A INCLUSAO DE EXTRATO DE MALTE NO ALIMENTO APRESENTA EFEITO
PREBIOTICO EM CAES ADULTOS SAUDAVEIS

Resumo: O intuito do presente trabalho foi avaliar o efeito da inclusao de 1,0% de
extrato de malte na matéria natural de alimento seco extrusado em parametros de
digestibilidade aparente dos nutrientes, imunidade, microbiota e produtos
fermentativos fecais em cdes adultos saudaveis. O delineamento experimental
utilizado foi do tipo crossover 2x2. Foram utilizados 12 cées saudaveis com 2 anos de
idade, os quais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos e, consumiram dois
alimentos experimentais: Alimento Controle (AC), sem a adicdo de extrato de malte e
Alimento Malte (AM), com composicao similar ao AC, poréem com a adi¢cdo de 1,0% de
extrato de malte, durante dois periodos experimentais. Os resultados obtidos foram
analisados pelo software computacional SAS. A normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk e Levine,
respectivamente. Foi realizada andlise de variancia pelo PROC MIXED para as
variaveis de digestibilidade, produtos de fermentacao e imunidade. A abundancia das
bactérias fecais foi avaliada pelo PROC GLIMMIX. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos. Nao foram observadas diferencas para os parametros de
digestibilidade aparente dos nutrientes e produtos fermentativos. Entretanto, foram
encontradas diferencas para os resultados das andlises de imunidade e microbiota
fecal. Apés o consumo do alimento que continha extrato de malte, os caes
apresentaram aumento do indice de proliferacao de linfécitos e na relacéo de linfocitos
CD4+:CD8+, também foi observada diferenca para alguns filos, familias e géneros
bacterianos, como maiores médias de alguns grupos pertencentes ao cluster
Clostridium XIVa para o tratamento malte, sendo estes 0s principais responsaveis pela
producdo de &cidos graxos de cadeia e podem também estar relacionados com a
melhora da resposta imune. Concluiu-se que a inclusado de 1,0% de extrato de malte

na dieta apresentou efeito prebiotico em cées adultos saudaveis.
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1. Introducéo

O extrato de malte derivado de graos de cevada pode ser utilizado como aditivo
na fabricacdo de pdes, biscoitos, macarrdo, chis e bebidas maltadas para seres
humanos (PAIK et al.,, 1991; MEINTS et al., 2020). Ele pode apresentar em sua
composicdo algumas vitaminas, aminoacidos e minerais (GUPTA et al., 2010). Além
disto, possui capacidade antioxidante, caracteristicas palataveis e potencial prebidtico,
que podem promover beneficios a saude e melhorar o aroma e sabor de produtos
alimenticios (GUPTA et al., 2010; SIMIC et al., 2017; BETTENHAUSEN et al., 2018).

Na literatura, ndo foram encontrados estudos que avaliaram a aplicacdo do
extrato de malte na alimentacao de caes. Baseado neste Ultimo aspecto e ha demanda
constante dos fabricantes de alimentos para cées por ingredientes alternativos que
possam ser utilizados, procurou-se com este trabalho avaliar este coproduto como
potencial aditivo para uso na nutricdo de caes.

2. Material e métodos

O presente estudo foi aprovado e realizado de acordo com as normas da
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA). Foram utilizados 12 cées (6 beagles e
6 cocker spaniel inglés) com peso corporal (PC) médio de 13,45 + 1,76kg, machos e
fémeas, castrados, com idade média de 2,0 anos, clinicamente sadios, desverminados
e vacinados. Todos os animais apresentaram escore de condig&o corporal (ECC) ideal
(5,25 + 0,44) segundo a escala de 9 pontos descrita por Laflamme (1997) e escore de
massa muscular ideal (3) segundo a escala de 4 pontos descrita por Michel et al.
(2011).

A necessidade energética para manuten¢cdo dos animais foi determinada pela
equacdo: 110 x PC®7 (FEDIAF, 2020). O delineamento experimental utilizado foi do
tipo crossover 2x2, contendo dois alimentos experimentais: Alimento Controle (AC),
alimento sem a adicdo de extrato de malte e Alimento Malte (AM), alimento com
composicdo similar, porém com adicao de 1,0% de extrato de malte e, dois periodos
experimentais.

No total, o experimento foi constituido por 120 dias, sendo os primeiros 23 dias
dos periodos 1 e 2 de adaptacéo aos alimentos e os sete dias seguintes de coletas de

fezes e sangue para analise de digestibilidade aparente dos nutrientes, escore fecal,




produtos fermentativos, microbiota fecal e imunidade. O washout durou 60 dias,
durante este periodo os cées receberam um alimento comercial seco extrusado que
nao continha extrato de malte em sua composicao.

Durante cinco dias consecutivos dos periodos de coletas, as fezes foram
recolhidas, pesadas e armazenadas para determinacdo dos coeficientes de
digestibilidade aparente dos nutrientes (CDAs) dos alimentos fornecidos segundo
protocolo de coleta total da AAFCO (2019) e andlises bromatologicas de acordo com
a AOAC (1996). ApGs esse periodo, durante um dia, foram coletadas fezes frescas e
de forma asséptica para caracterizacdo da microbiota fecal e avaliagdo dos produtos
de fermentacdo {acido latico (PRYCE, 1969), &acidos graxos de cadeia curta e
ramificada [AGCC/AGCR (FERREIRA et al., 2016), nitrogénio amoniacal (VIEIRA,
1980) e pH fecal (WALTER et al., 2005)]}. Durante todos os dias de coletas, as fezes
foram pontuadas de acordo com a escala de escore fecal de 5 pontos descrita por
Waltham (2000). O ultimo dia de cada periodo foi destinado para a coleta de sangue
para andlise de imunidade (indice de proliferacdo de linfocitos e relacao de linfécitos
CD4*:CD8"), por meio de pungéo da veia jugular (2mL).

3. Resultados

N&o foi observada diferenca entre as médias dos CDAs dos nutrientes [matéria
seca (MS), matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo, matéria mineral, fibra bruta
e extrativos nao nitrogenados], escore fecal e producao fecal em MS ap0és a ingestao
dos alimentos experimentais pelos animais (Tabela 1). Também néo foram observadas
diferencas, entre os tratamentos, em relacdo as concentracbes de produtos
fermentativos avaliados neste estudo (pH fecal, &cido latico, aménia, AGCC e AGCR),
como demonstrado na Tabela 2. Todavia, a ingestdo de extrato de malte resultou em
efeito na imunidade adaptativa dos caes apds o consumo do AM, quando comparado
com o0s caes que ingeriram AC. Como apresentado na Tabela 3, o indice de
proliferacdo de linfocitos e a relacdo CD4*:CD8* foram maiores nos animais quando
consumiram o AM.

Em relagéo a analise de microbiota fecal, ao total, foram identificados 7 filos, 15
classes, 40 familias e 69 géneros diferentes entre 0os dois grupos experimentais. Os

principais resultados para esta analise estdo apresentados na Tabela 4.




Tabela 1 - Coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes (%) e producéo fecal
dos cées apés o consumo dos alimentos experimentais.

Tratamentos

EPM  Valordep
AC AM

Coeficientes de digestibilidade (%)

Matéria seca 86,69 86,90 0,507 0,6561
Matéria organica 89,46 89,56 0,426 0,7808
Proteina bruta 89,50 90,15 0,426 0,1528
Extrato etéreo em hidrdlise 4cida 97,31 97,34 0,161 0,8564
Matéria mineral 32,91 35,62 2,558 0,3399
Fibra bruta 81,33 81,61 0,965 0,7844
Extrativos ndo-nitrogenados 87,98 87,80 0,571 0,5863
Producéo fecal
Escore fecal 2,10 2,15 0,064 0,3229
Producéo de fezes (g/dia/MS) 24,65 24,19 1,679 0,6126

Legenda: AC= alimento controle, sem adi¢éo de extrato de malte; AM= alimento com adi¢&o de 1,0% de extrato de malte; MS =
matéria seca; EPM= erro padréo da média.

Tabela 2 - Concentracdo de acido latico, amdnia, acidos graxos de cadeia curta e
ramificada e pH fecais dos cdes apds o consumo dos alimentos experimentais.

Tratamentos
EPM Valor de p
AC AM
pH fecal 6,65 6,61 0,129 0,5583
Acido latico (mMol/kg de MS) 30,00 28,19 3,552 0,7145
Aménia (mMol/kg de MS)* 166,70 168,20 12,362 0,8962
AG totais (mMol/kg de MS)* 534,80 551,10 69,064 0,5021

AGCC (Mmol/kg de MS)

Acido acético 316,50 331,90 45,269 0,3992
Acido propiénico 135,80 137,10 14,189 0,8468
Acido butirico 63,27 61,02 9,316 0,6456
AGCC totais* 515,50 530,00 65,935 0,5491

AGCR (Mmol/kg de MS)

Acido valérico 0,84 0,70 0,777 0,3002
Acido isovalérico 11,03 12,55 1,650 0,1734
Acido isobutirico 7,37 7,80 1,031 0,4608
AGCR totais 19,25 21,06 3,387 0,2845

Legenda: AC= alimento controle, sem adi¢&o de extrato de malte; AM= alimento com adicdo de 1,0% de extrato de malte; MS =
matéria seca; AG= acidos graxos; AGCC= acidos graxos de cadeia curta; AGCR= acidos graxos de cadeia curta e ramificada,;
EPM= erro padrdo da média. *Dados transformados por Log x + 1 para a analise estatistica.




Tabela 3 - Resultados dos testes de indice de proliferacdo de linfécitos e relacéo
CD4+:CD8+ em cées apds o consumo dos alimentos experimentais.

Tratamentos
EPM Valor de p
AC AM
indice de proliferacéo 2,69 2,97 0,132 0,0071
Relacdo CD4*:CD8" 1,45 1,63 0,063 0,0098

Legenda: AC= alimento controle, sem adi¢céo de extrato de malte; AM= alimento com adi¢cao de 1,0% de extrato de malte; EPM=
erro padréo da média. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

Tabela 4 - Principais resultados de abundancia relativa bacteriana (%).
Média dos tratamentos

Filo Valor de p
AC AM
Actinobacteria 3,54+1,81 0,87+0,46 <0,0001
Bacteroidetes 15,43+2,12 18,44+2,44 <0,0001
Firmicutes 57,51+3,10 61,51+3,00 <0,0001
Fusobacteria 18,81+1,42 13,23+1,46 0,0284
Proteobacteria 0,89+0,13 0,84+0,12 0,2911
Cluster XIVa
Familia: Lachnospiraceae 8,38+1,22 10,34+1,47 <0,0001
Género: L. Clostridium 0,66+0,08 0,93+0,11 0,0002
Género: L. Ruminococcus 4,35+0,79 5,34+0,96 <0,0001
Género: Lachnospiraceae 3,00+0,33 3,59+0,39 <0,0001
Género
Faecalibacterium 3,27+0,89 5,77+1,52 <0,0001
Bifidobacterium 3,51+3,11 0,57+0,52 <0,0001

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

4. Discusséao

No presente estudo ndo foram observadas diferencas para as variaveis: CDAs
dos nutrientes, escore fecal, producéo fecal e produtos fermentativos nas fezes. Por
outro lado, foram observadas diferengas para as variaveis de imunidade e microbiota
fecal, o que pode demonstrar acdo prebidtica do extrato de malte. O consumo de
prebioticos, geralmente, resulta no aumento da producéao de AGCC e acido latico, que
podem promover beneficios ao hospedeiro, como melhora da resposta do sistema
imune (DENG et al., 2015), no entanto, sabe-se que 0s prebidticos podem atuar por
diferentes mecanismos de acdo (STERCOVA et al, 2016). Na literatura foram

localizados outros estudos com cées nos quais também ndo foram observadas




alteracdes nessas variaveis apos a ingestdo de prebidticos comumente utilizados
(SWANSON et al.,, 2002; RENTAS et al., 2020). Por outro lado, também ja foi
observado que a inclusdo de alguns prebidticos no alimento de cées pode alterar o
CDA de um ou mais nutrientes (FLICKINGER et al., 2003).

A inclusdo de extrato de malte ndo alterou as concentracdes dos produtos de
fermentacdo e nem o pH das fezes. O tempo de adaptacdo aos alimentos € algo
importante que deve ser levado em consideragcao, pois este deve ser suficiente para
que os prebidticos consigam modular o microbioma intestinal e, por consequéncia,
alterem os produtos de fermentacao e a microbiota fecal. No presente estudo, optou-
se por utilizar 29 dias de adaptacao aos alimentos, tempo similar ao que outros autores
empregaram (THEODORO et al., 2019; RENTAS et al., 2020) e, 60 dias de washout,
tempo maior que o usual, para garantir que um tratamento n&o interferisse na resposta
do outro.

Em relacédo a abundancia dos filos bacterianos, os resultados aqui encontrados
foram similares a outros estudos, sendo o Firmicutes o mais abundante em ambos os
tratamentos, porém com maior média para o AM (HANDL et al., 2011, 2013). Bactérias
responsaveis pela producéo de acido latico, como as do género Bifidobacterium, sédo
microrganismos de interesse, pois assim como os carboidratos, o &cido latico também
pode ser utilizado como substrato por algumas bactérias para producdo de AGCC
(HANDL et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2019). Para este género foi observada maior
abundancia nas fezes dos cdes que consumiram o AC.

Dentre o0s géneros encontrados, alguns eram pertencentes ao cluster
Clostridium XIVa, como: L. Clostridium, L. Ruminococcus e Lachnospiraceae, para 0s
quais foram observadas maiores médias para o tratamento AM (SUCHODOLSKI et al.,
2008; SUCHODOLSKI, 2011). Este cluster é responsavel pela producdo de AGCC e
outros metabdlitos benéficos ao epitélio intestinal e ao sistema imune do hospedeiro
(HANDL et al., 2011). Algumas bactérias do género Faecalibacterium também podem
contribuir para 0 aumento na producdo de AGCC, e o tratamento AM também
apresentou maiores meédias para este género (BLAKE et al., 2016).

O aumento da abundancia (%) de géneros que sao compostos por bactérias

produtoras de AGCC pode estar relacionado com os resultados de imunidade




encontrados no presente estudo, pois foram observadas maiores médias para o
tratamento AM, tanto para proliferagcdo como para fenotipagem de linfécitos, pois sabe-
se que uma das formas de atuacdo dos AGCCs no organismo é através do aumento
da populacéo de células T (Blake et al., 2016). E importante destacar que no presente
estudo apesar de nédo ter sido observada diferenca nas concentracbes de AGCCs
(butirico, propiénico, acético e totais) isso ndo significa que ndo houve aumento na
producdo desses compostos apds a ingestdo do AM, pois sabe-se que diferentes
prebibticos, comumente utilizados na alimentacdo de cdes, aumentam a producao de
AGCCs, entretanto, diferencas de concentracdo ndo sdo detectadas quando
analisadas nas fezes devido a sua rapida absorcéo pelos colonécitos (CAMPBELL et
al., 1997).

Em relac&o ao indice de proliferacao de linfécitos, os resultados encontrados no
presente estudo estdo de acordo com outros dados da literatura para cédes saudaveis.
Em estudo realizado por Bruin et al. (2007) foi observado que esse indice para caes
saudaveis se manteve entre 0,5 e 4,8 ao longo de 24 meses, o0 que também demonstra
variagao nesses resultados com o tempo. Em outro estudo realizado por Alarga et al.
(2016) com céaes saudaveis e dois alimentos experimentais, um controle e outro que
continha 45g/kg de xantofila, foram observados valores de indice de proliferacdo de
1,56 para o grupo controle e 1,69 para o grupo que recebeu o alimento com xantofila.

A relacdo CD4*:CD8" encontrada no presente estudo foi similar a de algumas
pesquisas publicadas, como no estudo de Chew et al. (2000), no qual foram
observados valores de relacdo CD4*:CD8* de 1,21 para 0 grupo que recebeu um
alimento que continha em sua composi¢cao 50mg de betacaroteno e 0,85 para o grupo
controle, que recebeu um alimento que ndo continha betacaroteno, sendo importante

ressaltar que foi observada diferenca para essa variavel.

5. Conclusbes

Conclui-se que o extrato de malte apresentou caracteristicas de um aditivo
prebiotico, pois modulou a microbiota de cées saudaveis e, este efeito provavelmente
apresentou relagdo com a melhora nas variaveis linfocitarias, sem alterar o

aproveitamento de nutrientes, producgéo e escore fecal.
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