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INTERVENGAO NUTRICIONAL NO ESTUDO DO ENVELHECIMENTO DO TRATO
GASTROINTESTINAL EM CAES

RESUMO - A relagdo entre o envelhecimento e os componentes da dieta,
carboidratos e proteinas, microbiota e produtos de fermentagdo no intestino,
histologia e imunidade intestinal e imunidade sistémica, sdo pontos importantes para
a nutricdo de caes, mas muito pouco estudados. Neste estudo foram analisados os
efeitos da idade e das fontes de proteina e carboidrato sobre a digestibilidade dos
nutrientes, produtos de fermentacdo, pH, microbiota e IgA das fezes, parametros
imunoldgicos sanguineos e histologia da mucosa gastrointestinal de caes. O ensaio
seguiu esquema fatorial 3 x 2, com trés racbes e duas idades, gerando seis
tratamentos experimentais. Foram empregados trés blocos de 12 cdes cada, sendo
seis caes adultos (2,6 = 0,9 anos) e seis idosos (10,2 £+ 1,0 anos) com duas
repeticbes por tratamento em cada bloco, totalizando seis repeticdes (caes) por
tratamento. As ragdes experimentais foram: dieta com fibra insoluvel nao
fermentavel a base de cana-de-agucar (FC) e farinha de visceras de frango; dieta
com 30% de farelo de soja (FS), em substituicdo a farinha de visceras de frango;
dieta com fibra fermentavel e parcialmente soluvel a base de polpa de beterraba
(PBe). Os dados obtidos foram avaliados por analise de variancia pelo procedimento
MIXED do SAS, considerando-se os efeitos de bloco, animal e racdo e suas
interagbes. Médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os resultados
de histologia da mucosa do trato digestivo foram comparados pelo teste de Kruskal-
Walllis e o pos-teste de Dunn (P<0,05). Na dieta PBe houve interagao entre idade e
os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA), sendo estes menores para os
idosos (P<0,05). As contagens de colbnias de anaerdbios totais, aerdbios totais,
Lactobacillus spp e Bifidobacterium apresentaram interagédo idade e dieta (P<0,05).
Para estas bactérias caes adultos alimentados com a ragdo FC tiveram menores
contagens que os caes idosos. A maior matéria seca e pH das fezes foram
verificados para cades alimentados com a dieta FC (P<0,05), efeito que foi
independente de idade (P>0,05). As fezes dos cades alimentados com a dieta FC

apresentaram menor valor de acido acético, e os alimentados com FC e PBe



iv

menores concentragdes de acido propridbnico, em relagao aos que receberam a dieta
FS (P<0,05). Por outro lado, o teor de acido butirico foi menor nas fezes dos caes
alimentados com a dieta FS (P<0,05). Menores contagens de CD5 e CD21 foram
verificadas para o grupo idoso (P<0,05), efeito que foi independente da dieta
(P>0,05). O consumo de alimento suplementado com FS resultou em maiores
quantidades de IgA nas fezes (P<0,05). De maneira geral, os cdes idosos
alimentados com a ragdao FC apresentaram aspectos histologicos de discreta
gastrite, enterite e colite, caracterizados por linfécitos intraepiteliais e linfocitos e
plasmdcitos em estdbmago, intestino delgado e grosso. Os resultados aqui
encontrados sugeriram modulagdo dos produtos de fermentagdo, dos coeficientes
de digestibilidade conforme a dieta empregada e influencia da idade na microbiota

intestinal para a dieta FC.

Palavras-chave: caes, idade, imunidade, nutricao.



NUTRITIONAL INTERVENTION IN THE STUDY OF GASTROINTESTINAL TRACT
AGING OF DOGS

ABSTRACT - The relationship among carbohydrate and protein in diets, microbiota
and fermentation products in the gut, intestinal immunity and systemic immunity are
very important matters for dog nutrition, but has not received much attention. This
study was conducted to determine the effects of age and sources of protein and
carbohydrate on nutrient digestibility (on days 10" to 15™); products of fermentation
and fecal pH (on days 16", 17" and 18™); the fecal microbiota (on day 21" and 22"%);
stool IgA (on days 27", 28™ and 29"); immunological blood parameters (on day 30™);
and on the intestinal mucosa histology (days 31 and 32"%). The trial was design in a
3 x 2 factorial arrangement with three diets and two ages, totalizing six treatments.
Dogs were distributed in three blocks of 12 dogs each, six adult (2.6 £ 0.9 years) and
six elderly (10.2 + 1.0 years), and two replicates per treatment in each block totaling
six repetitions (dogs) per treatment. The experimental diets were: diet with insoluble
fiber based on sugar cane and flour chicken viscera (SC); diet with 30% of soybean
meal (SBM), replacing flour chicken viscera; diet with soluble fermentable fiber based
on beet pulp (BeP). Data were evaluated by analysis of variance using the MIXED
procedure of SAS, considering the effects of block, animal and diets, and their
interactions. Means were compared by Tukey test (P<0.05). Gastrointestinal mucous
histology data were submitted to Kruskal-Wallis test and the Dunn’s post test
(P<0.05). There was interaction between age and apparent digestibility coefficients
(ADC) for dogs receiving BeP, elderly dogs had the lower values for CDA (P<0.05).
There was also interaction between diet and age for counting colonies of total
anaerobic and aerobic bacteria, Lactobacillus spp and Bifidobacterium. Adult dogs
fed SC had the lower counting than elderly dogs. The higher dry matter and pH of
feces were verified for dogs fed SC (P<0.05) regardless age (P>0.05). Dogs
receiving SC diet showed the lower value of acetic acid and dogs fed SC and BeP
lower concentrations of propionic acid compared to animals fed SBM (P<0.05).
However, the level of butyric acid was lower for SBM-fed dogs. Minor counting of
CD5 and CD21 were observed for elderly dogs (P<0.05) independently of diet
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(P>0.05). The highest value of fecal IgA (P<0.05) were found for SBM-fed dogs. In
general older dogs fed with SC diet showed histological aspects of mild gastritis,
enteritis and colitis, characterized by intraepithelial lymphocytes, lymphocytes and
plasmocytes in the stomach, small and large bowel. The present results suggest
modulation of the products of fermentation, digestibility coefficients according to

diets, and influence of age on intestinal microbiota.

Keywords: dogs, age, immunity, nutrition.
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1. INTRODUCAO

Caes e gatos idosos nao possuem necessidades nutricionais especificas que
possam claramente os diferenciar de animais adultos em manutencao (NRC, 2006).
Dessa forma sua nutricdo consiste mais em uma abordagem de bom senso que
deve incluir varios aspectos da dieta como sua palatabilidade, forma fisica (influéncia
direta na apreensdo e mastigagdo), composi¢cao nutricional, densidade energética,
digestibilidade e o uso de nutrientes e ingredientes para promover saude e bem
estar. A intervengdo nutricional nestes animais tem por finalidade prolongar e
aumentar sua qualidade de vida, bem como retardar o aparecimento das disfungbes
e doengas relacionadas ao envelhecimento. Para cumprir com estas metas é
importante entender as alteracdes relacionadas ao avancar da idade, conhecer tais
mecanismos é fundamental para se definir as intervengcdes que realmente possam
prolongar a vida do animal e manté-lo clinicamente saudavel por um maior periodo
de sua vida (DAY, 2010). Dentre estas alteragdes de envelhecimento, as
relacionadas ao trato digestorio sdo muito pouco estudadas. Atribui-se a esta faixa
etaria maior incidéncia de disbioses, diarreias, constipacédo e neoplasias. No entanto,
um consenso dos mecanismos e causas destas alteragcdes ainda nao existe. Mesmo
o efeito do envelhecimento na microbiota intestinal € ainda controverso e pouco
conhecido.

Importante abordagem alimentar de animais geriatricos refere-se a saude do
trato gastrointestinal. Além de sua reconhecida fungdo em prover nutrientes ao
organismo, o trato gastrointestinal € 6rgdo imunoldégico muito ativo, que tem
estrutura complexa e alberga diversos tipos celulares especializados que cumprem
papel importante na protegcédo contra o ambiente externo (CUNNINGHAM-RUNDLES;
LIN, 1998). Assim, a dieta deve fornecer adequadamente nutrientes para o trato
gastrointestinal, aspecto importante para dar suporte a um bom desenvolvimento e
funcionamento deste 6rgao. A fonte principal de nutrientes para a mucosa intestinal
sdo os compostos absorvidos do lumen, enquanto a provisdo sanguinea de
nutrientes assume menor importdncia no cumprimento dessa funcdo. Estes

compostos absorvidos do [lumen advém dos ingredientes da dieta ou sdo produzidos



e liberados pela microbiota intestinal. E reconhecido que os microrganismos
intestinais cumprem papel essencial na digestdo e saude do intestino (NRC, 2006).
Diversos produtos gerados a partir da utilizagdo bacteriana da matéria organica,
como as aminas e acidos graxos de cadeia curta, possuem importante fungdo nas
células intestinais. Neste contexto, dados de nosso grupo de pesquisa
demonstraram menor atividade fermentativa no intestino grosso de caes idosos
(GOMES et al.,, 2011), o que poderia estar correlacionado ao processo de
imunosenescéncia ja demonstrado em caes (DAY, 2010). Esta hipétese encontra
também reforco na redugédo de IgA fecal de caes idosos, como também verificado
por nosso grupo de pesquisa (ZAINE et al., 2011), reducdo esta que sinaliza menor
aptiddo imune da mucosa.

Considerando, entdo, a dinamica inter-relagao entre nutricdo, imunidade e
microbiota do intestino, € possivel que a modulacdo, por meio da dieta, da
microbiota e dos produtos de fermentagdo gerados no intestino possa melhorar a
salde intestinal e o status imunoldgico de cades idosos. E reconhecido que as
proteinas de origem animal aumentam as concentragdes de produtos putrefativos e
Clostridium spp nas fezes de caes (ZENTEK et al., 2003), enquanto o aumento da
ingestdo de fibra relaciona-se com maiores contagens de bactérias acido laticas
benéficas e acidos graxos de cadeia curta, importante nutrientes para os colondcitos.
Deste modo, a investigacdo e comparagao em caes idosos do consumo de proteinas
de origem animal ou vegetal, bem como de fibras fermentaveis ou nao fermentaveis
€ importante para se estabelecer corretamente o papel da dieta na microbiota,
produtos de fermentacao intestinal, estrutura da mucosa intestinal e imunidade
destes animais, possibilitando melhor fundamentacdo da formulacdo de alimentos
para estes animais.

Devido as diferencas descritas em caes adultos e idosos, estas intervengdes
nutricionais tém que ser testadas em caes idosos. A comparagao dos efeitos destas
intervengdes nas duas faixas etarias permitira, adicionalmente, se compreender
estes aspectos do envelhecimento do sistema digestério, informagdes importantes
em se considerando o aumento da expectativa de vida que tem se verificado para

caes.



A substituicdo de proteina de origem animal por proteina de origem vegetal,
na hipétese de trabalho da presente pesquisa representada por farelo de soja,
pretende verificar como isto impacta a microbiota, sua fungéo, a estrutura histoldgica
do intestino e a imunidade de caes. A substituicao de fibra insoluvel nao fermentavel
(fibra de cana) por fibra fermentavel (polpa de beterraba) também tem por objetivo
explorar como a microbiota de cées idosos, em comparagdo com a de adultos jovens
se modifica e as consequéncias destas mudancas sobre a mucosa e a imunidade.
Sendo assim, os ingredientes em estudo, a polpa de beterraba e o farelo de soja,
sao modelos de intervencdo nutricional para o entendimento do impacto da

senectude no intestino.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microbiota intestinal

A microbiota intestinal cumpre papel importante no processo de digestéo e
metabolismo do hospedeiro, provendo ainda mecanismo de defesa natural contra os
patogenos invasores (NRC, 2006). Embora a microbiota de cédes adultos tenha sido
estudada, pouco € conhecido sobre as mudangas que acontecem com o avangar da
idade (SIMPSON et al., 2002; GOMES et al., 2011). Estas alteragdes, se presentes,
podem ter consequéncias importantes para caes e gatos idosos, especialmente para
0S que sao submetidos a terapia antibiotica e que sdo mais suscetiveis a disbiose
(desequilibrio da microbiota intestinal). A microbiota intestinal de caes adultos jovens
contem maior numero de bacteroides, bifidobactéria, lactobacilos e coccus
anaerobios, enquanto animais mais velhos abrigam maiores numeros de clostridia e
enterococcus (HOPKINS et al., 2001). Porém, alguns estudos acharam resultados
contraditérios, como maior numero de lactobacilos e bacteroides em caes velhos
(KEARNS et al.,1998) ou mesmo auséncia de efeito da idade na microbiota das
fezes (GOMES et al., 2011).

As causas de alteragcdo na composicdo da microbiota intestinal de caes com a
idade avancada ainda sao incertas. Hopkins et. al (2001) sugeriram que algumas
cepas bacterianas pudessem tirar proveito de novos nichos ecoldgicos, induzindo
assim troca na composi¢cao da microbiota intestinal. Foi proposto que a adesao
reduzida a mucosa possa ser fator envolvido na menor colonizagdo por algumas
espécies de bifidobactérias em individuos velhos (SAUNIER; DORE, 2002). Esta
troca na comunidade bacteriana do intestino grosso pode ter grandes efeitos na
fisiologia e metabolismo do hospedeiro.

2.2, Alteragdoes na fungao e metabolismo do trato gastrointestinal de caes

idosos



Estudos sobre as alteragdes fisiologicas decorrentes do envelhecimento em
cées e gatos tornaram-se mais frequentes nas ultimas duas décadas, talvez como
resultado do recente aumento na expectativa de vida destes animais. Embora muitos
caes permanegam ativos na sua maturidade, a maioria se torna menos ativo e pode
mostrar sinais do envelhecimento a partir dos seis ou sete anos (LAFLAMME, 2005).
A fisiologia e a fung&o do intestino também s&o alteradas durante o envelhecimento,
o que é freqientemente acompanhado por maior incidéncia de infecgdes no 6rgao.
Seres humanos idosos apresentam aumento do tempo de transito intestinal,
alteragcdes na atividade enzimatica, circulacdo prejudicada e secreg¢des biliar e
pancreatica reduzidas (HARPER, 1998a). Ndo existe consenso sobre se essas
alteragbes acometem ou ndo caes e gatos idosos. Em gatos idosos as alteragdes na
funcdo do trato gastrointestinal relacionam-se, principalmente, a diminuicdo na
digestibilidade de nutrientes como proteina, gordura e amido (PEREZ-CAMARGO,
2004; TESHIMA et al.,, 2010). Em caes idosos, por outro lado, ndo se verifica
reducao da digestibilidade dos nutrientes (SHEFFY et al., 1985; GOMES, et al.,
2011). Outras alteragdes do trato digestério de caes idosos sdo aumento da
ocorréncia de doenga periodontal, dificuldade em apreensdo e mastigagao,
frequéncia aumentada de diarréia, vomito e regurgitacdo (KIRK et al., 2000). Um
unico estudo verificou as alteragdes histolégicas na mucosa intestinal decorrentes do
envelhecimento em céaes, os animais idosos parecem apresentar maior profundidade
das criptas no intestino grosso (KUZMUK et al., 2005), no entanto dados

complementares sao necessarios para se compreender melhor este aspecto.

2.3. Nutricao do intestino

O intestino apresenta alta demanda por nutrientes que deve ser atendida pela
dieta. A mucosa intestinal possui as taxas mais altas de proliferagdo e renovagao
celular de todo o corpo. Este processo pode representar de 10 a 20% da
necessidade energética diaria e até 50% da de proteina (ROEDIGER, 1990).

Proteina, arginina, glutamato, glutamina, glutationa, glicina, histidina, vitamina A,



zinco, acidos graxos, entre outros, sdo nutrientes fundamentais para a mucosa
intestinal (ZIEGLER et al., 2003) e devem ser fornecidos adequadamente pela dieta
para assegurar o desenvolvimento correto das fungdes de digestdo e imunolégicas
do intestino.

O conceito de "saude intestinal" é complexo e incompletamente definido. De
acordo com Conway (1994), trés componentes principais devem ser considerados:
dieta, mucosa intestinal e microbiota intestinal. A morfologia da mucosa intestinal
muda de acordo com a dieta, estresse, envelhecimento e doencgas. Estas mudancas
podem afetar a fisiologia do intestino, influenciando a absorgédo e metabolizagdo de
nutrientes. Estudando os efeitos da idade e da dieta, Kuzmuk et al. (2005)
observaram respostas fisiolégicas e morfolégicas diferentes entre caes jovens (1 a 2
anos) e idosos (11 a 12 anos) quando alimentados com dieta baseada em produtos
de origem vegetal ou animal. A altura das vilosidades do jejuno era maior em caes
jovens que consumiram a dieta baseada em produtos vegetais, tanto em
comparagao com 0s caes jovens que consumiram dieta baseada em produto animal
como em relacdo aos caes idosos que receberam as duas dietas. Desta forma, é
possivel que com o envelhecimento as respostas intestinais aos alimentos mudem
nos caes, o que mereceria novos estudos.

Carboidratos fermentaveis podem ser considerados parte importante da
"nutricdo do intestino". Estes incluem alguns tipos de fibras, amido resistente,
polissacarideos nao-amilaceos como 0s mananoligossacarideos,
frutoligossacarideos, estaquiose e rafinose e agucares nao absorvidos que alcangam
0 colon estando disponiveis para a fermentacdo bacteriana. Eles favorecem
adequado fornecimento de matéria organica para o intestino grosso (DROCHNER;
MEYER, 1991). A fermentagao bacteriana destes compostos resulta na produgéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e consequente redugdo do pH, que pode
modificar a composigao e atividade metabdlica da microbiota intestinal (CAMPBELL
et al., 1997). Os AGCC, em especial o butirato, sdo fontes de energia importantes
para os colonécitos (NRC, 2006), auxiliando a absor¢ao de ions, fluxo sanguineo
intestinal e peristaltismo. A presenca destes carboidratos também reduz a
quantidade de residuos de compostos nitrogenados que entram na circulagao

sanguinea. Em um estudo com caes, fibras fermentaveis promoveram melhor



desenvolvimento da mucosa do cdolon, maiores relagao entre volume e superficie do
colon e melhora na estrutura histolégica da mucosa (HALLMAN et al., 1995). A
atividade fermentativa intestinal parece estar diminuida em caes idosos, Gomes et
al. (2011) verificaram menor pH e concentragdes reduzidas de butirato e das aminas
biogénicas agmatina, histamina e espermina nas fezes dos cdes idosos. Estas
alteracbes podem se relacionar a um pior suporte nutricional a mucosa, que poderia
com isto ter alteragbes em sua estrutura ou fungdo. Esta hipétese merece estudo,
mas ainda nao foi explorada em caes.

A fermentagdo microbiana de aminoacidos nao digeridos, por outro lado,
resulta na produgao de diversos compostos de putrefagdo. Estes incluem a aménia,
que resulta da desaminagdo dos aminoacidos, fendis, indois (produtos de
descarboxilagdo de amina aromaticas), acidos graxos de cadeia ramificada e varias
aminas biogénicas, tais como putrescina, cadaverina, histamina, feniletilamina, entre
outros. Os catabdlitos da proteina ndo sé resultam em mau odor das fezes, mas
podem também ser toxicos em altas concentracées (KUZMUK et al.,, 2005). As
aminas biogénicas podem causar desnaturacdo ou efeitos toéxicos quando
produzidas em grande quantidade. Um exemplo destes efeitos, observado em
humanos, é enxaqueca e crise hipertensiva. A intoxicacdo alimentar causada por
producdo excessiva de histamina provoca efeitos cutdneos, gastrintestinais,
hemodinamicos e neurolégicos. Considerando que os produtos putrefativos de
proteina e mesmo o Clostridium spp tém sua producdo aumentada em caes
alimentados com dietas ricas em proteina de origem animal (ZENTEK et al., 2003), o
estudo de intervengbes incluindo o consumo de proteinas vegetais e fibra
fermentavel para caes idosos pode fornecer informagdes importantes para se mitigar

estes efeitos nocivos potenciais.

2.4. Imunosenescéncia

O trato gastrointestinal € o maior 6rgéo linféide do corpo, desempenhando

papel importante tanto na imunidade local quanto sistémica. Suas agdes imunes



incluem: bloqueio de patdgenos, modulagdo da resposta imune; mecanismos de
toleréncia oral (KLEINSCHMIDT et al., 2008). O sistema imune da mucosa do trato
gastrintestinal de caes consiste de estruturas linféides organizadas, incluindo as
placas de Peyer, os linfonodos mesentéricos e as células linfoides da lamina propria
intestinal (STOKES; WALY, 2006). A ultima é povoada por células, incluindo
linfécitos T e B, macréfagos, mastécitos, células dendriticas e eosindfilos (GERMAN
et al., 1999). O tecido linféide associado ao intestino (GALT) é responsavel pelas
seguintes atividades: a) captura, processamento e apresentagdo de antigenos
ingeridos; b) producdo de anticorpos locais, especialmente IgA; c) ativacdo da
resposta imune mediada, particularmente aquelas mediadas por células T
citotoxicas, CD8+ ou NK (células natural killer) e macrofagos (SILVA, 2006).

Os efeitos do processo de envelhecimento sobre o sistema imune de céaes e
gatos foram recentemente revisadas por Day (2010). Resumidamente, estas incluem
diminuicdo na resposta proliferativa das células mononucleares do sangue, declinio
no numero de linfocitos periféricos, reducao de linfécitos T CD4+ (T helper), aumento
relativo no percentual de células T CD8+ (natural killer), com diminuicdo da relagao
CD4+: CD8+. Estas alteragdes em linfécitos do sangue periférico parecem ocorrer
também no interior da lamina propria intestinal do cdo em envelhecimento, com
reducdo do numero de células T e menor atividade proliferativa das populacdes de
células intestinais (Day, 2010). No entanto, apenas um estudo foi localizado neste
sentido e a dieta empregada foi imprecisamente descrita, sendo necessarias mais
pesquisas em caes idosos.

Especula-se que estas alteragbes imunoldgicas associadas ao intestino em
caes idosos estejam associadas, a0 menos parcialmente, as alteragbes na
microbiota intestinal relatadas nestes animais (Day, 2010). O aumento do numero de
bactérias aerdbias e anaerébias em amostras de fezes de cées idosos,
especialmente de clostridios, em comparagdao com as amostras de fezes de caes
jovens pode ser um dos fatores causadores das alteragdes imunoldgicas. Estudos
recentes demonstram aumento significativo na concentracao fecal de patégenos, ou
de espécies bacterianas indesejaveis com o avancar da idade de animais de
companhia (HUSSEIN; SUNVOLD, 2000).



Considerando a relagado entre microbiota, produtos de fermentacao e estrutura
e fungéo do intestino, é possivel que altera¢gdes nos macronutrientes da dieta, como
proteina e carboidratos possam modificar a microbiota e sua atividade, com reflexos
sobre a estrutura histolégica da mucosa intestinal e sua fungéo. Estas modificagdes,
por sua vez, podem refletir-se sobre o status imunoldgico dos caes, com beneficios a
saude. Como caes idosos apresentam mudancas de microbiota, produtos de
fermentacao e estruturais na mucosa intestinal, € razoavel a hipétese de que estes
reajam de modo diferente do que os caes adultos jovens as mudangas alimentares,

que precisam ser entao testadas e avaliadas nesta faixa etaria.
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3. OBJETIVOS

Considerando o exposto, este projeto explorou a intervengao nutricional como
promotora de saude e sua possibilidade em amenizar os efeitos do envelhecimento
no trato intestinal. Foram objetivos especificos avaliar a digestibilidade aparente dos
nutrientes, caracterizar a microbiota fecal, os produtos finais de fermentagao
bacteriana, a morfologia da mucosa intestinal e a imunidade local e sistémica de
caées beagle adultos e idosos, mediante consumo de dietas a base de proteina

animal ou vegetal e com fibras de diferentes graus de fermentagéo e solubilidade.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria,
Laboratério de Pesquisa em Nutricdo e Doencgas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof.
Dr. Flavio Prada”.

O protocolo experimental realizado no presente estudo esta de acordo com os
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias / UNESP — Campus de Jaboticabal
(Protocolo n° 004542/12).

4.1. Animais

Foram empregados 36 cdes beagles divididos em dois grupos etarios, um
grupo de 18 animais adultos com idade média de 2,6+0,9 anos e peso corporal
medio de 11,05+1,2 Kg, e um grupo de 18 caes idosos com idade média de 10,2
+1,0 anos e peso corporal médio de 11,8+2,1 Kg. Todos os caes passaram por
avaliacdo fisica, hematolégica (hemograma, fungdo renal e hepatica) e foram
vermifugados, sendo considerados higidos para o experimento. Estes foram
provenientes do canil experimental do Laboratorio de Pesquisa em Nutricdo e

Doengas Nutricionais de Caes e Gatos.

4.2. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido com os tratamentos em esquema fatorial 3 x 2,

sendo trés racbes e duas idades, gerando seis tratamentos experimentais. Foi
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adotado delineamento em blocos casualizados, com trés blocos de 12 caes, sendo
seis caes adultos e seis idosos com duas repeticdes por tratamento em cada bloco,
totalizando seis repeticbes (cides) por tratamento. O fator de bloco foi o periodo.
Cada bloco experimental teve duragdo de 32 dias e ficou estruturado conforme a
Tabela 1.

Tabela 1. Procedimentos realizados durante os periodos experimentais

Etapa Dias do periodo Procedimentos realizados

experimental

1 1a10 Adaptacao a dieta
11a15 Coleta total de fezes para ensaio de digestibilidade
17 a 19 Coleta de fezes frescas para analise de acidos

graxo de cadeia curta e ramificada, aminas

biogénicas, amodnia, lactato e pH das fezes

4 21a22 Coleta de fezes frescas para analise microbioldgica
das fezes

27 a?29 Coleta de fezes frescas para dosagem de IgA fecal

30 Coleta de sangue para realizagao de hemograma e

imunofenotipagem de linfécitos
7 31a32 Coleta de fragmentos da mucosa do estébmago,
intestino delgado e grosso por endoscopia e

colonoscopia

Durante os periodos de adaptacao a dieta e apds a coleta total de fezes para
analise de digestibilidade os animais ficaram alojados em duplas, em baias com
solario de 1,5m por 3,5m. Durante o periodo de coleta de fezes para digestibilidade
0s animais permaneceram em gaiolas metabdlicas individuais em inox, com 0,9m x
0,9m x 0,9m. A quantidade de ragao fornecida foi calculada de acordo com a
estimativa da energia metabolizavel do alimento, com base em sua composi¢ao
quimica e a necessidade energética do animal, pela equacdo 130kcal/kg®”® (NRC,
2006). A quantidade total de alimento do dia foi dividida em duas refei¢des iguais,

disponibilizada aos animais as 9hs e 17hs. Apds 30 min do fornecimento das dietas
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as sobras eram recolhidas e pesadas, registrando-se o consumo. A cada 10 dias os
animais foram pesados e a quantidade de alimento fornecida ajustada para
manterem o peso corporal constante. A agua foi fornecida ad libitum durante todo o
periodo experimental. O ambiente em que os animais permaneceram apresentava

iluminagao natural e artificial, mantendo-se um ciclo claro: escuro de 12: 12hs.

4.3. Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas para que melhor se adequassem
as necessidades do experimento. Foram formuladas trés ragdes com teores
nutricionais semelhantes, de acordo com as recomendacgdes para manutengcao de
caes da FEDIAF (2008). A ragao fibra insoluvel ndo fermentavel teve por base milho,
farinha de visceras de frango e fibra de cana de acucar (FC), ingrediente composto
por fibra insoluvel ndo fermentavel. Para avaliar o efeito da fermentabilidade da fibra,
foi empregada ragéo de fibra soluvel fermentavel, que teve por base milho, farinha
de visceras de frango e polpa de beterraba (PBe), ingrediente que apresenta mais
fibra soluvel e de moderada fermentacéo. Para avaliar o efeito da fonte de proteina e
tipo de carboidrato foi empregada ragdo com 30% de farelo de soja (FS), este entrou
em substituicdo parcial a farinha de visceras de frango, agregando proteina vegetal
e os oligossacarideos e fibra da soja. A composi¢do quimica das fontes de fibra e
das fontes proteicas empregadas no experimento encontra-se na Tabela 2. Todos os
ingredientes empregados na producdo das dietas experimentais foram obtidos a
partir de um unico lote, de modo a nao permitir variabilidade na composi¢ado dos
mesmos. Previamente a confecgdo das dietas, os ingredientes foram analisados
para umidade, proteina bruta, extrato etéreo e fibra dietética total. Com base nestes
resultados as dietas foram entdo formuladas (Tabela 3).

Para a fabricacdo das ragdes os ingredientes foram moidos em moinho de
martelos (Model 4, D’Andrea, Limeira, Brazil) com peneira com crivos de 0,6 mm e
as ragdes extrusadas em extrusora Tipo MAB 400S, com capacidade de

processamento de 150 quilogramas de ragao/hora, na Fabrica de Racdes da
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Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, campus de Jaboticabal. O processo
de producgao foi controlado com ajustes na densidade (g/L) dos kibbles a cada 20
minutos. O pré-condicionador foi mantido & temperatura de 90°C. Agua, vapor,
velocidade da rosca e o fluxo de ragdo foram ajustados de acordo com a dieta. A

temperatura no interior do canhdo da extrusora foi mantida entre 120°C e 135°C.

Tabela 2. Composi¢cdo quimica dos ingredientes empregados na fabricagdo das
ragoes experimentais. Valores sobre a matéria original.

tem Farinha de Farelo Fibrade Polpade
viscera de frango de soja cana beterraba
Matéria seca (%) 92,3 87,7 97,5 89,8
Proteina bruta (%) 61,2 53,4 1,3 7,7
Fibra dietética total (%) - 26,6 90,7 75,1

Extrato etéreo (%) 11,2 2,4 1,2 1,5
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Tabela 3. Formula e composi¢ao quimica analisada das dietas experimentais com
diferentes fontes de fibra e proteina.

Dietas’
Ingredientes
FC PBe FS

Milho grao 29,34 25,45 24,0
Farinha de visceras de frango 33,58 35,57 11,2
Quirera de arroz 20,00 20,00 20,00
Farelo de soja - - 30,00
Polpa de beterraba - 10,36 -

Fibra de cana de agucar 8,30 - -

Gordura de aves 5,44 5,28 8,62
Palatabilizante 2,00 2,00 2,00
Cloreto de potassio 0,40 0,40 0,40
Sal comum 0,40 0,40 0,40
Premix mineral/vitaminico? 0,30 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,10 0,10 0,10
Antifiingico® 0,10 0,10 0,10
Antioxidante* 0,04 0,04 0,04
Calcario - - 0,75
Fosfato bicalcico - - 2,09

Composicao quimica das dietas. Valores sobre a matéria seca

Matéria Seca (%) 95,2 93,5 94,6
Matéria Mineral (%) 10,5 9,5 8,7
Proteina Bruta (%) 28,6 30,5 28,3
Extrato Etéreo Hidrolise Acida (%) 12,3 11,4 11,2
FDI (%) 14,2 12,5 10,5
FDS (%) 0,0 1,2 0,8
Fibra Dietética Total (%) 11,90 13,7 11,30
Amido (%) 33,6 33,6 35,3
Energia bruta (kcal/kg) 4672 4763 4721
Parametros de processo
Densidade (g/L) 380 410 380
Indice de gelatinizagdo do amido (%) 86,7 87,6 88,5

"FC: dieta com cana e farinha de visceras de frango. PBe: dieta com de polpa de beterraba e farinha
de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha de
visceras de frango;

2 Adicao por quilograma de produto: Ferro 100 mg, Cobre 10 mg, Manganés 10 mg, Zinco 150 mg,
lodo 2 mg, Selénio 0,3 mg, Vitamina A 18000 Ul, Vit. D 1200 Ul, Vit. E 200 UI, Tiamina 6 mg,
Riboflavina 10 mg, Acido pantoténico 40 mg, Niacina 60 mg, Piroxidina 6 mg, Acido félico 0,30 mg,
Vit. B12 0,1 mg;

* Mold Zap Aquativa, Alltech Brasil Agroindustrial Ltda: propionato de aménio, propanodiol, acido
propidnico, acido acético, acido latico, acido ascérbico, acido férmico, sorbato de potassio, veiculo
g.S.p;

* Banox, Alltech Brasil Agroindustrial Ltda: BHA, BHT, galato de propila e carbonato de calcio.



16

4.4 Parametros avaliados

4.41. Determinagao da digestibilidade aparente dos nutrientes, produgao e

qualidade das fezes.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e a energia
metabolizavel das dietas foram determinados pelo método de coleta total de fezes
sem coleta de urina AAFCO (2010). Os animais passaram por periodo de adaptacao
de dez dias, seguidos de cinco dias de colheita quantitativa de fezes e urina. Estes
foram alimentados duas vezes ao dia, as 9:00hs e as 17:00hs, e o alimento ficarou
disponivel por 30 minutos. A quantidade de alimento fornecida foi suficiente para
atender sua demanda energética de manutencdo (NRC, 2006). Os comedouros
foram removidos das gaiolas apds 30 minutos e as sobras pesadas, de modo a se
quantificar o consumo. Agua foi fornecida a vontade. Durante o periodo de coleta de
fezes os animais alojados em gaiola de metabolismo individuais, em ago inoxidavel,
com dimensdes de 90cm x 100cm x 90cm, equipadas com aparatos para coleta
separada de fezes e urina

Fezes foram recolhidas durante 120 horas duas vezes ao dia, pesadas e
acondicionadas em sacos plasticos individuais, previamente identificados, fechados
e armazenados em freezer (-15°C) para posterior analise. Ao final do periodo de
coleta, as fezes foram descongeladas e homogeneizadas, compondo-se uma
amostra unica por animal e periodo, estas foram pesadas e secas em estufa de
ventilagao forgada (320-SE, FANEM, S&o Paulo, Brasil) a 55 °C durante 72 horas.

Fezes pré-secas e as ragdes foram moidas em moinho tipo faca (MOD 340,
ART LAB, Sao Paulo), com peneira de 0,8mm, para proceder-se as analises
laboratoriais. Nas fezes e ragdes foram determinados os teores de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo em hidrdlise acida (EEHA) e matéria
mineral (MM) segundo a metodologia descrita pela AOAC (1995). O método de
Prosky et al. (1992) foi usado para a determinagao da fibra dietética total nas ragoes
e fezes. As quantidades de amido das ragdes e fezes foram determinadas de acordo

com o método de Miller (1959) e Hendrix (1993). A Energia Bruta foi determinada em



17

bomba calorimétrica (1281, PARR Instruments, EUA). Para sua realizagdo, amostras
de fezes e ragdes foram peletizadas e pesadas. Adicionalmente, no alimento foram
determinados calcio e fosforo segundo metodologia da AOAC (1995), e foram
realizadas no Laboratério de Quimica Analitica, do departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp, campus de Jaboticabal.
Todas as analises laboratoriais foram conduzidas em duplicata, sob um coeficiente
de variagdo menor de 5%.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os CDA da
matéria seca, proteina bruta, matéria organica, extrato etéreo hidrélise acida, amido
e energia bruta, de acordo com procedimentos de calculo estabelecidos pela AAFCO
(2010). A energia metabolizavel foi calculada considerando os valores de energia
digestiva e proteina digestivel das dietas. Os coeficientes de digestibilidade aparente
dos nutrientes (CDAN) foram calculados com a seguinte formula, segundo Pond et
al. (1995):

CDAN (g/kg) = Nutriente ingerido (g) — nutriente excretado (g)
Nutriente ingerido (kg)

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

das fezes foi determinada pela seguinte formula:

MS fecal = 12 MS x 28 MS
100

Sendo que: - 212 MS = matéria seca a 55 °C das fezes in natura;

222 MS = matéria seca a 105 °C das fezes secas a 55°C;

A qualidade das fezes dos céaes foi avaliada empregando-se sistema de
escore fecal com notas de 0 a 5, sendo: 0 para fezes liquidas; 1 para fezes pastosas
e sem forma; 2 para fezes macias, mal formadas e que assumem o formato do
recipiente de colheita; 3 para fezes macias, formadas e umidas, que marcam o piso;
4 para fezes bem formadas e consistentes, que ndo marcam o piso (escore ideal); 5

para aquelas também bem formadas, mas duras e ressecadas. Consideram-se
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normais os valores entre 3 e 4 (Carciofi et al., 2008). Foi determinada, também, a

producgao de fezes por cao por dia em matéria seca e em material natural.

4.4.2. Concentragdao de acidos graxos de cadeia curta e ramificada, acido

latico, aménia e aminas bioativas das fezes

O pH das fezes dos caes foi determinado nos dias 17°, 18° e 19°. Para
determinacdo do pH 2,0 gramas de fezes frescas foram diluidos em (1:10 p/v) em
agua miliq e o pH medido em ph-metro de precisdo 0,01 pH (modelo DM20,
Digicrom Analitica Ltda, Sao Paulo).

Para as analises dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e acidos graxos
de cadeia ramificada (AGCR) foram coletadas nos mesmos dias da avaliagéo de pH
10 gramas de fezes frescas (coletadas no maximo 10 minutos apds a defecacao).
Estas foram homogeneizadas e misturadas com 30 mL de acido férmico 4.2 N (1:3
p/v). Posteriormente a mistura foi centrifugada a 4.500 G durante 15 minutos a 15°C
por trés vezes, aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento.
Apds a extracdo as amostras foram identificadas e armazenadas em freezer (-15°C).

As amostras de acidos graxos de cadeia curta e ramificada foram
encaminhadas para o Laboratério de Bromatologia de Depertamento de Zootecnia
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — Universidade de Sao Paulo. As
concentragcbes de acidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico e butirico) e
acidos graxos de cadeia ramificada (isovalérico, isobutirico e valérico) foram
determinadas por cromatografia gasosa (Finningan, modelo 9001, Finningan
Corporation, San Jose, EUA) de acordo com ERWIN et al. (1961), sendo a coluna de
vidro de 2 metros de comprimento, didmetro de 1/8”, empacotada com 80/120
Carbopack B-DA/4% Carbowax 20M. O cromatografo foi calibrado por meio da
injecdo de 1 puL de solugdo padrao misto e a curva pré-estabelecida no software
BORWIN versao 1.21.60. Foi utilizado nitrogénio como gas de arraste (vazao de 25

mL/min.), oxigénio como gas comburente (vaz&o de 175 mL/min.) e hidrogénio como
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gas combustivel (vazdo de 15 mL/min.), com temperaturas de operagéao de 220°C no
injetor, 210°C na coluna e 250°C no detector de ionizagdo de chama.

Para a determinagao de acido latico foram empregados cerca de trés gramas
de fezes colhidas como descrito para AGCC. Estas foram rapidamente
homogeneizadas e misturadas a 9 mL de agua destilada (1:3 p/v). Esta mistura foi
mantida sob refrigeragdo por um dia, sendo, entdo, centrifugada por trés vezes a
4.500 G a 15°C, por 15 minutos, aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se
o sedimento. A analise foi realizada de acordo com Pryce (1969) pelo método
espectrofotométrico com leitura a 565 nm (500 a 570nm). Foi utilizado branco
reagente para calibrar o espectrofotémetro (QUICK - Lab marca DRAKE, Sao José
do Rio Preto, Sdo Paulo). As amostras foram quantificadas comparando-as com
padréo de acido latico a 0.08%.

Para medir a concentragcdo de NH3 fecal foi adaptada a metodologia de Vieira
(1980). Foram utilizados os extratos preparados para dosagem de AGCC. Os
extratos foram descongelados a temperatura ambiente e em seguida aliquotas de 2
mL foram diluidas em 13 mL de agua destilada (2:13 v/v) e submetidas a destilagao
em um destilador de nitrogénio (Tecnal TE - 036/1, Piracicaba, Brasil). A destilagéo
foi realizada com 5 mL de solugdo 0.2N de hidroxido de potassio e o nitrogénio
recebido em um erlenmeyer com 10 mL de solugédo receptora (acido bérico a 0.97
N). Ao atingir-se 50 mL de solugao receptora mais material destilado foi interrompida

a destilacdo. Em seguida foi realizada a titulagdo com acido cloridrico 0.005N.

4.4.3. Avaliagao microbiolégica das fezes

Amostras de fezes frescas foram colhidas no 21° e 22° dias, mantidas em
pote coletor universal estéril e levadas para procedimento analitico com no maximo
30 minutos apds sua coleta, de forma a se manter a viabilidade dos microrganismos.
No Laboratério de Microbiologia Aplicada a Zootecnia, da FCAV Unesp, de cada
amostra de fezes foram pesadas 10 gramas, homogeneizadas, diluidas em série
com agua salina estéril até 10® e, logo apds, semeadas para contagem dos
microrganismos utilizando-se de meios e condigdes apropriadas para cada tipo de

bactéria, conforme descrito na Tabela 4.
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Tabela 4 - Métodos empregados para cultura das bactérias em estudo.

Bactéria Meio de cultura Fabricante Condigoes de
incubacao *
Aerdbios totais Plate Count Agar (PCA) Acumedia A, 37°C, 24 h.
Anaerdbios totais Plate Count Agar (PCA) Acumedia AN, 37°C, 24 h.
Bifidobacterium Bifidobacterium Agar Himedia AN, 37°C, 24 h.
Clostridium Reinforced Clostridium Agar Oxoid AN, 37°C, 48 h.
Lactobacillus Man Ragosa Sharpe (MRS) Acumedia AN, 37°C, 72 h.
Escherichia coli  Agar MacConckey Acumedia A, 37°C, 24 h.

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

A contagem total, em Unidades Formadoras de Colénia (UFC/g de fezes na
matéria seca), de cada um dos géneros em estudo foi realizada pela técnica de
contagem padrao em placas. As diluicdes foram semeadas em duplicatas em placas
de petri descartaveis pela técnica de pour plate e incubadas conforme a sua
necessidade de oxigénio. As bactérias aerdbias (Escherichia coli e aerdbios totais),
apds semeadura foram incubadas a 37°C, em aerobiose, por 24 a 48 horas. As
bactérias anaerdbias (Lactobacillus, Bifidobacterium e anaerdbios totais) foram
incubadas em jarras de anaerobiose com o sistema gas-pack a 37°C por 24 a 72
horas. Para o género Clostridium as amostras, nas diluicdes 10" e 107?, foram
submetidas a choque térmico prévio a semeadura, para ativar a germinagdo dos
esporos e destruir contaminantes nao esporulados, que consistiu em manté-las em
banho-maria a 80°C por 10 minutos, seguido por resfriamento em agua com gelo por
mais 10 minutos. Apds este procedimento as amostras foram semeadas em placas e
incubadas como descrito anteriormente. Apds incubacdo foram realizadas a
contagem das placas, e cinco colbnias tipicas serdao submetidas a esfregacos
corados pelo método de Gram para confirmacgao das caracteristicas morfolégicas de

cada género.

4.4.4. Avaliagcao da resposta imunolégica dos animais
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Esta incluiu a quantificacdo da secrecao intestinal de IgA, indicativa da
imunidade de mucosa e a imunofenotipagem de linfocitos sanguineos. Para a
dosagem do anticorpo IgA amostras de fezes frescas (até 15 minutos apos
eliminacdo) foram colhidas nos dias 27, 28 e 29 e armazenadas em freezer (-20°C).
Para a anadlise estas foram descongeladas e homogeneizadas, compondo-se uma
amostra por animal. A extracdo de IgA fecal foi realizada por extracdo salina de
acordo com Peters et al. (2004). Foi pesado quantitativamente um grama da amostra
(peso umido). Esta amostra foi adicionada a solu¢do composta por PBS (0,01M; pH
7,4), 0,5% tween 80 e 0,05% de azida sddica, com posterior homogeneizagao. A
suspensao foi centrifugada a 1500G por 20 minutos a 5°C. Uma porgao do
sobrenadante, 2ml, foi transferida a um tubo de cbénico de 5,0ml contendo 20
microlitros de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil),
sendo, entdo, a amostra homogeneizada e depois centrifugada a 15.000G por 15
minutos a 5°C e o sobrenadante transferido a um tubo estéril e armazenado em
freezer (-20°C) até quantificagcdo da IgA. Para a quantificagdo da concentragéo total
de IgA no extrato de fezes foi empregado um kit de ELISA especifico para IgA
canina (Bethyl laboratories, Montgomery, USA), segundo recomendac¢des do
fabricante. A leitura foi realizada em leitor de microplacas de ELISA (Microplate
Reader MRX TC Plus, Dynex Technology, Chantilly, Virginia, EUA) usando filtro de
450 nm, no Laboratério de Imunologia e Virologia do Departamento de Patologia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria Unesp — Jaboticabal.

Para a realizagdo da analise citofluorométrica do sangue periférico e dos
parametros eritroleucométricos e plaquetarios, foram utilizadas amostras de sangue
coletadas por venipungcdo da jugular e colocadas em tubos de ensaio com
anticoagulante, nos dias zero e 30 de cada bloco experimental. As contagens
globais de hemacias, leucdcitos, plaquetas, taxa de hemoglobina, volume globular
ou hematécrito, o volume corpuscular médio (VCM), e a concentragdao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram analisados por um contador
veterinario automatico de células ABC Vet (Horiba ABX Brasil, Sdo Paulo). A

contagem diferencial e a avaliagao de leucécitos foi realizada utilizando microscopia
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otica de esfregagcos sanguineos, corados com uma mistura de Metanol — May
Grunwald — Giemsa (MGG).

Os céaes foram submetidos a avaliagdo quantitativa de células CD5+,
CD5+CD4+, CD5+CD8+, CD21+ no sangue periférico, por imunofenotipagem dos
linfécitos, esta foi obtida por citometria de fluxo (Tabela 5). Os estudos
citofluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24 horas apos a coleta do
sangue. Para tanto as aliquotas do sangue periférico foram devidamente
processadas e encaminhadas ao Laboratério de Citometria de Fluxo da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade do Estado de S&o
Paulo.

O método para a avaliagdo citofluorométrica consistiu, inicialmente, na
identificacdo de seis tubos estéreis para cada animal (tubo 1 — somente células, tubo
2 — IgG1FITC/IgG2aPE, tubo 3 - CD5FITC/CD4PE , tubo 4 — CD5FITC/CD8PE, tubo
5 - CD21PE. A cada tubo foi adicionado 100puL de sangue com anticoagulante.
Entdo, adicionaram-se 2L dos respectivos anticorpos, conforme esquema:

1. SO células: nao foi colocou anticorpo.

2. Isotipo controle: IgG1 PE + IgG2a FITC.

3. CD5/CD4: CD5 FITC + CD4 PE.

4. CD5/CD8: CD5 FITC + CD8 PE.

5. CD21: Bcells (CD21).

Apos isto, as amostra foram homogeneizadas em vortex, e os tubos
incubados por 20 minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz. Um mililitro
de solugdo 1:10 do tampéo de lise de hemacias (FACS Lysing Solution — Becton
Dickinson) foi adicionado em cada tubo, seguido da homogeneizacéo e incubagao
por mais dez minutos a temperatura ambiente protegidos de luz. Posteriormente, foi
realizada a lavagem do material com solugéo salina tamponada com fosfato 0,01 M
e pH de 7,4 (PBS) por trés vezes. A lavagem consistiu na centrifugagdo a 1800 rpm
por trés minutos, desprezando o sobrenadante e adicionando dois mililitros de PBS.
Depois de desprezado o sobrenadante apds a ultima lavagem, adicionou-se 250 uL
de PBS a 1% de formol nos cinco tubos e as amostras foram submetidas a analise
no citofluorbmetro (FACSCanto, Becton Dickinson Immunocytometry System,

Mountain View, CA, EUA). Utilizou-se o programa FACSDiva (Becton Dickinson, San
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Jose, CA) para classificagdo e contagem das subpopulagdes linfocitarias. As
porcentagens de células foram aplicadas as contagens de leucdcitos e linfocitos do
hemograma para obter os valores absolutos.

A relagao CD4:CD8 foi também calculada, dividindo-se, individualmente, as
contagens de CD5+CD4+ pelas de CD5+CD8+. Os anticorpos utilizados para
determinar as subpopulagdes linfocitarias estao listados na Tabela 5. Todos eles s&o

especificos para caes, obtidos de ratos ou camundongos.

Tabela 5. Caracteristicas dos anticorpos monoclonais utilizados para
imunofenotipagem de linfécitos por citometria de fluxo.

Molécula Fluorescéncia Anticorpo Tipo celular Fabricante
Monoclonal
y1 PE MCA1123PE Isotipo controle AbD Serotec
Y2 FITC MCA1212FITC Isotipo controle AbD Serotec
CD5 FITC MCA1037FITC Linfocitos T totais AbD Serotec
CD4 PE MCA1038PE Linfécitos T helper AbD Serotec
CD8 PE MCA1039PE Linfocitos T citotoxicos  AbD Serotec
CD21 PE MCA1781PE Linfocitos B AbD Serotec

4.4.5. Analise histoldogica dos segmentos do trato gastrointestinal: intestno

delgado (duodeno, jejuno e ileo) e grosso (ceco e célon).

Para a realizagdo da analise histologica dos fragmentos de mucosa do
intestino delgado e grosso os animais foram anestesiados para realizagdo da
endoscopia e colonoscopia. O procedimento anestésico estabelecido foi realizado
com o0s animais em jejum prévio de 12h, como medicagado pré-anestésica foi
utilizado clorpromazina (Sanofi-Aventis farmacéutica ltda, Suzano, Brasil) na dose de
1,0 mg/kg por via intramuscular, apds a sedacgao foi realizada a indugédo anestésica
com propofol (Cristalia produtos quimicos farmacéuticos Itda, Sdo Paulo, Brasil) na

dose 5,0 mg/kg, administrado lentamente por via intravenosa. Apos o relaxamento
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da mandibula e a perda do reflexo laringotraqueal foi realizada a intubagao
endotraqueal com sonda traqueal de tamanho apropriado para cada animal. A
manutengao anestésica foi realizada com isoflurano (Virbac do Brasil Saude Animal,
Jurubatuba, Brasil) em concentragdo suficiente para manter o animal em plano
anestésico.

Para o procedimento de biopsia por endoscopia digestiva alta e baixa os
animais ficaram em decubito lateral. Foi empregado endoscépio flexivel (Karl Stoz,
60914NKS, Karl Stoz GmbH & Co. KG, Alemanha) e pinga de bidpsia tipo boca de
jacaré de 2,2mm (Karl Stoz, 60252LX, Karl Stoz GmbH & Co. KG, Alemanha). Foram
retirados dois fragmentos da mucosa do estébmago, doze fragmentos da mucosa do
intestino delgado (quatro da mucosa do duodeno, quatro fragmentos da mucosa do
jejuno e quatro fragmentos da mucosa do ileo), e doze fragmentos da mucosa do
intestino grosso (quatro fragmentos da mucosa da valvula ileo ceco cdlica e oito da
mucosa do colon) de cada animal. Apds o procedimento os animais foram assistidos
até a recuperacao total da anestesia. Os fragmentos coletados foram fixados em
formol 10% tamponados e processados segundo técnica padrdo com inclusao em
parafina. Posteriormente, foram realizados cortes seriados de 4um e os fragmentos
corados por hematoxilina e eosina (HE).

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério de Histologia do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
USP. O exame microscopico foi realizado por um observador sem acesso a qualquer
informacgédo sobre a identificagdo e as caracteristicas de cada animal usado no
experimento. O padrdo de normalidade histolégica considerado foi 0 mesmo descrito
por Day et al. (2008). O exame histologico das laminas foi realizado em microscopia
de luz, utilizando microscépio Optico (Zeiss, modelo Primo Star, Thornwood, EUA)
acoplado a camara digital (PowerShot G10, Canon, Sao Paulo, Brasil) e software
zoomBrowser (versao EX 6.2, Sdo Paulo, Brasil) para captura de imagens.

Os fragmentos foram analisados primeiramente quanto a adequagao da
bidpsia, sendo para isto, graduados de zero a dois quanto a qualidade, sendo zero
para fragmentos inapropriados para analise e dois para fragmentos adequados. As
variaveis avaliadas semiquantitativamente foram: relagcado vilo:cripta, presenca e

intensidade da hiperplasia da cripta, dilatacdo da cripta, grau de ocorréncia das
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células caliciformes, frequéncia e grau de intensidade de diferentes tipos de células
inflamatérias na lamina propria, nimero de linfécitos intraepiteliais (SA, 2004).

A intensidade das células inflamatérias foram graduadas em 0 (auséncia), 1
(discreto numero), 2 (moderado infiltrado) e 3 (marcante infiltrado). A intensidade dos
demais processos foi avaliada na escala de 0 a 3, onde: 0 = parametro tido como
dentro do padrdao de normalidade, 1 = discreta alteragdo, 2 = moderada e 3 =
marcante (SA, 2004).

4.5. Analise estatistica

O arranjo dos tratamentos seguiu esquema fatorial 3x2, tendo um fator idade
(adulto e idoso) entre os animais e um fator dieta (FC, PBe e FS) dentro dos
animais, com seis animais em cada combinag¢ao. Os dados foram avaliados por meio
do procedimento Mixed do SAS, considerando-se os efeitos de bloco, animal, racédo
e suas interagdes. Estas analises foram realizadas no software Statistical Analysis
System (Versao 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). Todas as variaveis foram
previamente testadas quanto as hipoteses da normalidade e da homogeneidade das
variancias dos tratamentos. Quando o teste de F foi significativo, comparacgbes
multiplas das médias foram realizadas pelo teste de Tukey. Considerou-se
significativos valores de P<0,05. Quando necessario, transformacédo logaritmica das
variaveis foi usada (log x + 1). As variaveis eritroleucométricas e de
imunofenotipagem de linfécitos foram avaliadas no dia 0 e 32 de cada bloco, para
sua interpretacdo empregou-se o valor inicial de cada animal como co-variavel. Os
resultados das analises histolégicas dos fragmentos de mucosa foram comparados
pelo teste de Kruskal-Wallis, quando diferengas significativas foram verificadas, os

grupos foram comparados pelo teste de Dunn (P<0,05).
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5. Resultados

5.1. Consumo e digestibilidade aparente dos nutrientes

Os alimentos foram adequadamente consumidos pelos caes durante os 32
dias de cada bloco experimental, ndo houve episddios de rejeicdo alimentar ou
vomitos. Nenhum animal apresentou reacdo adversa ao consumir as dietas. O peso
corporal dos caes (Tabela 6) n&do variou entre tratamentos e manteve-se constante
ao longo do experimento. O consumo de energia metabolizavel (Tabele 7) nao
variou entre deitas, mas apresentou efeito de idade com menor consumo para
manter peso corporal constante nos animais idosos (P<0,05). Deve-se considerar na
interpretacdo destes dados que os caes foram alimentados para manterem peso
corporal constante, sendo realizados ajustes na quantidade fornecida caso estes
ganhassem peso. Nenhuma estratégia foi adotada para aumentar a ingestédo de
matéria seca, que ocorreu normalmente como resposta fisioldgica dos cées para

manterem a ingestao de EM e o peso corporal.

Tabela 6. Peso corporal inicial e final de caes de dois grupos etarios alimentados
com ragdes com diferentes fontes de fibra e proteina (média + erro padrao)

Dietas’ Valor
Item
FC PBe FS de P?
Adulto Idoso Adulto Idoso Adulto Idoso
PC? (kg)
Inicial 11,3+0,5 10,8+0,8 11,2+0,5 11,7+0,7 10,6+0,4 13,0+0,7 0,584
Final 11,2¢0,7 10,9409 11,4406 11,6x0,7 10,7+0,3 13,3+0,8 0,421
Valorde P 0,877 0,903 0,864 0,903 0,974 0,815

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;

2peso Corporal expresso em Kg.

®Valor de P do teste F.
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Tabela 7. Consumo de energia metabolizavel em caes de dois grupos etarios
alimentados com ragbes com diferentes fontes de fibra e proteina (média £ erro
padrio).

Dietas’
ltem Idade Média Va'g; de
FC PBe FS

Consumo de energia metabolizavel? (média de 32 dias)

Adulto 123,5+3,7 131,4+1,7 133,4+1,9 1294+1.7°2
kcal/kg®’®/dia Idoso 102,2+11,1 115,0+7,6 128,9+1,9 114,7¢51° 0,029
Média 112,0£6,7 122,6+4,6 131,115

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;

% Energia metabolizavel determinada in vivo.

*Valor de P do modelo.

2 Meédias na coluna sem uma letra mintiscula em comum s3o diferentes (P<0,05).

Com exceg¢ao do maior consumo de amido da ragado FS (P<0,05), ndo houve
efeito de idade ou dieta no consumo dos demais nutrientes durante o ensaio de
digestibilidade (P>0,05), como apresentado na Tabela 8. Por outro lado os
coeficientes de digestibilidade (CDA) dos nutrientes e da energia diferiram (P<0,01),
interacdo entre idade e dieta foi verificada para matéria organica, proteina bruta e
extrato etéreo, com excecédo do amido, energia bruta e da energia metabolizavel que
apresentaram apenas efeito de dieta (P<0,05). De maneira geral os CDA foram
maiores para FS e menores para FC. Efeito de idade foi evidenciado apenas na
racdo PBe (P<0,05), caes idosos alimentados com essa ragao apresentaram
menores CDA da matéria seca, matéria organica, proteina bruta e extrato etéreo do
que os adultos (P<0,05).
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Tabela 8. Ingestdo de nutrientes durante o ensaio de digestibilidade e coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes e da
energia das dietas experimentais com diferentes fontes de proteina e fibra fornecidas a caes de dois grupos etarios (média £ erro

padrio).
Dietas’ .
Item Idade Média Valor de P
FC PBe FS
Ingestéo de nutrientes, g/cao/dia
Adulto 194,8 + 11,3 192,6 + 6,6 183,9 + 3,6 190,4 + 4,4
Matéria Seca Idoso 155,5+ 19,6 176,9 + 13,6 207,379 178,6 +9,5 0,108
Média 173,6 + 12,6 184,18+ 7,9 1956 +5,4
Adulto 181,2+ 10,5 186,5 + 6,39 181,00 + 3,56 182,89 + 4,04
Matéria Organica Idoso 1446 + 18,2 171,3+ 13,2 204,05+ 7,76 171,79 £ 9,52 0,060
Média 161,5+ 11,7 178,3+ 7,7 192,53 + 5,35
Adulto 58,6 + 3,3 63,6 +2,2 55,0+1,0 59,1+1,5
Proteina Bruta Idoso 46,7 £ 5,9 58,46 + 4,4 62,1+2,3 554+29 0,074
Média 52,2+ 3,8 60,8 +2,6 58,5+ 1,6
Adulto 75,949,7 75,1+5,8 73,1+3.3 68,9+1,5
Amido Idoso 77,7+18,3 75,3+12,9 87,8+7,2 64,7+3,6 0,006
Média 61,3+4,5° 66,2+2,8"8 73,0+2,0"
) o Adulto 48,7+2,9 54,9+1,8 41,54+0,5 48,39+1,7
Fibra Dietética
Total Idoso 38,9+4.0 59,6+4,5 46,8+1,7 44 81+2.5 0,053
o)
Média 43,45+3,1 52,28+2.,4 44 18+1,2
. Adulto 252+14 23,5+0,8 21604 23,4+0,6
Extrato Etéreo
S Idoso 20,1+2,5 21,6 +1,6 244 +0,9 21,9+11 0,197
Hidrolise Acida o
Média 22,4+1,6 22,5+0,9 23,0+0,6

Continua...
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Dietas’ .
Item Idade Média Valor de P
FC PBe FS
Ingestédo dos nutrientes, g/cdo/dia
Adulto 956,2 + 55,3 981,3 + 33,6 918,1 + 18,0 951,9 + 21,9
Energia Bruta Idoso 763,2 + 96,2 901,5 + 69,3 1035,0 + 39,4 893,1 + 48,0 0,088
Média 852,2 + 62,1 938,4 + 40,5 976,5 + 27,1
Coeficientes de Digestibilidade Aparente (%)
Adulto 70,2 + 0,52C 75,2 + 1,0° 79,6 £ 0,62" 75,5+ 1,0
Matéria Seca Idoso 69,2 + 0,92° 72,5+0,8"® 79,4 + 0,4 73,2+1,0 <.0001
Média 69,6 + 0,5 73,7+07 79,5+0,3
Adulto 78,2 + 0,5 81,8 +0,8%° 85,0 + 0,4°" 81,6 +0,7
Matéria Organica Idoso 78,0 £ 0,6°° 79,7 £0,7°° 84,9 +0,3" 80,7 +0,7 <.0001
Média 78,1+04 80,7+ 0,6 84,9+0,2
Adulto 79,2+ 0,7 80,1+ 0,9 82,8 + 0,5 80,7+0,5
Proteina Bruta Idoso 79,5 + 0,98 76,8 + 1,0°® 82,9 + 0,4 79,6+ 0,7 0,002
Média 79,4+ 0,6 78,3+0,8 82,8+0,3
Adulto 99,4+0,1 99,7+0,1 99,740, 1 99,540, 1
Amido Idoso 99,540, 1 99,540, 1 99,740, 1 99,640, 1 0,007
Média 99,3+0,18 99,4+0,1"8 99,6+0,1*
Adulto 41,0+2,5 63,1+2,4 65,4+2,3 56,51+3,2°
Fibra Dietética Total  Idoso 39,21+2,1 58,5+2,4 60,82+1,3 52,11%2,5° <.0001
Média 40,0+1,6° 60,7+1,7% 63,12+2,4*

Continua...
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Dietas’ L
Item Idade Média Valor de P
FC PBe FS
Coeficientes de Digestibilidade Aparente (%)
] Adulto 90,2 + 0,62" 89,5 + 0,5*" 90,0 + 0,3*" 89,9+0,3
Extrato Etéreo A b8 A
T Idoso 89,4 + 0,62 86,6 + 1,1 89,1+ 0,72 88,3+ 0,5 0,001
Hidrolise Acida ]
Média 89,7 + 0,4 87,9+0,7 89,5+ 0,4
Adulto 79,4+ 0,7 82,3+0,7 85,5+ 0,4 82,4 +0,7
Energia Bruta Idoso 79,6 £0,7 80,5+ 0,6 85,2+0,3 81,6 +0,6 <.0001
Média 79,5 + 0,4° 81,3+0,5° 85,4 +0,2"
Energia Adulto 3,71+80,17 3,02+86,08 4,03+45,53 3,89+36,54
metabolizavel, Idoso 3,72+89,06 3,83+86,45 4,02+37,95 3,85+32,36 <.0001
kcallg Média 3,72+22,66° 3,87+26,00" 4,03+11,71*

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de

farelo de soja em substituicdo parcial a farinha de visceras de frango;

2® Médias na coluna sem uma letra mindiscula em comum séo diferentes (P<0,05). Comparacao valida para uma mesma variavel;

AB.C Meédias nas linhas sem uma letra maitiscula em comum s3o diferentes (P<0,05)
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5.2. Producdao e qualidade das fezes e concentragcdo de produtos de

fermentacao.

Nao se verificou efeito de idade sobre os parametros de fezes avaliados
(P>0,05), apenas efeito de dieta e interacdo entre idade e dieta (P<0,05). Assim,
caes idosos alimentados com a dieta FC produziram menos fezes na matéria original
(P<0,05), como apresentado na Tabela 9. A maior matéria seca e pH das fezes
foram verificados para caes alimentados com a dieta FC (P<0,05), efeito que foi
independente de idade (P>0,05).

Nao se verificou efeito de idade na concentracdo de acidos graxos volateis
das fezes (P>0,05), apenas efeito de dieta (P<0,05; Tabela 10). As fezes dos caes
alimentados com a dieta FC apresentaram menor valor de acido acético, e os
alimentados com FC e PBe menores concentracbes de acido propridnico, em
relacdo aos que receberam a dieta FS (P<0,05). Por outro lado, o teor de acido
butirico foi menor nas fezes dos caes alimentados com a dieta FS (P<0,05). Como
resultado as concentragdes de AGCC totais foram menores nos caes alimentados
com FC (P<0,05). Em relacédo aos AGCR o consumo da ragéo FS resultou em fezes
com menor concentragdo de 4acido isobutirico (P=0,004) e &acido isovalérico
(P=0,001), com consequente menor concentragdo de AGCR menores para esse
tratamento (P<0,05). Apesar de se verificar efeito geral para o teste F para o acido
valérico (P=0,031) nado se verificou diferenca entre grupos para essa variavel.

Em relagdo ao acido latico houve interagéo idade e dieta (P<0,05), enquanto
para o grupo adulto ndo se verificou efeito de dieta (P>0,05), no grupo idoso
verificou-se maior concentracdo de lactato nas fezes de caes do grupo alimentado
com a racédo PBe, intermediario para FS e menor no grupo FC (P<0,05). Ainda,
maior teor de lactato nas fezes foi verificado para os caes idosos alimentados com a
racdo PBe, em relacdo aos caes adultos alimentados com a mesma dieta (P<0,05).
Maiores teores de aménia foram verificados nas fezes dos caes alimentados com as
dietas com maiores teores de farinha de visceras de frango (dietas FC e PBe;
P<0,05).
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Tabela 9. Producao e qualidade das fezes de caes de dois grupos etarios alimentados com dietas com diferentes fontes de fibra e
proteina (média * erro padréo)

Dietas’
Item Idade Média Valor de P
FC PBe FS

Adulto 137,3+8,9* 160,6+4,8% 114,245,7°* 137,4%5,8

g fezes na MO/céo/dia ldoso 114,1+18,3%*® 172,2415,3% 132,7+2,3%8 140,049,7 0.008
Média 124,8+10,8 166,9+8,4 123,5+4,0
Adulto 62,6+3,5 53,0+2,7 41,6417 52,4+2,5

g fezes na MS/cao/dia Idoso 52,6+7,3 54,1+4,0 47 1+1,7 51,5+2,9 0,066
Média 57,2+4,3 53,62,4 44,3414
Adulto 45,80,8 32,9412 36,5+0,6 38,4+1,4

MS (%) ldoso 47,7+2,0 31,7+0,8 35,4+0,8 38,4+1,7 <.0001
Média 46,8+1,1* 32,30,7° 35,9+0,5°
Adulto 6,310,07 6,07+0,13 5,910,06 6,10+0,05

pH das fezes ldoso 6,29+0,04 6,20+0,06 5,88+0,07 5,69+0,06 0,003
Média 6,30+0,03" 6,14+0,07"° 5,90+0,04°
Adulto 4,26+0,08 3,98+0,07 3,810,06 4,02+0,06

Escore fecal Idoso 4,18+0,11 3,91+0,04 3,85+0,07 3,99+0,06 0,078
Média 4,22+0,06 3,94+0,03 3,83+0,07

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de

farelo de soja em substituicdo parcial a farinha de visceras de frango;

22 Médias na coluna sem uma letra mindiscula em comum séo diferentes (P<0,05). Comparacao valida para uma mesma variavel;
A8 Médias nas linhas sem uma letra maitiscula em comum s3o diferentes (P<0,05).
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Tabela 10. Concentragao de produtos de fermentacao nas fezes de caes de dois grupos etarios alimentados com dietas com

diferentes fontes de fibra e proteina (média + erro padréo).

Dieta’
Item Idade Média Valor de P
FC PBe FS
(mMol/kg MS)

Adulto 263,1+13,3 382,9+33,4 360,416,8 335,49+17,0

Acido acético ldoso 248,9+17,5 372,5+18,3 347,3+16,1 319,02+15,9 0,001
Média 255,5+10,9° 377,7+18,2% 353,9+8,6"
Adulto 76,3+5,2 87,7+12,2 198,7+7,1 120,93+14,2

Acido propiénico Idoso 78,0+2,4 97,3+9,1 209,0+18,2 124,05+14,2 <.0001
Média 77,2+2,6° 92,9+7,3° 203,8+9,4*
Adulto 39,0+3,4 42,3+4,2 31,5+2,5 37,6+2,2

Acido butirico ldoso 39,4+3,1 43,5+3,3 27,1+3,6 37,1+2,4 0,035
Média 39,2+2 2% 42,942 5" 29,342 28
Adulto 378,5+18,7 513,0+44,7 590,6+12,1 494,0+26,4

AGCGC total ldoso 366,3+20,6 460,0+53,5 583,5+31,5 464,3+29,0 0,004
Média 371,9+13,6° 486,5+34,8" 587,0+16,1%
Adulto 5,33+0,44 5,51+1,18 2,130,35 4,32+0,55

Acido isobutirico Idoso 5,40+0,35 4,71+0,54 2,69+0,34 4,34+0,34 0,004
Média 5,36+0,26" 5,11+0,60" 2,41+0,25°
Adulto 8,96+0,61 7,650,72 4,83+0,50 7,15+0,53

Acido isovalérico ldoso 9,42+0,52 8,130,72 5,10+0,58 7,67+0,52 0,001
Média 9,19+0,38" 7,89+0,50% 4,97+0,36°

Continua...
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Dieta’
Item Idade Média Valor de P
FC PBe FS
(mMol/kg MS)
Adulto 2,90+0,62 1,34+0,15 3,510,44 2,58+0,33
Acido valérico ldoso 2,62+0,51 1,79+0,35 2,80+0,67 2,38+0,30 0,032
Média 2,75+0,38 1,58+0,20 3,16+0,40
Adulto 17,241,5 14,5+1,5 10,5+1,2 14,1+1,0
AGCR total ldoso 17,4+1,3 14,6+1,5 10,6+1,4 14,4+1,0 0,031
Média 17,3+0,9" 14,6+1,0"° 10,5+0,9°
Adulto 395,7+19,8 527,5+45,8 601,1+11,3 508,1+26,1
AGV totais ldoso 383,7429,3 474,6247,2 594,1+32,3 456,0+30,6 0,005
Média 389,2+18,7° 501,1+33,8"° 597,6+16,3"
Adulto 6,21+2,32°* 11,20+2,60° 8,15+2,56** 8,52+0,74
Acido latico ldoso 5,68+2,17°C 16,70+6,81% 12,01+3,30%® 11,44+1,44 <.0001
Média 5,92+0,60 14,16+1,62 10,08+1,00
Adulto 102,8+20,0 114,2421,9 57,3+8,9 91,5+7,1
Aménia ldoso 111,0£10,2 93,5+16,9 67,1+18,7 91,7+5,2 <.0001
Média 107,2+4,3" 103,1+5,9" 62,2+4,3°

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de

farelo de soja em substituicdo parcial a farinha de visceras de frango;

22 Médias na coluna sem uma letra mindiscula em comum séo diferentes (P<0,05). Comparacao valida para uma mesma variavel;
AB.C Medias nas linhas sem uma letra maidiscula em comum s3o diferentes (P<0,05).
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5.3. Composicao da microbiota das fezes

As contagens de aerdbios totais, anaerobios totais, Lactobacillus spp e
Bifidobacterium apresentaram interagao idade e dieta (P<0,05). Para estas bactérias
caes adultos alimentados com a ragédo FC tiveram menores contagens que os caes
idosos. Adicionalmente, a dieta modificou a contagem de Lactobacillus spp do grupo
adulto, quando estes foram alimentados com racdo FC apresentaram menores
contagens desta bactéria do que quando alimentado com a ragao FS (P<0,05). Para
Clostridium spp e Enterobacteriacea nao houve efeito de idade ou dieta (P>0,05;
Tabela 11).



Tabela 11. Contagem microbiana e concentragcdo de produtos de fermentagdo nas fezes de caes de dois grupos etarios

alimentados com dietas com diferentes fontes de fibra e proteina (média £ erro padréo).

Dietas’ o
Item Idade Média Valor de P
FC PB FS
log+o céls/ g de fezes na MS

Adulto 6,21 + 0,35"* 6,32 + 0,27** 7,27 + 0,34%* 6,60 + 0,21

Aerdbios totais ldoso 7,28 + 0,45%* 6,79 + 0,40*" 7,19 + 0,502" 7,08+ 0,25 0,031
Média 6,79 + 0,32 6,57 + 0,25 7,23 +0,29
Adulto 5,91+ 0,72°* 6,61+ 0,312" 7,38 + 0,38%" 6,63 + 0,31

Anaerdbios totais Idoso 7,83 + 0,40** 7,71 £ 0,34%" 7,35 + 0,43" 7,64 +0,21 0,016
Média 6,94 + 0,47 7,20 +0,27% 7,37 £ 0,27
Adulto 5,84 + 0,16 5,98 + 0,31 5,53 + 0,28 5,78 +0,15

Escherichia coli Idoso 6,36 + 0,35 6,41+0,35 6,11 £ 0,50 6,30 + 0,22 0,699
Média 6,12 + 0,21 6,21+ 0,23 5,82 + 0,29
Adulto 4,64 + 0,83 4,24 + 0,27 4,38 + 0,44 4,39+ 0,26

Clostridium spp Idoso 4,41+ 0,26 3,97 £ 0,25 4,29+ 0,39 421+0,16 0,984
Média 4,49 + 0,32 4,10+0,18 4,34 + 0,29
Adulto 5,49 + 1,348 6,88 + 0,572"® 7,25 + 0,45%" 6,63 + 0,45

Lactobacillus spp Idoso 7,54 + 0,60"* 7,43 + 0,44%* 7,52 +0,37%" 7,49+ 0,27 0,009
Média 6,79 + 0,65 7,18 £ 0,35 7,38 £ 0,27
Adulto 6,65+ 0,31°* 7,10 £ 0,272* 7,40 + 0,432" 7,05+ 0,20

Bifidobacterium ldoso 8,04 + 0,42%* 7,64 +0,47%" 7,56 + 0,35%" 7,76 £ 0,23 0,009
Média 7,40 £ 0,32 7,39 £ 0,28 7,48 £ 0,26

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de
farelo de soja em substituicdo parcial a farinha de visceras de frango;

22 Médias na coluna sem uma letra mindiscula em comum sao diferentes (P<0,05). Comparagéo valida para uma mesma variavel;

A B, C

Médias nas linhas sem uma letra maiuscula em comum sao diferentes (P<0,05)
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5.4. Avaliagao da resposta imunolégica dos animais

Foi verificado para os resultados de IgA das fezes interacdo entre idade e
dieta (P<0,05), cées alimentados com a ragdo FC apresentaram menores
quantidades desse anticorpo nas fezes, sendo estas semelhantes entre idades. O
consumo de alimento com FS resultou em maiores quantidades de IgA nas fezes
(P<0,05), resultados também semelhantes entre idades. No entanto, quando
alimentados com a ragéo PBe verificou-se do grupo dos idosos maior eliminagao de
IgA via fezes do que os adultos (P<0,05; Tabela 12).

Os parametros eritroleucométricos e plaquetarios dos caes encontram-se na
Tabela 13. Efeito de idade foi verificado para as variaveis hemacias, leucdcitos,
neutréfilos bastonetes e linfocitos (P<0,05), o grupo adulto apresentou maiores
valores que o idoso. Nao foram verificados efeito de dieta para esses parametros.

Menores contagens de CD5+ e CD21+ foram verificadas para o grupo idoso
(P<0,05), efeito que foi independente da dieta (P>0,05). Apesar de nao se verificar
efeito de idade para as contagens de CD5+CD4+ e CD5+CD8+, seus valores
absolutos foram, respectivamente, 37% e 50% mais baixos no grupo idoso do que
no adulto (Tabela 14).

Tabela 12. Valores de IgA das fezes de cées de dois grupos etarios alimentados
com dietas com diferentes fontes de fibra e proteina (média + erro padrao).

Dietas’ o Valor de
Item Idade Média
FC PBe FS P

mg/g de fezes secas

Adulto  2,03+0,46%° 3,75+0,75°° 14,23+3,05** 6,57+1,69
IgA Idoso 2,83+0,66% 26,19+1,52**  16,97+1,86** 12,80+2,09 0,0003
Média  2,46+0,41 11,93+2,90 15,60+1,75

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;

2% Médias na coluna sem uma letra minGscula em comum s3o diferentes (P<0,05). Comparacgao
valida para uma mesma variavel,

A8 Médias nas linhas sem uma letra maitiscula em comum s3o diferentes (P<0,05)
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Tabela 13. Parametros eritroleucométricos e plaquetarios de caes de dois grupos etarios alimentados com dietas com diferentes
fontes de fibra e proteina (média £ erro padr&o).

Dietas’ o Valor de P
Item Idade Média Valor de P L
FC PBe FS Covariavel
. Adulto 7,27+0,30 6,98+0,19 7,13+0,27 7,12+0,142
Hemacias b
(x 10%'_) Idoso 7,02+0,25 6,91+0,31 6,72+0,22 6,82+0,15 0,034 <0,0001
Média 7,14+0,19 6,83+0,18 6,92+0,18
. Adulto 8,85+0,46 8,66+0,59 9,05+0,71 8,85+0,322
Leucacitos b
(x 10°uL) Idoso 6,37+0,51 6,95+0,82 8,40+0,54 7,18+0,40 0,008 0,0003
H Média 7,51+0,49 7,74+0,55 8,72+0,44
) Adulto 16,41+0,69 15,98+0,37 16,26+0,55 16,22+0,30
Hemoglobina
(g/dL) Idoso 16,01+0,60 14,82+0,92 15,13+0,42 15,33+0,40 0,168 0,0003
9 Média 16,19+0,44 15,36+0,53 15,70+0,37
o Adulto 49,51+1,83 48,06+0,94 49,58+1,63 49,05+0,84
Hematocrito
(%) Idoso 49,12+1,83 45,62+2,56 46,15+1,19 47,01+1,15 0,332 0,015
° Média 49,30+1,24 46,75+1,43 47,86+1,09
Basdfi Adulto 0,01+0,01 0,00+0,00 0,02+0,02 0,01+0,01
asofilos
(x 10 L) Idoso 0,01+0,01 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,203 0,004
H Média 0,01£0,01 0,00%0,00 0,0120,01
o Adulto 0,60+0,21 0,57+0,14 0,59+0,22 0,59+0,10
Eosindfilos
(x 103/pL) Idoso 0,33+0,10 0,34+0,13 0,55+0,23 0,40+0,08 0,249 0,203
Média 0,46+0,01 0,45+0,00 0,57+0,01

Continua...
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Continuagao...

Dietas’ . Valor de P
Item Idade Média Valor de P .
FC PBe FS Covariavel
. Adulto 0,1940,05 0,15+0,03 0,13+0,04 0,16+0,022
Neutrdfilos bastonetes (x b
10%L) Idoso 0,08+0,02 0,1240,05 0,03+0,02 0,08+0,02 0,022 0,191
H Média 0,134+0,03 0,1310,03 0,09+0,02
. Adulto 5,89+0,54 5,24+0,40 6,13+0,51 5,75+0,28
Neutroéfilos segmentados
(x 10°/pL) Idoso 4,65+0,38 4,83+0,63 5,86+0,56 5,07+0,31 0,128 0,005
Média 5,22+0,35 5,02+0,38 5,99+0,36
Adulto 2,09+0,45 2,60+0,48 2,14+0,32 2,280,232
Linfécitos (x 10%/uL) Idoso 1,21+0,28 1,64+0,25 1,89+0,35 1,57+0,17" 0,036 0,813
Média 1,62+0,27 2,08+0,28 2,02+0,23
Adulto 0,04+0,02 0,09+0,03 0,00+0,00 0,04+0,01
Mondcitos (x 10°/uL) Idoso 0,07+0,02 0,01+0,01 0,05+0,03 0,04+0,01 0,954 0,814
Média 0,06+0,01 0,05+0,02 0,02+0,01
Adulto 311,0+£29,4 338,8+20,2 346,8+20,5 332,2+13,4
Plaquetas (x 10°/uL) Idoso 267,8129,4 301,3+32,4 337,24+35,6 300,3+18,8 0,249 0,053
Média 287,7+20,9 318,6+19,7 342,0+19,6

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de

farelo de soja em substituicdo parcial a farinha de visceras de frango;
22 Médias na coluna sem uma letra mindiscula em comum sao diferentes (P<0,05). Comparacao valida para uma mesma variavel;

AB.C Medias nas linhas sem uma letra maitiscula em comum s3o diferentes (P<0,05)
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Tabela 14. Subpopulagdes linfocitarias sanguineas de cées de dois grupos etarios alimentados com dietas com diferentes fontes

de fibra e proteina (média  erro padrao)

Dietas’ o Valorde P  Valorde P
Item Idade Média .
FC PBe FS Covariavel
Adulto 1,64+0,30 2,00+0,33 1,040,27 1,780,172
CD5+ (cels x 10%/uL) Idoso 1,01+0,23 1,32+0,19 0,57+0,26 1,27+0,13° 0,047 0,885
Média 1,30+0,20 1,63+0,20 0,80+0,18
Adulto 0,61+0,10 0,83+0,10 0,78+0,160 0,74+0,07
CD5+CD4+ (cels x 10%uL)  Idoso 0,43+0,10 0,53+0,08 0,704£0,13 0,54+0,06 0,157 0,807
Média 0,51+0,07 0,66+0,07 0,7410,10
Adulto 0,30+0,05 0,35+0,07 0,35+0,08 0,3310,03
CD5+CD8+ (cels x 10%/uL)  Idoso 0,20+0,04 0,21+0,03 0,28+0,05 0,22+0,02 0,240 0,053
Média 0,25+0,03 0,28+0,04 0,31+0,04
Adulto 2,3840,49 2,55+0,31 2,53+0,36 2,49+0,21
CD4+:CD8+ Idoso 2,41+0,39 2,67+0,36 2,67+0,41 2,58+0,21 0,992 <0,0001
Média 2,40+0,30 2,61+0,23 2,60+0,26
Adulto 0,38+0,13 0,36+0,06 0,45+0,06 0,4040,052
CD21+ (cels x 10%/uL) Idoso 0,18+0,04 0,21+0,03 0,36+0,06 0,24+0,03° 0,032 0,831
Média 0,27+0,06 0,2840,04 0,4010,04

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de
farelo de soja em substituicdo parcial a farinha de visceras de frango;
22 Médias na coluna sem uma letra mindiscula em comum séo diferentes (P<0,05). Comparacao valida para uma mesma variavel;

AB.C Médias nas linhas sem uma letra maitiscula em comum s&o diferentes (P<0,05).
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5.5. Analise histolégica do estdmago, intestino delgado e intestino grosso.

O numero de fragmentos coletados da mucosa do trato gastrintestinal e a
avaliacdo de sua adequagéo ao exame histologico encontram-se na Tabela 15. Dos
fragmentos coletados para produzir as laminas para a avaliag&o histologica do TGl
dos animais, 86,0% do grupo de adultos e 82,8% do grupo de idosos alimentados
com FC encontravam-se adequados para analise. Dentre os alimentados com a
racdo PBe 93,3% do grupo de adultos e 93,5% do grupo de idosos estavam
adequados e, por fim, 95,2% do grupo de adultos e 83,1% do grupo de idosos
alimentados com FS encontravam adequados para analise. A frequéncia de
diagndsticos encontrados para os fragmentos da mucosa do trato gastrointestinal

encontram-se na Tabela 16.

Tabela 15. Numero de fragmentos coletados e adequagdo dos mesmos ao exame
histolégico da mucosa do trato gastrintestinal de cdes de dois grupos etarios
alimentados com dietas com diferentes fontes de fibra e proteina.

Dieta’

Item FC PBe FS

Adulto Idoso Adulto Idoso Adulto Idoso

Numeros de fragmentos

Estomago 15 15 14 18 16 14
Intestino Delgado 66 79 76 84 85 81
Intestino Grosso 48 49 60 67 65 65
Total 129 145 150 169 166 160
Adequacao dos fragmentos?

Grau 0 0% 0% 1,3% 1,2% 0% 0%
Grau 1 13,9% 17,2% 5,3% 5,3% 4,8% 16,9%
Grau 2 86,0% 82,7%  93,3% 93,5% 952%  83,1%

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;

2 Adequacéo dos fragmentos ao exame histolégico: 0 = inapropriado para analise; 1 = adequado com
artefatos; 2 = adequado para analise.
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Tabela 16. Frequéncia de diagnosticos dos fragmentos coletados ao exame
histolégico da mucosa do trato gastrintestinal de cdes de dois grupos etarios
alimentados com dietas com diferentes fontes de fibra e proteina.

Dieta’
Item Idade

PB FS

Estébmago

Adulto 16/6% - 16/6%
Idoso 50% 16/6%  16/6%
Adulto 16/6% - -
Idoso 16/6%  33,3% -

Gastrite difusa linfoplasmocitica marcante Adulto - - -

Gastrite superficial linfoplasmocitica discreta

Gastrite linfopasimocitica difusa moderada

com hiperplasia linfoide Idoso 33,3% - -

Intestino Delgado

Adulto - 33,3% 16/6%
Enterite discreta linfoplasmocitica

Idoso 33,3% 33,3% 16/6%
Enterite linfoplasmocitica discreta com Adulto 75% 16/6% -
aumento de LIE Idoso 16/6%  16/6% -

. . N Adulto - - 16/6%

Enterite moderada linfoplasmocitica

Idoso - - -
Enterite linfoplasmocitica moderada com Adulto - - -
aumento de LIE Idoso - 33,3% 33,3%

Intestino Grosso
Adulto - - -

Colite discreta linfoplasmocitica
Idoso 33,3% - -

Adulto 16/6% - -

Colite discreta linfoplasmocitica cronica
Idoso - 50% 16/6%

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;

Nas analises semiquantitativas dos fragmentos (relagao vilo:cripta, morfologia
dos vilos, caracteristicas do epitélio superficial, intensidade da hiperplasia da cripta,
dilatagdo da cripta, grau de ocorréncia das células caliciformes, frequéncia e grau de

intensidade de diferentes tipos de células inflamatérias na lamina propria, nimero de
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linfocitos intraepiteliais e presencga de erosao, ulceracédo, edema, fibrose e atrofia das
criptas), foram verificadas para alguns parametros diferengas significativas entre
dietas, idades e interacao entre idade e dieta.

Na comparacado entre dietas independente da idade verificou-se diferenca
significativa quanto a presenga de infiltrado de linfocitos e plasmécitos na mucosa
fundica gastrica (P=0,035), cdes alimentados com a dieta FC apresentaram maior
presencga dessas células em relagédo aos alimentados com a dieta FS.

Efeito de idade independente de dieta foi observado para a infiltragao de
linfocitos e plasmécitos na mucosa fundica gastrica e na mucosa do intestino grosso,
maior para os animais idosos (P<0,05). Efeito de idade também foi verificado para a
variavel reducao de células caliciformes na mucosa do intestino grosso, sendo maior
para os caes idosos (P=0,018). Os resultados completos da analise histoldgica dos
fragmentos de estémago, duodeno, ileo, célon e valvula ileo-cecal encontram-se nos

Apéndices Aa F.
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6. Discussao

A menor necessidade de energia metabolizavel dos animais idosos para
manutengdo do peso corporal, em comparagdo aos adultos, ja havia sido descrita
anteriormente (TAYLOR et. al, 1995; HARPER 1998; GOMES et. al., 2011).
Segundo Laflamme (2005; 2012), a massa magra corporal tende a diminuir com o
avancar da idade em céaes, assim como a atividade fisica, fatores que podem
contribuir para a reducdo da necessidade energética de manutencédo. Ja foi
demonstrado que caes idosos podem apresentar queda de até 25% da necessidade
energética de manutencdo (HARPER 1998; LAFFLAME 2012), no presente estudo
esta foi de aproximadamente 11,6%. Como implicagao deste dado, levando-se em
conta o menor consumo de alimentos pelos caes idosos, ha necessidade de se
ajustar a relagao nutrientes energia de suas dietas, de modo a otimizar a ingestao de
aminoacidos, vitaminas e minerais de caes nesta faixa etaria.

No presente estudo a dieta FS apresentou maiores CDA para MS, MO e EB
em relagdo as dietas PBe e FC. Ragdes a base de soja pode apresentar tdo boa
digestibilidade quanto as com fontes de proteinas de origem animal, a depender de
seu processamento (ZUO et al.,1996; CLAPPER et al., 2001; CARCIOFI et al., 2006;
FELIX et al., 2009; TORTOLA et. al., 2013). No estudo de Tortola et. al., (2013) foi
feita comparacao entre farinha de visceras de frango e farelo de soja como fontes de
proteinas em alimentos secos para caes adultos, tendo se verificado que ndo houve
diferencga significativa para os CDA dos nutrientes. A maior digestibilidade observada
para a dieta FS no presente estudo pode ser explicada pelo fato dos subprodutos
desidratados de origem de abatedouros, apesar de amplamente utilizados em
formulacbes para cées e gatos, apresentarem em sua composi¢gdo quantidades
variaveis e, por vezes, significativas de materiais de baixa biodisponibilidade,
gerando variabilidade na composigcao e digestibilidade destas matérias primas. Por
outro lado, as fontes proteicas vegetais apresentam composicao mais uniforme, com
menor variagao entre partidas e fornecedores (CARCIOFI, 2008).

Segundo o NRC (2006) a polpa de beterraba é fonte de fibra fermentavel, ndo

viscosa que resulta em diminuicdo do tempo de transito intestinal, aumento do
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volume de fezes e diminui¢gdo da digestibilidade da matéria seca. Fahey et. al. (1990)
observaram que 12,5% de inclusdo de polpa de beterraba provocou maior volume
de fezes, maior frequéncia de defecacdo e diminuicdo do tempo de retengdo do
alimento no trato gastrointestinal, entretanto, ndo foram observadas redugdes
severas na digestibilidade dos nutrientes. No presente estudo, a dieta com PBe
apresentou CDA da MS, MO e EB intermediarios entre FS e FC, embora os CDA da
PB e EE nao tenham diferido entre dietas. Segundo Fisher et al (2012), a fibra de
cana possui em sua composi¢ao 53,5% de celulose, 31,3% de hemicelulose, 6,4%
de lignina, 2,6% de proteina bruta, 2,6% de matéria mineral e conteudo inexpressivo
de gordura. Com cerca de 90% de fibra dietética total, a fibra de cana é toda
praticamente insoluvel (PINTO, 2007). Até a presente data poucos foram os estudos
que avaliaram este ingrediente para caes. Pinto (2007) avaliou a digestibilidadede de
dietas enriquecidas com diferentes fontes e teores de fibra dietética para caes, e
observou reducao da digestibilidade da MS, MO e EB quando foi incluido um blend
com 2,0% de celulose e 12% da fibra de cana na dieta. No estudo de Fisher et. al.,
(2012) com gatos adultos, dietas com diferentes fontes de fibra foram avaliadas,
sendo observado para a dieta com fibra de cana menores CDA da MS, MO, PB, EE
e EB, enquanto a polpa de beterraba e o farelo de trigo ndo afetaram o CDA da PB e
a polpa de beterraba também nao diminuiu a digestibilidade do EE. No presente
estudo, a dieta com FC apresentou os menores CDA da MS, MO e EB, também,
como a PBe sem interferir no CDA da PB e EE. Essa redugao pode ser atribuida a
baixa fermentacdo do FDT do ingrediente fibra de cana, levando a diminui¢do no
aproveitamento dos nutrientes.

Diferentemente do indicado pela literatura (GOMES et al, 2011; FAHEY et. al.,
2008; SWANSON et. al.,, 2004; TAYLOR et. al., 1995), no presente estudo caes
idosos alimentados com a dieta PBe apresentaram menor CDA da MS, MO, PB e EE
do que os adultos alimentados com a mesma dieta. Gomes et. al., (2011) realizaram
estudo com caes adultos (em média 4 anos) e idosos (em média 10 anos)
consumindo uma unica dieta e ndo encontraram diferenga nos CDA dos nutrientes.
Swanson et. al., (2004) compararam a digestibilidade entre cdes adultos jovens (em
média 1,3 anos) e caes idosos (em médial1 anos) utilizando duas dietas, uma com

fonte de proteina animal (30% farinha de visceras de frango) e outra com fonte de
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proteina vegetal (20% de farelo de soja mais 10% de farinha de carne e ossos). Os
autores nao encontraram efeito de idade nos CDA dos nutrientes, somente efeito de
dieta. No presente estudo, provavelmente, devido a polpa de beterraba ser em parte
soluvel esta interferiu negativamente na digestibilidade de caes idosos,
demonstrando que estes apresentam diferengas fisiolégicas em relagdo a idade
adulta. Nenhum estudo comparando a digestibilidade aparente dos nutrientes entre
cées adultos e idosos alimentados com dietas com fontes de fibras diferentes foi
encontrado para possiveis comparagbes. Os achados referentes a dieta PBe
sugerem cautela com a adigao de fibra para caes idosos, indicando a necessidade
de se estudar convenientemente seu possivel impacto no aproveitamento de
nutrientes da dieta.

Dentre os caes idosos, maior produgdo de fezes na matéria natural foi
verificada mediante consumo da dieta PBe, que também resultou em fezes com
menor teor de MS que a dieta FC. Estes achados se explicam pelos menores CDA
da dieta PBe para caes idosos, 0 que leva a maiores teores de agua nas fezes,
como verificado por fibras mais soluveis e fermentaveis por outros pesquisadores
(FISHER et al., 2012; MIDDELBOLS et al., 2007). Swanson et. al., (2004) ao estudar
os parametros fecais de caes jovens adultos (em média 1,3 anos) e caes idosos (em
médial1 anos) utilizando duas dietas, uma com fonte de proteina animal (30%
farinha de visceras de frango) e outra com fonte de proteina vegetal (20% de farelo
de soja mais 10% de farinha de carne e ossos) observou menor producéo de fezes
na MS e menor porcentagem de MS nas fezes dos caes alimentados com farelo de
soja, sem diferengas entre as idades.

Em relacdo aos produtos de fermentagcao apesar da influencia das dietas
sobre as concentragdes dos produtos de fermentacdo da microbiota intestinal, ndo
se verificou efeito de idade, com excecido do lactato das fezes, o que néo era
esperado. Gomes (2013) e Gomes et al. (2011) verificaram menor concentragao de
AGCC, acido valérico e maior pH nas fezes de caes idosos, indicando menor
atividade sacarolitica de sua microbiota intestinal. Em estudo anterior, Kuzmuk et al.
(2005) observaram efeito oposto, com aumento na concentracdo fecal de butirato,
valerato, isovalerato e amébnia em animais com idade superior a 11 anos, quando

comparado a animais com idade inferior a 12 meses. Esses dados implicam na
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necessidade de mais estudos em relacdo a interacdo da idade de cées e os
macronutrientes da dieta sobre a atividade metabdlica de sua microbiota intestinal.

De maneira geral a ingestdo da ragdo com farelo soja resultou em aumento
da concentracdo de AGYV totais, AGCC totais e acetato e menores teores de AGCR,
butirato e pH nas fezes dos caes em relacao a dieta FC, independente da idade. A
dieta FS ainda resultou em menor teor de aménia nas fezes em relacédo as dietas
PBe e FC. Esses resultados se justificam pela fermentagdo intestinal de seus
oligossacarideos e fibra e menor fermentacao de proteina de origem animal no colén
(CUMMINGS e MACFARLANE, 1991; ZENTEK et al., 2003). A fermentagao de
carboidratos pela microbiota nativa do célon produz acidos graxos de cadeia curta
(acético, propibnico e butirico) e acido latico. Esses acidos organicos diminuem o pH
fecal, favorecendo a inibicdo das bactérias patogénicas e estimulam a proliferagédo
de colondcitos. Os AGCC sdo importante fonte de energia para os colondcitos,
favorecendo a absorgdo de ions, fluxo sanguineo intestinal e o peristaltismo,
promovendo saude no animal por aumentarem os nutrientes disponiveis para as
células gastrointestinais (NRC, 2006). Desta forma, a redugao do pH e dos teores de
ambénia e o aumento das concentracbes de AGCC promovidos pelos
oligossacarideos da soja podem ser considerados efeitos benéficos deste
ingrediente sobre o metabolismo intestinal dos caes (TORTOLA, et al. 2013).

A ingestao da deita com polpa de beterraba também levou ao aumento das
concentracbes fecais de AGCC total e acido acético em relagdao a dieta FC,
provavelmente em funcao da polpa de beterraba ser fonte de fibra moderadamente
fermentavel. Middelbos et al. (2007), em estudo com cées e Fisher et al. (2012), em
estudo com gatos também observaram que a inclusdo de polpa de beterraba
acarretou em aumento das concentragcdes de produtos de fermentacdo nas fezes,
demonstrando ser sua fibra fermentavel pela microbiota intestinal de carnivoros.Foi
verificado para cides que receberam PBe, também aumento das concentracbes de
acido isovalérico, acido valérico e aménia em relagdo a dieta FS, provavelmente
devido ao emprego de farinha de visceras de frango como fonte de proteina.

No presente estudo, o consumo da dieta FC, contendo fonte de fibra néo
fermentavel e proteina de origem animal, levou ao aumento das concentragdes

fecais de AGCR totais, acido isovalérico e acido isobutirico em relagdo a dieta FS.
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KuzmuzK et al., (2005) avaliando efeito de fontes de proteina de origem animal
encontrou resultados semelhantes, com aumento das concentracdes de isobutirato e
butirato. A formagédo de produtos de fermentacdo depende largamente da dieta e
materiais nao digeridos que chegam ao célon. A fermentagao de proteinas resulta na
producdo de compostos putrefativos como aminas biogénicas, amodnia, indol e fenol,
sendo indesejavel (SWANSON et al., 2002; ZENTEK et al., 2003).

Em relagdo ao lactato, houve interagao dieta e idade: enquanto para caes
adultos este metabdlito ndo se alterou nas fezes, nos idosos o consumo da racgao
PBe resultou em maiores teores de lactato, seguido pela FS e por ultimo a FC. Isto
se explica pela menor digestibilidade nos cées idosos da ragdo PBe, o que resultou
em maior fermentacdo de matéria organica que alcangou o colon e pela baixa
fermentabilidade da fibra de cana. Esta variagdo com maior atividade sacarolitica
nos caes idosos esta em contradicdo aos resultados anteriores de nosso grupo de
pesquisa (GOMES, et al. 2011; GOMES, 2013)

A interacdo entre idade e dieta verificada para a microbiota das fezes no
presente estudo ndo havia sido descrita em publicacbes anteriores. Caes adultos
alimentados com dieta com fibra pouco fermentavel, a fibra de cana exibiram
reducdo nas contagens de aerobios e anaerdbios totais, Lactobacillus spp e
Bifidobacterium spp.. No entanto, a microbiota de caes idosos nédo respondeu ao
alimento, permanecendo semelhante entre dietas. Além da diferenca entre idosos e
adultos alimentados com a dieta FC, caes adultos apresentarem diferenca nas
contagens de lactobacilos, com menores quantidades destes micro-organismos
quando alimentados com a dieta FC, intermediario na dieta PBe e maiores quanto
alimentados com FS. Isto pode implicar em maior necessidade de fibra fermentavel
para cades adultos, enquanto os idosos parecem apresentar maior estabilidade de
sua microbiota, que se altera menos em fungao da dieta.

Middelbos et al. (2007) foi o primeiro a relatar aumento na contagem da
populacao de lactobacilos e bifidobactérias com dietas suplementadas com polpa de
beterraba e oligossacarideos. Os autores ndao encontraram diferenga na contagem
de Clostridium spp e Escherichia coli, assim como no presente estudo. No presente
estudo, as maiores contagens de lactobacilos mediante consumo de farelo de soja,

aliado aos resultados favoraveis de produtos da fermentacdo como aumento de AGV
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totais e AGCC sugerem que esse ingrediente pode ser utilizado como possivel
promotor da saude intestinal em caes adultos.

O estudo de ZENTEK et al. (2003), pelo método de cultura em agar seletivo,
demonstrou que dieta rica em proteina de origem animal, quando comparada com
dietas com menores teores de proteina e com inclusdo de fibra fermentavel, 3% de
raiz de chicdria, favorece o crescimento de bactérias indesejaveis, como o
Clostridium perfringens e reduz as contagens fecais de bifidobactérias. Tortola et al.
(2013) ao estudarem fontes de proteina de origem animal e vegetal, ndo observaram
alteracao na contagem do grupo Clostridium spp. No presente estudo também néo
houve diferenga entre a dieta com fonte de proteina vegetal (FS) em relacdo as
dietas com fonte de proteina animal (PBe e FC) para as contagens do grupo
Clostridium spp..

A relacao entre idade, dieta e microbiota de caes permanece ainda pouco
estudada (SIMPSON et al. 2002; GOMES et al. 2011). Gomes et. al. (2011) ao
avaliarem o efeito da idade em caes adultos (em media 4 anos) e idosos (em media
10 anos) em quatro dietas com niveis de inclusdo de 0%, 0,15%, 0,30% e 0,45% da
parede celular de levedura ndao observaram interacdo nem efeito de idade ou de
dieta para nenhuma varidvel avaliada (aerdbio totais, anaerdbio totais,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Clostridium spp. e Escherichia coli..
Simpson et al. (2002) estudaram o efeito de raca (pastor alemao, setter inglés e
schnauzer miniatura), idades (adultos com 2,5 + 0,5 e idosos com 10,9 + 0,7anos) e
dieta (controle ou dieta com alta fibra mediante adicdo de 5% de polpa de beterraba
e 5% de casca de soja) sobre a microbiota por cultivo em agar seletivo. Os
pesquisadores observaram que 0s animais mais velhos, independentemente da
dieta, apresentaram menor numero de Bacteroides spp. que os adultos, sem
diferengas significativas para os demais grupos bacterianos estudados. No mesmo
estudo, quando os autores avaliaram a microbiota pelo método DGGE, observaram
que os animais apresentaram tendéncia a se agruparem conforme idade ou racga
(racas grandes ou pequenas), mas essas variagdes foram atribuidas principalmente
a variagbes individuais. A principal conclusdo referente a esta analise feita pelos
autores é que caes apresentam padrdo de microbiota individual, Unica e estavel.

Gomes (2013) por meio de analise do DNA da amostra fecal e amplificagéo pelo
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PCR quantitativo (QPCR) n&do encontrou diferenga na composigdo da microbiota
entre cades adultos e idosos, apenas menor contagem de Bifidobacterium spp e
Cluster IV (Clostridium leptum) para idosos e adultos em relagdo aos cées filhotes.

Uma limitagdo do presente estudo foi o emprego de cultivo ao invés de
métodos moleculares mais modernos. Middelbos et al. (2007) compararam duas
metodologias, cultivo em agar seletivo e qPCR e ambas levaram a resultados
semelhantes em cées, embora o qPCR tenha apresentado resultados mais
significativos. Desta forma, mesmos com suas limitagdes, os resultados da presente
pesquisa tém utilidade. Atualmente, os métodos de estudo empregados para avaliar
a microbiota intestinal sdo muito variaveis, moleculares ou nao moleculares,
dificultando a comparacao dos achados (GOMES, 2013).

Dentre os parametros imunes avaliados, observou-se interacdo significativa
de dieta e idade para a concentragao de IgA fecal. O consumo da dieta FS resultou
em maiores concentragdes de IgA nas fezes tanto para o grupo adulto como idoso.
Efeito de idade foi verificado dentro da racdo PBe, com maior valor de IgA para
idosos. Foram encontrados apenas dois estudos que avaliaram o efeito da idade na
concentracao fecal de IgA em cées (ZAINE et al., 2011; GOMES, 2013). Zaine et al.
(2011) verificou que caes filhotes (5 meses) apresentaram menores concentracoes
desta imunoglobulina nas fezes (0,32+0,05mg IgA/g fezes na MS) do que caes
adultos (4,6 anos; 2,3410,44mg IgA/g fezes na MS) e idosos (10,6 anos;
1,45+0,41mg IgA/g fezes na MS). Gomes (2013) avaliou os mesmos filhotes do
estudo anterior, mas aos 10 meses, e sua concentragao de IgA foi de 1,3+0,24mg/g
fezes na MS, ainda diferindo dos animais adultos e idosos. A pesquisadora nao
encontrou diferenca na concentragao de IgA fecal entre os caes idosos e adultos.

Estudos anteriores para caes com dietas contendo oligossacarideos
fermentaveis sugerem alteracbes em células brancas e concentragdes de
imunoglobulinas séricas (SWANSON et al.,, 2002, GRIESHOP et al, 2004.;
MIDDELBOS et al., 2007). Swanson et. al. (2002) verificaram que caes alimentados
com dieta suplementada com a combinacdo de mananolilgossacarideos mais
fructooligossacarideos apresentaram tendéncia ao aumento de IgA ileal (P=0,052)
em relagdo ao grupo controle. Desta forma, o aumento na concentragdao de IgA e

AGCC das fezes e a diminuicdo do pH e de ambnia fecal dos caes do presente
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estudo alimentados com FS parecem somar-se no sentido de auferir saude ao trato
gastrointestinal destes animais.

Na avaliagao eritroleucométrica, as médias de todos os grupos ficaram dentro
dos valores de normalidade para caes sugeridos por Feldman et al. (2000), apesar
dos caes idosos terem apresentado menor concentragdo de hemacia, linfocitos,
leucocitos e neutrdfilos bastonetes. Ainda na presente pesquisa, foi verificado
diminuicao de CD5+ (linfécitos T totais) e de CD21+(linfécitos B) para animais idosos
em relagdo aos adultos. Gomes et al., (2011) verificou alem da redugdo nas
contagens de linfocitos CD5+ e CD21+ reducédo de CD8+ e manutengdo nas de
CD4+ em caes idosos (10£0,02) em relagdo a adultos (4+0,01). A diminuigao
observada nos linfocitos € atribuida a diminuigdo nas células CD5+ que, por sua vez,
se deve principalmente a perda de células CD4+, embora linfocitos B e CD8+
também se reduzam, porém em ritmo mais lento (BLOUNT et al., 2005). Alguns
estudos com caes também demonstram baixas contagens de linfécitos em caes
idosos, apontando este declinio, como caracteristica do envelhecimento do sistema
imune (STRASSER et al., 2000; GREELEY et al., 2001; REIS et al., 2005). Porém,
alguns estudos apresentaram dados divergentes (GOMES, 2013; HEATON et al.,
2002). Gomes (2013) verificou maior contagem de CD4+ para os cées idosos
(10,7£1,25 anos) em relagdo aos adultos (5,3+0,48 anos) e n&o encontrou diferenga
para as contagens absolutas de CD5+ e CD21+ entre essas duas idades.

A analise histologica da mucosa do TGl de alguns animais apresentou
alteragcdes compativeis com gastrite, enterite e colite, porém €& importante ressaltar
que todos os caes empregados eram clinicamente saudaveis e ndo apresentavam
nenhuma alteracdo ao exame fisico do sistema digestério, alteragdo no consumo de
alimentos e produgado e qualidade das fezes e em seus histéricos de saude nao
constavam nenhuma doenga anterior no TGl.

Ao exame histologico verificou-se que os cées idosos apresentaram
alteragbes significativas que indicam inflamagédo na mucosa do estomago, ileo e
valvula ceco cdlica. Ao analisar o efeito de dieta, verificou-se que tanto os animais
adultos como idosos alimentados com a dieta FC apresentaram aumento de
inflamacao do estdmago em relagao as outras dietas e que dentro dos caes idosos,

mais inflamacao foi detectada na dieta FC em relacédo a FS. Além disso, no presente
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estudo, observou-se aumento de pH das fezes, da concentragcdo de aménia e AGCR
totais e diminui¢do das concentragcdes de AGCC totais, AGV totais e lactato em caes
alimentados com FC, essas condigdes adversas no TGl podem estar relacionadas a
maior inflamacgao nestes animais idosos. Gomes (2013), ao comparar caes adultos e
idosos ja havia demonstrado ao exame histologico alteragdes compativeis com
gastrite, enterite e colite em animais idosos. Em seu estudo, Gomes (2013), além de
encontrar menores concentracbes de acido butirico e tendéncia a reducao de
acetato, propionato e AGV totais, encontrou também aumento nas concentracdes de
alguns derivados da fermentagdo de proteinas como o isovalerato e alguns inddis
nas fezes dos caes idosos, que indicam fermentagcdo de proteina no intestino
grosso. Segundo Gomes (2013), é possivel que as alteragdes no perfil de produtos
de fermentacédo intestinal de caes idosos estejam relacionadas as alteragdes
histologicas verificadas, podendo estas alteragcbes ser consequéntes ou
desencadeantes das alteracdes inflamatdrias e estruturais verificadas ao exame
histologico.

Infelizmente ndo foram verificados outros estudos que tenham comparado a
histologia da mucosa do TGI de caes saudaveis de diferentes idades e consumindo
dieferentes dietas para se comparar os resultados da presente pesquisa. No
contexto de imunosenescéncia e inflammageing, estas alteracbes na mucosa
intestinal dos caes idosos, especialmente relacionadas ao maior recrutamento de
células inflamatérias e imunes, parecem ser relevantes. Suas implicacbes no
contexto das alteragcbes do sistema imune que ocorrem nesta faixa etaria merecem
investigacao e, especialmente, como a dieta poderia interferir neste processo, seja
alterando a composicdo da microbiota intestinal ou os produtos de fermentacao
formados, como verificado no presente estudo, de modo a favorecer tanto a melhor
estrutura histolégica da mucosa do TGl como da resposta imune e inflamatéria dos

animais.
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7. Conclusao

A polpa de beterraba é uma fibra de moderada fermentacao, sua capacidade
fermentativa produziu concentragbes consideraveis de AGGC e lactato no colon,
porém para caes idosos levou a redugao da digestibilidade, demonstrando que deve
ser utilizada com cautela em dietas para caes geriatricos.

A fibra de cana de agucar é uma fibra de baixa fermentagcao, e como resultado
produziu menores concentragdes de AGCV totais e AGCC totais, além de reduzir a
digestibilidade. A unica dieta que resultou em redugdo na contagem de alguns
grupos de bactéria do TGl nos caes adultos, o que demonstra a maior
susceptibilidade desses animais as fontes de fibra da ragao.

A dieta com farelo de soja e baixa inclusdo de farinha de viscera promoveu
aumento de AGV totais, AGCC totais, lactato e diminuicdo de AGCR totais e amdnia,
caracteristicas desejaveis para a manutencao da saude do TGI, além de uma boa
digestibilidade. O farelo de soja ainda resultou no aumento de IgA fecal e menor
inflamagéo do trato gastrointestinal de caes idosos, resultados esses que parecem
ser favoraveis a saude intestinal desses animais.

Esses dados implicam na necessidade de mais estudos em relagcdo as
diferengas fisioldgicas entre cades adultos e idosos, além da interacdo idade e

macronutrientes da dieta sobre a saude intestinal de caes.
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9. Apéndices

Apéndice A: Analise histolégica da mucosa de estbmago de cées de dois grupos
etarios alimentados com dietas com diferentes fontes de fibra e proteina. Valores
expressos como mediana (minimo-maximo).

Dietas
Item Idade FC PBe FS Valor P
Hiperplasia Adulto 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1)
linfofolicular Idoso 1(0-2) 0(0-3) 0(0-0) >0,05
Linfocitos Adulto 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
intraepiteliais Idoso 0(0-0) 0(0-1) 0(0-0) >0,05
Linfocitos e Adulto 00-2" 0(0-=0 0(-1)"
plasmacitos ldoso 1(0-3 1(0-2* 0(0-17%® <005

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;

2 ® Médias na coluna sem uma letra minGscula em comum s&o diferentes (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05). Comparagao valida para uma mesma variavel; ABC Médias nas linhas sem
uma letra maiuscula em comum sao diferentes (P<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Apéndice B: Analise histolégica da mucosa do intestino delgado de caes de dois
grupos etarios alimentados com dietas com diferentes fontes de fibra e proteina.
Valores expressos como mediana (minimo-maximo).

Dietas

Item Idade FC PBe Fs Valor P
Relagao Vilo/ Adulto 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)

Cripta Idoso 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Linfécitos Adulto 0(1-1) 0(1-1) 0(0-1)
intraepiteliais Idoso 0(0-1) 0(0-1) 0(1-1) >0,05
Linfécitos e Adulto 1(0-1) 0(0-1) 0(0-1)
plasmdcitos Idoso 1(0-1) 1(1-1) 0(0-1) >0,05

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;

2 Médias na coluna sem uma letra minGscula em comum s&o diferentes (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05). Comparacéo valida para uma mesma variavel,

A B C Medias nas linhas sem uma letra maitiscula em comum s&o diferentes (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05).
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Apéndice C: Analise histolégica da mucosa do intestino grosso de caes de dois
grupos etarios alimentados com dietas com diferentes fontes de fibra e proteina.
Valores expressos como mediana (minimo-maximo).

Dietas

Item Idade FC PBe FS Valor P
Dilatagao das Adulto 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1)

criptas Idoso 0(0-1) 0(0-1) 0(0-1) >0,05
Reducdo Adulto 001’ 0(0-0) 0(0-=1)

caliciforme Idoso 1(0-1)2 1(0-1)° 0(0-0)7 <0,05
Linfécitos Adulto 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
intraepiteliais Idoso 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) >0,05
Linfécitos e Adulto 0(0—1) 0(0—1)° 0(0-0)
plasmocitos Idoso 1(0-1)2 1(0-1)? 0(0-1)2 <0,05

"FC: dieta com fibra de cana e farinha de visceras de frango; PBe: dieta com de polpa de beterraba e
farinha de visceras de frango; FS: dieta com 30% de farelo de soja em substituicdo parcial a farinha
de visceras de frango;
2% Medias na coluna sem uma letra minGscula em comum s3o diferentes (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05). Comparagéo valida para uma mesma variavel;

€ Meédias nas linhas sem uma letra maitiscula em comum s&o diferentes (P<0,05) pelo teste de
Kruskal-Wallis (P<0,05).



