olB

Efeito do uso de P

10TIC

na resposta imune humoral inespecifica em equinos

“Effect of symbiotic use on non-specific humoral immune response in horses”

“Efecto del uso de simbéticos en la respuesta inmune humoral inspecifica en los caballos”

Andreé Galvao Cintra*
(agcintra@gmail.com)
Prof. Especialista, Médico
Veterinario Autbnomo

Stefani Navarro Fachini
(stefanifachinivet@gmail.com)
MV Auténomo. Graduada pela
UniFaj

Joao Vitor Navarro Pedro
(joaovitornavarrop@gmail.com)
Graduando em medicina
veterinaria pela UniFaj

Cintia Manzatto Baldin
(cintia_baldin@hotmail.com)
Profa MSc Unimax e Unifaj

*autor para contato

RESUMO: Realizou-se a analise sobre a influéncia do simbiético na manutengao da satde e qualidade de vida de
equinos de diversas idades e portes, de ambos os sexos. Dez animais alimentados com uma dieta controlada e
balanceada e submetidos diariamente a esforgo fisico foram suplementados com 15 gramas diérios de suplemento
simbidtico comercial composto de Saccharomyces cerivisae + MOS (manano-oligosacarideo). No experimento os
animais foram comparados a eles mesmos em situacoes recorrentes, em ciclos. Foram coletadas amostras
sanguineas para avaliagdes qualitativas e quantitativas dos leucdcitos e linfécitos para verificagcdo da resposta
imunolégica. Nas condicoes propostas para o estudo os resultados foram inconclusivos.

Unitermos: probiodticos, leveduras, imunologia

ABSTRACT: It performed an analysis on the influence of health maintenance and quality of life of horses of different
ages and portions, of both sexes. Ten animals fed a controlled and balanced diet and submitted to physical exercise
with supplements with 15 grams of commercial symbolic supplement composed of Saccharomyces cerivisae +
MOS (manano-oligosaccharide). No animal experiments were compared to themselves in recurrent situations, in
cycles. Blood tests were collected for qualitative and quantitative tests of leukocytes and lymphocytes to verify the
immune response. Under the conditions proposed for the study of results were inconclusive.

Keywords: probiotics, yeast, immunology

RESUMEN: Se realiz6 el andlisis de la influencia del simbidtico en el mantenimiento de la salud y la calidad de vida
de caballos de diferentes edades y tamanos, de ambos sexos. Diez animales alimentados con una dieta controlada
y equilibrada y sometidos a esfuerzo fisico diariamente fueron suplementados con 15 gramos diarios de un
suplemento simbidtico comercial compuesto por Saccharomyces cerivisae + MOS (manano-oligosacarido). En el
experimento, los animales se compararon con ellos mismos en situaciones recurrentes, en ciclos. Se recogieron
muestras de sangre para evaluaciones cualitativas y cuantitativas de leucocitos y linfocitos para verificar la respuesta

inmune. En las condiciones propuestas para el estudio, los resultados no fueron concluyentes.
Palabras clave: probidticos, levaduras, inmunologia

INTRODUCAO

Para que ocorra uma ideal absorcdo de nutrientes e fontes de
energia das forrageiras foi necessario que o cavalo evoluisse de
forma a que desenvolvesse um sistema digestorio muito eficiente.
A digestéo dos equinos € dividida em duas etapas, sendo uma es-
sencialmente enzimatica, que ocorre no estdbmago e intestino del-
gado, enquanto outra é a microbiana, acontecendo no intestino gros-
S0, ceco e colon. Entretanto, a flora digestiva esta ativa por todo o
aparelho digestivo do cavalc®.

Deve-se entender os principios basicos da bioquimica e fisio-
logia para alimentar os cavalos da forma mais eficiente com ali-
mentos que possam completar os requisitos nutricionais de manei-
ra equilibrada e que nem todo alimento esta ausente de contami-
nacdes por micro-organismos, podendo ter fatores antinutricionais
ou mesmo substancias toxicas para 0s animais®”.

A microbiota digestiva é altamente especifica quanto ao tipo
de alimento, sendo volumoso ou concentrado, podendo variar di-
versas vezes ao dia. Portando, deve-se evitar mudangas radicais e
constantes da dieta do cavalo, isso pode acarretar distarbios
metabdlicos e outros problemas digestdrios, comprometendo a satide
do animal®.

Os probidticos sdo micro-organismos vivos que conferem ao

animal beneficios a salde quando administrados em doses e con-
centragBes adequadas. Podem ser utilizados em ocasifes que pro-
porcionam estresse, como na desmama, mudancas na dieta, ingestao
do colostro, transporte, superlotacdo de animais, doengas concor-
rentes e durante o tratamento com antibidticos®.

Simbidticos sdo substancias utilizadas na alimentacdo animal
composta de probiotico mais prebidtico. O uso de probidticos, clas-
sificado pela industria alimentar animal como aditivo, tem como
objetivo favorecer o desempenho zootécnico dos animais, isto €,
melhorar a performance fisiologica, bioquimica e imunoldgica. Pre-
bidticos sdo substancias alimentares ndo digeriveis pelo organismo
animal que tém como fungdo fortalecer ou estimular o crescimento
da flora intestinal sapréfita (benéfica), natural ou ndo do animal,
tornando-a mais capacitada para aproveitar os nutrientes ofereci-
dos pelos alimentos. Dentre os diversos resultados observados na
utilizacéo de simbidticos aos equinos esta a melhora no estado de
salde, especialmente em razdo da elevacgdo das defesas imunitarias
sistémicas e locais®.

Os probidticos em conjunto com os prebidticos tém a ca-
pacidade de modulac&o de respostas imunes sistémicas, aumentan-
do o nimero e a atividade de células fagocitéarias dos animais. O
estimulo imune produz ativagdo de macrofagos, proliferacdo de



células T e produgdo de Interferon, determinando um efeito positi-
vo na imunidade das mucosas®.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar os beneficios do
uso de simbidtico na resposta imune humoral inespecifica através
da avaliacdo do namero de leucécitos e linfdcitos sanguineos de
equinos com alimentacéo equilibrada e suplementada com Saccha-
romyces cerevisae + MOS (mananooligossacarideo).

REVISAO DE LITERATURA

A Imunidade Humoral

A imunidade humoral é mediada por anticorpos que se ligam
a micro-organismos extracelulares e suas toxinas, que séo neutra-
lizados ou séo alvos para a eliminacao por fagécitos e pelo sistema
complemento®.

Existem dois tipos principais de linfocitos: os linfdcitos B (LB)
que amadurecem na medula éssea, e os linfdcitos T, que amadure-
cem no timo. A medula dssea e 0 timo sdo conhecidos como drgédos
linfoides centrais®.

Os linfdcitos B sdo primeiramente produzidos no saco viteli-
no, posteriormente, durante a vida fetal, no figado e concluindo na
medula dssea. As células que vao se diferenciar em LB permanecem
na medula 6ssea durante sua maturacao e os LB deixam amedula e
entram na circulagdo, migrando para os 6rgéos linfoides secundari-
o0s. As moléculas responsaveis pelo reconhecimento de antigenos
nos LB sdo as imunoglobulinas de membrana, IgM e IgD. Estas
s80 a contrapartida dos receptores de linfocitos T e por analogia
sdo denominados receptores de linfocitos B em alguns contextos!4.
Os anticorpos neutralizam a infectividade dos micro-organismos e
a patogenicidade das toxinas microbianas ligando-se e bloqueando
a capacidade de se ligar nas superficies celulares e interferindo na
capacidade desses micro-organismos e toxinas de se ligarem as
células hospedeiras?.

A selecdo clonal descreve o principio operacional bésico da
resposta imune adaptativa, mas ndo os seus mecanismos. Diferen-
tes patdgenos possuem estilos de vida distintos, 0s quais requerem
diferentes mecanismos ndo apenas para assegurar sua destruicéo,
mas também para sua detec¢do e seu reconhecimento®.

O sistema complemento pode ser ativado nas superficies mi-
crobianas sem anticorpos (o que é chamado de via alternativa, um
componente da imunidade inata) e apds a ligacdo de anticorpos aos
antigenos (a via classica, componente da imunidade humoral adap-
tativa). As proteinas do complemento sdo clivadas sequencialmente,
e 0s componentes ativos, sobretudo C3B, se ligam a superficie, na
qual os complementos séo ativados®.

A resposta imune adaptativa, quando for ativada para ajudar a
eliminar os patdgenos, demora em torno de 7 dias para ficar ativa-
mente pronta e conta com a participacao de linfdcitos, que séo cé-
lulas mais especializadas, capazes de ajudar a combater micro-or-
ganismos patdgenos resistentes, além de conferir protecdo para os
micro-organismos por varios anos*2,

Uso de Probiético na Nutricao Equina

A alimentag8o e o comportamento dos equinos estdo relacio-
nados a diversos fatores como o sistema de criagdo, quantidade e
qualidade nutricional dos alimentos, quantidade de concentrado e
volumoso ofertados a esses animais, manejo dos animais e o conta-
to com outros animais®. A microbiota do sistema digestério dos
equinos é responsavel pela etapa mais longa do processo digestivo,
a quebra e consequente aproveitamento da fibra da dieta®®.

Os equinos sdo dependentes de bactérias e fungos que habi-
tam seu aparelho digestivo para poder sobreviver. A flora do cava-
lo é especifica quanto ao alimento podendo mudar mais de 100
vezes ao dia, por isso deve-se evitar mudangas bruscas na dieta®.

No decorrer dos ultimos anos, os niveis de produgdo animal
tém apresentado uma significativa evolugdo gragas aos estudos em
nutri¢do, melhoramento genético, sanidade e conforto dos animais
e, para obter esses resultados, vérias tecnologias surgiram para apri-
morar e suprir a necessidade dos animais. Buscando um melhor
desempenho animal e prevencédo de doencas busca-se o uso de pro-
bidticos e prebidticos, que sao alimentos que possuem micro-or-
ganismos que tem como principal funcdo fortalecer a microbiota
intestinal e ajudar no funcionamento do trajeto gastrointestinal®.

Nos ultimos anos, pesquisaram-se alimentos como as racfes
com altos niveis de proteinas que possam substituir os mais tradi-
cionais utilizados na alimentacdo dos equinos como milho, soja e
trigo; no entanto para um correto uso destes “novos” alimentos,
devem-se considerar fatores como palatabilidade, granulometria,
higiene e valor, 0 mais importante para salde dos animais e evitar
doengas que possam acometer o trato gastrointestinal dos equinos®.
Na producéo de equinos a alimentacao é um dos fatores que apre-
sentam maiores custos. Entéo, o uso de aditivos nas dietas, & uma
forma de torna-los mais aproveitaveis pelos cavalos. Dentre esses
aditivos, estdo os probidticos contendo micro-organismos que con-
tribuem para uma melhor absorcéo dos nutrientes pelo organismo
do animal’.

Os probidticos sdo definidos como suplementos alimentares a
base de microrganismos vivos, que afetam de forma benéfica o hos-
pedeiro, atuando para promover o balan¢o de sua microbiota intes-
tinal. H& alguns anos, busca-se 0 uso de probioticos para a melho-
ria da digestibilidade dos nutrientes na dieta dos equinos, especial-
mente sobre a fracdo fibrosa dos alimentos?.

Esses aditivos devem ser indcuos, manter-se viaveis por um
tempo longo durante a estocagem e transporte, possuir resisténcia
ao baixo pH do suco gastrico, resistir a agcao da bile e das secre¢des
pancreética e intestinal, ndo podem transportar genes transmissores
de resisténcia a antibidticos e possuir propriedades para combater
mutacdes e o cancer.

Também sdo produtos muito usados na recuperacao de equi-
nos gue passam ou passaram por algum tipo de estresse como a
deficiéncia de colostro, durante a desmama, em alteracfes bruscas
de dieta, durante o transporte, quando ha restri¢oes hidrica e ali-
mentar significativas, alteragbes climaticas bruscas, morbidades
cronicas devido a manejos equivocados tais como laminite ou
doencas gastroentéricas, como suplementos para animais com baixo
score corporal e de terapia de longa duracéo, a fim de contornar o
uso de antibioticos®.

A manutencéo da flora bacteriana e 0 antagonismo de bactérias
patogénicas no TGI sdo importantes mecanismos de defesa na pre-
vencdo da colonizagdo por bactérias patogénicas. Preparados pro-
bidticos e outros destinados ao restabelecimento da flora normal
no trato gastrointestinal sdo utilizados cada vez mais na clinica de
equinos®,

Os produtos que contém lactobacilos quando armazenados em
temperatura ambiente, ndo mantiveram as propriedades probioti-
cas Com esses micro-organismos vivos, salvo se armazenados a 4°C.
O mesmo foi observado em produtos contendo S. cerevisae na apre-
sentacdo pasta; entretanto quando sua apresentacdo era em p6 ndo
foram encontrados problemas em seu armazenamento e em tem-
peratura pelo prazo de 7 meses®.



MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Eti-
cano Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario de Jaguari-
Una (protocolo n°043/2019) e realizado em um Centro de treina-
mento de cavalos, com animais da raca Quarto de Milha na cidade
de Jaguariuna - SP. Foram avaliados 10 animais saudaveis (6 ma-
chos e 4 fémeas ndo prenhes), com idades entre 3 e 18 anos e com
peso corporal médio de 430 quilos.

Os animais tinham, como rotina diaria, treinamentos de es-
forco médio a intenso para provas de trés tambores; ap6s o treina-
mento, eram soltos em piquetes separados e, no restante do tempo,
confinados em baias individuais. A dieta consistia em racéo con-
centrada comercial, em média 2 kg diarios por refeicéo, trés vezes
ao dia, totalizando aproximadamente 6 kg por dia de concentrado
por animal, feno de gramineas em torno de 6 kg diarios para cada
animal e agua a vontade.

Para avaliacdo do efeito do simbidtico na resposta humoral
foram introduzidos 15 gramas diérios de suplemento comercial em
po6, composto de Saccharomyces cervisae + MOS (manano-oli-
gosacarideo), uma vez ao dia, por via oral, juntamente com o con-
centrado, em que os tratadores dessa propriedade ficaram encar-
regados de fornecer.

Durante a pesquisa, foram realizados trés ciclos, sendo dis-
postos da seguinte forma: suplementados por 7 dias seguidos, de-
pois tiveram periodo sem suplemento por 5 dias, receberam nova-
mente o suplemento por outros 7 dias, passaram por mais 5 dias
sem suplemento, receberam novamente o suplemento por outros 7
dias, passaram por mais 5 dias sem suplemento, dentro de um
periodo de 31 dias como no modelo exemplificado da Tabela 1.

Tabela 1: Cronograma do projeto, demonstrando nos dias
na cor laranja onde foram administrados 15 gramas de simbiético

e nos dias na cor azul, retiramos o aditivo da alimentacao
dos 10 animais

Dia Dia Dia

1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10 | 11

2 12 |13 |14 |15 |16 | 17 [ 18 | 19 [ 20 | 21 | 22 | 23

3 |24 |25|26 |27 |28 |29 |30 31

De acordo com literatura, a resposta imune humoral leva uma
média de sete dias para ser ativada através da acdo dos linfdcitos,
por isso o periodo de suplementacdo, enquanto os cinco dias de
intervalo foram realizados para observar uma queda ap6s a suple-
mentagdo devido ao periodo de laténcia estudado.

Nos dias 0, 7°,12°,19°, 24° e 31° foram coletadas amostras de
sangue a vacuo em tubo com EDTA da veia jugular dos animais
para a realizacdo de andlises hematoldgicas quantitativas e qualita-
tivas. As amostras foram armazenadas em caixa de isopor com gelo
e transportadas até a cidade de Paulinia onde, no mesmo dia, reali-
zaram-se as leituras e interpretagdes.

Para a avaliacéo foi optado por realizar hemogramas dos ani-
mais para analisar a quantidade de linfécitos e leucdcitos sangui-
neos circulantes, visando observar eventual aumento na imunidade
dos equinos. Esse exame foi o selecionado devido ao seu resultado
rapido e baixo custo.

Os métodos utilizados para as analises laboratoriais foram os
de confecgdes de esfregacos sanguineos para avaliacdo leucocitaria
diferencial e observagdes sobre alteracdes na morfologia das célu-

las sanguineas e as contagens celulares foram realizadas através do
aparelho para exame hematolégico automéatico (HEMOVET 2300
- Figura 1), no laboratério da Clinica Veterinaria Ragdo Pet em
Paulinia.

Figura 1: Aparelho de Contagem de Células Hematolégicas
(HEMOVET 2300)

Na tltima coleta do dia 31, os animais “g” e “h” foram vendi-
dos e ndo teve-se mais acesso para realizar a coleta, portanto, as
amostras ndo foram analisadas.

Ao longo do projeto os animais sofreram com transportes ro-
doviarios para a participagdo de provas de Trés Tambores em di-
versos lugares, e durante esses dias, o simbiotico pode néo ter sido
ofertado da maneira correta por terceiros.

Apos a apuracdo de dados, utilizou-se o Teste “T” de Student
utilizando o Excel/2013 para realizacdo das analises estatisticas,
onde a hip6tese Ho € o indicativo de que o simbidtico melhora a
resposta imune celular inespecifica dos individuos.

RESULTADOS

As analises foram realizadas comparando os dias 0, 7°
(Primeiro ciclo), 12° e 19° (Segundo ciclo), 24° e 31° (Terceiro
ciclo). Desta forma, a estatistica foi feita através do Teste T de Stu-
dent utilizando duas amostras presumindo variancias equivalentes
com o nivel de significancia de 5%. A seguir, os estudos dos leucdci-
tos totais e linfdcitos realizados de forma separada por ciclo.

Na Tabela 2, avaliacdo dos leucdcitos, podemos observar que,
ndo houve diferenca significativa na quantidade de leucocitos dos
animais comparando dia 0 e 7° através do valor de Stat t de 2,01.
Nos dias 12° e 19°, podemos observar que o Stat t foi de 0,68 mos-
trando que estatisticamente ndo houve influéncia significativa nos
leucécitos totais também. E finalizando, o estudo dos dias 24° e
31° podemos observar através do stat t de 2,96 que houve diferenca
significativa no nimero de leucocitos totais, indicando uma queda
na imunidade.

Na Tabela 3, avaliacdo dos linfécitos, podemos observar que
o Stat t dos dias 0 e 7° é de 4,09 mostrando que estatisticamente

FONTE: ARQUIVO PESSOAL (2019)



Tabela 2: Estudo estatistico dos Leucécitos totais de equinos

suplementados com simbiético

Tabela 3: Estudo estatistico dos Linfocitos de equinos
suplementados com simbidtico.

DIAS STATT T CRITICO BI-CAUDAL DIAS STATT T CRITICO BI-CAUDAL
Oe7° 2,011435837 2,10092204 0e7° 4,091862199 2,10092204
122 ¢ 192 0,687537815 2,10092204 122 ¢ 192 0,459212895 2,10092204
242 ¢ 312 2,963101045 2,10092204 242 ¢ 312 2,136559572 2,10092204
Avaliagao dos linfécitos
de equinos suplementados
com simbidtico
________ A | 8 | ¢ | o | e | F | & | w | 1 | 1
m31°| 1.581 2.652 4.200 1.950 2418 | 3.692 2.688 2.850
®24°|  2.592 3.591 6.720 2.744 4.216 4.148 3.795 4.686 4.875 5.544
®19°| 2.552 3.127 3.444 1.715 5.236 3.465 3.380 2.891 3.944 2.220
] 12°| 2.585 2.754 4.624 3.087 4.488 3.127 3.456 3.072 4.752 2.809
mn7° | 3.364 4.248 4.524 4.389 3.224 2.419 3.840 3.472 4.672 2.773
m0 | 2.508 4.845 7.998 3.925 3.799 4.950 4.362 6.188 4.247 4.704

Figura 2: Gréfico de todos os animais representados por letras demonstrando a avaliagcao dos linfécitos em relacao
aos dias de suplementacao do simbiético

Avaliagdo dos leucdcitos
de equinos suplementados
com simbidtico

A B c | o E F G H | J
m31°| 5100 5.200 7.000 | 5.000 6.200 5.200 4.200 5.700
m24°| 5400 5.700 8.000 5.600 6.200 6.100 5.500 7.100 6.500 8.800
=19°  5.800 5.300 8.400 4.900 6.800 5.500 5.200 4.900 6.800 6.000
m12°| 5500 5.400 6.800 6.300 6.800 5.900 6.400 6.400 6.600 5.300
7 | 5800 5.900 7.800 5.700 5.200 5.900 6.000 5.600 6.400 5.900
=0 | 7.600 8500 | 12900 | 8350 6.550 9.000 7150 | 11050 | 6.850 9.600

Figura 3: Gréfico de todos os animais representados por letras demonstrando a avaliagcao dos leucécitos em relagcao
aos dias de suplementacao do simbiético




obtivemos uma diferenga significativa sobre essas células de defe-
sa nas condicBes propostas nesse estudo, indicando que, mesmo
com o simbidtico, ocorreu uma diminuic¢do da imunidade dos ani-
mais. Nos dias 12° e 19°, o valor do stat t foi de 0,45 demonstrando
que ndo houve influéncia significativa para a estatistica. Enquanto
nos dias 24° e 31°, apresentaram valor de stat t com significancia
indicando queda na imunidade durante a administracdo do sim-
bidtico.

As Figuras 2 e 3 demonstram as variacfes de linfocitos e
leucdcitos totais por animais, durante o projeto.

DISCUSSAO

Os probidticos em conjunto com os prebidticos tém a ca-
pacidade de modulagdo de respostas imunes sistémicas, aumentan-
do o numero e a atividade de células fagocitarias dos animais. Essa
acao assume muita importancia no sistema digestério, onde possui
maior responsabilidade no desenvolvimento de imunidade geral nos
animais. Os tecidos linfoides captam antigenos disponibilizados no
trato digestorio, como os probidticos e MOS, que estimulam as
células B, precursoras de IgA e células T, colaboradoras das placas
de Peyer para o desenvolvimento da mucosa onde ha producédo de
anticorpos tipo IgA, que reduzem o nimero de patdgenos no intes-
tino. O estimulo imune produz ativacdo de macréfagos, prolifera-
cdo de células T e producdo de Interferon, determinando um efeito
positivo na imunidade das mucosas®.

Os produtos mais utilizados destinados aos equinos sdo as
culturas de bactérias vivas Lactobacillus acidophilus, Streptoco-
ccus faecium e de Bacillus sutilis e as culturas de leveduras vivas,
como a de Saccharomyces cerevisae e Aspergillus oryza™.

Podemos considerar como causa provavel dessa adversidade
do resultado obtido no presente experimento sobre o efeito do sim-
bidtico na imunidade a uma possivel falha na administracdo do
produto por terceiros, pois se corretamente administrado, assim
como em todos os estudos encontrados, espera-se resposta positi-
va.

Os equinos sujeitos a transporte rodoviario prolongado ou fre-
quente podem ter sua imunidade bastante comprometida, associa-
da & imunossupressdo que se observa durante 24 horas pés-trans-
porte, assim como ocorreu com o0s animais do estudo que tinham
participacdes em provas de Trés Tambores, justificando essa que-
da na imunidade®.

CONCLUSAO

Concluiu-se que, nas condi¢Bes propostas na pesquisa, 0s re-
sultados foram inconclusivos, pois ndo foram realizados cuidados
com a administracao e periodicidade adequada para que o produto
demonstrasse sua eficacia, demonstrando que, em quaisquer cir-
cunstancias que se utilizem substancias que visam o melhoramento
de performance e estado de salde de um animal, os cuidados e
atencdo na prescricdo e fornecimento aos animais é de vital im-
portancia. 4

Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica para Uso de Animais do Cen-
tro Universitario de Jaguarituna, UniFaj, sob nimero 043/2019.
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