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Resumo: Este estudo avaliou os efeitos da inclusdo de niveis crescentes de beta-glucanos [(BG); 0,0%; 0,07%; 0,14%;
0,28%] em alimento seco extrusado sobre variaveis digestivas, imunol égicas e microbiota de cdes adultos saudaveis. Quatro
caes border collie e quatro cocker spaniel inglés, machos e fémeas, com idade de 3,5+0,5 anos e escore de condic¢éo corporal
ideal foram distribuidos em dois quadrados latinos 4x4 balanceados. Em cada periodo, 28 dias foram destinados & adaptacdo
as dietas e sete para coletas amostrais. Os dados foram analisados por meio dos procedimentos PROC MIXED, PROC
GLIMMIX e Tukey-Kramer (p<0,05). A inclusio de 0,14% de BG resultou em maior relagdo entre linfocitos T cD4":cps’
. A diversidade beta microbiana diferiu entre os tratamentos 0,0 e 0,14% de BG. Ademais, foram observadas modulaces
positivas e negativas em cinco filos, 15 familias e 25 géneros apds a ingestéo das dietas com inclusdo de BG. Os principais
microrgani smos presentes na microbiota canina, descritos naliteratura, foram modulados apds o consumo de 0,14% de BG.
Diante do exposto, conclui-se que ainclusdo de 0,14% de BG resultou nas melhores respostas e foi o teor deinclusdo ideal.
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EVALUATION OF INCREASING LEVELS OF BETA-GLUCANSINTAKE ON DOG
DIGESTIBLE, IMMUNITY AND FECAL MICROBIOTA VARIABLES

Abstract: This study evaluated the effects of beta-glucans increasing levelsinclusion [(BG); 0.0%; 0.07%,; 0.14%; 0.28%)] in
dry extruded diet on digestive, immunity and microbiota variables of healthy adult dogs. Four male and female border collies
and four english cocker spaniels, aged 3.5+0.5 years and with ideal body condition score were distributed into two balanced
4x4 latin squares. In each period, 28 days were destined to diet acclimation and seven days to sample collection. Data were
analyzed using PROC MIXED, PROC GLIMMIX and Tukey-Kramer procedures (p<0.05). The inclusion of 0.14% BG
resulted in a higher ratio of cp4at:cpst T lymphocytes. Microbial beta diversity differed between the 0.0 and 0.14% BG
treatments. Furthermore, positive and negative modul ations were observed in five phyla, 15 families and 25 genera after BG
inclusion diets ingestion. The main microorganisms present in the canine microbiota, described in the literature, were
modulated after the consumption of 0.14% of BG. In light of the foregoing, it is concluded that 0.14% BG inclusion resulted
in the best responses and was the optimal inclusion level.
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Introducéo: Os beta-glucanos obtidos da parede celular de Saccharomyces cerevisiae (BG) tém sido amplamente utilizados
na medicina humana. Seus beneficios estendem-se a vérias espécies animais, dentre elas mamiferos, peixes e invertebrados.
Em caes, a suplementacdo de BG demonstrou-se benéfica sobre o sistema imunol6gico, salide intestinal e produtos
fermentativos, metabolismo de glicose e lipidios e modulagdo de microrganismos importantes presentes no microbioma
intestinal canino. No entanto, nenhum estudo avaliou os efeitos da incluséo de teores crescentes deste prebidtico na dieta de
cdes. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da adicdo de 0,0, 0,07, 0,14 e 0,28% de BG em alimento seco
extrusado sobre variaveis digestivas, imunoldgicas e microbiota fecal de cées adultos saudaveis e definir a recomendacao
ideal de inclusdo deste ingrediente.

Material e Métodos: O estudo foi conduzido de acordo com as normas da Comissio de Etica no Uso de Animais, sob
protocolo nimero 2866090223. Quatro cées border collie e quatro cocker spaniel inglés, machos e fémeas, com idade de
3,520,5 anos e escore de condicdo corporal ideal (LAFLAMME, 1997) foram distribuidos al eatoriamente em dois quadrados
latinos 4x4 balanceados. Foram formulados e extrusados quatro alimentos experimentais i sonutritivos, com inclusdo de teores
crescentes de beta-glucanos (0,0%; 0,07%; 8 J’é%; 0,28%). A necessidade energética de manutengéo dos caes foi determinada
por meio da equagdo: 95kcal/peso corporal ™"~ (FEDIAF, 2021). Cada periodo apresentou duracéo total de 35 dias, os quais
foram divididos em 28 dias para adaptacdo as dietas e sete dias para a coleta de amostras fecais e sanguineas. Foram
determinados os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes (AAFCO, 2019), concentragdes fecais de
acidos graxos de cadeia curta e ramificada, nitrogénio amoniacal, &cido latico, IgA e pH (FERREIRA et al., 2016);
imunofenotipagem de linfécitos, intensi e e porcentagem de fagocitose, burst oxidativo por meio da leitura em citometria
de fluxo e microbiota fecal por Illumina™. Em caso de resultados significativos nas analises de variancia, utilizou-se o teste
de médias Tukey-Kramer. Todas as analises foram realizadas com auxilio dos procedimentos PROC MIXED e PROC
GLIMMIX, do programa SAS, versdo 9.4. Vaores de p<0,05 foram considerados significativos.

Resultado e Discussdo: As concentracfes fecais dos produtos fermentativos e o pH permaneceram inalterados apds o
consumo de todos os tratamentos (Tabela 1). Ademais, ndo foram observadas diferencas nos CDA dos nutrientes avaliados. A
porcentagem e intensidade de fagocitose, populagdes linfocitarias, burst oxidativo e concentracdo de IgA fecal n&o foram
moduladas por henhum dos tratamentos (Tabela 2). No entanto, a inclusio de 0,14% de BG demonstrou aumento na relacéo
de linfécitos T CD4™:cD8* (p=0,0368; Figura 1). Este indice € um importante marcador do sistema imunol dgico e redugdes



desta variavel jaforam documentadas em cées idosos e cdes com demodicoses generalizadas (BLOUNT et al., 2005; SINGH
et a., 2010). O indice de diversidade beta microbiana diferiu entre os tratamentos 0,0 e 0,14% de BG (p=0,047), o que sugere
variabilidade taxonémica entre os grupos (KERS et al., 2022). O filo Firmicutes foi o mais abundante em todos o0s
tratamentos e apresentou a maior média apés o consumo de 0,14% de BG (Tabela 3), o que é considerado um achado
benéfico (SUCHODOL SKI, 2011). As familias Erysipelotrichaceae e Ruminococcaceae e os géneros Fusobacterium e
Prevotella, considerados benéficos por envolvimento na producéo de acidos graxos de cadeia curta e outros metabdlitos
(HANDL et al., 2011; BERMINGHAM et a., 2017), apresentaram maior abundéancia apds consumo de 0,14% de BG. O filo
Proteobacteria é potencialmente patogénico e apresentou menor abundéancia apds o consumo de 0,14% de BG
(MUKHOPHADYA et d., 2012).

ke 10 J22 20| Tabela 2. Varidveis i bgicas observadas no estudo
| Tratamentos
- EPM »
- | Varidvel A0 Al A2 A3
| Fagocitose (%) 68,63 75,25 76,79 78,04 415 0,0692
& o 4 | Intensidade de fagocitose 32,85 36,56 30,33 37,80 747 0,2546
2 | Burst oxidativo PMA 894,00 80937 78562 102912 16039 0,4423
1 Linfocitos T CD4* (%) 379 4249 44,53 42,60 245 0,2210
104 | Linfécitos T CD8* (%) 29,81 2733 23,35 26,23 248 0,1237
| Relagio T CD4*:CD8* 133" 171 1,99 1,74 0,19 0,0368
- - by . 10 0054 IgA fecal (pg/mL) 225091 27141 24235 22973 53,81 0,9254
0 20 40 60 80 10K 10 1 102 0 o Legenda: PMA = acetato de forbol miristato; EPM = erro padrdo da média; “*Médias seguidas de letras
Fsc TcDs* diferentes nas linhas se diferenciam em 5% no teste de Tukey-Kramer ajustado pelo PROC MIXED.
Figura 1. Atividade de proliferagao de linfocitos e relago de linfocitos T CD4":CD8" observadas
NS grupos experimentais Tabela 3. Estimativas de médias de quadrados minimos e erros padrio das abundéncias relativas dos principais
grupos 6 observados nos grupos experimentais.
_ ) _ . . Tratamentos »
Tabela 1. Produtos fermentativos, dcidos graxos ¢ pH fecal observados no estudo, (%) 0% 7% 014% 025%
Varidvel Tratamentos EPM » Actinobacteria' 0724049 051£035°  090£061"  015£0,10°  <0,0001
0,0%  007%  014% _ 028% )
Produtos formentativos Bacteroidetes' 2638£699°  1975£570° 21305603  21,73%6,12"  <0,0001
Nitrogénio amoniacal (mmol/kg 697 6.92 728 713 0.62 0.9576 Bacteroides® 16,17£3,53" 13,77+3,09" 10,99£2,55¢ 11,76£2,70¢ <0,0001
lYlS) . Prevotella® 4,94£2,12 3,341 46 7,32+3,06* 7,81£3,25 <0,0001
Acido Iitico (mM/kg MS) 4,80 5,41 5,65 521 0,72 0,5905
. ) Firmicutes' 34,18£9,16°  46,5910,13° 58542988 455410,10°  <0,0001
Acidos graxos totais (mM/kg MS) 54,66 54,18 58,26 56,15 2,40 0,3792 A
R Enysipelotrichaceae® 2,9941,72¢ 4,56+2,58" 9,9415,29" 2,02£1,17¢ <0,0001
PH fecal 6,68 6,66 6,53 6,59 0,12 0,7406
- - Turicibacter® 2,56+0,83" 0,830,28¢ 2,8240,91° 3,74£120°  <0,0001
Acidos graxos de cadeia curta
Acetato (mM) 3313 3175 3208 3291 177 0.8785 Lachnospiracea* 15,18£4,620  19,775,69" 169145045 2289633 <0,0001
Propionato (mM) 13.77 1434 15.64 1513 1.00 0.1219 Blautia® 8,9122,49" 10,78£2,96" 8,712,44" 11,03£3,02°  <0,0001
Butirato (mM) 626 6.58 77 6.57 1.00 0.6592 Ruminococcaceae* 5,20<1,11° 5,98£1,27" 9,66:1,97° 6,44:136"  <0,0001
Acidos graxos de cadeia ramificada Faecalibacterium® 4,761,06° 5,48+1,21° 9,011,910 6,03£132°  <0,0001
Valerato (mM) 0,10 0,29 0,18 0,11 0,09 0,4069 Fusobacteria' 32,32+5,76* 23,33+4,72° 14,0943,19¢ 23,92+4,80" <0,0001
Isovalerato (mM) 0,76 0,69 1,00 0,81 0,10 0,0664 Fusobacterium® 32,33£546° 231854450 14095303 23,94£4,55°  <0,0001
Isobutirato (mM) 0,66 0,61 0,76 0,65 0,06 0,1466 Proteobacteria’ 2,21+1,08 1,72:0,84° 1,420,69¢ 1,67£0,82°  <0,0001
Total 1,49 1,52 1,92 1,54 0,18 0,1534 Legenda: 'Filos; *Familias; *Géneros; **Médias seguidas de letras diferentes nas linhas se diferenciam em 1% no

Legenda: EPM = erro padrio da média. teste de Tukey-Kramer ajustado pelo PROC GLIMMIX.

Conclusdo: Conclui-se que ainclusdo dos teores testados ndo altera a digestibilidade dos nutrientes da dieta. Ademais, as
modul ages observadas sobre a imunidade adaptativa, indice de diversidade beta microbiana, filos, familias e géneros
bacterianos benéficos permitem afirmar que o tratamento com inclusdo de 0,14% de BG resultou na melhor resposta pelos
céesefoi o teor deinclusdo ideal.

Agradecimentos: Os autores agradecem a Grandfood Industria e Comércio LTDA (PremieRpet®) e a Biorigin pelo apoio ao
estudo e producéo de dietas.

Refer éncias Bibliograficas: AAFCO. Association of American Feed Control Officials. Washington, DC: Official
Publication, 2019. BERMINGHAM, E.N. et al. Key bacterial families (Clostridiaceae, Erysipelotrichaceae and
Bacteroidaceae) are related to the digestion of protein and energy in dogs. PeerJ, v. 5, p. €3019, 2017. BLOUNT, D.G. et al.
Age-related alterations to immune parameters in Labrador retriever dogs. Veterinary Immunology and |mmunopathology, v.
108, p. 399-407, 2005. FEDIAF. The European Pet Food Industry Federation. Nutritional guidelines for complete and
complementary pet food for cats and dogs. Bruxelas, BE: The European Pet Food Industry Federation, 2021. FERREIRA,
E.M. et a. Nutrient digestibility and ruminal fatty acid metabolism in lambs supplemented with soybean oil partially replaced
by fish oil blend. Animal Feed Science and Technology, v. 216, p. 30-39, 2016. KERS, J.G.; SACCENTI, E. The Power of
Microbiome Studies. Some Considerations on Which Alpha and Beta Metrics to Use and How to Report Results. Frontiersin
Microbiology, v. 12, p. 796025, 2022. LAFLAMME, D. Development and Validation of a Body Condition Score System for
Dogs. Canine Practice, v. 22, p. 10-15, 1997. MUKHOPADHYA, I. et a. IBD-what role do Proteobacteria play? Nature
Reviews Gastroenterology & Hepatology, v. 9, p. 219-230, 2012. SINGH, S.K. et al. Determination of CD4+ and CD8+ T
cells in the peripheral blood of dogs with demodicosis. Parasitology, v. 137, p. 1921-1924, 2010. SUCHODOLSKI, J.S.
Microbes and gastrointestinal health of dogs and cats. Journal of Animal Science, v. 89, p. 1520-1530, 2011.



