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RESUMO

O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos do extrato de levedura (EPL) em dietas Umidas sobre a
microbiota fecal, a producgdo de gas e a morfologia intestinal de gatos adultos. Foram utilizados 20 gatos
adultos, de ambos os sexos, distribuidos ao acaso em quatro tratamentos: 1) dieta comercial Umida
(controle); 2) controle + 0,2% de extrato de levedura em matéria seca; 3) controle + 0,4%; e 4) controle +
0,6%. Foram realizadas a microbiologia fecal, a avaliagdo da morfologia intestinal por meio de exames
radiograficos, ultrassonograficos e de colonoscopia, bem como a bidpsia para histologia intestinal. Ndo
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para contagem de bactérias do é&cido latico e de
clostridio sulfito redutor, &rea de géas em alcas intestinais (avaliacéo radiogréafica), espessura da parede do
célon (ultrassonografia intestinal) e contagem de colondcitos/células caliciformes (histologia). Por meio
da colonoscopia, notaram-se alteracdes em caracteristicas de mucosa em animais submetidos ao
tratamento 4. Conclui-se que a adicdo de até 0,6% de EPL ndo teve efeito sobre os pardmetros avaliados,
mas novos estudos sdo necessarios para compreender 0os mecanismos de acgdo e os efeitos desse aditivo
para gatos domesticos.

Palavras-chave: felinos, mucosa intestinal, clostridios, lactobacilos, diagnéstico por imagem
ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the effects of yeast extract (EPL) in the moist diet on the fecal
microbiotal, gas production and intestinal morphology of adult cats. Twenty adult cats from both sexes
were randomly assigned to four treatments: 1) moist commercial diet (control); 2) control + 0,2% yeast
extract dry matter; 3) control + 0,4%; and 4) control + 0,6%. Fecal microbiology and intestinal
morphology were performed by radiographic, ultrasound, colonoscopy and intestinal biopsy exams for
histology. There were no significant differences (P>0,05) for lactic acid bacteria counts and clostridium-
reductor, gas area in the bowel (radiographic), wall thickness of the colon (ultrasound) and colonocytes
count/globet cells (histology). Through colonoscopy, changes in characteristics of the intestinal mucosa
in animals receiving treatment 4 were noticed. It is concluded that the addition of up to 0.6% EPL had no
effect on the parameters evaluated, but further studies are needed to understand the action mechanisms
and additive effects for domestic cats.

Keywords: feline, intestinal mucosa, lactobacillus, clostridium, image diagnosis

INTRODUCAO 60% do peso desta, e outra mais externa,

contendo manoproteinas glicosiladas, das quais

A pal‘ede celular de levedura é dividida em duas 50% sio formadas pe|o manano“gossacan’deo_
fragcbes: uma mais interna (constituida por MOS (Klis et al., 2002; Shetty e Jespersen,
quitina e 1,3 betaglucano), que corresponde a 50- 2006). Essa constituicdo particular faz com que
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ela tenha capacidade de modular a microbiota
intestinal com geragdo de beneficios, como
melhoria do fluxo sanguineo intestinal e
hipertrofia dos colondcitos.

Sua atuacdo principal é como um sitio de ligagao
para determinadas bactérias Gram-negativas que
apresentem residuos de D-manose em suas
fimbrias. Patégenos com fimbrias tipo 1 manose-
especificas adsorvem o mananoligossacarideo
prontamente e deixam 0 intestino sem
possibilidade de coloniza-lo (Ferket et al., 2002).

Estudos demonstram a efetividade desse
prebidtico na modulagdo da microbiota de ces
saudaveis e doentes (Swanson et al., 2002;
Grieshop, 2003; Gouveia, 2006), mas ha caréncia
de pesquisas com gatos domésticos.

Dessa forma, 0s objetivos deste trabalho foram
avaliar o efeito da inclusdo de extrato da parede
de levedura (nos niveis de 0; 0,2; 0,4 e 0,6% da
matéria seca da dieta) na dieta imida sobre a
microbiota fecal (bactérias laticas e clostridios),
a produgdo de gas intestinal mensurada pela
radiografia e a hipertrofia dos colondcitos da
mucosa intestinal de gatos adultos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 gatos adultos, sem raca
definida, machos e fémeas, com peso médio de
3,71+0,84kg, alojados em gaiolas metabdlicas
durante todo o periodo experimental. Os animais
selecionados foram avaliados por meio de exame
clinico antes e durante o ensaio experimental. O
procedimento teve aprovacdo da Comissdo
de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Lavras.

O delineamento experimental foi o inteiramente
ao acaso, com quatro tratamentos e
cinco repeticBes, totalizando 20 unidades
experimentais. A duracdo total do ensaio foi de
33 dias, sendo 23 dias de adaptacdo e os 10
Ultimos para coleta de dados. Os tratamentos
fornecidos a cada um dos grupos foram: dieta
comercial Umida padrdo (controle) ou dieta
comercial umida + inclusdo de 0,2; 0,4 ou 0,6%
de EPL na matéria seca da dieta.

As quantidades de alimento oferecidas foram

baseadas nas necessidades energéticas estimadas
pela equagéo 100 x PV %¢7 (National..., 2006). O
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EPL foi misturado individualmente em cada um
dos potes para alimentagdo, e a agua foi
fornecida a vontade.

A partir de 25° dia do periodo experimental,
aliquotas de fezes frescas (coletadas até 15
minutos apos a defecacdo) foram reservadas para
mensuracao de pH e analises microbioldgicas.

A mensuracdo do pH de fezes recém-coletadas
foi realizada por meio de potenciémetro digital
Digimed ap6s introducdo direta do eletrodo nas
fezes. Foram realizadas trés medidas para cada
uma das amostras, e o resultado médio foi
utilizado segundo metodologia realizada por
Swanson et al. (2002).

As andlises microbiol6gicas da &gua, alimentos e
fezes foram efetuadas no laboratério de
microbiologia de alimentos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras.

A 4agua foi avaliada quanto a sua potabilidade
segundo a resolucdo nimero 518 de 2004 (Brasil,
2004). Tanto para &4gua como para o alimento
foram coletadas amostras para analises de
coliformes totais e termotolerantes, seguindo
metodologia descrita por Silva et al. (2001).

A andlise das fezes procedeu-se com a contagem
total de bactérias do é&cido latico e de clostridio
sulfito redutor. Utilizou-se o meio de cultura agar
de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) para avaliagéo
das bactérias do &cido latico, e para clostridios
sulfito redutores utilizou-se o meio de cultura
sulfito polimixina sulfadiazina agar (SPS). A
metodologia a que se procedeu é descrita por
Silva et al. (2001). Apo6s os procedimentos,
realizou-se a contagem de colbnias, e o0s
resultados foram expressos em log de UFC/g de
fezes.

Apbs o término do periodo de coleta de fezes, os
gatos comecaram a ser preparados para 0 exame
de colonoscopia, por meio do qual foram feitas
bidpsias e obtidas amostras de tecido do colon
ascendente (porcdo mais proximal do intestino
grosso e provavelmente mais susceptivel a acdo
da parede de levedura suplementada e integra).
Os animais receberam as suas dietas diluidas
durante dois dias consecutivos, tendo sido
submetidos a jejum alimentar um dia antes da
realizacdo do exame.
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Para a colonoscopia, 0s gatos foram anestesiados
com a associacdo de cloridrato de cetamina
(Cetamin 10%, Syntec) e midazolam (Dormonid
injetavel, Roche). O exame foi realizado com o
auxilio de endoscépio gradiente (Olympus
modelo XQ10, com 9,8mm de didmetro, canal de
trabalho de 1,8mm e comprimento de 120cm). A
técnica consistiu na introducéo do endoscépio no
reto do animal. Por meio da insuflacdo cautelosa
das porgdes intestinais, respeitando-se 0s
movimentos peristalticos, avaliou-se a mucosa
guanto a coloracdo, ao aspecto, as lesGes e as
alteracBes morfologicas da porgdo examinada. O
exame iniciou-se no reto, evoluindo até a por¢éo
da valvula ileocolica, com retorno do aparelho
para a reavaliacdo da mucosa e a aspiragdo de ar.

As biopsias foram realizadas com auxilio de
pingas, que coletavam fragmentos da mucosa
intestinal dos gatos de aproximadamente 1,5cm?.
As amostras foram imediatamente fixadas em
dois frascos diferentes contendo solugdo de
Karnovsky modificada segundo Alves (2004) e
encaminhadas para a confeccdo de laminas
histoldgicas.

Os animais foram acompanhados até a
recuperacdo da anestesia para serem conduzidos
novamente ao gatil experimental, onde foram
medicados por trés dias consecutivos com
0,05mL/kg de sulfatrimetropim e meloxicam
0,2% via subcuténea.

As amostras do colon ascendente foram coradas
com hematoxilina e eosina (HE) conforme
metodologia descrita por Fieri et al. (1997). As
laminas foram avaliadas em microscopio de luz
Ken-a-vision T-110, com camera acoplada a
um sistema multimidia Q capture, em um
computador, utilizando-se objetiva de 40x
(aumento de 400x).

Foram selecionadas, de forma aleatéria, 20
criptas intestinais por animal, sendo contadas
todas as ceélulas epiteliais (colonbcitos) e
caliciformes presentes. O nimero total de cada
um desses tipos celulares, a relacdo entre
elas e suas caracteristicas morfol6gicas foram
avaliados.

No 30° dia do periodo experimental, os animais
foram submetidos aos exames radiograficos e
ultrassonogréficos. Para o exame radiografico,
foram utilizados o aparelho Meditronix BR-200 e
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filmes Kodak® tamanho 24x30cm. Os animais
foram radiografados na projecdo laterolateral,
sendo as radiografias reveladas, fixadas e
interpretadas imediatamente aps 0s exames.

Por meio das radiografias, avaliaram-se a area de
producdo de gas e o espessamento das algas
intestinais utilizando-se medidas qualitativas
(sistema de escore) e quantitativas (mensuracao
das areas de gas).

Para a andlise qualitativa, as radiografias foram
classificadas em um sistema de pontuacdo de 1 a
3, em que 1 correspondia a pequena; 2,
moderada; e 3, grande quantidade de gas nas
algas intestinais, conforme descrito por Feliciano
(2008), utilizando-se o software Image
Processing and Analyses in Java (Image J®).

O exame ultrassonogréafico foi realizado com o
equipamento Toshiba SSH-140?2 e transdutor de
5MHz. Os animais foram tricotomizados e,
entdo, contidos em decubito dorsal, sendo
aplicado o gel acoplador especifico, segundo a
metodologia descrita por Biller et al. (1994). Por
meio das imagens ultrassonograficas, avaliou-se
a espessura da parede intestinal, mediante trés
mensuracles, e a média delas foi utilizada para
as analises estatisticas posteriores.

Os resultados foram analisados por meio do
programa computacional SAS (Statistical...,
2004), sendo previamente verificada a
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-
Wilk (PROC UNIVARIATE) e as variancias
comparadas pelo teste de Hartley. Para dados ndo
paramétricos, utilizou-se teste de Kruskal-Wallis,
pelo PROC NPARIWAY do SAS. Em todas as
analises considerou-se um nivel de significAncia
de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de coliformes totais e termotolerantes
da agua e a andlise das dietas experimentais nao
acusaram a presenca de microrganismos
contaminantes.

Os resultados para o pH fecal, o nimero de
bactérias laticas, a concentracdo de clostridio
sulfito redutor e a relacdo bactérias laticas/
clostridio sulfito redutor nas fezes dos gatos
estdo demonstrados na Tab. 1.
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Tabela 1. Valores de pH, de bactérias acido-laticas (log UFC/g) e de clostridio sulfito redutor (log UFC/g)
das fezes dos gatos, por meio da microbiologia, em funcéo do nivel de extrato da parede de levedura da

dieta

Tratamentos (% EPL) p*
Variavel 0 0,2 0,4 0,6 CcVv L Q D
pH 6,46 6,34 6,45 6,40 2,12 NS NS NS
BAL (log UFC/g) 11,83 11,75 11,81 11,69 4,38 NS NS NS
CSR (log UFC/g) 6,21 6,38 5,99 6,03 6,56 NS NS NS
REL 1,91 1,85 1,97 1,94 7,75 NS NS NS

p*: significancia p<0,05; C.V: coeficiente de variacdo; L: efeito linear; Q: efeito quadratico; D: efeito desvio;
BAL:bactéria acido-latica; CSR: clostridio sulfito redutor; REL: relagdo bactérias laticas/clostridio sulfito redutor

No presente estudo, ndo houve diferenca
significativa da inclusdo de EPL sobre os valores
de pH, de bactérias acido-laticas e clostridio
sulfito redutor nas fezes dos gatos (p>0,05). A
relacdo entre bactérias laticas e clostridio sulfito
redutor também nao foi afetada.

Sugere-se que as bactérias laticas da microbiota
intestinal ndo utilizaram de maneira eficiente o
extrato de parede de levedura, ou seja, ndo houve
fermentacéo direta com condi¢Ges metabdlicas e
bioguimicas adequadas para a reducdo do pH
intestinal. Esses resultados contrariam os estudos
desenvolvidos em cées por Zentek et al. (2002) e
Middelbos et al. (2007), os quais verificaram
diminuicdo significativa no pH fecal de animais
alimentados com parede de levedura, entretanto
ressalta-se que, nos dois ensaios, a dieta
fornecida aos animais foi seca (concentracdo
de proteina bruta menor). Dessa forma, a
concentragdo de proteina bruta no alimento
Umido utilizado neste estudo pbde alterar o
metabolismo  bacteriano, influenciando o
estabelecimento da  microbiota, conforme
constatado por Zentek et al. (2004), ao
estudarem o crescimento de Clostridium
perfringens em cées, e por Backus et al. (2002)
em felinos.

Outro ponto importante referente & composicao
do alimento fornecido consiste no fato de que as
concentragdes menores de carboidrato em
alimentos Umidos podem interferir no padréo de
fermentacdo, sendo que as bactérias laticas
utilizam carboidratos como substrato para o seu
crescimento e os teores sdo reduzidos (cerca de
25% da matéria seca) nas dietas imidas.

De acordo com Swanson e Fahey Jr. (2001)

e Vickers et al. (2001), o MOS seria
moderadamente fermentado pelas bactérias
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intestinais. O principal mecanismo de acdo do
mananoligossacarideo seria a eliminagdo das
bactérias fimbrias tipo 1, o que diminui
a competicdo desses microrganismos pela
adesdo na parede intestinal, facilitando o
estabelecimento das bactérias laticas. No
presente estudo, pdde-se observar crescimento
satisfatdrio de bactérias laticas em todos os
tratamentos.

A média de escores obtidos na avaliagdo
colonoscopica foi mais alta com a utilizagdo de
0,6% (2,8). Para o tratamento controle e 0,2%, as
médias foram de 1,2, e para o tratamento 0,4%
foi de 1,4 (P=0,0106). Esses resultados sugerem
gque uma resposta inflamatdria ndo associada a
modulacdo de microbiota ou a produtos
secundarios do metabolismo bacteriano foi
induzida nos gatos que receberam o tratamento
0,6%.

Sabe-se que, normalmente, quando se utilizam
niveis elevados de prebidticos fermentados pela
microbiota intestinal, a agressdo a mucosa é
causada pelo excesso na producdo de A&cidos
graxos de cadeia curta, especialmente o butirato.
O sistema imune inato desempenha um papel na
manuten¢do da integridade do intestino e na
protecdo contra uma ampla variedade de
antigenos. Além de funcionar como uma
primeira linha de defesa, também desencadeia
uma série de sinais bioldgicos que estimula a
resposta imune adaptativa a elaborar uma defesa
contra 0 agente agressor (Turner et al., 2003;
Nascimento et al., 2007). Corroborando essas
afirmac0es, os resultados estdo relacionados com
mecanismos imunol6gicos que podem provocar
vasodilatagdo, hiperemia e edema, vistos na
mucosa dos gatos. Um estudo mais amplo dessas
respostas imunologicas deve ser feito para
confirmar essa hipotese.
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Por meio da avaliagdo histologica dos
fragmentos intestinais, verificou-se que o0s
animais que receberam o tratamento com 0,6%
de EPL apresentaram infiltragdo de hemaécias,
corroborando a hiperemia observada durante a

avaliacdo macroscdpica pela colonoscopia
(Fig. 1).

O nlmero de colondcitos e o de células
caliciformes, bem como a relagdo células
caliciformes/colondcitos, sdo apresentados na
Tab. 2.

Figura 1. Fotos de microscopia direta (40x) de cortes transversais do colon ascendente de gatos adultos no
experimento com tratamento controle (A), dieta comercial imida com a inclusdo de 0,2% (B), 0,4% (C) e
0,6% de extrato de levedura (D). Em (D), notar em campo superior (setas) e pontos difusos da lamina a
infiltracdo de hemdcias no tecido, confirmando as alteragdes morfoldgicas visualizadas na colonoscopia.

Tabela 2. Morfologia intestinal (nimero de colondcitos e de células caliciformes), por meio da
colonoscopia, em fungdo do nivel de extrato da parede de levedura da dieta

Tratamentos (% EPL) p*
Variavel 0 0,2 0,4 0,6 CVv L Q D
COL (n°) 567,25 542,60 498,75 506,25 11,81 NS NS NS
CAL (n°) 47,50 95,8 27,75 69,00 39,61 NS NS 0,0173"
RCC 0,09 0,17 0,06 0,15 66,44 NS NS 0,0192°

p*: significancia p<0,05; 'R? = 0,3660; “R* = 0,3572 C.V: coeficiente de variacio; L: efeito linear; Q: efeito
quadratico; D: efeito desvio COL: colondcitos (células epiteliais); CAL: células caliciformes; RCC: relacdo
caliciforme/colonécito.

N&o houve diferenga significativa (P>0,05) no
namero de células epiteliais com a inclusdo de
EPL na dieta. Observou-se um efeito desvio para
0 numero de células caliciformes, tendo sido os
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maiores valores obtidos nos tratamentos 0,2 e
0,6%. O aumento no tratamento de 0,6% em
relacdo ao controle e ao de 0,4% confirma a
resposta inflamatdria verificada, jA que esse

1677



Aquino et al.

grupo celular (responsavel pela sintese de muco)
aumenta em situacdes em que a mucosa
intestinal é agredida (Deplancke e Gaskins,
2001).

A relagdo entre colon6citos e células
caliciformes apresentou-se com as mesmas
caracteristicas de efeito desvio, 0 que era
esperado, ja que as células epiteliais ndo
sofreram efeito dos tratamentos.

As médias das areas para as radiografias
classificadas como escore 1,2 e 3 foram 10,34,
11,71 e 14,73cm? respectivamente. Trabalhos
anteriores realizados por Feliciano (2008) e Maia
(2008) haviam demonstrado que as medidas
apresentavam um alto coeficiente de variagdo
(em torno de 70%), em parte pela falta de
acuracia do programa em separar as areas de
gas (radiotransparentes) das regifes de
tecidos moles. Neste sentido, uma delimitacdo
prévia nas radiografias possibilitou a diminuicéo
significativa do coeficiente de variagdo dos
dados para cerca da metade do observado
anteriormente.

Por tratar-se de uma metodologia nova, a medida
em cm? dificulta a comparacdo com outras
pesquisas em que a avaliagdo da producdo
de gas foi realizada em volume (cm®).
Conforme  Feliciano (2008), o0s exames
radiograficos  em projecbes  ortogonais
(laterolateral e ventrodorsal) podem oferecer a
visualizacdo mais ampla das alcas intestinais,
avaliando-se de forma mais efetiva a formag&o
de gas nesses animais. A técnica de mensuragdo
de gas via radiografia é promissora, no entanto
alguns ajustes ainda precisam ser realizados para
maior precisdo dos resultados. As &reas de gas
intestinal, bem como 0s respectivos escores, sao
apresentados na Tab. 3.

Né&o foram encontradas diferencas significativas
para o escore em fungdo da adicdo de EPL a
dieta (P>0,05). A média geral de 1,95 indicou

que houve producdo moderada de gas intestinal
em todos os animais. Tais resultados estdo de
acordo com os obtidos por Feliciano et al.
(2010), que encontraram média geral de 1,75 ao
verificarem o efeito de probioticos na produgdo
de gas intestinal de caes, sem influéncia de
tratamentos.

Tabela 3. Area de gés intestinal (cm?) e escore de
gas das radiografias dos gatos em funcdo do
nivel de extrato da parede de levedura na dieta

Tratamentos

(% EPL) Médias
AG (cm?) EGI
0,0 12,40 1,80
0,2 12,11 2,40
04 12,07 2,20
0,6 10,24 1,40
P 0,7544 0,2338

*Teste de Kruskal-Wallis — significancia p<0,05. AG:
area de gas; EGI: escore gas intestinal.

As areas de gas em cm? nio se alteraram, o que
difere dos resultados encontrados por Feliciano
et al. (2010). E preciso considerar que a
producdo de gas é dependente da taxa de
fermentacdo bacteriana, sendo que, no presente
estudo, houve alteragéo nessa relagéo.

Os resultados deste experimento estdo em
discordancia dos obtidos por Zentek et al. (2002)
ao utilizar a metodologia in vitro para verificar a
producdo de gas pela microbiota intestinal de
caes, exposta a diversos oligossacarideos. Neste
trabalho verificou-se 0 aumento na produgdo de
géds com a suplementagdo de MOS quando
comparadas a dietas padrdo. No entanto, a ampla
diversidade de metodologias empregadas nao
possibilita uma comparagdo fiel das duas
pesquisas. As médias para as mensuragdes da
parede do cdlon dos gatos sdo apresentadas na
Tab. 4.

Tabela 4. Espessura da parede intestinal (mm) dos gatos, por meio da ultrassonografia intestinal, em
funcdo dos niveis crescentes de extrato da parede de levedura na dieta

Tratamentos (% EPL) p*
Variavel 0 0,2 0,4 0,6 (GAY] L Q D
EPI (mm) 1,39 1,29 1,19 1,45 13,44 NS NS NS

p*: significancia p<0,05; C.V: coeficiente de variagdo; L= efeito linear; Q: efeito quadratico; D: desvio; EPI:

espessura da parede intestinal.

1678

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.65, n.6, p.1673-1680, 2013



Efeitos da parede de levedura...

As medidas verificadas apresentam-se dentro da
normalidade para a espécie Newell (1994). Nao
foi observado efeito significativo da adi¢do de
EPL a dieta sobre a espessura da parede do c6lon
(P>0,05).

A ultrassonografia  foi uma ferramenta
diagndstica  auxiliar importante para a
observacdo das camadas murais, pois trouxe
informacdes iniciais sobre a salde intestinal. Por
tratar-se de um exame ndo invasivo, é uma
alternativa vantajosa e poderia ser utilizada em
novos estudos para avaliagdo do intestino de
gatos domésticos. Essas caracteristicas também
foram descritas por Feliciano et al. (2010) em
estudo com cées.

CONCLUSAO

A inclusdo de até 0,6% de EPL na dieta imida
ndo alterou a concentracdo fecal de clostridios
redutores e lactobacilos, bem como a producéo
de gas intestinal mensurado por técnicas
radiograficas. A morfologia intestinal também
ndo foi afetada, embora uma pequena reacao
inflamatéria tenha sido notada nos animais
submetidos a concentragdo mais alta de EPL na
dieta (0,6% na matéria seca). Medidas
alternativas para a mensuracao de gas e coleta de
amostras intestinais sdo promissoras na nutricdo
de pequenos animais devido a sua caracteristica
pouco invasiva, embora ajustes sejam
necessarios. S8o recomendados mais estudos
para confirmacdo de efeitos, mecanismos de acéo
e doses ideais desse aditivo para felinos
domésticos.
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