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Efeito Da Suplementacao Com Prebiotico
Na Resposta Imune De Cavalos Quarto
De Milha De Corrida

Effect Of Supplementation With Prebiotics In Immune Response
In Racing Quarter Horse
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RESUMO

O uso de prebioticos como aditivo prebidticos para equinos tem sido cada vez mais frequente e tem como objetivo
melhorar a saude dos animais, ja que promovem beneficios como melhor aproveitamento da dieta, desenvolvimento
corporal e incremento na resposta imune. A criagdo de cavalos de esporte ¢ uma pratica crescente no Brasil e, como
consequéncia de uma rigorosa sele¢do genética, a competitividade dos animais esta cada vez maior. Para se obter
resultados satisfatorios na performance de cavalos atletas e minimizar o efeito do exercicio no sistema imunese faz
necessario a implantacdo de medidas que melhorem a resposta imune dos animais submetidos a exercicio intenso. O
objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia do uso de prebioticos a base de MOS (mananoligossacarideos)na resposta
imune de cavalos submetidos a exercicio intenso. O estudo foi realizado com cavalos da raca Quarto de Milha
residentes do Jockey Clube de Sorocaba e submetidos a treinamento intenso. Foram formados dois grupos de dez
animais, no qual os animais do grupo teste receberam prebidtico uma vez ao dia adicionado na ragio, enquanto que os
do grupo controle receberam apenas a dieta padrdo. Os animais foram suplementados por 90 dias. Sessenta dias apds o
inicio da suplementag@o os animais foram imunizados com proteina de alto peso molecular para investigagdo da
producao de anticorpos especificos apos exercicio intenso. Foi coletado sangue no dia da imunizagao, 21, 45 e 60 dias
apos. Foi realizado ensaio imunoenzimatico para comparagao na produgao de anticorpos pelos animais dos diferentes
grupos experimentais. Foi observado produg@o de anticorpos antigeno especificos em ambos os grupos analisados,
porém de maneira ligeiramente superior nos animais suplementados com o aditivo prebiodtico. Conclui-se que a
utilizagdo do aditivo prebidtico pode incrementar a resposta imune apds exercicio intenso.
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ABSTRACT

The use of prebiotics as an additive for horses is increasing, goals including dietary benefits, improved physical development and
increased immune response. In Brazil, increase of sport horse breeding, including rigorous genetic selection of these animals, leads to
growing competitiveness in equestrian sports. In order to obtain better performance of these equine athletes horses, and to minimize
negative effects of exercise on the immune system, actions to get better responses from the immune system of horses subjected to exercise
become necessary. The goal of this study is to analyse the efficiency of prebiotics with mannanoligosaccharids on athlete horses immune
system subjected to physical exercise. The study was realized on Quarter Horses stabled at Sorocaba Jockey Club, subject to intense
training schedules. Two groups of ten horses each were formed. The horses of the Test Group were fed with their regular food and once a
day prebiotics were added to it. The horses from the Control Group were fed with their regular food. They were supplemented after 90
days. Sixty days after the start of supplementation the animals were immunized with high molecular weight protein in order to investigate
the specific antibody production after intense exercises. An enzyme linked immunosorbent test was done to compare the antibody
production of these animals in both groups. Both groups showed production of antigen antibodies, which was slightly higher on animals
supplemented with the prebiotic. It is concluded that the use of an additive can increment the immune response after intense exercise in
horses.
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Introducao

O Brasil tem o quarto maior rebanho equino do
mundo, com 6 milhdes de animais conforme dados
estatisticos da FAO (FoodandAgricultureOrganization)
e IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)
Censo Agropecuario em 31/12/2009 (CNA, 2010). O
agronegdcio equino ¢ importante para a economia
brasileira, pois ao todo sdo gerados cerca de R$ 7,3
bilhdes de negdcios e mais de 700 mil empregos diretos,
que vao desde o treinamento de animais, venda de
insumos, eventos, esportes, entre outros (CNA, 2010).
Avivéncia entre homem e cavalo vem sofrendo grandes
mudangas, coincidentes com o crescimento acentuado
da equideocultura nas ultimas décadas. Em
consequéncia das mudangas na utilizacdo dos equinos,
os estudos técnicos com enfoque no cavalo atleta
ganham destaque, visto que hoje ¢ grande a criagdo
desses animais exclusivamente para participagdo em
eventos equestres. A raca Quarto de Milha foi a primeira
a ser desenvolvida na América. Surgiu nos Estados
Unidos por volta do ano de 1600. Os primeiros
exemplares da raga que a originaram foram trazidos da
Arabia e Turquia a América do Norte pelos
exploradores e comerciantes espanhois.

Os garanhdes escolhidos eram cruzados com
éguas que vieram da Inglaterra, em 1611. O cruzamento
produziu cavalos compactos, com musculos fortes,
podendo correr distdncias curtas mais rapidamente do
que nenhuma outra raga. Nos finais de semana, os
colonizadores divertiam-se, promovendo corridas nas
ruas das vilas e pelas estradas dos campos, perto das
plantacdes, com distancia de um quarto de milha (402
metros), originando o nome do cavalo. O plantel Quarto
de Milha no Brasil ¢ composto, segundo dados
fornecidos pelo Stud Book da ABQM, até 13/08/2015,
por 474.862 animais registrados, representados por
95.792 proprietarios. Desse numero, 45.447 sdo
criadores e 26.917 associados cadastrados, espalhados
por todos os estados brasileiros. Seus haras distribuidos
em aproximadamente 1 milhdo de hectares, sdo
avaliados em mais de R$ 19,8 bilhdes, onde sdo
consumidos anualmente em ragdo em torno de 336 mil
toneladas, com gasto de cerca de R$ 370 milhdes. A
mao-de-obra empregada diretamente também ¢
bastante significativa, oferecendo 380 mil empregos
diretos (ABQM, 2016).

O cavalo atleta ¢ um corredor nato, mas para
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apresentar resultados satisfatérios e melhorar a sua
performance atlética se faz necessaria a implantacdo de
métodos de treinamento, alimentacdo e suplementagao
adequados em cada fase de sua carreira (FERRAZ,
2006). Sabe-se que o exercicio fisico intenso realizado
durante treinamentos ou competi¢cdes gera em humanos
e animais varia¢des em diversos parametros fisioldgicos
(MARQUES, 2002). Para o bom desempenho durante a
realizagdo de exercicios de alta, moderada ¢ baixa
intensidade, ocorre a exigéncia de um correto
funcionamento dos sistemas nervoso, respiratorio,
cardiovascular e musculoesquelético, para que assim,
seja preservada e mantida a homeostasia do organismo
durante a execucdo dos exercicios cardiovascular e
musculoesquelético, para que assim, seja preservada e
mantida a homeostasia do organismo durante a
execugdo dos exercicios. A participagdo do sistema
nervoso autdonomo e endocrino favorece a mobilizag¢do
das reservas energéticas, controle da homeostasia
cardiovascular e equilibrio dos fluidos corporais (FOSS,
2000).

Os prebidticos sdo componentes alimentares nao
digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro, por
estimular a prolifera¢do ou atividade de populagdes de
bactérias desejaveis no colon, inibindo a
multiplicagdo de patogenos, além de estimular a
resposta imune, levando a beneficios adicionais ao
organismo (ROBERFROID, 2002). Os dois principais
polissacarideos constituintes da parede celular das
leveduras (B-D-glucanos e o-D-manano) tém sido
recentemente reconhecidos como prebioticos por
serem capazes de promover modulagdo do sistema
imune de diversos organismos vivos, desde insetos a
humanos, mediante interagdes especificas com
diferentes células imunocompetentes (GARCIA,
2008). Os mananoligossacarideos (MOS) s a0 obtidos
a partir da parede celular de leveduras
(Saccharomycescerevisiae).

Com o rebanho equino em ascensdo, ¢
fundamental o investimento em tecnologias para suprir
as necessidades do animal de forma sustentavel,
minimizando efeitos colaterais da utilizagdo destes
produtos. As situagdes diversas nesta area t€ém atraido
interesse dos pesquisadores em realizar estudos que
possam promover aos cavalos condi¢des propicias para
0 maximo desenvolvimento e desempenho.Assim, os
prebioticos surgem como uma estratégia nutricional
capaz de promover a manipulacdo da microbiota



intestinal para melhorar a satide do hospedeiro. Desta
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da
adi¢do de prebiotico MOS no incremento da resposta
imune de cavalos submetidos a protocolos de
treinamento fisico intenso.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Jockey Clube
de Sorocaba, na cocheira do treinador Rivail Rosa. Os
animais permaneceram estabulados em baias
individuais durante o estudo. Foram utilizados 20
cavalos da raca Quarto de Milha, com idade média
trésanos e peso médio 450 kg,vermifugados e
imunizados contra tétano, influenza, herpesvirus e
encefalomielite. Foram formados dois grupos
experimentais compostos cada um por 10 equinos: O
grupo teste recebeu suplementacdo com prebidtico a
base de MOS via oral misturado a racdo no primeiro
trato da manha, na dosagem indicada para animais em
treinamento de 10g por animal por dia. A suplementacgio
ocorreu por 90 dias. O grupo controle nio recebeu a
suplementagdo. Os animais foram treinados todos os
dias na mesma intensidade,
seguindo o protocolo do treinador, sendo 30 minutos no
total.

Para avaliagdo da resposta imune humoral
especifica, sessenta dias apds o inicio da suplementacao
foi realizada a imunizag¢@o com uma proteina de alto
peso molecular (Keyholelimpethemocyanin — KLH)
extraida do molusco Megathuracrenulata que tem
sido largamente utilizada como imunogeno em
estudos com animais (LANCE et al., 2007). Os
animais foram imunizados pela via intramuscular
com Img de KLH (Sigma ChemicalCo, St Louis,
MO) diluidos em 1 ml de 4guadeionizada estéril.

A coleta de sangue foi realizada pela via
intravenosa através da pung¢ao da veia jugular, em tubos
“vacutainers” sem anticoagulante nos dia da
imunizacdo, 21, 45, e 60 dias apds a imunizagdo. As
amostras foram encaminhadas imediatamente ao
laboratério da UNISO. Para a separagdo do soro, o
sangue foi centrifugado apds colheita a 1500g por 5
minutos sendo o soro transferido para microtubos para
posterior analise imunoldgica.Para dosagens de
imunoglobulinas no soro foi realizado o ensaio de
ELISA (EnzymeLinkedlImmunosorbentAssay) para
verificar a presenca de anticorpos IgG capazes de
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reconhecer a proteina KLH. Placas de poliestireno de 96
pogos (NUNC, Inc. Naperville USA) foram incubadas
com a preparacdo de KHL (1%) em tampao carbonato
de sodio 0,2M, pH 9,6 (50uL/poco). Apds 24 horas de
incubagdo a 4°C, o conteudo liquido de cada pogo foi
removido através de lavagens sucessivas com PBS
(tampao fosfato) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-
T/Sigma ChemicalCo. St Louis, MO, USA), seguindo-
se bloqueio (100uL/pogo) com gelatina a 3% diluida em
PBS-T, por 1 hora a 37°C, em banho maria. As placas
foram lavadas uma vez com PBS-T e incubadas com as
amostras do soro antes e apds a imuniza¢do, em
diferentes dilui¢des na solucdo de bloqueio (gelatina
1%), por 2 horasa37°C.

Apds 4 lavagens com PBS-T, foi incubado com
anticorpos anti-IgG de equino conjugado a peroxidase
(BethylLaboratories INC, Montegmory, Texas, USA)
(100uL/pogo). Apds 1 hora de incubagdo a 37°C, os
pocos foram lavados 4 vezes com PBS-T e em seguida a
reacdo antigeno-anticorpo foi revelada pela adicdo de
100puL/poco da solugdo reveladora [perdxido de
hidrogénio 0,1% (30 vol, 19uL) (Merck S.A., Industrias
Quimicas, Rio de Janeiro, BR), ortofenilenodiamina
(5mg) (p/v) (Sigma), acido citrico 0,1M (3mL), fosfato
de sdédio 0,2M (3,2mL) pH 5,5 e 4gua destilada
(6,25mL)], com incubagdo por 10 minutos ao abrigo da
luz. A reagdo enzimatica foi bloqueada pela adi¢do de
50uL de acido sulfurico 2M. A leitura de absorbancia foi
feita em comprimento de onda de 490nm em leitor
automatico de ELISA (Multiskan MMC/340 P, Version
2.20).

Resultados e discussio

Os animais foram alimentados com alfafa e
feno, além de 7 kg de ragdo por dia, divididos em duas
refeicdes. A agua foi consumida ad libitum. O estudo
foi realizado de acordo com o protocolo, sem
intercorréncias. O soro coletado antes da imunizagao
ndo apresentou anticorpos capazes de reconhecer o
antigeno (D0). J4 21 dias apds a imunizagao foi possivel
observar a produc¢do de anticorpos antigenos especificos
em ambos os grupos, de maneira mais acentuada no
grupo suplementado, porém sem apresentar diferencas
estatisticamente significativas em relagdo aos animais
do grupo controle. Até o ultimo dia analisado, foi
possivel observar presenca de anticorpos antigeno
especificos, de maneira mais pronunciada nos animais
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Figura 1. Representacdo grafica da produgio de anticorpos antes (D0) e apds a imunizagdo (D21, D45, D60) dos animais suplementados (GT)

ou ndo com MOS (GC)

do grupo teste (Figura 1).

Foi possivel observar a producdo de anticorpos por
animais de ambos os grupos, mesmo sendo submetidos
a exercicios de alta intensidade, o que sugere que o
treinamento proposto ndo influiu de maneira
significativa naresposta imune adaptativa.Isso contraria
observagdes relatadas em outros estudos nos quais se
observa que o exercicio de alta intensidade, com uma
duragdo curta em seres humanos, causa uma
imunossupressao transitoria, com tendéncia a exacerbar
conforme aumentam a intensidade e a durag¢do do
exercicio (FERRY, et. al., 1990). Relata-se que a
imunossupressdo associada ao estresse ¢ consequéncia
do aumento na secre¢do do cortisol, resultado da
ativagdo do eixo Hipotalamo-hipéfise-adrenal. O
cortisol diminui a proliferagao de linfocitos, interfere na
comunica¢do entre eles, inibe a migrag¢do de
granuldcitos e inibe a produ¢do de anticorpos entre
outros efeitos (KENDAL, et. al.,1990; MACNEIL, et.
al., 1991; NIEMAN, et. al., 1992; ALVES, et. al., 2007).

Foi possivel observar uma producdo mais
pronunciada de anticorpos nos animais suplementados
com o aditivo prebidtico comparado ao grupo controle.
Tal resultado estd de acordo com o observado por
Gouveia et al., (2006) onde observaram que a
suplementagdo diaria de cdes com 2 gde MOS e 2 g de
FOS, conjuntamente na dieta, apresentou os melhores
resultados em relacdo a satide dos cées, com aumento da
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pronunciada de anticorpos nos animais suplementados
com o aditivo prebidtico comparado ao grupo controle.
Tal resultado estd de acordo com o observado por
Gouveia et al., (2006) onde observaram que a
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FOS, conjuntamente na dieta, apresentou os melhores
resultados em relacdo a satide dos cées, com aumento da
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producao de anticorpo.

Novos estudos serdo realizados para avaliar a
influéncia do suplemento em outros componentes da
resposta imune, ja que € sabido que os MOS sido capazes
de induzir a ativagdo de macrofagos, incrementando a
resposta imunoldgica adquirida (MACARI, et. al.,
2000).

Conclusio

Conclui-se que a utilizagdo do aditivo prebidtico
MOS pode incrementar a resposta imune em equinos
submetidos a exercicio intenso.

aumento da resposta imune local, caracterizada por
uma maior produgdo de anticorpo.

Novos estudos serdo realizados para avaliar a
influéncia do suplemento em outros componentes da
resposta imune, ja que ¢ sabido que os MOS sdo capazes
de induzir a ativagdo de macrofagos, incrementando a
resposta imunolégica adquirida (MACARI, et. al.,
2000).
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