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RESUMO GERAL

Foram estudados os efeitos da adigdo de diferentes niveis de
mananoproteinas, fracdo da parede celular da levedura
Saccharomycescerevisiae, sobre a sua influéncia na digestibilidade aparente da
dieta e sobre composi¢do da microbiota intestinal de cades adultos, através da
mensuracdo da populacdo de bactérias acido-latica. Utilizou-se 24 caes adultos
da raca Beagle, machos e fémeas, com peso médio de 13,66 + 2,71 kg. Os
animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualisado em quatro
tratamentos: dieta controle (controle) e controle mais 300, 600 e 900 ppm de
fragdes de mananoproteina na matéria seca. O periodo experimental constituiu-
se de doze dias para o ensaio de digestibilidade, sendo sete de adaptacdo e cinco
de coleta, e oito dias para o ensaio microbioldgico, sendo sete para adaptacio e
um para coleta. Os dados foram avaliados pelo Proc GLM do SAS, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os coeficientes de
digestibilidade aparente dos nutrientes ndo variaram com a inclusdo de
mananoproteinas (p>0,05). A inclusdo de mananoproteinas ndo resultou em
diferencas quanto as contagens de bactérias do acido latico (p>0,05). Nao foi
possivel verificar efeito prebidtico sobre a microbiota intestinal e digestibilidade
com inclusdes de até 900 ppm na dieta de cdes adultos, sendo necessaria a
realizagdo de novos estudos comparando niveis maiores de mananoproteinas.

Palavras-chave: Parede celular de levedura. Bactéria. Acido-latico. Caninos.



GENERAL ABSTRACT

The effects of adding different levels of manoprotein fraction of the cell
wall of yeast Saccharomyces cerevisiae, about its influence on apparent
digestibility of the dietand on composition of intestinal microflora of adult
dogs by measuring the population of lactic acid bacteria . We
used 24 adult beagle dogs, male and female, with average weight of 13.66 £ 2.71
kg. The animals were distributed in a completely randomized design with four
treatments: control diet (control) and control over 300, 600 and 900 ppm
mananoproteina fractions of dry matter. The experiment consisted of twelve
days for thedigestibility trial, seven ofadaptation and five collection, and
eight days  formicrobiological testing, seven for adaptation and one for
collection. Data were analyzedby Proc GLM of SAS, and the averages compared
by Tukey test (p <0.05). The apparent digestibility coefficients of nutrients did
not vary with the inclusion of mananoprotein (p>0.05). The inclusion
of mananoprotein did not result indifferences in the counts oflactic acid
bacteria (p> 0.05). Unable to verify prebiotic effect on intestinal microbiota and
digestibility with inclusions of up to 900 ppmin the diet ofadult dogs,
necessitating further studies comparing higher levels of mananoprotein.

Keywords: Yeast cell wall, Lactic acid bacterium, Canines.
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CAPITULO 1 Introduciio Geral

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o conceito de animais de companhia, vem se
expandindo, para membros das familias, uma vez que grande parte desses
animais vive em ambiente familiar com intensa proximidade ao ser humano.
Com aumento da demanda por alimentos industrializados, observa-se também
maior exigéncia quanto a otimizacao do bem-estar e sobrevida desses animais.

O uso de alimentos funcionais como probioticos e prebidticos, surge de
maneira estimulante, como forma de substitui¢do a certas drogas de utilizagao
veterindria, favorecendo a proliferagdo de bactérias desejaveis em detrimento de
outras que ndo sdo desejadas no trato gastrintestinal desses animais.

Prebidticos sdo compostos ndo digeridos por enzimas, sais e acidos
produzidos pelo organismo animal, mas seletivamente fermentados por
microrganismos do trato gastrintestinal (TGI). Esses compostos podem atuar
beneficamente sobre a modulagdo da microbiota nativa, sobre o sistema imune ¢
sobre a mucosa intestinal, melhorando os processos de digestdo e absor¢do dos
nutrientes. Porém, a adicdo de compostos de potencial acdo prebidtica as dietas
nem sempre reflete-se da mesma forma sobre a resposta biologica, o que pode
estar relacionado com a composicdo dos ingredientes dietéticos, com a
adaptagdo e a seletividade da microbiota ao prebidtico, ou com o nivel de
estresse do animal.

Os MOS atuam de maneira a modular a integridade imunologica e a
microbiota intestinal, impedem que as bactérias patogénicas presentes no colon
se prendam ao epitélio intestinal uma vez que competem pelo mesmo sitio de

ligagdo, além disto, a fermentagdo do MOS, no intestino dos cies pode aumentar
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a populagdo de Lactobacillus e Bifidobacterium, bactérias desejaveis no trato
gastrintestinal.

A microbiota benéfica auxilia a digestdo e absorcdo de nutrientes,
produz vitaminas que serdo utilizadas pelo hospedeiro e diminui, por exclusio
competitiva, a proliferacdo de agentes patogénicos (SILVA; NORNBERG,
2003).

A microbiota residente ¢ responsavel pela saude do TGI, influéncia o
desenvolvimento da sua microanatomia, auxilia no processo digestivo, estimula
o desenvolvimento do sistema imunitario entérico e protege da invasdo de
agentes patogénicos. Os cles saudaveis sdo imunologicamente tolerantes a essa
microbiota estavel, e a perda de tolerdncia contribui para a génese de
enteropatias cronicas, como a doenga inflamatoria intestinal (GERMAN;
ZENTEK, 2006).

Atualmente, esses compostos vém sendo utilizados como alternativa aos
promotores de crescimento com o objetivo de manter o equilibrio benéfico da
microbiota intestinal, especialmente em animais jovens ou em iminente condigdo
de estresse.

Por essa razdo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os
possiveis efeitos da mananoproteinas, sobre a digestibilidade e microbiota
intestinal de cdes adultos, por meio da quatificacdo da populagdo de bactéria
acido-laticas presentes nas fezes dos mesmos, quando alimentados com dietas

suplementadas com diferentes niveis de inclusdes de mananoproteina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trato Gastrintestinal de caes

O Trato Gastrintestinal (TGI) desempenha importante papel na protecao
do organismo contra infec¢des e outras doengas, por prevenir contra a invasio
de patogenos, neutralizar toxinas e estimular a resposta imunoldgica local
(OLIVEIRA; BATISTA, 2010).

O intestino € o maior 6rgdo imunoldgico do corpo, pois constitui cerca
de 60 a 70% de todo o sistema linfoide, com os tecidos linfoides, associado a
mucosa intestina (TLAI) que promove a imunidade local e sistémica ativa e
induz a tolerancia imunoldégica da mucosa. O baixo pH do estdmago (pH =1 a
4) destroi os microrganismos mais prejudiciais, enquanto outros sdo eliminados
pelas enzimas digestivas do estdmago e intestino. A rapida taxa de transito
também protege contra a colonizagdo de patogenos (BELOSHARPA;
SWANSON, 2010).

A saude do TGI é muitas vezes mensurada indiretamente pelo tipo de
populacdo microbiana, volume das fezes e sua consisténcia, componentes do
odor fecal e os indices relacionados ao sistema imunoldgico. Estratégias
alimentares sdo usadas para melhorar ou manter a saude intestinal como: fibras
dietéticas, prebioticos e probidticos (FAHEY, 2004).

A entrada de microrganismos nas células epiteliais resulta na producao e
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Dessa forma, a resposta a invasao
bacteriana ativa sinais intracelulares que levam a iniciagdo e a amplificacdo de
uma resposta inflamatéria aguda. Para manter a integridade da fun¢do dessa
barreira celular, as superficies das mucosas sdo providas com uma resposta inata
e adaptativa, a qual tem como componente o tecido linfoide associado a mucosa

intestinal.
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2.2 Microbiota do TGI dos caes

O intestino delgado dos cdes possui uma populacdo microbiana simples,
onde no duodeno e jejuno encontram-se, predominantemente, Streptococcus e
Lactobacillus e, no ileo, Escherichia coli e bactérias anaerdbias. A baixa
densidade de microrganismos ¢ resultado, principalmente, da influéncia da
acidez gastrica, da bile, temperatura e peristaltismo que proporcionam um
ambiente desfavoravel a proliferagdo dos microrganismos. Patterson e
Burkholder (2003) descreveram que espécies de Lactobacillus e
Bifidobacteriumsio sensiveis ao estresse do hospedeiro, ja que essas populagdes
tendem a diminuir em aves nessas condicoes.

A superficie da mucosa dos animais sdo colonizadas por diversos
microrganismos, a densidade das bactérias presentes no IG pode alcancar 10"
por grama de fezes (VANHOUTTE et al., 2005) sendo composta principalmente
por Strepetococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacterioidese Clostridium.
A coloniza¢do da mucosa intestinal inicia-se com o fornecimento do colostro e
leite materno. A dieta, a exposi¢do a microrganismo e o ambiente contribuem
para a formag@o e estabelecimento da microbiota intestinal. A nutricdo modula
as mudangas na composi¢do da microbiota, incluindo o estabelecimento ou
prevencao de doencgas digestivas (FERNANDES et al., 2012).

O epitélio intestinal apresenta altas taxas de multiplicagdo e renovagao,
podendo acontecer a cada trés dias o turnover celular no ID, logo a grande
importancia do fornecimento de nutrientes para o intestino. Essas células usam
10 a 20% do gasto total de energia do corpo e utilizam até 50% do turnover
proteico corporal de alguns aminoacidos essenciais (LAFLAMME, 2008). Além
disso, o uso de aminoécidos da dieta pelo ID pode ter efeito substancial sobre a

disponibilidade sistémica dos aminoacidos essenciais.
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Grande parte da nutrigdo da mucosa intestinal ocorre através do limen
intestinal e/ou pelo fluxo sanguineo. A absor¢do de nutrientes direta pelo limen
intestinal corresponde a 50% das necessidades energéticas dos enterdcitos e 70%
das necessidades energéticas dos colondcitos, sendo o restante suprido pela
corrente circulatéria (BRUNETTO, 2009). A nutricdo tem assim, impacto
significativo no TGI de animais saudaveis e doentes, com especial importancia
para a funcdo do intestino e do sistema imunitario associado a mucosa do TGI.
A entrada de nutrientes do limen intestinal permite a nutrigdo das proprias
células intestinais e a presenga desses nutrientes ¢ um estimulo trofico para a
mucosa intestinal, permitindo maiores taxas de replicacdo e diferenciagao
celular, com formagdo de membrana mucosa mais espessa e resistente, maior
capacidade de absorcdo de nutrientes e defesa contra a penetragdo de antigenos,
também mantém a integridade da mucosa ao evitar a atrofia do intestino, o
comprometimento imune e a translocacao bacteriana (BRUNETTO, 2009).

Os microrganismos presentes no TGI mantem relagdes simbioticas ou
antagdnicas, nutrindo-se dos componentes de alimentos ndo digeridos e das
secregOes do trato gastrintestinal (TESHIMA, 2003). Podem encontrar-se tanto
associadas intimamente com o epitélio, como livres na luz intestinal (FURLAN;
MACARI; LUQUETTI, 2004).

Em condigdes normais, essas populagdes encontram-se em equilibrio.
Em condigbes de estresse como mudanca da dieta, alteracdes climaticas, uso
continuo de antibioterapia ou qualquer outra situacdo desfavoravel, as
populagdes comensais tendem a diminuir e as nocivas a proliferar, ocorrendo o
desequilibrio das bactérias, processo denominado disbiose, e reflete-se
negativamente na satde do animal (GOMES, 2009; SILVA; NORNBERG,
2003).

Alguns autores mostram que a dieta ¢ capaz de influenciar a composicao

da microbiota do colon. Hussein e Healy (1999) descreveram que dependendo
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da fonte e da quantidade de proteina dietética, essa pode influenciar a maior
concentragdo de patdogenos, como Clostridium, o que tende a ocasionar
diminui¢do da concentragdo fecal de Bifidobacterium. Consequentemente o
escore fecal piora ¢ a excre¢do de enterotoxinas do Clostridium perfringense
outros produtos metabolicos relacionados a decomposicdo bacteriana de
proteinas aumentam (ZENTEK et al., 2003).

As Dbactérias maléficas como Escherichia coli, Clostridium,
Staphylococcus, PseudomonaseSalmonella podem causar inflamagdes na
mucosa intestinal, gerar metabdlitos toxicos e propiciar o aparecimento de
enfermidades (NUNES, 2009).

A partir dos recentes avangos na biologia gendmica, a microbiota
intestinal estd sendo estudada e caracterizada com base no conteudo de DNA
(MIDDELBOS et al.,, 2010; SWANSON et al.,, 2002). Com esses avangos,
pretende-se aumentar o conhecimento da filogenia e metabolismo da microbiota
intestinal, com a esperanca de proporcionar uma melhor descricdo e
compreensdo de estados de doenga e como prevenir ou tratd-las através de

intervencdo nutricional (BELOSHARPA; SWANSON, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo do experimento e instalacoes

A realizagdo do experimento teve a aprovacdo da Comissdo de Bioética
na Utilizagdo de Animais (NINTEC / PRP-UFLA), da Universidades Federal de
Lavras, protocolo n° 070/2011 (Anexo B).

O experimento foi conduzido no periodo de novembro a dezembro de
2010, no CENAC (Centro de Estudos em Nutricdo de Animais de Companhia),
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
municipio de Lavras, regido Sul do Estado de Minas Gerais, latitude 21°14°30”
(S), longitude 45°00°10°* (O) e 910 metros de altitude.

O Centro de Estudos em Nutricdo de Animais de Companhia possui
vinte e quatro canis e gaiolas metabolicas, onde sdo alojados 24 cdes da raca
Beagle. Os canis apresentam a area de 4,5m* (1,5 m de largura x 3,0 m de
comprimento) com area de solario, comedouros e bebedouros automaticos
individuais. As gaiolas metabolicas com dimensdo de 7 Ocm x 85cm x 70cm
(altura x profundidade x largura), sdo constituidas de arame galvanizado e
chapas metalicas nas laterais, além da bandeja coletora para fezes com fundo
telado que permite a coleta da urina sem contaminagdo fecal.

As analises bromatoldgicas foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa

Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras.

3.2 Animais utilizados e tratamentos experimentais

Foram utilizados 24 cées adultos, machos e fémeas, da raca Beagle, com

idade média de 6,5 (+ 3,5) anos, vermifugados, com peso médio de 13,66 £+ 2,70
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kg. Os cdes selecionados passaram por exame clinico antes e durante a
realizagdo do teste.

Para a alimentagdo dos animais utilizou-se um alimento comercial seco
isento de prebidticos utilizado como controle. O estudo proposto foi constituido
por quatro tratamentos como representado na Tabela 1, totalizando seis

repeticdes por tratamento.

Tabela 1 Tratamentos experimentais empregados no estudo

Tratamentos Alimentos
T1 dieta controle (ragdo seca extrusada)
T2 dieta controle + mananoproteinas na dose de 300 ppm
T3 dieta controle + mananoproteinas na dose de 600 ppm
T4 dieta controle + mananoproteinas na dose de 900 ppm

As diferentes doses do produto foram ministradas aos animais em forma
de capsulas, juntamente com um alimento comercial, cujos niveis de garantia do
rotulo encontram-se na Tabela 2. No tratamento 1, os animais receberam

capsulas de placebo durante o periodo experimental.
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Tabela2 Niveis de garantia da dieta comercial utilizada no estudo na Matéria
Natural (MN) e na Matéria Seca (MS)

Niveis de Garantia MN MS
Umidade (max.) 12,0% 8,02%
Proteina Bruta (min.) 22,0% 25,83%
Extrato Etéreo (min.) 10,0% 7,70%
Matéria Fibrosa (max.) 5,0% 2,88%
Matéria Mineral (max.) 9,0% 14,88%
Célcio (max.) 2,4%

Fésforo (min.) 0,9%

Energia Metabolizével 3090 kcal/kg

Composigdo basica: carne de frango, farelo de gliten de milho, quirera de arroz, milho
integral moido, farinha de subprodutos de frango, gordura animal estabilizada com
tocoferdis, farelo de milho, mitidos de aves hidrolisados, ovo em pd, éleo de peixe, L-
lisina, cloreto de potassio, fosfato bicalcico, cloreto de sodio, cloreto de colina,
taurina, DL-metionina, acido ascorbico, sulfato de zinco, sulfato ferroso, premix
vitaminico (A,D-3, E, B12), riboflavina, niacina, pantotenato de calcio, sulfato de
manganés, biotina, momonitrato de tiamina, acido folico, sulfato de cobre, cloridrato
de piridoxina, menadionabissulfito de sodio, iodato de célcio, selenito de sodio.

A quantidade de racdo fornecida a cada animal foi calculada de acordo
com suas necessidades energéticas diarias de manutencdo em kcal/dia de acordo
National Research Council -NRC (2006), utilizando a férmula 130 x “peso
corporal”””.

A quantidade total de alimento para cada animal de cada tratamento foi
fornecida uma vez ao dia durante um periodo de 24 horas. As sobras foram

coletadas diariamente e pesadas para a determinagdo do consumo.

3.3 Teste de digestibilidade

O ensaio de digestibilidade foi realizado seguindo as recomendagdes da

Association of American Feed Control Officials - AAFCO (2007), com coleta
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total de fezes e urina. Os animais passaram por um periodo de sete dias de
adaptacdo e cinco dias de coleta. Para tal procedimento, os animais foram
alojados em gaiolas metabolicas com o fornecimento a vontade de dgua potavel.

As fezes foram coletadas todos os dias pela manha, perfazendo 24 horas,
sendo entdo pesadas e armazenadas em sacos plasticos individuais e
armazenadas em freezer a temperatura de -20°C. Para analises bromatologicas as
fezes foram descongeladas em temperatura ambiente, homogeneizadas
compondo uma amostra por animal, colocadas em bandejas de aluminio, pesadas
e em seguida colocadas em estufa de ventilagdo for¢ada (65°C) por um periodo
de 72 horas. As amostras foram pesadas, para a determinacdo da matéria pré-
seca e moidas em moinho com malha de 1mm e acondicionadas em potes
plésticos previamente identificados para posteriores analises.

Foram determinados os coeficientes de digestibilidade aparente (%) da
matéria seca (CDAMS), proteina bruta (CDAPB), extrato etéreo (CDAEE),
matéria mineral (CDAMM), energia digestivel (ED) e energia metabolizavel
corrigida (EM) em kcal/kg, dos tratamentos experimentais. As analises
bromatologicas foram realizadas de acordo com metodologia descrita pela
Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1995).

A energia bruta foi determinada com bomba calorimétrica adiabatica da
marca Parr Instrument (Illinois, EUA), o conteido de nitrogénio foi
determinado, usando o método Kjeldahl, o extrato etéreo por hidrélise acida,
segundo a AOAC (1995) e as demais analises foram realizadas de acordo com a

metodologia de Silva e Queiroz (2002).

3.4 Metodologia dos calculos

Os calculos utilizados para a obtengdo dos coeficientes de
digestibilidade aparente da matéria seca e demais nutrientes, energia digestivel

aparente e energia metabolizavel aparente, seguiram determinacdes segundo a
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Associacdo Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de Estimacao -

ANFALPET (2008).

Coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca (CDAMS)

CDAMS (%) = [(a — b)/ a] x 100

em que:

a= consumo de alimento na matéria seca;

b= fezes excretadas na matéria seca.

Coeficiente de Digestibilidade Aparente (CDA) dos nutrientes,

CDA nutrientes (%) = {[(ax b) —(cx d)] / (ax b)} x 100

em que:

a = consumo de alimento na matéria seca;

b = % do nutriente no alimento;

¢ = quantidade excretada nas fezes na matéria seca;

d = % do nutriente nas fezes.

Energia Digestivel Aparente na Matéria Seca (EDAMS),

EDAMS (kcal’kg)=(a—b)/c



25
em que:
a = consumo de energia bruta na matéria seca (kcal/g);

b = excrecdo de energia bruta na matéria seca (kcal/g);

¢ = consumo total na matéria seca (g).

Energia Metabolizavel Aparente na Matéria Seca (EMAMS),

EMAMS (kcal/g)=(axb)—[(dxc)+ (e x )]

a

em que:

a = consumo total da racdo na matéria seca (g);

b = energia bruta da ra¢do na matéria seca (kcal/g);
¢ = energia bruta das fezes na matéria seca (kcal/g);
d = excrecdo fecal total na matéria seca (g);

e = energia bruta da urina (kcal/mL);

f = volume de urina (mL).

3.5 Analises microbioldgicas

O ensaio microbiologico foi realizado em um periodo experimental de
oito dias, sendo sete dias de adaptagdo a dieta e um dia de coleta de fezes. A
necessidade energética de manutengdo e fornecimento dos tratamentos foi
realizada seguindo o protocolo para o ensaio de digestibilidade. Os parametros
avaliados foram contagem das bactérias laticas que incluem bactérias do acido-

laticos sendo expressa por log;o UFC/g fezes.
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As analises microbioldgicas das fezes foram realizadas no Laboratdrio
de Microbiologia, vinculado ao Laboratério de Pesquisa Animal do
Departamento de Zootecnia.

Amostras de fezes frescas foram colhidas de forma asséptica, mantidas
em pote coletor universal estéril, guardadas em isopor contendo gelo e levadas
para procedimento analitico com no maximo 30 minutos apos sua coleta, de
forma a se manter a viabilidade dos microrganismos presentes.

As amostras fecais foram homogeneizadas, pesadas 10 gramas e diluidas
em 90 mL de agua peptonada 0,1% estéril. Procedeu-se diluigdes na ordem de
107 a 10" em tubo de ensaio contendo 9mL de 4gua peptonada estéril para
posterior plaqueamento.

Foi utilizado o meio de cultura comercial Agar Man, Rogora e Sharpe
(MRS), da marca Ox0id® (Sdo Paulo, Brasil). Sendo realizada a técnica de
profundidade com sobrecamada, inoculando-se ImL das diluigdes pré-
estabelecidas, em placas contendo 16mL de meio de cultura.

As diluigdes foram semeadas em duplicatas em placas de Petri
descartaveis e incubadas. As bactérias anaerobias acido-laticas (Bifidobacterium
e Lactobacillus) foram incubadas em jarras de anaerobiose com o sistema
gerador de anaerobiose (Anaerobac® Probac do Brasil, Sdo Paulo) a 37° C por
72 horas nas diluigdes de 107 a 10™"". Apds esse periodo, procede-se a contagem
de todas as colonias, sendo os resultados expressos em log;y de UFC/g de fezes

na matéria original (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

3.6 Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com

quatro tratamentos e seis repeti¢des, totalizando 24 unidades experimentais.
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Modelo matematico:

Yij=m+ti+e ij

em que:

Y ¢ a observagdo referente a cada tratamento;
m ¢ constante geral;
t;€ o efeito tratamento dos niveis;

eij 30 os erros aleatorios associados a cada variavel;

Os dados foram submetidos & analise de variancia pelo procedimento
GLM (General Linear Models) do software Statistical Analysis System (Versdo
8.2) (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE,
2004). Foi realizado o teste F para homogeneidade das variancias e Shapiro-Wilk
para a normalidade do residuo, quando ndo atenderam as premissas foram entdo

transformadas por log ou raiz quadrada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes e escore fecal

Os resultados dos coeficientes de digestibilidade aparente da matéria
seca (CDAMS), proteina bruta (CDAPB), dos extrativos ndo nitrogenados

(ENN) com base na matéria seca estdo representados na Tabela 3.

Tabela3 Coeficientes de digestibilidade aparente (%) da matéria seca
(CDAMS), proteina bruta (CDAPB), matéria mineral (CDAMM)
extrato etéreo em hidrolise acida (CDAEEHA) e extrativos ndo
nitrogenados (CDAENN) com base na matéria seca de diferentes
inclusdes de mananoproteina na dieta para caes

Tratamentos  CDAMS ' CDAPB' CDAEEHA' CDAENN'
TO 79,15 84,14 88,70 78,68
T300 79,71 83,48 89,69 78,92
T600 76,73 81,36 86,64 75,78
T900 75,36 79,27 87,62 76,28
P 0,0812 0,0916 0,1179 0,2891
cv (%) 4,40 4,58 2,63 4,51

'Médias seguidas de letras maitscula distintas diferem pelo teste Tukey em nivel
nominal de significancia de 5%. CV = coeficiente de variagao.

Com relagdo ao CDA da MS e PB ndo houve diferenga significativa
(p>0,05), porém observou-se tendéncia a diminuicdo da digestibilidade das
mesmas com o aumento da inclusdo de mananoproteina na dieta, resultados
semelhantes foram observados, por Gomes (2009) onde ndo encontrou diferenga
significativa nos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da MS, PB, MO
e EB (p>0,1) em cdes suplementados com até¢ 0,45% de PCL. O mesmo foi

observado por Aquino (2009) em seu trabalho com felinos onde ndo houve
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diferenca no CDA nos animais suplementados com extrato seco de parede de
levedura (EPL).

Outros autores obtiveram resultados semelhantes, como Swanson et al.
(2002), ao suplementarem 0,3% de MOS na matéria seca do alimento
consumido para cdes e ndo encontraram diferenga significativa nos CDA dos
nutrientes, mas observaram tendéncia a diminui¢do do coeficiente de
digestibilidade ileal da CDMS, CDMO e PB, como uma possivel aglutinagdo da
proteina com o mananoligossacarideo, por acelerar o crescimento de bactérias
laticas e diminuindo assim sua digestdo.

Smiricky-Tjardes et al. (2003) suplementaram cies com oligofrutose e
encontraram reducdo do CDA da MS, MO e EE, e tendéncia a redugdo do CDA
da PB, justificado pela diminui¢do no tempo de transito intestinal, efeito como
de fibras fermentaveis, e aumento da sintese celular bacteriana, conferindo um
aumento da excre¢ao fecal de nitrogénio.

Middelbos et al. (2007), empregando cinco niveis de parede de levedura
(0%, 0,05%, 0,25%, 0,45% e 0,65%) na dieta para cdes encontraram um efeito
cibico na digestibilidade da matéria seca (83,0%, 82,1%, 80,0%, 83,2% e
81,2%), sendo a melhor digestibilidade alcangado com a utilizagdo de 0,45% de
parede de levedura e o pior, com 0,25%. Os autores explicam que, devido a
capacidade dos MOS de alterar o nimero de bactérias laticas, a digestibilidade
da proteina pode ser diminuida e, dessa forma, resultaria em reflexos na
digestibilidade da matéria seca.

Enquanto Zentek et al. (2002), em seu estudo com caes suplementados
com cerca de 1g de MOS por quilograma de peso corporal por um periodo de 10
dias, encontraram diminuicdo do CDA da MS, PB e ENN, justificando esses
achados pela diminuicdo do tempo da taxa de passagem do alimento pela

inclusdo de fibras fermentaveis.
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Em relacdo a auséncia de efeito da inclusdo de mananoproteina sobre os
CDA dos ENN e EEHA os resultados observados estdo de acordo com os
encontrados na literatura. Gomes (2009) ndo observou diferenca significativa
nos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da EEHA e ENN (p>0,1) em
cdes suplementados com até 0,45% de parede celular de levedura. Aquino
(2009) nao observou diferenca com relacdo ao CDEEHA em seu experimento.

Hahn et al. (2006) observaram efeitos positivos sobre a digestibilidade,
sendo essa aumentada para a matéria seca, energia bruta, proteina bruta, extrato
etéreo, calcio e fosforo.

Os resultados dos valores médios, obtidos para energia digestivel
aparente (EDA) e energia metabolizavel aparente corrigida (EMA) na matéria

seca, em kcal/kg apresentados Tabela 4.

Tabela4 Valores médios obtidos para energia digestivel aparente (EDA),
energia metabolizdvel aparente corrigida (EMA) na matéria seca
(MS) e na matéria natural (MN) , em kcal/kg em diferentes inclusdes
de mananoproteina na dieta para caes

Tratamentos  ED MN' ED MS' EMA MN' EMA MS'
TO 3353 3563 3018 3274
T300 3378 3634 2987 3249
T600 3261 3505 2809 3060
T900 3187 3464 2864 3119
p 0,0587 0,1738 0,1975 0,2252
cv (%) 3,96 4,26 6,62 6,67

'Médias seguidas de letras maitscula distintas diferem pelo teste Tukey em nivel
nominal de significancia de 5%.

CYV = coeficiente de variaciao
Foi observada tendéncia a diminui¢do da energia digestivel na matéria

natural, o que pode ser explicado pelos menores coeficientes de digestibilidade
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da PB e MS observados com o aumento dos niveis de inclusdo de
mananoproteina, embora esses parametros nao terem apresentado diferenca
significativa os mesmo podem ter influenciado a energia digestivel da matéria
natural.

Para os valores encontrados de energia digestivel na matéria seca (ED
MS) e energia metabolizdvel aparente (EMA) na matéria seca (MS) e natural
(MN) ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Resultados semelhantes foram observados por Aquino (2009) que nio
observou nenhuma influencia do EPL sobre a energia digestivel das dietas na
matéria seca ¢ na matéria natural, concordando com Gomes (2009) onde as
dietas experimentais tiveram o mesmo coeficiente de metabolizagdo da energia

bruta.

4.2 Microbiologia fecal

A andlise da populacdo de bactérias acido-laticas (BAL) presentes nas

fezes dos animais submetidos aos tratamentos esta representada na Tabela 5.

Tabela 5 Contagem total de bactérias acido-laticas log/g de fezes na matéria
original encontrados no estudo

Variavel Tratamentos (ppm de mananoproteinas)
0 300 600 900 CV p* L Q
BAL 11,98 12,19 11,68 11,96 10,59  0,9208 NS NS
(log/g MO)

p*: significancia p<0,05; CV: coeficiente de variacdo; L: efeito linear; Q: efeito
quadratico, MO: matéria original; Lac: Lactobacillus, Bif: Bifidobacterium; NS: Nao
significativo.
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Nao houve diferenga significativa na populagdo de bactérias acido-
lacticas com inclusdo de diferentes niveis de inclusdo de mananoproteina em
nivel de significancia de 5%.

Aquino (2009) ao comparar quatro diferentes niveis de extrato de parede
de levedura (0; 0,2%; 0,4% e 0,8%) na dieta de gatos adultos ndo encontrou
diferenca significativa entre os tratamentos na mensura¢ao da populagdo dessas
mesmas bactérias. Segundo esse autor, esses resultados levam a sugerir que os
mananoligossacarideos ndo foram significativamente fermentados pela
populagdo de bactérias acido-laticas do intestino, o que consequentemente nao
causou diminui¢do no pH, fator importante para proliferagdo das mesmas e de
outras bactérias desejaveis no codlon, em detrimento das bactérias indesejaveis.

Gomes (2009) também ndo encontrou diferenca significativa na
contagem de unidades formadoras de colonias de Lactobacillus e
Bifidobacterium nas fezes de cdes adultos submetidos a quatro diferentes
tratamentos (P>0,10) com parede celular de levedura (PCL — 0; 0,15%; 0,30% e
0,45%), justificando que a agdo da PCL sobre a composicdo da microbiota fecal
de cédes é controversa e, com base nos dados disponiveis, de pequena magnitude.

Esses resultados vdo de acordo com os autores acima citados,
considerando que 25% da constituicio da PCL seja mananoligossacarideo,
concentragdo utilizada em estudo realizado por Gomes (2009) ficaria (0;
0,037%; 0,075%; 0,11%) de MOS, semelhantes ao presente experimento
(0,03%; 0,06% e 0,09%), em ambos os trabalhos ndo foram observadas
diferencas significativas.

Por outro lado, estudos realizados por Swanson et. al. (2002)
demonstraram que a suplementagdo com 0,3% de MOS apresentou influéncia
positiva sobre as popula¢des microbianas com tendéncia para aumento de
Lactobacillus. Porém, segundo o mesmo autor a populagdo de Bifidobacterium

manteve-se constante.
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5 CONCLUSAO

A inclusdo dos niveis 300, 600 e 900 ppm de mananoproteinas na dieta
de cdes adultos ndo produziu efeito sobre a digestibilidade, bem como alteracdes
na populacdo de bactérias acido-laticas. Dessa maneira, torna-se necessario a
realizagdo de estudos utilizando-se diferentes niveis do produto, uma vez que, de
acordo com os resultados obtidos neste experimento, os niveis administrados

ndo se mostraram eficazes para o aumento das bactérias benéficas intestinais.
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CAPITULO 2 Niveis de mananoproteina sobre a imunidade humoral de
cies adultos

RESUMO

Nutracéuticos podem melhorar as fun¢des do organismo, sendo alguns
utilizados como imunomoduladores e esses t€m demonstrado a capacidade de
preservar a integridade do muco intestinal, melhora da resposta imunolégica em
geral, e por isso tem sido objeto de pesquisa. O objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito de niveis crescentes de inclusdo de fragdes de mananoproteina na dieta
sobre o sistema imunologico de cdes. Foram utilizados 24 cdes adultos da raga
Beagle em quatro tratamentos: dieta comercial (controle) e controle com adigdo
de 300, 600 e 900 ppm de fragdes de mananoproteina na matéria seca. As dietas
foram oferecidas durante 37 dias. Os animais foram expostos ao desafio
antigénico, vacina contra a leptospirose no dia 7, como forma de desafio do
sistema imune. As avaliagdes incluiram hemograma completo, quantificagdo de
anticorpos contra a leishmaniose, a imunoglobulinas A, G ¢ M concentragdo no
sangue, plaquetas, fibrinogénio e proteina Creativa. Amostras de sangue foram
coletadas nos dias 0, 10, 23 e 35 para todos os parametros medidos. Os dados
foram analisados como medidas repetidas no tempo usando PROC GLM do SAS
9.1. Nao houve efeito dos tratamentos sobre todas as variaveis avaliadas (P>
0,05). Valores de leucocitos e PCR apresentaram interagdo no tempo, sendo
esses valores aumentados com inclusdes de mananoproteina acima de 600 ppm.
Sugere-se que a suplementagdo de mananoproteina foi capaz de reduzir a
resposta inflamatoria.

Palavras-chave: Imunonutrientes. Nutracéuticos. Caninos.
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ABSTRACT

Nutraceuticals can enhance the functions of the body, and some are used
as immunomodulators and these have demonstrated the ability to preserve the
integrity of the intestinal mucus, improves the immune response in general, and
so has been the object of research. The aim of this study was to evaluate the
effect of increasing levels ofinclusion of manoprotein a fractions in the diet on
the immune system of dogs. We used 24 adult beagle dogs in four treatment
groups: commercial diet (control) and control with the addition of 300, 600 and
900 ppm manoprotein fractions of dry matter. Diets were fed for 37 days. The
animals were exposed to antigen challenge, thevaccine against leptospirosis on
day 7 as a way to challenge the immune system. The evaluations included
complete blood count, measurement of antibodies against leishmaniasis,
immunoglobulins A, G and M concentration in the blood, platelets,fibrinogen
and C-reactive protein. Blood samples were collected on days 0, 10, 23 and 35
for all parameters measured. Data were analyzed as repeated measures using
PROC GLM of SAS 9.1. There was no treatment effect on all variables (P>
0.05). Leukocytes PCR showed interaction in time, and these values increased
with inclusions mananoprotein above 600 ppm. It is suggested that
supplementation mananoprotein was able to reduce the inflammatory response.

Keywords: Immunonutrients. Nutraceuticals. Canines.
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1 INTRODUCAO

A membrana mucosa do sistema digestorio serve como barreira
protetora que auxilia na prevencdo contra a invasdo de patdgenos, acdo de
toxinas e outras substincias indesejaveis, durante a digestdo e absor¢do de
nutrientes essenciais. A complexa fungdo de protecdo € realizada tanto por meios
fisicos como imunologicos.

Prebidticos sdo descritos como imunonutrientes por contribuir com a
protetora do Trato Gastrintestinal (TGI), dentre os mais estudados estdo os
mananoligoassacarideos (MOS).

Os MOS sao compostos derivados obtidos da parede celular da levedura
Sacharomycescerevisae contendo em sua estrutura glucanos, mananos,
proteinas, lipidios e quitina. Auxiliam a prote¢ao do TGI através da adsor¢do de
bactérias patogé€nicas com bloqueio dos locais de adesdo de bactérias ao
intestino, denominado enlace patogénico. Esse processo tem a capacidade de
estimular a resposta imune contra patogenos especificos, impedem a colonizagdo
no intestino e fazem com que sejam apresentadas células imunitarias como
antigenos atenuados.

O sistema imunoldgico, quando ativado, fornece protegdo contra
patégenos ou promove respostas imunes especificas, através da imunidade inata
ou adaptativa. Varios tipos de células do sistema imune sfo recrutadas e
estimuladas. Entre as células incluem-se os neutréfilos, eosindfilos, macrofagos,
células epiteliais, célula natural killer e células M, essas responsaveis por
recolher antigenos do limen intestinal e apresentar aos linfocitos nas placas de
Peyer. Essas células monitoram os sitios de entrada de patdégenos e de resposta
imune inespecifica, incluindo a fagocitose e morte natural.

E relatado que a resposta imune inata em animais pode ser modulada

pelo consumo de determinadas bactérias produtoras de acido latico. Os
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prebidticos, em sua agdo sobre os animais de companhia, atuam como
imunomoduladores, tem efeito na regulagdo da resposta imune, pode estimular a
producdo de citocinas e, portanto, refor¢a a resposta imunologica natural
(PERDIGON et al., 1995).

O papel dos mananoligossacarideos (MOS) na resisténcia ao patéogeno e
na modulacdo do sistema imunologico ndo esta completamente compreendido. A
ligacdo de patdgenos nas células epiteliais do intestino ¢ um passo essencial no
processo de infec¢do. As fimbrias tipo-1, sdo comumente encontradas em
numerosas espécies de Escherichia coli e Salmonella, e séo especificos para os
residuos de manana. As mananas ajudam na resisténcia da colonizagdo de
microrganismos patogénicos, atuam como receptores analogos de fimbrias tipo-
1 e diminuem o nimero de sitios de ligagcdo disponiveis. As mananas também
tém demonstrado modular o sistema imunitario.

As mananas podem ser um agente promissor de protecdo natural,
devido a sua atividade antimutagénica e antioxidante. Glucomanas isoladas de
Candidautilis produzem um efeito protetor contra a mutagenicidade induzida
pela ciclofosfamida em camundongos. O trabalho realizado por esses
pesquisadores sugeriu que o efeito antimutagénico dos glicomanas pode ser
baseado em sua capacidade de sequestrar radicais de oxigénio reativo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da

suplementa¢do de mananoproteinas sobre a imunidade inata de caes adultos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trato Gastrintestinal de caes

O Trato Gastrintestinal (TGI) desempenha importante papel na protecao
do organismo contra infec¢des e outras doengas, por prevenir contra a invasio
de patogenos, neutralizar toxinas e estimular a resposta imunoldgica local
(OLIVEIRA; BATISTA, 2010).

O intestino € o maior 6rgdo imunoldgico do corpo, pois constitui cerca
de 60 a 70% de todo o sistema linfoide, com os tecidos linfoides, associado a
mucosa intestina (TLAI) que promove a imunidade local e sistémica ativa e
induz a tolerancia imunoldégica da mucosa. O baixo pH do estdmago (pH =1 a
4) destroi os microrganismos mais prejudiciais, enquanto outros sdo eliminados
pelas enzimas digestivas do estdmago e intestino. A rapida taxa de transito
também protege contra a colonizagdo de patogenos (BELOSHARPA;
SWANSON, 2010).

A saude do TGI é muitas vezes mensurada indiretamente pelo tipo de
populacdo microbiana, volume das fezes e sua consisténcia, componentes do
odor fecal e os indices relacionados ao sistema imunoldgico. Estratégias
alimentares sdo usadas para melhorar ou manter a saude intestinal como: fibras
dietéticas, prebioticos e probidticos (FAHEY, 2004).

A entrada de microrganismos nas células epiteliais resulta na producao e
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Dessa forma, a resposta a invasao
bacteriana ativa sinais intracelulares que levam a iniciagdo e a amplificacdo de
uma resposta inflamatéria aguda. Para manter a integridade da fun¢do dessa
barreira celular, as superficies das mucosas sdo providas com uma resposta inata
e adaptativa, a qual tem como componente o tecido linfoide associado a mucosa

intestinal.
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2.2 Fungodes imunes do trato gastrintestinal

O TGI atua ndo somente como um 6rgdo captador de nutrientes basicos,
mas também ¢é o principal 6rgdo imunolégico do corpo humano, serve como
uma interface protetora entre o meio externo e o interno do organismo.

O intestino tem grande importancia na defesa imunologica uma vez que
¢ o principal meio de comunicagdo com meio externo e porta de entrada de
antigenos.

O TLAI estd diretamente envolvido com as doengas alérgicas e
autoimunes. Assim, a barreira mucosa gastrintestinal tem duas fungdes
protetoras fundamentais como a estrutural e a funcional, essa Ultima diretamente
associada ao sistema imune gastrintestinal (ROCHA, 2006).

O TLAI constitui a parte mais extensa e complexa do SI do organismo,
possui em torno de 80% das células de defesa e mais de 50% das células
imunitarias efetoras. Pelo menos 25% da mucosa e da submucosa intestinal sdo
compostas por tecidos linfoides (SWANSON; FAHEY JUNIOR, 2002). O
conhecimento da constituicdo do TLAI permite compreender como se
desenvolve e regula a resposta imunitaria. Essa ¢ constituida pelas placas de
Peyer, linfonodos mesentéricos e foliculos linfoides isolados, onde sao
selecionados os antigenos dietéticos e microrganismos patogénicos, uma area
eferente, de tecido difuso com locais efetores que sdo os linfocitos intraepiteliais
(IEL) e linfécitos da lamina propria do intestino, onde a resposta imune ¢
efetuada. Essas células imunologicas sdo fundamentais para a manutengdo da
barreira mucosa protetora (LAFLAMME, 2008).

Os componentes primarios do tecido linfoide associados a mucosa
intestinal sdo subdivididos em: células linfoides agregadas, que sdo as Placas de
Peyer e ndo agregadas, que sdo caracterizadas pelos linfocitos B/T submucosos e

foliculares, os intraepiteliais, plasmocitos e macréfagos (LAFLAMME, 2008).
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Os linfécitos agregados e ndo agregados do tecido linfoide associado as
mucosas intestinal sdo os auxiliares dos tipos Thl (associado as respostas
mediadas por células e as citocinas IL2, IFN-y, IL12 e FNT-B); Th2 (associado a
producdo de anticorpos e as citocinas 1L4, ILS5, IL6, IL10 e IL13); e Th3
(associado a imunossupressao e as citocinas IL10 e TGF-) (ROCHA, 2006).

As células B produzem os plasmdcitos, que por sua vez sdo responsaveis
pela sintese de anticorpos, funcionam como células apresentadoras de antigenos
(APC), recolhendo-os e sendo apresentados as células T, que tém varias fungdes
dependendo do seu tipo especifico. As respostas mediadas por células T sdo
mais eficazes contra patdogenos intracelulares, enquanto reagdes mediadas por
células B sdo mais efetivas contra os patogenos extracelulares. Além dessas
células, o contorno epitelial sobre cada placa de Peyer contém APC
especializada, chamadas células M (células das vilosidades), que tém um papel
no desenvolvimento da tolerancia alimentar (TIZARD, 2002). As células M
recolhem antigenos do limen intestinal e os apresentam aos linfécitos nas placas
de Peyer. Isso permite ao sistema imune (SI) desenvolver reconhecimento
adequado perante aquele antigeno especifico, seja para desenvolver tolerancia a
uma proteina alimentar ou para elaborar defesa contra o organismo invasor
(ROCHA, 2006).

As células B ativadas produzem as imunoglobulinas. A imunoglobulina
G (IgG) ¢ o anticorpo predominante que circula no sangue dos cdes. A
imunoglobulina A (IgA) ¢ o principal e o mais importante produto sintetizado e
secretado pelos plasmoécitos derivados dos linfocitos B do tecido linfoide
associado a mucosas intestinal, sendo a primeira linha de defesa no TGI
(ROCHA, 2006). A imunoglobulina E (IgE) encontram-se sobretudo no sistema
respiratério ¢ a imunoglobulina M (IgM) ¢é encontrada principalmente no
intravascular, sendo classificados como uma classe de anticorpos "precoces",

produzidas nas fases iniciais das doengas que desencadeiam resposta humoral.
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Cerca de 70% a 80% das células produtoras de imunoglobulinas (Ig)
estdo localizadas no TGI e mais de 60% da producgdo total diaria de IgA
intestinal. Essas s3o secretadas através das células epiteliais para o lumen do
TGI e podem atuar tanto dentro como fora da célula intestinal (GRIESHOP,
2002).

Quando ha o estimulo imunologico da mucosa ocorre a producao de IgA
nas placas de Peyer, esses bloqueiam os receptores e reduzem o niimero de
bactérias patogénicas no limen intestinal. A producdo constante de IgA ocorre
devido a estimulagdo continua pela microbiota normal do intestino. O principal
modo de agdo da IgA ¢ evitar a aderéncia de bactérias e virus as superficies
mucosas, um processo denominado exclusdo imunologica. Se as bactérias ou os
virus nao conseguirem aderir as células epiteliais intestinais, eles passardo pelo
conteudo intestinal e serdo expulsos sem causar danos (DESHMUKH, 2008).

O TLALI ¢ responsavel pela defesa do organismo contra diferentes tipos
de agentes infecciosos, incluindo virus, bactérias, fungos, protozoarios e outros
parasitas. O TLAI participa desse processo exercendo as seguintes atividades: 1)
captacdo, processamento ¢ apresentagdo dos antigenos presentes no intestino; 2)
produgdo de anticorpos locais, em especial da classe IgA; 3) ativacdo de resposta
imune cito-mediadas, particularmente as mediadas por células T citotoxicas
CD8+, ou células NK e por macrofagos (GOMES, 2009). O TLAI controla a
invasdo patogénica e induz tolerancia oral em resposta a antigenos inofensivos
da dieta e do epitélio intestinal. A mucosa intestinal & exposta a numerosos
fatores exdgenos e tem mecanismos reguladores diferenciados, que permitem
uma permeabilidade seletiva para os nutrientes e certas macromoléculas, mas
também a exclusdo de uma potencial dieta prejudicial, de antigenos bacterianos
ou do ambiente (NUNES, 2009).

A tolerancia alimentar é responsavel pelo discernimento do organismo

em reconhecer o que ¢ proprio do ndo proprio, parte desse processo ocorre na
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mucosa intestinal e é responsavel pela absorcdo ou excluso, tolerancia ou
reatividade dos ingredientes ingeridos. Esses fatores irdo influenciar a digestdo
com relacdo a secrecdo, absor¢do, motilidade e os mecanismos imunoldgicos
relacionados a exclusdo de antigenos, regulacdo do TLAI, processamento de
antigenos, sensibilidade, alergia, bem como processos neuroendécrinos locais
(CAVE, 2008).

Antigenos dos alimentos e microrganismo t€m capacidade de interagir
com a parede da mucosa e induzir rea¢des e processos reguladores. A
estimulagdo do sistema imunitario dentro do TGI também pode provocar efeitos
sobre todo o corpo, os plasmocitos sdo ativados, migram para a corrente

sanguinea e para outras partes do corpo, assim promovem a apresentagdo de

antigenos e em reagdes secundarias em outros locais (TIZARD, 2002).

2.3 Prebioticos

Componentes prebidticos promovem beneficios na estimulacdo do
sistema imune, combate a invasdo de microrganismos patogénicos, producao de
acidos graxos de cadeia curta com a acidificacdo do colon e adequagdo do tempo
de transito intestinal (GOMES, 2009).

Gibson e Roberfroid (1995) postularam que prebidticos sio
componentes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro
por estimular seletivamente a proliferacdo ou atividade de populagdes de
bactérias desejaveis no colon. Outro efeito adicional do prebidtico € inibir a
multiplicagdo de patdgenos, garantindo beneficios adicionais a satde do
hospedeiro.

Assim, para ser classificada como prebidtico, a substancia deve atender

aos seguintes critérios: deve ser resistente a acidez gastrica, a hidrolise ou

absor¢do do TGI; ser fermentidvel pela microbiota intestinal; estimular
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seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias intestinais, que
contribuem para a saide e o bem-estar do hospedeiro (GIBSON et al., 2004;
ROBERFROID, 2007). Diversos ingredientes passaram, entdo, a ser empregados
como prebiodticos, sem que a consideragdo a definicdo fosse seguida. Tendo em
vista esses trés critérios, trés prebidticos foram estabelecidos:
frutologossacarideos (FOS), galactoligossacarideos (GOS), e lactulose
(MUSSATTO; MANCILHA, 2007).

O mecanismo de acdo do MOS ¢ diferenciado em relagdo ao dos outros
oligossacarideos utilizados como prebidticos, havendo inclusive algumas
divergéncias em relagdo a sua classificagao (AQUINO, 2009).

Segundo Cabib et. al. (1997), a levedura Saccharomycescerevisiae,
apresenta uma parede celular que perfaz de 15 a 25% do seu peso seco, sendo
constituida principalmente de glucanas (58%), mananoproteinas (40%) e quitina,
um polimero de B-1,4 N-acetilglucosamina (2%) (KLISS, 1994). A estrutura da

parede celular de levedura encontra-se ilustrada na figura 1.

~ Mannoprotein

| —pB-Glucan

1 — B-Glucan + Chitin
— Mannoprotein

— Membrane

Figura 1 Porg¢do da parede celular de Saccharomycescerevisiaeque ilustra as
camadas de polissacarideos localizadas individualmente

Fonte: (RUIZ-HERRERA, 1992 citado por SOUSA, 2008)
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As principais constituintes da parede celular das leveduras, as glucanas,
apresentam os seus blocos de glicose unidos por ligagdes glicosidicas (B1-3) e
(B1-6), por isso sdo denominadas B-glucanas e possuem importante fun¢do no
sistema imunologico, pois atuam nos animais estimulando as células fagociticas;
os mananoligossacarideos, por sua vez, atuam de maneira a impedir a
proliferacdo de bactérias patogénicas (ZAINE, 2010).

Segundo Medzhitov e JanewayJunior (2000), a por¢do majoritaria dos
polissacarideos formadores da parede celular de leveduras, B-D-glucanas e a-D-
mananas, sdo reconhecidas pela capacidade de promover a modulagcdo do
sistema imunoldgico de varios organismos vivos, desde insetos até humanos, por

meio de interagdes especificas com diferentes células imunocompetentes.

2.4 Mananoligossacarideos (MOS)

Os MOS apresentam a capacidade de modular o sistema imunoldgico e a
microbiota intestinal, ligam-se a uma ampla variedade de micotoxinas e
preservam a integridade da superficie de absorg¢@o intestinal. As bactérias
patogénicas colonizam o TGI prendendo-se a superficie das células epiteliais e
para evitar a infeccdo € necessario inibir o processo de enlace patogénico.

A agdo prebidtica do MOS se faz pela adsor¢do de bactérias patogénicas
com bloqueio dos locais de ades@o de bactérias ao intestino, denominado enlace
patogénico. Esse processo tem a capacidade de estimular a resposta imune
contra patdgenos especificos impedindo a sua colonizagao no intestino e fazendo
com que sejam apresentados as células imunitarias como antigenos atenuados
(GOMES, 2009).

Os MOS bloqueiam a aderéncia das bactérias patogénicas ao ocupar os
sitios das células epiteliais da mucosa intestinal onde elas poderiam se prender.

Também ¢ capaz de induzir a ativagdo dos macrofagos saturando os sitios
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receptores nas manoses das glicoproteinas da superficie celular, que se projetam
da superficie da membrana celular dos macréfagos. Uma vez que trés ou mais
lugares tenham sido saturados, inicia-se uma rea¢do em cadeia que da origem a
ativacdo dos macrofagos e a liberagao de citocinas, com a instalagdo de resposta
imunolégica adquirida (BORGES; SALGARELLO; GURIAN, 2003).

Tem sido relatado que o MOS ¢ capaz de aumentar os niveis séricos de
imunoglobulina G e A e IgA ileal quando adicionados com frutoligossacarideos
(SWANSON et al., 2002). No trabalho de Zaine (2010) a suplementagdo com
beta 1,3/1,6 glucano, ndo observou aumento de IgA fecal, porém houve aumento
dos linfocitos T totais, T helper, T citotoxicos, linfocitos B ¢ Fator Tumoral-a,
indicando efeito imunomodulador de fracdes purificadas da parede celular da
levedura Saccharomycescerevisiae.

Os MOS atuam beneficamente modulando a resposta imune dos animais
através da interacdo existente entre os carboidratos dos mananoligossacarideos e
o sistema linfoide associado ao intestino do animal que responde de forma mais
eficiente devido & apresentacdo de patdogenos promovida pelos MOS. Estudos
demonstraram maior produgdo de imunoglobulina A (IgA) sérica em cées, no
conteudo do colon de ratos e maior atividade neutrofilica (KHIL, 2001).

Estudos demonstram que cdes que consumiram uma dieta com MOS
possuiam maiores concentragdes de Lactobacillus fecais e maiores niveis de IgA
e de linfécitos séricos, quando comparados com uma dieta controle sem
suplementacdo (SWANSON et al., 2002). Acredita-se que os MOS possuem
efeitos diretos sobre as células imunitarias do TGI quando absorvidos nas
células M, localizadas no interior das placas de Peyer. Dessa forma, os MOS
estimulariam tanto a imunidade sistémica como a imunidade associada ao
intestino, atuando como oligossacarideo nao patogénicos, e exercendo efeito

semelhante a um adjuvante.
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As manoses sdo responsaveis pela ligagdo com patdgenos entéricos,
adsor¢do de micotoxinas e producdo de lectina. A lectina se liga a manose e
auxilia a fagocitose, sendo importante especialmente na resposta da imunidade
inata do animal (GOMES 2009). Os prebioticos atuam diretamente sobre o
TLAI, devido ao contato direto entre células imunitarias, produgdo de AGCC,
alteracdo da producdo de mucina e bactérias lacticas, essas sdo responsaveis pela
producdo de algumas substincias com capacidade imunoestimulatoria, como os
lipopolissacarideos, peptideoglicanos ¢ acidos lipoteicoicos. Essas substancias
vao interagir sobre a producdo de citocinas, proliferacdo de células
mononucleares, fagocitose macrofagica e inducdo da sintese de imunoglobulinas
IgA (SILVA; NORNBERG, 2003).

Gomes (2009) realizou a quantificagdo imunofenotipica por citometria
de fluxo das subpopulagdes linfocitarias e populagdes de linfocitos T ¢ B e
demostrou que houve aumento mediante a suplementagdo de Parede Celular de
Levedura (PCL). Vogt (2005) mostrou aumento de linfocitos circulantes
podendo ser decorrente do estimulo causado pela presenga de PCL no limen
intestinal. As alteragdes no padrdo metabolico da populacdo bacteriana fecal,
evidenciadas pelo aumento de acido butirico e diminui¢cdo de quatro aminas
biotivas, parecem ter sido suficientes para provocar aumento de linfécitos
circulantes, mesmo sem a alteragdo da microbiota.

Zaine (2010) foi além dos efeitos da parede celular de levedura e
mostrou que seu estimulo sobre a imunidade esta diretamente relacionado ao
componente da estrutura da levedura que ¢é utilizado.

A fracdo B-glucano da parede celular de levedura atua de maneira
especifica sobre a imunidade. Os B-glucanos sfo reconhecidos pelo sistema
imune inato, esse reconhecimento desempenha papel importante na defesa do
hospedeiro e apresenta oportunidades especificas de modulagdo clinica da

resposta imune do hospedeiro. Neutrofilos, macrofagos e células dendriticas,



51

entre outros, expressam receptores capazes de reconhecer os -glucanos nas suas
diversas formas. O receptor dectina-1 reconhece uma variedade de leveduras
com ligagdes B-1,3 e B-1,6, que faz o reconhecimento, sinalizacdo intracelular,
ativa as respostas celulares e gera a resposta imune adaptativa (GOODRIDGE;
WOLF; UNDERHILL, 2009).

O uso de B-glucanostambun foi capaz de atuar sobre a imunidade
humoral, com aumento de igm sirica e diminui¢do de iga no soro € nas mucosas
(STUYVEN et. al, 2010). Além disso, os mananos foram relatados como
moduladores do sistema imune, por aumentar a concentracdo de imunoglobulina
a em conteudo cecal de ratos, aumentar a IgA biliar e sistémica IgG em perus
(SAVAGE, 1996) ¢ aumentar a atividade de neutréfilos em cdes e peixes
(O'GARRA; ARAI, 2000). A suplementacdo de mos em perus aumentou o
numero de células caliciformes que sao células muco-secretoras e desempenham
um papel fundamental na homeostase intestinal (NEUTRA, 1999). Portanto, os
mos também podem reforcar a barreira de defesa dos mecanismos intestinais que

ndo sdo completamente entendidos até o momento (AQUINO, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacio do experimento e instalacdes

A realizagdo do experimento teve a aprovacdo da Comissdo de Bioética
na Utilizacdo de Animais (NINTEC / PRP-UFLA), da Universidade Federal de
Lavras, protocolo n° 070/2011 (Anexo B).

O experimento foi conduzido no periodo de novembro a dezembro de
2010, no CENAC (Centro de Estudos em Nutri¢do de Animais de Companhia),
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
municipio de Lavras, regido Sul do Estado de Minas Gerais, latitude 21014°30”’
(S), longitude 45000°10°” (O) e 910 metros de altitude.

O Centro de Estudos em Nutricdo de Animais de Companhia possui
vinte e quatro canis e gaiolas metabolicas, onde sdo alojados 24 cdes da raca
Beagle. Os canis apresentam a area de 4,5m2 (1,5 m de largura x 3,0 m de
comprimento) com area de solario, comedouros e bebedouros automaticos
individuais. As gaiolas metabolicas com dimensdo de70 x 85 x 70 (altura x
profundidade x largura) sdo constituidas de arame galvanizado e chapas
metalicas nas laterais, além da bandeja coletora para fezes com fundo telado que
permite a coleta da urina sem contaminacgao fecal.

As anélises bromatologicas foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa

Animal do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras.

3.2 Animais utilizados e tratamentos experimentais

Foram utilizados 24 cées adultos, machos e fémeas, da raca Beagle, com

idade média de 6,5 (£3,5) anos, vermifugados, com peso médio de 13,66 £ 2,70
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kg. Os caes selecionados estavam em bom estado de satide e passaram por
avaliacdo médico-veterinaria antes e durante a realizacdo do teste.

Para a alimentacdo dos animais utilizou-se uma dieta comercial seca
isenta de prebidticos como controle. O estudo proposto foi constituido por
quatro tratamentos como pode ser observado na Tabela 1, totalizando seis

repeti¢des por tratamento totalizando 24 unidades experimentais.

Tabela 1 Tratamentos experimentais empregados no estudo

Tratamentos Alimentos
T1 racdo controle
T2 ragdo controle + mananoproteinas na dose de 300 ppm
T3 ragdo controle + mananoproteinas na dose de 600 ppm
T4 ragdo controle + mananoproteinas na dose de 900 ppm

As diferentes doses do produto foram ministradas aos animais em forma
de capsulas, juntamente com um alimento comercial, cujos niveis de garantia do
rotulo encontram-se na Tabela 2. No tratamento 1, os animais receberam

capsulas de placebo durante o periodo experimental.
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Tabela2 Niveis de garantia expressos no rotulo da ragdo utilizada no estudo

Niveis de Garantia MN MS
Umidade (max) 12,0% 8,02%
Proteina Bruta (min.) 22,0% 25,83%
Extrato Etéreo (min.) 10,0% 7,70%
Matéria Fibrosa (max.) 5,0% 2,88%
Matéria Mineral (méx.) 9,0% 14,88%
Calcio (max.) 2,4%

Fésforo (min.) 0,9%

Energia Metabolizavel 3090 kcal/kg

Composigao basica: carne de frango, farelo de gluten de milho, quirera de arroz, milho
integral moido, farinha de subprodutos de frango, gordura animal estabilizada com
tocoferodis, farelo de milho, mitidos de aves hidrolisados, ovo em pd, 6leo de peixe, L-
lisina, cloreto de potéssio, fosfato bicélcico, cloreto de sodio, cloreto de colina,
taurina, DL-metionina, acido ascérbico, sulfato de zinco, sulfato ferroso, premix
vitaminico (A,D-3, E, B12), riboflavina, niacina, pantotenato de calcio, sulfato de
manganés, biotina, momonitrato de tiamina, acido folico, sulfato de cobre, cloridrato
de piridoxina, menadionabissulfito de sodio, iodato de célcio, selenito de sodio.

A quantidade de racdo fornecida a cada animal foi calculada de acordo
com suas necessidades energéticas diarias de manutencdo em kcal/dia de acordo
com a National Research Council- NRC (2006), utilizando a férmula 130 x Peso
Corporal®”.

A quantidade total de alimento para cada animal de cada tratamento foi
fornecida uma vez ao dia durante um periodo de 24 horas. As sobras foram

coletadas diariamente e pesadas para a determinagdo do consumo.

3.3 Procedimento experimental

O experimento teve duragdo de trinta e cinco dias, sendo realizadas

quatro coletas de sangue (dia 0, 10, 23 e 35) durante o periodo experimental.
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No sétimo dia do experimento realizou-se desafio antigénico com
vacina¢do subcutdnea dos animais contra Leishmaniose Visceral Canina. Foi
utilizada a vacina comercial (Leishmune®, Fort Dodge, Sao Paulo), com o
proposito de promover um imunoestimulagdo antigeno-especifica dos animais.
Esse desafio teve como objetivo promover a situagdo de estresse nos animais, a
fim de wverificar se as diferentes concentracdes de mananoproteinas
administradas em cada tratamento influenciam no status imunologico dos
animais.

Optou-se por uma vacina monovalente a qual os animais ndo haviam
sido expostos anteriormente, para evitar interferéncia na contagem de anticorpos
de exposigoes realizadas anteriormente. Os dias de coletas foram escolhidos de
forma que ficassem eqiiidistantes e que a ultima colheita de sangue
correspondesse com o 28° dia apds a vacinacdo, onde se tem o pico de produgdo

de anticorpos.

3.4 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada antes do inicio do experimento (dia 0) e
posteriormente nos dia 10, 23 e 35.

Realizou-se a coleta de sangue por venopungdo jugular, o material foi
separado em trés tubos coletores, um para determinagdo do hemograma
completo contendo EDTA, um tubo sem anticoagulante para obtengdo do soro
para a quantificacdo das imunoglobulinas A, G e M, proteinas C reativas e
titulag@o para contagem de anticorpos antileishmaniose e o ultimo tubo contendo
citrato de sodio para determinagdo do fibrinogénio. As amostras coletadas foram
armazenadas sob refrigeracdo de 4°C, até o envio para analises no Laboratdrio

Santa Cecilia — Lavras MG.
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As contagens globais de hemadcias, leucocitos, plaquetas, taxa de
hemoglobina e volume globular foram realizadas através de um contador
veterinario automatico de células. A contagem diferencial de leucdcitos foi
realizada utilizando-se de esfregacos, sendo a féormula leucocitaria absoluta
obtida a partir das contagens global e diferencial das células leucocitarias.

A contagem total de leucocitos foi efetuada em contador automatico de
células veterinario, sendo a contagem diferencial realizada em esfregacos
sanguineos frescos corados com pandtico.

A concentragdo de fibrinogénio foi determinada pelo método de
precipitacdo pelo calor em banho-maria a 56 °C e a para leitura foi utilizando
refratometro digital. A PCR foi determinada pelo método ultrassensivel

turbidimétrico e analisadas em analisador bioquimico.

3.5 Exames sorolégicos para Leishmaniose

Esse exame foi realizado em laboratorio especializado (Hermes Pardini,
Belo Horizonte) com Kit licenciado pelo Ministério da Agricultura,
recomendado para o diagnéstico de Leishmaniose Visceral Canina.
Primeiramente realizou-se o ensaio imunoenzimatico com o Teste de ELISA e
para a confirmagdo do diagnostico fez-se o teste de reagdo de

imonufluorescéncia indireta (RIFI).

3.6 Dosagem de anticorpos

Para o exame de contagem de anticorpos antileishmaniose tem-se como
valores referéncia para resultados reagente teste de ELISA com valores acima da
linha de corte recomendado pelo fabricante do KIT e para o teste RIFI resultados

com titulo igual ou superior a diluig¢do 1:40.
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Resultados com valores limites que os testes ndo foram capazes de
determinar como reagente ou ndo reagente, pode corresponder ao inicio da
soroconversdo, reagdes cruzadas e/ou inespecificas ou faléncia do sistema
imune. Nesses casos € realizado um novo teste apos 30 dias do tltimo exame.

Todos os exames nas quatro coletas e em todos os animais o resultado

foi ndo reagente, tanto para o teste de ELISA como para o RIFI.

3.7 Delineamento experimental e analise estatistica

Para a variavel hematologica o delineamento experimental utilizado foi
o delineamento inteiramente casualizado, sendo o modelo estatistico:

Yij= B+ a; +1j + e+ by + abji + ejjk, em que:

Yiix = observacdo da varidvel referente a subparcela k da parcela i na
repeticao j;

p = média geral;

a; = o efeito da dieta i da parcela (i=1,2,3,4);

1; = o efeito do repeti¢do j (j = 1,2,3,4,5,6,7);

ejj = 0 erro experimental associado as parcelas;

by = efeito do nivel k do fator B (tempo de colheita) da subparcela (com
k=0, 10,23 e 35);

abjj = efeito da interagdo do fator A com o fator B;

eijk = 0 erro experimental associado as subparcelas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento
GLM (General Linear Models) do software Statistical Analysis System (Versdo
8.2) (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 2004)
Inc., Cary, NC, EUA). Realizou-se o teste de Shapiro-Wilk para a normalidade

dos residuos e teste F para a homogeneidade do residuo. Atendendo as
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premissas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. As variaveis que ndo se apresentam significativas no teste de
Shapiro-Wilk e F foram transformadas (transformagio logaritmica e quadratica)

e suas médias posteriormente analisadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dosagem de anticorpos

Os resultados eritroleucométricos estdo representados na Tabela 3. Os
pardmetros hematologicos da série branca e plaquetas estdo representados na
Tabela 4. A quantificacdo das imunoglobulinas séricas estdo na Tabela 5. Os

resultados de fibrinogénio e Proteina C reativa estdo demonstrados na Tabela 6.



Tabela3 Resultados dos valores de hemacias, hematdcrito e hemoglobina nos quatro tempos avaliados

Hemdcia(mm®) Hematdécrito(%) Hemoglobinag/dL
Tempo TO T300 T600 T900 T0 T300 T600 T900 TO T300 T600 T900
0 691 6,64 6,60 6,88 448 4443 43,19 445 15,4 15,23 15,11 15,44
10 6,62 633 6,14 6,66 4532 44,67 424 46,09 15,7 15,47 14,7 15,97
23 6,4 6,7 6,3 6,99 42,53 4487 41,11 46,2 14,47 1533 13,94 15,86
35 6,57 6,23 632 6,73 41,3 3991 39,74 42,79 13,7 13,19 13,13 14,14
P 0,2788 0,2514 0,1911
EfeitoTratamento
Hemécias(mms) Hematocrito(%) Hemoglobinag/dL
TO  T300 600 900 0 300 600 900 0 300 600 900
Médias 6,62 648 6,34 6,81 43,49 4347 41,61 44289 1482 14,80 1422 15735
P 0,4014 0.2801 0,2697
Efeito Tempo
Hemacias (mm3) Hematocrito (%) Hemoglobina g/dL
0 10 23 35 0 10 23 35 0 10 23 35
Médias 675" 643" 6,60 646" 44,21*  4429° 43,72* 40,22 1529 1545" 14,91* 13,53
P 0,0054 <0,0001 <0,0001
Cv 5,35 5,07 5,56

09
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Os parametros eritrocitarios ndo diferiram entres os tratamentos, esse
dados apresentam uma visdo instantanea do sistema hematopoiético em um
momento especifico e oferecem visdo geral sobre o estado do animal (REBAR et
al., 2003).

Houve diferenga significativa ao longo do tempo com diminui¢cdo de
hemacias, hemoglobina e a porcentagem de hematdcrito, esses se mantiveram
dentro dos valores de referéncia (Anexo 1). A ausé€ncia de alteragdes sugere que
as concentragdes testadas foram seguras.

Esses achados vao de acordo com a literatura, Gomes (2010) e Zaine
(2010) de acordo com a literatura ndo encontraram diferenca sobre os
parametros eritroleucométricos e plaquetarios em caes, com a suplementagdo de
PCL e beta-glucanos respectivamente.

Budifioet al. (2004) nao encontraram diferenca sobre varidveis
hematologicas de leitdes suplementados com probidticos e/ou prebidticos.
Swanson et al. (2002) também ndo observaram nenhuma diferenca significativa

nesses parametros avaliados.



Tabela 4 Resultados dos valores de leucdcitos, mondcitos, plaquetas, linfocitos nos quatro tempos avaliados

Leucécitos(mil/mm®) Monécito(mil/mm®) Plaquetas(mil/mm”®) Linfécito(mil/mm®)
TO T300 T600  T900 TO T300 T600 T900 TO T300 T600 T900 TO T300 T600 T900
0 9,65a 8,40A’a 6,97b 8,4Ga 1,67 1,71 3,29 2,0 239,83 214,57 256,86 223,71 21,5 31,14 31,71 28,0
10 10,07ab 11,38B’a 9,29b 9,97b 5,5 3,43 3,43 3,14 2435 240,29 256,0 220,86 21,5 25,86 25,57 2243
23 8,083b 9,14AB’§l 7,47h 8,9Ga 2,17 2,29 1,86 2,57 247,67 258,29 257,86 237,43 28,83 29,29 32,57 23,0
35 8,97 9,3 AB 8,14 8,89 1,83 2,86 2,0 1,14 276,33 252,71 269,29 230,43 28,67 32,29 3586 31,29
P 0,0167 0,2964 0,4483 0,4628
EfeitoTratamento
Leucécitos(mil/mm®) Monécito(mil/mm®) Plaquetas(mil/mm®) Linfécito(mil/mm®)
TO T300 T600  T900 TO T300 T600 T900 TO T300 T600 T900 TO T300 T600 T900
Médias 9,19 9,54 7,97 9,07 2,79 2,57 2,64 2,21 251,83 241,46 260,0 228,11 25,13 29,64 31,43 26,18
P 0,1356 0,7571 0,4324 0,1329
Efeito Tempo
Leucécitos(mil/mm®) Monécito(mil/mm®*) Plaquetas(mil/mm”®) Linfécito(mil/mm®)
0 10 23 35 0 10 23 35 0 10 23 35 0 10 23 35
Médias 8,32 10,14 843 88 218 381" 22" 196" 2335° 2400™ 2504™ 2564 283" 239" 284 3217
P <0,0001 0,0017 0,0009 0,0001
Cv 10,55 76,40 10,81 21,59

9
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Nao foram encontradas respostas significativas (P<0,05) entre os
tratamentos para mondcitos, plaquetas e linfocitos.

Com relacdo aos leucécitos algumas das diferencas encontradas no
tempo 0 ja estavam presentes na avaliacdo basal, sugerindo que ndo houve
influéncia da inclusdo de mananoproteina entre os tratamentos sobre tais
parametros. Segundo Duncan, Prasse e Mahaffey (1994), podem existir as
diferencas leucocitarias: leucocitose fisioldgica; leucograma de stress, que pode
justificar essa diferenga encontrada.

Embora esses pardmetros encontram-se dentro dos valores de referéncia
o aumento de leucdcitos pode ser considerado uma reagdo a varias infeccdes,
processos inflamatoérios e, em certas circunstancias, a processos fisiologicos
como estresse (HOKAMA; MACHADO, 1997). Observou-se um aumento na
contagem dos leucdcitos ao longo do tempo, sendo maior no dia 10, que
corresponde ao terceiro dia apds a vacinagdo, esse aumento pode ser justificado
pelo estresse causado pela imunoestimulagao vacinal dos animais.

Os linfocitos apresentaram maior concentracdo no tempo 35, nesse
trabalho ndo foi realizado a contagem das suas sub populagdes, o que pode ter
colaborado para interpretacdo subjetiva da mesma, porém outros autores
observaram aumento semelhante.

Zaine (2010) testou a inclusdo de 0,2% de PCL e 0,015% de duas
fragdes purificadas de beta 1,3/1,6 -glucanos (BG1 e BG2) e um grupo controle
(CT), observou aumento dos linfocitos ao longo do tempo no grupo BG2, no
mesmo trabalho demonstrou que a inclusdo de beta-glucanos foram capazes de
promover a imunoestimulagdo. Além de mostrar que o tipo de particula pode
influenciar diretamente no tipo de resposta desenvolvida ao glucano.

Hunter, Gault e Berner (2002) sugerem que o tamanho da particula

também pode afetar essa resposta, particulas menores e ndo agregadas foram
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mais efetivas para melhorar a fagocitose de macrofagos peritoneais de
camundongos, apods ingestio oral da substancia.

Gomes (2009) encontrou resultados semelhantes, com aumento de
linfocitos B e linfocitos T totais. Hahnet al. (2006), em seu trabalho com suinos
mostraram que a inclusdo de 0,02% de beta-glucanos foi capaz de elevar as

concentragdes das células T helper e T citotoxicas por um periodo de 8 semanas.



Tabela 5 Resultados dos valores de imunoglobulinas A, G ¢ M nos quatro tempos avaliados

Ig A(mg/dL) Ig G(mg/dL) Ig M(mg/dL)
TO T300  T600  T900 TO T300  T600  T900 TO  T300 T600  T900
0 36 4029 43 3629 271,68 324,53 30523 283,09 4308 51,74 49,14 52,51
10 3933 4271 4243 39,14 300,32 300,94 31421 312,59 39,88 4533 49,70 46,97
23 4998 61,49 500 50,0 326,57 37329 349,14 3335 4998 6149 5984 56,03
35 50,0 4929 49,57 4843 34128 367,01 341,00 33597 5505 69,79 72,66 69,00
P 0,8310 0,9868 0.7311
EfeitoTratamento
Ig A(mg/dL) Ig G(mg/dL) Ig M(mg/dL)
TO T300  T600  T900 TO T300  T600  T900 TO  T300 T600  T900
Médias 45,13 4504 4596 4322 309,96 351,19 32742 31629 4699 57,08 57,83 56,12
P 0,4620 0,5598 0.2865
Efeito Tempo
Ig A(mg/dL) Ig G(mg/dL) Ig M(mg/dL)
0 10 23 35 0 10 23 35 0 10 23 35
Médias 40,148  40,963°  50,0°  49,29* 297,04° 317,77° 34633% 346,53 4934* 5626 57,09° 67,05
P <0.0001 <0,001 <0.0001
cv 11,57 10,72 6,32

L9
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A IgA apresentou aumento significativo (P<0,001) duas semanas apds a
vacinagdo em todos os tratamentos, ndo apresentando significancia (P>0,05)
entre os tratamentos. Embora Swanson et al. (2002) relataram que a inclusdo de
MOS foi capaz de aumentar os niveis séricos de imunoglobulina G ¢ A quando
adicionados com frutoligossacarideos. Avaliar a IgA sérica ndo ¢ o melhor
método para avaliar a influéncia sobre esta imunoglonulina por se especifica de
mucosa. Esse mesmo autor demonstrou aumento das concentragdes de IgA ileal,
porém Zaine (2010) ndo encontrou variagdo na concentragdo de IgA fecal.

A imunoglobulina M (IgM) ¢ predominante no inicio das respostas
imunitarias e ¢ produzida rapidamente em respostas a antigenos que
desencadeiam resposta humoral. IgG ¢ a mais encontrada na superficie de
linfécitos B, exercendo a fungdo de receptoras, combinando com antigenos
especificos. A IgM apresentou aumento (P<0,001) na quarta semana apos a
vacinagdo em todos os tratamentos, porém ndo apresentou diferenga
significativa entre os tratamentos.

Mendes et al. (2003) avaliaram a resposta de IgG total ao antigeno da
fragdo purificada isolada de Leishmania submetidos a vacinagdo, verificaram
niveis aumentados de anticorpos IgG total, animais vacinados como infectados
naturalmente, trabalhos indicando que a IgGl estd associada com o
desenvolvimento e a IgG2 com a resisténcia a doenga, apesar do presente
experimento ndo ter avaliado a contagem das subclasses de IgG, trabalhos
demonstram que animais vacinados tém predominio de IgG2.

Nao foram encontradas respostas significativas (P>0,05) para a IgG
como efeito dos tratamentos, mas assim como as outras imunoglobulinas houve
aumento significativo a partir do vigésimo terceiro dia de coleta, o que era
esperado pela resposta vacinal.

Trabalhos semelhantes que utilizaram a vacina como imunoestimulagao

foram relatados por Zaine (2010) com a vacina contra leptospirose e Stuyven et.
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al. (2009) que utilizaram uma vacina bivalente, contra Bordetellabronchiseptica
e o virus da Parainfluenza tipo 2.

Zaine (2010) ndo encontrou resposta a vacina na contagem de anticorpos
antileptospira, justificado pela técnica de soroaglutinacdo ser pouco sensivel na
detecgao de anticorpos antileptospira.

A escolha dessa vacina se deu pelos animais ndo serem previamente
vacinados com o sorovar contido nela e pela metodologia de avaliagdo
sorologica estar bem padronizada.

Para imunoestimulacdo dos animais e melhor avaliagdio de sua
competéncia imunoloégica, semelhante ao desafio antigénico realizado que teria
baixa capacidade imunogénica, pelo protocolo utilizado.

O’Garrae Arai (2000) ndo encontrou variagdes entre as concentragdes de
proteinas plasmaticas e IgG ao avaliar a inclusao de 1, 2 ou 4g de MOS por Kg
de dieta. Ja para imunidade, observou-se um efeito de prebidtico para resposta
vacinal contra a doenga de Newcastle aos 28 dias e um efeito de prebidtico para

peso relativo de bago em caes.
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Tabela 6 Resultados dos valores de fibrinigénio ¢ PCR nos quatro tempos

avaliados
Fibrinogéni(mg/dL) PCR (mg/L)

Tempo TO  T300 T600  T900 TO T300 T600  T900
0 306,33 176,5 240,43 254,86 2,520 3.98%¢ 5 77A¢ 3447
10 2755 253 273,43 25843 1,01 3,04%¢  1,76®" 147%*
23 25233 2390 2240 262,0 4285 340ABc 4840 4 03Ca
35 328,83 302,17 3200 3276 7,50%% 7,119 678" 6,71°°
p 0,5065 0,0494

EfeitoTratamento
Fibrinogénio(mg/dL) PCR(mg/L)
TO  T300 T600 T900 TO T300 T600  T900

Médias 290,75 242,92 264,99 271,73 1,99 2,14 223 202
p 0,0406 0,1126
L 0,553 e
Q 0,0397 e

Efeito Tempo
Fibrinogénio (mg/dL) PCR(mg/L)
0 10 23 35 0 10 23 35

Meédias 244,77° 264,7° 244,04 319,33" 2,05 1,48 2,11 2,72
p 0,0001 <0,0001
Cv 23,17 18,74

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, porém observou-

se interag@o entre tratamento X tempo, havendo uma inversao desses valores no

TO e T600, enquanto o PCR do grupo controle foi o menor valor observado no

tempo 0 este apresentou-se significativamente maior no tempo 35, o contrario

foi observado com T600. Demonstrando que a inclusdo a partir de 600ppm na

dieta de mananoproteina foi capaz de diminuir a resposta inflamatoéria

Nao ha na literatura nenhum trabalho que correlacione proteina de fase

aguda com a suplementacdo de mananoproteina, sabe-se que o fibrinogénio é
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sintetizado pelo figado e cuja concentragdo plasmatica eleva-se sob a agdo
estimuladora das interleucinas (IL-1 ¢ 6) e do TNF-a liberada pelo processo
inflamatério (ANDREWS; REAGAN; NICOLA, 1994).

Durante o processo de inflamag¢do aguda, a concentragdo plasmatica
dessa substancia aumenta por varios dias, atingindo um pico entre o quinto e
sétimo dia (SCHALM; JAIN; CARROL, 1975). Para cdes, o valor de
normalidade é compreendido entre 100 e 500mg/dL (SCHALM, 1970). Valores
superiores podem indicar processo inflamatorio, desde que a hemoconcentragio
ndo esteja presente (SUTTON; JOHNSTONE, 1997).

A PCR reflete a ativagdo do sistema imunologico e pode ser usada para
avaliar a saude dos animais. E responsavel por amplificar a resposta imune,
aumentando a lesdo tecidual e participa na ativacdo do sistema complemento. A
PCR esta sendo considerada como marcador padrdo-ouro para a inflamagdo. Ao
longo do tempo em todos os tratamentos tiveram aumento da PCR, e se manteve
dentro dos valores de referéncia (1,0mg/L até¢ 16,40mg/L), sendo este aumento
uma resposta a vacinagdo e ndo sobre um processo inflamatorio patologico dos
animais (DABROWSKI et al., 2007).

Burigoet al. (2007) encontraram diferenca nos valores de PCR avaliando
pacientes com a suplementagdo com FOS na dosagem de 12g por 15 dias, o
grupo controle apresentou valores significativamente superiores de PCR,
sugerindo que a suplementagdo com prebidticos foi capaz de reduzir processos
inflamatorios.

O fibrinogénio e a PCR apresentaram diferencgas estatisticas (P<0,001)
entre os dias de coleta, com significante aumento no dia 35, que corresponde ao
vigésimo oitavo dia apds a vacinagdo. O aumento desses parametros em todos os
tratamentos foi em funcdo da resposta vacinal, embora a literatura cite um

aumento no quinto ao sétimo dia, no presente estudo observa-se o pico de
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concentragdo das proteinas de fase aguda somente trés semanas apos a
imunoestimulagao.
O fibrinogénio apresentou (p<0,005) efeito quadratico com relacdo aos

tratamentos, sendo a média no T300 inferior aos demais tratamentos.
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5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a inclusdo de mananoproteina na dieta demostrou-
se segura, nao havendo alteragdes hematoldgicas e em concentracdes acima de
600ppm houve interagdo com o tempo e efeito sobre a resposta inflamatdria.
Estudos mais aprofundados sobre o sistema imune sdo necessarios para explicar

a relacdo entre 0 mesmo.
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ANEXOS

ANEXO A - TABELAS

TABELA1 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para fibrinogénio dos
cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 31110.10289 10370.03430 34 0.0406
Repeticdo 6 22847.86807 3807.97801 1.00 0.4359
Erro (a) 17 51322.98605 3018.99918 0.79 0.6985
Tempo 3 94292.71479 31430.90493 8.22 0.0001
Tratamento*Tempo 9 31971.99650 3552.44406  0.93 0.5065

Erro (b) 65  248623.8277 3824.9820

Total 103 482247.8462
CV (%) 23,17

TABELA 2 Anadlise de varidncia e coeficiente de variagdo para proteina C
reativa dos cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 1,0228 0,3409 2,31 0,1126
Repeticdo 6 1,1429 0,1905 1,23 0,2998

Erro (a) 17 2,5063 0,1474
Tempo 3 21,2554 7,0851 45,90 <0,0001
Tratamento*Tempo 9 2,8117 0,3124 2,02 0,0494

Erro (b) 69 10,6512 0,1544

Total 107 39,0664

CV (%) 18,74
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TABELA 3 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para IgA* dos cles
suplementados com diferentes concentragdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 102,0767 34,0256 0,90 0,4620
Repetigao 6 391,9624 65,3270 2,43 0,0355

Erro (a) 17 643,3286 37,8429
Tempo 3 2115,5554 705,1852 26,23 <0,0001
Tratamento*Tempo 9 133,4395 14,8266 0,55 0,8310

Erro (b) 63 1693,5385 26,8816

Total 101 5067,4608
CV (%) 11,57

*Transformagao por raiz quadrada

TABELA 4 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para IgG dos caes
suplementados com diferentes concentragdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 249332,2343  8310,7448  0.71 0,5598
Repetigao 6 129076,1097 21512,6850 12,95 <0,0001

Erro (a) 17 199253,2405 11720,7789
Tempo 3 47738,4408 15912,8136 12,95 <0,0001
Tratamento*Tempo 9 2678,4162 297,6018 0,24 0,9868

Erro (b) 69 84781,9767  1228,7243
Total 107  489480,5500

CV (%) 10,72
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TABELA 5 Analise de varidncia e coeficiente de variagdo para IgM dos cles
suplementados com diferentes concentragdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 1,0793 0,3598 1,37 0,2865
Repeticao 6 1,7687 0,2948 4,62 0,0005

Erro (a) 17 4,4739 0,2632

Tempo 3 1,6315 0,5438 8,53 <0,0001

Tratamento*Tempo 9 0,3857 0,0429 0,67 0,7311
Erro (b) 69 4,3990 0,0638
Total 107 13,7477
CV (%) 6,32

*Transformagao por log

TABELA 6 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para hemacias dos
cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 3,6729 1,2243 1,04 0,4014
Repeticdo 6 6,1054 1,0176 8,24 <0,0001

Erro (a) 17 20,0760 1,1809
Tempo 3 1,7015 0,5672 4,60 0,0054
Tratamento*Tempo 9 1,3910 0,1546 1,25 0,2788

Erro (b) 69 8,5164 0,1234

Total 107 41,2887

CV (%) 5,35
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TABELA 7 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para hemoglobina
dos cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 18,6593 6,2198 1,43 0,2697
Repeticdo 6 39,3904 6,5655 9,70 <0,0001

Erro (a) 17 74,1117 4,3595
Tempo 3 6,3440 20,4480 30,22 <0,0001
Tratamento*Tempo 9 8,7297 0,9700 1,43 0,1911

Erro (b) 69 46,6857 0,6766

Total 107 248,5796
CV (%) 5,56

TABELA 8 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para hematdcrito dos
cdes suplementados com  diferentes concentracdes de

mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 159,6153 53,2051 1,39 0,2801
Repeticao 6 223,5717 74,5239 14,35 <0,0001

Erro (a) 17 651,0666 38,2980
Tempo 3 223,5717 74,5239 14,35 <0,0001
Tratamento*Tempo 9 60,9179 6,7687 1,30 0,2514

Erro (b) 69 358,3958 5,1941
Total 107 1785,1367

CV (%) 5,26
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TABELA 9 Analise de variancia e coeficiente de variacdo para leucécitos dos
cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 52,1165 17,3722 2,12 0,1356
Repeticao 6 10,6078 1,7680 2,00 0,0784

Erro (a) 17 139,3819 8,1989
Tempo 3 62,3199 20,7733 23,48 <0,0001
Tratamento*Tempo 9 19,7438 2,1938 2,48 0,0167

Erro (b) 66 58,4008 0,8849

Total 104 317,2756
CV (%) 10,55

TABELA 10 Analise de variancia e coeficiente de variacao para linfocitos dos
cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.
FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 747,9435 249,3146 2,14 0,1329
Repeticdo 6 603,2326 100,5387 2,71 0,0201
Erro (a) 17 2980,7852 116,5167 3,14 0,0004
Tempo 3 904,6197 301,5399
Tratamento*Tempo 9 327,6818 36,4090 0,98 0,4628
Erro (b) 69 2558,5773 37,0808
Total 107 7077,5185

CV (%) 21,59
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TABELA 11 Anaélise de varidncia e coeficiente de variacdo para monocitos dos
caes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 3 4,4836 1,4945 0,39 0,7571
Repetigdo 6 19,2128 3,2021 0,85 0,5389
Erro (a) 17 100,9955 5,9409 1,57 0,0971
Tempo 3 63,4711 21,1570
Tratamento*Tempo 9 41,6104 4,6233 1,22 0,2964
Erro (b) 69 261,1488 3,7847
Total 107 486,7685
CV (%) 76,40

TABELA 12 Analise de variancia e coeficiente de variacao para plaquetas dos
cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 14622,1984  4874,0661 0,96 0,4324
Repetigio 6 101675,2996 16945,8833 24,14 <0,0001

Erro (a) 17 85954,6766  5056,1574
Tempo 3 8774,1848  2924,7283 4,17 0,0090
Tratamento*Tempo 9 6319,4153 702,1573 1,00 0,4483

Erro (b) 69 484358810  701,9693

Total 107  266716,6667

CV (%) 10,81
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TABELA 13 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para o coeficiente de
digestibilidade aparente da matéria seca (%) de caes
suplementados com diferentes concentragdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 75,4980 25,1660 2,59 0,0812
Erro 20 194,1440 9,7072
Total 23 266,6420
CV (%) 4,40

TABELA 13 Analise de variancia e coeficiente de variacao para o coeficiente
de digestibilidade aparente da proteina bruta (%) de caes
suplementados com diferentes concentragcdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 3 87,7820 29,2610 2,47 0,0916
Erro 20 237,0450 11,8520
Total 23 360,8270

CV (%) 4,58
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TABELA 14 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para o coeficiente
de digestibilidade aparente do extrato etéreo hidrolise acida (%)
de cdes suplementados com diferentes concentragdes de

mananoproteina.
FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 30,7600 10,2533 2,25 0,1179
Erro 18 82,1930 4,5663
Total 21 112,9530
CV (%) 2,63

TABELA 15 Analise de variancia e coeficiente de variagdo para o coeficiente de
digestibilidade aparente do extrativo ndo nitrogenado (%) de cées
suplementados com diferentes concentragdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 46,8770 15,6260 1,34 0,2891
Erro 20 232,9450 11,6470
Total 23 27,2730

CV (%) 451
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TABELA 16 Anélise de varidncia e coeficiente de variacdo da energia digestivel
em base natural (kcal/kg) de cdes suplementados com diferentes
concentragdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 138453 46151 2,93 0,0587
Erro 20 315067 15753
Total 23 453520
CV (%) 3,96

TABELA 17 Andlise de variancia e coeficiente de variagdo para a energia
digestivel na matéria seca (kcal’kg) de caes suplementados com
diferentes concentragdes de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 97708 32579 1,83 0,1738
Erro 20 355573 17779
Total 23 453281
CV (%) 4,26
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TABELA 18 Analise de varidncia e coeficiente de variacdo para a energia
metabolizavel na matéria natural (kcal/kg) de cdes suplementados
com diferentes concentra¢des de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 177900 59300 1,72 0,1975
Erro 20 694287 34714
Total 23 872187
CV (%) 6,62

TABELA 19 Analise de varidncia e coeficiente de variagdo para a energia
metabolizavel na matéria seca (kcal/kg) de caes suplementados
com diferentes concentra¢des de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 194684 64895 1,58 0,2252
Erro 20 820738 41037
Total 23 1015422
CV (%) 6,67
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TABELA 20 Anaélise de variancia e coeficiente de variagdo para a concentragao
de Bactérias do Acido-latico (log UFC/g) de cdes suplementados
com diferentes concentra¢des de mananoproteina.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamentos 3 0,7798 0,2599 0,16 0,9208
Erro 20 32,1193 1,6059
Total 23 32,8991

CV (%) 10,59
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ANEXO B - DECLARACAO

I UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
MRS LA D AR COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 — (35) 3829-5182 cha@nintec.ufla,br

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 070/11, relativo ao projeto intitulado “Niveis
crescentes de mananoproteina sobre a imunidade e microbiota de cies
adultos”, que tem como responsédvel Flavia Maria de Oliveira Borges Saad
est4 de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados
pela Comissio de Etica no Uso de Animais (Comissbes
Permanentes/PRP-Ufla), tendo sido aprovado na reunido de 03/05/2012.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 070/11, related to the project entitled
“Increasing levels of mananoprotein on immunity and microbiota of adult
dogs”, under the supervision of Flavia Maria de Oliveira Borges Saad, is in
agreement with the Ethics Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Bioethic Committee in Utilization of Animals (Comissoes
Permanentes/PRP-Ufla), and was approved in May 03, 2012,

Lavras, 03 de maio de 2012.

Prof*, Gabyjela flodrigues Salppaio

Presidente da L'Cnissé:‘ de Etica no L'SU.lh't\lljrlﬂd_i\!; LEUA

/ A

Universidade Federal de Lavras
PrévRetoria de Pesquisa [Com
Campus Universitdsio -
Caixn Postal 3037 | CEP 37200 000 ~ Lavras, MG - Brasd
Tel: +55 (35) 3020 5182
chaginintos ulabe - wew.orpufiabe
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ANEXO C - HEMOGRAMA CANINO

Laboratério Santa Cecilia

S ANTA Matriz iz Monsenhor Aureliaro, 46 Telefux (35) 3821-8098 / (35) 8802-1055
E CiL Centro: Travessa Costa Pinto, 36 Tel (35) 38216044 / (35) 8802-1054
A IA Jardim Fabiana: R Delfino de Souza, 926 Tel (35) 38228016 / (35) 8834-5814
LA RAT ORI
Home Page: www labsantacecilia com br e-mail: contato/ilabsantacecibia com br
Lan3ares

1 - Unidade X
Ifegistra

HEMOGRAMA COMPLETO CANINO

ads da Valores de B

Mazezial : Sangue

o2 a B3
g/l 12 a 1k
3 37 a 58
£L 61 a 71
P3 15 a2 z¢
A ESI
11,10 mi 1/mmd 60 a 11,0 mil/mmd
a a
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a g
a5 a
Lt oA,
Linfécitos 24 2 s
Linfécitos atd 1 i M
Hombe 03 2 20
Ea a2 : 2
Bas&filos 1 . Lo
Flaguetas. ...t 411 mil/mm3 200 2 500 mil/em3

Assinado eletronicamente em 01/12/10 por:
Dra. EDNEY ROSARIAZ IE IDE
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