parede celular, situada em sua superficie exterior,
desempenha papel importante no transporte de moléculas para dentro e fora da célula
(OSUMI, 1998). Esta é resistente, duravel e elastica. De acordo com ROBINOW &
JOHNSON (1991), a espessura da parede pode variar entre 150 a 400 nm,
dependendo da espécie e das condigdes de cultivo do microrganismo. A fungéo basica
€ a de proteger o protoplasma que envolve. Confere formato Unico a célula através da
sua organizagdo macromolecular, sendo este controlado geneticamente.

A parede celular possui varias enzimas associadas, responsaveis pela hidrolise

extracelular de nutrientes ou de macromoléculas durante a morfogénese celular.
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Algumas macromoléculas da parede participam na reagdo de agregacdo celular que
ocorre durante a reproducéo e floculagao, servindo tanto como receptores especificos e
inespecificos para outras moléculas, como hormdnios da reproduc¢do. Outras funcdes
desta organela multifuncional incluem interagao celular, recepgéo, ligagdo e atividade
enzimatica especializada (FLEET, 1991).

Sua composicao inclui principalmente polissacarideos complexados a
proteinas. Os principais polissacarideos que a estruturam sdo a glicose e a manose,
seguidos pela galactose, xilose, N-acetil-D-glucosamina, acidos urbnicos e outros
componentes secundarios. A composicdo quimica qualitativa da parede celular &
caracteristica de cada espécie, podendo ser empregada como marcador taxonémico.
Ja as proporgdes quantitativas dos componentes da parede celular podem variar de
acordo com as condigdes de cultivo e idade das células (FARKAS, 1989).

Quase 75% do peso seco da parede celular das leveduras é representado pelos
polissacarideos, integrados por um complexo de 3(1,3)- e (1,6)-D-glucano e quitina
mais componentes amorfos denominados mananoproteinas. Enquanto os 3-D-glucanos
e a quitina sao responsaveis pela rigidez da parede celular e definem sua forma, as
mananoproteinas e sua por¢ao de carboidrato a-D-manano sao responsaveis pelo
reconhecimento e interagbes célula-célula, interagbes com o meio-ambiente e
determinam a especificidade imunoldgica de leveduras. De forma interessante, os dois
principais polissacarideos constituintes da parede celular das leveduras - 3-D-glucanos
e a-D-manano - tém sido recentemente reconhecidos como capazes de promover
modulagao do sistema imune de diversos organismos vivos, desde insetos a humanos,
mediante interacdes especificas com diferentes células imunocompetentes (GARCIA,
2008).

Desta forma, nos ultimos anos, atencdo tem sido dada aos varios tipos de
polissacarideos imunomoduladores presentes na parede celular de fungos e leveduras.
Assim, ampla variedade de polissacarideos foi descrito em cogumelos, como
escleroglucano, lentinano, grifolano capazes de modificador as respostas biolégicas por
meio de mecanismos mediados pelo sistema imune, incluindo estimulacao das funcdes

imunes nao especificas. Neste contexto, a parede celular de levedura do fermento de
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pao foi o primeiro produto de levedura definido como farmacéutico, com atividade
imunoestimulatoria. Seu componente ativo foi identificado como R-glucano. Mais tarde,
verificou-se em estudos in vitro e em mamiferos que este polissacarideo insoluvel em
agua possui a capacidade de melhorar a atividade fagocitica, atividade citotéxica nos
macréfagos e outras atividades bioldgicas. In vitro, estes efeitos se manifestam por
interagdes com receptores soluveis ou celulares do sistema imune inato (GARCIA,
2008).

Em alimentos para caes e gatos as leveduras, em suas varias formas (integral
ou isolada) tém sido utilizadas por inumeras razdes, incluindo-se aumento de
palatabilidade, como fonte de nutrientes, para melhora da textura ou digestibilidade da
dieta e para melhorar a saude e bem estar do animal. Inumeros produtos comerciais de
levedura, desenvolvidos especificamente para uso na alimentagao animal e em petfood,
estao disponiveis atualmente (SWANSON & FAHEY, 2006).

Vérias cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae sao usadas na produgao
de paes, cervejas, destilados e vinho. Embora estas cepas compartilhem caracteristicas
comuns, como eficiéncia na utilizacdo de acgucar, alta tolerancia e alta producido de
etanol, alto rendimento e taxa de fermentacgao, estabilidade genética, dentre outros, ela
também possuem propriedades especificas a cada uma (SWANSON & FAHEY, 2006;
SWANSON & FAHEY, 2007). Oito produtos de levedura sao atualmente definidos pela
Association of American Feed Control Officials, estes se diferenciam segundo a fonte da
levedura e caracteristicas como concentracées de umidade e proteina bruta e atividade
fermentativa (SWANSON & FAHEY, 2007). Dentre os principais produtos da levedura
Saccharomyces cerevisiae utilizados em petfood encontram-se a levedura de cervejaria
€ a parede celular de levedura de cana-de-acucar seca.

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae representa aproximadamente
15-30% do peso seco da célula. Esta consiste principalmente em mananoproteinas, 13-
glucanos, e quitina (N-acetilglicosamina), unidos por ligagdes covalentes. A porgcao de
glucanos consiste de cadeias 3(1,3)- e 3(1,6)-. Os 3(1,3)-glucanos formam o esqueleto
interno da célula, sendo os principais componentes estruturais responsavel por sua

forca mecanica. Esta estrutura de glucanos é altamente ramificada e possui multiplas
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extremidades n&o redutiveis que funcionam como locais de ligacdo para outros
componentes da parede celular (KOLLAR et al., 1997).

3(1,6)-glucanos encontram-se principalmente fora da estrutura de sustentagéo
e frequentemente estdo ligados por proteinas da parede celular. Manano
polissacarideos estao unidos a proteinas para formar uma camada de mananoproteinas

localizada na superficie externa da parede celular da levedura.
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Figura 1. Figura esquematica apresentando a composigao e estrutura da parede celular da
Saccharomyces cerevisiae. Fonte: OSUMI (1998).

Duas classes de proteinas de parede celular, ligadas covalentemente, foram
identificadas. A primeira classe consiste em proteinas de glicosil fosftidilinositol, estas
formam um complexo com as cadeias B(1,3) - e R(1,6) (KOLLAR et al., 1997). A
segunda classe de proteinas a parede celular, a proteina com repetigdes internas, esta
ligada diretamente aos 3(1,3)-glucanos. Mananoproteinas sao estritamente reguladas
pelas mudancas nas condi¢cdes externas (por exemplo, choque térmico, choque
hiposmotico, fonte de carbono) e mudangas internas durante o ciclo de divisdo da célula
(SWANSON & FAHEY, 2006; SWANSON & FAHEY, 2007).
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Enquanto glucanos e mananoproteinas sao os componentes principais da
parede celular, apresentando-se em proporgdes aproximadamente iguais, a quitina
constitui apenas 1 a 3% desta estrutura. Embora presente em quantidades pequenas, é
o componente principal do septo primario, envolvido na separagao da célula mae das
filhas, tornando-se essencial para divisao celular.

ROBINOW & JOHNSON (1991) realizaram levantamento de diversos estudos
sobre a composicao da parede celular de leveduras e definiram que a parede celular da
Saccharomyces cerevisiae € composta por 29% de glucanos, 30% de mananos, 13%
de proteinas, 8,5% de lipidios e 1% de quitina. Para FLEET (1991) a composicao da
parede celular da Saccharomyces cerevisiae pode variar, possuindo entre 30 a 60% de
glucanos, 25 a 50% de mananos, 13 a 15% de proteina, 2 a 14% de lipidio e 1 a 2% de
quitina. Os componentes restantes da levedura, apds extracdo da parede celular, séo
coletivamente chamados extrato celular de levedura e contém numerosos nucleotideos,

enzimas, vitaminas, e minerais.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Nutricao e
Doencgas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada” do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinaria e no Laboratério de Microbiologia Aplicada a Zootecnia do
Departamento de Patologia Veterinaria, ambos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP, campus de Jaboticabal.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica e
Bem Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, sob o protocolo de numero
024683-06, estando de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.1. Animais

Foram utilizados oito caes da ragca Beagle, machos ou fémeas, nao castrados,
com peso médio de 11,45 + 2,54 Kg, idade média de 7,0 + 3,20anos, procedentes do
canil do Laboratério de Pesquisa em Nutricido e Doencas Nutricionais de Caes e Gatos
do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Unesp, Campus de Jaboticabal. O estado de saude foi confirmado
previamente ao inicio do experimento por meio de exames fisico, sanguineo e

coproparasitolégico.

3.2. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido na forma de dois quadrados latinos 4 x 4, incluindo

cada um quatro tratamentos e quatro periodos, gerando 8 repeticdes por tratamento.
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Cada periodo do quadrado latino teve duracado de 21 dias, divididos em trés etapas
conforme descrito na Tabela 1. Ao término de cada periodo de 21 dias, os animais
eram pesados e tinham a quantidade de alimento reajustada de forma a assegurar a

manutencao do peso inicial.

Tabela 1. Procedimentos realizados em cada etapa dos periodos experimentais.

Etapa Dias do periodo

. Procedimentos realizados
experimental

1a15 Adaptacdo a dieta
2 16 a 20 Coleta total de fezes para o ensaio de digestibilidade

Coleta de fezes frescas para analise da composigéao
microbioldgica, concentragdo de acidos graxos de cadeia
3 21 curta e aminas biogénicas fecais. Coleta de sangue para
realizagcdo de hemograma, determinagdes bioquimicas e
imunofenotipagem de linfocitos

Na etapa 1 (primeiros 15 dias) os caes foram alojados em duplas em baias com
solario, medindo 1,5m x 4m. Nas etapas 2 e 3 permaneceram em gaiolas metabdlicas
individuais em inox, com dimensdes de 90 x 90 x 100 cm, com aparato para coleta

separada de fezes e urina.

3.3. Dietas experimentais

Foram empregadas quatro ragdes extrusadas isonutrientes, a base de proteina
animal e arroz, formuladas de modo que suas composi¢des nutricionais atendessem as
recomendacgdes da Association of American Feed Control Official (AAFCO, 2004) para
caes adultos em manutencao. Estas foram produzidas na industria de petfood Premier

Pet, em Dourado - Sao Paulo.
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Os tratamentos experimentais corresponderam a quatro niveis de inclusao da
parede celular de levedura seca (PCL), com base na matéria natural. Estes ficaram
assim distribuidos:

T-0 — dieta controle, com 0% de PCL
T-15-0,15% de PCL
T-30 - 0,30% de PCL
T-45 - 0,45% de PCL

A PCL empregada no experimento (ActiveMOS®, Biorigin, Lencois Paulista, Sdo

Paulo, Brasil) é derivada de Saccharomyces cerevisiae. A composigdo quimica do

ingrediente, segundo o fabricante, esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composicio quimica do ActiveMOS® segundo o fabricante.

Item %
Proteina bruta (max) 30,0
Umidade (max) 8,0
Fibra bruta (max) 3,0
Cinzas (max) 6,0
Carboidratos 55,0
Mananoligossacarideo 25,0+ 3,0

R-glucano 30,0+ 3,0

A PCL foi incluida na formula em substituicho ao amido de milho,
permanecendo os demais ingredientes em porcentagens fixas. Todos os ingredientes
empregados na producdo das dietas experimentais foram obtidos a partir de um unico
lote, de modo a nao permitir variabilidade entre os tratamentos. A férmula e a

composi¢ao quimica das dietas encontram-se nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.



Tabela 3. Formula das dietas experimentais.

Valores sobre a matéria original.

Ingrediente %
Parede celular de levedura 0-0,45
Amido de milho 0-0,45
Farinha de visceras de frango 36,0
Quirera de arroz 30,0
Milho 20,0
Oleo de visceras frango 8,2
Polpa de beterraba 2,0
Palatabilizante 2,0
Sal 0,3
KCI 0,4
Antifiingico 0,1
Premix vitaminico e mineral ' 0,52
Antioxidante 0,006

' Adigdo por quilograma de dieta: Ferro 100 mg, Cobre 10 mg, Manganés 10 mg, Zinco
150 mg, lodo 2 mg, Selénio 0,3 mg, Vitamina A 18000 UI, Vit. D 1200 Ul, Vit. E 200 UI,
Tiamina 6 mg, Riboflavina 10 mg, Acido pantoténico 40 mg, Niacina 60 mg, Piridoxina 6
mg, Acido félico 0,30 mg, Vit. B12 0,1 mg e Colina 2000 mg.

Tabela 4. Composigao quimica analisada das dietas experimentais ".

Dietas 2
Item T-0 T-15 T-30 T-45
Matéria seca (%) 92,41 91,53 91,63 91,76
Valores sobre a matéria seca
Matéria Mineral (%) 7,70 7,66 7,37 7,29
Matéria organica (%) 92,30 92,34 92,63 92,71
Proteina bruta (%) 34,08 33,13 32,13 32,77
Extrato etéreo acido (%) 15,72 14,37 15,71 15,03
Fibra bruta (%) 2,27 2,56 2,70 2,29
Energia Bruta (kcal/kg) 5051,62 4971,64 5057,06 4988,49

'-n=2; CV <5%

2.-T-0 - dieta controle, com 0% de PCL; T-15 - 0,15% de PCL; T-30 - 0,30% de PCL; T-45 - 0,45%

de PCL
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No delineamento quadrado latino todos os cédes receberam as quatro dietas
experimentais, sendo aleatoriamente sorteados dentre as possiveis sequéncias de
oferecimento dos alimentos. A quantidade de racdo administrada foi calculada de
acordo com o valor energético da ragdo e a necessidade energética do animal (NRC,
2006). A quantidade total diaria foi dividida em duas refeigdes iguais, oferecidas as
08:30 e 17:30 horas. O consumo de alimento foi mensurado e anotado durante todo o

experimento.

3.4. Parametros avaliados

3.4.1. Digestibilidade aparente dos nutrientes, producao e qualidade fecal

O ensaio de digestibilidade foi conduzido pelo método de coleta total de fezes e
urina, considerando-se as recomendacdes da AAFCO (2004). As dietas foram
oferecidas por um periodo de adaptagdo de quinze dias, seguidos de cinco dias de
coleta, obtendo-se um conjunto de fezes e urina de cada animal. A agua foi fornecida a
vontade. Os animais foram alojados em gaiolas de metabolismo individuais, em acgo
inoxidavel, com dimensdes de 90cm x 100cm x 90cm, equipadas com aparatos para
coleta separada de fezes e urina.

O consumo alimentar foi registrado diariamente, pesando-se as quantidades
oferecidas e recusadas de alimento a cada refeicdo. As fezes foram colhidas
integralmente duas vezes ao dia, as 08:00hs e 17:00hs, pesadas e acondicionadas em
sacos plasticos individuais, previamente identificados, fechados e armazenados em
freezer (-15°C) para posterior andlise. A urina foi recolhida duas vezes ao dia, em
recipientes plasticos colocados sob o funil coletor da gaiola, contendo um mililitro de
acido sulfurico 1N para evitar perdas de nitrogénio e proliferacdo de bactérias. Logo
ap6s a colheita foi mensurado o volume de urina produzida sendo esta, entao,
armazenada em garrafa plastica identificada e mantida em freezer (-15°C) até

realizacao das analises laboratoriais.
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Ao final do periodo de coleta, as fezes foram descongeladas e
homogeneizadas, compondo-se uma amostra unica por animal e periodo, pesadas e
secas em estufa de ventilagdo for¢cada (320-SE, FANEM, Sao Paulo) a 55 °C durante
72 horas. As fezes pré-secas e as racdes foram, entdo, moidas em moinho de facas
(MOD 340, ART LAB, Sao Paulo) com peneira de 1mm, para proceder-se as analises
laboratoriais. Quanto a urina, foram colocados 30mL em placas de petri e esta foi
mantida em estufa de ventilagao for¢ada (320-SE, FANEM, S&o Paulo) a 55°C, por 24
horas, para redugdo do volume. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes,
totalizando 90mL.

Nas fezes e ragdes foram determinados, segundo a metodologia descrita pela
Association of the Official Analytical Chemists (AOAC, 1995), os teores de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo em hidrdlise acida (EEHA), matéria mineral
(MM) e fibra bruta (FB).

A energia bruta (EB) das fezes, ragdes e urina foram determinadas em bomba
calorimétrica (1281, PARR Instrument Company, lllinois, EUA). Para isto, as amostras
de fezes, ingrediente e ragdes foram peletizadas e pesadas e o concentrado de urina
foi colocado em capsulas de silicone para se proceder a combustdo. Os extrativos nao-
nitrogenados (ENN) foram calculados pela diferencas entre a MS e a soma da PB,
EEHA, FB e MM.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os coeficientes
de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta, matéria organica, extrato
etéreo hidrélise acida, extrativos nao-nitrogenados e fibra bruta das racdes. Estes

calculos foram realizados com a seguinte férmula:

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

nutriente ingerido (g)

Foram avaliadas, também, a produgdo e qualidade das fezes. A matéria seca

das fezes foi determinada pela seguinte férmula:
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MS fecal = 12 MS x 100 ,onde:
22 MS
12 MS = matéria seca a 55 °C das fezes in natura

22 MS = matéria seca a 105°C das fezes pré-secas a 55°C.

Foram determinadas, ainda, a producado de fezes por cao por dia, tanto em
matéria seca como natural, a produgéo de fezes por quilograma de peso vivo por dia e
a produgéo de fezes, tanto na matéria seca como natural, por 100 gramas de ragao
ingerida.

A analise qualitativa das fezes foi determinada por meio do escore fecal,
atribuindo-se notas de 0 a 5, sendo: 0 = fezes liquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma;
2 = fezes macias, mal formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; 3=
fezes macias, formadas e umidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e
consistentes que ndao marcam o piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas,
considerando-se normal valores entre 3 e 4. Para determinagdo do pH das fezes 2,0
gramas de fezes frescas foram diluidos (1:10 p/v) em agua mili-Q e o pH medido com

pH-metro de precisao 0,01 pH (modelo DM20, Digicrom Analitica Ltda, Sdo Paulo).
3.4.2. Composicao microbioldgica das fezes

Amostras de fezes frescas foram colhidas de forma asséptica, mantidas em
pote coletor universal estéril e levadas para procedimento analitico com no maximo 30
minutos apds sua coleta, de forma a se manter a viabilidade dos microrganismos
presentes. No Laboratorio de Microbiologia Aplicada a Zootecnia, de cada amostra fecal
foram pesadas 25 gramas, homogeneizadas, diluidas em série com agua salina estéril
até 10° e, logo apos, semeadas para contagem dos microrganismos utilizando-se de
meios e condi¢cdes apropriadas para cada tipo de bactéria, conforme descrito na Tabela
5.
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Tabela 5. Métodos empregados para cultura das bactérias em estudo.

Condigoes de

Bactéria Meio de cultura Fabricante incubago®
Aerdbios totais Plate Count Agar (PCA) Acumedia’ A, 37°C, 24h
Anaerébios totais Plate Count Agar (PCA) Acumedia’ AN, 37°C, 24h
Escherichia coli Agar MacConkey Acumedia’ A, 37°C, 24h
Bifidobacterium Bifidobacterium agar Himedia® AN, 37°C, 24h
Clostridium Reinforced((élg':zt)ridium Agar Oxoid® AN, 37°C, 48h
Lactobacillus Man Rogosa Sharpe (MRS) Acumedia’ AN, 37°C, 72h

* Necessidade de oxigénio, temperatura e tempo de incubacdo. Legenda: A = aerobiose, AN =
anaerobiose

A contagem total, em Unidades Formadoras de Colbénia (UFC/g de fezes), de
cada um dos géneros em estudo foi realizada pela técnica de contagem padrédo em
placas. As diluicbes foram semeadas em duplicatas em placas de petri descartaveis
pela técnica de pour plate e incubadas conforme a sua necessidade de oxigénio. As
bactérias aerdbias (Escherichia coli e aerbébios totais), apdés semeadura foram
incubadas a 37°C, em aerobiose, por 24 a 48 horas. As bactérias anaerdbias
(Lactobacillus, Bifidobacterium e anaerdbios totais) foram incubadas em jarras de
anaerobiose com o sistema gas-pack a 37°C por 24 a 72 horas. Para o género
Clostridium as amostras, nas diluicbes 10" e 10'2, foram submetidas a choque térmico
prévio a semeadura, para ativar a germinacédo dos esporos e destruir contaminantes
nao esporulados, que consistiu em manté-las em banho-maria a 80°C por 10 minutos,
seguido por resfriamento em agua com gelo por mais 10 minutos. Apds este
procedimento as amostras eram semeadas em placas e incubadas como descrito
anteriormente

Além dessas bactérias foi feita pesquisa de Salmonella em todas as amostras

colhidas. Para isto, realizou-se enriquecimento seletivo de uma aliquota de trés mililitros

' Acumedia Manufacturers Inc., Miami, EUA
2 Himedia Laboratories, Mumbai, India
® Oxoid Ltd, Cambridge, Reino Unido
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das amostras na diluicdo de 10" em dois tubos de ensaio com os meios caldo
Rappaport Vassiliadis (Acumedia Manufacturers Inc., Miami, EUA) e caldo Selenito
(Acumedia Manufacturers Inc., Miami, EUA) acrescido de Novobiocina. Estas foram
incubadas a 42°C e 37°C, respectivamente, por 24 horas. Apos este periodo foram
semeadas em placas com agar MacConkey pela técnica de esgotamento e incubadas a
37°C por mais 24 horas. Apds este periodo, coldnias caracteristicas, incolores e com
meio basico na cor palha indicariam a presenga de Salmonella (CORTEZ et al., 2004).
Apods incubagao procedeu-se a contagem das placas e cinco coldnias tipicas
foram submetidas a esfregagos corados pelo método de Gram para confirmagao das

caracteristicas morfologicas de cada género.

Tabela 6. Caracteristicas morfo-tinturiais dos géneros de bactérias em estudo, em

esfregacos corados pelo método de Gram.

Género Morfologia e coloragdao de Gram

Escherichia coli Bastonetes retos pequenos, Gram negativos

Bastonetes curvos com morfologia variavel mas comumente em
Bifidobacterium forma de V, Gram positivos, podendo apresentar-se isolados,
pareados ou agrupados

Bastonetes curtos com extremidades arredondadas, Gram positivos,

Clostridium
formadores de esporo

Lactobacillus Bastonetes finos e longos, Gram positivos
Fonte: HOLT et al. (1994).

Algumas colbnias também foram submetidas a kits especificos para
identificacdo. Estes sdo sistemas miniaturizados com galerias contando com 49
carboidratos diferentes. Sao preparados inoculos em solugdo de cloreto de sédio a
0,85%, com a cultura teste purificada, que € colocada em cada um dos pogos contendo
carboidrato. Apos a preparagao e inoculagdo das galerias, estas foram incubadas nas
condi¢gdes especificas para os géneros testados conforme orientagcdo do fabricante. A
leitura foi realizada pela adicao de reagentes e observacdo da mudancga de cores nas

galerias, devido a alteragdes no pH, indicando positividade ou ndo as reagoes. Os kits
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API utilizados foram: Kit APl 50CH + 50CHL para Lactobacilos, Kit APl 20E para
Enterobactérias e Kit APl 20A para Anaerdbios (BioMerieux SA, Marcy-I'Etéile, Franga).
Estes testes foram realizados apenas no primeiro periodo experimental como
confirmacédo da metodologia utilizada. O alto custo dos kits inviabilizou sua utilizagéo

nos demais periodos experimentais.

3.4.3. Concentragao fecal dos acidos graxos de cadeia curta

Com o intuito de se verificar a fermentabilidade do ingrediente teste pelas
bactérias da microbiota intestinal, bem como de possiveis alteragbes no padrao
fermentativo da eubiota, foi determinada a concentragdo dos acidos graxos de cadeia
curta (acidos acético, propidnico e butirico) e acido latico nas fezes dos animais. Para
tanto, foram colhidas 10 gramas de fezes frescas, que foram rapidamente
homogeneizadas e misturadas a 30mL de solugdo de acido férmico a 16% (1:3 p/v).
Esta mistura foi mantida sob refrigeracao por trés dias, sendo, entédo, centrifugada por
trés vezes a 5.000 rpm, a 15°C, por 15 minutos, sendo sempre aproveitado o
sobrenadante e desprezado o sedimento. As amostras foram identificadas e
armazenadas em freezer (-15°C) e posteriormente encaminhadas ao Laboratério de
Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Produgcdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP — Pirassununga-SP.

A concentragéo de acidos graxos de cadeia curta nas fezes (acético, propidnico
e butirico) foi determinada por cromatografia gasosa (Finningan 9001) de acordo com
ERWIN et al. (1961), sendo a coluna de vidro de 2 metros de comprimento, didmetro de
1/8”, empacotada com 80/120 Carbopack B-DA/4% Carbowax 20M. O cromatdgrafo foi
calibrado por meio da injegdo de 1 pL de solugdo padrdo misto e a curva pré-
estabelecida no software BORWIN versdo 1.21.60 (Grupo Intecrom, Sao Paulo). Foi
utilizado nitrogénio como gas de arraste (vazao de 25 mL/min), oxigénio como gas
comburente (vazdo de 175 mL/min) e hidrogénio como gas combustivel (vazdo de 15
mL/min.), sendo as temperaturas de operacao de 220°C no injetor, 210°C na coluna e

250°C no detector de ionizagao de chama.
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A amostra liquida, previamente centrifugada, foi injetada e vaporizada
percorrendo, com auxilio de um gas de arraste (Nitrogénio) uma coluna empacotada
com Carbopack/Carbowax. Nesta coluna os acidos vaporizados mais leves percorrem
mais rapidamente a coluna, atingindo o detector de ionizagcdo de chama. Neste, a
corrente formada pela ionizacdo da chama com o acido é coletada e enviada a um
computador na forma de impulso elétrico. Este calcula a concentragdo da amostra e
compara as areas dos picos formados pela intensidade dessa corrente, com a area dos
picos formados pela solucdo contendo o acido padrdo. Desta forma, calcula-se a
concentracdo da amostra através de uma regra de trés simples.

Foi mensurado, também, o teor de acido latico das fezes empregando-se a
mesma amostra na qual foram avaliados os acidos graxos de cadeia curta. A analise foi
realizada no Laboratério de Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Produgéao
Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP — Pirassununga, de
acordo com PRYCE (1969) pelo método espectrofotométrico a 565 nm (500 a 570nm),
utilizando branco reagente a fim de calibrar o espectrofotometro (QUICK-Lab, Drake
Eletronica Comércio Ltda, Sdo José do Rio Preto, SP). A quantificagdo se deu pela

comparagao da leitura das amostras com padrao de acido latico a 0,08%.

3.4.4. Concentragao fecal de aminas bioativas

Para a avaliagdo da concentragéo fecal de aminas bioativas, 5 gramas de fezes
frescas foram homogeneizadas e misturadas a sete mililitros (5:7 p/v) de acido
tricloroacético a 5% (TCA 5%), agitadas por 3 minutos em vortex e centrifugadas a
10.000 x g, por 20 minutos a 4°C (Centrifuga Modelo RC 5C plus, Sorvall Products,
Newtown, CT, EUA). O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo e o
residuo extraido por mais duas vezes, empregando-se respectivamente volumes de
sete e seis mililitros de TCA, sendo os sobrenadantes filtrados e combinados. O volume
final obtido foi anotado e congelado. As amostras foram encaminhadas para analise no
Laboratério de Bioquimica de Alimentos no Departamento de Alimentos da Faculdade

de Farmacia da UFMG — Belo Horizonte, MG. O método utilizado foi o de cromatografia
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liquida de alta performance (HPLC, Shimadzu modelo LC-10AD, Kyoto, Japao) por par
ibnico, derivagdo pos-coluna com o-ftalaldeido e detecc¢do fluorimétrica, seguindo a
metodologia descrita por VALE & GLORIA (1997).

3.4.5. Hemograma e determinagoes bioquimicas

Realizou-se hemograma, mensuragdo da atividade sérica de alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e dos niveis séricos de uréia, creatinina,
proteinas totais, albumina, triglicérides e colesterol. Estes exames foram feitos no
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da
FCAV — Unesp, campus de Jaboticabal. Estas analises foram realizadas antes do inicio
do experimento e ao final de cada periodo experimental (dia 21 do periodo no quadrado
latino).

Os animais foram submetidos a venipungéo jugular de onde foram colhidos
cinco mililitros de sangue. Em ato continuo, a amostra foi dividida em duas aliquotas de
quatro e um mililitro transferidas para um tubo de ensaio sem anticoagulante e outro
contendo anticoagulante EDTA, respectivamente.

As contagens globais de hemacias, leucécitos, plaquetas, a taxa de
hemoglobina, o volume globular ou hematdcrito, o volume corpuscular médio (VCM) e a
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram obtidos com auxilio de
um contador veterinario automatico de células ABC Vet (Horiba ABX Brasil, Sdo Paulo).
A contagem diferencial dos leucdcitos foi obtida utilizando-se de esfregagos sanguineos
corados com uma mistura de Metanol — May Grunwald — Giemsa (MGG) e avaliados a
microscopia Optica. A formula leucocitaria absoluta foi obtida a partir das contagens
global e diferencial das células leucocitarias, por uma regra de trés direta. As
determinacgdes dos niveis séricos de colesterol, triglicérides, proteinas totais, albumina,
creatinina, uréia e a atividade das enzimas alanina aminotranseferase e fosfatase
alcalina foram conduzidas com auxilio de conjuntos de reagentes especificos para cada

parametro (Labtest Diagndstica Ltda, Lagoa Santa - MG), sendo as leituras realizadas
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em aparelho analisador bioquimico semi-automatico (modelo LABQUEST, Labtest
Diagnéstica Ltda, Lagoa Santa — MG).

3.4.6. Imunofenotipagem de linfécitos

Para a realizacdo da analise citofluorométrica do sangue periférico, foram
utilizadas amostras de sangue obtidas por venipungdo jugular. Os caes foram
submetidos a analise quantitativa de células CD5°'CD4*, CD5", CD5'CD8*, CD45" e
CD45"CD21", realizada por imunofenotipagem de linfocitos. A imunofenotipagem foi
obtida por citometria de fluxo, que permite analise rapida, objetiva e quali-quantitativa
de células em suspensdao (FALDYNA et al., 2001), por meio da identificacdo e
quantificacdo de células com base no tamanho, na granularidade e na intensidade de
fluorescéncia (ROITT et al., 1999).

Escolha dos marcadores

Os anticorpos monoclonais sdo os marcadores de escolha devido a sua
especificidade, reagao cruzada minima e reprodutibilidade (KEREN, 1994). O termo CD
(Cluster Differentiation = denominagcdo de grupamento) € utilizado para denominar os
anticorpos monoclonais criados em diferentes laboratérios, e em diferentes partes do
mundo, contra antigenos leucocitarios humanos (ROITT et al., 1999).

No “Primeiro Workshop Internacional de Antigeno Leucocitario Canino” (FIRST
CLAW - First Canine Leukocyte Antigen Workshop), ocorrido em Cambridge, Reino
Unido, em 1993, foram definidos os anticorpos monoclonais que marcam os antigenos
leucocitarios caninos (COBBOLD & METCALFE, 1994). Neste evento o CD5 foi definido
como principal marcador de superficie para células linfocitarias pan-T caninas, o CD4
como marcador de linfécitos T auxiliares e o CD8 como marcador de linfécitos T
citotoxicos (COBBOLD & METCALFE, 1994). De acordo com BYRNE et al. (2000), os
linfocitos B de céaes, diferentemente daqueles de humanos e de roedores, nao

expressam CD5. Portanto, o CD5 canino deve ser utilizado como marcador para células
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pan-T. Os linfécitos T tém sido mais extensivamente estudados com respeito a
expressdo diferencial de antigenos. A maioria dos linfécitos T s&o identificados pela
expressao dos antigenos CD4 e CD8 (LAYNER, 2002).

No cdo o CD4 é expresso pelo MHC de classe Il restrito a células T-helper. Os
neutrofilos caninos podem expressar CD4 e isto difere os neutrofilos caninos dos
neutrofilos de outras espécies. Mondcitos, macréfagos e células dendriticas também
podem expressar este antigeno em algumas situagdes. O CD5 € expresso por células T
maduras, timécitos e algumas células B. Nas células T maduras, o CD5 atua como co-
estimulador de receptor de sinais. O CD8 é expresso pelo MHC de classe | restrito a
células T-citotéxicas, porém algumas células NK podem expressar o CD8. Ja o CD 21 ¢é
expresso por células B maduras e células dendriticas foliculares no centro germinativo
(VERNAU, 2004). Aproximadamente 10% da superficie dos linfécitos T encontra-se
recoberta pela molécula CD45. Esta molécula tem fungao no controle da transdugéo do
sinal pelos receptores de célula T. Identificaram-se varias formas diferentes de CD45.
As células T virgens possuem uma forma de CD45, e as células T estimuladas e de
memoria possuem uma forma diferente (TIZARD, 2002)

Diante do exposto, neste estudo foi utilizado para marcar os linfocitos T helper,
o CD4, considerando que este age como receptor de células T para moléculas de MHC
de classe |l além de exercer um papel-chave no reconhecimento de antigeno
processado por parte das células T auxiliares. Todavia, como esta molécula é expressa
também em neutréfilos de caes, optou-se pela dupla marcagdo com a molécula CD5
para selecionar mais especificamente as células T auxiliares (TIZARD, 2002; AbD
Serotec, 2008).

Para marcar os linfécitos T citotdxicos utilizou-se o CD8, que € um receptor
para moléculas de MHC de classe | e exerce papel-chave no reconhecimento de
antigenos endogenos. O anticorpo utilizado no presente estudo se liga ao CD8 a. Para
uma marcacao mais fidedigna dos linfécitos T citotdxicos, utilizou-se também dupla
marcac¢ao com o CD5 (TIZARD, 2002; AbD Serotec, 2008).

Para marcagéao de linfocitos B, utilizou-se o CD21, um receptor de complemento

também chamado de CR2, uma glicoproteina de 145kDa, encontrada nas células B.
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Embora TIZARD (2002) afirme que esta molécula também estd presente em algumas
células dendriticas e em algumas células T, o fabricante n&o faz nenhuma referéncia a
este fato. Também se realizou dupla marcacao deste com o CD45, pertence a familia
de glicoproteinas de 190 a 220kDa, encontradas em todas as células de origem
hematopoiética, exceto hemacias, fazendo-se assim marcagcdo mais precisa do CD21
(TIZARD, 2002; AbD Serotec, 2008). Em resumo, os anticorpos monoclonais

selecionados para a presente pesquisa encontram-se caracterizados na Tabela 7.

Tabela 7. Caracteristicas dos anticorpos monoclonais utilizados para imunofenotipagem

de linfécitos por citometria de fluxo.

Molécula Fluorescéncia Anticorpo Tipo celular Fabricante
Monoclonal

y1 PE R104 Isotipo controle AbD Serotec

Y2 FITC MCA1212 Isotipo controle AbD Serotec
CD5 FITC MCA1037 Linfécitos T AbD Serotec
CD4 PE MCA1038 Linfécitos T helper AbD Serotec
CD8 PE MCA1039 Linfocitos T citotéxicos AbD Serotec
CD45 FITC MCA1042F Leucdcitos AbD Serotec
CD21 PE MCA1781 Linfécitos B AbD Serotec

Processamento das amostras para citometria de fluxo

As amostras foram processadas no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria
do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal - Unesp, utilizando-se de cinco tubos falcon, preparados
como descrito na Tabela 8. Os estudos citofluorométricos foram realizados num prazo

maximo de 24 horas apos a colheita do sangue.
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Tabela 8. Preparacao das amostras de sangue para analise citométrica.

Tubo Amostra Volgme Molécula Fluorescéncia

Anticorpo

1 100pL - - -
2uL y1 PE

2 100uL 2L V2 FITC
2uL CD5 FITC

3 100uL 20l CD4 PE
2uL CD5 FITC

41004l 2uL CD8 PE
2uL CD45 FITC

5 100uL 2ul CD21 PE

As amostras eram homogeneizadas e os tubos incubados no escuro, em
temperatura ambiente, por 20 minutos. Um mililitro de tampéo de lise de hemacias
(FACS Lysing Solution — Becton Dickinson) foi adicionado em cada tubo e, novamente,
as amostras foram homogeneizadas e incubadas por dez minutos, a temperatura
ambiente, no escuro. Posteriormente foi realizada a lavagem do material com solugao
salina tamponada com fosfato 0,01 M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) por trés vezes,
adicionando-se dois mililitros de PBS por lavagem. Apés as lavagens, foi adicionado 0,5
mL de solug¢ao salina tamponada com fosfato 0,01 M pH entre 7,4 e 7,6 (PBS) a 1% em

formol.

As amostras foram analisadas no citofluorémetro FACSCANTO (Becton
Dickinson, San Jose, CA, EUA), no Laboratério de Micologia do Departamento de
Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — Unesp.
Utilizou-se o programa FACSDiva (Becton Dickinson, San Jose, CA), para identificar e
quantificar as células CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45"CD21". Foi realizado um gate (P1)
sobre a populacdo de linfécitos do sangue obtendo-se 10000 eventos da populagao

demarcada (figura 2).
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Figura 2. Representagéo grafica da distribuigdo das populagdes leucocitarias observadas na citometria
de fluxo, de acordo com a complexidade e o tamanho das células, com o gate sobre a populagéo
de linfécitos.

Na sequéncia era realizado um novo plot com a populagéo linfocitaria e um
novo gate (P2) era colocado para se obter as subpopulagdes linfocitarias CD5" ou
CD45" (figura 3). Outro plot foi realizado com a populagdo CD5" ou CD45" e outro gate
foi colocado para se obter as populagdes CD5'CD4", CD5'CD8" e CD45"CD21" (figura
4). Desta forma foram obtidos os valores relativos e, com a contagem absoluta de

linfocitos, os valores absolutos das subpopulacdes linfocitarias.
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Figura 3. Representacéo grafica da distribuicdo das células de acordo com a complexidade interna (“Side

catter — , com a gate as subpopulagdes linfocitarias e .
S SSC”) te (P2) d bpopulacdes linfocitarias CD5" (A) e CD45" (B)
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Figura 4. Representacao grafica das subpopulagdes linfocitarias (gate - P3) cD5'cD4” (A), cD5'cD8”
(B) e CD45°CD21" (C).

3.4.7. Determinagao do proteinograma sérico

As proteinas totais séricas foram determinadas pela reacdo de Biureto e
avaliadas por método colorimétrico (LABETEST - PROTI A/G, Labtest Diagndstica Ltda,
Lagoa Santa — MG). A separagao das proteinas séricas foi realizada segundo a técnica
de eletroforese em gel de agarose, de acordo com o kit — CELMGEL (CELM, Cia
Equipadora de Laboratérios Modernos, Barueri — SP). O fracionamento eletroforético
em gel de agarose, utilizando-se uma amostra de 0,6 yL de soro sanguineo, foi
conduzido em cuba horizontal contendo tampao ftris de pH 9,5 (CELM, Cia Equipadora
de Laboratérios Modernos, Barueri — SP). Apés 30 minutos de corrida a 90 volts o filme
de agarose foi corado com solugéo de amido black 0,2% (Amido Black 10-B, CELM, Cia
Equipadora de Laboratorios Modernos, Barueri — SP), durante 5 minutos, em seguida
retirado o excesso de corante em solucdo de acido acético a 5%, até que o fundo
tornou-se transparente, tendo sido entido submetido a temperatura de 60°C até
secagem completa. A leitura das fragdes foi realizada por densitometria em 520 nm
(Densitdbmetro Digital DS 35 — CELM, Cia Equipadora de Laboratérios Modernos,
Barueri — SP) e analisadas pelo Software para densitbmetro por Scanner SDS 60.

Determinou-se, assim, o tracado eletroforético e os valores absolutos e relativos das



44

fragbes protéicas. As bandas foram dividas em albumina, a1-globulina, a2-globulina,

B1-globulina, B2-globulina e y-globulina.

3.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados como dois quadrados latinos 4 x 4 balanceados, com
quatro tratamentos (dietas), quatro animais e quatro periodos cada um, totalizando oito
repeticbes por tratamento. Estes foram submetidos a analise de variancia pelo
procedimento GLM (General Linear Models) do software Statistical Analysis System
(Versao 8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Quando diferengas significativas foram
detectadas pelo teste F da ANOVA, comparagdes multiplas foram conduzidas pelo
Teste de Tukey. Procedeu-se, também, analise por contrastes ortogonais para se
avaliar o efeito da parede celular de levedura seca, independentemente de seu nivel de
inclusdo na dieta, comparando-se as médias obtidas para as variaveis da dieta T-0
versus aquelas dos demais tratamentos (T-15, T-30, T-45). As médias também foram
submetidas a analise de regressao polinomial para determinar os efeitos lineares ou
quadraticos da adicdo de parede celular de levedura seca na dieta de caes. Todas as
variaveis foram inicialmente testadas para normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e

apresentaram distribuicdo normal. Adotou-se como significante p<0,10.
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4. RESULTADOS

4.1. Digestibilidade aparente dos nutrientes, produgao e qualidade fecal

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes das dietas
experimentais estdo apresentados na Tabela 9. Os valores de energia bruta (EB),
energia metabolizavel (EM) e coeficientes de metabolizagdo da energia bruta (CMEB)
estdo na Tabela 10.

O consumo das dietas experimentais foi bom, ndo havendo episédios de
diarréia, vomitos ou recusa em se alimentar durante o ensaio. As ingestdes de
nutrientes foram semelhantes para os diferentes tratamentos, as variagdes verificadas
nao foram suficientes para interferir nos resultados de digestibilidade. Os dados de
consumo de matéria seca e energia bruta demonstram, também, que ndo houve
interferéncia da parede celular de levedura na palatabilidade das dietas.

Nao foi observado efeito do ingrediente teste sobre a digestibilidade da MS, PB,
EEA, MO, ENN e EB (p>0,1). Ja o coeficiente de digestibilidade aparente da matéria
mineral reduziu-se linearmente com a adigéo de PCL (p=0,0005).

As dietas apresentaram os mesmos coeficientes de metabolizacdo da energia
bruta, indicando auséncia de efeitos da PCL na utilizacdo da energia consumida
(P>0,1), o que concorda com os resultados de digestibilidade da energia. Desta forma,
diferengas encontradas no teor de energia metabolizavel dos alimentos, em kcal/kg, sdo
na verdade reflexo das pequenas variagdes na energia bruta dos alimentos.

As medidas de qualidade e quantidade de fezes e produgao urinaria estao

apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 9. Consumo de nutrientes e coeficientes de digestibilidade aparente das dietas experimentais com diferentes niveis de
inclusdes de parede celular de levedura para caes

Item Dietas’ Contrastes
EPM? CV (%)
T-0 T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®
Peso corporal dos cées (kg) 11,42 11,30 12,05 11,32 020 491 06307 0,1660 0,5829
Ingestao de nutrientes (g/animal/dia)
Matéria seca 174,03 179,02 174,79 173,94 2,05 331 06299 0,1718 0,4367
Matéria organica 160,62 165,31 161,90 159,61 1,89 3,29  0,4541 0,0804 0,4577
Matéria mineral 13,40% 13,71° 12,88 12,68° 0,18 3,76  0,0013 0,1603 0,1438
Proteina bruta 59,31° 59,30° 56,15" 57,00% 0,77 3,75  0,0089 0,5843 0,0546
Extrato etéreo acido 27,35%® 25,72° 27,45° 26,13 0,30 322 0,1746 0,6210 0,0182
Fibra bruta 3,94° 4,58° 4,71° 3,98° 0,05 3,14  0,0119 0,0057 0,0002
Extrativos ndo nitrogenados 70,01° 75,69" 73,58° 74,13 0,82 3,16  0,2898  <0,0001 <0,0001
Parede celular de levedura 0,00¢ 0,26° 0,52° 0,782 0,03 22,56 <0,0001 0,8909 <0,0001
5(221/9; iirel:l}?lia) 879,11 890,08 883,92 867,72 10,16 3,26 0,3861  0,1975 0,9021
Coeficiente de digestibilidade

Matéria seca 86,10 86,71 85,82 86,71 0,77 2,54  0,8007 0,8349 0,9027
Matéria organica 90,90 90,68 90,41 90,69 1,12 0,36  0,7784 0,9509 0,9842
Matéria mineral 42,58° 32,12° 28,05° 27,79° 2228 257  0,0005 0,0625 0,0003
Proteina bruta 88,59 88,46 87,60 88,02 0,51 1,62  0,2690 0,5957 0,3464
Extrato etéreo acido 93,11 92,87 93,24 92,96 0,33 1,01 0,9631 0,9441 0,8329
Fibra bruta 57,52 64,01 63,31 57,09 10,54 2,25  0,8461 0,0115 0,1474
Extrativos ndo nitrogenados 93,19 93,78 93,24 93,75 058 0,19 02104 0,8371 0,0944
Energia Bruta 91,63 91,09 90,67 90,93 0,54 1,67  0,3153 0,4653 0,2566

"*T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.
2-erro padrdao da média, n=8 por dieta.

% contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.

a,b,cd

“médias nas linhas sem uma letra em comum s&o diferentes (p<0,1).



47

Tabela 10. Valores da energia bruta (EB), energia metabolizavel (EM) e coeficientes de metabolizagdo da energia bruta
(CMEB) das dietas experimentais com diferentes inclusdes de parede celular de levedura para caes

Dietas’ ) Contrastes
Item EPM“ CV (%) — —
Controle T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®
(Kcal/Kg de MS)
EB 5051,62 4971,64 5057,06 4988,49 - - - - -
EM 4411,30° 4287,47° 4361,67%° 4305,03* 30,10 1,96 0,0859 0,2791 0,0152
CMEB (%) 87,32 86,23 86,25 86,29 0,60 1,95 0,2655 0,3536 0,1403

' T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.
2-erro padrao da média, n=8 por dieta.

%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.

2°_ médias nas linhas sem uma letra em comum s&o diferentes (p<0,1).
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Tabela 11. Variaveis fecais e urinarias em caes mediante o consumo das dietas experimentais com parede celular de levedura

Dietas * ) Contrastes

ltem EPM* CV (%) - — ;

T-0 T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal
pH fecal 6,69 6,77 6,78 6,83 0,05 1,94  0,0573 0,7709 0,0746
Escore fecal 4,00 3,91 3,92 4,00 0,04 2,84  0,9448 0,0562 0,2539
g fezes MN céao/dia 59,27 61,60 64,23 60,38 1,78 8,18  0,4641 0,0992 0,1896
MS fecal (%) 39,31 39,84 38,84 39,15 0,42 3,05 0,4506 0,8015 0,9511
g fezes MS cao/dia 23,30 24,40 24,89 23,74 0,69 8,13  0,5643 0,1226 0,2082
g fezes MN/kg/dia 5,01 5,15 5,42 6,32 0,38 19,36 0,0212 0,2948 0,1783
g fezes MS/kg/dia 1,97 2,04 2,10 2,00 0,06 8,64  0,5832 0,2489 0,3353
g fezes MN/100g de ragao 32,72 31,27 33,52 32,73 1,33 11,53 0,7058 0,8051 0,8896
g fezes MS/100g de ragéo 13,89 13,59 14,18 13,89 0,53 10,86  0,8119 0,9880 0,9910
mL urina céo/dia 292,61 253,69 332,42 307,26 2,86 37,38 0,4929 0,8626 0,9101
mL urina/kg/dia 23,24 20,70 26,22 24,60 39,19 34,10 0,4488 0,8730 0,8438

""T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.

2*erro padrao da média, n=8 por dieta.
%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.
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Dentre as variaveis fecais estudadas, verificou-se aumento linear no pH das
fezes (P<0,057), demonstrando também o contraste ortogonal maior pH nas fezes dos
caes que receberam PCL em relagdo aos que nao receberam (P<0,074). A producéao de
fezes, em g de matéria natural por quilograma de animal por dia aumentou de forma
linear com a suplementagao de PCL (P<0,021), indicando retengdo de agua no bolo
fecal. Esta, no entanto, nao interferiu de forma importante no escore das fezes e nao

alterou a matéria seca fecal (P<0,1).

4.2. Composicao microbioldgica das fezes

Os efeitos da inclusdo de concentragdes crescentes de PCL sobre a populagao
bacteriana das fezes dos caes estdo apresentados na Tabela 12. Nao foi observada
variagdo entre os tratamentos quanto as contagens de unidades formadoras de
colénias (UFC) de aerbbios e anaerdbios totais, Escherichia coli, Clostridium spp,
Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp (P>0,1). Todas as amostras de fezes se

mostraram negativas quanto a presenca de Salmonella spp.

4.3. Concentragao fecal dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e de aminas

bioativas

A concentragdo de acido butirico aumentou linearmente nas fezes com a
inclusdo de PCL a dieta (P=0,055), permancendo inalteradas as concentragdes fecais
de acidos acético, propiénico e latico (P>0,1). A concentragdo de AGCC Totais também
nao apresentou alteracao entre os tratamentos. Estes dados encontram-se na Tabela
13.

A concentracdo de aminas bioativas nas fezes foi influenciada pelo consumo de
parede celular de levedura. Houve reducao linear das concentragdes fecais de tiramina
(P=0,102) e histamina (P=0,079), e redugdo quadratica das concentragcdes de

feniletilamina (P=0,070) e triptamina (P=0,071), como pode ser visto na Tabela 14.



50

Tabela 12. Contagem de bactérias nas fezes de cdes mediante consumo de dietas com diferentes inclusdes de parede celular

de levedura
Dietas® ) Contrastes
Item EPM° CV (%)
Controle T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®
(Log UFC/g fezes na matéria seca)

Aerdbios totais 1,96 1,98 1,99 1,79 0,11 15,82 0,3154 0,3394 0,7427
Anaerdbios totais 2,01 1,99 1,93 1,91 0,26 16,09 0,4995 0,9824 0,6390
Escherichia coli 1,66 1,62 1,72 1,54 0,14 23,50 0,6802 0,6133 0,8385
Clostridium spp 0,85 0,94 0,80 0,84 0,08 26,12 0,6174 0,7634 0,9324
Lactobacillus spp 1,92 1,86 1,81 1,82 0,15 23,36 0,6161 0,7972 0,6015
Bifidobacterium spp 2,08 2,00 1,90 1,98 0,11 15,41 0,4031 0,4611 0,3373

""T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.

- erro padrao da média, n=8 por dieta.

%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.
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Tabela 13. Concentragdo de acidos graxos de cadeia curta das fezes dos caes mediante consumo de dietas com diferentes
inclusdes de parede celular de levedura

Dietas’ ) Contrastes
Item EPM° CV (%)
Controle T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®
(mMol/Kg de MS)

Acido Acético 314,05 332,69 367,67 328,81 2550 21,47 0,4958 0,2743 0,3376
Acido Propi6nico 133,26 130,57 145,24 129,25 10,51 22,09 0,9557 0,5351 0,8864
Acido Butirico 42,18 42,93 53,45 52,38 450 26,65 0,0558 0,8413 0,1708
AGCC* Totais 489,49 506,18 566,36 510,44 37,68 20,56 0,4746 0,3480 0,3918
Acido Latico 32,81 34,15 32,61 33,98 3,30 27,94 0,8958 0,9978 0,8418

'*T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.
- erro padrao da média, n=8 por dieta.

% contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.

*"AGCC = acidos graxos de cadeia curta.
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Tabela 14. Concentragcdes de aminas bioativas nas fezes de caes mediante consumo de dietas com diferentes inclusdes de

parede celular de levedura

Dietas ' ) Contrastes
Item EPM? CV (%)
T-0 T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®
(mg/100g de fezes na matéria original)

Putrescina 8,63 9,57 8,32 954 091 2844 07160 0,8785 0,6269
Cadaverina 2,52 2,80 1,95 249 0,34 39,84 05474 0,7166 0,7922
Tiramina 0,942 1,40° 0,58° 0,83 0,15 44,62 0,1028  0,4859 0,9981
Histamina (n=6) 0,19 0,20 0,09 0,11 0,03 53,01 0,0799  0,5839 0,4073
Agmatina (n=7) 0,20 0,22 0,20 0,10 006 8544 0,1225 0,2950 0,5757
Espermidina 4,76 5,76 9,03 510 2,09 9571 06524 0,2534 0,4491
Espermina 9,23 7,69 10,86 10,73 1,93 56,54 0,3853  0,7190 0,8151
Feniletilamina 0,63 0,96 0,67 0,57 0,11 4448 10,3622 0,0704 0,4333
Triptamina (n=6) 0,56 0,81 0,53 045 008 36,07 055424 0,0716 0,2756
Aminas Totais 27,45 29,12 32,09 29,79 3,72 3555 0,5553  0,6004 0,5104

""T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.

2-erro padrao da média, n=8 por dieta.
%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.

25 _ médias nas linhas sem uma letra em comum s&o diferentes (p<0,1).
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4.4. Hemograma e determinag¢ées bioquimicas

Os parametros eritroleucométricos e plaquetarios dos caes mediante consumo
das dietas experimentais estdo apresentados na Tabela 15. Os resultados da atividade
enzimatica e valores bioquimicos estdo apresentados na Tabela 16. As concentragdes
séricas de proteinas totais e creatinina apresentaram reducao linear com a incluséo de
PCL na dieta (p<0.1). No entanto, suas concentragdes apresentaram-se dentro dos
valores de referéncia preconizados por KANEKO et al. (1997) e ndo sugerem alteragao
clinicamente significativa. Os demais parametros bioquimicos e eritoleucométricos nao

apresentaram alteragao (P>0,1).

4.5. Imunofenotipagem de linfocitos

Os resultados da imunofenotipagem dos linfécitos estdo apresentados na
Tabela 17.

Observou-se aumento linear na concentragdo sanguinea de CD5" (P=0,1) e, na
avaliagdo do contraste ortogonal, maior concentragdo de CD45°CD21" apds consumo
de PCL (P=0,053).

4.6. Determinagao do proteinograma sérico

Os parametros protéicos séricos de caes mediante consumo das dietas
experimentais estdo apresentados na Tabela 18.

Foi observado efeito do consumo de PCL sobre o perfil eletroforético das
fragdes séricas de albumina, a1-globulina e B-globulina de caes, com redugéao linear
destas fragcbes com o aumento do consumo de PCL (P<0,1). O indice de proporgao
albumina globulinas (A/G) apresentou-se dentro dos valores normais descritos para

caes segundo KANEKO et al. (1997), em todas as condi¢des estudadas.
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Tabela 15. Hemograma de caes mediante consumo de dietas com diferentes inclusbes de parede celular de levedura.
Parametros eritroleucométricos e plaquetarios em valores absolutos

Dietas’ ) Contrastes

Item EPM CV (%) — —

T-0 T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®
Hemacias (106/uL) 6,88 6,92 6,81 6,77 0,19 7,95 0,6115 0,8377 0,8361
Leucdcitos (106/pL) 8,05 8,03 8,95 8,33 0,79 27,00 0,6244 0,7109 0,6753
Hemoglobina (g/dL) 15,85 16,02 15,83 15,61 0,44 7,81 0,6511 0,6531 0,9611
Hematécrito (%) 47 53 47,06 47 56 46,12 1,34 8,07 0,5419 0,7245 0,6939
Basofilos (103/uL) 0 0 0 0 0 0 - - -
Eosindfilos (1 03/pL) 281,90 285,40 293,40 312,80 85,11 82,06 0,3967 0,4500 0,7502
Neutrdfilos 17013 15580 14750 21225 3822 6306 0598  0,6801 0,6520
bastonetes (10°/uL)
Neutrofilos
segmentados 5717,80 5699,50 6373,00 5914,80 524,96 25,05 0,5968 0,6801 0,6520
(10%/uL)
Linfocitos (103/pL) 1585,80 1510,10 1623,90 1525,80 243,10 44,03 0,9521 0,9636 0,9091
Mondcitos (103/uL) 347,60 386,60 522,90 407,00 94,65 64,34 0,4672 0,4240 0,4149
Plaquetas (1 03/pL) 304,12 281,12 290,75 270,87 275,03 27,13 0,4732 0,9553 0,4743

'*T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.
- erro padrao da média, n=8 por dieta.
%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.
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Tabela 16. Atividades séricas de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) e concentragdes séricas de uréia,
creatinina, proteinas totais, albumina, triglicérides e colesterol de cades mediante consumo de dietas com diferentes inclusées
de parede celular de levedura

Dietas " ) Contrastes
Item EPM® CV (%)
T-0 T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®

ALT (U/L) 38,33 38,49 32,12 39,80 292 2216 0,8988 0,2089 0,6629
FA (U/L) 70,48 75,67 78,78 85,00 7,09 25,88 0,1585 0,9427 0,2694
Creatinina (mg/dL) 0,71 0,68 0,66 0,60 0,04 15,72 0,0425 0,6430 0,1568
Uréia (mg/dL) 26,39 28,22 26,58 26,63 1,66 16,35 0,8941 0,5753 0,6827
Triglicérides (mg/dL) 68,10 79,55 77,83 82,16 10,01 36,81 0,3782 0,7260 0,3230
Colesterol (mg/dL) 202,77 216,60 240,93 21937 11,76 1511 00,1756 0,1496 0,1094
Proteinas totais (g/dL) 7,23% 7,31° 6,77% 6,28" 0,24 10,02 0,0060 0,2561 0,1322
Albumina (g/dL) 2,92 2,81 2,98 2,95 0,13 12,71 0,6478 0,7639 0,9870

'*T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL
2-erro padrao da média, n=8 por dieta.

%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45

25 _ médias nas linhas sem uma letra em comum s&o diferentes (p<0,1)
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Tabela 17. Subpopulagdes linfocitarias sanguineas de caes mediante consumo de dietas com diferentes inclusées de parede

celular de levedura

Dietas’ ) Contrastes
Item EPM° CV (%)
T-0 T-15 T-30 T-45 Linear Quadratico Ortogonal®
(céls/uL)
CD5'CD4" 377,43 340,19 421,59 431,91 56,36 40,58 0,3442 0,6781 0,7567
CD5" 630,90 647,80 823,20 806,70 90,62 3525 0,1000 0,8558 0,2359
CD5'CD8 * 129,24 151,56 180,03 150,13 19,03 35,24 0,2985 0,1869 0,1711
CD21* 782,20 796,80 799,90 76540 112,43 40,45 0,9258 0,8295 0,9689
CD45'CD21" 68,01 160,71 167,34 138,08 36,62 77,57 0,2022 0,1132 0,0536

'"T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.
2-erro padrao da média, n=8 por dieta.
%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.
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Tabela 18. Concentragbes séricas de proteinas totais e suas fragdes albumina, a4-globulina; ax-globulina; B-globulina e -

globulina de cdes mediante consumo das dietas experimentais com parede celular de levedura

Dietas ' ) Contrastes

Item EPM
T-0 T-15 T-30 T-45 (%) Linear Quadratico Ortogonal®

(g/dL)
Proteinas Totais 7,23% 7,317 6,77 6,28° 0,24 10,02 0,0060  0,2561 0,1322
Albumina 3,12 3,04 2552 260 020 2031 0,0350 0,6847 0,1044
as-globulina 0,95 0,97 088 0,79 005 14,12 0,0117  0,2438 0,2035
a-globulina 0,65 0,70 065 058 004 17,14 0,1584  0,1425 0,8987
B-globulina 1,55% 1,60° 1,50® 127° 0,08 1560 0,0197 0,105 0,3326
v-globulina 0,95 1,00 084 09 005 1515 0,720  0,9010 0,5020
AIG 0,76 0,73 076 0,71 0,03 12,89 04774  0,8844 0,4785

'"T-0 — dieta controle, com 0% de PCL; T-15 — 0,15% de PCL; T-30 — 0,30% de PCL; T-45 — 0,45% de PCL.

- erro padrao da média, n=8 por dieta.
%_ contraste ortogonal — TO versus T-15 + T-30 + T-45.
25 _ médias nas linhas sem uma letra em comum s&o diferentes (p<0,1).
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5. DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido com o propédsito de avaliar as possiveis influéncias
da adicdo de parede celular de levedura ao alimento sobre a fungdo imunoldgica,
variaveis hematologicas, digestibilidade dos nutrientes, populagdo microbiana fecal e
subprodutos da fermentacao bacteriana no trato gastrintestinal de caes saudaveis. De
maneira geral, a literatura disponivel atribui a PCL a capacidade de alteragao benéfica
da microbiota intestinal e/ou de sua atividade metabdlica (ZENTEK et al., 2002) e
diminuicao na producao de subprodutos da fermentacao protéica (FLICKINGER et al.,
2003). Além disso, existem relatos de efeito imunomodulatério deste prebidtico, como
descrito por SWANSON & FAHEY (2007).

O consumo de MS, MO e energia ndo variou entre os tratamentos. Embora a
ingestao de PB, EEA, MM e FB tenha variado, as diferengas entre tratamentos foram
pequenas e provavelmente nao interferiram nos resultados de digestibilidade (Tabela
9). Observou-se auséncia de efeito da PCL sobre os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) da MS, PB, EEA, MO, ENN e EB (p>0,1). Estes achados concordam
com os encontrados por STRICKLING et al. (2000) para MS e nitrogénio, ao
adicionarem 5g MOS por kg de dieta para caes, e por SWANSON et al. (2002), que
também nao observaram alteragdo nos CDA em trato digestorio total dos nutrientes em
caes suplementados com MOS. Porém, neste mesmo experimento SWANSON et al.
(2002) constataram tendéncia a diminuicdo do coeficiente de digestibilidade ileal da MS
e MO e redugao da digestibilidade da PB. Os autores atribuiram este fato a uma
possivel ligagdo ou aglutinagdo da proteina com um componente da PCL, o
mananoligossacarideo, tornando-a menos digestivel devido a provavel formacao de
barreira fisica.

ZENTEK et al. (2002) observaram diminuicdo no CDA da PB, ENN e MS em
caes suplementados com 1 grama de MOS por quilograma de peso corporal por dia
durante 10 dias. FLICKINGER et al. (2003), avaliando outro prébidtico para caes, a
oligofrutose, também encontraram reducdo do CDA da MS, MO e EE, além de

tendéncia a reducao do CDA da PB. Estes achados foram atribuidos pelos autores a
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diminuicdo no tempo de transito intestinal, efeito comum de fibras fermentaveis, e ao
aumento da sintese celular bacteriana, com consequente aumento da biomassa
microbiana das fezes, com aumento da excrec¢éao fecal de nitrogénio.

No presente estudo observou-se reducgao linear do CDA da matéria mineral com
a adigao de PCL, contradizendo o demonstrado por ZENTEK et al. (2002), que nao
observaram variacdo na absor¢cdo aparente do calcio, fosforo, magnésio, sédio e
potassio. Esta reducdo nao encontra explicacdo na producdo de fezes, pois foi
semelhante entre tratamentos. Talvez a elevagao do pH no tubo digestivo, demonstrado
pelo aumento linear do pH das fezes, possa explicar a diminuicdo da digestibilidade da
MM aqui verificada. As dietas apresentaram os mesmos coeficientes de metabolizagao
da energia bruta (Tabela 10), sugerindo que a PCL néao interferiu na utilizagdo da
energia consumida (P>0,1). Diferengas encontradas no teor de energia metabolizavel
dos alimentos, em kcal/kg, sdo na verdade reflexo das pequenas variagdes na energia
bruta das dietas.

A inclusdo de PCL levou ao aumento linear no pH das fezes (P=0,057),
demonstrando também o contraste ortogonal, maior pH das fezes dos cées que
receberam PCL em relagdo aos que nao receberam (P=0,074). Fato semelhante foi
encontrado por SWANSON et al. (2002), que justificaram este aumento de pH pela
rapida absorgdo dos AGCC no colon. Este fato pode se justificar, também, por nao ter
havido no presente experimento aumento da concentragao de lactato nas fezes.

A producgado de fezes, em gramas de matéria natural por quilograma de peso
corporal por dia aumentou de forma linear com a suplementacdo de PCL, indicando
retencdo de agua no bolo fecal. Esta, no entanto, foi pequena, nao interferindo no
escore das fezes e na matéria seca fecal. Estes achados estdo em contradicido ao
verificado nos estudos de STRICKLING et al. (2000), SWANSON et al. (2002) e
ZENTEK et al. (2002), que nao encontraram alteragao na producéao fecal. De qualquer
forma, este € um aspecto a ser considerado, pois suplementagbes maiores podem vir a
alterar a formacao de fezes.

Dentro das doses testadas, a adicdao de PCL nao resultou em alteracbes nas

contagens de unidades formadoras de colbnias de aerdébios e anaerébios totais,
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Escherichia coli, Clostridium spp, Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp nas fezes dos
caes. Diferentemente do encontrado na presente pesquisa, SWANSON et al. (2002)
verificaram redugao de aerdbios totais em uma unidade logaritmica e tendéncia a maior
concentracdo de lactobacilos nas fezes de caes. Esta alteragdo foi conseguida
mediante consumo de aproximadamente 45mg de MOS por kg de peso corporal, valor
até inferior ao observado na presente pesquisa no tratamento T-45, de 54mg de PCL
por kg de peso corporal por dia. Deve-se considerar, no entanto, que diminuigdo de
aerébios € um resultado relativamente inespecifico em relacdo ao equilibrio da
microbiota entérica.

STRICKLING et al. (2000) encontraram diminuicdo na populacado fecal de
Clostridium perfringens de caes suplementados com MOS quando comparados com
caes suplementados com xiloligossacarideo (XOS) e FOS (5g/kg dieta). No entanto, as
contagens foram semelhantes entre os suplementados com MOS e o grupo controle
para os géneros pesquisados (C. perfringes, Bifidobacterium, Lactobacillus, E. coli,
Coliformes e anaerdbios aerotolerantes), achado semelhante ao do presente estudo.
Segundo estes autores, a dieta é o fator mais importante para o controle da atividade
microbiana no trato gastrintestinal de ndo ruminantes. A digesta que chega ao intestino
grosso vai definir a populagdo microbiana pela quantidade e tipo de substrato que
fornece. Estes discutem que a incluséo de 0,5% de prebidticos a dieta de caes talvez
seja insuficiente, com reduzidos beneficios. A dieta por eles empregada apresentava
mescla de proteina de origem animal e vegetal, o que levou os autores a sugerirem a
necessidade de estudos com dietas a base de proteina animal, devido a sua relagao
com o crescimento de Clostridium perfringens no intestino grosso. ZENTEK et al.
(2003), demonstraram que o consumo de proteinas de origem animal favorece o
crescimento de bactérias indesejaveis, como o Clostridium perfringens e reduz as
contagens fecais de bifidobactérias. Na presente pesquisa, no entanto, a despeito das
dietas terem elevadas concentragdes protéicas (33%) e esta de origem animal (farinha
de visceras de frango), também nao foram evidenciados efeitos da PCL na populagéo
microbiana das fezes.

Variagcbes na composigcdo quimica da PCL empregada podem interferir,
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também, nos resultados obtidos. O prebidtico utilizado nos demais estudos foi de um
mesmo fabricante e sua composicdo quimica ndo foi divulgada. Este produto é
comercializado como fonte concentrada de mananoligossacarideo derivada de cepas
selecionadas de Saccharomyces cereviseae. Considerando apenas estas informacodes
disponiveis, talvez a elevada concentragao de R-glucano (30% da PCL) no produto aqui
testado seja um ponto importante quanto a seus efeitos verificados nos cées. Em
muitos estudos a fonte de mananoligossacarideo empregado e sua composi¢cao
quimica ndo sao adequadamente apresentadas, o que prejudica a interpretacdo dos
resultados.

De qualquer forma, verifica-se que os resultados da PCL sobre a composicao
da microbiota fecal de caes sao controversos e, com base nos dados disponiveis, de
pequena magnitude. A composicdo da PCL em mananoligossacarides, a
disponibilidade deste agucar para fermentagdo microbiana, a dose empregada e sua
interacdo com a composi¢cao e digestibilidade da dieta como um todo sao fatores
importantes e ainda nao totalmente esclarecidos para caes.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13, dos AGCC
estudados apenas o butirato apresentou aumento linear com a inclusdo de PCL. Estes
resultados diferem dos observados por ZENTEK et al. (2002) e SWANSON et al.
(2002), que nao encontraram nenhuma diferenga quanto aos AGCC. STRICKLING et
al. (2000), por outro lado, verificaram menor concentracao de butirato no conteudo ileal
de caes suplementados com MOS.

A capacidade metabdlica das bactérias intestinais pode ser extremamente
diversa, independentemente da composicdo microbiana intestinal. Qualquer composto
ingerido ou substéncia que entra no intestino através do trato biliar, sangue ou
diretamente por secrecdo no lumen, € um substrato em potencial para fermentacéo ou
transformacao bacteriana (TESHIMA, 2003). Embora ndo se conhega bem a atividade
enzimatica na maioria dos grupos bacterianos intestinais, acredita-se que a degradacéao
de materiais altamente polimerizados neste 6rgdo seja uma atividade cooperativa com
a participagdo de varios grupos bacterianos. Os principais géneros envolvidos na

degradagao dos poli e oligossacarideos sao os Bacterioides e Bifidobacterium.
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Espécies proteoliticas, que incluem os géneros Clostridium (KAMRA, 2005),
Enterobacteriaceae e algumas espécies de Eubacterium (TESHIMA, 2003), produzem
compostos téxicos (aminas biogénicas, amdnia, fendis, etc), ao passo que os acidos
graxos de cadeia curta, oriundos do metabolismo de espécies sacaroliticas como
Bacterioides, Bifidobacterium (TESHIMA, 2003), bactérias laticas e Eubacterium
(VANHOUTTE et al. 2005), sdo importantes por aumentar a produgéo de energia para o
intestino, contribuir positivamente na digestdo e metabolismo do hospedeiro, além de
atenuar os efeitos nocivos dos produtos gerados pela degradagcdo das proteinas.
Estudos in vitro e in vivo demonstram que os produtos intermediarios e finais da
fermentacdo realizada pela microbiota dependem da composicdo quimica dos
carboidratos disponiveis. Assim, a fermentacdo do amido produz elevada quantidade de
butirato, enquanto que substratos mais oxidados, como a pectina, produzem maior
quantidade de acetato. Outros fatores que podem contribuir para a utilizagdo de
polissacarideos pela microbiota incluem a solubilidade do polissacarideo em agua, o
tipo de processo submetido ao alimento e o tamanho da particula que chega ao
intestino (TESHIMA, 2003).

Existem poucas informacgdes sobre a real capacidade da microbiota intestinal de
cades fermentar a PCL. Em estudo recente, CALABRO et al. (2008), avaliaram a
fermentacao de 11 substratos incubados em inéculo fecal de cdo, incluido amostra da
PCL empregada no presente estudo. Observaram que a PCL demonstrou, apés 48h de
incubagdo 99% de desaparecimento da matéria organica, valor semelhante ao de
outros prébidticos avaliados (inulina e FOS). Em relacdo a producdao de AGCC, os
autores verificaram que apesar desta ser mais lenta (mL/h), a produgao total em mmol/g
foi semelhante entre os trés prebidticos avaliados. Desta forma, demonstraram que a
PCL é efetivamente fermentada pelas bactérias intestinais de caes, justificando no
presente estudo os achados referentes ao aumento de butirato.

Sabe-se que, dentre os AGCC o butirato se destaca por sua contribuicdo para a
manutengado da integridade do célon. Parece haver preferéncia dos colondcitos para o
metabolismo de butirato, que contribui diretamente para a produgdo de energia
(SWANSON & FAHEY, 2007). O suprimento de butirato ajuda, ainda, a manter a
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integridade da mucosa, desempenhando importante papel na manutencdo de um
fendtipo celular normal e redugao do risco de carcinomas em colon (NRC, 2006). Estes
aspectos configuram importante acdo da PCL, pois apesar de nao terem ocorrido
alteracdes nas populacdes bacterianas medidas, os produtos finais da fermentacéo se
alteraram beneficamente, podendo resultar em aumento de saude intestinal e organica
dos caes.

Durante a fermentagao no célon de aminoacidos enddgenos e os nao digeridos
da dieta, varios compostos putrefativos sdo formados. Estes sdo considerados os
principais responsaveis pelo mau odor das fezes, incluindo a aménia, aminas, acidos
graxos de cadeia ramificada, inddis, fendis e compostos sulfurados volateis. Muitos
desses compostos apresentam efeitos adversos ao equilibrio da microbiota intestinal,
estando varios deles relacionados com a tumorogénese (SWANSON et al., 2002).

Das dez aminas bioativas estudadas no presente estudo, verificou-se redugao
de quatro delas (tiramina, histamina, feniletilamina e triptamina) nas fezes dos cédes com
a adicao de PCL a dieta. De maneira oposta ao encontrado nesta pesquisa, tendéncia
ao aumento de tiramina foi encontrado por SWANSON et al. (2002) como resultado da
adicdo de FOS (1g/cao/dia), mas ndao de MOS a dieta, que nao influenciou em
nenhuma das aminas bioativas estudadas. Segundo CUMMINGS et al. (1979)
carboidratos fermentaveis podem diminuir a concentragdo de compostos putrefativos
por fornecerem a microbiota intestinal fonte extra de energia. Na presenca de
carboidratos como fonte de energia, a proteina n&o digerida e seus metabdlitos séo
utilizados pelas bactérias para sintese protéica, diminuindo a concentragao de
compostos da fermentacdo de proteina nas fezes. Este fato foi corroborado por
ZENTEK et al. (2002), que observaram diminuicdo da excrecéo fecal de amdnia em
caes suplementados com MOS.

Estudo com oligofrutose na dieta de caes revelou, a semelhanca da presente
pesquisa, tendéncia ao decréscimo da putrescina e cadaverina, sendo esta atribuida,
juntamente com a diminuigdo da concentragdo de fendis, ao aumento do numero de
bifidobactérias e/ou de sua atividade metabdlica nas fezes (FLICKINGER et al., 2003).
HUSSEIN & SUNVOLD (2000), ao avaliarem a inclusao de FOS (0,25% e 0,50% da



64

deita) também verificaram redugdo nas concentragbes de tiramina, putrescina e
cadaverina nas fezes dos animais alimentados com a dieta com maior inclusdo do
prebiodtico.

Desta forma, verifica-se que os efeitos dos oligossacarideos na produgéo de
aminas sao ainda controversos. Diferencas nas composi¢des nutricionais e de
ingredientes das dietas teste, bem como no nivel de inclusao e tipo de oligossacarideo
estudado sdo importantes. A reduc¢ao da concentragdo de algumas aminas nas fezes
dos caes verificadas pelo consumo de PCL no presente estudo pode ser considerada
importante, representando alteracdo positiva do metabolismo bacteriano intestinal dos
caes.

Segundo SHALABY (1996) aminas bioativas sao fatores antinutricionais
naturais e sado habeis a iniciar varias reagdes farmacoldgicas. As feniletilamina e
tiramina s&o vasoconstritoras e causam aumento na pressdo sanguinea, ao contrario
da histamina que reduz a pressado sanguinea. A histamina possui poderosa agao
biolégica, servindo como mediador primario de sintomas imediatos notados em
respostas alérgicas. As aminas aromaticas (tiramina e feniletilamina) e heterociclicas
(histamina e triptamina) estdo envolvidas em varios processos toxicos (MAFRA et al.,
1999). Desta forma, a diminuicdo da formacao intestinal destes compostos pode
representar beneficio para saude intestinal e geral de cdes, o que mereceria mais
estudos.

Os parametros eritroleucométricos, plaquetarios e de bioquimica sérica
permaneceram dentro dos intervalos de referéncia quando comparados aqueles
reportados por FELDMAN et al. (2000) e KANEKO et al.(1997). Segundo REBAR et
al.(2003), os achados hematoldogicos fornecem uma visdo instanténea do sistema
hematopoiético em um momento especifico e oferecem visdo geral sobre o estado do
paciente. A auséncia de alteragbes nos achados hematoldgicos no presente estudo
indica ser o suplemento seguro nas doses e periodos testados.

Ja as concentracdes séricas de proteinas totais e creatinina apresentaram
diminuicdo linear com a inclusdo de PCL na dieta, porém, ainda assim, estas

apresentaram-se dentro dos valores de referéncia preconizados por KANEKO et al.
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(1997) e nao indicam alteragdo clinicamente significativa. Situacdo semelhante foi
encontrada por SWANSON et al. (2002) que também nao observaram alteragdo com a
suplementacdo de MOS para cées. Poucos sao os dados sobre o efeito dos prebidticos
nos parametros sanguineos de varias espécies, sendo ainda mais restritos os trabalhos
relacionando tais variaveis para cdes. BUDINO et al. (2004) realizaram experimento
para testar a influéncia da adigcdo de probidtico e/ou prebidtico em dietas de leitbes
desmamados sobre as atividades das enzimas digestivas e variaveis hematologicas,
também nao encontrando diferenga entre os tratamentos.

O aumento das populagdes de linfocitos pan T e linfocitos B, verificados no
presente estudo sugere melhora na resposta imune dos caes. Estudo anterior com caes
nao havia demonstrado efeito imunoestimulante da PCL. O’'CARRA (1997), ao avaliar a
inclusdo de 1, 2 ou 4 g de MOS por Kg de dieta, ndo observou variagao entre grupos
nas concentragbes de proteinas plasmaticas e IgG. Em um segundo experimento,
O’'CARRA (1997) comparou dieta controle com a suplementacdo de 2g MOS/Kg de
peso corporal, sem verificar alteragéo significativa nos parametros avaliados.

Segundo VOGT (2005), este aumento de linfécitos circulantes pode ser
decorrente do estimulo causado pela presenga de PCL no Ilumen intestinal. O
mananoligossacarideo, contido na PCL de Saccharomyces cerevisae foi apontado
como capaz de desencadear fortes estimulos antigénicos (BALLOU, 1970). Os
mananoligossacarideos podem, também, estimular a resposta imune contra patégenos
especificos impedindo sua colonizagdo no intestino e fazendo com que sejam
apresentados ao sistema imune como antigenos atenuados (FERKET, 2004).

Os linfocitos sdo células responsaveis pelo reconhecimento de antigenos
estranhos e pela montagem de respostas imunes, constituindo uma mistura diversa de
populagdes celulares, cada uma delas com propriedades e funcdes caracteristicas
como os linfécitos T e B envolvidos na resposta imune celular e humoral,
respectivamente (TIZARD, 2002).

Os mecanismos especificos pelos quais a PCL atua sobre a imunidade, no
entanto, ainda ndo estdo esclarecidos. Além da capacidade de ligagdo com patégenos

entéricos (SPRING et al.,, 2000) e de adsorcdo de micotoxinas potencialmente
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imunossupressivas, sugere-se que a manose presente na superficie destes compostos
possa estimular a produ¢cdo de uma lectina que se liga a manose, com importante
funcao de auxiliar a fagocitose, fundamental na resposta imune inata a microrganismos.

A modulacao imune decorrente do consumo de prébidticos parece atuar sobre 0
GALT, tecidos linféides secundarios e células em circulacdo periférica, conforme
recente revisdo feita por SCHLEY & FIELD (2002), podendo serem resultantes de:
contato direto das células imunes do intestino com as bactérias lacticas ou seus
componentes (parece celular e conteudo citoplasmatico); producao de AGCC; alteragéo
na producdo de mucina. As bactérias laticas produzem substancias com propriedades
imunoestimulatérias, como lipopolissacaridios, peptidoglicanas e acidos lipoteicdicos,
que interagem com o sistema imune em varios niveis, como na produgao de citoquinas,
na proliferagdo de células mononucleares, na fagocitose macrofagica e na indugéo a
sintese de imunoglobulinas, em especial as IgA (SILVA & NORNBERG, 2003). Isto foi
demonstrado por SWANSON et al. (2002), que observaram aumento de IgA em
conteudo ileal de caes suplementados com MOS.

No presente estudo, no entanto, ndo se verificou mudangas nas populagdes
bacterianas fecais, mas foram verificadas alteragdes em seu padrao metabdlico,
evidenciadas pelo aumento de acido butirico e diminuicdo de quatro aminas bioativas.
Estas mudancas parecem ter sido suficientes para provocar aumento de linfocitos
circulantes, mesmo sem a alteracdo da microbiota. Outros fatores como producéo de
mucina e a relativa inespecificidade do método de contagem bacteriana por incubagao
em meio de cultura seletivo (ROBERFROID, 2007), empregado no presente estudo,
também devem ser considerados na interpretacdo destes dados. Esta
imunoestimulagcao reveste-se de importancia na alimentacdo de céaes, tendo se
apresentado dose-dependente em relacado aos linfocitos T e independente da dose de
PCL para linfocitos B. Mais estudos sao necessarios para se compreender melhor esta
resposta e seu significado bioldgico.

As a e B globulinas compreendem uma diversidade de proteinas como a
antitripsina, proteina C reativa e ceruloplasmina. Estas se encontram envolvidas, na

maioria das situagdes, nos processos inflamatérios (KANEKO, 1997). A reducéo linear
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nas concentragdes da al-globulina e B-globulina com a inclusdo de PCL sugerem nao
haver presenca de resposta inflamatéria, corroborando com os achados hematolégicos,
especialmente aqueles encontrados no leucograma, que nao evidenciam o surgimento

de um processo inflamatério apds a adicao deste elemento na dieta.

A propor¢ao albumina/globulinas (A/G) apresentou-se dentro dos valores
normais descritos para caes, bem como as concentragdes das demais fracdes protéicas
estudadas. O indice A/G pode sofrer alteracdo quando da elevagao e/ou diminui¢cao de
ambas fragdes protéicas. Em relagdo as globulinas, sua diminuicdo, quando expressiva
pode resultar em diminuicdo do indice A/G indicando redugdo de imunoglobulinas
séricas (LASSEN, 2006), um estado de imunodeficiéncia. Desta forma, a manutengao
da relagdo A/G no presente estudo demonstra que a queda das fragdes a e 3 globulinas
nao implicaram em imunossupressao e, na verdade, ndo apresentam significado
biolégico. Nao foram, no entanto, encontrados trabalhos relatando possiveis efeitos da

utilizagédo de oligossacarideos sobre as concentragdes das fragdes protéicas séricas.
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6. CONCLUSOES

A incorporagao de parede celular de levedura na dieta de caes foi segura nas
doses testadas, nédo interferindo na digestibilidade, consumo e qualidade das fezes,
bem como nas variaveis hematoldgicas e bioquimicas sérica dos caes. Sua adicdo nao
resultou em alteracbes das populagdes microbianas das fezes, mas modificou sua
atividade metabdlica, aumentando a concentracao fecal de acido butirico e reduzindo
as de histamina, tiramina, triptamina e feniletilamina. Seu efeito prebidtico foi

comprovado, também, pela imunoestimulagao verificada nos caes.
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