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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os coeficientes de digestibilidade aparente,
as caracteristicas fecais, modulacdo da microbiota e pardmetros imunolégicos de gatos
alimentados com dietas com a inclusdo de frutoligossacarideo (FOS),
galactoligossacarideo (GOS) e inulina. Foram formuladas seis dietas: 1 - controle
negativo (CN), sem inclusdo de prebioticos; 2 e 3 — CN com a incluséo de 0,8% de FOS
(foram utilizados dois FOS, denominados FOS;: e FOS>, com diferentes composicdes), 4
— CN com inclus&o de 0,8% de GOS, 5 - CN com a incluséo de 0,8% de inulinae 6 — CN
com ainclusdo de 0,8% de FOS; + inulina. Cada dieta foi oferecida para seis gatos adultos
(n=6), totalizando 36 gatos, em um delineamento em blocos casualizados no tempo. Para
os produtos finais de fermentacéo intestinal, foi utilizada a analise estatistica multivariada
(MANOVA) e a analise de correlagcdes candnicas entre estes com os tratamentos. A
microbiota intestinal foi comparada por estatistica ndo-paramétrica. Nao foi observada
diferencca significativa para os tratamentos, em relacdo aos coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA). Houve efeito significativo para tratamento (p=0,02235),
em relacdo aos produtos de fermentacdo, onde os tratamentos com FOS e GOS
apresentaram aumento para formacdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e de
cadeia ramificada (AGCR). A microbiota dos animais ndo foi modificada durante o
periodo de estudo, porém, observou-se uma maior diversidade bacteriana para o
tratamento com a inclusdo do GOS. No presente estudo, pode-se concluir, que a incluséo
de prebioticos ndo alterou os CDAs, porém, aumenta a producdo de produtos finais de
fermentagdo e pode-se observar uma maior diversidade de diferentes microrganismos

para o tratamento com GOS, apresentando este prebidtico potencial de uso para a espécie.

Palavras-chaves: carboidratos nado-digeriveis, AGCC, produtos de fermentacdo,

modulacdo, microbiota intestinal, sistema imune.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the apparent digestibility coefficients, fecal
characteristics, microbiota modulation and immunological parameters of cats fed diets
with the inclusion of fructooligosaccharide (FOS), galactoligosaccharide (GOS) and
inulin. Six diets were formulated: 1 - negative control (NC), without the inclusion of
prebiotics; 2 and 3 — CN with the inclusion of 0.8% of FOS (two FOS, called FOS1 and
FOS2, with different compositions were used), 4 — CN with the inclusion of 0.8% of GOS,
5 — CN with the inclusion of of 0.8% of inulin and 6 — CN with the inclusion of 0.8% of
FOS1 + inulin. Each diet was offered to six adult cats (n=6), totaling 36 cats, in a
randomized block design. For the final products of intestinal fermentation, multivariate
statistical analysis (MANOVA) and the analysis of canonical correlations between these
and the treatments were used. The intestinal microbiota was compared by non-parametric
statistics. No significant difference was observed for the treatments in relation to the
apparent digestibility coefficients (ADC). There was a significant effect for treatment
(p=0.02235) in relation to fermentation products, where treatments with FOS and GOS
showed an increase in the formation of short-chain (SCFA) and branched-chain (AGCR)
fatty acids. The microbiota of the animals was not modified during the study period, but
a greater bacterial diversity was observed for the treatment with the inclusion of GOS. In
the present study, it can be concluded that the inclusion of prebiotics did not change the
CDAs, but it increases the production of fermentation end products and a greater diversity
of different microorganisms can be observed for the treatment with GOS, presenting this
prebiotic potential use the species.

Keywords: non-digestible carbohydrates, SCFA, fermentation products, modulation, gut

microbiota, imune system.
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INTRODUCAO

Animais de companhia, como cées e gatos, possuem uma grande importancia afetiva
aos seres humanos, com isso, é importante o desenvolvimento de produtos que beneficiam
a saude desse animal, promovendo melhor qualidade e expectativa de vida (Baffoni,
2017). A nutricdo é um dos principais meios para garantir a promocao da satde e bem-
estar dos animais. Estudos mostram que a inclusdo de alguns ingredientes nas dietas

possui efeitos benéficos para saude dos mesmos (De Godoy et al., 2013).

Com a atual expansdo do mercado pet em busca de alimentos com maior valor
agregado, melhor balanceados e & base de ingredientes de alta qualidade, o uso de
prebidticos tem sido explorado devido aos seus beneficios para a microbiota nativa dos
animais e o estimulo para a predominancia de determinados grupos de bactérias benéficas
no trato gastrointestinal (Jugan, et al., 2017). Essas bactérias apresentam vias metabolicas
dominantes que levam a formacdo de compostos benéficos a sadde intestinal e imunidade
do hospedeiro, tais como acidos graxos de cadeia curta. Os efeitos benéficos podem ser
relacionados com seu metabolismo, como os perfis de fermentagdo e produtos finais,
capacidade de producdo de vitaminas e defesa contra agentes potencialmente prejudiciais

(Deng e Swanson, 2015).

O ldmen intestinal possui um conjunto complexo e dindmico de microrganismos,
denominado microbiota intestinal (Hamer et al., 2011). A microbiota intestinal
desempenha um papel importante na fisiologia do intestino, sendo responséavel por
funcdes como metabolizacdo dos nutrientes que ndo foram absorvidos e seus metabolitos

produzidos podem auxiliar na prevencao da colonizacao por potenciais patdgenos.

Prebidticos sdo definidos como alimentos n&o-digeriveis e seletivamente
fermentados, estimulando o crescimento e atividade de grupos especificos de bactérias
gue compdem a microbiota intestinal. Esses alimentos estdo diretamente relacionados as

alteragdes no trato gastrointestinal que induzem no animal (Venter, 2007).

O principal grupo de prebidticos s@o os oligossacarideos, como frutoligossacarideos
(FOS), insulina e galactoligossacarideos (GOS). Esses oligossacarideos sdo utilizados
como substrato para as bactérias, estimulando a modulacdo da microbiota, efeitos
positivos na digestibilidade aparentes dos nutrientes e na producéo de &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC) (Schimtz & Suchodolski, 2016).
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A fermentacdo pode ter consequéncias positivas e negativas na funcionalidade
intestinal do animal e isso esta relacionado com o tipo de substrato que sera fermentado
pela microbiota. Por exemplo, sabe-se que a fermentacao de carboidratos leva & producéo
principalmente de &cidos graxos de cadeia curta, os quais favorecem o desenvolvimento
de bactérias lacticas benéficas ao intestino (Barry et al., 2010). No entanto, 0 aumento no
fluxo de residuos de aminoécidos que chegam ao intestino pode gerar compostos
potencialmente toxicos, como amonia, aminas biogénicas, acidos graxos de cadeia
ramificada, fendis e indois (Swanson et al., 2002). De modo direto, é possivel quantificar
produtos finais de fermentacdo no intestino, atravées da avaliacdo das caracteristicas fecais
dos animais. Os produtos finais de fermentacdo podem ser sinalizadores sobre a
funcionalidade intestinal.

Visando a importancia de uma dieta que ndo s6 atenda a exigéncia nutricional para
mantenca do animal,, mas que possa oferecer efeitos benéficos para a satde em geral,
objetivou-se através desse estudo a avaliacdo das caracteristicas fecais, assim como a
producdo de produtos finais de fermentacdo e a modulacdo da microbiota intestinal em
gatos alimentados com diferentes dietas com a inclusdo de prebidticos como os

frutoligossacarideos (FOS), os galactoligossacarideos (GOS) e a inulina.

REVISAO DE LITERATURA

1. PREBIOTICOS
Por definicdo prebidticos sdo alimentos ndo-digeriveis por enzimas endogenas

do hospedeiro que estimulam o crescimento de bactérias benéficas no trato
gastrointestinal (TGI) (Gibson e Roberfroid, 1995). Essa definigdo vem sido aceita por
anos, e no ano de 2016, a Associacdo Cientifica Internacional de Prebioticos e Probi6ticos
(ACIPP) definiu que prebiotico ¢ “um alimento utilizado seletivamente como substrato
pelos microrganismos do intestino do hospedeiro que conferem efeitos benéficos a saude”
(Gibson et al., 2017). A fermentacdo desse substrato resulta na modulagdo da microbiota
intestinal e formacéo de produtos finais de fermentagdo, como os &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC).
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Os prebioticos podem ser divididos em trés principais grupos polidis,
oligossacarideos e fibras (Mohanty et al., 2018). O mais comumente utilizado sdo os
oligossacarideos, como os frutoligossacarideos (FOS e inulina), os galactoligossacrideo
(GOS), entre outros como manoligossacarideos (MOS) e xilooligossacarideos (XOS) (de
Paulo et al., 2019).

De acordo com a nomenclatura IUB IUPAC, oligossacarideos sdo compostos
que possuem entre 3 a 10 moléculas de aglcar, com baixo peso molecular. Os
oligossacarideos sdo considerado carboidratos nao-digeriveis sendo 0s principais
utilizados na nutricdo séo o hidratos de carbono com uma molécula de frutose, galactose,
glicose ou xilose. Esses oligossacarideos podem ser sintetizados a partir da hidrolise
enzimaética dos polissacarideos ou da extracdo direta de vegetais (Mussatto e Mancilha,
2007).

Para um alimento ser considerado como prebiotico, € necessario que atenda
alguns pré-requisitos como: ser resistente ao pH do estdmago; ser resistente a atividade
enziméatica e ndo ser absorvido pelo TGI; servir como substrato para as bactérias
intestinais proporcionando atividade fermentativa e, por Gltimo, deve estimular o
crescimento e/ou selecdo das bactérias benéficas que atuam na producdo de compostos
que melhoram a saude do hospedeiro (Gibson et al., 2010).

Seguindo essa definicdo e os critérios mencionados, prebidticos sdo
considerados pela industria como alimentos funcionais. Com a expansdo do mercado pet,
visando um produto final com um maior valor agregado e que traga mais beneficios para
0s animais, 0 aumento de pesquisas com esses alimentos é de grande relevancia para a
entender os efeitos e quais os resultados benéficos para a satde do animal que a ingestao
dos mesmos pode proporcionar. Kanakput et al. (2011) avaliaram o efeito da inclusdo do
FOS e GOS individualmente e de forma combinada na dieta de gatos adultos e concluiram
que houve efeitos positivos para a satde intestinal desses animais. De modo semelhante,
Pinna et al. (2018) observaram que cachorros adultos suplementados com FOS tiveram
efeitos na modulagdo da microbiota e melhoria na digestibilidade dos minerais. Ainda,
Barry et al. (2010) observaram o mesmo resultado em relagdo & modulacéo da microbiota
com a adigdo de FOS na dieta para gatos.

Como os principais efeitos da ingestdo desses alimentos prebioticos, podemos
citar a modulacdo da microbiota intestinal e a producao de produtos finais de fermentagéo
(AGCC), como, por exemplo, o butirato, acetato e propionato (Gullén et al., 2010). Esses

acidos graxos estdo relacionados diretamente & mudancas no limen intestinal como
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melhorar a absorcdo de minerais, metabolismo lipidico e também favorecendo um meio
para a proliferacdo das bactérias benéficas e, assim, diminuindo a proporgéo de bactérias
patogénicas (Davila et al., 2019).

Alguns microrganismos, como Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas,
Saccharomyces, sdo responsaveis pela sintese dos carboidratos ndo-digeriveis (Mano et
al., 2017). Atualmente, as empresas visam uma producdo mais sustentavel. Assim, a
sintese desses oligossacarideos por meio dos microrganismos podem envolver diferentes
substratos como residuos agroindustrias. Como residuos do milho, outras fontes que
podem ser usadas para a sintese desses prebidticos também sdo alimentos como farelo de
trigo, farelo de arroz (de Paulo et al., 2019). Como no estudo de Nobre et al. (2018), no
qual os autores testaram a produgdo de FOS por meio da proliferagdo de Aspergillus
ibericus em meio enriquecido com sacarose produziu aproximadamente 0,64g de FOS
para cada g de sacarose.

A partir de estudos avaliando a inclusdo de prebidticos na dieta para cées e gatos,
sugere-se que a suplementacao resulta em melhoria na satde do hospedeiro, porém deve-
se atentar para a ingestdo da inclusdo de doses elevadas, pois pode causar desconforto
intestinal para o animal devido ao aumento da fermentacéo intestinal, (Barry et al., 2010).
O excesso de fermentacdo sacarolitica pode resultar em quadros de diarreias, pois seus 0s
AGCC, podem modular a absorcao de agua alterando a pressédo osmética no célon (NRC,
2006).

1.1. FRUTOLIGOSSACARIDEOS (FOS)
Os FOS, sdo classificados como frutanas, que sdo polimeros de frutose, podendo

ser naturais, derivados de plantas, como a inulina, ou sintéticos, resultante da
polimerizacdo da frutose (Gibson e Roberfroid, 1995). O FOS é altamente fermentavel
por bactérias lacticas no intestino, enquanto microrganismos gram-negativos, como
Salmonella spp. e Escherichia coli séo incapazes de fermentar esse substrato. As
bifidobactérias, presentes no intestino grosso, secretam a [-frutosidase, enzima que
hidrolisa FOS, responsavel pela liberacdo dos monémeros de frutose (Macedo et al.,
2020).

Em um estudo, avaliando a inclusdo de 2% de FOS combinado com 1% MQOS
em dietas de cées adultos, os autores observaram que houve modulagdo na microbiota e

no sistema imune, onde a combinacdo dos prebidticos aumentou as concentragdes de
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bifidobactérias e lactobacilos e havendo aumento nos niveis de neutrofilos e linfécitos
(Swanson et al., 2002). Porém, Sparkes et al. (1998) ndo observaram efeitos para o
microbioma de gatos suplementados com 0,75% de FOS, o que indica que baixos niveis
de suplementacdo desse prebidtico podem ndo ser efetivos. Outro fator relevante em
relacdo a dose administrada é que cada animal possui um ecossistema microbiano Unico,
e muitos fatores podem interferir no efeito do prebiodtico, como peso corporal, idade,
condicdo clinica (Barzegari e Saei, 2012), esse efeito foi observado por Garcia-Mazcorro
et al. (2017) de modo que, alguns animais suplementados com FOS tiveram aumento na
abundancia relativa para Lactobacillales, sugerindo alta resposta ao prebidtico porém
outros animais obtiveram altas concentracfes deste mesmo grupo mesmo com a dieta

basal.

1.2. INULINA
A inulina, é um prebidtico derivado das frutanas, muito comumente encontrada

em vegetais como cebola, aspargos, chicdria, alho (Mussato e Mancilha, 2007). A inulina
¢ degradada por enzimas originadas das bactérias como Bacillus, Clostridium,
Staphylococcus e Lactobacillus que sintetizam inulinases (Skowronek e Fiedurek, 2003).
A fermentacdo da inulina pelas bactérias no colon resulta na producdo de AGCC, sendo
o principal o butirato (Rossi et al., 2005) e lactato, assim como alguns gases (Macfarlane
and Gibson, 1997).

Assim como o FOS, a inulina, € influenciada por alguns fatores que afetam os
efeitos da suplementacéo, como por exemplo a combinacgéo da inulina com um alimento
de fonte animal ou vegetal, além das caracteristicas individuais dos animais e 0 ambiente
onde esse animal vive (Verdonk et al., 2005). Um estudo combinou 1,4% de inulina com
um dieta & base de carne crua, no qual resultou o aumento das concentracdes de AGCC
comparada com uma dieta controle (Beloshapka et al., 2012). Ressalta-se que o uso de
doses muito elevadas desses prebidticos podem ocasionar diarreias (Pinna e Biagi, 2014).
Estudo realizado com a combinagéo de Lactobacillus fermentum e inulina demonstrou
um pequeno efeito laxativo, podendo ser utilizado em dietas para cées idosos afim de
prevenir a constipacdo (Strompfova et al., 2013).

No estudo de Garcia-Mazcorro et al. (2017) foi avaliado o efeito da
suplementacéo de uma dieta contendo um blend de FOS + inulina em relagdo & modulagéo

da microbiota de cées adultos. Os autores ndo constataram diferencas significativas, com
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excecao ao grupo Veillonellaceae, que houve aumento na abundancia relativa. Resultados

semelhantes foram obtidos por Beloshapka et al. (2013) com a incluséo de inulina.

1.3. GALACTOLISSACARIDEO (GOS)

Os galactoligossacarideos, sdo oligossacarideos naturalmente encontrados no
leite pois sdo derivados de moléculas de galactose, através de reacdes de
trangalactosilacdo pela enzima [B-galactosidase (Cardoso et al., 2017), estimulando a
proliferacdo de bactérias como as Bifidobcatérias e Lactobacillus, porém a literatura
mostra que a inclusdo do GOS também modula as concentracdo de bactérias dos filos
Firmicutes e Bacteroidotes (Louis et al., 2016), esse microrganismos estimulam a
modulacéo do sistema imune e a producéo dos AGCC.

Devido & estrutura do GOS ser similar &s glicoproteinas encontradas na
membrana do epitélio intestinal, ele se liga a esses receptores inibindo que bactérias
patogénicas se proliferem no coldn (Newburg et al., 2005). Biagi et al. (2013) observaram
a diminuicdo dos niveis de amonia presente nas amostras fecais de gatos adultos
alimentados com uma dieta contendo uma combinacéo de 0,5% de GOS.Com a incluséo
de Bifidobacterium pseudocatenunlatum, esse resultado demonstra que o a inclusdo do
GOS foi benéfica para a saude intestinal desses animais. A producao dos AGC resultante
da fermentacdo pelo GOS afetam os componentes da imunidade e células inflamatorias
(Tizard e Jones, 2018). Em estudo, avaliando a incluséo de 1% de GOS houve aumento
na atividade fagocitica, os autores tambeém concluiram que a incluséo deste nivel de GOS
favoreceu alteracBes no sistema imune, 0 que sugere que doses menores que essas podem
ndo promover os efeitos significativos para o sistema imune (Rentas et al., 2018).
Kanakput et al. (2011) concluiram também que a suplementacdo do GOS, FOS ou a
combinacdo (FOS + GOS) devem ser em niveis superiores a 0,5% para observar efeitos

significativos.

2. MICROBIOTA INTESTINAL
O trato gastrointestinal dos mamiferos possui um ecossistema diversificado.

Sendo composto por bactérias, fungos, protozoarios e virus, esse conjunto de
microrganismos é denominado como microbiota intestinal (Suchodolski, 2011). Podendo
ter, dependendo da condicéo fisiologica do lumen intestinal, a proliferacdo de bactérias
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patogénicas, porém em um meio onde a flora se encontra em equilibrio combinado com
uma alimentacdo que proporcione a modulagdo dessa microbiota, prevalecem a
proliferacdo das bactérias que possuem efeitos benéficos para o hospedeiro.

De acordo com a literatura, estima-se que o intestino dos mamiferos é colonizado
por aproximadamente 10* a 10'° microrganismos, sendo as bactérias anaerébicas o
principal grupo que compde essa microbiota (Suchodolski, 2011). Para o animais, como
caes e gatos, pode-se encontrar cerca de dez filos diferentes de bactérias, sendo os
principais os filos Firmicutes, Bacteroidotas, Fusobacterias, Proteobacterias e
Actinobacterias (Suchodolski e Pilla, 2021). Em gatos, as principais bactérias colonizam
0 instestino delgado, onde no ileo e no colén sdo encontradas maior diversidade
,bacteriana (Johnston et al., 1993), sendo os principais grupos de bactérias Bacteroides,
Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterobacteriacea. No intestino grosso,
sdo encontradas maiores abundancias de bactérias dos filos Firmicutes e Fusobacteria,
assim como do grupo Bacteroides (Suchodolski, 2011). O género Fusobacterium é
normalmente associado aos efeitos benéficos para a salde de céaes, onde 0 mesmo efeito
ndo pode ser observado em humanos, pois esse género esta relacionado a incidéncia de
cancer de colon (Amitay et al., 2017).

E importante ressaltar que a composicdo da dieta pode influenciar
significativamente na modulacdo da microbiota e na producao de seus produtos finais de
fermentacdo. Como dietas com alto teor proteico e baixo teor de carboidratos, como no
estudo conduzido por Hooda et al. (2013) onde a utilizacdo de uma dieta com alto valor
proteico para gatos filhotes aumentou a prevaléncia dos géneros Fusobacteria,
Clostridium Faecalibacterium, Ruminoccocus, Blautia e Eubacteria, todos produtores de
butirato. Ainda em relacdo & composicao da dieta, Deusch et al. (2014) observaram que
a proporcdo proteina/carboidrato afetou as vias metabolicas relacionadas com a
biossintese dos aminoéacidos, concluindo que a propor¢do proteina/carboidrato tem efeito
na producao de metabdlitos pelas bactérias.

Os gatos sdo animais estritamente carnivoros e é por isso a importancia de estudo
gue avaliam os efeitos que a inclusdo de fibras e carboidratos ndo digestivel para a
modulagdo da microbiota. No trabalho de Kanakupt et al. (2011) foi observado que a
incluséo de 0,5% FOS, GOS e a combinacdo de GOS+FOS aumentou a abundancia das
Bifidobactérias resultando no aumento da producéo total de AGCC, como o butirato e o
valérico. Em um outro estudo, com a incluséo da inulina, os autores também observaram

0 aumento das Bifiobactérias e a diminui¢cdo de Fusobacterium (Young et al., 2016).
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Pode-se observar um aumento de Veillonaceae e wuma diminuicdo de
Gammaproteobcateria quando fornecido um blend de inulina + FOS (Garcia-Mazcorro
etal., 2017).

A inclusdo apenas da celulose ndo proporcionou mudancgas na modulacéo da
microbiota (Barry et al., 2012), porém quando associado com a inulina foram observados
proliferagéo de géneros como Prevotella, Bifidobacterium, Lactobacillus e Megamonas,
com a diminuicdo de Clostridium, Fusobacterium e Eubacterium (Hooda et al., 2013).

Tais bactérias contribuem de uma forma significativa para saide em geral do
animal, pois o0s metabolitos provenientes da fermentacdo do substrato pelos
microrganismos, possuem efeitos benéficos para o hospedeiro, como a produgdo de
acidos graxos de cadeia curta (acetato, proprionato e butirato) e modulacdo do sistema

imunoldgico (Suchodolski, 2011; Deng e Swanson, 2015).

3. PRODUTOS DE FERMENTAQAO E SAUDE INTESTINAL
No processo de digestdo do TGI, alguns compostos nitrogenados ndo sdo

absorvidos totalmente, o que gera a protedlise desses compostos pelas bactérias presentes
no intestino delgado, resultando em compostos putrefativos ou compostos orgéanicos
volateis, como aminas biogénicas, indois, fenodis, amdnia e os &cidos graxos de cadeia
ramificada (AGCR), esses compostos estdo associados com o odor fétido das fezes
(Roudebush et al., 2010). Porém algumas bactérias no colén, as quais participam da
fermentacgdo de compostos como os oligossacarideos, esse substrato estimula as bactérias
sacaroliticas a produzirem compostos como AGCC (butirato, acetato e propionato) e
lactato, que sdo benéficos para a satde do hospedeiro. O butirato € utilizado pelas células
epiteliais do coldn, os colondcitos como principal fonte de energia, j& o acetato é utilizado
como fonte de energia, principalmente pelo cérebro e os musculos. O propionato é
aproveitado pelo figado atuando na diminuicdo da producédo do colesterol (Slavin, 2013).

Compostos como AGCC, lactato e AGCR, ajudam a manter o pH intestinal
abaixo e possuem atividade antibacteriana, para bactérias Gram negativas como E.coli,
Salmonella e Campylobacter, estimulando a proliferacdo de grupos especificos de
bactérias beneficas (Loo e Vancraeynest, 2008). A diminui¢do do pH no Iumen intestinal
contribui para a reducéo na formagéo de compostos toxicos (amdnia e aminas biogénicas),
ndo alterou o crescimento de bactérias como as Bifidobacteria e Lactobacillus (Slavin,
2013).
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Os AGCC podem ser formados por diversas vias metabolicas, as principais sao,
para a sintese do acetato através da hidrdlise por acetil-CoA, originado do piruvato. Para
a sintese do propionato, pode-se envolver trés vias: succionato, fucose e acrilato pela rota
do lactato, e, por Gltimo, o butirato pode ser sintetizado através da reagdo inversa da f3-
oxidacdo (Santos, 2015). Um estudo avaliando a inclusdo de FOS na dieta de caes adultos
mostrou um aumento na producdo de lactato e a reducdo do pH intestinal que pode ser
explicada por esse aumento do lactato (Twomey et al., 2003).

Além de ser uma fonte energética para o metabolismo, os AGCC possuem
também acdo anti-inflamatdria, pois estimulam as células T imunorreguladoras, como
observado por Arpaia et al. (2013), onde a producdo do butirato e do propionato

estimularam a formacéo de células T.

4. SISTEMA IMUNE
O sistema imune pode ser modulado pela dieta fornecida para o individuo. A

inclusdo de prebioticos na alimentacdo pode promover essa imunomodulacdo, com o
aumento da atividade fagocitica e dos macrofagos, melhorando a barreira epitelial. Essa
imunorregulacdo acontece de forma direta, onde h&d a producdo de componentes
benéficos, como producdo de muco, melhora na barreira epitelial do TGI. E, de forma
indireta, com a producdo dos produtos de fermentacdo oriundos da modulacdo da
microbiota intestinal (Nawaz et al., 2018).

A acidificacdo do colon pela producdo dos AGCC, favorece a producdo de
mucina, uma glicoproteina que atua na protecdo da mucosa do intestino, bem como a
ligacdo aos receptores AGCC em células imunes dentro dos tecidos linfoides associados
ao intestino. O GALT (Gut associated lymphoid tissue) (Lomax e Calder, 2009) é
considerado o maior 6rgdo do sistema imune, pois é nele que estdo presentes estruturas
linfoides — placa de Peyer e linfonodos mesentéricos. (Stokes e Waly, 2006). Nessas
estruturas, temos os linfocitos T e B, macréfagos, mastdcitos, neutréfilos e eosindéfilos
(Germane et al., 1999). Como produtos originados do GALT, temos a producdo de
,anticorpos, principalmente IgA e respostas imunes mediadas pelos linfocitos T e 0s
macrofagos.

Quando organismos patégenos se ligam aos receptores na membrana celular, ha
a fagocitose por parte dos neutréfilos, o fagossomo se liga ao lisossomo formando o

fagolisossomo. Os granulos de estoque se unem a essa estrutura e 0 material entdo €
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degradado e produzem citocinas, modulando a atividade dos linfécitos T e B, em seguida
ocorre o0 burst oxidativo, onde as membranas dos patégenos sdo destruidas devido a
liberacdo de defensinas e oxidases (Pier, 2004). Assim, o teste de fagocitose e burst
oxidativo, séo formas de avaliar a resposta imune.

O butirato, produzido por Clostridium e Eubacterium, atua como modulador da
acetilacdo da cauda das histonas (proteina que compde o nucleossomo), aumentando a
acessibilidade de alguns genes e fatores transcricionais (Gourbeyre et al., 2011). Jad o
acetato e o propionato, produzidos pelas Bifidobacterias e Lactobacillus, aumentam a
atividade da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Shokryazdan et al., 2017).

Cavaglieri et al. (2003) observaram que os linfocitos, quando cultivados com
AGCC produziram maiores concentraces de IL-10, enquanto somente a inclusdo do
butirato teve menor efeito, Hoseinifar et al. (2016), concluiram que a inclusdo de 1 a 2%
de GOS na dieta de peixes resultou no aumento da atividade de lisozimas e
imunoglobulinas totais.

Assim, a inclusdo de prebidticos na dieta, modulam a microbiota, promovendo
a proliferacdo de bactérias laticas que resultam na producdo de compostos benéficos,
esses compostos interagem com o sistema imune, estimulando a producgéo do citocinas,
aumento da fagocitose de macréfagos e aumento na sintese de imunoglobulinas

(Macfarlene e Cummings, 1999).
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os coeficientes de digestibilidade aparente,
as caracteristicas fecais, modulacdo da microbiota e pardmetros imunolégicos de gatos
alimentados com dietas com a inclusdo de frutoligossacarideo (FOS),
galactoligossacarideo (GOS) e inulina. Foram formuladas seis dietas: 1 - controle
negativo (CN), sem incluséo de prebiéticos; 2 e 3 — CN com a inclusdo de 0,8% de FOS
(foram utilizados dois FOS, denominados FOS;: e FOS>, com diferentes composicdes), 4
— CN com incluséo de 0,8% de GOS, 5 — CN com a incluséo de 0,8% de inulinae 6 — CN
com ainclusdo de 0,8% de FOS; + inulina. Cada dieta foi oferecida para seis gatos adultos
(n=6), totalizando 36 gatos, em um delineamento em blocos casualizados no tempo. Para
os produtos finais de fermentacéo intestinal, foi utilizada a analise estatistica multivariada
(MANOVA) e a andlise de correlagBes candnicas entre estes com os tratamentos. A
microbiota intestinal foi comparada por estatistica ndo-paramétrica. Nao foi observado
diferenca significativa para os tratamentos em relacdo aos coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA). Houve efeito significativo para tratamento (p=0,02235) em relagdo aos
produtos de fermentacdo, onde os tratamentos com FOS e GOS apresentaram aumento
para formacao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e de cadeia ramificada (AGCR).
A microbiota dos animais ndo foi modificada durante o periodo de estudo, porém
observou-se uma maior diversidade bacteriana para o tratamento com a incluséo do GOS.
No presente estudo, pode-se concluir, que a inclusao de prebidticos ndo alterou os CDAsS,
porém, aumenta a producdo de produtos finais de fermentacdo e pode-se observar uma
maior diversidade de diferentes microrganismos para o tratamento com GOS,

apresentando este prebidtico potencial de uso para a espécie.

Palavras-chaves: carboidratos nao-digeriveis, AGCC, produtos de fermentacéo,

modulagéo, microbiota intestinal, sistema imune
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INTRODUCAO

E de grande importéancia o desenvolvimento de produtos que ajudam a promover
a saude e bem-estar dos animais de companhia, principalmente cées e gatos, devido a
importancia afetiva que esses animais possuem com seus tutores (Baffoni et al., 2017).
Estudos indicam que a inclusdo de ingredientes, com as fibras e carboidratos soluveis
possuem efeitos benéficos para a satde desses animais (De Godoy et al., 2013).

Com a expansdo do mercado pet e a preocupacdo da incluséo de alimentos com valor
agregado para garantir uma alimentagdo balanceada com produtos de alta qualidade,
visando a melhora na expectativa de vida dos cées e gatos, o uso de prebidticos tem sido
explorado devido aos beneficios que esses alimentos oferecem ao animal (Jugan et al.,
2017). Prebiodticos sdo definidos como alimentos ndo-digeriveis e seletivamente
fermentados, estimulando o crescimento e atividade de grupos especificos de bactérias
gue compdem a microbiota intestinal. Esses alimentos estdo diretamente relacionados as

alteracdes no trato gastrointestinal que induzem no animal (Venter, 2007).

O principal grupo de prebidticos sdo os oligossacarideos, como frutoligossacarideos
(FOS), inulina e galactoligossacarideos (GOS). Esses oligossacarideos sdo utilizados
como substrato para as bactérias, estimulando a modulacdo da microbiota, efeitos
positivos na digestibilidade aparentes dos nutrientes e na producdo de &cidos graxos de
cadeia curta (AGCC) (Schimtz & Suchodolski, 2016).

A microbiota intestinal desempenha um papel importante na fisiologia intestinal,
sendo composta por um conjunto complexo e dindmico de microrganismos (Hamer et al.,
2011). A microbiota dos gatos é composta principalmente por bactérias dos filos
Firmicutes, Bacteroidota, Actinobacteria, Proteobacateria e Fusobacteria (Pilla e
Suchodolski, 2021). Onde os filos Firmicutes e Bacteroidota atuam na estabilidade da
homeostase do trato gastrointestinal (TGI) e também na modulacdo do sistema imune
(Stojanov et al., 2020).

Cada espécie bacteriana utiliza um substrato diferente para a producdo dos
produtos finais de fermentacdo, como por exemplo, as bactérias sacaroliticas que utilizam
como substrato as fibras e os carboidratos soluveis e outras, como as proteoliticas que
utilizam proteinas como substrato, desta forma a composicdo da dieta influencia

diretamente nas alteragcdes da microbiota do hospedeiro (Pilla e Suchodolki, et al., 2021).
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A fermentacdo pode ter consequéncias positivas e negativas na funcionalidade
do trato gastrointestinal (TGI), e isso depende diretamente do substrato fornecido para a
microbiota. A fermentagdo de carboidratos leva a producdo de acidos graxos de cadeia
curta que favorecem a proliferacdo de bactérias lacticas (Barry et al., 2010) ou bactérias
como Clostridium e Fusobacterium utilizam substratos proteicos para a produgdo de
butirato. (Vital et al., 2015). Porém, o aumento de residuos de aminoacidos no intestino
pode provocar a produgdo de compostos como amonia, aminas biogénicas &cidos graxos
de cadeia ramificada, fendis e indois que tém influéncia negativa para o hospedeiro
(Swanson et al., 2002).

Visando a importancia de uma dieta que ndo s6 atenda a exigéncia nutricional para
mantenca do animal, mas que possa oferecer efeitos benéficos para a saude em geral,
objetivou-se nesse estudo, avaliar os efeitos de diferentes aditivos com acgédo prebiotica
sobre as caracteristicas fecais, coeficientes de digestibilidade e energia metabolizavel,
assim como a producéo de produtos finais de fermentacdo e a modulacdo da microbiota

intestinal em gatos adultos.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa, sob o nimero de
protocolo 1003180121. O trabalho de pesquisa foi realizado no Laboratério de Estudos
Nutricionais em Felinos Domeésticos, localizado na Fazendo Experimental de Iguatemi,

pertencente a Universidade Estadual de Maringa.

Dietas experimentais

Foram formuladas seis dietas experimentais, sendo uma dieta Controle Negativo
(CN), para gatos adultos em manutencdo, atendendo aos niveis nutricionais
recomendados pelo FEDIAF (2020). Este alimento n&o apresentava qualquer ingrediente
com efeito prebiotico. A partir do alimento CN, outras cinco formulag6es foram obtidas,
pela substituicdo de diferentes prebidticos a celulose presente na formulagdo da CN,
conforme segue:
FOS; —incluséo de 0,8% de um produto comercial contendo 75% de FOS

(YES-FQOS, Yessinergy do Brasil Ltda, Campinas, Brasil);



33

FOS: - incluséo de 0,8% de um produto comercial contendo 95% de FOS

(Fortifeed P-95, Ingredion — GTC Nutrition, Illinois, EUA);

GOS - inclusédo de 0,8% de um produto comercial contendo 60% de GOS

(YES-GOS, Yessinergy do Brasil Ltda, Campinas, Brasil)

INU - CN com a incluséo de 0,8% de um produto comercial contendo 70% de INU
(Orafti-SIPX, Beneo Orafti, Belgica)
INU+FOS - CN com a incluséo de 0,4% de INU e 0,4% do FOS;.

Foram utilizados dois FOS com composicdes diferentes, afim de avaliar se um
mesmo tipo de prebidtico, mas como composicdes diferentes, resulta em diferencas em
relacdo aos efeitos no hospedeiro.

A adicdo desses compostos foi feita antes do processo de extrusé@o das dietas, na
mistura pré-moagem, em substituicdo a celulose. Para garantir a boa homogeneizacao, foi
realizada uma pré-mistura com cada prebidtico juntamente com os microingredientes da
formulagdo e parte do gluten de milho. Os ingredientes utilizados e a anélise de sua

composi¢do quimica podem ser verificados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Composicao das dietas experimentais.

Ingrediente CN FOS: FOS; GOS INU FOS+INU
Milho 33,70 33,70 33,70 33,70 33,70 33,70
Quirera de arroz 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Farinha de Visceras de frango 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00 28,00
Gluten de Milho 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Gordura de aves 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Celulose 2,00 1,20 1,37 1,20 1,14 1,17
Palatabilizante 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Cloreto de potéassio 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Premix para gatos 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Antioxidante sintético 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Propionato de célcio 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
FOSy 0,00 0,80 0,00 0,00 0,00 0,40
GOS 0,00 0,00 0,00 0,80 0,00 0,00
Inulina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,86 0,43
FOSc 0,00 0,00 0,63 0,00 0,00 0,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

CN - Controle Negativo; FOS: — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy; FOS2 — Frutoligossacarideo da emprsa
Ingredion; GOS - galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS: associado a INU.

“Enriquecimento premix: Vitamina A (min) 3.750.000U.1, Vitamina D3 (min) 300.000U.I, Vitamina E (min)
25.000U.1, Vitamina K3 (min) 300mg, Vitamina B1 (min) 1.000mg, Vitamina B2 (min) 3.250mg, Acido pantoténico
(min) 7.500mg, Vitamina B5 (min) 1.500mg, Vitamina B12 (min) 9.00 mcg, Vitamina C (min) 25g, Acido nicotinico
(min) 12,59, Acido félico (min) 150mg, Biotina (min) 63mg, Colina (min) 110g, Ferro (min) 20g, Cobre (min) 1.850
mg, Manganés (min) 1.250 mg, Zinco (min) 30g, lodo (min) 375mg, Selénio (min) 27mg
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Tabela 2. Composicdo quimica analisada das dietas experimentais.

Composicdo Quimica analisada (na MN)

Item Tratamentos®
CN FOS; FOS; GOS INU FOS+INU
Umidade (%) 6,32 6,14 7,00 7,91 6,48 7,59
Matéria Seca (%) 93,68 93,86 93,00 92,09 93,52 92,41
Matéria Organica (%) 95,03 93,99 94,85 94,47 95,18 94,57
Matéria Mineral (%) 4,97 6,00 5,15 5,52 4,82 543
Proteina Bruta (%) 31,16 29,66 30,35 29,58 29,94 29,82
Fibra Bruta (%) 2,99 2,60 2,44 2,92 2,13 2,18
Extrato Etéreo (%) 10,59 10,82 10,71 10,58 10,89 10,39
Energia Bruta (kcal/kg) 4.694 4.664 4,679 4,584 4.644 4614

CN — Controle Negativo; FOS: — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy; FOS2— Frutoligossacarideo da emprsa
Ingredion; GOS - galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS: associado a INU.

As dietas passaram pelo processo de extrusdo na fabrica de ragdes da Faculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV/UNESP), no campus situado na cidade de
Jaboticabal. Ap6s pronta e ensacadas, as dietas receberam recobrimento com gordura de

aves e palatabilizante para gatos.

Animais, instalagdes e alimentacéo

Foram utilizados 36 gatos adultos castrados, peso médio de 4,27+0,36 kg, e com
idade média de 3,5+2,12 anos, vacinados, desvermifugados e livres de ectoparasitas. Com
condicdo do escore corporal dos animais variando de 5 a 6 (Laflamme, 1997). Cada
animal foi alimentado de acordo com sua necessidade energética de mantenca (NEM),
calculado como NEM (kcal) = 75 x (peso corporal (kg))*®’. Os alimentos foram pesados
diariamente e fornecidos em duas refei¢des iguais, uma no periodo da manha e outra pelo
periodo da tarde. A agua foi fornecida ad libitum. As sobras de alimento foram pesadas
todos os dias para determinagdo do consumo alimentar.

O periodo experimental teve duracdo de 50 dias, dividido em trés blocos com 12
animais em cada, totalizando 6 repeti¢cbes por tratamentos. Durante o periodo de
adaptacéo para coleta de fezes para digestibilidade, produtos de fermentagéo intestinal e
analise da composicdo da microbiota fecal os animais ficaram alojados em um gatil
(49m?2) com acesso a uma area externa (49m2) para socializacdo e atividades fisicas. No
momento da oferta do alimento (8:00 e 14:00), os gatos foram alojados em gaiolas
metabolicas (0,5 x 0,5 x 0,6 m) por 120 min. Para a coleta de material para a
digestibilidade, produtos de fermentag&o intestinal e microbiota fecal, os animais ficaram
alojados em tempo integral em gaiolas metabdlicas.
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Determinacdo da digestibilidade aparente, energia metabolizavel e avaliacdo do pH
urinério

O ensaio de digestibilidade foi conduzido pelo método de coleta total de fezes,
sem coleta de urina, considerando-se recomendacdes da AAFCO (2010). Foram cinco
dias de adaptacéo para as dietas, seguido de cinco dias de coleta. As fezes foram coletadas
duas vezes ao dia, pesadas e acondicionadas em plasticos individuais previamente
identificados e armazenadas em freezer (-15°C), para posterior realizacdes de analises
laboratoriais.

Ao final do periodo experimental, as fezes foram descongeladas a temperatura
ambiente, homogeneizadas de maneira a compor uma Gnica amostra por animal e secas
em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas. As amostras de fezes pré-secas e
dietas foram moidas em moinho tipo faca, com peneira de 1 mm e encaminhadas ao
Laboratdrio de Analises de Alimentos e Nutricdo Animal. Assim como as dietas, as fezes
foram analisadas para determinacdo dos teores de matéria seca a 105°C (MS, método
934.01), proteina bruta (PB, método 954.01), fibra bruta (FB, método 962.10), extrato
etéreo em hidrolise acida (EEHA, método 954.02) e matéria mineral (MM, método
942.05), segundo procedimentos descrito pelo AOAC (1995). A energia bruta (EB) foi
determinada em bomba calorimétrica (Parr Instrument Co. AC720, EUA). Todas as
analises foram conduzidas em duplicata, sendo repetidas aquelas com variagdo maior que
5%.

A fracéo correspondente aos extrativos ndo nitrogenados (ENN) foi determinada
segunda formula:

ENN% = 100 - (%UM + %PB + %FB + %EEA + %MM), sendo UM o teor de

umidade da amostra (100 - %MS).

A fracdo correspondente a matéria organica (MO) foi determinada segundo a
formula:

MO% = 100 - MM%.

Com base nos resultados laboratoriais, foram calculados para as dietas os

coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes, seguindo a seguinte equagao:

CDA% = ((g nutriente ingerido — g nutriente excretado) / g nutriente ingerido) x
100
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A energia metabolizavel foi calculada, considerando os valores de energia

digestiva e proteina digestivel das dietas.

O protocolo para a determinacdo do pH urinario foi efetuado segundo descrito
pela ABINPET (2019), considerando cinco dias de adaptacao e trés dias de coleta total
de urina. Para isto, os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais, com
aparato para coleta separada de fezes e urina. A urina foi coletada em recipiente contendo
100mg de Tymol (Sigma Aldrich, Sdo Paulo), para evitar a degradacao, e o pH foi medido

a partir do pool de urina coletado de cada animal em um periodo de 24 horas.

Avaliacao fecal, determinacéo de produtos de fermentacéo intestinal e microbiota fecal

A avaliagéo fecal foi realizada por meio da analise do teor de matéria seca fecal
(MSf), pH fecal e escore de consisténcia fecal. Para o escore fecal, foram atribuidas notas
de 1 a5 as fezes, sendo 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias e mal formadas;
3 = fezes macias, formadas e umidas; 4 = fezes bem formadas e consistentes; 5 = fezes
bem formadas, duras e secas, de acordo com Carciofi et al. (2009).

Ao término do periodo de 21 dias de adaptacao para cada bloco, foi realizado 3
dias de coleta de fezes frescas, com até 15 minutos ap0s a defecacdo, para determinacéo
do pH fecal, acidos graxos volateis (AGV), nitrogénio amoniacal fecal, lactato fecal e
microbiota fecal.

Para a afericdo do pH fecal, 2 gramas de fezes frescas foram diluidas em 6 mL
de agua miliQ e o pH foi avaliado em pHmetro digital de precisdo (pHmetro Digimed
DM 22, Sao Paulo, SP, Brasil). Para a determinacdo de AGV (acético, propionico,
butirico, isobutirico, isovalérico, 4-metil-valérico, hexandico e heptandico) e nitrogénio
amoniacal fecal, 5 gramas de fezes frescas foram coletadas e rapidamente
homogeneizadas e misturadas a 15 mL de solucéo de acido formico a 16% (1:3 p/v). Esta
mistura permaneceu refrigerada, sendo centrifugada trés vezes a 4.500 rpm, durante 15
minutos cada, aproveitando-se o sobrenadante e desprezado o sedimento. Depois de
preparadas as amostras, foram identificadas e armazenadas em freezer (-15°C) e,
posteriormente, encaminhadas para analise no Laboratério de Quimica, da Universidade
Estadual de Maringa para a determinacdo dos AGVs por cromatografia gasosa (Erwin et
al., 1961). O nitrogénio amoniacal das fezes foi determinado por adaptagdo do metodo de
Kjeldahl. Foram utilizados os extratos preparados para dosagem de AGVSs, 0s extratos

foram descongelados a temperatura ambiente e aliquotas de 2 mL foram transferidas para
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tubos de ensaio, estas sendo diluidas em 13 mL de agua destilada e submetidas a
destilacdo em destilador de nitrogénio (Tecnal T-036/1, Piracicaba, Brasil). A destilagéo
foi realizada com 5 mL de hidréxido de potassio KOH 2 mol/L e o nitrogénio recebido
em um erlenmeyer com 10 mL de solugéo (&cido borico 0,97 N). A seguir, foi realizada
a titulacdo de cada amostra com HCI (0,005 N).

Para a determinacdo do lactato fecal, foi preparado o extrato, a partir da
homogeneizacéo de trés gramas de fezes frescas diluidas em 9 mL de &gua destilada, esta
mistura permaneceu refrigerada, sendo centrifugada trés vezes a 4.500 rpm, durante 15
minutos cada, aproveitando-se o sobrenadante e desprezado o sedimento, depois de
preparadas as amostras foram identificadas e armazenadas em freezer (-15°C). A
concentracdo de &cido latico foi determinada pelo método descrito por Pryce (1969) por
colorimetria (modele Janway 6305, Marconi®, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de A = 630 nm.

A microbiota fecal foi avaliada no final do ensaio, pelo sequenciamento do gene
16S rRNA. As fezes frescas foram coletadas imediatamente ap6s defecacdo com luvas
estéreis no 25 ° dia. Aproximadamente 2 gramas de cada amostra, foram colocados em
eppendorfs estéreis individuais e identificados para cada animal. As amostras foram
armazenadas em freezer a -80 °C até a analise. Foi utilizado o kit comercial ZR Fecal
DNA MiniPrep® da Zymo Research para extrair o DNA das amostras, seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria a 260 nm usando um espectrofotdmetro NanoDrop® 2000
(ThermoScientific). Para avaliar a integridade do DNA extraido, todas as amostras foram
processadas por eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com 1% solucdo de brometo
de etidio, e visualizado com luz ultravioleta em um transiluminador de luz ultravioleta.

Um segmento de 460 bases da regido hipervariavel V3V4 do gene ribossomal
16S rRNA foi amplificado usando os primers universais nas seguintes condic¢des de PCR:
95 °C por 3 min; 25 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s € 72 C por 30 s, seguido de
etapa a 72 °C por 5 min. A biblioteca metagendmica foi construida a partir desses
amplicons usando o kit comercial Nextera DNA Library Preparation Kit da lllumina®.
Posteriormente, os amplificados foram sequenciados no sequenciador lllumina® MiSeq
(Degnan e Ochman, 2012). As leituras obtidas foram analisadas na plataforma QIIME2
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010, 2011), seguindo
um fluxo de trabalho com remocéo de sequéncias de baixa qualidade, filtracdo, remogao

de quimeras e classificacdo taxondmica. As sequéncias foram classificadas em géneros
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bacterianos através do reconhecimento de Variantes de Sequéncias de Amplicons
(ASVs), neste caso, a homologia entre as sequéncias quando comparadas contra uma base
de dados. Para comparar as sequéncias, foi utilizada a atualizacdo (SILVA 138) do ano
2019 do banco de dados de sequéncias ribossomais SILVA database (Yilmaz et al., 2013).

Para gerar a classificacdo das comunidades bacterianas por identificacdo de
ASVs, foram utilizadas 35.872 leituras por amostra, com a finalidade de normalizar os

dados e ndo comparar amostras com diferentes numeros de leituras.

Determinacdo de parametros imunolégicos

Coletas de sangue

Ao final de cada bloco, no 25°, 30° 50° dia do periodo experimental, foi
realizada coleta de sangue dos animais. Os animais foram submetidos ao jejum alimentar
de 12 horas antes da coleta. Foi coletado aproximadamente, cerca de 2 a 3mL de sangue
da veia jugular de cada gato em tubos de vidro contendo heparina anticoagulante. Apds
esse procedimento as amostras foram mantidas refrigeradas (2 a 8°C) e enviadas
imediatamente para andlise (teste de fagocitose e leucograma) para o laboratério
(Imunova Anélises Bioldgicas, Curitiba, Parana, Brasil).

Imunoglobulina (IgA)

O IgA foi coletado juntamente com os produtos de fermentacao.
Aproximadamente 2 gramas de cada amostra foram colocados em tubos estéreis
individuais e identificados para cada animal. As amostras foram armazenadas em freezer
a -80 °C e enviadas posteriormente ao laboratério (Imunova Andlises Biologicas,

Curitiba, Parana, Brasil) para quantificacéo.

Delineamento e analise estatistica

O estudo foi delineado em blocos casualizados, sendo o periodo o fator de
blocagem. O experimento foi composto por seis tratamentos repetidos em trés periodos
com 12 gatos em cada (sendo dois gatos por tratamento), totalizando seis repeti¢des por
tratamento (n=36 total).

As variaveis mensuradas de cada experimento foram previamente analisadas
guanto a normalidade e igualdade de Variancia. Os coeficientes de digestibilidade

aparente foram entre os tratamentos foram comparados pelo Teste Tukey, a 5% de
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probabilidade. Para os produtos de fermentacdo (aménia, AGCC e AGCR), pH e MS
fecal, considerando que estes apresentam uma interdependéncia entre si, aplicou-se
estatistica multivariada, por meio da analise de correlagdes candnicas, também
considerando esta como signficativa, quando a Analise de Variancia Multivariada
(MANOVA) apresentou um valor de probabilidade inferior a 5% para a hipdtese nula.
Para a microbiota, a comparacao estatistica entre os grupos nas analises de alfa
diversidade foram realizadas através do teste ndo paramétrico de Wilcoxon (Wilcoxon,
1992), aceitando resultados estatisticamente significantes com probabilidade inferiores a
0,05 (p<0,05). As analises para beta diversidade foram realizadas atraves de
perMANOVA presente no pipeline no Qiime 2, utilizando um nimero do 10.000
permutac@es. Todas as figuras e analises estatistica foram realizadas no R. As analises de
alfa diversidade foram calculadas pelas bibliotecas “phyloseq”, “vegan” e “Microbiome”.

As diferencas nas abundancias relativas dos taxons entre todos os grupos

experimentais foram estimadas com o teste de Wilcoxon

RESULTADOS

O consumo das dietas foi adequado e ndo houve ocorréncias de diarreia e recusa
do alimento durante o periodo experimental. Os animais consumiram, em média,
74,91+0,41 kcal/kg®®’/dia, sendo esse proximo ao recomendado pelo FEDIAF (2020)
para animais castrados, de 75 kcal/kg®®’. Os dados de consumo diario de matéria seca,
coeficientes de digestibilidade, energia metabolizavel e caracteristicas da urina
encontram-se na Tabela 3. Ndo houve efeito de tratamento sobre os coeficientes de
digestibilidade (P>0,05), exceto para a matéria mineral que foi maior para os tratamentos
com inclusdo de FOS;, FOS;, GOS e INU+FOS conforme observado na Tabela 3.
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Tabela 3. Consumo de energia metabolizavel, coeficientes de digestibilidade e energia
metabolizavel das dietas e pH urinarios dos gatos consumindo dietas contendo prebidtico.

Tratamentos
Item CN _ FOS, FOS, GOS INU FOS+INU ©

Consumo (kcal/kg®®7/d) 75,2 74,79 75,01 7419 7491 75,31 0,951
Coeficientes de digestibilidade aparente (%)

Matéria Seca (%) 83,16 85,01 85,29 84,27 84,39 84,83 0,507
Matéria Organica (%) 86,45 87,66 88,07 87,05 87,26 87,8 0,679
Matéria Mineral (%) 24,39° 46,21° 38,000 40,64 31,51° 37,272 0,001
Proteina Bruta (%) 88,57 87,87 88,64 88,14 87,4 88,53 0,922
Extrato Etéreo (%) 92,66 93,18 93,26 93,68 92,67 92,74 0,668
Energia Metabolizavel 3,85 3,95 4,02 3,93 3,97 3,95 0,381
(g/kcal)

pH urinério 6,77 6,9 6,78 6,79 7,01 6,8 0,652

CN — Controle Negativo; FOS1 — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy; FOS2 — Frutoligossacarideo da emprsa
Ingredion; GOS — galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS: associado a INU; P — probabilidade.

Os parametros fecais e produtos de fermentacdo intestinal dos animais
encontram-se na tabela 4. O escore fecal possui interesse comercial e as diferencas devem
ser levadas em consideracgdo. O escore se manteve no intervalo entre 3,15 e 3,85, sendo

estes valores considerados como adequados (Case et al., 2011).
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Tabela 4. Médias dos parametros fermentativos fecais, escore e matéria seca dos animais
dos tratamentos Controle Negativo ou contendo prebidticos.

Tratamentos
CN FOS; FOS; GOS INU FOS+INU

Acidos graxos de cadeia curta (mmol/kg MS fecal)

Acético 26,8 26,1 17,1 28,1 20,4 22,6
Propi6nico 7,98 6,97 5,96 9,12 5,17 8,24
Butirico 4,44 4,48 4,1 4,06 2,69 4,86
Acidos graxos de cadeia ramificadas (mmol/kg MS fecal)

Isobutirico 1,56 1,84 1,49 1,67 1,45 1,71
Isovalérico 1,84 2,34 1,76 1,8 1,64 1,81
Valérico 3,19 3,74 2,81 2,45 2,42 3,11
4-metil-valerico 0,49 0,67 0,22 0,31 0,4 0,24
Hexanoico 0,24 0,35 0,22 0,24 0,25 0,24
Heptanoico 1,9 2,15 1,75 2,06 1,65 1,88
AGCC totais 39,2 37,6 27,1 41,3 28,3 35,7
AGCR totais 7,08 8,59 6,28 6,23 5,91 6,87
Amonia (mg/kg MS fecal) 1,78 2,5 1,88 2,06 1,7 2,11
Lactato (mmol/kgMS fecal) 11,6 12,4 16,9 25,6 145 18,7
Escore fecal 4,03 3,6 3,7 3,15 3,85 3,85
pH fecal 6,18 6,1 5,91 5,96 6,14 6,12
MS fecal (%) 40,4 35,6 39,9 34,9 39,0 36,4

CN — Controle Negativo; FOS: — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy; FOS: — Frutoligossacarideo da emprsa
Ingredion; GOS — galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS1 associado a INU.

Houve efeito significativo de tratamento pela MANOVA, com valor de
probabilidade de 0,02235. Desta forma, procedeu-se com a Analise de correlacdo
Candnica, sendo gerado um grafico biplot com dois Componentes Principais (CPs), os
quais explicaram 68,8% da variagdo total dos dados (Figura 1).
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Conforme pode ser visto na Tabela 4 e nos vetores da correlacdo candnica na
Figura 1, a melhor qualidade fecal, vista pelo escore e MS fecais ficou relacionada com
os tratamentos CN, FOS», INU e FOS+INU. Por outro lado, a formacdo de produtos de
fermentacao intestinal tais como lactato, propionato e acetato foram mais correlacionados
com a inclusdo de GOS nas dietas e os demais (butirato, AGCR e amdnia) apresentaram
maior correlagdo com a incluséo de FOS;, demonstrando que estes dois tratamentos
proporcionaram maior fermentagdo intestinal que os demais. O pH fecal se relacionou

inversamente com os produtos de fermentacao, conforme esperado.

+
MS fecal ¢ escorefecal
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" butirico

\ FOS
hekanoico
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Figura 1.Correlagcdo Candnica para os parametros fermentativos e de qualidade fecal
entre as dietas experimentais.

N

O microbioma das fezes dos felinos foi avaliado em relagdo @ composicédo
taxonémica e abundancia relativa entre os grupos experimentais. Os resultados referentes
a taxonomia ao microbioma intestinal encontram-se divididos nas categorias de filo,

familia e género.
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Os filos mais abundantes nas amostras foram Firmicutes, Actinobacteriota,

Bacteroidota, Campilobacterota e Proteobacteria conforme demonstrado na Figura 2.
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FOS+INU

m Unknown

m Others

® Proteobacteria

m Fusobacteriota

H Firmicutes

m Desulfobacterota
m Campilobacterota
m Bacteroidota

Actinobacteriota

Figura 2. Taxonomia, categoria Filo, das fezes de gatos alimentados com as dietas

experimentais

As familias mais abundantes nas amostras analisadas foram Veillonellaceae,

Sutterellaceae, Ruminococcaceae, Prevotellaceae, Peptococcaceae, Lactobacillaceae,

Lachnospiraceae,

Fusobacteriaceae,

Erysipelotrichaceae,

Enterobacteriaceae,

Coriobacteriaceae, Clostridiaceae, Bifidobacteriaceae e Bacteroidaceae de acordo com

o demonstrado na Figura 3.
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Figura 3.Taxonomia, categoria Familia, das fezes de gatos alimentados com as dietas
experimentais

Os géneros mais abundantes nas amostras analisadas foram Sutterella,
Roseburia, Prevotella, Phascolarctobacterium, Peptococcus, Parabacteroides,
Oscillibacter, Megasphera, Megamonas, Lactobacillus, Fusobacterium, Faecalitalea,
Enterococcus, Colinsella, Clostridium, Blautia, Bifidobacterium, Bacteroides,

Ruminococus, Eubacterium conforme demonstrado na Figura 4.
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Figura 4. Taxonomia, categoria Género, das fezes de gatos alimentados com as dietas
experimentais

As médias das relativas concentracdes dos principais filos bacterianos presentes
nas fezes dos animais ndo difeririam entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 5). No
presente estudo, os trés filos predominantes foram, Firmicutes, Actinobacteriota e
Bacteroidota.

Tabela 5. Médias das relativas concentracdes dos principais filos bacterianos presentes
nas fezes de gatos alimentados com as dietas experimentais.

Tratamentos
Filo (%) CN FOS: FOS; GOS INU FOS+INU
Actinobacteriota 15,400 26,460 23,800 37,000 28,300 29,560
Bacteroidota 4,930 12,750 18,130 13,360 7,390 10,530

Campilobacterota 1,200 2,150 1,710 3,170 0,160 7,050
Desulfobacterota 0,080 0,110 0,000 0,010 0,020 0,030
Firmicutes 76,070 53,550 48,000 40,490 58,620 49,010
Fusobacteriota 0,160 0,170 0,170 0,250 0,130 0,010
Proteobacteria 1,450 3,250 6,300 4,160 2,460 3,310
Other 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,030

Unknown 0,700 1,540 1,880 1,550 2,900 0,480

CN — Controle Negativo; FOS:1 — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy; FOS2— Frutoligossacarideo da emprsa
Ingredion; GOS - galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS: associado a INU; P — probabilidade.

O filo predominante e género bacteriano, expresso como porcentagem média do
total de sequéncias, nas fezes dos animais encontram-se descritos na tabela 6. A utilizagéo
dos prebioticos ndo afetou a riqueza das comunidades bacterianas presentes nas fezes dos
gatos (P>0,05).



Tabela 6.Filo predominante e género bacteriano (expresso como porcentagem média do total de sequéncias) das fezes de gatos alimentados com

as dietas experimentais.

Tratamentos
Filo Familia Género (%) CN FOS1 FOS2 GOS INU FOS+INU
Firmicutes Clostridiaceae Clostridium 5,7852 0,5613 0,2796 7,5224 0,4431 1,7484
Erysipelotrichaceae Eubacterium 0,3401 0,2144 0,1020 0,1867 0,1565 0,2999
Lachnospiraceae Ruminococcus 1,3264 0,4700 0,3194 0,8950 0,2795 0,3044
Blautia 3,8515 3,2080 2,3397 4,0241 1,6135 1,4905
Roseburia 0,1191 0,1221 0,1760 0,1241 0,0252 0,2815
Ruminococcaceae Faecalibacterium 0,0722 0,0588 0,0898 0,0669 0,0252 0,0104
Lactobacillaceae Lactobacillus 0,4490 0,2062 0,2288 2,9528 0,3134 0,0068
Veillonellaceae Megamonas 0,4596 0,2261 0,5124 0,6712 0,3278 0,9825
Megasphaera 52,1052 37,0926 26,8573 6,6462 44,7088 35,6991
Phascolarctobacterium 0,1057 0,0656 0,1711 0,4202 0,0711 0,3004
Peptococcaceae Peptococcus 0,2619 0,3550 0,3206 0,3199 0,3697 0,2170
Bacteroidetes Paraprevotellaceae Prevotella 2,0448 2,9003 3,7090 5,8925 3,9752 3,8975
Bacteroidaceae Bacteroides 2,3058 9,0738 10,1976 5,1945 2,6133 3,5831
Tannerellaceae Parabacteroides 0,2378 0,4174 3,2896 0,4675 0,2136 0,5327
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium 7,6654 10,9738 11,8312 20,4186 17,3678 4,7385
Coriobacteriaceae Collinsella 1,9310 2,8432 3,4804 4,7035 3,1812 1,9768
Proteobacteria Sutterellaceae Sutterella 0,1277 0,3742 0,3170 0,3422 0,0619 0,1570
Enterobacteriaceae Enterococcus 0,0846 0,0355 0,0157 0,2144 0,0474 0,1450
Fusobacteria Fusobacteriaceae Fusobacterium 0,1570 0,1708 0,1726 0,2466 0,1329 0,0103

CN — Controle Negativo; FOS: — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy; FOS2— Frutoligossacarideo da emprsa Ingredion; GOS — galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS:

associado a INU; P — probabilidade.
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Para os parametros imunologicos avaliados, ndo foi observado diferenca
significativa (P>0,05) para os pardmetros sanguineos referentes a fagocitose de
mondcitos e ganuldcitos e para leucocitos totais (Tabela 7). E para o IgA fecal também
néo foi observado efeitos de tratamento (Tabela 8).

Tabela 7. Mondcitos e granulécitos fagocitados e leucdcitos totais ex vivo, apos 3
semanas dos gatos receberem as dietas experimentais.

ltemn Tratamentos o
CN FOS: FOS; GOS INU FOS+INU

Monocito fagociticos (UL de sangue)

% 56,9 65,49 57,49 60,63 54,54 47,42 0,7732
Numero total 160384,4 269162,6 321786,7 214144 282572,8 268610,4 0,4851
Granuldcitos fagociticos (UL de sangue)

% 1,35 1,55 1,24 1,46 1,07 0,66 0,4542
Numero total 2682,98 3836,81  4682,3 451415 6399,28  5304,73  0,9044

Leucdcitos totais (/JuL)  304047,7 397999,7 504287,5 349480,4 543562,9 648355,7 0,4635

% - Relativa aos leucécitos totais; CN — Controle Negativo; FOS: — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy;
FOS:2 — Frutoligossacarideo da emprsa Ingredion; GOS — galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS1
associado a INU; P — probabilidade.

Tabela 8. Concentracdo de IgA fecal nos gatos alimentados com as dietas experimentais

Item Tratamentos
P
CN FOS; FOS, GOS INU FOS+INU
IgA fecal (ug/mL) 1,06 309 732 476 595 2,06

CN — Controle Negativo; FOS: — Frutoligossacarideos da empresa Yesssinergy; FOSz — Frutoligossacarideo da emprsa
Ingredion; GOS - galactoligossacarideos; INU — Inulina; FOS+INU — FOS1 associado a INU; P — probabilidade.

DISCUSSAO

Em relacdo a digestibilidade aparente dos nutrientes, esse estudo ndo apresentou
efeito de tratamento, exceto para a digestibilidade aparente da matéria mineral que foi
melhor para os tratamentos contendo os prebioticos. Santos et al. (2018) observou esse
mesmo efeito para a CDA da matéria mineral em gatos suplementados com parede celular
de levedura, onde de acordo com os autores essa melhora pode estar relacionada a
producdo de acidos organicos consequentemente tendo um aumento na absorcdo dos
minerais (Parvaneh et al., 2014). Porém sdo necessarios mais estudos para avaliar esses

efeitos. Zentek et al. (2002) relataram uma diminuicdo do CDA da MS e PB em cées
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suplementados com 1% de MOS essa diminuicdo pode ser explicada pelo aumento
microbiano intestinal devido a suplementagdo do prebidtico levando a uma subestimagédo
do CDA. Por outro lado, Rentas et al. (2020) ndo observou nenhum efeito nos CDA em

caes recebendo dietas com a inclusao de 1% de GOS.

Como observado nesse estudo, houve efeito para tratamento na producdo de
produtos finais de fermentacdo intestinal, para o tratamento contendo o prebidtico FOS;
houve maior producdo de amonia e AGCR comparado aos demais tratamentos. O FOS é
responsavel por estimular a fermentacao de microrganismos sacaroliticos no intestino isso
possui um efeito benéfico para a sadde intestinal do hospedeiro (Scott et al., 2013), o
aumento na producdo de AGVs representa um efeito positivo normalmente observado
com a suplementacdo do prebidtico, porém a amonia € produzida por bactérias
proteoliticas e é considerada um metabdlito com efeito negativo para o animal, onde em
grandes quantidades pode ser toxico, sendo considerado um composto potencialmente
cancerigeno. O aumento na producdo dos AGCR se da devido ao aumento da fermentacédo
de compostos nitrogenados (como amodnia) pelos microrganismos (Nakae & Elliott,
1965).

Em um estudo onde foi utilizado o prebidtico 1,5% FOS (15g/kg) combinado
com a concentracdo de proteina (baixa proteina 22% e alta proteina 30%) observou que
0 FOS quando combinado com a alta concentracéo de proteina ndo teve o efeito prebidtico
(Pinna et al., 2018) relatando um aumento na concentragdo de amdénia. A amonia e 0S
AGVs produzidos pelas bactérias sdo rapidamente absorvidas pelo trato gastrointestinal
e, muitas vezes, as fezes podem ndo indicar a real concentracdo no célon (Scott el at.,
2013) isso pode justificar a falta do efeito prebidtico na suplementacdo de FOS no estudo
citado, outros autores também relataram aumento nos niveis de amodnia em cdes que
receberam dietas contendo 0,3% e 0,9% de FOS (3 e 9g/kg) (Propst et al., 2003). E, em
um estudo com gatos recebendo uma dieta com 4% FOS (40g/kg)m também houve o
aumento na concentracdo de compostos proteoliticos (como a aménia e AGCR) (Barry
ela t., 2010), o aumento da concentracdo amoniacal foi justificado pela mudanca na

excrecdo de nitrogénio da urina para as fezes.

Houdijk (1998) diz que a auséncia de carboidratos e a alta concentragdo de
proteinas ndo digeriveis disponiveis como fonte de energia no intestino grosso pode
favorecer o aumento da atividade de bactérias proteoliticas. Porém, a elevada

concentracdo de amonia nas fezes em animais suplementados com FOS também pode ser
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explicada pelo potencial sacarolitico dos frutoligossacarideos no intestino delgado ou no
célon que ndo foi mantida no intestino grosso (Pinna el at., 2018). Assim, quando uma
maior quantidade de bactérias atinge o intestino grosso mais a falta de carboidratos pode
levar a atividades mais intensas de fermentacdo putrefativas (Hammer et al., 2011),
resultado visto em estudos com suinos (Houdijk, 1998). Esse efeito foi contrario para os
animais que ingeriram a dieta contendo GOS, onde a concentragdo de amonia e AGCR
foram menores comparado aos animais suplementados com FOS, estes resultados estéo
de acordo com outros estudos em que Kanakupt et al. (2011) ndo observaram o aumento
desses metabdlitos em gatos suplementados com 0,5% GOS, o mesmo pode ser observado
em gatos que foram suplementados com uma combinagédo de 1% GOS+Bifidobacteria
(BP-B82) (Biagi et al., 2013).

A suplementacéo de 0,8% GOS no presente estudo mostrou efeito positivo para
a producdo de AGVs (acético e propidnico) e maior concentracdo de lactato, Biagi et al.
(2013) também relataram resultados semelhantes onde o &cido acético foi um dos
metabolitos mais importantes derivados da fermentacdo do GOS por Bifidobacterium
spp., além disso eles observaram que o aumento do lactato. Porém alguns estudos
mostram que houve uma diminui¢do na concentracdo de lactato seguido pelo aumento da
concentracdo do butirato (Ogué-Bon et al., 2010), 0 mesmo efeito observado para esse
estudo com a suplementacdo do FOS, outros autores explicam que pode ter ocorrido a
conversdo do lactato em butirato por bactérias produtoras de butirato entérico (Belenguer
et al., 2006). Os AGCC como o butirato, sdo a principal fonte de energia para o
colondcitos responsaveis por alteracdes fisioldgicas benéficas para o hospedeiro, como a
estimulacdo do apoptose das células (Roediger, 1980). Além disso, a alta concentracédo
de acetato estimula a sintese do &cido butirico por bactérias (Bifidobactérias) e
diminuicdo do &cido acético (Louis et al., 2007) podendo, assim, justificar que no
tratamento contendo FOS houve maior concentragdo de &cido butirico e menores
concentragOes de acido acético e lactato, Barry et al. (2010) observaram esse mesmo
efeito para gatos suplementados com 4% FOS, o mesmo foi relatado por Kanakupt et al.

(2011) com animais suplementados com uma combinagéo de 0,5% de FOS e 0,5% GOS.

De acordo com Pilla e Suchodolski, (2021) o microbioma fecal de felinos é
denominado principalmente pelos filos Firmicutes, em menor proporcdo os filos
Actinobacteriota, Bacteroidota, Proteobacteria, corroborando com os resultados

encontrados nesse estudo. Os filos Firmicutes e Bacteroidota sdo responsaveis pela
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estabilidade da homeostase do trato gastrointestinal, no filo Firmicutes sdo encontradas,
principalmente bactérias gram-positivas (Stojanov et al., 2020) enquanto o filo
Bacteroidota é formado pelas bactérias gram-negativas, atuando na modulacgéo do sistema
imune (Gilbino et al., 2018). Assim, a razdo entre esses filos serve como parametro para
avaliar mudancas dietéticas da dieta, assim como os coeficientes de digestibilidade (Li &
Pan, 2020), nesse estudo nédo foi observado efeito significativo entre a relagédo F/B para
os tratamentos. Estudo mostra que, a curto prazo, é necessario mudancas drésticas na
dieta para observar mudancas na microbiota, indicando que a microbiota € fortemente

modulada pela dieta fornecida (Bermingham et al., 2011; Lubbs et al., 2009).

Para o tratamento com a adicdo de 0,8% de GOS, foi observado maior
abundancia do género Collinsella, assim como foi observado maior concentracdo desse
género em gatos com diarreias (Suchodolski et al., 2015). O género Collinsella pertence
a familia Coriobateriaceae do filo Actinobacteria. Bactérias pertencentes a essa familia
sdo consideradas como patobiontes e o género Collinsella é o tAxon dominante (Chow et
al., 2011). Espécies microbianas especificas como Collinsela sp. tem mostrado estar
ligado a efeitos pro-inflamatérios (Candela et al., 2016) e pode influenciar no
metabolismo lipidico do hospedeiro. Além disso, o género Collinsella diminui a
expressdo de proteinas dos enterécitos e estimula maior permeabilidade intestinal (gut
leakage) (Chen et al., 2016), esse efeito pode estar correlacionado com a permeabilidade
do intestino e com a incidéncia de uma disbiose, devido & proliferacdo de bactérias que
produzem muito AGV, aumentando a osmolaridade do limen intestinal, onde o animal
pode apresentar quadros de diarreias. Esse efeito pode ser atribuido ao tratamento com
GOS, visto que foi observado um menor escore fecal, Shinohara et al. (2020) observaram
que quando gatos adultos receberam 1g/dia de 1-kestose (componente estrutural de
frutoligossacarideo) houve o aumento desse mesmo género nas fezes dos felinos
alimentados com as dietas, contendo 0,8% de FOS e 0,8% de GOS quando comparado
com o tratamento sem a inclusdo de prebiético (Controle Negativo). Esse género possuli
correlagé@o positiva a producdo de produtos de fermentagdo final, sendo um potencial
indicador de regulacdo metabdlita pela microbiota induzida pela suplementacdo de
prebioticos (Lyu et al., 2020).

Para a microbiota, a bactéria do género Blautia apresentou maior abundancia
para o tratamento com incluséo de 0,8% de GOS, enquanto houve redugéo para o género
Megasphaera. Bactérias do género Blautia séo consideradas benéficas e correlacionadas
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com reducdo da inflamacdo e producdo de AGCC, principalmente o butirato. O butirato
é a principal fonte de energia aos colondcitos, estando associado a prevencdo de
carcinogénse no cdlon. De maneira similar, Lyu et al. (2020), ao avaliar a inclusdo de
0,4% de xilooligossacarideos para gatos, relatou aumento no género Blautia e diminuigéo
do género Megasphera, estimulando, assim, a fermentacdo intestinal. Para os demais
tratamentos, foi observado maior incidéncia do género Megasphera, sendo esse género,
e 0 género Roseburia, considerados principais produtores de butirato, para humanos e
gatos. (Geirnaert et al., 2017; Shinohara et al., 2020)

As bactérias Gram-positivas, como as Bifidobactérias e os Lactobacillus
possuem capacidades de estimular a resposta imune no hospedeiro, assim a inclusdo dos
prebidticos na dieta podem resultar em efeitos benéficos a salide do hospedeiro devido a
modulacdo da comunidade microbiana gastrointestinal (Kongnum and Hongpattarakere,
2012). No atual estudo, ndo houve efeito de tratamento para os parametros sanguineos
imunolégicos, porém Rentas et al. (2020) observou que a adi¢do do GOS, FOS e um blend
de prebidticos demonstrou efeito positivo para o sistema imunolégico de cédes adultos,
devido a capacidade dos prebioticos de impedirem a adesdo de patdgenos a0 muco
intestinal. O mesmo estudo conclui que a suplementacdo de 1% de GOS na dieta
melhorou a imunidade dos animais, podendo também dizer isso a inclusdo do FOS a 1%,
levando-nos a considerar que sdo necessarias doses maiores de inclusdo para observar um

efeito significativo nos parametros imunolégicos (taxa de fagocitose e IgA fecal).

CONCLUSAO

A inclusdo dos prebidticos ndo alterou de forma significativa os coeficientes de
digestibilidade e energia metabolizavel. A inclusdo do FOS; e GOS proporcionou o
aumento dos produtos de fermentacdo final, a qual mostrou uma relacéo inversa com as

variaveis dos indicadores de qualidade fecal e pH fecal.

As dietas experimentais ndo afetaram a microbiota fecal com relacdo a sua
diversidade, embora taxons especificos tenham sido modulados. O tratamento GOS
apresentou a microbiota com maior discrepancia dentre todos os tratamentos avaliados, e
concentrou a maior parte das modulagdes taxonémicas. Os tratamentos com prebioticos
ndo apresentaram efeitos sobre a fagocitose de células mononucleares e granuldcitos e

IgA fecal.
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