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AVALIACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL EM GATOS
SUPLEMENTADOS COM MANANOPROTEINAS E
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS COM Toxoplasma gondii

RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a microbiota intestinal de gatos
suplementados com mananoproteinas e experimentalmente infectados com
Toxoplasma gondii. Para tal fim, dois grupos de 06 gatos foram formados. Grupo
I: gatos negativos para T. gondii suplementados com mananoproteinas. Grupo |1:
gatos negativos para T.gondii e ndo suplementados com mananoproteinas.
Denominou-se DO o inicio da suplementacdo, e ap6s 21 dias todos os animais
foram infectados com T.gondii. Amostras de fezes e de sangue foram coletadas
em dias pre-determinados para a avaliacdo das populacdes microbianas através
da qPCR e para determinacdo da soroconversao, respectivamente. Os resultados
entre e dentro dos grupos experimentais foram avaliados utilizando o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney. Com rela¢do a microbiota fecal entre os grupos
experimentais, houveram maiores nimeros de cépias de Lactobacillus spp. no
D21 (p=0,01) no grupo suplementado em comparacdo ao ndo suplementado e
para E.coli o numero de copias no D28 foi maior no grupo ndo suplementado.
Dentro do grupo experimental houve aumento no ndmero de coépias de
Lactobacillus spp. no dia D21 (p=0,02), D28 (p=0,01) e D35 (p= 0,02)
comparado ao DO. J& dentro do grupo ndo suplementado observou-se uma
diminuicdo no nimero de cdpias de Lactobacillus spp. no D35 em relacdo ao DO
(p=0,017), D21 (p=0,009) e D28 (p=0,03). No grupo ndo suplementado, C.
perfringens e E.coli apresentaram um menor ndmero de copias (p=0,05),
(p=0,009) no D21 comparado ao DO, enquanto no D28 apresentaram um maior
namero de copias em relacdo ao DO (p=0,01), (p=0,009) e D21 (p=0,01),
(p=0,009), respectivamente. Concluiu-se que mananoproteinas na concentracéo
de 0,16% possuem efeito benéfico na modulacdo da microbiota de gatos, bem
como esse efeito persiste mesmo apos a infeccdo por T. gondii.

Palavras—chave: Toxoplasma gondii. Felino. Suplementacéo. gPCR.
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EVALUATION OF INTESTINAL MICROBIOTA IN CATS
SUPPLEMENTED WITH MANNANOPROTEINS AND
EXPERIMENTALLY INFECTED WITH Toxoplasma gondii

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the intestinal microbiota of cats
supplementedwith  mannanoproteins and experimentally infected with
Toxoplasma gondii. For this purpose two groups of 06 cats were formed. Group
I: Negative cats for T. gondii supplemented with mannanoproteins. Group II:
Negative cats for T.gondii and not supplemented with mannanoproteins. The start
of supplementation was denoted DO, and after 21 days all the animals
wereinfected with T. gondii. Samples of feces and blood were collected on
predetermined days for the evaluation of microbial populations through qPCR
and for determination of seroconversion, respectively. Results between and with
in the experimental groups were evaluated sing the non-parametric Mann-
Whitney test. Regarding the fecal microbiota between the experimental groups,
there were larger numbers of copies of Lactobacillus spp. in D21 (p = 0.01) in
the supplemented group compared to the unsupplemented group and for E.coli
the number of copies in D28 were higher in the group not supplemented. With in
the experimental group there was anincrease in the number of copies of
Lactobacillus spp. on day D21 (p = 0.02), D28 (p = 0.01) and D35 (p = 0.02)
compared to DO. With in the non-supplemented group, a decrease in the number
of copies of Lactobacillus spp. in D35 was observed in relation to DO (p =
0.017), D21 (p = 0.009) and D28 (p = 0.03). In the non-supplemented group, C.
perfringens and E. coli presented a lower number of copies (p = 0.05), (p =
0.009) in D21 compared to DO, while in D28 they presented a higher number of
copies in relation to DO (p = 0.01), (p = 0.009) and D21 (p = 0.01), (p = 0.009),
respectively. It was concluded that mannanoproteins at a concentration of 0.16%
have a beneficial effect on the modulation of the microbiota of cats, as well as
this effect persists even after T. gondii infection.

Keywords: Toxoplasma gondii. Feline. Supplementation. qPCR.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatorio de conhecida
importancia zoondtica, capaz de infectar praticamente todos o0s animais
homeotérmicos (DUBEY, 2010). Possui como hospedeiros definitivos 0s
felideos e € nas celulas epiteliais desses animais que ocorre producéo e liberacdo
de oocistos nas fezes (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; FERGUSON et al.,
1999).

A mucosa intestinal € a principal porta de entrada do T.gondii nos
hospedeiros definitivos (MANTOVANI et al., 2011) e esta desempenha um
papel importante no combate a infeccdo oral pelo parasito (BOUT et al., 1999),
sendo uma barreira fisica formada pelos enterécitos (BARRAGAN; SIBLEY,
2003).

A microbiota intestinal possui um papel crucial no metabolismo e
manutencdo na saude do hospedeiro e, juntamente com o epitélio e o sistema
imunoldgico proporcionam resisténcia aos patogenos entéricos (PATTERSON ;
BURKHOLDER, 2003). De forma generalista a microbiota intestinal de cées e
gatos apresenta semelhante padrdo de colonizacdo de microrganismos com outros
mamiferos, um ecossistema altamente complexo, que compreende pelo menos
varias centenas de filotipos bacterianos diferentes. Sendo Bacteroides,
Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium spp., e Enterobacteriaceae os grupos
bacterianos predominantes no intestino de felinos e caninos (RITCHIE et al.,
2008; FERNANDES et al, 2000; SUCHODOLSKI, 2011).

Afim de modular a microbiota intestinal e o sistema imunolégico, 0s
prebioticos vem sendo utilizados como promotores de salde e bem-estar em cées
e gatos, promovendo o crescimento de bactérias benéficas para o seu organismo
(TORTORA et al., 2002; ROBERFROID, 2002; GIBSON et al., 2004;
BERFROID, 2007; GOMES, 2009). Entre os prebidticos utilizados estdo a
parede celular de levedura (PCL), os mananoligossacarideos (MOS) e as

mananoproteinas, todos derivados das leveduras Saccharomyces cerevisiae,
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considerada uma importante matéria-prima na nutricdo, pela sua capacidade
prebidtica e modulacdo da microbiota intestinal (FERNANDES et al., 2000;
ALBINO et al., 2006; MARTINS, 2009; SPRING et al., 2010).

Muitos estudos ja foram realizados avaliando a microbiota intestinal de
diferentes espécies animais ap6s a inclusdo da PCL ou do MOS nas dietas
(SWANSON et al., 2002a, GOUVEIA et al., 2010, MIDDELBOS et al., 2011,
AQUINO et al., 2013). As mananoproteinas fazem parte de uma nova geragéo de
prebioticos, que prometem melhores resultados (SPRING et al., 2015). Em
animais de companhia, as mananoproteinas s0 foram ofertadas a cées
(CHIZOTT, 2012; KROLL, 2014), ndo sendo encontrados na literatura trabalhos

em felinos.

Diante disto, estudos avaliando a microbiota intestinal de gatos
suplementados com mananoproteinas frente a infeccdo por T. gondii, se fazem
necessarios e irdo ajudar-nos a compreender a patogénese do parasito e 0

comportamento dos grupos bacterianos frente a suplementacéo e a infeccao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a microbiota intestinal de gatos suplementados com
mananoproteinas derivadas da parede celular de Saccharomyces cerevisiaee

infectados experimentalmente com T. gondii.

2.2 Objetivos especificos

Identificar e comparar as populacbes da microbiota intestinal em gatos

suplementados e ndo suplementados com mananoproteinas;

Identificar e comparar populagdes microbianas intestinais em gatos
suplementados e ndo suplementados com mananoproteinas e infectados com T.

gondii.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histérico do Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii é um protozoario intracelular obrigatorio de
conhecida importancia zoonotica, com distribuicdo geografica ampla, capaz de
infectar praticamente todos os animais homeotérmicos. Pertence ao reino
Protista, filo Apicomplexa, ordem Eimeriorina e familia Toxoplasmatidae
(DUBEY, 2010).

A etiologia de T. gondii foi descrita quase simultaneamente por Nicolle e
Louis Manceaux, na Tunisia em 1908, em estudos para pesquisa de leishmaniose
em um roedor (Ctenodactus gundi) e por Splendore em S&o Paulo, Brasil, que
identificou o parasito em coelho (FERGUSON, 2009). A principio o parasito foi
considerado como pertencente ao género Leishmania sp, e posteriormente
classificado como uma nova espécie, recebendo o nome de T. gondii (Toxo -
arco; Plasma - vida) (DUBEY, 2008; DUBEY, 2010).

3.2 Ciclo de vida do parasito

O ciclo de vida de T.gondii foi elucidado somente em 1970, através do
conhecimento dos estagios sexuais do parasito no intestino delgado de gatos,
denominados hospedeiros definitivos (HD) (Figural) (DUBEY, 2010). O
intestino delgado destes animais € um 6rgao-chave no ciclo de vida deste parasito
(DENKERS; GAZZINELLI, 1998). Ocorre em duas etapas distintas, uma fase
assexuada, que pode ocorrer tanto nos HD como nos hospedeiros intermediarios
(HI) por meio do ciclo extraintestinal, e uma fase sexuada que ocorre apenas nos
felideos por meio do ciclo intestinal (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; BLACK;
BOOTHROYD, 2000; DUBEY:; JONES, 2008).

Nas celulas epiteliais dos HD o estagio e sexual do parasito ocorre com
producdo e liberacdo de oocistos nas fezes (DENKERS; GAZZINELLI, 1998;
FERGUSON et al., 1999). Dessa forma desempenham papel importante na
epidemiologia do protozoario (DUBEY, 2008; DABRITZ; CONRAD, 2010),
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pois em contato com o ambiente, 0s oocistos esporulam e infectam HI e também
HD, completando o ciclo de vida do parasito (DENKERS; GAZZINELLI, 1998).

Os HD e HI adquirem a infec¢do a partirdos habitos alimentares, com o
consumo de alimentos ou dgua contaminados com oocistos ou pela ingestdo de
tecidos de animais contendo cistos de T. gondii (DUBEY, 1996; DUBEY, 2010).
Trés vias primarias de infeccdo sdo relatadas por Dubey (1986): fecal-oral,
carnivorismo e congeénita, enfatizando o gato doméstico e os felinos selvagem
como Unicos HDs. Todavia, a infeccdo também pode ocorrer atraves de
transplantes de orgdos e transfusdo sanguinea (DEROUIN; PELLOUX, 2008),
embora na natureza a infeccdo através da ingestdo de carne e oocistos
esporulados tenham maior importancia (DUBEY, 1986).

Oocistos, taquizoitos e bradizoitos representam os trés estagios infectantes
do parasito. Os oocistos excretados no ambiente a depender das condigcbes de
temperatura e umidade, esporulam tornando-se infectantes (DUBEY, 2010).
Possuem formato subesférico a esférico, medindo de 10-12 um de diametro, sua
parede celular é constituida de duas camadas incolores, sem granulos polares
(DUBEY, 1998). Os oocistos esporulados sdo a forma mais importante de
infeccdo, devido a sua facilidade de contaminacdo, elevada resisténcia aos
agentes quimicos, e capacidade de infectar herbivoros, onivoros, roedores,
carnivoros e 0 homem (VIDOTTO, 1992). Apresentam formato subesférico a
elipsoidal, medindo de 11-13 pm de didmetro e no seu interior contém dois
esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos (DUBEY, 1998).

Os taquizoitos, do grego (tachos= rapido), correspondem ao estagio de
rapida multiplicacdo do T. gondii em qualquer célula nucleada dos hospedeiros
HI ou HD (DUBEY, 1998; DUBEY, 2010). Podem medir 6 um de comprimento
por 2 um de largura apresentando formato crescente com extremidade posterior
de forma arredondada, a anterior pontiaguda e um nacleo central (DUBEY,
1998).

Os bradizoitos séo encontrados dentro de cistos teciduais e representam a
fase de multiplicacdo lenta do protozoario durante a fase crénica da infeccdo

(DUBEY, 2010). Possuem nucleo de localizacdo terminal, sdo menos



18

susceptiveis a quimioterapia e resistentes a digestdo pela pepsina e tripsina
(DUBEY, 1998). O numero e localizacao diferem a partir do hospedeiro e do tipo
de cepa de T. gondii (DUBEY, 2010), mas sdo encontrados predominantemente
no sistema nervoso central e tecido muscular, onde podem residir por toda a vida
do hospedeiro (BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Unsporulated
coCyst:
passed in feces

Intermediate
host
ingests
oocysts

in feed
or

water
or

soil

INTERMEDIATE HOSTS /
Figura 1. Ciclo de vida do T. gondii Fonte: (DUBEY, 2010).

Sporulated cocyst

3.3 Infeccéo pelo Toxoplasma gondii nos gatos

O gato doméstico (Felis catus) € um animal de estimacdo cada vez mais
encontrado em residéncias. Geralmente seu primeiro contato com T. gondii
acontece até os seis meses de vida, liberando oocistos por um periodo curto de
tempo (MANTOVANI et al., 2011).

A mucosa intestinal corresponde a principal porta de entrada do T. gondii
nos hospedeiros definitivos (MANTOVANI et al., 2011), e apos a infeccdo, 0s
enterocitos passam a secretar citocinas e quimiocinas capazes de orientar a
resposta imune (BOUT et al., 1999), desencadeando a ativacdo da imunidade
inata e adaptativa, resultando no estabelecimento de infeccdo latente ou
destruindo diretamente a integridade estrutural da barreira epitelial,

possibilitando dessa forma a expansdo e translocacdo de patdgenos para 0S
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tecidos subepiteliais gerando uma resposta pré-inflamatéria (COHEN;
DENKERS, 2015).

A mucosa intestinal desempenha um papel importante no combate a
infeccdo oral do T. gondii (BOUT et al.,, 1999), sendo uma barreira fisica
formada pelos enterocitos (BARRAGAN; SIBLEY, 2003). Para vencer esta
barreira, 0s parasitos desenvolveram vérias estratégias de aderéncia e invasao dos
enterocitos e disseminacdo além do epitélio (BARRAGAN; SIBLEY, 2003;
BUZONI-GATEL; WERTS, 2006).

Embora a infeccdo nos gatos ocorra normalmente de forma assintomatica,
fatores iatrogénicos ou naturais que promovem alteragbes no mecanismo de
defesa como administracdo de altas doses de corticoides ou a presenca de alguma
doenca imunossupressora, como a infeccéo pelo virus da imunodeficiéncia felina,
podem reativar a infeccdo latente, resultando no desenvolvimento da
sintomatologia clinica da doenca. Os sinais mais frequentes da toxoplasmose em
gatos incluem: febre, vomito, diarreia, ictericia, inflamagdo ocular, hepatite,
pneumonia e doencgas neuroldgicas (DUBEY, 1986; FILHA; OLIVEIRA, 2009).

O trabalho realizado por Silva et al. (2009) em gatos infectados com 200
cistos teciduais da cepa ME49 (tipo I1) de T. gondii, avaliando o efeito do
parasito na parede intestinal verificou que a infeccdo cronica levou a atrofia da
tinica mucosa, parede intestinal do duodeno e tunica muscular. Induziu também
0 aumento na altura dos enterdcitos, a reducdo da secrecdo de sialomucinas e 0
aumento das células de Paneth.

Por serem carnivoros, pouco se sabe em relacdo a sua microbiota, as
mudancas que ocorrem a partir da manipulacédo dietética e quaisquer implicacdes
relacionadas a salde e a composicdo da dieta (LUBBS et al., 2009). Entretanto,
existem perspectivas de que mudancas nos habitos modernos da sociedade levem
ao aumento do namero de gatos nos lares brasileiros, nesse sentido o mercado de
alimentos e aditivos para essa espécie devem passar por mudancas, buscando
aumentar a longevidade associada a qualidade de vida destes animais (SANTOS,
2015).
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3.4 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal possui um papel crucial no metabolismo e
manutencdo na salde do hospedeiro, juntamente com o epitélio e o sistema
imunoldgico proporcionam resisténcia aos patdgenos entéricos. A inibicdo dos
patdgenos pela microbiota intestinal ¢ chamada de antagonismo bacteriano,
interferéncia bacteriana (PATTERSON; BURKHOLDER, 2003). Esta eubiose
(microbiota estavel), age como defesa natural, como uma barreira contra a
invasdo de patdgenos, mantendo normal a imunidade da mucosa (THUM et al.,
2012).

A microbiota do trato gastrointestinal (TGI) é caracterizada por uma alta
densidade populacional, ampla variedade e complexidade nas interagfes entre as
espéecies de microrganismos que a compdem (AQUINO, 2009). De acordo com
Caliman (2010), as diferentes por¢des do TGI dos mamiferos possuem diferentes
espéecies e nimeros de microrganismos, principalmente devido as diferengas no
pH. As concentracbes das populacdes bacterianas aumentam ao longo do
comprimento do trato gastrointestinal (SUCHODOLSKI, 2011).

Inimeros fatores, como disponibilidade de nutriente, pH luminal, presenca
de substancias antibacterianas naturais (bacteriocinas) e estimulo do sistema
imune, influenciam as populagdes de microrganismos no TGl quanto a
colonizacdo e diversidade (GOMES, 2009).

O processo de colonizacdo da microbiota do TGl nos neonatos é
importante para o0 estabelecimento da saude do individuo ao longo da vida
(FERNANDES et al., 2000). Acreditava-se que no utero, os fetos se mantinham
estéreis devido a barreira placentaria e que, o processo de colonizacdo do TGl
ocorra ap0s 0 nascimento, no qual o intestino dos mamiferos é rapidamente
colonizado por bactérias, microrganismos ambientais, orais e cutaneos da méae
transferidos para o neonato através da amamentagdo (CALIMAN, 2010).
Existem estudos que demostram a possibilidade de o processo de colonizagéo
bacteriana ocorrer durante a fase fetal (THUM et al., 2012; FUNKHOUSER,;
BORDENSTEIN, 2013).
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De forma generalista o0 TGI de cées e gatos apresentam semelhante padréo
de colonizacdo de microrganismos com outros mamiferos (FERNANDES et al.,
2000; RITCHIE et al., 2008), um ecossistema altamente complexo que
compreende, pelo menos, vérias centenas de filotipos bacterianos diferentes
(RITCHIE et al., 2008).

A microbiota do TGI atraiu pesquisadores ha décadas devido ao seu
potencial papel etiopatoldgico na saude e doenca do hospedeiro. Muitos estudos
em seres humanos e outras espécies animais sugeriram que varias doencas estao
associadas a alteracdes da microbiota do TGl (MINAMOTO et al., 2012).

3.5 Microbiota fecal de gatos

Aproximadamente 95% da microbiota intestinal de cdes e gatos €
constituida por Firmicutes, Bacteroidetes e as Fusobactérias, seguindo-se as
Proteobactériase Actinobactérias, que constituem tipicamente 1% a 5% de
bactérias totais identificadas por sequenciamento (MIDDELBOS et al., 2010;
HANDL et al., 2011).

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria, Bacteroides,
Clostridium, Lactobaciillus, Bifidobacterium spp., e Enterobacteriaceaesdao
grupos bacterianos predominantes na microbiota de felinos (HANDL et al. 2011;
SUCHODOLSKI, 2011; MINAMOTO et al., 2012; KERR et al., 2014). Kerr et
al. (2014) encontraram os filos Dbacterianos Firmicutes (em maior
predominancia), Proteobactérias, Fusobactérias, Actinobaceria,
TenericuteseBacteroidetese ~ géneros  predominantes de  Clostridium,
Lachnospiraceae, Blautia, Peptococcuse Fusobacterium em amostras fecais de
gatos domesticos.

Caliman (2010) relatou que as porcdes iniciais do intestino delgado dos
mamiferos sdo colonizadas, principalmente, por Lactobacillus spp.,
Estreptococos, Bifidobacterium spp., Bacteroidesspp. e Clostridios. De acordo
com Suchodolski et al. (2011) e Johnston et al. (1993), no intestino delgado de
gatos, bactérias anaerdbicas facultativas ou aerdbicas (Bacteroides spp.,

Fusobacterium spp., Eubacteriumspp.) predominam de forma abundante.
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No intestino grosso de mamiferos predominam os anaerdbios restritos
como os Bacteroides spp., Clostridios, Ruminococcusspp.,Butyrovibriospp.,
Fusobacterium  spp.,Eubacteriumspp.,Peptostreptococcus,  Bifidobacterium
spp.,Atopobiumspp., e Peptococci (CALIMAN, 2010). Semelhantemente em
gatos no intestino grosso ocorre maior numero de bactérias anaerdbias
JOHNSTON et al. (1993).

A composicdo geral da microbiota intestinal de gatos filhotes &
relativamente semelhante a dos adultos. No entanto, algumas modificacGes na
composicdo quantitativa e qualitativa ocorrem nas primeiras semanas até meses
de vida (MINAMOTO, 2012). Jia et al. (2011), em um estudo realizado
avaliando a microbiota fecal de gatos de 1 a 9 meses de vida, notaram diferencas
significativas associadas a dieta, populacdo bacteriana total, bactérias acido
laticas, Desulfovibrionales, Clostridium e Bacteroidetes nos dois grupos
experimentais.

De forma geral, as principais bactérias intestinais potencialmente
patogénicas avaliadas sdo E.coli, Salmonella spp. e Clostridium perfringens
(SANTOS, 2015). Campylobacterjejuni, e Clostridium perfringens foram
encontrados em gatos saudaveis e diarreicos no estudo realizado por Queen et al.
(2012). Bactérias como C. perfringens, Enterococcus spp., E. coli e Helicobacter
foram encontradas em estudo com cées e gatos domésticos realizado por Handl et
al. (2011). Minamoto et al. (2012) sugere que nem sempre a presenca desses

microorganismos deve ser correlacionada com a presenca de doencas intestinais.

3.6 Bacterias alvo do estudo

Clostridium perfringens € uma bactéria anaerobica, gram negativa,
pertencente ao filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem Clostridiales e familia
Clostridiaceae; diferem em abundancia ao longo do TGl e ja foram relacionadas
a doencas intestinais em gatos (MINAMOTO et al., 2012). Nos seres humanos
estd relacionada a alteracGes gastrointestinais (QUEEN et al., 2012). Sua
patogenicidade e possivel producdo de diarreia em gatos permanece mal
compreendida e carece de mais estudos (QUEEN et al., 2012; RITCHIE et al.,
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2008). A E. coli é uma espécie de bactéria do género Escherichia, que contém
principalmente bacilos gram-negativos, € oxidase-negativa e pertence ao filo
Proteobacteria e a familia Enterobacteriaceae que geralmente permanece no
[limen intestinal de forma inofensiva, entretanto, mesmo as cepas "ndo
patogénicas” podem causar infeccdo em um hospedeiro debilitado ou
imunossuprimido, ou quando as barreiras gastrointestinais forem violadas. S&o
classificadas em E. coli enteropatogénica (EPEC), E. colienterotoxigénica
(ETEC), E. colienteroinvasiva (EIEC), E. colienteroagregativas (EAEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC) (NATARO; KAPER, 1998).

Lactobacillus acidophilus sdo organismos probidticos que fornecem
excelentes beneficios terapéuticos como por exemplo aumento da imunidade
intestinal contra infeccBes e melhoria na utilizagdo da lactose. Estas bactérias
apresentam se conectam aos enterécitos e inibem a ligacdo de patdgenos
entéricos por um processo de exclusdo competitiva, iniciando eventos de
sinalizagdo que resultam na sintese de citocinas. Também produzem &cido lactico
e bacteriocinas, que inibem o crescimento de agentes patogénicos e alteram o
equilibrio ecolégico dos comensais entéricos (KAILASAPATHY; CHIN, 2000).

3.7 Prebioticos
Desde a sua introdugdo, o conceito de prebiotico atraiu e estimulou a
pesquisa em muitas areas da nutricdo e ciéncias médicas. Estas substancias
quimicas utilizadas como promotores de saude e bem-estar para cées e gatos, ou
como uma alternativa aos “promotores de crescimento” para os animais de
producéo, tém potencial de melhora e estabilidade de uma microflora intestinal,
promovendo seletivamente o crescimento de bactérias benéficas (GIBSON;
ROBERFROID, 1995; TORTORA et al., 2002; GIBSON et al., 2004,
ROBERFROID, 2007; GOMES, 2009).
Inicialmente foram definidos como ingredientes alimentares ndo digeridos
na porcdo proximal do TGl de monogastricos, fermentados seletivamente e que

proporcionam efeito benéfico no hospedeiro, por estimular seletivamente o
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crescimento e/ou o metabolismo de um limitado grupo de bactérias no célon
(GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Gibson et al. (2010) propuseram expandir o termo, redefinindo-os como
compostos ou ingredientes seletivamente fermentados que resultam em
mudancas especificas na composicdo e/ou atividade da microbiota
gastrointestinal.

Gibson et al. (2004) e Roberfroid (2007) estabeleceram critérios para que
um ingrediente alimentar seja classificado como prebidtico: a resisténcia a acidez
gastrica, a hidrolise por enzimas de mamiferos, a absorcdo gastrointestinal; bem
como, seja capaz de ser fermentado pela microflora intestinal, estimulando
seletivamente o crescimento e/ou atividade das bactérias intestinais que
contribuem para saude e bem-estar dos animais.

Logo o sucesso dos prebiodticos depende da sua ndo hidrolisacdo pelas
enzimas digestivas, que permitem chegar intactos ao intestino grosso onde sao
digeridos (fermentados) pela flora intestinal promotora da salde, como as
bactérias de acido latico, Lactobacillus e Bifidobacterium (BRITO et al., 2013).
Estes produtos de fermentacdo reduzem o pH e, juntamente com outras
substancias antibacterianas e enzimas produzidas pela microbiota, podem inibir o
crescimento de bactérias nocivas como Clostridium spp., Ercherichia coli e
Salmonella (MATHEUS, 2016).

Estes aditivos podem estar presentes nos ingredientes da dieta ou podem
ser adicionados a ela através de fontes exdgena (PELICIA et al., 2004),
aumentando a biodisponibilidade e a absor¢cdo de minerais, estimulando o
crescimento e/ou ativando o metabolismo de grupos bacterianos benéficas do
TGl especificamente o crescimento de grupos de populagbes microbianas
enddgenas, como Bifidobactérias e Lactobacilos, benéficos para a satde humana,
dessa forma as atividades bacterianas adversas a saude sdo suprimidas e as
vantajosas estimuladas (BLAUT, 2002; BROWNAWELL et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais as bactérias intestinais inibem patdgenos
incluem: competicdo por locais de colonizagdo, competicdo por nutrientes,

producdo de compostos toxicos ou estimulacdo do sistema imunolégico. Estes
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mecanismos ndo sdo mutuamente exclusivos, e a inibicdo pode compreender um,
varios ou todos esses mecanismos (PATTERSON; BURKHOLDER, 2003).

3.8 Parede Celular de Levedura (PCL), Mananoligossacarideo e
Mananoproteinas

As leveduras Saccharomyces cerevisiae sdo eucariotos unicelulares que
apresentam estrutura quimica formada por quitina, mananoproteinas e beta-
glucanos 1,3 e 1,6. Estas, historicamente, séo utilizadas em processos industriais,
como por exemplo na producdo de bebidas, e nos ultimos anos vem sendo
utilizados como aditivos nas racgdes, utilizando os excedentes da biomassa
microbiana gerando: levedura inativa integra, extrato de levedura, parede celular
de levedura (PCL) e recentemente as mananoproteinas purificadas (OSUMI,
1998; SANTOS, 2015).

A PCL é um prebiotico utilizado em dietas de animais de producéo e
companhia. Sua digestdo ndo ocorre em mamiferos, mas podem ser utilizados por
determinados grupos bacterianos em detrimento de outros. Na literatura, estudos
com inclusdo de PCL em felinos é escassa. Aquino (2009) trabalhou com
inclusdes de PCL em gatos e analisou a microbiota intestinal atraves da técnica
de plagueamento. Este trabalho gerou outras publicag6es, AQUINO et al., 2010 e
AQUINO et al., 2013. Santos (2015) e Matheus (2016), avaliaram os efeitos da
PCL em dietas de gatos, sobre a microbiota intestinal, utilizando a técnica de
gPCR.

Entre os prebidticos mais pesquisados e utilizados na nutricdo de pequenos
animais estdo os mananoligossacarideos (MOS), derivados da PCL (SANTOS,
2015; ALBINO et al., 2006; FERNANDES et al., 2000; SPRING et al., 2000;
OSUMI, 1998). Este carboidrato complexo contendo D-manose (FERNANDES
et al., 2000) encontrado principalmente na por¢éo mais externa da PCL, contribui
com 50% da fracdo carboidrato desta (AQUINO, 2009; SANTOS, 2008),
apresentando capacidade de modulacdo do sistema imunologico e da microbiota

intestinal, ligando-se a ampla variedade de micotoxinas, preservando a
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integridade da superficie de absorcdo intestinal (GIBSON; ROBERFROID,
1995; ROBERFROID, 2002).

Para Swanson et al. (2002a) o MOS apresenta influéncia positiva sobre a
salde intestinal de cées, melhorando as popula¢6es microbianas. Sua associacdo
ao Frutooligossacarideos (FOS) diminui as concentragfes de compostos
putrefativos nas fezes e aumenta a imunidade local e sisttmica; sendo a adicéo
destes prebioticos as dietas indicada para cées jovens, geriatricos ou sob estresse.

O MOS também se mostrou efetivo na recuperacdo de cées infectados
experimentalmente por E.coli enteropatogénica (EPEC). Neste estudo os animais
que receberam o prebidtico se recuperaram mais rapidamente da infeccgéo,
comparado aos animais que ndo foram suplementados (GOUVEIA et al., 2010).

As mananoproteinas, fracdo rica em manose de segunda geracdo, podem
ser incluidas em dietas com taxas de inclusdo mais baixas que o MOS,
melhorando o desempenho zootécnico sob condi¢bes desafiadoras. Tem
demonstrado bloquear organismos desfavoraveis do intestino, manter a funcéo
digestiva, atividade enzimatica e controlar a inflamacdo (SPRING, 2015).
Chizzotti, (2012) e Kroll (2014) estudaram a utilizacdo da mananoproteina em
caes, entretanto apenas CHIZZOTTI, (2012) avaliou o efeito deste prebidtico na
microbiota intestinal, ndo encontrando efeito nas concentrag6es de 0,3 %, 0,6 %
e 0,9 %.

3.9 Uso da Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

para determinacdo e quantificacdo da microbiota intestinal.

Beneficios inestimaveis foram gerados através da Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) nas mais diversas areas da ciéncia. Uma das tecnologias
resultantes da PCR, a Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), mais
sensivel que a PCR convencional, analisa e quantifica a sequéncia de interesse
gerando dados quantitativos com grande acuracia, sensibilidade e
reprodutibilidade (HOPKINS et al., 2005).

Esta técnica apresenta um grande potencial para anélise da microflora
fecal (MALINEN et al., 2003; RINTTILA et al., 20040), sendo utilizada na
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quantificacdo do DNA bacteriano em varias amostras, permitindo a deteccdo de
géneros bacterianos para melhor conhecimento da diversidade microbiana fecal
(TALARICO, 2012) e atividades das comunidades microbianas gastrointestinais
(MATSUKI et al., 2004). Diversos estudos tém utilizado essa técnica devido a
sua eficiéncia e confiabilidade na microbiota fecal (LUBBS et al., 2009;
SUCHODOLSKI et al., 2015; DELROISSE et al., 2008).

Ensaios de PCR quantitativos foram realizados em amostras fecais de cées
que apresentavam diarreia hemorragica aguda e doenca do intestino inflamatorio
idiopético controlada, e cdes saudaveis a fim de se analisar 0s grupos bacterianos
Bacteroidetes, Fusobacteria, Blautia, Ruminococcaceae, Faecalibacteriumspp.,
Turicibacter spp., Bifidobacterium spp.e Clostridium. Os resultados mostraram
que existiam diferencas na composi¢cdo dos microbiomas fecais entre cdes com
diarreia aguda e cronica e cédes saudaveis (SUCHODOLSKI et al., 2012).

Rossi et al. (2014) através da técnica de gPCR, compararam parametros
histologicos, imunomoduladores e a microbiota fecal de  cdes com doenca
intestinal inflamatéria idiopatica e cées saudaveis. Middelbos et al. (2011)
realizou um estudo com niveis crescentes de PCL na dieta em cdes e sua
influéncia na microbiota intestinal utilizando o método de plaqueamento, qPCR e
DGGE.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Selecdo e Manutencgdo dos animais

A fim de selecionar animais para participarem do estudo, realizou-se uma
triagem de filhotes de gatas capturadas no Centro de Controle de Zoonoses do
municipio de Itabuna, Bahia. Esta triagem incluiu a realizacdo de exame fisico
(avaliacdo do estado fisico, mucosas, estado nutricional e higidez), hemograma
completo (4.2.1.), bioquimica sérica (4.2.2.), sorologia para deteccdo da infeccéo
pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV)

(subitem 4.2.3), sorologia para detec¢do de anticorpos anti-T. gondii (subitem
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4.2.4), exame coproparasitoldgico (4.2.5.), ultrassonografia abdominal e
radiografia toracica. Os critérios de inclusdo foram animais negativos para T.
gondii e FIV/FeLV que se mostraram higidos nos exames realizados.

Desta forma, selecionou-se 12 gatos saudaveis (6 machos e 6 fémeas),
apresentando a mesma faixa etaria media (1 a 2 meses de vida). Estes animais
foram castrados e imunizados contra as principais doengas infecciosas dos
felinos (Rinotraqueite, Calicivirose e Paleucopenia felina), recebendo tratamento
para controle de endoparasitas e ectoparasitas (Toxocara canis, Toxocara cati,
Toxascaris leonina, Ancylostoma caninum, Uncynariastenocephala e Trichuris
vulpis).

Os gatos foram alojados individualmente em baias medindo 1m?
recebendo dgua mineral comercial ad libitum para evitar a contaminacdo com T.
gondii e racdo comercial isenta de prebiotico (mananoproteina). Hemograma
completo e bioquimica sérica foram realizados a cada més; exames
coproparasitolégico e sorologia para T. gondii foram realizados a cada 15 dias. A
entrada de pessoas no gatil foi controlada e os animais passaram por um periodo
de 10 meses de quarentena antes de iniciar o experimento, aprovado pelo CEUA
(024/15).

4.2 Coleta e processamento das amostras dos animais selecionados

A coleta de sangue para a triagem dos animais, foram realizadas por
venopuncdo, através da veia jugular ou cefalica. O sangue foi armazenado em
tubos a vacuo com anticoagulante (EDTA) e mantidos sob refrigeracédo até o seu
processamento. Para obtencdo do soro as amostras foram acondicionadas nos
tubos sem anticoagulante, centrifugadas e mantidas em -20°C até realizacdo dos
testes (bioquimica serica e sorologias). Para 0s exames coproparasitologicos, as
fezes foram coletadas das bandejas de areia de cada animal e refrigeradas até
processamento das amostras. Trés dias antes do inicio do experimento foi
realizado coproparasitologico de fezes nos animais. Para a realizacdo da qPCR
foram colhidas as primeiras amostras de fezes diaria de cada animal e mantidas a

-80 °C até processamento.
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4.2.1 Hemograma

Para realizacdo dos hemogramas foi utilizado o contador automatico
hematoldgico (ABX VET-Horiba®). Os esfregacos sanguineos foram fixados em
metanol por cinco minutos e corados com Giemsa-Doles® durante 30 minutos
para a contagem da leucometria especifica e observacdo da morfologia das

células sanguineas.

4.2.2 Bioguimica sérica

Para a determinacdo da alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia e creatinina séricas foram utilizados Kits
comerciaisLabtest®, sendo a leitura realizada em analisador semiautomatico
Bioplus 2000®.

4.2.3 Sorologia para FIV e FeLV

Para o diagndstico da FIV e do FeLV os soros obtidos foram testados
através do teste Imunoensaio Cromatografico Alere FIV/FeLV Test Kit
(Alere™) ¢ o resultado interpretado de acordo com as recomendacgdes do

fabricante.

4.2.4 Sorologia para Toxoplasma gondii

A deteccdo de anticorpos anti-lgG de T. gondii foi realizada através da
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) de acordo com Pinto et al. (2009),
utilizando o ponto de corte de 1:16. As laminas silcadas foram sensibilizadas
com taquizoitos da cepa RH e utilizou- se o conjugado anti-IgG felino Sigma
(Anti-Cat 1gG — F4262, Sigma-Aldrich ®) na diluigdo de 1:128. Os controles
(positivo e negativo) foram obtidos a partir de Munhoz et al. (2017).

A leitura foi realizada em microscépio binocular com sistema de
epifluorescéncia (OLYMPUS, BX 51) no aumento de 400x. Foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram 50% ou mais dos taquizoitos de cada
campo com fluorescéncia periférica completa (PINTO et al., 2009). O protocolo

da realizacdo da RIFI encontra-se no Anexo A.

4.2.5 Coproparasitologico
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As amostras foram processadas e examinadas pela técnica modificada de
centrifugo-flutuacdo com solucdo de sacarose, descrita por Sheather (1923) e
modificada por Duszynsk e Wilber (1997). Para a identificacdo dos oocistos
eliminados, as amostras de fezes foram processadas segundo Dubey (2001) e
Gondim et al. (2002).

4.3 Preparacdo do inéculo de Toxoplasma gondii

Camundongos suicos fémeas (n=24) foram previamente infectados através
de sonda gastrica, com 50 oocistos de T. gondii da cepa ME49, gentilmente
cedido pelo prof. Jodo Luis Garcia - Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Universidade Estadual de Londrina, Parand. Os animais foram
mantidos com racdo comercial propria para a espécie e agua ad libitum e

observados diariamente durante doze semanas.

4.4 Delineamento experimental

4.4.1 Administracéo do prebiotico

Seis gatos (3 machos e 3 fémeas), selecionados de forma aleatoria, foram
suplementados diariamente com mananoproteinas derivadas da parede celular de
Saccharomyces cerevisiaena concentracéo de 0,16 % (1,6g/kg de dieta), durante
todo experimento. Os outros seis gatos (3 machos e 3 fémeas) receberam celulose
como placebo. Foi denominado dia zero (D0), o primeiro dia da suplementacao.
Desta forma, os animais foram divididos em dois grupos: Grupo I:
suplementados (n=6); Grupo II: ndo suplementados (n=6).

4.4.2 Recebimento dos cistos de Toxoplasma gondii

Vinte e um dias apos o inicio da suplementacdo dos gatos (D21), os
camundongos foram eutanasiados em camara de CO, para posterior retirada do
cerebro. Amostras de cada cérebro foram avaliadas quanto a presenca de cistos,
e, somente apds visualizacdo e contagem dos mesmos, as amostras foram
homogeneizadas e oferecidos aproximadamente 800 cistos de T. gondii por

animal (GARCIA et al., 2007), que estavam em jejum de 24 horas (Figura 2).
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Figura 2: Cisto de Toxoplasma gondii visualizado em macerado de
cérebro de camundongo infectado com oocistos da cepa ME-49. 1000x. Barra:

50um. Fonte: arquivo pessoal.

4.4.3 Sorologia para T. gondii

Durante o experimento realizou-se sorologia (4.2.4.subitem) para T.
gondii no dia DO (inicio da suplementacéo), D21 (dia da infeccdo por T. gondii),
D24, D26, D28 e D35, para todos os animais de ambos 0s grupos. As amostras
foram diluidas em PBS, em progressdo geométrica de razao dois a partir de 1:16

para determinacéo da titulacdo de cada animal.

4.4.4 Deteccdo de oocistos de T. gondii nas fezes

Todos os animais tiveram suas fezes colhidas no dia D18 até o dia D35
para deteccdo dos oocistos de T. gondii, através da técnica de centrifugo-
flutuacdo (4.2.5. subitem).

4.5 Ensaios experimentais

4.5.1 Cepas Bacterianas e Extracdo de DNA das bactérias de interesse da
microbiota fecal

Foram utilizadas neste estudo cepas liofilizadas de Lactobacillus
acidophilus (ATCC 4356) e Clostridium perfringens (ATCC 13124) obtidas da

colecgéo de cultura microbiana do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
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Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz/Rio de Janeiro. As cepas foram re-
hidratadas em PBS estéril e as extragdes dos DNA’s foram realizadas utilizando
0 kit de extracdo Easy DNA (lvitrogen® do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) de
acordo com as instrucdes do fabricante. A purificacdo destes DNA’s ocorreu
através do kit Pure Link (Quick Gel Extraction e PCR Purification Combo Kit®),
segundo as recomendacdes do fabricante. A curva padréo da bactéria Escherichia
coli (INCQS 00033) foi gentilmente cedida pela Prof.? Bianca Mendes Maciel -

Departamento de Ciéncias Biologicas da UESC/IIhéus, Bahia.

4.5.2 Amplificacéao dos genes alvos

Reacdes individuais de PCR convencional foram realizadas a fim de se
obter a amplificacdo dos fragmentos dos genes alvos de cada bactéria (Tabela 1),
para isso utilizou-se 0 DNA das cepas bacterianas como molde. As amplificacdes
foram realizadas a partir de um volume final de 50uL, compostos por 3 pL do
DNA de cada bactéria e 47 puL de uma solucdo formada por 0,2 mM de cada
primer, 0,2uM de cada ANTP, (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCI2 e 2U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen®) e tampdo para PCR 10X. Agua ultra-pura estéril
foi acrescentada as reac@es a fim de atingir o volume final de 50 pL.

As reacOes foram realizadas em termocicladorProflex PCR system
(AppliedBiosystems®, Life Technologies, Carlsbad, USA), sendo para
Lactobacillus acidophilus: um ciclo inicial (95 °C por 5 min); 30 ciclos (95 °C
por 1 min, 51 °C por 1 min, 72 °C por 1 min), e uma extensdo final (72 °C por 7
min); para Clostridium perfringens: um ciclo (94 °C por 5 min); 30 ciclos (55
°C por 1 min, 72° C por 1 min, 94° C por 1 min) e um ciclo (72°C por 10 min);
para E. coli: um ciclo (94 °C por 5 min), 32 ciclos (94 °C por 60 seg, 58 °C por
30 seg, 72 °C por 60 seg) e um ciclo (72 °C por 10 min). Os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e corados com Sybr Safe
(Invitrogen).

Posteriormente, os produtos da PCR foram purificados com o kit
PureLink® Genomic DNA (Invitrogen) e quantificados em Nano Drop 2000
(ThermoScientific, USA).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carlsbad_%28Calif%C3%B3rnia%29
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para deteccdo qualitativa e quantitativa
dos diferentes grupos bacterianos nas amostras fecais dos gatos.

Grupos Iniciadores Referéncia
5, ‘ 37
_ GAG GCA GCAGTAGGG AATCTTC _
Lactobacillus Delroisse et al.
_ _ GGC CAG TTACTACCTCTATCCTTC
acidophilus (2008)
TTC
o Wise e
Clostridium CGC ATAACG TTG AAA GAT GG S
iragusa
perfringens CCTTGG TAG GCCGTTACCC ;
(2005)
GGTAACGTTTCTACCGCAGAGTTG Lopes
E. coli
CAGGGTTGGTACACTGTCATTACG (2016)

4.5.3 Producao das curvas padrao

Apo6s a purificacdo das amplificacdes dos genes alvos de cada cepa
bacteriana os mesmos foram diluidos a 20 ng/uL; os numeros de copias dos
genes foram determinados através da formula: Namero de copias = Quantidade
de DNA (pg) x 6,022 x 10%*/ fragmento do DNA(pb) x 10° x 650.

DiluigGes seriadas (10X) foram realizadas para producdo dos pontos das
curvas padrdo, sendo: 2,94 x 10*a 2,94 x 10° copias do fragmento Lactobacillus
acidophilus, 3,52 x 10 a 3,52 x 10° cépias do gene Clostridium perfringens e

7,92 x 10 a 7,92 x 10° copias do gene phoA em E. coli.

4.5.4 Determinacdo da concentracdo de bactérias de interesse da
microbiota fecal através da gqPCR

Para a analise das populacdes microbianas pela gPCR, foi coletado o
maximo de fezes possivel da primeira defecacdo dos animais, de forma asséptica
(uso de luvas estéreis), em até 30 minutos apds a defecacdo, nos dias DO, D21,
D28 e D35, armazenadas em frascos coletores estéreis e mantidas a -80 °C

(DEUTER et al.,, 1995). No momento do processamento as fezes foram
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homogeneizadas individualmente e procedeu-se a extragdo do DNA utilizando
um kit comercial (PurelinkGenomic DNA mini kit) seguindo recomendacdes do
fabricante. Todas as amostras de DNA foram avaliadas quanto a sua pureza e
integridade no nanodrop, sendo estocadas a -20°C até seu uso.

A gPCR para quantificacdo bacteriana presente nas fezes dos grupos
experimentais foi realizada de forma individual utilizando o sistema TagMan
(Life Technologies), Primers e sondas MGB (Tabelas 1 e 2). As amplificacdes
ocorreram em um volume final de 20 pL, contendo 0,5 uL de primers especificos
para a amplificacdo de Clostridium perfringens, e E. coli; e 0,4 pL de primers
para a amplificacdo de Lactobacillus acidophilus (todos na concentracdo de 5
uM), 0,5 puL de cada sonda MGB TagMan especifica para Clostridium
perfringens (NED), E. coli (NED) e 0,4 pyL de sonda MGB TagMan para
Lactobacillus acidophilus (FAM) (na concentracdo de 5 pM), 10,0 pL de
reagente TagManFastAdvanced e 2,0 uL de DNA correspondente a cada ponto
da curva. Agua ultra-pura estéril (livre de DNase e RNase) foi acrescentada as
reacOes a fim de atingir o volume final de 20 L.

O protocolo dos ciclos utilizados para cada corrida sucedeu-se mediante
um ciclo a 50 °C por 2 min; um ciclo a 95 °C por 20 seg; 45 ciclos de 95 °C por 3

seg, 60 °C por 30 seg.

Tabela 2.Probes (sondas) utilizadas para deteccdo quantitativa dos diferentes

grupos bacterianos nas amostras fecais dos gatos.

Grupos Iniciadores Referéncia
Lactobacillus Delroisse et al.,
acidophilus [FAM]JATGGAGCAACGCCGC (2008)
Clostridium - 5 T ATCATTCAACCAAAGGAGCAATCC  WVise € Siragusa
perfringens (2005)
Lopes

E. coli [NED]JAAGGCGGAAAAGG (2016)
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4.6 Analise de dados
Para comparacao dos resultados entre 0s grupos e nos grupos utilizou-se o

teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

5 RESULTADOS

Todos os animais, de ambos 0s grupos, apresentaram titulos de anticorpos
da classe IgG anti-T. gondii detectaveis a partir do 5% dia apds infeccdo (D26)
(Tabela 3). A visualizacdo de oocistos nos grupos foi observada no 3° dia ap6s
infeccdo (D24) até o 15° dia ap0s infeccdo (D35), bem como foram visualizados

oocistos do parasito (Figura 3) a partir do D25 nas fezes dos dois grupos

experimentais.

Figura 3: llustracdo da técnica de RIFI para deteccdo de anticorpos anti-lgG de
T. gondii. (A) Reacdo negativa. (B) Reacédo positiva e (C) Fotomicrografia dos
oocistos de T. gondii nas fezes de um felino. Aumento de 400x. (C) Barra: 10
um. Fonte: arquivo pessoal.



36

Tabela 3: Titulos de anticorpos (IgG) anti-T. gondii em felinos dos grupos

experimentais (ndo-suplementado) e (suplementado).

DIAS DE SOROLOGIA

Grupo Felino
DO D21 D24 D26 D28 D35

N&o suplementado
1 - - - 1:128 1:64 1:512
2 - - - 1:32 1:128 1:2048
3 - - - 1:64 1:64 1:2048
4 - - - 1:32 1:32 1:1024
) - - - 1:64 1:64 1:512
6 - - - 1:128 1:128 1:1048

Suplementado 1 - - 1:64 1:128  1:1024
2 - - - 1:64 1:32 1:1024
3 - - - 1:64 1:64 1:512
4 - - - 1:64 1:32 1:1024
5 - - - 1:64 1:64 1:2048
6 - - - 1:64 1:64 1:512

Através do sistema TagMan, o coeficiente de correlacdo linear (R2) das
curvas padrdo dos trés micro-organismos foram altos, tendo Lactobacillus
R2=0,988, E. coli R2= 0,999 e C. perfringens R?= 0,987. A curva de amplificacdo
de Lactobacillus apresentou Eff=104,97%, C. perfringens Eff= 99,38% e E. coli

Eff=116,68 % (Figura 4).
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Figura 4: Curvas de amplificacdo e curvas padréo de: (A) Lactobacillus (2,94 x
10%a 2,94 x 10°, (B) Escherichia coli (7,92 x 10' a 7,92 x 10°), (C) C.
perfringens (3,52 x 10" a 3,52 x 10°), (D) Lactobacillus, (E) C. perfringens e (F)

E. coli.

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Através da técnica de gPCR foi comprovada a presenca das bactérias

Lactobacillus spp., C. perfringens e E. coli na microbiota fecal dos gatos.
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Avaliacdo da microbiota entre o0s grupos suplementados e nao

suplementados

No que tange a comparagdo entre 0s grupos experimentais no D21 o
nimero de copias de Lactobacillus spp. foi maior no grupo suplementado
(p=0,01) em relacdo ao grupo nédo suplementado. Resultado semelhante foi
observado no D35 com p=0,007. O nimero de cépias de E. coli no D28 foi maior
no grupo nao suplementado, apresentando significancia estatistica (p=0,04).
Entretanto, para C. perfringens ndo foram encontradas diferencgas significativas

entre 0s grupos experimentais.

Avaliacdo da microbiota dentro dos grupos suplementados e nao

suplementados

Os resultados dentro de cada grupo experimental demonstram que
Lactobacillus spp., C. perfringens e E. coli exibiram diferencas significativas em
seus numeros de coépias. A analise do grupo dos animais suplementados
evidencia um aumento no numero de copias de Lactobacillus spp. no dia D21
(p=0,02), D28(p=0,01) e D35 (p= 0,02) comparado ao DO. Dentro do grupo nédo
suplementado observou-se uma diminuicio no ndmero de copias de
Lactobacillus spp. no D35 em relagdo ao DO (p=0,017), D21 (p=0,009) e D28
(p=0,03).

No grupo ndo suplementado, Clostridium perfringens apresentou um
menor numero de copias (p=0,05) no D21 comparado ao DO, enquanto o D28
apresentou um maior nimero de cépias em relacdo ao DO (p=0,01) e D21 (0,01).
Quanto a E. coli o grupo ndo suplementado apresentou resultado similar com
menor nimero de copias (p=0,009) no D21 comparado ao DO (p=0,009), e maior
namero de copias no D28 em relacdo ao DO (p=0,009) e D21 (p=0,009).
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6 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo analisando, atraves da técnica de gPCR, o
comportamento da microbiota fecal de felinos frente a suplementagdo com
mananoproteinas e a infeccdo experimental por T. gondii. Estudos com adicéo de
mananoproteinas na alimentacdo de cédes ja foram realizados (CHIZZOTTI,
2012; KROLL, 2014), porém ndo foram encontrados artigos utilizando
mananoproteinas na suplementacdo de felinos, tdo pouco a analise do
comportamento da diversidade bacteriana frente a suplementacdo e a infecgéo
com o parasito.

No presente estudo, encontramos nos dois grupos experimentais
(suplementados e ndo-suplementados) todas as bactérias propostas na pesquisa.
Outros estudos em gatos relatam a prevaléncia de Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Fusobacterium spp., Eubacterium spp., Clostridium spp.e
E. coli na microbiota intestinal de felinos (JANECZKO et al., 2008; RITCHIE et
al., 2010; SUCHODOLSKI, 2011). Com intuito de modular o crescimento
bacteriano dessa microbiota outros estudos foram realizados utilizando a
suplementacdo com PCL (fracdo ndo purificada), MOS e mananoproteinas
purificadas (STRICKLING et al., 2000; SANTOS, 2015; KROLL, 2014).

Com o uso de mananoproteinas derivadas da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae, na dose diaria de 0,16% (1,6g/kg) na dieta,
observamos 0 aumento de Lactobacillus spp.no 21° dia ap6s a suplementacao,
comparado ao grupo controle. A elevacdo de Lactobacillus spp. é esperada, pois
as mananoproteinas presentes na PCL favorecerem a adesdo e multiplicacdo de
bactérias laticas na mucosa intestinal, estimulando o crescimento e/ou a atividade
metabdlica de bactérias benéficas (SWANSON et al., 2002; GOMES, 2009;
GANAN et al., 2012). Santos (2015) também relatou aumento linear no nimero
de log/copias em Lactobacillus spp. por meio da técnica de gPCR, ap0s incluséo
de 0,2%, 0,4% e 0,6 % de PCL durante 29 dias na dieta de gatos.

No entanto, Matheus(2016) ao estudar o efeito da inclusdo de 0,3% e 0,6%
da PCL durante 30 dias na dieta de felinos ndo observou alteracdo na

concentracdo fecal de Lactobacillus spp., utilizando gPCR. O mesmo foi visto


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113510000179#!
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por Aquino (2013), utilizando o MOS na incluséo de 0,2%, 0,4% e 0,6% na dieta
umida em felinos. Este autor justifica tal fato sugerindo que ndo houve
fermentacdo adequada do prebidtico pela populacdo de bactérias acido-laticas do
intestino, resultando na ndo diminuicdo do pH e consequentemente limitando a
proliferacdo de bactérias desejaveis no colon.

Mesmo apdés a infeccdo pelo T. gondii, o nimero de copias de
Lactobacillus spp. manteve-se superior em relacdo aos ndo suplementados (D35).
Isso demonstra que diante da infeccdo pelo protozoario, ndo houve influéncia,
deste, no grupo suplementado com diminuicdo da microbiota de Lactobacillus
spp.. Infecgdes por T. gondii induzem inapropriada resposta aos comensais,
competem pelo espaco luminal e nutrientes do intestino, alem de induzirem
doencas inflamatérias neste oOrgdo (HEIMESAAT et al, 2006;
WILHELM;YAROVINSKY, 2014). Além disso, a fracdo de
mananoligossacarideos  possuem  propriedades imunoestimulatorias que
interagem diretamente sobre o sistema imune (MACFARLANE; CUMMINGS,
1999; CHIZZOTTI, 2012).

Na andlise dentro do grupo dos animais suplementados evidenciou-se
aumento no nimero de cépias de Lactobacillus spp. nos dias D21, D28, e D35,
comparado ao DO. Sousa, (2013), descreve o0s beneficios observados em
camundongos tratados com probioticos (Lactobacillus spp.) e infectados
experimentalmente com cepa ME-49 de T. gondii, como a diminuicdo do
parasitismo tecidual, preservacdo de células caliciformes no ileo e reducdo da
taxa de Obito desses animais. Dentro do grupo ndo suplementado houve
diminuicdo no numero de copias de Lactobacillus spp.no D35 em relagdo ao DO,
D21 e D28, o que sugere o efeito negativo da infec¢do neste grupo de bactérias.

Os maiores numeros de cépias de E. coli foram encontradas no D28 (7
dias pos infecgdo) nos animais ndo suplementados, em comparacdo aos
suplementados. Bem como nas andlises do grupo ndo suplementado, Clostridium
perfringens e E. coli tiveram um menor namero de cépias no D21 comparado ao
DO, enquanto o D28 apresentou um maior nimero de cdpias em relacdo ao DO e

D21. Isso demonstra que a auséncia de suplementacdo com mananoproteinas



41

frente a infeccdo com T. gondii aumenta as concentragdes dessas bactérias na
microbiota de gatos.

As mananoproteinas atuam na fase de colonizacdo de bactérias
patogénicas, como Escherichia coli e Salmonella, ligando-se as fimbrias, tipo 1
manose-especificas destas, tornando-as indisponiveis para a aderéncia a mucosa
intestinal (LEA et al., 2013; HOOGE et al., 2013). E. coli e Clostridium spp.
estdo correlacionados a anormalidades na arquitetura da mucosa, principalmente
atrofia das vilosidades (JANECZKO et al., 2008). Em camundongos, infecgéo
por T. gondii gera uma remodelacdo da microbiota, resultando em disbiose
intestinal grave, levando a uma dominancia temporaria, mas significativa de
Enterobacteriaceae, especialmente E. coli (EGAN et al., 2011, RAETZ et al.,
2013).

7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa conclui-se que as
mananoproteinas apresentam efeito  prebidtico quanto utilizadas na
suplementacdo de gatos, na concentragdo de 0,16%, evidenciada a partir do
aumento de Lactobacillus spp.

As mananoproteinas possuem efeito benéfico na microbiota intestinal
frente a infeccdo com T. gondii, observada a partir do aumento de Lactobacillus
spp. 7 e 15 dias pos-infeccao.

A infecgédo por T. gondii no grupo ndo suplementado leva a diminuigédo de

Lactobacillus spp. e aumento de C. Perfringens e E. coli.
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ANEXOS

Anexo A- Protocolo da Reacédo de Imunofluorescéncia— RIFI

Procedimentos para contagem de taquizoitos:

1.
2.
3.

Preencher a cdmara de Neubauer com o0s taquizoitos.

Realizar contagem em cinco dos 25 quadrantes centrais.

Multiplicar o resultado por 50, o que corresponde a quantidade de
taquizoitos por uL. O namero ideal é de 1.500 — 2.000 taquizoitos/uL para
preparo do antigeno.

Diluir o material ressuspenso para uma concentracdo de 1.500 a 2.000

taquizoitos por L.

Preparo das Laminas:

A o

Adicionar 10 uL do antigeno em cada poco da lamina.

Secar em estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos.

Fixar em metanol por cinco minutos

Acondicionar em lenco de papel e papel aluminio, armazenando a -20°C,

até o momento do uso.

Execucdo da técnica de RIFI:

no

o o &~ w

Lavar as laminas em PBS por 5 minutos.

Secar as laminas em temperatura ambiente ou estufa a 37°C (tempo = até
secar).

Diluir o soro, segundo seu ponto de corte (1:16 para T. gondii)

Adicionar 10 pL da diluicdo das amostras de soro.

Adicionar 10 uL dos soros controles positivo e negativo.

Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara umida.



10.
11.

12.
13.
14.
15.

54

Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos.

Secar as laminas a temperatura ambiente.

Diluir o conjugado com FITC (isotiocianato de fluoresceina) em solugédo
de PBS-Azul de Evans (0,5%), de acordo com o titulo determinado no
Laboratorio.

Adicionar 10 uL do conjugado diluido em cada poco e proteger da luz.
Incubar a 37°C por 30 minutos, em camara Umida, sempre protegendo da
luz.

Lavar as laminas duas vezes com PBS por 5 minutos (protegendo da luz).
Secar as laminas a temperatura ambiente.

Adicionar uma gota de glicerina entre 0s pocos e cobrir com laminula.
Fazer a leitura em objetiva de 40x no microscopio com lampada de
mercurio de alta pressdo USH102 e filtro de selecdo de comprimento de
onda de 450 nm.



