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RESUMO
Situagdes estressantes, como mudangas abruptas na dieta, podem afetar
negativamente a composicdo da microbiota intestinal e causar disturbios
gastrointestinais. Nesse contexto, os simbioticos tém sido objeto de estudos por sua
capacidade de modular a microbiota intestinale seus metabdlitos. Dessa forma,
objetivou-se avaliar o efeito da suplementacao desimbiotico sobre as caracteristicas
fecais e microbiota intestinal em caes adultos saudaveis submetidos a uma mudancga
abrupta na dieta. Foram utilizados 16 caes adultos da raga Beagle, os quais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos, placebo, sem inclusdo de aditivos(n=8), e
simbiotico, com suplementagao de cepas bacterianas probidticas e parede celular de
levedura(n=8).Foi fornecido via oral duas capsulas de placebo(grupo placebo) ou duas
de simbidtico (grupo simbidtico) por animal por dia de modo cego e, portanto, os
pesquisadores ndo tinham conhecimento sobre os tratamentos realizados SID (uma
vez ao dia).O estudo teve duragéo de 40 dias, sendo que durante os primeiros 20 dias,
todos os caes foram alimentados com uma dieta de alta digestibilidade e, em seguida
foram transicionados abruptamente para uma dieta de baixa digestibilidade por mais
20 dias.Durante todo o estudo os cdes se mantiveram nos grupos placebo e
simbidtico. Fezes frescas foram coletadas nos dias 20, 22 e 40 do experimento para
avaliacao de matéria seca, escore, amoénia, pH e microbiotafecal. A quantificacdo dos
taxons bacterianos foi realizada por gPCR e o indice de disbiose foi calculado. Os
dados foram analisados por ANOVA e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (P<0,05). Nao foi observado efeito do simbidtico sobre as caracteristicas fecais
ou sobre o indice de disbiose (P>0,05). Entretanto, houve aumento de Bifidobacterium
e bactérias universais apenas nas fezes do grupo placebo logo apds a troca abrupta
de dieta (P<0,05). Houve aumento no indice de disbiose e na abundancia de
Escherichia coli imediatamente apdés a troca abrupta de dieta (P<0,05),
independentemente da suplementacdocom simbidtico. Além disso, observou-se
aumento de Clostridium hiranonise, redugcdo no Streptococcus, Bifidobacterium e
Bacteroides nas fezes com o consumo da dieta de alta digestibilidade

(P<0,05).Conclui-se que a transigao abrupta de dieta pode induzir aumento no indice



de disbiose em céaes e que a digestibilidade dos nutrientes apresenta maior influéncia
sobre a composicao da microbiota intestinal que a suplementacdo do simbidtico em

caes saudaveis,ou seja, nao apresentavam diarréia osmaotica.

Palavras-chave: digestibilidade; disbiose; probidtico.



ABSTRACT

Stressful situations, such as abrupt dietary changes, can negatively affect the
composition of the intestinal microbiota and may result in gastrointestinal disorders. In
this context, symbiotics have been the subject of studies due to their ability to modulate
the intestinal microbiota and its metabolites. This study aimed to evaluate the effect of
symbiotic supplementation on fecal characteristics and intestinal microbiota in healthy
adult dogs undergoing an abrupt dietary change. Sixteen adult Beagle dogs were
randomly divided into two groups: placebo, without (n=8), and symbiotic, with
supplementation of probiotic bacterial strains and yeast cell wall (n=8). Two placebo
capsules (placebo group) or two symbiotic capsules (symbiotic group) per animal per
day were provided orally in a single-blind design, so the researchers did not know the
treatments. The study lasted for 40 days, andin the first 20 days all dogs were fed a
high-digestible diet and then were abruptly transitioned to a low-digestible diet for
another 20 days. During all the study the dogs were kept in the same placebo or
symbiotic groups. Fresh feces were collected on days 20, 22, and 40 of the experiment
to assess dry matter, score, ammonia, pH, and fecal microbiota. The bacterial taxa
were quantified by qPCR and the dysbiosis index was calculated. The data was
analyzed by ANOVA and the means were compared using the Tukey test (P<0.05).
There was no effect of the symbiotic on fecal characteristics or the dysbiosis index
(P>0.05). However, there was an increase in Bifidobacterium and total bactéria only in
the feces of dogs of the placebo group after the dietchange (P<0.05).There was an
increase in the dysbiosis index and in the abundance of Escherichia coli immediately
after the abrupt dietary change (P<0.05), regardless of supplementation. In addition,
there was an increase in Clostridium hiranonis and a reduction in Streptococcus,
Bifidobacterium, and Bacteroides in the feces with the consumption of the high-
digestible diet (P<0.05). It is concluded that theabrupt dietary transition can induce an
increase in the dysbiosis index in dogs and that nutrient digestibility has a greater
influence on the composition of the intestinal microbiota than symbiotic

supplementation in healthy dogs.

Key words: digestibility; dysbiosis; probiotic.
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Capitulo 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGAO

O trato gastrointestinal é formado pela cavidade oral, faringe, intestino delgado,
intestino grosso, anus, glandulas anexas figado e pancreas. Suas principais fungdes
incluem a digestdo de alimentos, a absor¢cédo de agua e nutrientes, a manutencao do
equilibrio energético e a modulagao do sistema imunolégico. Além disso, atua como uma
barreira protetora contra microrganismos potencialmente patogénicos (Junqueira et al.,
2017).

Comumente cdes sao expostos a situagbes estressantes, como desmame,
mudancas abruptas na alimentacdo, doencas e uso de medicamentos. Essas situacdes
tém o potencial de alterar a composic¢ao e diversidade da microbiota intestinal (Fernandez
et al., 2000), interferindo negativamente no ambiente gastrointestinal, levando a um
estado de disbiose.Com base nisso, aditivos funcionais tém sido amplamente estudados
na nutricdo de animais de companhia, evidenciando sua capacidade de modular de forma
benéfica a microbiota intestinal e seus metabdlitos (Bastos et al., 2023). Entre esses
aditivos, destacam-se os probioticos, prebidticos e simbidticos (Suchodolski, 2020).

Os probidticos sdo microrganismos vivos definidos como capazes de conferir
beneficios a saude do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas
(Gibson et al., 2017). O uso de probidticos pode contribuir com a funcionalidade intestinal
por meio de varios mecanismos, incluindo a eliminagdo de patégenos intestinais (Lee et
al., 2003), producao de substancias antimicrobianas (Jones e Versalovic, 2009), aumento
da resposta imunologica (Pagniniet al., 2010) e produgao e regulagdo de metabdlitosno
intestino (Soo et al., 2008).Ja os prebidticos sao definidos como ingredientes fermentados
seletivamente por bactérias no intestino, que resultam em alteragdes benéficas na
composigao e atividade da microbiota gastrointestinal (Gibson et al., 2017). Por sua vez,
0s simbidticos sao preparagdes que incluem probibdticos e prebidticos em sua
composicao, aproveitando os efeitos sinérgicos entre esses componentes para promover
beneficios a funcionalidade intestinal (Gibson et al., 2017).

Para céaes, diversos microrganismos tém sido utilizados como probidticos,
incluindo bactérias e leveduras vivas. Entre as cepas probidticas mais estudadas, o uso

de Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus e Bacillus subtilis tem demonstrado
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efeitos interessantes sobre a funcionalidade intestinal, tais como reducédo de bactérias
potencialmente patogénicas, diminuicdo de compostos nitrogenados no intestino e
aumento de IgA fecal (Swanson et al., 2002; Benyacoub et al., 2003; Marcifiakova et al.,
2006; Bastos et al., 2020).Em relagdo aosprebidticos, os mais estudados para caes
incluem os frutooligossacarideos (FOS), mananooligossacarideos (MOS),
galactooligossacarideos (GOS) e inulina (Hughes & Rowland, 2001; Ogué-Bon et al.,
2010; Roberfroidet al., 2010; Koh et al., 2013).

Apesar dos efeitos benéficos ja observadoscom o uso de probidticos e prebidticos
em caes, a maioria dos estudos existentes avalia o uso de cepas probidticas e prebidticos
individualmente ou examina blends com composicdes variaveis. Essa diversidade de
abordagens, juntamente com as diferentes medidas e técnicas utilizadas para avaliar o
efeito desses aditivos sobre a microbiota intestinal torna a interpretacéo dos resultados
desafiadora.Diante disso, recentemente, foi desenvolvido o indice de disbiose, um
método validado para identificar disturbios da microbiota intestinal de caes de forma
precisa e padronizada (Alshawaqfeh et al., 2017). Considerando esses desafios e a
importancia do tema, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito de um
simbiotico sobre as caracteristicas fecais, microbiota intestinal e indice de disbiose em

caes adultos saudaveis submetidos a uma mudanca abrupta de dieta.

1.1. OBJETIVOS
1.1.2 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da suplementagéo de um simbiotico sobre a microbiota intestinal

de caes adultos.

1.1.3 Objetivo especifico

Avaliar os efeitos do fornecimento da suplementagdo de um simbidtico sobre as
caracteristicas fecais, produtos de fermentacgao intestinal e perfil da microbiota intestinal
de caes adultos saudaveis submetidos a troca abrupta de dieta. Ainda, essa dissertacao

apresentara uma revisao de literatura sobre o tema.
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2. Revisao de Literatura
2.1 Microbiota intestinal

Diversos microrganismos constituem o trato gastrointestinal dos animais, como
bactérias, virus, protozoarios e fungos. Entretanto, as bactérias sdo as representantes
mais abundantes encontradas no sistema gastrointestinal (Suchodolski, J.S. 2011; Pilla,
R. & Suchodolski 2020), influenciando em fungdes como fisioldgicas, nutricionais,
imunoldgicas e protetoras (Alessandri et al., 2020).

O desenvolvimento da microbiota comega ainda na fase fetal e pode ser
dinamicamente modulado por diversos fatores, como o tipo de parto, a ingestao de
colostro e leite materno, a interagdo com o ambiente e com a mae, além do desmame e
da transigao alimentar. Esses fatores exercem influéncia significativa na saude do animal
ao longo de sua vida (Balquei et al., 2023; Goericke-Pesch et al., 2018; Rota et al., 2021).

A microbiota tem como referéncia a coletdnea dindmica de microrganismos
presentes no sistema gastrointestinal, enquanto o microbioma abrange o material
genético de todos os microrganismos que vivem em um ambientedefinido, ou seja, refere-
se tanto as células bacterianas do préprio individuo e ao seu material genético (Marchesi
& Ravel, 2015; Blake & Suchodolski, 2016; Gibson et al., 2017; Berget al., 2020). Assim,
0 microbioma gastrointestinal € reconhecido como um componente metabolicamente
ativo, com capacidades unicas, cuja influéncia interfere diretamente na saude do
hospedeiro (Wernimont et al., 2020; Suchodolski, 2022).

A microbiota do trato gastrointetinal canino abriga uma comunidade diversa e
complexa de microrganismos, cuja variedade e concentragdo aumentam ao longo do
trato. No entanto, caes e gatos possuem perfis bacterianos distintos, influenciados por
fatores como idade, dieta, ambiente, caracteristicas fisioldgicas e condigbes intrinsecas
de cada individuo (Suchodolski, 2011; Grzeskowiak et al., 2015; Honneffer et al., 2017).

Estudos apontam que a carga microbiana total do estdmago e intestino delgado
de caes € menor do que a encontrada no intestino grosso (Mentula et al., 2005; Ritchie
et al., 2008). Além disso, o intestino delgado é habitado por bactérias aerdbicas e
anaerdbicas facultativas, enquanto o intestino grosso tem como principal colonizagao
microrganismos anaerobicos, com reflexdo no microambiente e disponibilizacdo de

oxigénio nestes oOrgdos. Essas caracteristicas s&o influenciadas pelas funcoes
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fisiolégicas dessas porgdes intestinais, sendo o colon e ceco o0s principais
compartimentos fermentativos em mamiferos monogastricos (Suchodolski, 2011;
Suchodolski, 2016; Honneffer et al., 2017).

2.2 Microbiota intestinal canina

O estbmago de caes saudaveis possui um numero baixo de bactérias totais
quando comparado a outras espécies animais. A maior parte pertence aos filos
Proteobactéria (99,6%) e Firmicutes (0,3%), enquanto os géneros bacterianos que
dominam sao Helicobacter spp. e Lactobacillus spp. (Garcia-Mazcorro et al., 2011).

As técnicas de cultura utilizadas para o estudo do microbioma intestinal canino
apresentam limitacdes, pois a maioria das espécies bacterianas ndao € facilmente
cultivavel, especialmente as anaerdbicas. Por essa razdo, a tabela 1 apresenta a
composigdo microbiana predominante no trato gastrointestinal de caes, baseada no
sequenciamento do acido ribonucleico ribossomal (rRNA) 16S (Lee et al., 2022).

No intestino delgado canino, quatro filos bacterianos sdo predominantes:
Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes e Proteobacteria. No duodeno e jejuno, foram
identificados seis filos: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes,
Fusobacteria e Actinobacteria, enquanto no ileo, os filos mais abundantes sao
Fusobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes. Quanto aos géneros bacterianos, Lactobacillus
spp., Staphylococcus spp. e Clostridium spp. estao entre os mais predominantes no
duodeno e jejuno (Suchodolski et al., 2008).

No intestino grosso encontram-se cinco filos: Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroides, Fusobacteria e Actinobacteria. Com predominancia de géneros
Lactobacillus ssp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp.,
Enterococcus spp. e Bifidobacterium spp. No ileo e colon Clostridium spp. foi o género
predominante. Mesmo com estes dados, deve-se ressaltar que as proporcdes dos filos e
géneros bacterianos podem variar dependendo da dieta, dos fatores ambientais e
fisiologicos (Mentula, S. et al., 2005; Lamendella, R. et al.,2008; Handl, S.et al., 2011).

A microbiota fecal de caes contém mais de 10® células/g de bifidobactérias, um
grupo bacteriano amplamente reconhecido por seus beneficios a saude de animais e

humanos. As bactérias do género Lactobacillus spp. estdo presentes em todas as
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porcoes intestinais, com destaque para as espécies L. casei, L. salivarius, L. rhamnosus,
L. mucosae, L. fermentum, L. reuteri, L. animalis, L. acidophilus e L. johnsonii. Em relagao
a populacédo fungica, os filos predominantes na microbiota fecal de caes incluem

Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota e Zycomycota (Jia et al., 2009).

TABELA 1- Microrganismos predominantes no trato gastrointestinal de caes.

Estomago Intestino Delgado Intestino Grosso
Filo Filo
Firmicutes Firmicutes

Filo Proteobactéria Proteobactéria
Firmicutes Bacteroidetes Bacteroidetes
Proteobactéria Spirochaetes Spirochaetes
Fusobactéria Fusobactéria

Actinobactéria Actinobactéria

Género Género Género

Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus

Helicobacter Staphylococcus Staphylococcus

Adaptado de Lee et al. (2022).

2.3 Eubiose e disbiose

A eubiose é caracterizada pelo estado saudavel da microbiota intestinal,
compreendendo o equilibrio entre a populagdo de bactérias benéficas, potencialmente
patogénicas e o sistema imunoldgico, garantindo a estabilidade e diversidade dos
microoganismo no sistema gastrointestinal (Pilla & Suchodolski, 2020).

No ambiente de eubiose as bactérias comensais no intestino convertem
carboidratos em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), fornecendo energia para as
células endoteliais, aumentando as células T reguladoras anti-inflamatérias e modulando
a motilidade intestinal. As bactérias presentes no célon também conduzem a conversao
de acidos biliares primarios em acidos biliares secundarios, e estes apresentam
propriedades anti-inflamatérias, além de induzir o GLP-1 (Glucagon —like Peptide -1,
horménio que € liberado no sangue apds a refeigcdo, sempre quando ha a presenca de
glicose no sangue e sinaliza ao cérebro que o organismo recebeu alimentacao,
diminuindo o apetite) e reduzir a populagéo de Clostridium difficile (Blake & Suchodolski,
2016).
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A disbiose € definida como um desequilibrio na microbiota intestinal,
caracterizado pela reducao da diversidade do microbioma e pelo predominio de bactérias
potencialmente patogénicas sobre as benéficas, interferindo na regulagao intestinal e
comprometendo sua fungao normal (Pilla & Suchodolski, 2021). Esse desequilibrio afeta
processos essenciais, como a quebra de peptideos e a reabsorgéo de toxinas do lumen
intestinal, resultando em um funcionamento inadequado do sistema digestivo e
contribuindo para o desenvolvimento de diversas doengas, incluindo obesidade, alergias,
condi¢des autoimunes, deficiéncias cognitivas e enteropatias crénicas (Belas et al., 2020;
Pilla & Suchodolski, 2021). Além disso, a maioria dos cdes com doengas gastrointestinais
apresenta simultaneamente disbiose, reforcando a associacdo entre o desequilibrio
microbiano e transtornos digestivos (Inness et al., 2007; Ziese & Suchodolski, 2021).

Em um animal doente, a diminui¢do da produgao de peptideos antimicrobianos e
muco resultam no aumento da permeabilidade do endotélio e a translocacao de bactérias.
Receptores Toll-like (TLR) presentes em macrofagos e outras células reconhecem
padrboes moleculares associados a patdgenos especificos como lipopolissacarideos
(LPS) nas paredes celulares bacterianas, e desencadeiam reagdes inflamatdrias. Os
macrofagos fagocitam os microrganismos patogénicos, que também estimulam uma
resposta imune no hospedeiro, podendolevar ao estresse oxidativo e consequentemente
a disbiose intestinal (Blake & Suchodolski, 2016).

Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento da disbiose intestinal,
incluindo o uso indiscriminado de medicagbes, como antibidticos, que afetam
significativamente a microbiota intestinal e frequentemente resultam em diarreia em caes.
Além disso, doengas gastrointestinais e fatores ambientais, como o estresse,
desempenham um papel importante ao comprometer a imunidade e favorecer a
proliferacéo de bactérias oportunistas (Blake & Suchodolski, 2016).

2.4 Probiéticos

Segundo a Associagéo Cientifica Internacional de Probidticos (ISAPP) tem como
definicdo de probidticos como “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (Hill et al.,
2014).
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Para que um microrganismo seja considerado um probiotico eficaz, ele deve
atender a critérios microbiolégicos especificos, como permanecer vivo e biologicamente
viavel desde a produgao até o consumo, ser resistente a digestdo pelo acido gastrico e
enzimas intestinais, além de reduzir ou prevenir a aderéncia de bactérias patogénicas a
barreira intestinal. Também deve ser capaz de produzir substancias que inibam o
crescimento de potenciais patdogenos e contribuir para o equilibrio da microbiota
intestinal. Além disso, € fundamental que seja seguro, sem a capacidade de adquirir ou
transmitir resisténcia a antibidticos ou produzir metabdlitos prejudiciais a saude. O
probidtico deve conferir beneficios comprovados a saude geral do animal e demonstrar
eficacia nas espécies para as quais € destinado (Kosin & Rakshit, 2006; Weese & Martin,
2011).

Outro critério essencial é a correta identificagdo taxonédmica do microrganismo,
incluindo a especificagdo do género, da espécie e da cepa, conforme estabelecido pelo
Cadigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias. Como os efeitos dos probidticos sao
cepa-especificos, a identificacdo precisa € indispensavel para determinar sua acao e
beneficios (Kosin, 2006; Weese et al., 2011; Hill et al., 2014).

Os probioticos podem exercer efeitos benéficos na colonizagdo da microbiota
intestinal, cujos mecanismos incluem a direta interagdo entre probiotico e receptores no
hospedeiro ou células bacterianas (Cunningham et al., 2021). Assim como a produc¢ao
de moléculas que podem ser utilizadas tanto pelo probiético quanto por outros
microrganismos presentes no ambiente. Sao responsaveis pela secre¢cao de metabdlicos,
alteracao do microambiente, como por exemplo, a redu¢do do pH, com competigao por
nutrientes e sitios de ligagdo. Além disso, as bactérias podem produzir compostos, como
bacteriocinas, que ajudam a suprimir e inibirpatdgenos, promovendo a integridade da
barreira intestinal. Esse mecanismo contribui para prevenir a adesao e o estabelecimento
de microrganismos potencialmente patogénicos (Kosin & Rakshitt, 2006; Weese & Martin,
2011).

2.4.1 Utilizagao de Probidticos
Em considercdo a importancia da microbiota intestinal e a agdo das bactérias

sobre a manutencgao do funcionamento do intestino, os probidticos podem ser utilizados
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ao longo de todas as fases de vida dos animais para manutencéo ou restabelecimento
da eubiose, uma vez que os diturbios gastrointestinais sdo um dos problemas de saude
mais comuns em caes (Suchodolski, 2011; Mondo et al., 2019).

Os probiodticos tém se destacado como uma intervengao promissora na promocao
da saude de animais de companhia, trazendo diversos beneficios que impactam
positivamente tanto a saude intestinal quanto a imunoldgica. A suplementagcdo com
probidticos tem sido amplamente estudada devido aos seus efeitos benéficos na saude
dos animais, especialmente no que se refere a modulagédo do sistema imunoldgico.
Estudos indicam que esses microrganismos auxiliam no fortalecimento da resposta
imune, contribuindo para o combate a infecgcdes e o controle de doencas inflamatdrias
(Beynen & Legerstee, 2010; Sanchez et al., 2021; Thomas, McMillan & Gupta, 2022).
Além disso, os probidticos desempenham um papel fundamental no equilibrio da
microbiota intestinal, sendo particularmente eficazes na restauracdo dessa microbiota
apos o uso de antibidticos, o que promove um ambiente intestinal mais saudavel e
funcional (Moens, Verce & De Vuyst, 2019; Suchodolski, 2022; Bastos, 2024).

Outro beneficio amplamente relatado na literatura é a protegcao contra infecgoes
por enteropatdgenos. Pesquisas demonstram que a administragado de probidticos reduz
a suscetibilidade a infeccbes bacterianas, virais e parasitarias, funcionando como uma
barreira protetora contra agentes patogénicos (Roussel, Guérin-Danan & Moreau, 2018;
Wang, Liu & Wu, 2020; Hernandez-Macias, Guzman-Partida & Lépez-Garcia, 2021).
Além disso, sua inclusdo na dieta tem sido associada a redugdo de disturbios
gastrointestinais, diminuindo os sinais clinicos de enteropatias e outras enfermidades
digestivas. Esses microrganismos também contribuem para a redugao da produgao de
compostos putrefativos, minimizando odores indesejaveis nas fezes (Honneffer,
Minamoto & Suchodolski, 2017; Amaral et al., 2024).

Os probidticos também demonstram potencial no controle de disturbios alérgicos,
auxiliando na reducéao de sinais clinicos como inflamagdes cutaneas e dermatites, o que
melhora a qualidade de vida dos animais (Beynen, Van der Meer & Legerstee, 2011; Rai,
Sharma & Singh, 2013). Além disso, ha evidéncias que sugerem um papel importante

dessas substancias na prevencédo e controle da obesidade, uma vez que influenciam
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processos metabdlicos e inflamatoérios relacionados ao ganho de peso (Gambardella,
Rossi & Ferrara, 2021; Maturama et al., 2023).

Diante desses achados, fica evidente que a utilizagao de probidticos representa
uma abordagem promissora para a promog¢ao da saude animal, abrangendo desde a
regulacao da microbiota intestinal até a modulagéo do sistema imunolégico e a prevengao
de diversas doencas.

A aplicagdo desses microrganismos vivos na dieta de animais de companhia
mostra-se uma estratégia multifuncional, contribuindo ndo apenas para o bem-estar geral
dos animais, mas também para a prevengao e o manejo de diversas condi¢des clinicas
(Rossi et al.,2014;Grzeskowiak, 2015;Gomez-Gallego et al.,2016; Lee et al.,2020; Lee et
al.,2022; Xu et al.,2019; Lima et al.,2020; Wernimont et al.,2020).

2.4.2 Cepas bacterianas probioéticas

Em produtos comerciais, as cepas probidticas mais comumente utilizadas sao as
bactérias acido-lacticas, como Lactobacillus spp.,Enterococcus spp., Streptococcus spp.
e Bifidobacterium spp. (Song et al., 2012), além de outros microrganismos, incluindo
cepas especificas de Escherichia coli (Zyreket al.,2007), Bacillus spp. e leveduras de
Saccharomyces spp. (D’Angelo et al., 2018).

A suplementacao da dieta de caes com Bacillussubtilis e Bacillus licheniformis
demonstrou efeitos positivos nas caracteristicas fecais e nos produtos de fermentacao
intestinal. A adicao desses probidticos resultou em uma melhora na consisténcia fecal e
na reducao do odor das fezes, além de diminuir a concentracdo de aminas biogénicas,
como putrescina, espermidina e cadaverina, bem como fendis e quinolina nas amostras
fecais (Bastos et al., 2020). De forma semelhante, a inclusdo de 0,01% de Bacillussubtilis
na alimentacdo de caes adultos foi associada a uma reducédo nas concentragdes de
amonia fecal, possivelmente devido a diminuicdo de microrganismos com potencial

patogénico em decorréncia da suplementacao probidtica (Félix et al., 2010).

2.4.3 Leveduras probidéticas
As leveduras s&o organismos unicelulares compostos por uma camada externa

(parede celular) e um citoplasma proteico em seu interior. A Saccharomyces spp. € uma
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levedura utilizada comumente como probidtico, pois apresenta diferentes mecanismos de
acao, resisténcia aos antibidéticos em comparagdo a cepas bacterianas probidticas,
apresentandoestabilidade no trato gastrointestinal e atuam como auxiliares na modulagao
e na saude da microbiota intestinal, ja que a utilizacdo de probidticos associada a
antibacterianos € comum no tratamento de enteropatias (Martins et al.,2005).

Os probidticos a base de leveduras do género Saccharomyces cerevisia e podem
auxiliar no restabelecimento de uma microbiota intestinal equilibrada. Esse equilibrio
contribui diretamente para a melhora da func&o intestinal, reduzindo desconfortos
digestivos, especialmente em casos de disturbios gastrointestinais frequentemente
associados a mudancgas na dieta, entre outros fatores. (Lin et al., 2020; Cunningham et
al., 2021).

Mesmo que os mecanismos através dos quais os probidticos a base de levedura
atuam nao estejam completamente elucidados,existem evidéncias de que eles atuam
principalmente através da produgdo de metabdlitos, como AGCC, antioxidantes, e
vitaminas do complexo B. Em animais, sua utilizacao foi descrita para a melhoria da
digestibilidade, para neutralizagao de toxinas bacterianas, estimulagdo do sistema imune
e supressao de bactérias potencialmente patogénicas. Atuam também na remogao do
oxigénio do trato gastrointestinal, estimulando a proliferacdo de bactérias anaerdbicas
(Strompfova et al.,2021).

Stercova et al. (2016) estudaram os efeitos da administragcdo de levedura viva
Saccharomyces cerevisia e na digestibilidade dos nutrientes e microbiota fecal de céaes.
Os autores observaram uma diminuicdo nas contagens de Escherichia coli e
Enterococcus faecallis nas fezes. Bastos et al. (2023) obtiveram resultados semelhantes,
na qual a suplementagcao com levedura resultou em menor concentragao fecal de aminas
biogénicas totais e amonia, além de maior concentracao fecal de butirato, proporcionando
menor indice de disbiose, maior abundancia de Bifidobacterium e Turicibacter e menor
abundéancia de Lactobacilluse Escherichia coli. Esses estudos demonstram evidéncias
que probidticos de leveduras podem contribuir para mudancas favoraveis na microbiota

intestinal de caes.
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2.5 Prebioticos

De acordo com a Associagao Cientifica Internacional de Probidticos e Prebidticos
(ISAPP), prebioticos sdo definidos como substratos fermentados de forma seletiva por
microrganismos, promovendo mudangas especificas na composi¢cao e na atividade da
microbiota intestinal, que resultam em beneficios para a saude e o bem-estar do
hospedeiro. Essa definicAdo destaca a capacidade dos prebidticos de influenciar
positivamente o equilibrio microbiano intestinal.

Para que um composto seja considerado um prebiotico eficaz, € necessario
atender a critérios especificos relacionados a sua digestibilidade e fermentag¢ao no trato
gastrointestinal. Primeiramente, o substrato ndo deve ser digerido parcial ou totalmente
pelo sistema enzimatico do hospedeiro, garantindo que alcance intacto a por¢cado do
intestino grosso, onde exercera seus efeitos benéficos sobre a microbiota (Suchodolski,
2022; Bastos, 2024).

Além disso, é essencial que apresente resisténcia a fermentagédo por bactérias
patogénicas, evitando a proliferacdo de microrganismos potencialmente prejudiciais ao
equilibrio intestinal (Roussel, Guérin-Danan & Moreau, 2018; Wang, Liu & Wu, 2020).
Dessa forma, a seletividade do substrato contribui para a manutencéo da saude intestinal
e reduz o risco de disbiose.

Outro critério fundamental é o potencial de fermentacéo seletiva no coélon por
microrganismos benéficos, promovendo efeitos positivos a microbiota intestinal. Estudos
demonstram que determinados prebibéticos, como os mananooligossacarideos (MOS) e
0s [B-glucanos, podem estimular o crescimento de bactérias benéficas, favorecendo a
producdo de metabdlitos com propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias
(Hernandez-Macias, Guzman-Partida & Loépez-Garcia, 2021; Sanchez et al., 2021;
Tanihiro, Nakamura & Yamada, 2021).

Como contribuicdo para mudancas especificas, os prebidticos alteram tanto a
composi¢do quanto a atividade da microbiota intestinal (Pinna,C. & Biagi, G., 2014;
Gibson et al., 2017).Como principal objetivo da suplementacdo prebidtica tem-se o
aprimoramento da microbiota intestinal, por meio de interagdo dos substratos de forma

direta com as células hospedeiras, modulando a sinalizagdo imune e das células epiteliais
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intestinais, através da regulagado da funcao da barreira intestinal (Rezende et al. 2021;
Yang F.; Cheung, P.C.K., 2023).

Os prebidticos mais empregados na alimentagdo animal sdo os MOS, os fruto-
oligossacarideos (FOS) e os galacto-oligossacarideos (GOS) (Swanson et al.,2020; Brito
et al.,2014; Souza et al., 2018; Rentas et al., 2020).

A parede celular de levedura (PCL) é utilizada de forma comum como aditivo
prebiético na alimentagdo animal por ser rica em MOS. Estudos nos ultimos anos
desenvolveram cepas especificas da levedura Saccharomyces cerevisiae e técnicas
especiais para separar e purificar componentes especificos de sua estrutura (Theodoro
et al., 2019; Santos et al., 2021).

De maneira geral, a estrutura da PCL é composta por 85% de polissacarideos e
15% de proteinas. A distribuicdo destes componentes se organiza em trés camadas
principais: manoproteinas (20 a 23%), um complexo no qual o polissacarideo mano esta
covalentemente ligado a proteina, glucanos (48 a 60%), polissacarideos com liga¢des do
tipo B-1,3 e B-1,6 de glicose e quitina (0,6 a 2,7%) e polimeros com ligacao do tipo B-1,4
N-acetilglicosamina (Klis et al.,2002; Klis et al., 2006).

2.5.1 Utilizagao de prebioticos

Os caes apresentam o trato gastrointesninal curto e simples, com reduzida
capacidade de fermentacao de substancias nao digeridas no colon. Entretanto, alguns
beneficios para a saude foram alcangados com a administracéo de prebidticos, como a
reducéao de infecgdes, uma melhora na sensibilidade a insulina e melhor consisténcia das
fezes (Apanavicius et al.,2007; Respondek et al., 2008; Verbrugghe et al., 2009; Kanakupt
et al.,, 2011; Gouveia et al.,2013).

Os prebidticos atuam na atividade metabdlica, na melhor composicdo de
comunidades bacterianas intestinais, na imunomodulacdo e no fornecimento de
substratos para fermentagao microbiana, levando a produgdo de AGCC, como butirato e

propionato (Rezende et al., 2021; Guarner et al., 2023).
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2.5.2 Mananoligossacarideos (MOS)

Os MOS, oligossacarideos originados a partir de polissacarideos, estao presentes
na PCLde Sacharomyces cerevisiae e apresentam a capacidade de modular o sistema
imunologico e a microbiota intestinal. Os MOS ndo s&o hidrolisados por enzimas
endogenas em animais monogastricos, o que facilita o reconhecimento por células
imunes inatas (Jia et al.,2009). Sua influéncia na resposta imune esta ligada a aumentos
na atividade de lisozimas, anticorpos e células T (Rentas et al., 2020).

Os MOS destacam-se ainda por sua capacidade de se ligar as fimbrias
bacterianas, prevenindo a adesao dessas bactérias ao epitélio intestinal (Agazzi et al.,
2020). Essa ligagao ocorre porque muitas bactérias possuem fimbrias especificas para a
manose, o que facilita sua adesao a parede intestinal e o inicio da infecgdo. No entanto,
os MOS atuam como ligantes competitivos, reduzindo a colonizagdo bacteriana. Além
disso, essa caracteristica favorece o aumento das populacdes de Lactobacillus spp. e de
Bifidobacterium spp. nas fezes, contribuindo para a preservacao da integridade da
superficie intestinal (Van et al., 2020; Grieshop et al., 2004; Roberfroid, M.B., 2002).

Swanson et al. (2002) observaram que a suplementagdo com MOS resultou em
influéncia positiva nas populagdées microbianas, contribuindo para o aumento no numero
de Lactobacillus spp. e redugdo nas concentragdes de microrganismos aerdbicos nas
fezes de cdes quando comparados com o grupo controle. Com relagcdo a parametros
imunoldgicos, a suplementagcdo com MOS pode induzir ao aumento no percentual de
linfocitos, nas concentragdes séricas de IgA, nas concentragdes de leucdcitos no sangue,
estimulando assim uma resposta imune contra patdégenos, além da diminuicdo de
atividades inflamatérias e melhoria da imunidade inata (Theodoro et al., 2019).

A suplementagcdo com diferentes concentragdes de fragdes ativas de
mananoproteinas (FAMs) em cdes adultos e senis demonstrou efeitos positivos na
resposta imunoldgica. A inclusédo de 0,04% e 0,08% de FAMs na dieta estimulou tanto a
imunidade inata quanto a adquirida, influenciando parametros das respostas imunes
especificas e inespecificas. Dentre os efeitos observados, destaca-se o aumento da
atividade fagocitica dos neutrofilos e a maior producédo de intermediarios reativos de

oxigénio, como o peréxido de hidrogénio (H,O,) (Kroll et al., 2020).
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2.5.3 Fruto-oligossacarideos (FOS)

Os FOS sao oligossacarideos pertencentes ao grupo do frutanos, por isso o termo
FOS é empregado para os frutanos do tipo inulina que apresentam ou ndo um grupo
terminal de glicose. Na composi¢ao dos FOS, duas a nove unidades de frutosil estdo
ligadas através de ligagdes glicosidicas B (2-1) e a ligagao com a glicose € do tipo a (1-
2), como ocorre na sacarose (Veja, R., Zuniga-Hansen, M. E., 2015; Singh et al., 2016).

Os FOS apresentam potenciais efeitos prebiéticos e sdo encontrados em diversas
espécies de plantas e em produtos como alho, alcachofra, cebola, chicéria e yacon
(Roberfroid, M. B.; 2007). Esses componentes favorecem o desenvolvimento da
microbiota benéfica do intestino por serem altamente fermentaveis por bactérias lacticas,
enquanto microrganismos patogénicos como Salmonella spp. e Escherichia coli séo
incapazes de realizar a fermentacédo de FOS (Swanson et al., 2002; Middelbos et
al.,2007).

2.6 Simbiodticos

Os simbiéticos sdo definidos de acordo com a ISAPP, como “uma mistura
constituida por microrganismos vivos e substratos utilizados seletivamente por
microrganismos hospedeiros que confere um ou mais beneficios a saude do hospedeiro”.

Desse modo, os simbiodticos sdo compostos por prebidticos e probidticos e com
esta combinagcdo podem ser complementares (o prebidtico e o probidtico apresentam
mecanismos e beneficios independentes) ou sinérgica (Qquando o microrganismo vivo é
selecionado com base em sua capacidade de fornecer um beneficio a saude e o substrato
€ escolhido para fornecer uma base de suporte ao crescimento ou a atividade desse

microrganismo selecionado) (Kolida, S.; Gibson, G. R.; 2011; Cunnigham et al., 2021).

2.6.1 Simbidticos em caes

Nos ultimos anos, a suplementacdo com simbidticos tem sido amplamente
estudada por seus efeitos benéficos na modulacdo da microbiota intestinal e no
fortalecimento do sistema imunolégico (Maturama et al., 2023).

A composic¢ao da microbiota intestinal dos caes ¢é influenciada por diversos fatores,

incluindo dieta, idade e estado de saude (Richie, Skowronski& Abraham, 2008). Quando
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ocorrem desequilibrios nessa microbiota, podem surgir disturbios gastrointestinais, como
a doencga inflamatdria intestinal (IBD), que esta frequentemente associada a respostas
imunolégicas exacerbadas e processos inflamatorios crénicos (Honneffer, Minamoto &
Suchodolski, 2017). Nesse contexto, estratégias nutricionais tém sido propostas para
restaurar o equilibrio da microbiota e minimizar a inflamacgéo intestinal, sendo a
suplementagdo com simbidticos uma abordagem promissora para promover a saude
gastrointestinal dos caes (Amaral et al., 2024).

Dentre os componentes dos simbibticos, os B-glucanos, polimeros de glicose
encontrados na parede celular de leveduras e cereais, demonstram efeitos
imunomoduladores e antioxidantes, contribuindo para o crescimento de bactérias
benéficas, como Bifidobacterium longum (Hernandez-Macias, Guzman-Partida & Lopez-
Garcia, 2021). Além disso, estudos indicam que esses compostos podem reduzir o
impacto negativo de micotoxinas no trato gastrointestinal dos animais, favorecendo a
integridade intestinal (Kazmierczak-Siedlecka, Daca &_Folwarski, 2020; Stercova,
Faldynova & Slama, 2016). Por sua vez, os MOS auxiliam na adesé&o seletiva de bactérias
e contribuem para a neutralizacdo de toxinas bacterianas, promovendo um ambiente
intestinal mais equilibrado (Tanihiro, Nakamura & Yamada, 2021; Roussel, Guérin-Danan
& Moreau, 2018).

Além dos beneficios diretos no trato gastrointestinal, os simbi6ticos vém sendo
investigados por sua capacidade de modular a resposta imune dos caes. Evidéncias
sugerem que compostos derivados de levedura podem interagir com receptores celulares
do sistema imunolégico, estimulando tanto a resposta inata quanto a adaptativa
(Heuvelin, Lebreton & Grangette, 2019; Pawar et al., 2017). Além disso, a associagao de
simbidticos com minerais como o selénio tem demonstrado efeitos sinérgicos na
capacidade antioxidante dos animais, contribuindo para a protecdo contra o estresse
oxidativo e para a manutencado da saude metabodlica (Gambardella, Rossi & Ferrara,
2021). Esses efeitos podem ser especialmente relevantes na mitigacdo de danos
celulares e na promogao do bem-estar geral dos caes (Beynen & Legerstee, 2010;
Thomas, McMillan & Gupta, 2022).
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Os simbidticos possuem a capacidade de modular os sistemas inflamatério e
antioxidante, gragas aos compostos derivados do metabolismo secundario de probidticos
e prebidticos. Substancias como leveduras, MOS e FOS apresentam potencial para
serem utilizados como aditivos na alimentagao de caes e gatos. Isso ocorre porque, além
de oferecerem beneficios a saude, esses compostos atendem as demandas de tutores e
industrias que valorizam ingredientes com efeitos suplementares para a dieta e o
tratamento de animais de companhia. No entanto, ainda ha a necessidade de padronizar
e identificar os tipos de compostos utilizados, bem como de otimizar os processos de
fabricacdo. Para que os simbioticos sejam amplamente aplicados como aditivos
funcionais, é essencial que mais estudos experimentais sejam conduzidos em caes e
gatos, ampliando a compreensdo sobre os beneficios desses compostos e sua
aplicabilidade pratica.

A crescente compreensao da relacdo entre nutrigdo, microbiota e saude
gastrointestinal refor¢a a importancia dos simbidticos como ferramentas nutricionais em
caes. Pesquisas recentes demonstram que a combinagédo de prebidticos e probidticos
pode auxiliar na recuperagdo da microbiota apés o uso de antibidticos e reduzir a
incidéncia de doencgas gastrointestinais (Moens, Verce & De Vuyst, 2019; Wang, Liu &
Wu, 2020). Além disso, a utilizagdo sustentavel de simbidticos provenientes de
subprodutos industriais tem sido proposta como uma abordagem viavel para a nutricao
animal dentro do conceito de economia circular (Varney, Shah & Narasimhan, 2021).
Estudos futuros devem explorar a dosagem ideal e as interagdes entre diferentes

simbidticos para otimizar seus efeitos na saude canina.
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CAPITULO Il - MICROBIOTA INTESTINAL DE CAES SUPLEMENTADOS COM
SIMBIOTICOS E SUBMETIDOS A TROCA ABRUPTA DE DIETA

RESUMO
Situagdes estressantes, como mudangas abruptas na dieta, podem afetar negativamente
a composicdo da microbiota intestinal e causar disturbios gastrointestinais. Nesse
contexto, os simbidticos tém sido objeto de estudos por sua capacidade de modular a
microbiota intestinale seus metabdlitos. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito da
suplementagcdo desimbidtico sobre as caracteristicas fecais e microbiota intestinal em
caes adultos saudaveis submetidos a uma mudanca abrupta na dieta. Foram utilizados
16 cades adultos de um ano e meio, da raca Beagle, os quais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos, placebo, sem (n=8), e simbidtico, com suplementagao de
cepas bacterianas probidticas e parede celular de levedura_(n=8).Foi fornecido via oral
duas capsulas de placebo e duas de simbidtico por animal, uma vez ao dia (SID), de
modo cego. O experimento foi de 40 dias, durante todo o periodo receberam
suplementacao ao acaso, dividos em dois periodos. Durante 20 dias, todos os caes foram
alimentados com uma dieta de alta digestibilidade, em seguida, foram transicionados
abruptamente para uma dieta de baixa digestibilidade por mais 20 dias, durante todo
periodo estavam sendo suplementados com simbidtico e placebo. Fezes frescas foram
coletadas nos dias 20, 22 e 40 do experimento para avaliacao de matéria seca, escore,
amoénia, pH e microbiota fecal. A quantificacdo dos taxons bacterianos foi realizada por
gPCR e o indice de disbiose foi calculado. Os dados foram analisados por ANOVA e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Nao foi observado efeito do
simbidtico sobre as caracteristicas fecais ou sobre o indice de disbiose (P>0,05).
Entretanto, houve aumento de Bifidobacterium e bactérias universais apenas nas fezes
do grupo placebo logo apds a troca abrupta de dieta (P<0,05). Houve aumento no indice
de disbiose e na abundancia de Escherichia coli imediatamente apds a troca abrupta de
dieta (P<0,05), independentemente da suplementagdo. Além disso, observou-se
aumento de Clostridium hiranonis_e redugado no Streptococcus, Bifidobacterium e
Bacteroides nas fezes com o consumo da dieta de alta digestibilidade (P<0,05). Conclui-

se que a transicao abrupta de dieta pode induzir aumento no indice de disbiose em caes
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e que a digestibilidade dos nutrientes apresenta maior influéncia sobre a composi¢ao da
microbiota intestinal que a suplementacdo do simbidtico em cées saudaveis, sem

presenca de diarreia osmatica.

Palavras-chave: digestibilidade; disbiose; probidtico.
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GUT MICROBIOME OF DOGS SUPPLEMENTED WITH SYMBIOTICS AND
SUBMITTED TO AN ABRUPT DIETARY CHANGE

ABSTRACT

Stressful situations, such as abrupt dietary changes, can negatively affect the composition
of the intestinal microbiota and may result in gastrointestinal disorders. In this context,
symbiotics have been the subject of studies due to their ability to modulate the intestinal
microbiota and its metabolites. This study aimed to evaluate the effect of symbiotic
supplementation on fecal characteristics and intestinal microbiota in healthy adult dogs
undergoing an abrupt dietary change. Sixteen adult Beagle dogs were randomly divided
into two groups: placebo, without (n=8), and symbiotic, with supplementation of probiotic
bacterial strains and yeast cell wall (n=8). Two placebo capsules and two symbiotic
capsules per animal per day were provided orally in a single-blind design, so the
researchers did not know the treatments. For 20 days, all the dogs were fed a high-
digestibility diet and then abruptly transitioned to a low-digestibility diet for another 20
days, in allthe entire period they were being supplemented with symbiotic and placebo.
Fresh feces were collected on days 20, 22, and 40 of the experiment to assess dry matter,
score, ammonia, pH, and fecal microbiota. The bacterial taxa were quantified by gPCR
and the dysbiosis index was calculated. The data was analyzed by ANOVA and the means
were compared using the Tukey test (P<0.05). There was no effect of the symbiotic on
fecal characteristics or the dysbiosis index (P>0.05). However, there was an increase in
Bifidobacterium and total bactéria only in the feces of dogs of the placebo group after the
dietarychange (P<0.05). There was an increase in the dysbiosis index and in the
abundance of Escherichia coli immediately after the abrupt dietary change (P<0.05),
regardless of supplementation. In addition, there was an increase in Clostridium hiranonis
and a reduction in Streptococcus, Bifidobacterium, and Bacteroides in the feces with the
consumption of the high-digestible diet (P<0.05). It is concluded that abrupt dietary
transition can induce an increase in the dysbiosis index in dogs and that nutrient
digestibility has a greater influence on the composition of the intestinal microbiota than
symbiotic supplementation in healthy dogs.

Key words: digestibility; dysbiosis; probiotic.
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1. INTRODUGAO

Comumente caes sao expostos a situagbes estressantes, como desmame,
mudancgas abruptas na alimentacdo, doencas e uso de medicamentos. Essas situagdes
tém o potencial de alterar a composic¢ao e diversidade da microbiota intestinal (Fernandez
et al., 2000), interferindo negativamente no ambiente gastrointestinal, levando a um
estado de disbiose.Considerando isso, aditivos funcionais tém sido objeto de estudos na
nutrigdo de animais de companhia, demonstrando capacidade de modular beneficamente
a microbiota intestinal e seus metabdlitos (Bastos et al., 2023). Entre esses aditivos,
destacam-se os probidticos, prebidticos e simbidticos (Suchodolski, 2020).

Os probidticos sdo microrganismos vivos definidos como capazes de conferir
beneficios a saude do hospedeiro quando administrados em quantidades adequadas
(Gibson et al., 2017). O uso de probioticos pode contribuir com a funcionalidade intestinal
por meio de varios mecanismos, incluindo a eliminagdo de patogenos intestinais (Lee et
al., 2003), producao de substancias antimicrobianas (Jones e Versalovic, 2009), aumento
da resposta imunoldgica (Pagnini_et al., 2010) e produgao e regulagao de metabdlitosno
intestino (Soo et al., 2008). Ja, os prebidticos sado definidos como ingredientes
fermentados seletivamente, que resultam em alteracbes benéficas na composicao e
atividade da microbiota gastrointestinal (Gibson et al., 2017). Por sua vez, os simbidticos
sao preparagdes que incluem probidticos e prebidticos em sua composi¢ao, aproveitando
os efeitos sinérgicos entre esses componentes para promover beneficios a
funcionalidade intestinal (Gibson et al., 2017).

Para cées, diversos microrganismos tém sido utilizados como probidticos,
incluindo bactérias e leveduras vivas. Entre as cepas probidticas mais estudadas, o uso
de Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus e Bacillus subtilis ttm demonstrado
efeitos interessantes sobre a funcionalidade intestinal, tais como reducédo de bactérias
potencialmente patogénicas, diminuicdo de compostos nitrogenados no intestino e
aumento de IgA fecal (Swanson et al., 2002; Benyacoub et al., 2003; Marcifiakova et al.,
2006; Bastos et al., 2020). Em relagdo aos prebidticos, os mais estudados para caes

incluem os  frutooligossacarideos (FOS), mananoligossacarideos  (MOS),
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galactooligossacarideos e inulina (Hughes & Rowland, 2001; Ogué-Bon et al., 2010;
Roberfroid et al., 2010; Koh et al., 2013).

Apesar dos efeitos benéficos ja observados, a maioria dos estudos existentes
avalia o uso de cepas probidticas e prebidticos individualmente ou blends com
composigdes variaveis. Essa diversidade de abordagens, juntamente com as diferentes
medidas e técnicas utilizadas para avaliar o efeito desses aditivos sobre a microbiota
intestinal, torna a interpretacao dos resultados desafiadora. Diante disso, recentemente,
foi desenvolvido o indice de disbiose, um método validado para identificar disturbios da
microbiota intestinal de caes de forma precisa e padronizada (Alshawaqgfeh et al., 2017).
Considerando esses desafios e a importancia de uma avaliagcido com poucas informagdes
na literatura, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito de um simbidtico sobre
as caracteristicas fecais, microbiota intestinal e indice de disbiose em caes adultos

saudaveis submetidos a uma mudanca abrupta de dieta.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e instalagoes
O uso de animais para este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso

de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, Curitiba,
PR, Brasil, sob o protocolo n.066/2023. O estudo foi realizado no Laboratério de Estudos
em Nutrigdo Canina - LENUCAN em Curitiba, Parana, Brasil (250 25' 40" S, 490 16' 23"
W).

Foram utilizados 16 caes adultos castrados da raca Beagle com aproximadamente
1,5+ 0,03anos de idade (8 machos e 8 fémeas), com peso corporal médio de 11,22 +
1,10kg e escore de condi¢gdo corporal de 4,8 + 0,6, em uma escala de 1 a 9
(Laflamme,1997). Todos os animais foram submetidos a avaliagao clinica prévia e foram
considerados saudaveis. Durante o periodo de coleta de fezes, os caes foram alojados
individualmente em canis de alvenaria (5 m de comprimento x 2 m de largura), com uma
cama e acesso livre a agua fresca. As instalagbes tinham grades e telas metalizadas
recintos que permitiam interagao visual e limitada com os caes vizinhos. Durante a maior

parte do experimento, os caes tiveram livre acesso a uma area externa de 1,137 m? por
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4h/dia para exercicios voluntarios e socializagdo. A temperatura ambiente variou de 16°

C a 28° C, com um ciclo claro-escuro de 12 horas (luz das 6:00 as 18:00).

2.2 Tratamentos experimentais

Foram avaliados dois tratamentos experimentais: placebo e simbidtico, na dose
de 2 capsulas por dia, juntamente com a dieta pela manha, de modo cego, durante 40
dias. Cada oito caes (4 machos e 4 fémeas) receberam um dos tratamentos de modo
inteiramente ao acaso. Cada capsula do tratamento simbidtico consistiaem 1,5 mg de um
aditivo formado por: 1,9 x 108 UFC/g de Lactobacillus lactis, 1,3 x 108 UFC/g de
Bifidobacterium_bifidum, 2,6 x 108 UFC/g de Enterococcus faecium, 3,7 x 108 UFC/g de
Lactobacillus acidophilus, 2,6 x 108 UFC/g de Lacticaseibacillus casei, 3,7 x 108 UFC/g de
Saccharomyces cerevisiae, 1,9 x 108 UFC de Bacillus subtilis,3400 mg/kg de MOS,1760
mg/kg de inulina, agua, amido, glicerina, goma xantana e palatabilizante (LactobacDog®
Plus, Organnact®, Curitiba, PR, Brasil). As capsulas placebo, sem simbidtico, continham
apenas agua, amido, glicerina, goma xantana e palatabilizante.

Nos primeiros 20 dias do experimento, todos os caes foram alimentados com um
alimento completo seco extrusado para caes adultos de alta digestibilidade (AD), sem
aditivos funcionais como prebiodticos ou probidticos. No 21° dia experimental, os caes
foram submetidos a troca abrupta de dieta, para um alimento completo seco extrusado
para caes adultos de baixa digestibilidade (BD), sem aditivos funcionais como probioticos
e prebidticos. Os cédes consumiram a dieta BD por mais 20 dias. Os animais foram
alimentados duas vezes ao dia de acordo com as suas necessidades de energia
metabolizavel para manutencao, segundo o NRC (2006). A agua foi fornecida a vontade.

A composig¢do quimica, os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) e
energia metabolizavel (EM) das dietas estdo descritos na tabela 1. Os CDA e EM da dieta
foram determinados em estudo prévioem céaes utilizando o método da coleta total de
fezes, segundo a AAFCO (2016).
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Tabela 1. Composicdo quimica (%, matéria seca), coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA, %) e energia metabolizavel (EM kcal/kg) das dietasdealta (AD) e baixa
digestibilidade (BD).

Item AD BD
Composicaoquimica

Matériaseca 93,89 93,64
Proteinabruta 24,76 24,18
Fibrabruta 1,78 3,81
Extrato etéreo em hidrdlise acida 13,09 10,40
Matéria mineral 7,51 9,19
Calcio 1,65 2,74
Fosforo 0,81 1,14
CDA

Matériaseca 82,6 70,7
Matériaorganica 85,7 75,2
Proteinabruta 86,1 78,2
Extratoetéreo 91,2 89,0
Energiametabolizavel 3925,2 3265,8

Ingredientes principais da dieta AD: Milho, farinha de visceras de aves, quirera de arroz, farelo de arroz
desengordurado, hidrolisado de figado de aves, banha refinada, gordura de aves, vitaminas € minerais.
Ingredientes principais da dietaBD: Milho, farelo de trigo, farinha de carne e ossos bovino, farinha de penas

hidrolisada, hidrolisado de figado de aves e suino, gordura de aves, vitaminas e minerais.

2.3 Analises laboratoriais

As dietas experimentais foram moidas a 1mm em moinho (Arthur H. 149 Thomas
Co., Filadélfia, PA, EUA) e analisadas quanto a matéria seca (MS) a 105°C, por 12 horas,
proteina bruta (método 954.01), fibra bruta (método 994.13), matéria mineral (método
942.05) e extrato etéreo em hidrolise acida (método 942.05). Todas as analises seguiram
as recomendacdes da Association of the Official Analytical Chemists (AOAC,1995). A
energia bruta foi determinada em bomba de calorimetria (IKA, C200, Alemanha).

Fezes frescas, com no maximo 15 minutos de defecagdo, foram coletadas nos

dias 20, 22 e 40 experimentais, para analises de matéria seca (MSf), escore, pH, amébnia
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e microbiota.O escore fecal foi avaliado sempre pelo mesmo pesquisador, atribuindo
pontos de 1 a 5, sendo: 1 = fezes macias e sem forma definida; 2 = fezes moles e mal-
formadas; 3 = fezes moles, formadas e Umidas; 4 = fezes bem formadas e consistentes;
5 = fezes bem formadas, duras e secas, de acordo com Carciofi et al., (2009). O pH fecal
foi medido com pHmetro digital (331, Politeste Instrumentos de Teste Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil) usando 3,0 g de fezes frescas diluidas em 30 mL de agua destilada. A
concentracao de amonia fecal foi determinada de acordo com Brito et al., (2010).

A anadlise da microbiota fecal foi feita por gPCR dos géneros Faecalibacterium,
Blautia, Fusobacterium, Turicibacter, Clostridium hiranonis, Streptococcus, Escherichia
coli, Bacteroides, Bifidobacterium e bactérias totais. Com base nos resultados das 7
primeiras bactérias corrigidas para o numero de bactérias totais, foi calculado o indice de
disbiose. Essas analises, bem como ocalculo do indice de disbiose, foram realizados de

acordo com Alshawaqgfeh et al., (2017).

2.4 Anidlises estatisticas

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro Wilk. Os
dados com distribuicdo normal foram submetidos a Analise de variancia, considerando
os efeitos de dieta (AD20, BD22 e BD40), suplementagcédo (placebo e simbidtico) e
interacao dieta x suplementagao. Cada céao foi considerado uma unidade experimental,
totalizando 8 repeti¢des por tratamento. Quando o teste F da ANOVA indicou diferenca
estatistica para dieta ou interacdo dieta x suplementagcdo (P<0,05), as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). As analises foram realizadas no software
MiniTab®18.

3. RESULTADOS

Nao houve episédios de recusa alimentar, vdmito ou diarreia durante todo
experimento. Todos os cdes mantiveram o peso e o0 escore de condi¢ao corporal
constantes ao longo do estudo e consumiram as capsulas integralmente. Os resultados
do indice de disbiose e bactérias fecais estao apresentados na tabela 2 e figura 1.

Apés a transicao para a dieta de BD, houve aumento no indice de disbiose em

todos os grupos experimentais (P<0,05). Nao houve efeito do simbiotico sobre o indice
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de disbiose (P>0,05). Apesar disso, todos os caes apresentaram indice de disbiose
menor que 0, caracteristico de caes saudaveis sem disturbios gastrointestinais (Al
Shawaqfeh et al., 2017).

Houve maior abundancia de bactérias universais no grupo placebo em relagao ao
simbidtico logo apds a transi¢cdo dietética (P<0,05). A abundancia das bactérias
Faecalibacterium, Streptococcus, Fusobacterium, Bifidobacterium__e Bacteroides
aumentou nas fezes de ambos os grupos, placebo e simbidtico, apds 20 dias de consumo
da dieta de BD, sendo que o aumento na Bifidobacterium foi observado logo apos a
transigcao apenas no grupo placebo (P<0,05). Ja, a abundancia fecal de C. hiranonis foi
maior nos caes alimentados com a dieta de AD (P<0,05), independentemente da
suplementacao. Entretanto, quando observado apenas os efeitos da suplementagéao, os
cades do grupo placebo apresentaram maior abundéncia fecal de C. hiranonis,
independentemente da dieta (P<0,05). Houve aumento na E. coli fecal em ambos os
grupos apo6s a troca abrupta pela dieta de BD, sendo que os valores foram reduzidos

apos 20 dias de consumo dessa dieta (P<0,05).

Tabela 2. Médias do indice de disbiose (ID) e bactérias (logDNA) fecais de caes
alimentados com dietas de alta (AD) e baixa digestibilidade (BD) recebendo

suplementacédo (SU) de_placebo (PLA) ou simbidtico (SIM).

Dieta AD TR BD P- valor

EPM? D x
SuU SIM PLA SIM PLA SIM PLA D SuU SuU
ID -1,93b -2,76b -0,64a -1,05a -0,66a -0,32a 0,169 <0,001 0,222 0,13
Universal
(Totais) 10,79ab 10,76ab 10,60b 10,94a 10,69b 10,78ab 0,027 0,758 0,008 0,08
Faecalibacterim 4,46b 4,48b 4,41b 4,65b 5,27a 5,04a 0,091 0,002 0,939 0,51
Turicibacter 8,35a 8,36a 7,88b 8,12b 8,24ab 7,98ab 0,053 0,018 0,984 0,13
Streptococcus 6,34b 5,64b 6,52b 6,38b 7,38a 7,59a 0,133 <0,001 0,285 0,12
E. coli 5,11b 4,92b 5,94a 6,00a 5,35b 5,52b 0,092 <0,001 0,920 0,61
Blautia 10,46a 10,37a 10,29b 10,18b 10,23ab 10,29ab 0,031 0,036 0,426 0,9
Fusobacterium 7,98b 7,85b 7,95b 7,98b 8,50a 8,45a 0,088 0,017 0,761 18
C. hiranonis 6,86a 6,81a 6,31b 6,57b 6,36b 6,50b 0,039 <0,001 0,040 0,06
Bifidobacterium 4,37b 5,37b 4,38b 6,82a 6,90a 6,94a 0,201 <0,001 <0,001 0,01

Bacteroides 5,04b 4,98b 4,96b 5,04b 5,54a 5,75a 0,089 0,003 0,648 0,78

TR: segundo dia apés transi¢do abrupta da dieta AD para a BD. EPM: erro padrdo da média

abMeédias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 1. indice de disbiose e bactérias quantificadas (logDNA) nas fezes de cdes
alimentados com dietas de alta (AD) ou baixa (BD) digestibilidade recebendo simbidtico
(SIM) ou placebo (PLA). A Transicao (TR) representa a coleta de fezes no segundo dia

apods a troca abrupta para a dieta de baixa digestibilidade.

Em relagdo as caracteristicas fecais (Tabela 3), quando avaliado apenas os efeitos
das dietas, os caes alimentados com a dieta de AD apresentaram de modo geral maior
MSf, escore, amdnia e pH fecais (P<0,05). Os tratamentos_simbidtico e placebo nao

influenciaram nas caracteristicas fecais dos caes (P>0,05, Tabela 3 e Figura 2).

Tabela 3. Médias das caracteristicas fecais de caes alimentados com dietas de alta (AD)
e baixa (BD) digestibilidade recebendo suplementacédo (SU) de placebo (PLA) ou
simbidtico (SIM).

Dieta AD TR! BD P-valor

SuU SIM PLA SIM PLA SIM PLA EPM? D SU DxSU
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MS (%) 36,70a 37,94a 29,00b 29,66b 30,19 30,98b 0,60 <0,001 0,200 0,922
Escore 3,5a 3,6a 3,1b 3,0b 3,0ab  3,5ab 0,09 0,049 0,462 0,483
Amoénia 1,71a 1,84a 159a 1,62a 0,99 1,28b 0,06 <0,001 0,135 0,570
pH 7,08a 6,87a 6,71b 6,31b 6,71ab 6,93ab 0,07 0,023 0,346 0,166

'TR: segundo dia apos transicdo abrupta da dieta AD pela BD. 2EPM: erro padrdao da média. Escore: 1 =

fezes liquidas a 5 = fezes secas. MS: matéria seca (%)-?). ?Médias seguidas por letras distintas diferem
pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 2. Caracteristicas fecais de caes alimentados com dietas de alta (AD) ou baixa
(BD) digestibilidade recebendo suplementacao de simbidtico ou placebo. A Transigao
(TR) representa a coleta de fezes no segundo dia apds a troca abrupta para a dieta de
baixa digestibilidade. Aménia (%), MSO (matéria seca original, %), Escore (1 = fezes

liqguidas a 5 = fezes secas).

4. DISCUSSAO
O presente estudo utilizou a transigao abrupta de uma dieta de AD para uma deBD,
como forma de desafio a microbiota intestinal, para verificar os efeitos de um simbidtico

em caes saudaveis. De modo geral, os resultados indicam que a digestibilidade da dieta
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apresentou maior efeito sobre a microbiota intestinal que a suplementagao do simbidtico
avaliado. Alteragdes abruptas na dieta sdo conhecidas por afetarem significativamente a
microbiota intestinal dos cées, podendo causar disbiose dependendo da sua composigao
e digestibilidade (Linet al., 2022; Bastos et al., 2023). Por sua vez, o desequilibrio da
microbiota intestinal estda comumente associado a disturbios gastrointestinais,
demonstrando a importancia da manutencao de um microbioma estavel (Honneffer et al.,
2014).

Durante o periodo de consumo da dieta AD, todos animais apresentaram maior
abundéancia fecal de Clostridium hiranonis. Essa bactéria € encontrada em animais
saudaveis, e tem importante funcdo na conversdo de acidos biliares primarios em
secundarios no intestino (Suchodolski, 2022). Ainda, corroborando com esse resultado
de modulagao positiva da microbiota intestinal, os caes alimentados com a dieta de AD
apresentaram maior consisténcia fecal. Esse resultado é esperado e pode ser atribuido
as caracteristicas nutricionais da dieta AD, que possuia maior CDA da proteina bruta
(CDA = 86,1 vs. 78,2%) e moderado teor de fibra bruta (1,78 vs. 3,81%), em relagdo a
dieta BD. Osmolaridade intestinal, sem presenca de diarreia osmoética nos animais.

O aumento da abundéncia fecal de E. coli apds a troca para a dieta de BD pode ser
explicado pela maior concentragdo de compostos nitrogenados n&o digeridos que
chegaram ao colon dos cdes. A maior disponibilidade de proteina e peptideos nao
digeridos no colon pode aumentar a producao de metabdlitos fermentativos com potencial
toxico para a mucosa intestinal, como aminas biogénicas, fendis e inddéis, promovendo
ambiente que favorece o crescimento de bactérias potencialmente patogénicas, como a
E. Coli (Windey et al., 2012). Apesar disso, apos 20 dias de consumo da dieta BD, as
quantidades de E. coli foram reduzidas e houve aumento das bactérias Faecalibacterium,
Streptococcus, Fusobacterium, Bifidobacterium e Bacteroides nas fezes de ambos os
grupos. Essas bactérias, com exceg¢ao do Streptococcus, sao relacionadas a eubiose e
encontradas em animais saudaveis (AlShawaqgfeh et al., 2017; Suchodolski, 2022). Pode-
se atribuir esse resultado a uma possivel adaptagcado da microbiota intestinal dos caes a
dieta BD consumida apés 20 dias. Fato semelhante foi observado em um estudo no qual

a microbiota intestinal foi estabilizada em duas semanas apos a transicao abrupta de
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dieta em caes (Lin et al., 2022). Além disso, € importante ressaltar que esses animais
podem estar mais acostumados com mudancas alimentares do que caes domiciliados.

O simbidtico nao teve efeito sobre o indice de disbiose e caracteristicas fecais dos
caes. No entanto, foi observado aumento na abundéancia fecal de bactérias universais e
de Bifidobacterium logo apds a troca abrupta para a dieta de BD apenas no grupo
placebo. Embora o género Bifidobacterium normalmente ndo esteja relacionado a
disbiose em cées (AlShawaqfeh et al., 2017), o seu aumento, associado a maior
abundancia de bactérias universais, pode indicar algum grau de desequilibrio no
microbioma intestinal dos cdes apds a troca abrupta de dieta apenas no grupo
placebo.Isso poderia indicar efeito do simbidtico em manter a microbiota mais estavel em
situacdes de troca abrupta de dieta. Inclusive, um estudo em caes com insuficiéncia
pancreatica exocrina observou aumento na abundancia fecal de Bifidobacterium nos
animais doentes, em relacédo aos saudaveis (Blake et al., 2019), provavelmente pela
maior chegada de substrato no célon desses animais.

Apesar de estudos observarem efeitos benéficos na funcionalidade intestinal em
caes suplementados comsimbioticos (Swansonet al.,, 2002; Ogué-Bone et al.,
2011;Garcia-Mazcorro et al., 2012; Tanprasertsuk et al., 2021), os resultados deste
estudo indicam que a eficacia pode provavelmente variar dependendo da dieta, presenca
de disturbios gastrointestinais e composigao inicial da microbiota intestinal dos animais.
Inclusive, um estudo observou que os efeitos do simbidtico foram mais expressivos em
cées saudaveis com maior abundéancia de Proteobacteria e menor de Lactobacillus nas
fezes (Tanprasertsuk et al., 2021). Desse modo, considerando a complexidade das
interagcdes que ocorrem no trato gastrointestinal, € importante que mais estudos sejam
conduzidos para melhor elucidar os potenciais efeitos de simbidticos para a

funcionalidade intestinal de caes.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que dietas de baixa digestibilidade promovem aumento do indice
disbiose_intestinal, com maior abundancia de E. coli e Streptococcus e redugao no C.
hiranonis em caes. O uso de simbidtico pode ndo alterar a eubiose e as caracteristicas

fecais de caes saudaveis de laboratério submetidos a troca abrupta de alimentacgao.



53

REFERENCIAS

AAFCO. Association of American Feed Control Officials.Dog and Cat Nutrient Profiles.
Official Publication sof the Association of American Feed Control Officials Incorporated.
AAFCO, Oxford, IN, USA, 2016.

ALEXANDER, C.; SWANSON, K.S.; FAHEY, Jr., G.C.; GARLEB, K.A. Perspective:
Physiologic importance of short-chain fatty acids from non_-digestible carbohydrate
fermentation. Adv. Nutr. 10, 576-589, 2019.

ALSHAWAQFEH, M.K.; WAJID, B.; MINAMOTO, Y.; MARKEL, M.; LIDBURY, J.A,;
STEINER, J.M.; SERPEDIN, E.; SUCHODOLSKI, J.S. A dysbiosis index to assess
microbial changes in fecal samples of dogs with chronic inflammatory
enteropathy.FEMSMicrobiol.Ecol. 93, 136, 2017.

AOAC.Association of the Official Analytical Chemists, AOAC.Official Methods of Analysis,
16th ed. AOAC, Washington, D. C, USA, 1995.

BLAKE, A.B.; GUARD, B.C.; HONNEFFER, J.B.; LIDBURY, J.A.; STEINER, J.M,;
SUCHODOLSKI, J.S. Altered microbiota, fecal lactate, and fecal bile acids in dogs with
gastrointestinal disease. PLoS One.14, e0224454, 2019.

BOLYEN, E.; RIDEOUT, J.R.; DILON, M.R.; BOKULICH, N.A.; ABNET, C.C,;
ALGHALITH, G.A.; ALEXANDER, H.; ALM, E.J.; ARUMUGAM, M.; ASNICAR, F. et al.
Reproducible, interactive, scalable, and extensible microbiome data science using QIIME
2. Nat. Biotechnol., 37, 852-857, 2019.

BASTOS, T. S.; SOUZA, C. M. M.; LEGENDRE, H.; RICHARD, N.; PILLA, R;
SUCHODOLSKI, J. S.; FELIX, A. P. Effect of yeast Saccharomyces cerevisiae as a
probioticon diet digestibility, fermentative metabolites, and composition and functional
potential of the fecal microbiota of dogs submitted to an abrupt dietary change.
Microorganisms, 11(2), 506, 2023.

BASTOS, T.S.; LIMA, D.C.; SOUZA, C.M.M. et al. Bacillus subtilis and Bacillus
licheniformis reduce faecal protein catabolites concentration and o dour in dogs. BMC Vet
Res 16, 116, 2020.Disponivel em: https://doi.org/10.1186/s12917-020-02321-7.

BENYACOUB, J.; CZARNECKI-MAULDEN, G.L.; CAVADINI, C.; SAUTHIER, T
ANDERSON, R.E.; SCHIFFRIN, E.J. et al. Supplementation of food with Enterococcus
faecium (SF68) stimulates immune functions in young dogs. Journal of Nutrition 133,
1158-1162, 2003.



54

BRITO, C. B. M. et al. Digestibility and palatability of dog foods containing different
moisture levels, and the inclusion of a mould inhibitor. Animal Feed Science and
Technology, v. 159, n. 3—4, p. 150-155, ago. 2010.

CARCIOFI, A. C. et al. Comparison of micronized whole soybeans to common protein
sources in dry dog and cat diets. Animal Feed Science and Technology, v. 151, n. 3—4, p.
251-260, maio, 2009.

CHANDLER, R.E. Intestinal microbiota and cardio metabolic risk: mechanisms and diet
modulation, Arq. Bras. Endocrinol Metab.58, 2018.

EPHRAIM, E.; COCHRANE, C.Y.; JEWELL, D.E. Varying protein levels influence
metabolomics and the gut microbiome in healthy adult dogs. Toxins 12, 517, 2020.

FERNANDEZ, P.C.C.; LADEIRA, 1.Q.; FERREIRA, C.L.L.F. et al. Viabilidade do uso de
probioticos na alimenagao de monogastricos. Cad. Tec. Vet. Zootec., n.31, p.53-71, 2000.

GARCIA MAZCORRO, J.F.; LANERIE, D.J.; DOWD, S.E.; PADDOCK, C.G;
GRUTZNER, N.; STEINER, J.M.; IVANEK, R.; SUCHODOLSKI, J.S. Effectof a multi-
speciessynbioticformulationon fecal bacterial microbiota of healthy cats and dogs as
evaluated_by pyrosequencing. FEMS Microbiol. Ecol. 78:542-554, 2011.

GIBSON, G.R.; HUTKINS, R.; SANDERS, M.E.; PRESCOTT, S.L.; REIMER, R.A;
SALMINEN, S.J.; SCOTT, K.; STANTON. C.; SWANSON, K.S.; CANI, P.D.; VERBEKE,
K.; REID, G. Expert consensus document: The International Scientific Association for
Probiotic Sand Prebiotics (ISAPP) consensus statement on the definition and scope of
prebiotics. Nat Rev. Gastroenterol Hepatol. 14(8):491-502, 2017.

HONNEFFER, J.B.; MINAMOTO, Y.; SUCHODOLSKI, J.S. Microbiota alterations in acute
and chronic gastrointestinal inflammation of cats and dogs._ World journal of
gastroenterology: WJG, v. 20, n. 44, p. 16489, 2014.

JONES, S.E.; VERSALOVIC, J. Probiotic Lactobacillus reuteri biofilms produce
antimicrobial and anti-inflammatory factors. BMC Microbiology 9, 35, 20009.

KANEHISA, M.; GOTO, S. KEGG.Kyoto encyclopedia of genes and genomes.
NucleicAcids Res. 28, 27-30, 2000.



55

KANEHISA, M.; SATO, Y.; KAWASHIMA, M.; FURUMICHI, M.; TANABE, M. KEGG.As a
reference resource for gene and protein annotation. Nucleic Acids Res. 44, D457-D462,
2016.

KROGER, S.; VAHJEN, W.; ZENTEK, J. Influence of lingo cellulose and lowor high level
sof sugar beet pulp on nutrient digestibility and the fecal microbiota in dogs. J. Anim. Sci.
95, 1598-1605, 2017.

LAFLAMME, D.R.P.C. Development and validation of a body condition score system for
dogs. CaninePract.22, 10-15, 1997.

LEE, Y.K,; PUONG, K.Y.; OUWEHAND, A.C.; SALMINEN, S. Displacement of bacterial
pathogens from mucus and Caco-2 cell surface by lactobacilli. Journal of Medical
Microbiology 52 (Pt 10), 925-930, 2003.

LIN, C.Y.; ALEXANDER, C.; STEELMAN, A.J.; WARZECHA, C.M.; DE GODOQOY, M.R;;
SWANSON, K.S. Effects of a Saccharomyces cerevisiae fermentation producton fecal
characteristics, nutrient digestibility, fecal fermentative end-products, fecal microbial
populations, immune function, and diet palatability in adult dogs. J. Anim. Sci. 97, 1586—
1599, 2019.

LIN, C.Y.; JHA, ARR.,; OBA, P.M,; YOTIS, S.M.; SHMALBERG, J.; HONAKER, RW;
SWANSON, K.S. Longitudinal fecal microbiome and metabolite data demonstrate rapid
shifts and subsequent stabilization after an abrupt dietary change in healthy adult dogs.
Anim. Microb. 4, 46, 2022.

MARCINAKOVA, M.; SIMONOVA, M.; STROMPFOVA, V.; LAUKOVA, A. Oral application
of Enterococcus faeciumstrain EE3 in healthy dogs. Folia Microbiologica (Praha) 51, 239—
242, 2006.

NRC, National Research Council: Nutrient Requirements of Dogs and Cats.
NationalAcademy Press, Washington, DC, USA, 2006.

OGUE, B.E.; KHOOC, C.; HOYLES, L.; MC CARTNEY, A.L.; GIBSON, G.R.; RASTALL,
R.A. In vitro fermentation of rice bran combined with Lactobacillus acidophilus 14 150B or
Bifido bacterium longum 05 by the canine faecal microbiota. FEMS Microbiol. Ecol.
75:365-376, 2011.

O’Leary, N.A.; WRIGHT, M\W.; BRISTER, J.R.; CIUFO, S.; HADDAD, D.; MC VEIGH, R;
PRUITT, K.D. Reference sequence (RefSeq) data base at NCBI: Current status,



56

taxonomic expansion, and function an annotation. Nucleic Acids Res. 44, D733-D745,
2016.

PAGNINI, C.; SAEED, R.; BAMIAS, G.; ARSENEAU, K.O.; PIZARRO, T.T.; COMINELLI,
F. Probioticspromoteguthealththroughstimulationofepithelialinnateimmunity. Proceeding
sof the National Academy of Sciences of the United States of America 107, 454-459,
2010.

SABCHUK, T.T.; LOWNDES, F.G.; SCHERAIBER, M.; SILVA, L.P.; FELIX, AP;
MAIORKA, A.; OLIVEIRA, S.G. Effect of soya hullson diet digestibility, palatability, and
intestinal gas production in dogs. Anim. Feed Sci. Technol. 225, 134-142, 2017.

STERCOVA, E.; KUMPRECHTIVA, D.; AUCLAIR, E.; NOVAKOVA, J. Effects of live yeast
dietary supplementation on nutrient digestibility and fecal microflora in beagle dogs. J.
Anim. Sci. 94, 2909-2918, 2016.

SO0, I.; MADSEN, K.L.; TEJPAR, Q.; SYDORA, B.C.; SHERBANIUK, R.; CINQUE, B. et
al. VSL#3 probiotic up regulates intestinal mucosa lalka lines phingo my elinase and
reduces inflammation. Canadian Journal of Gastroenterology 22, 237-242, 2008.

SUCHODOLSKI, J.S. Dysbiosis and the use of pre-, pro- and synbiotic. Clinical Small
Animal Internal Medicine, p. 621-626, 2020.

SUCHODOLSKI, J.S. Analysis of the gut microbiome in dogs and cats. Veterinary Clinical
Pathology, v. 50, p. 6-17, 2022.

SWANSON, K.S., DOWD S.E., SUCHODOLSKI, J.S., MIDDELBOS, |.S., VESTER, B.M.,
BARRY K.A. et al. Phylogenetic and gene-centric metagenomics of the canine intestinal
microbiome reveals similarities with humans and mice. ISME Journal 5, 639-649, 2011.

SWANSON, K.S.; GRIESHOP, C.M.; FLICKINGER, E.A.; BAUER, L.L.; CHOW, J;
WOLF, B.W.; GARLEB, K.A.; FAHEY, G.C.J. Fructo oligosaccharides and Lactobacillus
acidophilus modify gut microbial populations, total tract nutrient digestibilities and fecal
protein catabolite concentrations in healthy adult dogs. J. Nutr. 132:3721-3731, 2002.

TANPRASERTSUK, J.; AASHISH, R.J; SHMALBERG, J.; JONES, R.B.; PERRY, L.M,;
MAUGHAN, H.; HONAKER, R.W. The microbiota of healthy dogs demonstrates
individualized responses to symbiotic supplementation in a randomized controlled trial.
Anim.microbiome 3, 36, 2021.



57

TOMASIK, P.J.; TOMASIK, P. Probiotics and prebiotics. Cereal Chem., v.80, p.113-117,
2003.

TRAMONTANO, M.; ANDREJEV, S.; PRUTEANU, M.; KLUNEMANN, M.; KUHN, M.;
GALARDINI, M.; JOUHTEN, P.; ZELEZNIAK, A.; ZELLER, G.; BORK, P.; et al. Nutritional

preferences of human gut bacteria reve al their metabolicidio syncrasies. Nat. Microbiol.
3, 514-522, 2018.

WINDEY, K., DE PRETER, V., VERBEKE, K. Relevance of protein fermentation to gut
health. Mol. Nutr. Food Res. 56, 184-196. Disponivel em: https://doi.org/10.1002/
mnfr.201100542, 2012.



APENDICE — COMISSAO DE ETICA

UMIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR D CREWOMAS AGRARLAS
ﬂ COMISSED DE ETICA RO LSO DE ANIMAE

LERTIEICADD
Cerizficamas que o pe s O30T, ic 3 prej cie de p “Micrsk imal
dr clies woplomesiados com probsstics”, sch 3 ropoobiasd: 40 Amisds Pariclbs Felin
erohe 3 poducio, mamimcis clon uiillagio & minais poricr = o Chord u.bz:

Verichraita jcaocin « homen), par fns de posgqeim cenisfics o cosne - mconir-ec de sconds com o
preccios da La o 11.784, de § de Creishes do WK, do Deorie o 83890, &0 15 do pulbe o D9, © com
s rormas cohiads polo Comclbo Macoral de Cosirole &y Exporsnonisgiio Anamal {00NCEAL © f
aprovad pok COMISSAD DE ETICA 0 USO DE ANIMAIS (CEUA) D0 SETOR DE CHENCIAS
Ac::mpﬂm?ﬁ UMIYERSIDADE FEDERAL DO PARAMNA - BRASIL. com grau de mmvasvidad 1,
em

w300 & Marge J1348
Eanh.Fm K ooy Jamsionr jcammm )
T d il L]
tade 12kg'| ane o b mcscs
| T Pilacha © lGmea
in pemt [ Fonicra 2c Estedos cm Faingis Lamim da LEPR o L ik, Parsa)
‘ﬁmbhhuﬁﬂﬁ%-ﬂhﬂ‘-“iﬂﬁﬂhmu

LCERTIFHATE

'#r-u:rl:l&'liﬂ hp‘:ﬁ:ﬂlnﬂ]ﬂﬂ&hbﬁ:‘j reganding the rescrch program "Gt meorobionc ol dogs

d with probsstic® under  Amnds Paricll Felie - which inchsdes the production,
ru.lrl:rr..::: asd'or uihesbon of mimols from Chordsis phylum, Verichnia iexocpl
Herrom', for scecnii fac or 4 — I m 4 wiih the ol Lo e® 11798 of &
Drhbn.m.d&:m:n*&m.ufﬂﬂym.uﬂrﬁﬂtdﬂdn Comclbn MNacamnal &c
Cosirole da Exporimeniscio Acimal (COMCEA), and # was approved by e ANIMAL USE ETHICS
COMMITTEE OF THE ACGRICULTURAL SCIEMNCES CAMMIS OF THE UNIVERSIDADE
FEDERAL I8 PARAMA [Federal Usiversity of Parass, Branl), with degree of isvasivencss [, on MI23,
Diccomber 4ik

A5 | powr andl & menths old
akz and kemake

= i aren: Nurson Siecses |shersioey 2i UFPE m Cenitka, Farars Breel

T dlad ik ' ELare B v i Lt Emtis, ' ] S W it 6 roim 2 i, G Fo il

Cmrsivha: i de deromben de B12E
T

Al T e,
B o LR ROR R E T
o = b il b

ALEN Malbiihs
Coordauador
Comizsdo de Elica ne Lso de Az AL/LUFFR

Comrisio g BB no Ukio de Snimias do b g Cancin Agrias - UFPRL

58



APENDICE — CERTIFICADO DE TRADUGAO CAPA UFPR

7
Translation certificate

The Academic Publishing Advisory Center (CAPA] of the Federal University of Parana
certifies that the manuscript entitled
GUT MICROBIOME OF DOGS SUPPLEMENTED WITH SYNBIOTICS AND SUBMITTED
TO ABRUPT DIETARY CHANGE
written by Priscila de Moraes Sanches Villa as first author, has undergone a

thorought translation and editing process by two members of CAPA's team of
translators anq,f reviewers.

CURITIBA, Bre#l. DeTember 10th, 2024,

i/

Adriana l:risti;&q_Sa_pinugar& de Mattos Brahim, Phd
~CAPA's Coordinator

DE PUBLICAGAD
ACADEMICA

INTERMACIONAL

59



