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SOLUBILIDADE DA PAREDE CELULAR DE Saccharomyces cerevisiae SOBRE
SEU EFEITO PREBIOTICO EM GATOS

RESUMO - Extratos de parede celular de levedura sao estudados por seus
efeitos prebidticos e diferentes processos para sua obtencdo vém sendo
desenvolvidos, com vista a melhorar sua pureza e efeitos sobre a saude do
hospedeiro. O presente estudo visou avaliar os efeitos da suplementacdo de um
extrato de parede celular de levedura, que possui alta porcentagem de
mananoligossacarideos sollveis, na dieta de gatos adultos saudaveis. Para tal, uma
formulacdo padrdao foi empregada, desdobrada em quatro tratamentos, com as
inclusGes de 0%, 0.2%, 0.4% e 0.8% do devido extrato. Foram utilizados 32 gatos
adultos saudaveis, com 8 repeticbes por tratamento e delineamento em blocos
casualizados. Cada bloco teve duracdo de 2 meses (15 dias de washout + 30 dias
experimentais + periodos de coleta), sendo avaliados no inicio e final do periodo
experimental os seguintes parametros imunoldgicos: concentracdo sérica de 19
citocinas (TNF-a, IFN-y, IL-1B, IL-8, IL-12, entre outras), concentracdo de
imunoglobulina A (IgA) nas fezes e capacidade fagocitica de neutrofilos e mondcitos.
Adicionalmente, apés 15 dias de adaptacdo as dietas, foram avaliados a
digestibilidade aparente dos nutrientes e, ao final do periodo experimental, a producao
e qualidade das fezes, produtos de fermentacdo microbiana (acidos graxos de cadeia
curta e ramificada, lactato, aménia), pH fecal e a composi¢cdo da microbiota fecal.
Todos os parametros foram submetidos a andlise de variancia, sendo que o0s
parametros imunoldgicos foram analisados utilizando o tempo zero como covariavel.
Diferencas observadas no teste F foram submetidas & analise por contrastes
polinomiais. Variaveis distribuidas de forma ndo paramétrica foram comparadas
usando o teste de Kruskal-Wallis (P<0.05). Nao foram observadas diferencas na
ingestdo e no coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes (P>0.05). A
umidade das fezes e 0 escore de condicdo fecal ndo diferiram entre os tratamentos
(P>0.05), mas o pH apresentou aumento quadratico (P<0.05), com pico na dieta 0.4%.
O lactato nao diferiu entre os tratamentos (P>0.05), mas o valor mais baixo foi
observado na dieta 0.4%. Entre as citocinas, IL-18 e PDGF-BB apresentaram
tendéncia (P<0.1) quadratica, com menor valor na dieta 0.2%. A partir dos resultados
parciais, conclui-se que o produto é seguro para gatos nas inclusdes testadas, porém
seus efeitos sobre a saude intestinal e geral ndo estdo bem esclarecidos. Novos
resultados podem auxiliar a entender sua atuacéo sobre a espécie, porém existe a
possibilidade de que a dose necessaria para gerar efeitos em gatos seja mais alta do
gue as testadas neste estudo.

Palavras-chave: imunidade, levedura, microbiota



Saccharomyces cerevisiae CELL WALL SOLUBILITY ON ITS PREBIOTIC
EFFECT IN CATS

ABSTRACT - Yeast cell wall extracts are studied for their prebiotic effects and
different processes for obtaining them have been developed, with a view to improving
their purity and effects on the host's health. The present study aimed to evaluate the
effects of supplementing a yeast cell wall extract, which has a high percentage of
soluble mannan oligosaccharides, in the diet of healthy adult cats. To this end, a
standard formulation was used, divided into four treatments, with the inclusions of 0%,
0.2%, 0.4% and 0.8% of the appropriate extract. 32 healthy adult cats were used, with
8 replications per treatment and a randomized block design. Each block lasted 2
months (15 days of washout + 30 experimental days + collection periods), with the
following immunological parameters being evaluated at the beginning and end of the
experimental period: serum concentration of 19 cytokines (TNF-a, IFN-y, IL-13, IL-8,
IL-12, among others), concentration of immunoglobulin A (IgA) in feces and phagocytic
capacity of neutrophils and monocytes. Additionally, after 15 days of adaptation to the
diets, the apparent digestibility of nutrients and, at the end of the experimental period,
the production and quality of feces, microbial fermentation products (short and
branched chain fatty acids, lactate, ammonia), Fecal pH and the composition of the
fecal microbiota. All parameters were submitted to analysis of variance, and
immunological parameters were analyzed using time zero as a covariate. Differences
observed in the F test were subjected to analysis using polynomial contrasts. Non-
parametrically distributed variables were compared using the Kruskal-Wallis test
(P<0.05). No differences were observed in nutrient intake and apparent nutrient
digestibility coefficient (P>0.05). Fecal moisture and fecal condition score did not differ
between treatments (P>0.05), but pH showed a quadratic increase (P<0.05), with a
peak in the diet at 0.4%. Lactate did not differ between treatments (P>0.05), but the
lowest value was observed in the 0.4% diet. Among cytokines, IL-18 and PDGF-BB
showed a quadratic trend (P<0.1), with a lower value in the diet, 0.2%. From the partial
results, it is concluded that the product is safe for cats in the inclusions tested, however
its effects on intestinal and general health are not well understood. New results may
help to understand its effect on the species, however there is the possibility that the
dose necessary to generate effects in cats is higher than those tested in this study.

Keywords: immunity, yeast, microbiota
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Caes e gatos ganharam uma posicédo especial na sociedade ao se tornarem
Nnossos principais animais de companhia (Alessandri et al., 2020). Particularmente, a
populacdo de gatos do Brasil soma 33,6 milh6es de individuos, configurando a
segunda maior populacdo da espécie no mundo. Além disso, seu crescimento
acumulado entre os anos de 2021 e 2022 foi de 6,0%, praticamente o dobro do
observado em caes (ABINPET, 2023). Tais numeros demonstram como 0s gatos vém
tomando importante espago nos lares brasileiros, refletindo na busca de seus tutores
por mais conhecimentos a respeito dos cuidados com a saude, bem-estar e
alimentacao.

O aumento da demanda por produtos cada vez mais especificos, que atendam
as exigéncias da espécie e deste nicho de mercado, leva ao desenvolvimento de
estudos a respeito de nutrientes e ingredientes funcionais que promovam prevencgao
e, até mesmo, auxiliem no tratamento de doencas (Rocha, 2008), principalmente no
gue se refere a modulagéo do sistema imunoldgico (Zaine et al., 2014).

A inter-relagao entre nutricdo e imunidade é um dos pontos chave na nutricao
moderna, e esclarecer os mecanismos de agao de novos ingredientes é importante
para aplicagao pratica e promogao de maior qualidade de vida e longevidade a caes
e gatos (Saad et al., 2015). Promover melhor saude esta diretamente relacionado a
capacidade do sistema imunolégico agir de forma eficaz, mediante adequado suporte
nutricional, favorecendo a homeostasia do trato gastrointestinal para os processos de
digestao, absorc¢ao dos nutrientes e defesa organica (Case et al., 2011).

Dentre as substancias dietéticas empregadas para promover saude, destacam-
se os prebidticos, os quais podem ser definidos como compostos nao digeridos pelo
organismo do animal, mas que sao seletivamente fermentados pelos microrganismos
do trato gastrointestinal, conferindo beneficios a saude do mesmo (Gibson et al.,
2017). Tais produtos sdo conhecidos por modular positivamente a microbiota do célon

e inibir a multiplicagéo de microrganismos patogénicos (Saad, 2006).
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Neste contexto, leveduras e seus extratos vém sendo cada vez mais
explorados. Os mananoligossacarideos (MOS) e os [-glucanos, naturalmente
presentes na parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, sédo largamente
estudados em animais de producgao e sdo conhecidos pela sua capacidade de modular
o sistema imune, a populagao de bactérias e arquitetura do trato gastrointestinal (Lee
et al., 2021; Perricone et al., 2022). Porém estudos a respeito das fungdes imunes
associadas a suplementacdo de extratos da parede celular de levedura ainda séo
relativamente novos e pouco explorados em animais de companhia, principalmente
em gatos.

Muitos diferentes processos estdo sendo desenvolvidos para se obter melhor
qualidade dos extratos de levedura, pois sua inclusao na dieta pode ter diferentes
efeitos dependendo da fonte e da forma de extracdo, que afetam a quantidade de
nutrientes e sua pureza (Calabro et al., 2020).Seguindo esta tendéncia, um produto
inovador a base de parede celular de leveduras foi desenvolvido, o qual apresenta
maior solubilidade da camada de MOS, reducado do tamanho das particulas e maior
exposi¢cao do conteudo de glucanas. Tal produto ja foi testado em caes e apresentou
efeitos moduladores da microbiota intestinal e imunolégicos (Theodoro et al., 2019).

Em gatos, espera-se que o produto citado seja fermentado pela microbiota
intestinal, alterando sua composicdo e produtos de fermentacdo e,
consequentemente, modificando aspectos inflamatérios e imunolégicos do
hospedeiro. Seu estudo em animais saudaveis pode possibilitar uma padronizagao
das respostas bioldgicas ao produto, viabilizando posterior avaliagdo de seu uso em
animais doentes.

Visando encontrar solug¢des tecnoldgicas para a melhora da saude e qualidade
de vida dos gatos, o presente estudo avaliou os efeitos do uso, em dieta seca
extrusada, do produto acima citado, um extrato da parede celular da levedura
Saccharomyces cerevisiae com elevada solubilidade de mananoligossacarideos, nas
inclusdes de 0%, 0,2%, 0,4% e 0,8%, sobre a digestibilidade aparente dos nutrientes,
microbiota fecal, produtos de fermentacdo microbiana, pH fecal, caracteristicas das
fezes, concentragdo de imunoglobulina A nas fezes, fagocitose de neutrdfilos e
mondcitos e atividade de 19 diferentes citocinas sanguineas de gatos adultos.



2. REVISAO DE LITERATURA

O sistema imunoldgico

O sistema imunolégico € um sistema complexo que € definido como a defesa
do hospedeiro contra forgas destrutivas externas (virus, parasitas e bactérias) e
internas (células cancerosas e autorreativas) do corpo. As respostas imunes s&o
geralmente classificadas como inespecificas (inata ou natural) e especificas
(adaptativa ou adquirida) (Schley e Field, 2002).

A imunidade inata promove protegdo contra microrganismos invasores sem a
necessidade de exposi¢ao anterior aos antigenos. Ela inclui barreiras fisicas, barreiras
mediadas por células e outros componentes moleculares (Schley e Field, 2002).
Podemos citar a pele e membranas mucosas como barreira fisica, ja as células
fagociticas, inflamatdrias, dendriticas e natural killer como barreira mediada por
células, e as citocinas, sistema complemento e proteinas de fase aguda como outros
componentes moleculares (Delves e Roitt, 2000).

Dentre as barreiras mediadas por células, o processo de fagocitose tem
importante papel, o qual consiste na ingestao e destruicdo de particulas estranhas
(bactérias, parasitas, imunocomplexos, células apoptéticas e debris celulares) por
células como macrofagos e neutrofilos (Underhill e Ozinsky, 2002). Ja outros
mediadores soluveis, como as citocinas, regulam as respostas do hospedeiro a
infeccao, inflamagao e traumas. Tais citocinas podem ser pro-inflamatdrias e anti-
inflamatdrias, as primeiras agem induzindo febre, inflamacao e danos teciduais e as
segundas agem reduzindo a inflamagao e promovendo cicatrizagao (Dinarello, 2000).

Respostas imunoldgicas adquiridas envolvem a proliferagdo de células B e T
especificas do antigeno. Células apresentadoras de antigeno exibem o antigeno aos
linfocitos e colaboram junto a eles na resposta ao antigeno. As células B secretam
imunoglobulinas, anticorpos especificos do antigeno que sédo responsaveis pela
eliminagado de microrganismos extracelulares. As células T as auxiliam na produgao
anticorpos ativando macrofagos e matando células infectadas por virus. Em geral, as
respostas inatas e adquiridas trabalham juntas para a eliminacdo de patdégenos
(Delves e Roitt, 2000).



Nutricdo e imunidade

Os conceitos de nutricdo e saude estdo altamente interligados, pois a nutricdo
desempenha um papel essencial na regulacdo da resposta imunoldgica ideal,
fornecendo nutrientes adequados em concentragdes suficientes as células
imunologicas. Desta forma, o sistema imunolégico pode iniciar respostas eficazes
contra patdogenos. Mecanismos inflamatérios que compéem a imunidade inata s&o
fortemente influenciados pela nutrigdo, e esta interagdo, quando perturbada, pode
levar ao aparecimento de doengas (Munteanu e Schwartz, 2022).

O intestino é considerado a primeira linha de defesa do organismo ao meio
ambiente, pois sua mucosa fica exposta a uma variedade de antigenos dietéticos e
de microrganismos (Fonseca e Costa, 2010). Sendo assim, integra complexas
interacbes entre dieta, patdbgenos e processos imunoldgicos e nao imunoldgicos
locais, devendo manter um equilibrio entre respostas imunes protetoras a potenciais
patégenos, ao mesmo tempo que minimiza reagdes de hipersensibilidade a antigenos
da dieta (Stokes & Waly, 2006).

A funcédo imune do 6rgao depende da propria barreira intestinal, do tecido
linfoide associado ao intestino (GALT — “gut-associated lymphoid tissues”) e da sua
populagao de microrganismos, denominada microbiota intestinal. O GALT se localiza
nas Placas de Peyer, nos linfonodos mesentéricos, na lamina prépria e na superficie
epitelial (Fonseca e Costa, 2010). Na lamina propria, plasmécitos sdo responsaveis
pela secrecao de Imunoglobulina A (IgA), a qual neutraliza as toxinas da superficie da
mucosa, bloqueia a aderéncia de bactérias no epitélio e reduz a penetragéo invasiva
de antigenos através da mucosa, servindo como um importante mecanismo de
protecéo (Suzuki et al., 2010).

Assim como ocorre com a maioria dos outros mamiferos, a IgA no gato é a
imunoglobulina predominante em secrecdes mucosas. E encontrada em grandes
quantidades nas lagrimas, saliva, secrecgoes intestinais, respiratorias, leite e bile. As
células produtoras de IgA representam até 80% do numero total de células
plasmaticas da lamina propria do intestino delgado. Apesar disso, células produtoras
de 1gG s&o mais numerosas nos tecidos do colon (Stokes e Waly, 2006).



O papel da microbiota intestinal na saude

Cada vez mais estudos demonstram que a microbiota intestinal desempenha
um papel vital no sistema imunoldgico do hospedeiro, enquanto o hospedeiro também
protege essa microbiota de interferéncias (Tizard e Jones, 2018; Wernimont et al.,
2020; Yao et al., 2022). A relagdo entre ambos é considerada simbiotica, pois o
primeiro fornece um ambiente rico em nutrientes e o segundo desempenha fungdes e
produz metabdlitos, que de outra forma seriam limitados ou inacessiveis ao
hospedeiro (Honneffer et al., 2017). Por conta disso, nos ultimos tempos, o interesse
em avaliar o impacto da microbiota intestinal na saude de animais de companhia vem
crescendo (Alessandri et al., 2020).

Os microrganismos presentes no colon sao capazes de fermentar os substratos
dietéticos n&o digeridos pelo hospedeiro e, a partir disto, proporcionam suporte
nutricional para colondécitos, atuam como barreira de defesa contra patdégenos
invasores, auxiliam na digestdo e desempenham papel no desenvolvimento do
sistema imunoldgico. Como resultado do processo fermentativo, tem-se a producéao
de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e butirato. Tal
producado acidifica o pH intestinal, colaborando para impedir o crescimento de
patdgenos entéricos e mantendo, assim, a microbiota saudavel (Suchodolski, 2011).

Os AGCC afetam os niveis de lipidios e glicose no sangue do hospedeiro e
servem como fonte de energia para certas células, também podem regular o ambiente
do cdlon, o metabolismo, a fungdo imunoldgica, a proliferacao e apoptose de células
tumorais e a inflamac¢do, modulando a expressao de citocinas (Yao et al., 2022). O
butirato tem acbes fisiolégicas importantes regulando o desenvolvimento, barreira
fisica e estrutura da mucosa intestinal (Theodoro et al., 2019). Além disso, ele também
€& conhecido por regular a diferenciacdo de células T e B e a participacdo de
macréfagos, neutrofilos e células dendriticas sobre o sistema imunolégico (Yao et al.,
2022).

Além disso, a microbiota intestinal esta envolvida na producao de diferentes

tipos de peptideos antibacterianos, como bacteriocinas, e na regulagcdo da produgao
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de mucina intestinal pelas células caliciformes, que regulam ainda mais a adesao
bacteriana as células epiteliais (Azad et al., 2020).

A microbiota intestinal do gato evoluiu com uma dieta carnivora, portanto, a
espécie ndo depende da microbiota para manter o equilibrio energético. Como
carnivoros obrigatorios, gatos domésticos dependem de uma dieta rica em proteinas.
Seus filos predominantes de bactérias incluem Firmicutes (68%), Proteobacteria
(14%), Bacteroidetes (10%), Fusobacteria (5%) e Actinobacteria (4%) (Deng e
Swanson, 2015).

Quando ha um desequilibrio e alteragdo das fungdes da microbiota intestinal
ocorre a chamada disbiose, a qual esta associada a algumas doengas, como
enteropatias crénicas, obesidade, dermatite atopica, diabetes mellitus, entre outras
(Tizard e Jones, 2018). Entretanto, relagdo de causa e efeito ainda n&o foi
comprovada, podendo a disbiose ser tanto uma consequéncia da doencga quanto sua
causa (Pilla e Suchodolski, 2021). Sabe-se que o uso de antimicrobianos esta
relacionado a ocorréncia de disbiose (Konstantinidis et al., 2020). Tal disturbio no
equilibrio da microbiota intestinal pode induzir a mudancgas na produg¢ao de mucina,
citocinas e peptideos antimicrobianos pelas células epiteliais intestinais, levando ao
enfraquecimento da barreira intestinal (Duan et al., 2022).

Portanto, a modulagcdo da microbiota intestinal se tornou uma técnica
importante para melhorar a saude do hospedeiro, proteger contra infecgbes e doengas
e produzir vitaminas e energia importantes, desempenhando papel crucial nas redes
reguladoras fisiolégicas (Azad et al., 2020).

Variagbes na quantidade de carboidratos, proteinas e gorduras fornecidas na
dieta podem ter um impacto significativo na microbiota intestinal, porém n&o é toda
intervengao nutricional que resulta em mudangas na composicdo da mesma
(Wernimont et al., 2020). Por conta disso, nas ultimas décadas, diferentes estratégias
nutricionais vém sendo estudadas com o objetivo de avaliar suas respostas sobre a
atividade dessas bactérias. Estudos com prebidticos, probidticos e transplante de
microbiota fecal demonstraram potencial significativo para modular a microbiota

intestinal em humanos e animais (Azad et al., 2020)



Prebidticos

De acordo com o consenso mais recente, o termo prebidtico € definido como
“substrato que é seletivamente fermentado pela microbiota intestinal do hospedeiro e
que confere beneficios a saude do mesmo”. Tal definicdo expande o conceito de
prebidtico de forma a englobar qualquer substancia que esteja disponivel para
fermentacdo pelo microbioma intestinal, como carboidratos, proteinas, aminoacidos,
gorduras e polpifendis (Gibson et al., 2017). Entretanto, os carboidratos n&o digeriveis
sdo as moléculas mais estudadas nesse quesito, tanto na nutricdo humana quanto
animal (Mohanty et al., 2018; Rentas et al., 2020; Wan et al., 2018).

A fibra dietética inclui uma variedade de carboidratos ndo digeriveis e, apesar
de ndo se enquadrar como nutriente essencial na alimentacdo de gatos, possui
importantes fungdes metabdlicas e auxilia no bom funcionamento do trato
gastrointestinal (Moreno et al., 2022). Estudos em humanos e outros modelos animais
ja comprovaram seus efeitos benéficos para diversas condigdes, como regulagdo do
tempo de transito intestinal (Lewis et al., 1994), controle glicémico (Graham et al.,
2002; Mao et al., 2021), controle de bolas de pelos em gatos (Miltenburg et al., 2021),
modulagao da microbiota intestinal (Grieshop et al., 2004), entre outras.

As propriedades fisicas e quimicas da fibra, incluindo tamanho de particula e
volume aparente, caracteristicas da area superficial e propriedades de hidratagao
determinam a acessibilidade da fibra a degradagdo microbiana, bem como seus
efeitos fisioldgicos (Dhingra et al., 2012). Parte dos efeitos positivos da fibra dietética
estdo justamente relacionados a fermentagdo de seus componentes, que impactam
no peristaltismo intestinal, no pH do cdélon e na produgdo de subprodutos com
importantes fungdes fisioldgicas (DeVries, 2003).

Exemplos de fibras com fungbes prebidticas incluem: fruto-oligossacarideos
(FOS), galacto-oligosacarideos (GOS), xilo-oligossacarideos (XOS), manano-
oligossacarideos (MOS), inulina, pectina e amido resistente (Gibson et al., 2017;
Mohanty et al., 2018). Tais prebidticos ja demonstraram seu papel na modulacéo da
microbiota intestinal, enriquecendo as populagdes de Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. enquanto diminuem as de Bacteroides spp., Clostridium spp. e
Escherichia coli (Azad et al., 2020).



8

A administracdo de uma dieta a base de FOS (4%) ou pectina (4%) a gatos
demonstrou causar um aumento na abundancia relativa do género Bifidobacterium e
do género Lactobacillus, respectivamente, quando comparada a dieta controle (4% de
celulose). Além disso, a concentracao total de AGCC foi maior nas amostras fecais de
gatos tratados quando comparada ao controle (Barry et al., 2010).

Foi demonstrado que prebidticos aumentam a integridade da mucosa intestinal,
aumentando a altura das vilosidades e a liberagdo de mucina e da composi¢cao do
biofiime da mucosa, além de afetar positivamente a funcionalidade do sistema
imunoldgico, alterando a expressao de citocinas pro-inflamatoérias e anti-inflamatorias.
Portanto, a modulagdo da microbiota intestinal também pode afetar as condigdes
fisiologicas e a saude intestinal do hospedeiro (Azad et al., 2020).

Neste contexto, extratos da levedura Saccharomyces cerevisiae vém sendo
cada vez mais explorados, pois sua parede celular é formada principalmente por
mananoligossacarideos (MOS), B-1,3-glucanas, B-1,6-glucanas, complexos de
glicoproteinas e, em menor quantidade, por quitina (Fathima et al., 2023). Os MOS e
0s B-glucanos sao vistos como as principais moléculas bioativas responsaveis por

gerar beneficios a saude do hospedeiro (Maturana et al., 2023).

Efeitos dos extratos de leveduras

Os MOS e B-glucanos de leveduras séo largamente estudados em animais de
producao (Saad et al., 2015). Com relagao aos efeitos do MOS sobre a producéo de
citocinas, o estudo de Che et al. (2012) avaliou que sua suplementacao na dieta de
suinos experimentalmente infectados com o virus da sindrome respiratéria e
reprodutiva resultou em maiores concentragdes séricas de IL-18 e IL-12, sugerindo
seu papel na promogao da resposta imune inata e mediada por células T. Ja em leitdes
desmamados, Lee et al. (2021) verificaram que a inclusdo de um produto de parede
celular de levedura na dieta resultou em aumento das vilosidades intestinais,
diminui¢cao das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1 € maior expressao de genes
ileais de INF-y e IL-6.

Em tilapias do Nilo, a suplementacdao de niveis crescentes de B-glucanos e

MOS foi responsavel por promover maior crescimento corporal e respostas imunes
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mais eficientes, marcadas por aumento da atividade fagocitica e reducédo da
concentragado sanguinea de citocinas pro-inflamatdrias, com efeito dose-dependente
(Abu-Elala et al., 2018).

Foi observado em frangos de corte que a suplementagao de um produto a base
de parede celular de levedura resultou em aumento das vilosidades intestinais, da
densidade de células caliciformes e de enzimas digestivas, além de diminuir a
expressao de citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-12 e 1L-18 (McCaffrey et al., 2021).

Em estudo realizado com caes adultos e idosos, Kroll et al. (2020) testaram
uma suplementacado de fragdes ativas de manano-proteinas derivadas de parede
celular de levedura, comparada a um controle, e obtiveram como resultado uma
tendéncia a maior atividade fagocitica nos animais suplementados, mas n&o
encontraram diferengas na concentracao fecal de IgA.

O estudo de Theodoro et al. (2019), que comparou uma preparagao de parede
celular de levedura soluvel a uma parede celular de levedura convencional e uma dieta
controle, chegou a resultados promissores em caes, nos quais a preparagao soluvel
refletiu em alteragdes no metabolismo da microbiota, com aumento da producao de
butirato e putrescina e reducédo da resposta inflamatéria pela diminuicao dos niveis
sanguineos de IL-6, enquanto a preparagdo convencional gerou uma resposta
diferente, evidenciada por maior atividade fagocitica de neutréfilos e mondcitos,
levando a concluir que ambas as preparagdes interagem com a microbiota e geram
efeitos biolégicos na espécie.

A utilizacdo destes extratos na alimentagao de gatos € mais restrita. Resultados
para a espécie sao escassos e sao citados a seguir. Um estudo in vitro, utilizando
fezes de gatos como indculo, testou produtos de parede celular de levedura obtidos a
partir de trés diferentes processos fermentativos (alcodlico, cervejeiro e panificador) e
obteve como resultado que o substrato alcodlico apresentou a maior taxa de
fermentacao, afetando todos os AGCC, ja o substrato cervejeiro apresentou maior
producao de acetato e butirato, enquanto o substrato de panificagao apresentou maior
producdo de valerato, iso-butirato e iso-valerato, produtos finais menos desejaveis.
Como concluséo, o substrato cervejeiro aparentou ser mais adequado como prebidtico
para a espécie felina, por conta da alta fermentabilidade e produtos de fermentagao

mais desejaveis (Calabro et al., 2020).
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No estudo de Matheus et al. (2021), a inclusdo de um pds-bidtico de
Saccharomyces cerevisiae na dieta de gatos levou a aumento na producgéao de lactato,
diminuigao na producao de acido iso-valérico e reducio da populacao de Clostridium
perfringes nas fezes, porém n&o observaram diferencas nos parametros imunolégicos
avaliados, em comparacao a uma dieta controle.

Ja em um estudo que utilizou dietas com niveis crescentes de um extrato seco
de parede celular de levedura demonstraram reducgao linear de Clostridium perfringes,
reducdo quadratica de E. coli e aumento linear de Bifidobacterium spp e Lactobacillus
spp., além de aumento linear nas quantidades de butirato, valerato, aminas
biogénicas, putrescina, cadaverina e histamina nas fezes de gatos (Santos et al.,
2018).

Portanto, estudos a respeito das fungdes imunes associadas a suplementacao
de extratos da parede celular de levedura ainda s&o relativamente novos e pouco
explorados em animais de companhia, principalmente em gatos. Resultados acerca
da composigao da microbiota intestinal e de seus produtos de fermentagdo geram
conhecimentos a nivel local, porém s&o necessarias mais pesquisas que relacionem
estes achados a alteragcbes na saude geral dos animais, que promovam impacto na

longevidade e qualidade de vida.
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RESUMO

O presente estudo visou avaliar os efeitos da suplementacdo de um extrato de parede
celular de levedura, que possui alta porcentagem de mananoligossacarideos soluveis,
na dieta de gatos adultos saudaveis. Uma formulacdo padrdo foi empregada,
desdobrada em quatro tratamentos, com as inclusées de 0%, 0.2%, 0.4% e 0.8% do
devido extrato. Foram utilizados 32 gatos, com 8 repeticdes por tratamento, em
delineamento em blocos casualizados. Cada bloco teve duragao de 45 dias (15 dias
de washout + 30 dias experimentais), sendo avaliados no inicio e final do periodo
experimental os seguintes parametros imunoldgicos: concentracdo sérica de 19
citocinas, concentracdo de imunoglobulina A (IgA) nas fezes e capacidade fagocitica
de neutréfilos e mondcitos. Adicionalmente, apos 15 dias de adaptacdo as dietas,
foram avaliados a digestibilidade aparente dos nutrientes e, ao final do periodo
experimental, a producéo e qualidade das fezes, produtos de fermentacéo microbiana
(acidos graxos de cadeia curta e ramificada, lactato, amonia), pH fecal e a composicéo
da microbiota fecal. Todos os parametros foram submetidos a andlise de variancia,
sendo que os parametros imunologicos foram analisados utilizando o tempo zero
como covariavel. Diferencas observadas no teste F foram submetidas a analise por
contrastes polinomiais. Nao foram observadas diferencas na ingestao e no coeficiente
de digestibilidade aparente dos nutrientes (P>0.05). A umidade das fezes e o escore
de condicao fecal ndo diferiu entre os tratamentos (P>0.05), mas o pH apresentou
aumento quadratico (P<0.05), com pico na dieta 0.4%. O lactato nao diferiu entre os
tratamentos (P>0.05), mas o valor mais baixo foi observado na dieta 0.4%. Entre as
citocinas, IL-18 e PDGF-BB apresentaram tendéncia (P<0.1) quadratica, com menor
valor na dieta 0.2%. A partir dos resultados parciais, conclui-se que o produto € seguro
para gatos nas inclusdes testadas, porém seus efeitos sobre a saude intestinal e geral
nao estdo bem esclarecidos. Novos resultados podem auxiliar a entender sua atuagéo
sobre a espécie, porém existe a possibilidade de que a dose necessaria para gerar

efeitos em gatos seja mais alta do que as testadas neste estudo.

Palavras-chave: imunidade, levedura, microbiota
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1. INTRODUCAO

A inter-relagéo entre nutricdo e imunidade € um dos pontos chave na nutricao
moderna, e esclarecer os mecanismos de acdo de novos ingredientes € importante
para aplicacao pratica e promoc¢ao de maior qualidade de vida e longevidade a cées
e gatos (Saad et al., 2015). O intestino € considerado a primeira linha de defesa do
organismo ao meio ambiente e integra interagbes complexas entre dieta, patdbgenos
externos e processos imunoldgicos e ndo imunolégicos locais. E essencial que
respostas imunes protetoras sejam feitas a patdbgenos potenciais, a0 mesmo tempo
gue reacdes de hipersensibilidade a antigenos dietéticos sejam minimizadas (Schley
e Field, 2002).

A microbiota intestinal € capaz de fermentar substratos dietéticos ndo digeridos
pelo hospedeiro e, a partir disto, proporciona suporte nutricional para colondcitos, atua
como barreira de defesa contra patdégenos invasores, auxilia na digestdo e
desempenha papel no desenvolvimento do sistema imunolégico. Como resultado do
processo fermentativo, tem-se a producao de acidos graxos de cadeia curta, como
acetato, propionato e butirato. Tal producéo colabora para impedir o crescimento de
patégenos entéricos devido a acidificacdo do pH intestinal, mantendo, assim, a
microbiota saudavel (Suchodolski, 2011). Além disso, o butirato tem ac¢ées fisioldégicas
importantes regulando o desenvolvimento, barreira fisica e estrutura da mucosa
intestinal (Theodoro et al., 2019).

Ocorre efeito simbidtico entre hospedeiro e microbiota benéfica, pois o primeiro
fornece um ambiente rico em nutrientes e o segundo desempenha fun¢des e produz
metabdlitos, que de outra forma seriam limitados ou inacessiveis ao hospedeiro
(Honneffer et al., 2017). Por conta disso, nos ultimos tempos, o interesse em avaliar o
impacto da microbiota intestinal na satde canina e felina vem crescendo (Alessandri
et al., 2020).

Dentre as substancias dietéticas empregadas para promover saude, destacam-
se 0s prebidticos. Estes podem ser definidos como substratos que sao seletivamente
fermentados pelos microrganismos do trato gastrointestinal do hospedeiro, conferindo
beneficios a saude do mesmo (Gibson et al., 2017). Tais produtos sao conhecidos por

modular positivamente a microbiota do coélon e inibir a multiplicacdo de
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microrganismos patogénicos (Saad, 2006). Os prebioticos mais estudados para seres
humanos e animais séo da classe dos carboidratos, chamados oligossacarideos nao
digeriveis, como os fruto-oligossacarideos (FOS), galacto-oligossacarideos (GOS),
mananoligossacarideos (MOS) e xilo-oligossacarideos (XOS) (Gibson et al., 2017).

Neste contexto, leveduras e seus extratos vém sendo cada vez mais
explorados. A parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae é formada
principalmente por mananoligossacarideos (MOS), B-1,3-glucanas, B-1,6-glucanas,
complexos de glicoproteinas e, em menor quantidade, por quitina (Fathima et al.,
2023).

Os MOS e B-glucanos sdo largamente estudados em animais de producao e
sédo conhecidos pela sua capacidade de modular o sistema imune, a populacao de
bactérias e arquitetura do trato gastrointestinal (Lee et al., 2021; Perricone et al.,
2022). Porém estudos a respeito das func¢des imunes associadas a suplementacéo de
extratos da parede celular de levedura ainda séo relativamente novos e pouco
explorados em animais de companhia, principalmente em gatos.

ApOs pesquisas, um novo produto comercial a base de parede celular de
leveduras foi desenvolvido, o qual apresenta processo de producdo para maior
solubilizacdo da camada de MOS, com reducdo do tamanho das particulas e maior
exposicao do contetdo de glucanas. Tal produto ja foi testado em caes e apresentou
efeitos prebidticos e imunomoduladores (Theodoro et al., 2019). Por conta disso,
espera-se que ele seja fermentado pela microbiota intestinal dos gatos, alterando sua
composicdo e produtos de fermentacdo e, consequentemente, modifique aspectos
inflamatorios e imunolégicos do hospedeiro. Por conta disso, o presente estudo
avaliou os efeitos do uso deste extrato, em dieta seca extrusada, nas inclusdes de
0%, 0,2%, 0,4% e 0,8%, sobre a digestibilidade aparente dos nutrientes, microbiota
fecal, produtos de fermentacdo microbiana, IgA nas fezes, citocinas sanguineas e

fagocitose de neutrofilos e mondcitos de gatos adultos.
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2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais seguiram os principios éticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e passaram por
autorizagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (n° 3074/22) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal.

Delineamento experimental, animais e manejo

Foram utilizados 32 gatos adultos, com idade de 4.69 + 1.87 anos, pesando
4.09 £ 0.79 kg, sendo 15 fémeas e 17 machos, sem raga definida, saudaveis,

vacinados e vermifugados, provenientes do laboratério em que foi realizado o estudo.

O experimento seguiu delineamento em blocos casualizados, com dois blocos
de 16 unidades experimentais (gatos), quatro tratamentos (ragdes) e quatro animais
por racdo em cada bloco, totalizando oito repeticbes por tratamento. Cada bloco do
estudo teve duragao de 45 dias, com os gatos alimentados nos 15 dias iniciais com
dieta controle (sem prebidtico), denominado periodo de washout, seguidos de 30 dias

de periodo experimental.

O periodo experimental compreendeu 15 dias de adaptagcdo ao consumo da
dieta experimental, fornecida de forma randomizada para os animais, seguidos de
sete dias de coleta total de fezes para anélise de digestibilidade aparente dos
nutrientes. Posteriormente, amostras de fezes frescas foram coletadas, por trés dias
consecutivos, para analise de microbiota intestinal, produtos de fermentacao
microbiana e determinagéo de imunoglobulina A nas fezes. Para avaliagao do sistema
imunoldgico, coleta de sangue para determinagao das citocinas sanguineas de agao
inflamatéria e ensaio de fagocitose de neutréfilos e mondécitos foram realizados no
inicio (dia 0) e ao final (dia 30) do periodo experimental, incluindo na avaliag&o inicial

a coleta de IgA nas fezes frescas.

Durante o washout, os gatos foram alimentados a vontade com a dieta controle
em gatil coletivo. No periodo do estudo, os gatos permaneceram das 16:00h as 08:00h

do dia seguinte alojados individualmente em gaiolas metabdlicas de ago inox, com
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dimensdes de 0,8m x 0,8m x 1,0m, equipadas com aparato para coleta separada de
fezes e urina. Das 8:00h as 16:00h os gatos eram soltos em gatil coletivo de 50 m2
para a pratica de exercicio e socializagao, exceto durante o periodo de coleta total de
fezes e urina, em que 0s animais permaneceram restritos as gaiolas metabdlicas. A
agua foi disponibilizada ad libitum e a alimentagao era realizada no momento em que
0s animais estavam nas gaiolas individuais. As sobras de ragcao eram recolhidas na
manha seguinte (08:00h) e o consumo registrado. A energia metabolizavel das dietas
foi estimada pela sua composi¢cdo quimica e a porcéo individual de cada animal foi
determinada por 80kcal/PC%%7/dia (FEDIAF, 2021). Os animais foram pesados
semanalmente e a quantidade de alimento foi ajustada, se necessario, para que

mantivessem peso constante.

Ingrediente teste e dietas experimentais

O ingrediente teste utilizado foi um extrato obtido pela purificagdo industrial de
cepa especifica da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (Biorigin, Lengdis
Paulista, Sdo Paulo, Brasil), que apresenta indice de solubilidade em agua de 42%.
Principalmente os mananoligossacarideos (MOS) sao solubilizados durante o

processo, resultando em 22.4% de MOS soluveis (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas do extrato de Parede Celular de Saccharomyces cerevisiae
utilizado.

Composicao PCLS?
Densidade (g/L) 515
Umidade (g/100g) 5.0
Proteina (g/1009) 24.8
Cinzas (g/100g) 4.9
Mananas (g/100g) 22.4
Glucanas (g/100g) 24.0
indice de solubilidade em agua® (%) 42.6

'‘Determinado no laboratério da Biorigin (Lengdis Paulista, Brasil) de acordo com Anderson (1982).

2Parede Celular de Levedura Soluvel
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Foi empregada uma formulagdo padrdao, completa e balanceada, de acordo
com as recomendacdes da FEDIAF (2021), a base de milho, arroz, farinha de visceras
de frango, proteina isolada de suino, gordura de aves e fibra de cana-de-agucar. A
fibra de cana-de-agucar foi utilizada como fonte de fibra dietética devido a sua baixa
fermentacao intestinal, evitando produgao expressiva de acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e nao influenciando na avaliagdo do produto prebidtico utilizado no

estudo.

As dietas experimentais foram obtidas pela inclusdo do extrato de Parede
Celular de Levedura Soluvel (PCLS), nas quantidades definidas, totalizando quatro
tratamentos: CO — dieta controle (sem prebidtico); 0.2% — inclusédo de 0,2% de PCLS;
0.4% — inclusdo de 0,4% de PCLS; 0.8% — inclusao de 0,8% de PCLS. O ingrediente
teste foi adicionado a dieta em substituicdo ao milho, os demais ingredientes

permaneceram inalterados (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo de ingredientes das dietas experimentais para gatos com

diferentes inclusées de Parede Celular de Levedura Soluvel (PCLS).

Adicao de PCLS"

Composigao (g/kg) co 0.2% 0.4% 0.8%
Farinha de visceras de frango 415.5 415.5 415.5 415.5
Arroz quirera 220.0 220.0 220.0 220.0
Milho grao 155.5 153.5 151.5 147.5
Farinha de gluten de milho 60 80.0 80.0 80.0 80.0
Gordura de aves 61.7 61.7 61.7 61.7
Fibra de cana 25.0 25.0 25.0 25.0
Palatabilizante p6? 20.0 20.0 20.0 20.0
Cloreto de potassio 5.9 5.9 5.9 5.9
Cloreto de colina 5.3 5.3 5.3 5.3
Sal comum 5.0 5.0 5.0 5.0
Taurina 1.5 1.5 1.5 1.5

Antifungico?® 1.0 1.0 1.0 1.0
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Premix vitaminico e mineral* 3.0 3.0 3.0 3.0
Antioxidante® 0.5 0.5 0.5 0.5
Parede Celular de Levedura 0.0 2.0 4.0 8.0

'CO, dieta controle sem adigao de parede celular de levedura; 0.2% de parede celular de levedura
soluvel; 0.4% de parede celular de levedura soluvel; 0.8% de parede celular de levedura soltvel.

211P, Symrise Pet Food

3Fylax, Selko

“PetMeal, MCassab

SANTIOX-AV (220g/kg BHA, 210g/kg BHT), AllTech

Digestibilidade Aparente de nutrientes

Foi empregado o método de coleta total de fezes e calculadas a digestibilidade
aparente da matéria seca, matéria organica, proteina, gordura, amido, fibra dietética
total dos alimentos, segundo protocolo e procedimentos de calculo descritos pela
FEDIAF (2021). As dietas foram oferecidas por um periodo de adaptacao de 15 dias,
seguidos de sete dias de coleta, para obter um conjunto de fezes total de cada animal.
As fezes foram recolhidas ao longo do dia, pesadas e acondicionadas em freezer (-
15°C). Apo6s o término do periodo de coleta, as fezes foram descongeladas a
temperatura ambiente e homogeneizadas formando uma unica amostra por gato, e
secas em estufa de ventilagao forcada (320-SE, FANEM, Sao Paulo, Brasil) a 55°C
por 72 horas. Fezes pré-secas e dietas experimentais foram moidas em moinho tipo
faca (MOD 340, ART LAB, Sao Paulo, Brasil) com peneira de 0,8mm tamanho para
analise laboratorial. O conteudo de energia bruta (EB) das dietas e amostras fecais foi
determinado usando calorimetro de bomba (IKA C2000 Basic, IKA-Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Alemanha). A matéria seca (MS) foi determinada por secagem da
amostra em estufa a 105°C (método 934.01), cinzas por incineragdo em mufla (método
942.05), proteina bruta usando determinagao de nitrogénio/proteina LECO (FP-528,
LECO Corporation, Saint Joseph, EUA; método 990.03), a gordura total foi avaliada
usando o ensaio de gordura hidrolisada com acido (método 954.02), e a matéria
organica (MO) foi calculada como MS menos cinzas. A quantidade de amido das
ragoes e fezes foi determinada de acordo com Hendrix (1993) e Miller (1959). A Fibra

Dietética Total (FDT) foi determinada utilizando um kit comercial (TDF100A; Sigma
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Aldrich, EUA). Todas as amostras foram analisadas em duplicata, e as analises foram

repetidas quando a variagao entre as réplicas foi superior a 5%.

Produtos de fermentacao microbiana nas fezes e pH fecal

Foi avaliada a producgéo e caracteristicas das fezes frescas, incluindo producgéao
de fezes por animal/dia, teor de umidade das fezes, escore de fezes, pH das fezes e
os seguintes produtos de fermentagdo microbiana: acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e ramificada (AGCR), aménia, acido latico e aminas biogénicas. A coleta das
fezes frescas foi realizada apds 30 dias de consumo das dietas, durante trés dias
consecutivos, formando um pool de amostras dos trés dias. O escore fecal foi
determinado pelo seguinte sistema: 0 = liquido aquoso que pode ser derramado; 1 =
macio, nao formado; 2 = fezes moles e malformadas que assumem a forma de seu
recipiente; 3 = fezes moles, formadas e umidas que mantém sua forma; 4 = fezes bem
formadas e consistentes que ndo aderem ao chao; e 5 = pellets duros e secos, que
sdo massas pequenas e duras (Carciofi et al., 2008). Em cada dia da coleta foram
separados 10 gramas de fezes frescas para analise de acidos graxos volateis e
amonia, 3 gramas para acido latico, 2 gramas para pH e 2 gramas para aminas
biogénicas. Apds a separacdo e pesagem das fezes para as analises, todas as
amostras foram congeladas em freezer a -20°C. O pH das fezes foi avaliado pela
diluicdo em 6 mililitros de agua mili-Q e medi¢cado por pH-metro de precisdo (DM20,
Digicrom Analitica Ltda, S&o Paulo, Brasil), apresentando como resultado a média
aritmética dos trés dias de coleta. Para a analise dos acidos graxos volateis e amonia,
as amostras de cada dia foram descongeladas e homogeneizadas em 30 mililitros de
acido formico 4,2 N cada, apoés isso foram centrifugadas quatro vezes a 4500 x g e
5°C por 15 minutos para coleta do sobrenadante, que foi identificado e armazenado
em freezer a -20°C para analise posterior da amoénia, conforme descrito por Vieira
(1980). Para a analise dos acidos graxos de cadeia curta foi conduzida uma quinta
centrifugagdo do extrato, por 1 hora a 20000 x g e 5°C, armazenando-se 0
sobrenadante a -20°C para analise através de cromatografia gasosa (Finningan,
modelo 9001, Finningan Corporation, San Jose, EUA), de acordo com Erwin et al.
(1961). Para a determinacdo de acido latico, as amostras de cada dia foram
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homogeneizadas com nove mililitros de agua destilada. A leitura de acido latico foi
realizada de acordo com Pryce (1969),em espectrofotometro (QUICK — Lab, DRAKE,
Sé&o José do Rio Preto, S&o Paulo, Brasil). Para as concentragdes fecais de aminas
biogénicas, o pool de fezes foi descongelado, homogeneizado e adicionados a 7 mL
de uma solugéo de acido tricloroacético a 5% e centrifugados a 10.000 x g por 20 min
a 5°C. Em seguida, os sobrenadantes foram filtrados e reunidos. O volume final obtido
foi registrado e congelado. As concentragdes de aminas biogénicas no sobrenadante
foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - modelo LC-

10AD; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).

Microbiota intestinal

Para analise de microbiota foram recolhidas amostras de fezes durante trés
dias consecutivos no final do periodo experimental (dia 30) em tubos criogénicos
estéreis. Apos a coleta, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C para
posterior analise. A microbiota fecal foi avaliada através da extracdo de DNA das
amostras utilizando um kit de isolamento de DNA (MoBio PowerSoil, MoBio
Laboratories), seguindo as instrugdes do fabricante. O sequenciamento Illumina da
regiao V4 dos genes 16S rRNA bacterianos foi realizado utilizando os primers 515F
(5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") e 806R (5'-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3").
Resumidamente, a reagdo de PCR foi realizada em um unico passo com 30 ciclos
PCR usando o kit HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen). Seguindo o protocolo do DNA
TruSeq da lllumina, sera preparada uma biblioteca de DNA e o sequenciamento sera
realizado no lllumina MiSeq, de acordo com as diretrizes do fabricante. Os resultados
foram analisados e realizado o indice de Disbiose pelo Gastrointestinal Laboratory (Gl
Lab) da Escola de Medicina Veterinaria e Ciéncias Biomédicas da Universidade Texas
A&M.

Determinacgdo de citocinas no soro sanguineo

Para a analise das citocinas sanguineas, nos dias zero e 30 do periodo

experimental, foram coletadas amostras de sangue da veia cefalica (1 mL) e
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armazenadas em tubos sem anticoagulante. Em seguida, as amostras passaram por
centrifugacéo a 3.500 x g por 10 minutos e o soro foi congelado a -80°C até a analise.
A dosagem foi estimada utilizando um kit Luminex especifico para gatos
(FCYTOMAG-20K-PMX, Merck Millipore), de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

Ensaio de fagocitose de neutréfilos e mondcitos

Para analise de fagocitose foram coletadas amostras de sangue da veia
cefalica (0,5 mL) nos dias zero e 30 do periodo experimental, as quais foram
armazenadas em tubos heparinizados. Posteriormente, 100 yL de cada amostra foi
incubada com 20 yL do reagente fornecido pelo kit comercial “pHrodo Red E. Coli
BioParticles Phagocytosis Kit for Flow Cytometry” (Thermo Fisher Scientific). Para
cada amostra de sangue, dois tubos foram preparados com o reagente, um
acondicionado em gelo e o outro mantido em banho-maria a 37°C durante 15 minutos.
Logo apds, as amostras foram lisadas, centrifugadas e lavadas, de acordo com as
especificagdes do fabricante. Duas amostras de controle negativo também foram
processadas da mesma forma em cada dia de coleta, mas ambos os tubos sem a
presenga de bioparticulas. As amostras foram analisadas por citbmetro de fluxo e os
resultados mostrados em porcentagem do sinal de fluorescéncia dentro da populagao

desejada de neutrdéfilos e mondcitos.

Imunoglobulina A nas fezes

Para sua mensuracgao, fezes frescas foram coletadas por trés dias consecutivos
no inicio e no final do periodo experimental (dias zero e 30) em tubos criogénicos nao
estéreis, os quais foram armazenados em freezer a -80°C para posterior avaliagéo.
Um litro de tampéao de extracéo foi produzido com 900 mililitros de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS), 100 ug de inibidor de tripsina de soja (Sigma, EUA),
100 mililitros de solugédo de 50mM-EDTA (ThermoFisher, EUA) e 1% de albumina
sérica bovina (Tocris Bioscience, Reino Unido). Para a extragao de IgA, 0,5 gramas

de fezes foram homogeneizadas com 1,5 mililitros do tamp&o de extragdo. Apos isso,
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foi adicionado 12,5 pL de Fluoreto de fenilmetanosulfonil (350mg/L; Sigma, EUA) em
cada tubo e centrifugado a 1000 x g por 10 minutos a 5°C. O sobrenadante foi coletado
cuidadosamente e armazenado a -20°C para posterior analise utilizando um kit ELISA
para mensuracao de IgA felina (E-20A; Immunology Consultants Laboratory, EUA), de

acordo com as recomendacoes do fabricante.

Analises estatisticas

Os parémetros imunologicos foram submetidos a analise de variancia utilizando
o tempo zero (valor basal) como covariavel. Diferengas observadas no teste F foram
submetidas a analise por contrastes polinomiais. Os demais dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e submetidas a analise por contrastes polinomiais
quando diferencas foram observadas no teste F. Variaveis distribuidas de forma nao

paramétrica foram comparadas usando o teste de Kruskal-Wallis (P<0.05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao quimica das dietas foi adequada para gatos adultos e os
tratamentos apresentaram composi¢des semelhantes, conforme planejado (Tabela 3).
Em geral, as dietas foram bem aceitas pelos animais, os quais mantiveram peso
constante e consumo acima de 70% do ofertado.

Houve apenas trés episddios de vomito durante todo o periodo experimental,
sendo dois na dieta CO e um na dieta 0.2%, todos ocorreram em animais diferentes e
nao tiveram recorréncia. Em dois deles havia presenga de bolas de pelos (dieta CO)
e um deles com aspecto de alimento ndo digerido (dieta 0.2%). Tais acontecimentos
podem estar ligados as bolas de pelos e a estresse no momento de isolamento na
gaiola, pois eram animais saudaveis ao exame fisico, exames complementares e
recentemente vermifugados e vacinados. Um animal apresentou fezes amolecidas
durante todo o periodo, em dois diferentes blocos, nas dietas 0.2% e 0.8%,
apresentando escore de condigao fecal entre 2 e 3, fato que também pode estar ligado
ao estresse no momento de isolamento na gaiola, pois era saudavel ao exame fisico,

exames complementares e recentemente vermifugado e vacinado.
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O peso médio dos animais € o consumo de matéria seca, matéria organica e
proteina bruta referente a todo o periodo experimental nao diferiu entre os tratamentos
(P>0.05). Além disso, a partir das analises de digestibilidade aparente dos nutrientes,
obteve-se os Coeficientes de Digestibilidade Aparente (CDA) da matéria seca, matéria
organica, proteina bruta, amido e energia bruta, os quais nao diferiram entre as dietas
(P>0.05) e se apresentaram em niveis adequados (Tabela 4). Tais resultados séo
esperados, levando em conta que as dietas seguiram formulagdo e processamento
proximos e a quantidade adicionada de Parede Celular de Levedura Soluvel foi baixa
(menor que 1% em todas as dietas), nao sendo suficiente para alterar a digestibilidade
dos outros nutrientes. Tais dados corroboram com os resultados encontrados por
Matheus et al. (2021) em estudo utilizando inclusdes entre 0.3% e 0.6% de um poés-
bidtico de Saccharomyces cerevisiae, no qual os CDA da matéria seca, matéria
organica, proteina bruta, amido e energia bruta n&o diferiram entre os tratamentos. O
indice de gelatinizagcdo do amido das dietas foi alto, com valores em torno de 97%,

resultado dentro do esperado.

Tabela 3. Composi¢cdo quimica analisada e indice de gelatinizagdo do amido das
dietas experimentais com diferentes inclusdes de Parede Celular de Levedura Soluvel

(PCLS). Valores sobre a matéria seca.

Adicao de PCLS"

Item

co 0.2% 0.4% 0.8%
Composicao quimica (g/kg)
Matéria seca 961.7 967.1 963.5 964.3
Cinzas 91.3 94.0 92.4 89.0
Extrato etéreo hidrélise acida* 145.6 144.8 145.3 145.2
Proteina bruta 362.6 373.1 373.6 380.0
Fibra alimentar* 58.6 58.3 58.5 58.4
Amido 265.4 258.5 256.3 2521
Ca* 15.2 15.2 15.2 15.2
P* 11.0 11.0 11.0 11.0

indice de gelatinizacdo do amido  0.972 0.976 0.967 0.963
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'CO, dieta controle sem adi¢do de parede celular de levedura; 0.2% de parede celular de levedura
soluvel; 0.4% de parede celular de levedura soluvel; 0.8% de parede celular de levedura soluvel.

*Valores estimados através da formulagao utilizada.

Tabela 4. Peso corporal, ingestao de nutrientes sobre a matéria seca e Coeficientes
de Digestibilidade Aparente dos Nutrientes das dietas experimentais para gatos com

diferentes inclusdes de Parede Celular de Levedura Soluvel.

Adicao de PCLS"

Item EPM? P valor
co 0.2% 0.4% 0.8%

Peso Corporal (kg) 4.2 4.0 4.1 4.1 0.14 0.967
Consumo (g/PC%%7/dia)

Matéria seca 18.5 18.8 18.1 19.0 0.28 0.665

Matéria organica 16.8 17.1 16.4 17.3 0.25 0.637

Proteina bruta 6.7 7.0 6.8 7.2 0.11 0.311
CDA

Matéria seca 0.826 0.811 0.818 0.825 0.33 0.351

Matéria organica 0.876 0.864 0.872 0.874 0.24 0.323

Amido 0.999 0.998 0.999 0.999 0.01 0.724

Proteina bruta 0.884 0.872 0.886 0.884 0.26 0.191

Energia bruta 0.881 0.869 0.878 0.876 0.23 0.351

'CO, dieta controle sem adigdo de parede celular de levedura; 0.2% de parede celular de levedura
soluvel; 0.4% de parede celular de levedura soluvel; 0.8% de parede celular de levedura soluvel.

2Erro Padréao da Média (n=8 gatos por dieta)

As caracteristicas das fezes frescas foram proximas entre os tratamentos. Nao
houve diferengca na Umidade e Escore de Condi¢cdo Fecal (ECF) entre as dietas
(P>0.05), ja os valores de pH apresentaram efeito quadratico (P<0.05), sendo o maior
valor observado na dieta 0.4%, mas todos dentro do esperado para a espécie. Dentre
os produtos de fermentacao das fezes, o lactato néo diferiu entre as dietas (P>0.05),
porém apresentou menor valor na dieta 0.4%, o que pode ajudar a explicar o valor de

pH mais alto observado neste tratamento, pois o lactato € um dos produtos que
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acidifica as fezes (Tabela 5). Além disso, os niveis de lactato corroboram com os
observados por Santos et al. (2018), que também nao observaram diferenca
significativa ao testarem niveis crescentes de parede de celular de levedura na dieta

de gatos.

Tabela 5. Caracteristicas das fezes e concentracédo de produtos de fermentagéo nas
fezes de gatos alimentados com diferentes inclusdes de Parede Celular de Levedura
Soluvel.

Adigcao de PCLS" P Contraste?®
Item EPM?
CO 0.2% 0.4% 0.8% valor Linear Quadratico

Fezes
Umidade 557 579 522 569 1.07 0.258 4 -
(9/kg)
Escore 40 3.8 4.0 3.9 0.07 0.654 - -
pH 6.8 6.7 6.9 6.7 0.03 0.002 0.751 0.007
Produtos de fermentagcdo (mMol/kg MS fezes)
Lactato 55 55 4.4 5.1 0.22 0.119 - -

'CO, dieta controle sem adigdo de parede celular de levedura; 0.2% de parede celular de levedura
soluvel; 0.4% de parede celular de levedura soluvel; 0.8% de parede celular de levedura soluvel.

2Erro Padréao da Média (n=8 gatos por dieta).
3Efeito linear ou quadratico das diferentes inclusées de Parede Celular de Levedura Soluvel.

4Médias ndo diferem estatisticamente.

Em relacédo aos resultados observados para as citocinas sanguineas, das 19
avaliadas, duas apresentaram uma tendéncia (P<0.10) a diferir entre os tratamentos,
a interleucina-18 (IL-18) e o fator de crescimento derivado de plaquetas BB (PDGF-
BB), ambas com comportamento quadratico e valor mais baixo no tratamento 0.2%
(Tabela 6). Tais citocinas sao descritas como pré-inflamatdrias, tanto para humanos,

quanto para animais (Dinarello, 1999; Parys et al., 2018).
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Tabela 6. Concentracdes de citocinas no soro de gatos alimentados com diferentes

inclusoes de Parede Celular de Levedura Soluvel.

Citocinas Adicao de PCLS' Contraste?®
(pg/ml) Cco 0.2% 04% 0.8% EPM® P valor Linear Quad.
IL-6 1270.4 851.3 1234.3 1109.5 132.35 0.506 - -
IL-8 1194 834 1147 1103 1125 0.524 4 -
KC 2.5 14.8 18.1 4.5 5.35 0.262 - -
SCF-1 499.6 2629 5671 200.6 158.95 0.625 - -
TNF-a 373.8 2588 3611 338.8 37.70 0.472 - -
IL-18 1641.2 819.1 1231.0 9574 183.78 0.095 0.174 0.033
MCP-1 3404.1 2549.0 3262.4 3079.8 260.82 0.505 - -
SCF 9549 6515 8842 886.6 100.34 0.475 - -
RANTES 66.8 57.4 65.8 86.4 8.21 0.562 - -
Faz 86.0 29.4 14.9 322 16.31 0.392 - -
Fit-3L 2052 2558 2876 2835 12.10 0.655 - -
GM-CSF 63.1 43.6 94.7 66.3 12.63 0.662 - -
INF- vy 537.9 2201 617.0 691.0 141.65 0.357 - -
IL-1B 2245 1478 2128 2064 2277 041 - -
IL-2 2909 1985 278.7 2448 36.00 0.426 - -
PDGF-BB 2823.8 1923.7 2827.6 30054 52193 0.057 0.109 0.030
IL-12(p40) 401.1 3009 3895 386.1 2940 0.620 - -
IL-13 1040 915 929 1240 7.29 0.321 - -
IL-4 3139.9 2305.0 3062.5 2982.6 281.80 0.547 - -

'CO, dieta controle sem adigdo de parede celular de levedura; 0.2% de parede celular de levedura
soluvel; 0.4% de parede celular de levedura soluvel; 0.8% de parede celular de levedura soluvel.

2Erro Padréo da Média (n=8 gatos por dieta).

3Efeito linear ou quadratico das diferentes inclusdes de Parede Celular de Levedura Soluvel.

4Médias ndo diferem estatisticamente.

A interleucina-18 foi primeiramente descrita como “Fator Indutor de IFN-y”.

Semelhante a IL-1B, a IL-18 é sintetizada primeiro como um precursor inativo e

permanece como uma citocina intracelular (Dinarello et al., 2013). A IL-18 é produzida

por células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas, incluindo mondcitos, macréfagos,
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queratinodcitos e células mesenquimais. Ela tem o potencial de induzir atividades de
células imunes inflamatodrias e citotdxicas, levando a autoimunidade. Seus niveis
elevados foram relatados no sangue de pacientes com algumas doengas relacionadas
ao sistema imunoldgico, incluindo artrite reumatdide, lupus eritematoso sistémico,
diabetes mellitus tipo |, dermatite atdpica, psoriase e doenga inflamatdria intestinal.
(Ihim et al., 2022). Ja em gatos com cistite idiopatica aguda, as concentragdes séricas
de IL-18 foram significativamente maiores do que em gatos saudaveis (Parys et al.,

2018). Tais fatos demonstram que sua inibigdo pode ser recomendada.

O PDGF-BB é um dos principais fatores de crescimento que promovem a
proliferagdo, migragéo e secregéo de fibroblastos (Liu et al., 2022). Em particular, o
PDGF-BB ganhou destaque em diversas aplicagbes ortopédicas devido a sua
capacidade de reparo tecidual (Cai et al., 2023). Foi demonstrado que o PDGF-BB
aumenta a osteogénese das células tronco mesenquimais com um efeito dependente
da dose (Liu et al., 2022), além do potencial de agdo para promover a cicatrizagéo
rapida e eficaz de feridas (Zhang et al., 2021). A partir disto, sua ativagado pode ser

desejada.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados parciais observados, pode-se concluir que o produto é
seguro para gatos nas inclusdes testadas, pois ndo foram observados efeitos
deletérios nos parametros avaliados. Seus efeitos sobre a saude intestinal e geral nao
foram bem esclarecidos, porém o presente estudo avaliou parametros de animais
saudaveis, sem promover desafio imunoldgico aos mesmos, fato que pode dificultar a
analise das respostas imunes. Os resultados de outras analises podem auxiliar na
compreensao dos efeitos do produto, porém existe a possibilidade de que a dose
necessaria para gerar efeitos em gatos seja mais alta do que as testadas neste estudo,
levando a necessidade de maiores ensaios com a espécie, utilizando novas dosagens

e testando desafios imunoldgicos.
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