BETA-GLUCANOS EM ALIMENTOS PARA CAES ADULTOS: QUAL O
MELHOR TEOR DE INCLUSAO?

Resumo

Os beta-glucanos obtidos da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (BG)
podem modular o sistema imunoloégico e o microbioma intestinal de cées, no
entanto, o teor ideal de inclusdo em alimentos secos extrusados permanece
desconhecido. Portanto, este estudo avaliou os efeitos da inclusdo de niveis
crescentes de BG (0,0%; 0,07%; 0,14%; 0,28%) em alimento extrusado seco sobre
variaveis digestivas, imunoldgicas e microbiota fecal de cdes adultos saudaveis.
Quatro caes border collie e quatro cocker spaniel inglés machos e fémeas, com
idade de 3,5+0,5 anos e escore de condigdo corporal ideal foram distribuidos em
dois quadrados latinos 4x4 balanceados. Em cada periodo, 28 dias foram
destinados a adaptacdo as dietas e sete para coletas amostrais. Foram
determinados os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes,
concentracdes de acidos graxos de cadeia curta e ramificada, nitrogénio amoniacal,
acido latico, IgA e pH fecais; imunofenotipagem de linfécitos, intensidade e
porcentagem de fagocitose, burst oxidativo e microbiota fecal (lllumina®
Sequencing). Os dados foram analisados por meio dos procedimentos PROC
MIXED, PROC GLIMMIX e Tukey-Kramer (SAS, versao 9.4). Valores de p<0,05
foram considerados significativos. Nao foram observadas diferencas entre as
médias dos CDAs dos nutrientes avaliados. As concentracfes dos produtos
fermentativos avaliados e o pH fecais ndo diferiram apds o consumo das dietas.
Ademais, as variaveis imunologicas de intensidade e porcentagem de fagocitose,
burst oxidativo, populacdes linfocitarias e IgA fecal ndo foram moduladas por
nenhum dos tratamentos. Contudo, a inclusdo de 0,14% de BG resultou em maior
relacdo entre linfocitos T CD4*:CD8* (p=0,0368). O indice de diversidade beta
microbiana diferiu entre os tratamentos 0,0 e 0,14% de BG (p=0,047). Outrossim,
foram observadas modulagfes positivas e negativas em cinco filos, 15 familias e
25 géneros apds a ingestdo das dietas com inclusdo de BG. Os principais
microrganismos presentes na microbiota canina, descritos na literatura, foram
modulados ap6s o consumo de 0,14% de BG. Diante do exposto, conclui-se que a
inclusédo de 0,14% de BG resultou nas melhores respostas e pode ser considerado

o teor de inclusao ideal.



1. Introducéo

Os beta-glucanos obtidos da parede celular de Saccharomyces cerevisiae
(BG) sao prebidticos amplamente utilizados na medicina humana (MURPHY;
DAVIS; CARMICHAEL, 2010) e seus beneficios estendem-se a diversas espécies
animais (DE OLIVEIRA; VETVICKA; ZANUZZO, 2019). Intrinsecos ao seu potencial
de modulacédo microbiana, os BG demonstraram apresentar mecanismos de acao
imunomoduladores, antioxidantes, antitumorais, hipoglicemiantes e
hipocolesterolémicos (LAZARIDOU; BILIADERIS, 2007).

Em cées, estudos que avaliaram os beneficios da suplementacdo de BG
demonstraram efeitos benéficos no metabolismo da glicose (VETVICKA; DE
OLIVEIRA, 2014; FERREIRA et al., 2022) e lipidios (FERREIRA et al., 2022;
OLIVINDO et al., 2022), no estado imunoldgico (STUYVEN et al., 2010; RYCHLIK
et al., 2013; DE OLVEIRA; ZANUZZO, 2019), em produtos do metabolismo
fermentativo (THEODORO et al., 2019) e na modulacédo de importantes bactérias
do microbioma intestinal (RENTAS et al., 2020; SANTOS et al., 2022).

Estas descobertas sédo reflexo do estudo de fibras prebidticas como
promotoras de saude em cdes (JUGAN et al., 2017). Em revisdo sistematica
realizada para embasamento técnico, foram selecionados 38 experimentos que
analisaram a suplementacdo de prebidticos na alimentacdo de cédes. Destes,
apenas seis buscaram avaliar efeitos dose-resposta e determinar a melhor dose de
inclusdo do prebidtico avaliado. Caracteriza-se, portanto, uma tendéncia em
descobrir novas fontes e blends prebidticos ou mesmo elucidar mecanismos
inéditos de prebidticos com beneficios ja unanimes. Desta forma, os resultados
obtidos variam em fonte e concentracdo, o que impossibilita concluir qual incluséo
do prebidtico resulta em sua melhor eficiéncia bioldgica e financeira.

Apesar dos inumeros beneficios relatados, nenhum estudo avaliou efeitos
dose-resposta de BG na dieta de cdes saudaveis. Diante do exposto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da incluséo de 0,0; 0,07; 0,14 e 0,28%
de BG em dieta extrusada seca em variaveis digestivas, imunologicas e da

microbiota fecal de caes adultos saudaveis.

2. Material e métodos
O estudo foi conduzido de acordo com as normas da Comissao de Etica no
Uso de Animais, sob nimero de protocolo 2866090223. Quatro caes border collie



e quatro cocker spaniel inglés machos e fémeas, com idade de 3,5+0,5 anos e
escore de condicdo corporal ideal (LAFLAMME, 1997) foram distribuidos
aleatoriamente em dois quadrados latinos 4x4 balanceados. Foram formulados e
extrusados quatro alimentos experimentais isonutritivos, com inclusdo de BG em
teores crescentes (0,0%; 0,07%; 0,14%; 0,28%). A necessidade energética de
manutencdo dos cdes foi determinada por meio da equacdo 95kcal/peso
corporal®’® (FEDIAF, 2021). Cada periodo apresentou duracéo total de 35 dias, os
quais foram divididos em 28 dias para adaptacao as dietas e sete dias para a coleta
de amostras fecais e sanguineas. Foram determinados os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes (AAFCO, 2019), concentracfes
fecais de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), &cidos graxos de cadeia
ramificada (AGCR), nitrogénio amoniacal, acido latico, IgA e pH (FERREIRA et al.,
2016). Nas amostras de sangue total foram determinadas a imunofenotipagem de
linfécitos, intensidade e porcentagem de fagocitose, burst oxidativo por meio da
leitura em citometria de fluxo e, também nas fezes, caracterizacdo da microbiota
fecal por lllumina® Sequencing. Nas andlises com efeito significativo de variancia,
utilizou-se o teste de médias Tukey-Kramer. Todas as avaliacdes estatisticas foram
realizadas com auxilio dos procedimentos PROC MIXED e PROC GLIMMIX, do
programa SAS, versao 9.4. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

3. Resultados

Durante todo o protocolo experimental, os cdes permaneceram higidos e ndo
foram relatados episédios de diarreia ou émese. O acompanhamento da ingestéao
alimentar diario confirmou a ingestdo completa das refeicées e a manutencdo do
peso e escore de condi¢ao corporal dos animais. Portanto, ndo houve necessidade
em realizar ajustes dietéticos ou retirar qualquer animal deste estudo.

O peso corporal médio dos animais foi 17,55 + 5,47kg e o consumo alimentar
diario médio foi de 221,38 £ 53,88g. O produto comercial utilizado como fonte de
BG detém 60% de pureza. Portanto, a ingestdo deste prebidtico em cada dieta, em
mg/kg, foi: Omg apds consumo de 0,0% de BG; 5,30mg apds consumo de 0,07%
de BG; 10,60mg apds consumo de 0,14% de BG e; 21,20mg apos consumo de
0,28% de BG. Em relacdo as determinacdes dos coeficientes de digestibilidade
aparente dos nutrientes, as andlises bromatolégicas dos quatro alimentos

experimentais apontaram valores de composicdo quimica similares entre si.



Ademais, ndo foram observadas diferencas entre as médias dos CDAs de matéria
seca, matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo, matéria mineral, fibra bruta
e extrativos nao-nitrogenados.

Diante das avalia¢gbes de produtos fermentativos e pH nas amostras de fezes
dos cées, néo foi possivel verificar diferencas entre as médias de concentracao
obtidas nos quatro tratamentos para as variaveis de nitrogénio amoniacal, acido

latico, 4cidos graxos e pH (Tabela 1).

Tabela 1. Produtos fermentativos, acidos graxos e pH fecal observados no estudo.

L Tratamentos
Variavel EPM p
0,0% 0,07% 0,14% 0,28%

Produtos fermentativos

NNH3 (mmol/kg MS) 6,97 6,92 7,28 7,13 0,62 0,9576
Acido latico (mM/kg MS) 4,80 5,41 5,65 5,21 0,72 0,5905
AGT (mM/kg MS) 54,66 54,18 58,26 56,15 2,40 0,3792
pH fecal 6,68 6,66 6,53 6,59 0,12 0,7406
Acidos graxos de cadeia curta
Acetato (mM) 33,13 31,75 32,98 32,91 1,77 0,8785
Propionato (mM) 13,77 14,34 15,64 15,13 1,00 0,1219
Butirato (mM) 6,26 6,58 7,72 6,57 1,00 0,6592
Acidos graxos de cadeia curta e
ramificada
Valerato (mM) 0,10 0,29 0,18 0,11 0,09 0,4069
Isovalerato (mM) 0,76 0,69 1,00 0,81 0,10 0,0664
Isobutirato (mM) 0,66 0,61 0,76 0,65 0,06 0,1466
Total 1,49 1,52 1,92 1,54 0,18 0,1534

Legenda: NNHz = nitrogénio amoniacal; MS = matéria seca; AGT = 4cidos graxos totais; EPM =
erro padrédo da média.

Ademais, foi observada modulacdo na imunidade adaptativa dos animais,
caracterizada por diferenca entre a média da variavel indice T CD4*:CD8* dos caes
gue consumiram 0,14% de BG, comparada com os cdes que consumiram 0,0% de
BG (Tabela 2; Figura 1). Acerca da porcentagem de fagocitose, intensidade de
fagocitose, burst oxidativo, porcentagens de populacédo de linfécitos T CD4* e T
CD8* e concentracao de IgA fecal, ndo foram observadas diferencas.

Por meio da andlise metagendmica da microbiota fecal dos animais, nao
foram encontradas diferengas nas métricas de diversidade alfa, determinadas pelos
indices de diversidade filogenética de Faith (p=0,1414) e uniformidade de Pielou
(p=0,1151). A determinacdo do indice de diversidade beta, avaliada por meio de
analise de coordenadas principais 3D, apontou agrupamento dos tratamentos

experimentais entre 0s eixos, 0 que indica pouca variagao entre os animais. No



entanto, houve diferenca entre a microbiota dos caes que consumiram o tratamento

0,0% de BG quando comparado aos que ingeriram 0,14% de BG (p=0,047).

Tabela 2. Variaveis imunologicas observadas no estudo.

L Tratamentos
Variavel EPM p
A0 Al A2 A3

Fagocitose (%) 68,63 75,25 76,79 78,04 4,15 0,0692
Intensidade de fagocitose 32,85 36,56 30,33 37,80 7,47 0,2546
Burst oxidativo PMA 894,00 809,37 785,62 1029,12 160,39 0,4423
Linfocitos T CD4* (%) 37,9 42,49 44,53 42,60 2,45 0,2210
Linfocitos T CD8* (%) 29,81 27,33 23,35 26,23 2,48 0,1237
Relacdo T CD4*:CD8* 1,330 1,712 1,992 1,743 0,19 0,0368
IgA fecal (pg/mL) 225,091 271,41 242,35 229,73 53,81 0,9254

Legenda: PMA = acetato de forbol miristato; EPM = erro padrdo da média; @*Médias seguidas de
letras diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey-Kramer ajustado pelo PROC
MIXED.

Figura 1. Atividade de proliferacé@o de linfécitos e relagédo de linfocitos T CD4*:CD8* observadas nos
grupos experimentais.
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Por meio do sequenciamento das amostras dos quatro grupos
experimentais, foram identificadas diferencas entre as médias de abundancia
relativa para cinco filos, 15 familias e 25 géneros distintos. As modulactes
observadas nos principais grupos taxondmicos estdo apresentadas na Tabela 3.
De forma geral, o filo Firmicutes foi o mais abundante em todos os tratamentos,
seguido de Fusobacteria nos tratamentos 0,0%; 0,07% e 0,28% de BG e
Bacteroidetes no tratamento 0,14%. Os filos menos representativos foram
Proteobacteria e Actinobacteria, respectivamente.

O filo Firmicutes, as familias Erysipelotrichaceae e Ruminococcaceae e 0
género Faecalibacterium apresentaram maior abundancia relativa apés consumo
de 0,14% de BG e; os filos Fusobacteria e Proteobacteria, as menores abundéancias
relativas apds consumo deste mesmo tratamento. O filo Bacteroidetes apresentou
reducdo em sua abundancia relativa apos o consumo das dietas com inclusao de

BG. Apesar disso, o género Prevotella apresentou aumento em sua abundancia



relativa apos o consumo de 0,14 e 0,28% de BG. Ademais, a familia
Lachnospiraceae e o género Turicibacter apresentaram maior modulacdo apos

consumo de 0,28% de BG. Por fim, o género Blautia apresentou maior média apos

consumo de 0,07 e 0,28% de BG.

Tabela 3. Estimativas de médias de quadrados minimos e erros padrao das abundancias relativas dos
principais grupos taxondmicos observados nos grupos experimentais.

Taxonomia (%) Tratamentos 0
0,0% 0,07% 0,14% 0,28%

Actinobacteria?! 0,72+0,492 0,51+0,35" 0,90+0,612 0,15+0,10¢  <0,0001
Bacteroidetes? 26,38+6,992  19,75+#5,70¢  21,304+6,03> 21,73+6,12° <0,0001
Bacteroides?® 16,1743,532  13,77+3,09°  10,99+2,55¢ 11,76+2,70¢  <0,0001
Prevotella® 4,94+2 12 3,34+1,46¢ 7,32+3,062 7,81+£3,252 <0,0001
Firmicutes? 34,18+9,16¢ 46,59+10,13° 58,54+9,882 45,54+10,10° <0,0001
Erysipelotrichaceae? 2,99+1,72¢ 4,56+2,58° 9,94+5,292 2,02+1,174 <0,0001
Turicibacter?® 2,56+0,83 0,83+0,28¢ 2,82+0,91° 3,74+1,202  <0,0001
Lachnospiraceae? 15,18+4,629  19,77+5,69*  16,91+5,04¢ 22,89+6,332  <0,0001
Blautia® 8,91+2,49b 10,78+2,962 8,71+2,44b 11,03+3,022  <0,0001
Ruminococcaceae? 5,20+1,11¢ 5,98+1,27b 9,66+1,972 6,44+1,36" <0,0001
Faecalibacterium?® 4,76+1,06¢ 5,48+1,21b 9,01+1,912 6,03+1,32° <0,0001
Fusobacteria® 32,3245,762  23,33%+4,72°  14,09+3,19¢  23,92+4,80" <0,0001
Fusobacterium? 32,325,462  23,18+4,45>  14,09+3,03¢  23,92+4,55 <0,0001
Proteobacteria® 2,21+1,082 1,72+0,84b 1,42+0,69¢ 1,67+0,82°  <0,0001

Legenda: Filos; 2Familias; 3Géneros; @*Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam

em 1% no teste de Tukey-Kramer ajustado pelo PROC GLIMMIX.

4. Discusséo

Estdo presentes na literatura, evidéncias cientificas que corroboram os
beneficios da suplementacdo de BG em cées. Todavia, este estudo foi pioneiro na
avaliacao dose-resposta da incluséo deste prebidtico em alimento extrusado seco.

Estudos pregressos relataram que a ingestdo de BG em cdaes pode levar a
perdas na digestibilidade de determinados nutrientes (FERREIRA et al., 2018;
THEODORO et al., 2019; SANTOS et al., 2022). Neste caso, a fonte e os teores de
incluséo de BG nao causaram reducéo da digestibilidade dos nutrientes avaliados,
0 que garante ideal aproveitamento da dieta (LIN et al., 2019).

A avaliacdo dos produtos do metabolismo fermentativo e pH fecais objetiva
qualificar o estado de saude intestinal dos animais. Os AGCR e a amobnia séo
indesejaveis, uma vez que sdo compostos putrefativos e podem causar prejuizos
ao intestino (NERY et al., 2012). Por outro lado, os AGCC e o acido latico séo
compostos benéficos, pois promovem um ambiente mais favoravel a proliferacao
de bactérias desejaveis (KAMADA et al., 2013). Apesar de esperadas modula¢des

nas concentracdes, a auséncia de diferenca nestas variaveis fecais € um achado



bastante comum, relacionado com a possivel degradacédo dos compostos ao longo
do intestino até a excrecdo (SWANSON et al., 2002; RENTAS et al., 2020).

Foram mensuradas variaveis que refletem a condi¢cdo da imunidade inata,
adaptativa e intestinal (SWANSON et al., 2002). No entanto, a condicéo de higidez
e auséncia de desafios imunolégicos ao longo da execucdo do estudo pode ter
influenciado a auséncia de melhorias no estado imune (WILSON et al., 2023). Por
outro lado, a diferenca encontrada na relacdo entre os linfécitos T CD4* e T CD8*
sugere incremento da resposta adaptativa de cées adultos saudaveis. Este indice
€ um importante marcador do sistema imunoldgico e redu¢cdes nessa variavel ja
foram documentadas em cées idosos e cdes com demodicoses generalizadas
(BLOUNT; PRITCHARD; HEATON, 2005; SINGH et al., 2010).

A avaliagédo filogenética de diversidade beta determina quéo dissimilares sao
as microbiotas caracterizadas, ao compara-las entre si (KERS; SACCENTI, 2022).
Portanto, a variabilidade taxondmica observada sugere que o consumo de 0,14%
de BG é capaz de alterar a microbiota de caes adultos saudaveis. Apesar de ser
muito heterogéneo e compreender diversos grupos filogenéticos, o filo Firmicutes é
considerado desejavel para o microbioma intestinal canino (SUCHODOLSKI,
2011). Tal como as familias Erysipelotrichaceae e Ruminococcaceae e 0s géneros
Faecalibacterium e Prevotella, considerados benéficos por envolvimento na
producdo de &cidos graxos de cadeia curta e outros metabdlitos (HANDL et al.,
2011; BERMINGHAM et al., 2017). Todos estes grupos de bactérias citados acima
apresentaram-se em maior abundancia apds o consumo de 0,14% de BG. Por outro
lado, o tratamento 0,14% de BG apresentou as menores populacdes de
Proteobacteria, considerado potencialmente patogénico (MUKHOPHADYA et al.,
2012), e Fusobacterium, género bacteriano que apresenta evidéncias contraditérias
até o momento (VAZQUEZ-BAEZA et al., 2016; MACEDO et al., 2022).

5. Concluséo
Conclui-se que a inclusdo dos teores testados néo altera a digestibilidade
dos nutrientes da dieta. Ademais, as modulagdes observadas sobre a imunidade
adaptativa, indice de diversidade beta microbiana, filos, familias e géneros
bacterianos benéficos permitem afirmar que o tratamento com incluséo de 0,14%
de BG resultou na melhor resposta pelos caes e pode ser considerado o teor de

inclusao ideal.
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