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AVALIACAO DE ADITIVOS SOBRE AS CARACTERISTICAS DAS FEZES DE
CAES

RESUMO

Assim como a avaliacdo da digestibilidade do alimento, a qualidade das fezes
produzidas também é importante aspecto a ser considerado na nutricao de caes. Os
probidticos e prebiodticos favorecem o desenvolvimento de microrganismos benéficos
ao organismo, inibindo os patogénicos e os aluminossilicatos adsorvem agua,
evitando que esta permaneca livre nas fezes. Tendo em vista o potencial efeito
benéfico desses aditivos sobre as fezes e a saude intestinal dos caes, foram
conduzidos trés experimentos com o objetivo de avaliar as caracteristicas das fezes
de caes suplementados com probi6tico, frutoligossacarideos (FOS),
mananoligossacarideos (MOS) e aluminossilicato na dieta. O primeiro avaliou a
adicao de 0,01% Bacillus subtilis (C-3102) na dieta contra uma dieta controle. Foram
utilizados 12 caes jovens distribuidos ao acaso, com seis repeticées por tratamento
para avaliacdo da digestibilidade (25 dias de adaptacédo as dietas e cinco dias de
colheita total de fezes) e 30 repeticdes no tempo para avaliacdo das caracteristicas
das fezes: matéria seca, escore (1: fezes moles, sem foram a 5: fezes secas e
duras), pH, aménia e producdo de fezes. Nao houve diferenca na digestibilidade,
entretanto, os cées suplementados com probibtico apresentaram fezes mais
consistentes e com menor teor de aménia. No segundo experimento foram utilizados
15 caes adultos, no qual foram avaliados trés niveis de inclusao de FOS (0,000%;
0,047% e 0,095%) na dieta e o terceiro utilizando 15 cées adultos, no qual foram
avaliadas uma dieta controle; dieta com 0,10% de MOS e dieta com 0,25% de
aluminossilicato. Em ambos experimentos os caes foram distribuidos ao acaso, em
parcela subdividida no tempo, com cinco dias de colheita de dados e cinco caes
recebendo cada tratamento, totalizando 25 observagdes por tratamento (25 dias de
adaptacao as dietas e mesmas analises do experimento 1). A suplementacédo de
0,047% e 0,095% de FOS resultou em fezes com menor umidade e maior escore em
relacdo a dieta controle. Os caes suplementados com aluminossilicato apresentaram
maior teor de matéria seca e maior escore fecal e os suplementados com MOS
valores intermediarios, em relacdo a dieta controle. O teor de aménia foi menor nas
fezes dos caes suplementados com aluminossilicato e MOS. A suplementacao de
Bacillus subtilis (C-3102), FOS, MOS ou aluminossilicato melhoram as
caracteristicas das fezes dos caes.

Palavras-chave: Adsorventes. Argila. Consisténcia das fezes. Oligossacarideos.
Prebidtico. Probibtico. Saude intestinal.



EVALUATION OF ADDITIVES ON FECAL CHARACTERISTICS OF DOGS

ABSTRACT

As the evaluation of food digestibility, fecal quality is an important factor to be
considered in dog nutrition. The probiotics and prebiotics promove the growth of
beneficial microorganism, inhibiting the patogens. The aluminossilicates adsorve
water, avoiding that it remains free in feces. Due to the potencial beneficial effect of
this additives on fecal quality and gut health, they were conducted three trials, aimed
at evaluate fecal characteristics of dogs fed diets with probiotic, fructooligosacharides
(FOS), mannanoligosacharides (MOS) or aluminossilicate.The first one evaluated the
addition of 0.01% Bacillus subtilis (C-3102) on diet versus a control diet. They were
utilized 12 young dogs assigned in a completely randomized desing (25 days
adaptation period and five days of total feces collection) and 30 replications in time to
evaluate fecal characteristics: dry matter, score (1: liquid and no formed feces to 5:
dry and hard feces), pH, ammonia and fecal output. It was no difference on
digestibility, however, dogs fed probiotic diet presented feces more consistenty and
less ammonia concentration. On the second experiment they were utilized 15 adult
dogs, which were evaluated three levels of FOS (0.00%, 0.047% and 0.095%) on
diet and the third one with 15 adult dogs, which were evaluated a control diet, diet
with 0.10% MOS and diet with 0.25% aluminossilicate. In both experiments dogs
were assigned in a completely randomized desing, in split-plot, with five days of
sampling collection and five dogs feeding each treatment, in a total of 25
observations per treatment (25 days adaptation period to the diets and the same
analises of experiment 1). The supplementation of 0.047% and 0.095% FOS in diet
resulted in feces with lower moisture and higher score, than the control diet. Dogs fed
aluminossilicate presented feces with higher dry matter content and higher fecal
score, while fed MOS resulted in medium dry matter content and fecal score,
comparing with control diet. The concentration of ammonia was lower in feces of
dogs fed diets with aluminossilicate or MOS, than in feces of dogs fed the control
diet. The supplementation of Bacillus subtilis (C-3102), FOS, MOS or
aluminossilicate improved fecal characteristics of dogs.

Keywords: Adsorvents. Clay. Fecal consistency. Gut health. Oligosaccharides.
Prebiotic. Probiotic.



CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Os céaes desempenham importante papel na vida dos seres-humanos, sendo
cada vez mais considerados membros da familia. Em funcao disso, o mercado de
alimentos para caes visa produzir alimentos balanceados, que além de nutrir,
incrementem a saude e o bem estar animal.

Assim como a avaliacdo da digestibilidade do alimento, a qualidade das fezes
produzidas também é importante aspecto a ser considerado na nutricao de caes. Os
proprietarios dos animais buscam alimentos que proporcionem fezes mais
consistentes e de menor odor, facilitando a higienizacdo do ambiente nos quais os
caes sao criados. Além disso, o aspecto das fezes pode ser indicativo da saude
intestinal do animal. Estudos tém relatado que os compostos putrefativos
responsaveis pelo mau odor das fezes, como aménia, aminas biogénicas, fenois e
indodis, podem promover a carcinogénese do célon e colite (LIN e VISEK, 1991;
HUSSEIN et al., 1999; SWANSON et al., 2002a).

A producéo de fezes mais consistentes e secas pelos caes pode ser resultante
da ingestdo de alimentos de alta digestibilidade, produzidos com ingredientes de boa
qualidade, com moderado teor de fibras e bem processados. Entretanto, em
formulagdes com alta inclusdo de farelos vegetais, como em alimentos econdémicos,
e/ou alimentos para caes de ragas grandes, 0s quais geralmente apresentam fezes
mais Umidas, pode-se empregar aditivos, como probibticos, prebibticos e argilas.

Os probidticos (pro: a favor e bio: vida) podem ser definidos como colénias de
microrganismos vivos que quando suplementados na dieta beneficiam o hospedeiro
por modular a microbiota intestinal a favor de microrganismos nao patogénicos. Ja,
os prebiodticos sdo substratos para a microbiota intestinal benéfica, favorecendo o
seu desenvolvimento em detrimento de microrganismos patogénicos.

Dentre os prebidticos utilizados em alimentos para caes, encontram-se 0s
frutoligossacarideos (FOS) e os mananoligossacarideos (MOS). Os FOS séao
oligossacarideos naturais que contém uma cadeia de frutose com ligacbes B (2-1) e
uma unidade de glicose terminal, sendo fermentaveis pela microbiota nao

patogénica do intestino grosso, favorecendo seu desenvolvimento (HUSSEIN et al,,



1998). Ja, os MOS séao oligossacarideos derivados das paredes de leveduras, que
sdao moderadamente fermentaveis no intestino e se ligam aos sitios de aderéncia da
mucosa intestinal ou aos microrganismos patogénicos, impedindo que estes se
estabelecam no trato digestério (VICKERS et al., 2001).

As argilas sdo sais minerais insoluveis e pertencem a familia dos silicatos
(silicatos de aluminio) (MADKOUR et al, 1993). As argilas mais utilizadas sao
zeolitas, bentonita, esmectita e sepiolita. A capacidade adsorvente destas
substancias é devida a sua molécula aberta que possui o cation sodio (Na*)
predominante. O Na" fica solvatado as moléculas de agua, aumentando varias vezes
o seu volume inicial, o que leva a formagdo de um coldide, melhorando a
consisténcia das fezes (FERREIRA et al., 2005).

Tendo em vista o potencial efeito benéfico dos aditivos supracitados sobre as
fezes e saude intestinal dos céaes, o presente estudo teve como objetivo avaliar as
caracteristicas das fezes de caes suplementados com Bacillus subtilis, FOS, MOS e

aluminossilicato na dieta.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do trato digestério dos caes

O conhecimento do sistema digestério do animal a ser estudado apresenta
grande importancia, devido a estreita relacdo entre trato gastrintestinal (TGI) e
utilizacdo dos alimentos e nutrientes (NUNES, 1995), os quais sdo essenciais aos
processos metabolicos. O TGl de cada espécie é adequado ao seu habito alimentar
e dessa forma os animais sao classificados em: herbivoros (ruminantes e nao-
ruminantes), onivoros e carnivoros (BORGES, 1998).

Os caes sao basicamente carnivoros, apresentando TGl curto e relativamente
simples (Figura 1) e dentes caninos muito desenvolvidos, adaptados a este tipo de
alimentacdo. Sua digestdao é principalmente enzimatica, com baixa fermentacao
microbiana, sendo a agao enzimatica adaptada principalmente para digestao de
proteinas e lipideos. Comparados com numerosas espécies herbivoras ruminantes e
nao-ruminantes, que mastigam completamente o seu alimento, os caes usualmente
deglutem grandes por¢cdes da refeicdo com pouca ou nenhuma mastigacao. Dessa
forma, o TGl do cao lhe permite devorar alimentos abundantes de forma

intermitente.

Figura 1 — Trato gastrintestinal do cao (POND et al., 1995).



Cées medindo 0,75 m de comprimento apresentam intestino com
aproximadamente, 4,5 m de comprimento, sendo 3,9 m de intestino delgado (54 cm?
de jejuno e 38 cm? de ileo) e 0,6 m de intestino grosso. Caes com peso corporal de
20 kg absorvem, aproximadamente, 3 L de fluido diariamente. Deste volume, 50% &
absorvido pelo jejuno, 40% pelo ileo e 10% pelo intestino grosso (NRC, 2006).

O intestino grosso dos cdes compreende o ceco, célon, reto e anus. E
responsavel pela reabsorcao de agua e eletrodlitos do quimo proveniente do intestino
delgado e atua como ambiente para fermentacdo microbiana dos nutrientes néo
digeridos e ndo absorvidos da dieta. O célon corresponde a maior fracdo do intestino
grosso e é constituido por trés secdes: célon ascendente, transverso e descendente
(SIMPSON, 1998).

O intestino grosso nao apresenta vilosidades. As tanicas apresentam glandulas
e células de Lieberkuhn, sendo que as camadas mais profundas possuem células de
muco e as proximas a superficie células de muco e epiteliais. O muco é alcalino
(produzido a partir do bicarbonato) e sua funcéo é proteger a mucosa intestinal de
injurias mecanicas e quimicas (principalmente de acidos produzidos por bactérias) e
lubrificar a parede do intestino para facilitar a passagem das fezes (NRC, 2006).

A reabsorgéo de agua e eletrdlitos ocorre primariamente no colon ascendente e
transversal associado com contracbes segmentadas e movimentos peristalticos
retrogrados. Apds adequada reabsorcdo, os residuos fecais sdao movidos por
peristaltismo até o reto, onde o bolo fecal sera armazenado antes da defecacao. O
tempo de residéncia das fezes no intestino de caes € de aproximadamente 12 horas
(SIMPSON, 1998).

Em média 8% da digestdo da dieta ocorre no intestino grosso dos caes,
dependendo da composicdo do alimento ingerido, como reportado por MEYER e
SCHUNEMANN (1989). Os autores avaliaram 25 dietas para caes fistulados no ileo
terminal, e verificaram que em dietas altamente digestiveis, a digestdo no intestino
grosso correspondia de 1 a 4% da digestibilidade total, enquanto dietas contendo
legumes (como batata crua) e lactato, a digestibilidade no intestino grosso
correspondia de 12 a 24% do total. Isto se deve ao fato da chegada de compostos
nao digestiveis pelas enzimas do trato digestdrio superior do organismo no intestino
grosso, como as fibras, as quais sao fermentadas pela microbiota do coélon,

principalmente.



O intestino possui ampla populacdo de bactérias (34 géneros, incluindo 129
espécies) (BALISH et al., 1977), como apresentado na Tabela 1. Em funcao das
varias porgoes do TGI possuirem fungbes e caracteristicas morfolégicas especificas
€ esperado que 0s microorganismos presentes sejam também especificos em cada
local de colonizacdo, assim cada espécie microbiana colonizarad segmentos do TGl
nos quais estara mais bem adaptada (SIMON e GORBACH, 1984). Além das
espécies bacterianas que estdo sempre presentes no TGl e fazem o papel mais
importante da populagéo residente normal, existem ainda espécies que estdo em
menor numero, como contaminantes e transientes oriundos da boca e da dieta.

De acordo com STROMBECK e GUILFORD (1991) a cavidade oral é
considerada a maior fonte de bactérias colonizadoras do TGl. O numero de bactérias
na boca é de 107 unidades formadoras de coldnia por grama (UFC.g™") de secrecdes
residuais. Ja o estbmago é praticamente livre de bactérias, possuindo apenas de 10’
a 102 UFC.g" de secrecdes residuais, sendo que estes nimeros aumentam apés as
refeicdes e abaixam significantemente apds a secrecao de acido cloridrico.

O intestino delgado dos caes apresenta microbiota relativamente simples. O
nimero de UFC.mL" de fluido intestinal raramente excede 10* UFC.mL™", com
excecdo do fleo distal, o qual apresenta, aproximadamente 10° UFC.mL". No
duodeno e jejuno sao encontrados principalmente Streptococcus spp. e
Lactobacillus spp.. No ileo predominam Escherichia coli e bactérias anaerdbias. A
relativa baixa concentragcdo de microrganismos encontrada no intestino delgado
deve-se principalmente a influéncia da acidez gastrica e dos sais biliares, assim
como da motilidade intestinal, a qual dificulta a aderéncia dos microrganismos no
epitélio. Uma importante funcdo da microbiota do intestino delgado é prevenir a
colonizagdo de microrganismos patogénicos por meio da competicdo por nutrientes,
controle da concentracdo de oxigénio e producao de substancias antibidticas (NRC,
2006).



Tabela 1 - Composicdo da microbiota do trato digestério de cdes e o numero de

microorganismos por grama de matéria seca de conteudo de digesta

Familia Género Clas Bo Est. I. D. l. G.
Pseudomonadaceae @ Pseudomonas™ AE - +
Enterobacteriaceae  Escherichia coli*  ANF - 10'-10° 10'-10° 107-10°
Klebsiella* ANF 10'-10° 10" 107-10°
Enterobacter*  ANF 108
Proteus”™ ANF
Bacteroidaceae Bacterioides* AN  + 0 10 10%-10™
Fusobacterium AN +
Neisseriaceae Neisseria ANF  + +
Veillonella AN  + 10>°
Micrococcaceae Staphylococcus* ANF  + 10%4 10%4 10*7
+
Lactobacillaceae Streptococcus*  ANF  + <10’ 10'-10° 10%-10°
Lactobacillus* ~ ANF ~ + 10'-10' 10°  10°%10°
Bifidobacterium* AN + + 10%°
Ruminococcus +
Propionobacteriaceae Eubacterium AN - +
Corynebacteriaceae  Corynebacterium ANF  + 1087
Bacillaceae Bacillus AN 10°%-10°  10°™-10*  10%%
Clostridium* AN 107-10°
Leveduras - 10°

*microrganismos de significado clinico

Clas — Classificagcao; Bo — Boca; Est. — Estdbmago; I.D. — Intestino delgado; I.G. — Intestino grosso
+ presente; - ausente; AE - aerébios; AN — anaerdbios; ANF — anaerdbios facultativos

Adaptado de STROMBECK e GUILFORD (1991)

Céaes alimentados com dieta a base de milho e farinha de visceras de aves

apresentam no fleo (log UFC.g™' matéria seca), aproximadamente: 4,8 Clostridium

perfringens, 9,4 Lactobacillus spp., 10,4 Bifidobacterium spp., 10,5 anaerdbios

tolerantes ao oxigénio; 6,3 Escherichia coli e 6,7 coliformes totais (STRICKLING et

al., 2000).



Ao contrario do intestino delgado, o intestino grosso contém complexo
ecossistema microbiolégico, variando entre 10" a 10'" UFC.mL™ no célon, as quais
sdao predominantemente anaerdbias (Bacterioides spp., Eubacterium spp.,
Bifidobacterium spp., Propionobacterium spp., Fusibacterium spp. € Clostridium spp.)
(BUDDINGTON, 1996). As Tabelas 2 e 3 apresentam, respectivamente, um resumo
dos efeitos benéficos e prejudiciais a saude intestinal causados por microrganismos

do trato digestorio.

Tabela 2 — Efeitos benéficos (+) das bactérias intestinais ao hospedeiro

Sintese de  Auxilio na Prevencao da Limitam
Género vitaminas e  digestdo e colonizacao por bactérias
proteinas absorcéao patdgenos patogénicas

Bacteroidaceae + + + +
Peptostreptococcus + +
Eubacterium + +
Lactobacillus + + +
Bifidobacterium + + + +
Spirillaceae + + +
Escherichia coli + +
Streptococcus +

Adaptado de KOSASA (1989)
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Tabela 3 — Efeitos adversos (+) das bactérias intestinais ao hospedeiro

Género Putrefacdo Aerogénese Toxinogénese Patogenicidade
Bacteroidaceae + +
Peptostreptococcus
Eubacterium +
Lactobacillus +
Escherichia coli + + +
Streptococcus +
Clostridium + + +
Staphylococcus + +
Pseudomonas + +
E. coli (patogénica) + +
Proteus +

Adaptado de KOSASA (1989)

A composicao da microbiota intestinal pode ser alterada pelos ingredientes da
dieta, como relatado por AMTSBERG et al. (1980), os quais verificaram que dietas
contendo maior nivel de proteina resultaram em maior concentracao de Clostridium
perfringens nas fezes dos caes. Muitos alimentos comerciais para caes contém altos
niveis protéicos, podendo acarretar no aumento de aminoacidos indigeridos no
cblon, os quais sao substratos para o desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis. Por outro lado, cées alimentados com dietas com fibras fermentaveis
apresentam maior concentracdo de Lactobacillus spp. e redugdo na populacdo de
microrganismos patogénicos, como o Clostridium perfringens (HIDAKA et al., 1990;
TERADA et al., 1992; SWANSON et al., 2002a).

Durante a fermentacédo microbiana de compostos nitrogenados endégenos e/ou
nao-digeridos, varias substancias putrefativas sao formadas, sendo responséaveis
pelo mau odor das fezes. Estas substancias incluem: aménia, aminas alifaticas
(agmatina, cadaverina, putrescina e tiramina), acidos graxos ramificados (isobutirato
e isovalerato), indodis (indél, 3-metilindol, 2-metilindol, 2,3-metilindol e 2,5-metilindol),
fendis (fendl, p-cresol e 4-etilfenol) e compostos sulfurados volateis (dimetil disulfeto,
dietil disulfeto, di-n-propildisulfeto e di-n-butil disulfeto). Estes compostos séo
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produzidos a partir de aminoacidos por meio de processos de desaminacao (ex:
amdnia), desaminacao-descarboxilacao (ex: acidos graxos de cadeia ramificada) ou
descarboxilagdo (ex: aminas alifaticas) (HUSSEIN et al, 1999). Muitos destes
compostos putrefativos exercem efeito adverso a saude intestinal. A amdnia e os
fendis podem promover o desenvolvimento de tumores (LIN e VISEK, 1991) e
agravar quadros de colite (HUSSEIN et al., 1999).

A proporcao relativa destes compostos € influenciada pela composicao da
microbiota coldnica, interagcdes metabdlicas entre bactérias, nutrientes disponiveis
para fermentacado, tempo de transito intestinal, e uma variedade de fatores ligados
ao individuo, incluindo idade, estado imunolégico e composicao genética (NRC,
2006).

A microbiota intestinal desempenha importante papel no funcionamento
fisiolégico normal do intestino, na prevencdo da colonizacdo do intestino por
microrganismos patogénicos e sobre a fermentacao da fibra dietética, resultando na
producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), incluindo acetato, propionato e
butirato, os quais sdo prontamente absorvidos pelo epitélio intestinal (SIMPSON,
1998).

Os AGCC, em particular o butirato, sdo considerados importantes fontes de
energia para os colondécitos, suprindo mais que 70% das necessidades energéticas
dessas células. DRACKLEY e BEAULIEU (1998) reportaram que colondcitos
isolados de caes apresentam taxa de oxidacdo do butirato 4,5 vezes superior a da
glicose, confirmando que o butirato € a principal fonte de energia dos colondcitos.

A concentragdo portal de AGCC excede a concentracao arterial, indicando que
a maioria dos AGCC sado metabolizados no figado. Entretanto, pequenas
concentracbes de acetato sdo encontradas na circulacdo sanguinea sistémica,
podendo ser oxidada pelo tecido muscular para obtencao de energia. O propionato €
convertido em succinil coenzima A no figado. Ja o butirato é oxidado pela mucosa
intestinal (DRACKLEY e BEAULIEU, 1998).

A absorcdo de AGGC estimula a reabsorcdo de agua e eletrélitos, estando
diretamente ligada com a funcdo osmorreguladora do intestino. A absorcdo de
AGCC também aumenta a taxa de absorcédo de sddio e a combinacao da absorcao
de sodio e AGCC é responsavel pela maior parte da agua absorvida do Iumen
intestinal (HERSCHEL et al.,, 1981). Além disso, varios estudos com ratos, cées e

humanos citam outros beneficios dos AGCC produzidos a partir da fermentacéo da



12

fibra, como inibicdo do crescimento de tumores no célon e reto; indugdo da
diferenciacao dos colondcitos e enterdcitos; recuperacao do epitélio intestinal apds
injuria (HAGUE et al,, 1997); protecdo contra colonizagdo por microrganismos
patogénicos (HIDAKA et al, 1990); aumento do fluxo sanguineo na mucosa
intestinal, producdo de mucina e redugéao da severidade de colite (CHAPMAN et al.,
1994; SCHEPPACH et al., 1996).

A presenca de AGCC estimula a secrecédo do glucagon like-peptide 2, o qual
estimula a diferenciacao e proliferacao celular e a expressao de determinados genes
ligados ao transporte de nutrientes no ileo, portanto, pode melhorar a fungao
digestiva. Além disso, o crescimento da mucosa também melhora sua fungdo de
barreira, diminuindo a translocacao de microrganismos (NRC, 2006).

Avaliando fibras de alta e baixa fermentagdo, MISSIMINO et al. (1998), citado
pelo NRC (2006), encontraram maior tamanho de vilo no jejuno (1,517 vs. 1,343 uym)
e maior taxa de absorcdo de D-glicose (182 vs. 133 nmol.mg™ tecido.minuto™) em
caes alimentados com dieta isoprotéica e isoenergética contendo 9,5% (na matéria
natural) de fibras fermentaveis (6% polpa de beterraba, 2% goma arabica e 1,5%
frutoligossacarideos) em relagédo a caes alimentados com dieta contendo fibras de
baixa fermentagdo (7% celulose). Resultados semelhantes foram descritos por
BUDDINGTON e WEIHER (1999), os quais reportaram maior comprimento (372 vs.
306 cm) e maior peso (430 vs 318 g) do intestino delgado de Beagles adultos
alimentados com dietas contendo 4,2% polpa de beterraba e 1,0%
frutoligossacarideos, em relacdo aos caes alimentados com dieta contendo 3,6 g de

celulose.

2.2 Caracteristicas das fezes

Os proprietarios buscam cada vez mais fornecer aos caes alimentos de
qualidade, que além de adequada nutricdo, também promovam a saude dos animais
e resulte em fezes menos volumosas, mais consistentes e menos fétidas. Estas
caracteristicas sao importantes variaveis a serem consideradas na escolha de um
alimento comercial, uma vez que também podem ser indicativas do estado de saude

intestinal dos animais.
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Para avaliagcdo da consisténcia das fezes produzidas pelos caes, pode se
adotar o método do escore de fezes, determinacao do teor de matéria seca e analise
da agua livre nas fezes. Por ser uma medida subjetiva & importante que o escore
das fezes seja avaliado sempre pelo mesmo pesquisador. Segundo SA-FORTES
(2005) pode se atribuir notas de um a cinco as fezes, sendo: 1 = fezes pastosas e
sem forma; 2 = fezes macias, mal formadas e que assumem o formato do recipiente
de colheita; 3 = fezes macias, formadas e Umidas, que marcam o piso; 4 = fezes
bem formadas e consistentes e que ndo aderem ao piso; 5 = fezes bem formadas,
duras e secas. Assume-se que as fezes produzidas encontram-se dentro do ideal
(ndo muito moles ou muito duras) quando a pontuagcédo se enquadra dentro de trés a
quatro.

Apesar da determinacdo da matéria seca ser um método quantitativo,
portanto, mais preciso que o escore, nem sempre é representativo da consisténcia
das fezes, pois a agua pode estar ligada a alguns componentes higroscdpicos nas
fezes (como minerais e fibras) o que as mantém firmes, entretanto, quando secas na
estufa, a agua presa é evaporada, e o teor de matéria seca final pode se equivaler
ao teor de matéria seca de fezes menos consistentes, produzidas por outro animal,
que ingeriu um alimento diferente. Sendo assim, outro método complementar para
avaliacao da consisténcia das fezes seria a determinacao da agua livre das fezes, a
qual € medida em funcdo do sobrenadante obtido pela centrifugacao das fezes
frescas.

Vale ressaltar que nem sempre a melhor consisténcia de fezes para os donos
dos cédes é a melhor para os animais também. Fezes muito ressecadas e duras,
apesar de facilitar a higienizacao do ambiente, predispdem a retencéo fecal e podem
resultar em disturbios intestinais. Além do mais, o prolongamento da permanéncia
das fezes no intestino grosso permite maior tempo de fermentacdo da fracéo
protéica ndo digerida e, por conseguinte, maior exposicdo da mucosa intestinal a
compostos putrefativos toxicos. Portanto, € importante a formulacdo de dietas
balanceadas, principalmente quanto a composicdo de fibras e qualidade das
proteinas, a fim de promover a saude intestinal dos animais e a producao de fezes
com escore “ideal”.

Outras determinagbes que podem ser realizadas nas fezes, correlacionadas
mais diretamente com a saude intestinal, seriam a medicdo do pH, o qual esta
relacionado com o grau de fermentacao intestinal e determinacdes diretas de AGCC
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(acético, propiénico e butirico, principalmente) e lactato. Além disso, pode ser
avaliada a concentracao de compostos putrefativos, como aminas biogénicas, indéis,
fendis, acidos graxos de cadeia ramificada e aménia. E a avaliacdo de
microrganismos utilizando meios de cultura, ELISA ou extracdo de DNA das fezes

seguido por reacao em cadeia da polimerase (PCR).

2.3 Probioticos

Probiético € uma palavra derivada do grego que significa a favor (pro) da vida
(bio). Varias foram as denominagdes dadas aos probidticos durante os anos, sendo
inicialmente descrito por LILLY e STIILWELL (1965) como substancias produzidas
por protozoarios que estimulavam outras substancias. Ja, em 1974, PARKER definiu
probidtico como microrganismos, como bactérias e leveduras, que podem ser
adicionadas a dieta com o propoésito de regular a microbiota intestinal, sendo esta
definicdo a mais consagrada atualmente.

De modo geral, a utilizacdo de probibdticos se baseia na manipulacao da
microbiota intestinal a favor de microrganismos nao-patogénicos, influenciando
beneficamente a saude do hospedeiro por meio da manutencdo da probiose do
animal. A probiose pode ser definida como a capacidade dos microrganismos
habituais do trato intestinal em resistir ao crescimento exagerado das cepas normais
e ao estabelecimento de cepas invasoras (GHADBAN, 2002). Os probidticos séo
utilizados, portanto, para reforcar ou restabelecer esta probiose quando a mesma for
alterada por fatores adversos como: desmama, mudanca de alimentacdo ou de
ambiente, estresse, tratamento com antibioticos, entre outros (FURLAN et al., 2004).

Segundo FERNANDES et al. (2000) a suplementacao de probiético na dieta de
monogastricos pode ser recomendada a fim de auxiliar na manutencdo da
estabilidade da microbiota intestinal nao patogénica; restaurar a estabilidade da
microbiota intestinal apos desequilibrio causado por estresse ou uso de antibidticos
e promover a estabilidade da microbiota intestinal ndo patogénica nos recém-
nascidos.

Em relacdo a indicacao terapéutica, FERNANDES et al. (2000) citam que em
casos de infecgdes subclinicas do TGl, o uso de probiéticos foi efetivo no controle da

colonizagdo por patégenos, entretanto, em casos de desenvolvimento excessivo de
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patdbgenos, com a presenca de sinais clinicos, o probiético € menos efetivo.
Portanto, o uso de probidticos se aplica principalmente como medida profilatica no
controle da colonizacdo de patégenos no TGl e no restabelecimento da microbiota
nao patogénica quando ha a administragdo de antibiéticos em casos clinicos de
infecgdo microbiana.

Os géneros de bactérias mais utilizados como probiéticos sdo os produtores
de lactato, Lactobacillus e Bifidobacterium. Entretanto, bactérias do género Bacillus,
apesar de serem menos utilizadas como probidticos para caes, apresentam a
vantagem de esporular, sendo mais resistentes ao meio ambiente e ao pH acido do
estébmago (BIOURGE et al., 1998). Os Enterococcus apresentam efeitos inibitorios
sobre importantes enteropatégenos, como Escherichia coli enterotoxigénica,
Salmonella, Shigella e Clostridium. Desse modo, sugere-se sua inclusdo como
agente anti-diarréico (BENYACOUB et al., 2003). Em relacao as leveduras, uma das
espécies mais utilizadas como probibtico é a Saccharomyces boulardii.

Para que uma cepa de microrganismo seja considerada um probidtico é
importante que seja resistente ao pH acido e aos sais biliares presentes no trato
digestorio, deve-se aderir as células da mucosa intestinal, promover beneficios a
saude do hospedeiro; ser habitual da microbiota saudavel do hospedeiro ou ser
transitério, desde que tenha a habilidade de se estabelecer no TGl do hospedeiro;
devem ser capazes de produzir culturas viaveis em concentracbes efetivas
(superiores a 10® a 10" UFC.g") e ser estaveis, mantendo sua viabilidade por
longos periodos de tempo (FERNANDES et al., 2000).

2.3.1 Mecanismos de acao dos probioticos

Apesar dos mecanismos de atuacado dos probiéticos ainda ndo estarem bem
elucidados, varias sdo as hipdteses relatadas na literatura sobre os possiveis efeitos
destes microrganismos na promoc¢ao da saude intestinal do hospedeiro.

2.3.1.1 Exclusao competitiva

A teoria da exclusdo competitiva foi descrita por NURMI e RANTALA (1973) e
refere-se a ocupacao dos sitios de aderéncia do epitélio intestinal, resultando na
inabilidade de uma populagdo de microrganismos em se estabelecer no intestino,
devido a presenca de uma outra. Estes autores demonstraram reducao na

contaminagao por Salmonella infantis em pintos recém-nascidos que receberam
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conteudo intestinal diluido de aves adultas e saudaveis. Esta pesquisa se tornou
base para novos estudos utilizando o conceito de exclusao competitiva.

As fimbrias sdo os elementos de aderéncia bacteriana mais conhecidos e
estudados. As fimbrias sdo compostas por lectinas, as quais reconhecem
oligossacarideos especificos dos sitios de ligagdo da parede intestinal. A
colonizagao varia com o tipo de bactéria e o tipo de hospedeiro. Algumas bactérias
somente se aderem a superficie superior (glicocalix) dos enterdcitos, enquanto
outras residem somente nas criptas onde sédo produzidas as novas células epiteliais
que migram até as vilosidades (MACARI e FURLAN, 2005).

Estudo conduzido na Frangca com Bifidobacterium por VANBELLE et al.
(1990), demonstrou que a competicdo pelos sitios de adesao é dependente do
namero de bactérias viaveis que chegam ao local a ser colonizado e do tipo de
receptor especifico para a bactéria. Algumas espécies de Bifidobacterium tém
afinidade de ligagédo pelos receptores 3 — glucosaminas, que sdo os mesmos sitios
de ligacao de algumas espécies de Escherichia coli enteropatogénicas. Deste modo,
a hip6tese da competicao por sitios de adesdao pode ser comprovada em alguns

casos especificos.

2.3.1.2 Producao de substancias antimicrobianas

Segundo GHADBAN (2002) além do efeito fisico de barreira contra bactérias
patogénicas, as bactérias probibticas também exercem efeito biolégico, na medida
em que promovem ambiente de baixa tensdo de oxigénio, desfavorecendo o
crescimento de bactérias enteropatogénicas, principalmente do género Salmonella
spp. Apresentam também efeito quimico, por meio da producao de acidos organicos,
como latico, acético, propibnico e butirico, os quais levam a reducao do pH do Iimen
intestinal, com conseqliente inibicdo de bactérias patogénicas, como Clostridium
perfringens, e estimulam o desenvolvimento de microrganismos nao-patogénicos,
como Lactobacillus.

Outras substancias antimicrobianas também podem ser produzidas. As
bacteriocinas sao substancias protéicas e antibidticas de acao local, que inibem o
desenvolvimento de patégenos intestinais sem causar danos as células que as
produzem. As bactérias lacticas produzem nisina, diplococcina, lactocidina,
acidofilina, bulgaricina e reuterina. Estas substancias apresentam atividade inibitéria,
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tanto para géneros gram-positivos, quanto para gram-negativos, como Salmonella,
Escherichia coli. e Staphylococcus (FERREIRA e ASTOLFI-FERREIRA, 2006).

Alguns estudos também relatam que certos microrganismos produzem
metabdlitos que sdo capazes de neutralizar os efeitos de enterotoxinas produzidas
por coliformes e reduzir a absorcdo de substancias téxicas, como a aménia
(VANBELLE et al., 1990; GHADBAN, 2002).

2.3.1.3 Estimulo ao sistema imune

Alguns géneros de bactérias intestinais, como Lactobacillus e Bifidobacterium
estdo diretamente relacionados com o estimulo da resposta imune, por meio do
aumento da producéo de anticorpos, ativagao de macréfagos, proliferacao de células
T e producdo de interferon (FULLER e GIBSON, 1997). Como reportado por
BENYACOUB et al. (2003), os quais relataram efeito positivo sobre as variaveis de

imunidade avaliadas em caes jovens suplementados com Enterococcus faecium.

2.3.2 Digestibilidade

O equilibrio da microbiota intestinal é fundamental para o funcionamento
fisiolégico normal do intestino e, portanto, para o bom aproveitamento dos nutrientes
da dieta. A inibicdo do desenvolvimento de microrganismos patogénicos, os quais
sao prejudiciais as células da mucosa intestinal, aliada a producdo de AGCC, os
quais sao as principais fontes de energia para os colondcitos, melhoram a saude
intestinal e a funcao digestiva.

Segundo o NRC (2006) os AGCC estimulam a diferenciacao e proliferacdo
celular e a expressao de determinados genes ligados ao transporte de nutrientes no
ileo, portanto, pode melhorar a digestdo dos alimentos. Além disso, microrganismos
probidticos produzem vitaminas e em funcdo do aumento da absorcdo de lactose,
sacarose e maltose, ha diminuicdo na concentracdo destes acucares disponiveis
para o crescimento de patégenos (VANBELLE et al., 1990).

A suplementacdo com probidtico contendo bactérias do género Lactobacillus
em caes resultou em maior digestibilidade da matéria seca, segundo SWANSON et
al. (2002a) e maior coeficiente de metabolizabilidade da energia, de acordo com
FELICIANO (2008). Maior aproveitamento da energia também foi relatado por
UTIYAMA (2004) em leitdes desmamados suplementados com bactérias do género
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Bacillus na dieta. Por outro lado, BIOURGE et al. (1998) nao encontraram diferenca
na digestibilidade em cées alimentados com dieta contendo Bacillus (C-5832).
Apesar dos indicios relatados sobre maior aproveitamento dos nutrientes e
energia, os resultados dos trabalhos cientificos ainda sao controversos. Isto ocorre
provavelmente devido a variabilidade de cepas e concentracdes de microrganismos
probidticos avaliados; numero de UFC viaveis dos produtos; composicao das dietas,
especialmente quanto a concentracao de oligossacarideos fermentaveis e qualidade
das proteinas; condicdes de desafio dos animais; tempo de adaptacao as dietas

experimentais, dentre outros.

2.3.3 Caracteristicas das fezes

A producédo de fezes mais consistentes e menos volumosas por caes que
apresentam microbiota intestinal equilibrada e saudavel pode ser explicada,
principalmente, em funcdo da manutencdo da taxa de passagem normal e
fermentacdo moderada da fibra dietética, resultando na producdao de AGCC. A
absorcao de AGCC estimula a reabsor¢cao de agua e eletrélitos, estando diretamente
ligada com a funcdo osmorreguladora do intestino e, consequentemente com a
producdo de fezes mais consistentes pelos caes. Em contrapartida, altos niveis de
inclusao de fibras rapidamente fermentaveis na dieta podem resultar na producao
excessiva de lactato, o qual em grandes concentracdes inibe a producao de AGCC e
contribui para o aumento da pressdo osmotica intraluminal, resultando em
extravasamento de liquido para o interior do lumen, aumento da taxa de passagem e
diarréia (TWOMEY et al., 2003).

Segundo STEWART e CHESSON (1993) probidticos contendo
Bifidobacterium spp. parecem possuir agao anti-carcinogénica, uma vez que por
inibir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos, diminuem a formacgéao de
compostos putrefativos toxicos as células da mucosa, como a aménia. Neste caso,
os probiéticos, além de melhorar a saude intestinal, podem contribuir para reducao
do mau odor das fezes dos caes. Entretanto, SWANSON et al. (2002a) nao
encontraram diferenca na concentragdo de aménia, pH, matéria seca e escore das
fezes de cdes recebendo duas vezes ao dia 1 x 10° UFC de Lactobacillus

acidophilus via capsulas de gelatina.
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2.4 Prebioticos

Recentemente, tem se sugerido que a habilidade das bactérias probidticas em
fermentar oligossacarideos pode ser uma importante caracteristica (GIBSON e
ROBERFROID, 1995). Isto se deve ao fato dos carboidratos que escapam da
digestdo e absorcao do intestino delgado influenciarem a sobrevivéncia, colonizacao
e os efeitos benéficos dos probidticos no célon (SWANSON et al., 2002a). Portanto,
0 estudo de substratos prebidticos, como determinados oligossacarideos, se torna
outro campo de pesquisa importante, a fim de favorecer o estabelecimento de
microrganismos probidticos no intestino.

Segundo definicdo de GIBSON e ROBERFROID (1995), prebiético € um
ingrediente alimentar nao digestivel pelas enzimas do intestino delgado que
beneficia o organismo por estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de
determinadas bactérias no célon, promovendo a saude do hospedeiro. Como
exemplos de oligossacarideos utilizados como prebidticos pode-se citar os
glicoligossacarideos (GOS), lactoligossacarideos, xiloligossacarideos (XOS),
frutoligossacarideos (FOS) e mananoligossacarideos (MOS). Dentre os citados, os
FOS e MOS vem apresentando resultados interessantes quanto a saude intestinal
dos cées, sendo os mais difundidos atualmente.

2.4.1 Frutoligossacarideos (FOS)

Os FOS sao oligossacarideos que ocorrem naturalmente em grande variedade
de graos, frutas e vegetais. Os FOS sao constituidos por uma cadeia de frutose com
ligacdes B (2-1) e uma unidade de glicose terminal, com grau de polimerizacao (GP)
menor que 10. Os FOS sdo uma mistura de 1-kestose (1-kestotriose; GF»), nistose
(1,1-kestotetraose; GF3) e 1-frutofuranosil-nistose (1,1,1-kestopentaose, GF4) (Figura
1) (HUSSEIN et al., 1998). A Tabela 4 apresenta a concentracao de FOS de alguns

ingredientes utilizados em alimentos para cées.
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Figura 2. Estrutura molecular dos frutoligossacarideos (HUSSEIN et al., 1998).

Os FOS podem ser divididos em dois grupos do ponto de vista comercial. O
primeiro grupo € o preparado por hidrélise enzimatica da inulina, por meio da enzima
inulinase e consiste de unidades lineares de frutosil com ou sem uma unidade final
de glicose. O GP desses FOS varia entre um e sete unidades de frutosil. Este
processo ocorre amplamente na natureza, e esses oligossacarideos podem ser
encontrados em grande variedade de plantas (mais de 36 mil) (ROBERFROID,
1993), mas principalmente em alcachofras, aspargos, beterraba, chicéria, yacon,
banana, alho, cebola, trigo e tomate. Também estdo presentes no mel e acucar
mascavo (PASSOS e PARK, 2003).

O segundo grupo é preparado por reacao enzimatica de transfrutosilagéo, por
meio da enzima B-frutofuranosidase em residuos de sacarose e consiste tanto de
cadeias lineares como de cadeias ramificadas de oligossacarideos, com GP
variando entre um e cinco unidades de frutosil (PASSOS e PARK, 2003).
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Tabela 4 — Concentracdo de frutoligossacarideos (FOS) (mg.g” matéria seca) em

alguns ingredientes utilizados em alimentos para cées

Ingrediente GF.* GF3* GF4* Total
Farelo de alfafa 0,10 - 2,14 2,24
Cevada 1,46 0,43 0,03 1,92
Polpa de beterraba 0,05 - - 0,05
Farelo de canola 0,04 - - 0,04
Farelo de gluten de milho 0,03 0,19 0,11 0,34
Aveia 0,36 - - 0,36
Casca de amendoim 0,27 0,05 2,08 2,40
Farelo de arroz 0,14 - - 0,14
Casca de soja 0,12 - - 0,12
Trigo 1,06 0,05 0,25 1,36
Gérmen de trigo 2,15 0,21 2,32 4,68

*Fragoes dos FOS: 1-kestose (1-kestotriose; GF,), nistose (1,1-kestotetraose; GF;) e 1-
frutofuranosil-nistose (1,1,1-kestopentaose, GF,)

Adaptado de HUSSEIN et al. (1998)

Vale ressaltar que, apesar dos FOS poderem ser obtidos a partir da inulina,
apresentam propriedades distintas. A inulina € menos solluvel, apresenta cadeias
longas (GP até 60) e capacidade para formar microcristais quando misturada com
agua e leite (VANLOO et al.,, 1998). Esses microcristais formam mistura cremosa
que da a sensacao de presenca de gordura. Os FOS, por sua vez, apresentam
cadeias curtas (GP 2-9) e sado altamente higroscopicos. Sua capacidade de retencao
de 4gua é superior a da sacarose e similar a do sorbitol (SILVA et al., 2007).

Tratando-se de carboidratos nao-redutores nao participam das reacdes de
Maillard. Sao altamente estaveis, suportam pH abaixo de trés e temperatura superior
a 140°C. Sua solubilidade em agua atinge 80% a 25°C. Também sao solUveis em
etanol a 80% e pH 2, diferentemente de outros polissacarideos (VAN LOO et al.,
1998; SILVA et al., 2007).

Os FOS sao altamente fermentaveis por bactérias lacticas no intestino,
enquanto microrganismos gram-negativos, como Salmonella spp. e E. coli sao

incapazes de fermenta-los. Sendo assim, os FOS favorecem o desenvolvimento da
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microbiota nao-patogénica em detrimento de microrganismos patogénicos, como
demonstrado por alguns estudos (HIDAKA et al., 1990; RUSSELL, 1998; SWANSON
et al., 2002a; MIDDELBOS et al., 2007a).

Avaliando a influéncia dos FOS sobre o desenvolvimento de bactérias do
intestino de humanos, HIDAKA et al. (1990) observaram maior desenvolvimento de
Bifidobacterium adolescentis e Lactobacillus plantarum e inibicdo do crescimento de
Clostridium perfringens e Escherichia coli com a suplementacdo de FOS na dieta.
Por ndo serem hidrolisados no intestino delgado, os FOS sao fermentados pela
microbiota do intestino grosso, produzindo AGCC, lactato e gases, o que resulta na
diminuicdo do pH. Em virtude da acidez intestinal, ocorre aumento nos
microrganismos intestinais considerados benéficos, como Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp. e inibicdo dos microrganismos patogénicos, como Clostridium
spp., E. coli, Listéria spp., Shigella spp., Salmonella spp., dentre outros (BEYNEN,
2003).

Os AGCC produzidos a partir da fermentagcao dos FOS pela microbiota do
célon sao rapidamente absorvidos pelos colonécitos, sendo, portanto, os principais
anions responsaveis pela reabsor¢ao de agua do intestino por osmose (HERSCHEL
et al., 1981). Entretanto, as propriedades de reabsorcao de agua do limen intestinal
dos AGCC parecem ser dose dependente, ja que em concentracdes extremamente
altas ou baixas é possivel que os AGCC contribuam para o aumento do teor de agua
nas fezes (NRC, 2006).

Trabalhando com a inclusao de 0,0; 3,0 e 6,0% de FOS na dieta, TWOMEY et
al. (2003) encontraram diminui¢cdo no teor de matéria seca e pior escore das fezes
de caes alimentados com o maior nivel de FOS. Isto ocorre, principalmente, devido
aos efeitos fisicos e ao aumento da osmolaridade no lumen intestinal causado pela
fracdo nao fermentada e pelos produtos da fermentacdo dos FOS, como o &cido
lactico.

Também foi relatado por TWOMEY et al. (2003), diminuicdo do pH das fezes
com o aumento da ingestdo de FOS, em virtude, principalmente, do aumento da
concentracdo de lactato. Os produtos finais do processo de fermentagdo irdo
influenciar a concentracdo de &cidos nas fezes e, por conseguinte, o pH fecal. O
aumento da fermentacdo devido a alta disponibilidade de substrato no intestino
grosso causa acumulo destes acidos, resultando em diminuicdo do pH intestinal e,

por conseguinte, do pH das fezes.
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Maior concentracdo de Bifidobacterium spp. nas fezes de caes suplementados
com 1% de FOS ou 3% de chicéria na ragéo foi relatada por RUSSELL (1998).
Enquanto que, SWANSON et al. (2002a) utilizando dietas purificadas com
ingredientes isentos de FOS, além de Bifidobacterium spp., também observaram
maior concentracdo de Lactobacillus spp., butirato e acido lactico e menor
Clostridium perfringens em caes suplementados com 4 g de FOS por dia via capsula
de gelatina, em relacdo aos caes que receberam 4 g de sacarose por dia.
Resultados semelhantes foram obtidos por MIDDELBOS et al. (2007a), os quais
estudando diferentes fontes de fibra (celulose, polpa de beterraba, FOS e MOS),
também encontraram maior concentracao de Biffidobacterium spp. e Lactobacillus
spp. nas fezes de caes alimentados com fibras fermentaveis em relagdo aos caes
que receberam a dieta com celulose.

Os FOS podem ser classificados como um tipo de fibra dietética soluvel
(CUMMINGS e ENGLYST, 1995), entretanto, ndo aumentam a viscosidade do
conteudo intestinal, possivelmente ndo afetando significativamente a digestibilidade
dos nutrientes quando suplementado em baixos niveis, como demonstrado por
STRICKLING et al. (2000); SWANSON et al. (2002a) e FLICKINGER et al. (2003),
0s quais nao encontraram diferenca na digestibilidade em caes suplementados com
até 0,5% FOS por dia. J&4, TWOMEY et al. (2003) relataram redugdo na
digestibilidade do extrato etéreo hidrolise acida e energia bruta com a
suplementacdo de 6,0% FOS na dieta. Demonstrando que a inclusdo de
oligossacarideos em até 0,5% na matéria seca ndo afeta a digestibilidade dos
nutrientes.

Em relacdo a diminuigdo do odor das fezes, SWANSON et al. (2002a)
encontraram menor concentragdo de amoénia nas fezes de caes suplementados com
4 g FOS por dia, enquanto que, em trabalho prévio realizado pelos mesmos autores
(SWANSON et al., 2002b), nao foi observada diferencga no teor de amoénia das fezes
de caes suplementados com 2 g FOS por dia. A suplementacdo de FOS pode
reduzir a producao de compostos putrefativos (fendis, indéis, aménia, etc), os quais
contribuem para o mau odor das fezes e para a carcinogénese do c6lon (SWANSON
et al., 2002a). Por outro lado, a ingestdo excessiva de FOS pode aumentar a
pressdo osmoética intraluminal, resultando em aumento do transito intestinal,
desconforto, flatuléncia e célicas (TWOMEY et al., 2003). Sendo assim, é importante

se estabelecer niveis adequados de inclusdo de FOS na dieta.
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2.4.2 Mananoligossacarideos (MOS)

Os MOS sao oligossacarideos derivados das paredes de leveduras (extrato
seco da fermentacdo de Saccharomyces cerevisiae) (FLICKINGER et al., 2000). A
parede de levedura é constituida em média por 48,2% fibra dietética total (43,7%
fibra insoluvel e 4,5% soluvel); 17,9% proteina bruta e 19,8% extrato etéreo hidrélise
acida. A fracao de manose corresponde a aproximadamente 31% da parede celular
(MIDDELBOS et al., 2007b).

No célon os MOS sdo moderadamente fermentados por Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. (VICKERS et al., 2001) e apresentam a capacidade de modular
o sistema imunolégico e a microbiota intestinal, principalmente ligando-se a ampla
variedade de microrganismos e preservando a integridade da superficie de absorcao
intestinal. Os MOS bloqueiam a aderéncia das bactérias patogénicas ao ocupar 0s
sitios das células epiteliais da mucosa intestinal onde estas poderiam se prender
(SWANSON et al., 2002b).

A colonizagdo de bactérias na mucosa intestinal € reconhecida como
importante passo no processo infeccioso. Para colonizar a superficie da mucosa, as
bactérias necessitam primariamente se ligar aos receptores contendo D-manose das
células epiteliais. As fimbrias adesivas tipo-1, as quais sdo comuns em numerosos
géneros e espécies, como Salmonella spp. € Escherichia coli, sao especificas por
manano-residuos. Sendo assim, os MOS podem diminuir a colonizacdo de
patdgenos, agindo como receptor analogo por fimbrias tipo-1, reduzindo o niamero
de sitios de ligacédo disponiveis e/ou ligando-se aos microrganismos, 0s quais serao
carreados para fora do hospedeiro (SPRING et al., 2000).

Estudo realizado por GOUVEIA et al. (2006) sobre a suplementagdo de MOS
em caes filhotes acometidos por gastroenterite, demonstrou que os MOS foram
efetivos na diminuicdo da concentracao de E. coli patogénica em relacao ao grupo
controle, os quais apresentaram os sinais clinicos de gastroenterite agravados.
Resultados semelhantes foram obtidos por MIDDELBOS et al. (2007b), os quais
também observaram reducdo significativa na concentracdo de E. coli em caes
suplementados com parede de levedura.

Avaliando a suplementacdo de MOS na dieta de pintos de corte sobre a
colonizagdo microbiana intestinal, SPRING et al. (2000) encontraram reducao na
concentracdao de Salmonella typhimurium e S. dublin, as quais apresentam fimbrias

tipo-1, no ceco dos pintos suplementados com MOS. Entretanto, os autores nao
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encontraram reducao na concentracao de bactérias que ndao apresentam fimbrias
tipo-1, como Lactobacillus spp. e Enterococcus spp. € na concentracdo de lactato,
AGCC e no pH cecal. Estes resultados confirmam que os MOS podem diminuir a
concentracdo de microrganismos patogénicos sem prejudicar a microbiota benéfica
intestinal.

Estudos mostram que os MOS podem apresentar efeito imunomodulador,
aumentando a concentracao de imunoglobulina A (IgA) no conteudo cecal de ratos
(KUDOH et al., 1999) e caes (SWANSON et al., 2002b), imunoglobulina G (lgG)
sistémica em perus (SAVAGE et al., 1996) e aumentar a atividade de linfécitos
(SWANSON et al., 2002b) e neutréfilos em caes (O'CARRA, 1997) . A secrecao de
IgA é importante na imunidade da mucosa, pois inibe a fixacdo e penetragdo de
bactérias no limen, aumenta a secre¢cao de muco e previne reagdes inflamatdrias
que podem danificar o epitélio intestinal (O’'CARRA, 1997).

Apesar de SAVAGE et al. (1996) terem observado aumento nos niveis séricos
de IgG em perus, o0 mesmo nao foi observado em caes. Suplementando 0,0; 0,1; 0,2
e 0,4% de MOS na dieta de caes adultos e filhotes de seis semanas, O'CARRA
(1997) ndo encontrou aumento nos niveis plasmaticos de IgG nos cées. Entretanto,
houve aumento em 60% nos niveis de neutréfilos em filhotes suplementados com
0,2% de MOS na dieta em resposta a vacinacdo, em relacdo ao grupo controle
vacinado.

Os MOS sao capazes de induzir a ativacdo de macrofagos saturando os
receptores de manose das glicoproteinas da superficie celular, que se projetam da
superficie da membrana celular dos macréfagos. Uma vez que trés ou mais lugares
tenham sido saturados, inicia-se uma reacdo em cadeia que da origem a ativacao
dos macréfagos e a liberacdo de citoquinas, com a instalacdo de uma resposta
imunolégica adquirida (MACARI e MAIORKA, 2000).

Apesar do possivel efeito ativador de macréfagos dos MOS, estudos
encontraram diminuicdo de mondcitos (MIDDELBOQOS et al., 2007b) e linfocitos totais
(GRIESHORP et al., 2004) em céaes suplementados com parede de levedura. Assim
como os macréfagos, os mondcitos sdo responsaveis pela fagocitose de patégenos
no sitio de infeccao, mas também estdo envolvidos na mediagdo de anticorpos de
citotoxicidade celular, que eliminam as células do hospedeiro infectadas com
patdgeno. A diminuicdo de mondécitos pode estar ligada a redugao da colonizacao
por patégenos no intestino, em funcéo da capacidade do MOS de limitar a aderéncia
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de certos microrganismos na mucosa. Subsequentemente, a menor adesdo
bacteriana pode levar a reducao na translocagdo de microrganismos para dentro da
mucosa intestinal, portanto, diminuindo a necessidade de macréfagos e mondcitos
no tecido (MIDDELBOS et al., 2007b).

Em relagdo ao efeito dos MOS sobre a digestibilidade, MIDDELBOS et al.
(2007b) encontraram resposta cubica a suplementacdo com parede de levedura em
caes quanto a digestibilidade ileal da matéria seca (66,2 vs 77,4%); matéria organica
(74,5 vs 83,1); proteina bruta (65,3 vs 76,9%); extrato etéreo hidrdlise acida (93,1 vs
95,2%) e energia bruta (78,2 vs 85,6%), obtendo os maiores resultados com o nivel
de 0,25% de parede de levedura em relacédo a dieta controle. Os autores citam que
provavelmente a fracdo sollvel da fibra da parede de levedura tenha afetado a
viscosidade da digesta e, por conseguinte, diminuido a taxa de passagem ileal,
aumentando o tempo de contato do quimo com as enzimas digestivas. Entretanto,
em trabalhos prévios desenvolvidos por STRICKLING et al. (2000) e SWANSON et
al. (2002b) nédo foram observadas diferencas na digestibilidade ileal da dieta em
caes suplementados com aproximadamente 0,5% de MOS.

Resultados opostos dos obtidos na digestibilidade ileal também sao descritos
por MIDDELBOS et al. (2007b) sobre a digestibilidade aparente total, havendo
diminuicdo na digestibilidade total com a suplementacdo de 0,25% de parede de
levedura. Os autores justificam este resultado em fungcao do possivel efeito do MOS
sobre o aumento da populacdo bacteriana lactica intestinal, o que aumentaria as
perdas enddégenas de origem microbiana nas fezes.

Nao foram observadas diferencas quanto a consisténcia das fezes de cées
suplementados com parede de levedura na dieta por MIDDELBOS et al. (2007b),
entretanto os autores relatam diminuicdo no pH das fezes de caes recebendo 0,45%
de parede de levedura. Do mesmo modo ZENTEK et al. (2002) obtiveram diminuicdo
no pH fecal. Além disso, observaram menor agua livre e teor de amoénia nas fezes de
caes suplementados com 1g.kg™' de peso corporal.dia’ de MOS, em relacdo & dieta
controle. Provavelmente estes efeitos relatados s&o devidos ao aumento na
populacdo de microrganismos produtores de acido lactico e AGCC, como
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp..

Os microrganismos metabolizam compostos nitrogenados gerando catabdlitos
putrefativos, como a amdnia, aminas biogénicas e fendis, os quais sdo os principais

responsaveis pelo mau odor das fezes. Além disso, muitos destes catabdlitos podem
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ter influéncias negativas na saude intestinal, ja que altas concentracées de amoénia
parecem causar distarbios no ciclo das células da mucosa e contribuir para a
carcinogénese do colon (LIN e VISEK, 1991).

O metabolismo do nitrogénio no colon pela microbiota pode ser modificado pela
disponibilidade de substrato, principalmente pelos carboidratos dietéticos. Os MOS,
apesar de serem considerados carboidratos de fermentacdo moderada, também
podem atuar como fonte energética adicional, diminuindo a concentracdo de
compostos putrefativos (VICKERS et al., 2001).

No célon as bactérias utilizam o nitrogénio oriundo de peptideos e aminoacidos
nao-digeridos na presenca de energia para sua sintese protéica. As bactérias
utilizam amaonia como principal fonte de nitrogénio, e outros compostos nitrogenados
sdo desaminados a aménia antes de serem utilizados metabolicamente. Os
carboidratos fermentaveis agem como fonte energética necesséria para a sintese de
proteina microbiana. Quando a energia (carboidratos) esta limitada, as bactérias
fermentam aminoacidos a AGCC e aménia para obter energia. Entretanto, se ha
energia suficiente disponivel o teor de compostos nitrogenados diminui e as
concentracdes de nitrogénio fecal, como massa microbiana, aumentam (CUMMINGS
etal., 1979).

A suplementacdo diaria de 2 g MOS e 2 g FOS conjuntamente na dieta
apresentou os melhores resultados em relacdo a saude intestinal dos caes, com
aumento da resposta imune local (44% a mais de IgA) e diminuicdo de compostos
putrefativos. Provavelmente devido ao efeito sinérgico desses dois prebibticos, em
modular a microbiota intestinal pela agdo de acidificacdo e fornecimento de energia
do FOS e diminuicdo da colonizacdo da mucosa por microrganismos patogénicos
pelo MOS (SWANSON et al. 2002b).

Apesar de estudos terem demonstrado que os MOS sao fermentados pela
microbiota ndo-patogénica intestinal (VICKERS, 2001) e podem aumentar
populacdées de Lactobacillus spp. (SWANSON et al., 2002b) e Bifidobacterium spp.
(GRIESHORP et al., 2004), caracteristicas essas atribuidas aos prebidticos, ainda ha
controversas sobre sua classificacao funcional. Segundo BEYNEN (2003) os efeitos
positivos dos MOS observados em estudos controlados com caes aguardam
confirmacéao de outros grupos de pesquisadores. O autor cita ainda que existe a
necessidade de maiores estudos que expliguem o modo de agdao dos MOS, para
gue este possa ser classificado como prebibtico.
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2.5 Aluminossilicatos

As argilas sdo sais minerais insolUveis e pertencem a familia dos silicatos
(silicatos de aluminio) (MADKOUR et al., 1993). Sua estrutura basica é tetraédrica:
quatro atomos de oxigénios ao redor de um atomo de silicio ou aluminio. Dentre as
argilas mais utilizadas se encontram as zeolitas, bentonita, esmectita e sepiolita. A
capacidade adsorvente destas substdncias é devida a sua molécula aberta que
possui o sédio (Na*) como céation predominante. O sédio fica solvatado as moléculas
de agua, aumentando varias vezes o seu volume inicial, o que leva a formacéao de
um coléide, melhorando a consisténcia das fezes (FERREIRA et al., 2005).

Devido a sua alta capacidade de reter agua (0,5 a 0,7 kg de agua.kg’ de
argila), alguns estudos demonstram que a inclusdo de argila na ragao pode reduzir a
viscosidade da digesta em animais monogastricos (SCHUTTE e LANGHOUT, 1998),
prolongar o tempo de transito no trato digestério (TORTUERO, 1983; EVANS e
FERRELL, 1993), limitar o desenvolvimento da flora microbiana no intestino
(SCHUTTE e LANGHOUT, 1998; OUHIDA et al., 2000), proteger a mucosa gastrica
intestinal prevenindo diarréias (CASTAING, 1989) e adsorver toxinas e bactérias,
reduzindo sua absorcao no intestino (BUENO et al., 1987).

Reducdo em até 25% do teor de umidade das fezes de aves e suinos
suplementados com aluminossilicato na dieta foi relatada por DELBECQUE (1995).
Além da capacidade de adsorcdo de agua dos aluminossilicatos, a diminuicdo na
umidade das fezes também pode estar relacionada ao aumento no tempo de transito
intestinal, como descrito por FIORAMONTI et al. (1991), os quais observaram
reducao na motilidade intestinal em caes suplementados com silicato de aluminio
esmectita na dieta.

A incluséo de 2% de sepiolita em dieta a base de trigo resultou em redugéo na
concentracdo de AGCC em frangos de corte (SCHUTTE e LANGHOUT, 1998).
Segundo FERREIRA et al. (2005), os aluminossilicatos também podem limitar o
desenvolvimento de microrganismos no intestino e adsorver toxinas e bactérias,
diminuindo a fermentacao de produtos nitrogenados que escaparam da digestdo no
intestino delgado e a formagédo de compostos putrefativos. Reducdo na emissao de
aménia e gas sulfidrico em esterco de aves armazenado com a adi¢cao de zeolita foi
observado por CAl et al. (2007), demonstrando que este aditivo € eficiente em

adsorver compostos organicos volateis.
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A capacidade de adsorcdo de aménia foi estudada por BERNAL e LOPEZ-
REAL (1993), os quais relataram que 100 g de clinoptelita € capaz de reter 135 meq
de amébnia (1,89 g de nitrogénio). Do mesmo modo, BUENO et al. (1984)

encontraram que 1 g de sepiolita pode reter 50 mg de aménia.

3. CONCLUSAO

A maioria dos estudos demonstra que os probiédticos, FOS, MOS e
aluminossilicatos apresentam efeitos benéficos sobre a qualidade das fezes,
melhorando a consisténcia e diminuindo 0 mau odor, e sobre a saude intestinal dos
caes, modulando a microbiota intestinal a favor de bactérias ndo prejudiciais ao
hospedeiro. Entretanto, apesar dos efeitos benéficos relatados, a presenca de
resultados controversos entre os trabalhos demonstra a importancia da realizacao de
novos estudos, a fim de se estabelecer os niveis funcionais de inclusdo desses
aditivos nos alimentos comerciais € maior esclarecimento do modo de acédo dos

mesmos no organismo dos animais.
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CAPITULO Il — DIGESTIBILIDADE E CARACTERISTICAS DAS FEZES DE CAES
SUPLEMENTADOS COM Bacillus subtilis NA DIETA

RESUMO

Em funcéo da capacidade moduladora dos probiéticos sobre a microbiota intestinal a
favor da saude do hospedeiro, objetivou-se avaliar a digestibilidade e as
caracteristicas das fezes de caes suplementados com Bacillus subtilis (C-3102) na
dieta. Para tanto, foram utilizados 12 cées jovens da raga Beagle, os quais foram
distribuidos inteiramente ao acaso em dois tratamentos, dieta controle e dieta com
adicdo de 0,01% Bacillus subtilis (C-3102). Os animais passaram por 25 dias de
adaptacao as dietas e cinco dias para colheita total de fezes. As caracteristicas das
fezes foram avaliadas por meio de pH, escore (1: fezes moles, mal formadas a 5:
fezes secas e duras), matéria seca, amdnia e producdo de fezes. As médias da
digestibilidade foram comparadas pelo teste Tukey e das caracteristicas das fezes
pelo teste Tukey-Kramer. Nao houve diferenga na digestibilidade, entretanto, os caes
suplementados com probibtico apresentaram fezes mais consistentes e com menor
teor de aménia. A suplementacdo com Bacillus subtilis (C-3102) melhora a
consisténcia e diminui o odor das fezes dos caes.

Palavras-chave: Consisténcia das fezes. Microbiota intestinal. Probidtico. Saude
intestinal.

DIGESTIBILITY AND FECAL CHARACTERISTICS OF DOGS SUPPLEMENTED
WITH Bacillus subtilis ON DIET

ABSTRACT

Due to the modulation characteristic of probiotics on gut microbiot to improve host
health, it aimed at evaluate the digestibility and fecal characteristics of dogs
supplemented with Bacillus subtilis (C-3102) on diet. For that, they were utilized 12
young dogs assigned in a completely randomized desing with two treatments, control
diet and adding 0.01% Bacillus subtilis (C-3102) on diet. The animals pass through a
25 days adaptation period and five days of total feces collection. Fecal characteristics
evaluated were pH, score (1: liquid and no formed feces to 5: dry and hard feces),
pH, ammonia and fecal output. Tukey’s test was used to compare the means of
digestibility and Tukey-Kramer’s test compared the means of fecal characteristics. It
was no difference on digestibility, however, dogs fed probiotic diet presented feces
more consistenty and less ammonia. The supplementation of 0.01% Bacillus subtilis
(C-3102) improved fecal characteristics of dogs.

Key words: Fecal consistency. Gut health. Gut microbiot. Probiotic.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento excessivo de determinados microrganismos no intestino
pode gerar inimeros disturbios gastrintestinais. Uma das medidas terapéuticas mais
utilizadas para tratar certas enfermidades causadas por bactérias seria 0 uso de
antibiéticos. Apesar de esse método ser eficaz na maioria dos casos, pode gerar
cepas resistentes, além disso, os antibidticos podem eliminar grande parte da
microbiota intestinal benéfica (SUNVOLD e REINHART, 1998), a qual é importante
para o funcionamento fisiol6gico normal do intestino.

Uma alternativa profildtica ao uso de antibidticos seria os probidticos. Os
probidticos (pro: a favor e bio: vida) podem ser definidos como colénias de
microrganismos vivos que quando suplementados na dieta beneficiam o hospedeiro
por modular a microbiota intestinal a favor de microrganismos ndo patogénicos. Os
géneros mais utilizados como probiéticos sdo os produtores de lactato, Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp.. Entretanto, bactérias do género Bacillus, apesar de
serem menos utilizadas como probibticos para caes, apresentam a vantagem de
esporular, sendo mais resistentes ao meio ambiente e ao pH acido do estémago
(BIOURGE et al.,1998).

Os probidticos podem inibir o desenvolvimento de bactérias patogénicas pela
competicdo por nutrientes e por sitios de ligacdo no epitélio intestinal; estimulo do
sistema imune do hospedeiro; producdo de substancias antimicrobianas e
acidificacao intestinal por meio da producgéao de acidos, principalmente lactico. Além
disso, segundo SALMINEN et al. (1998), GHADBAN (2002) e SWANSON et al.
(2002), os probidticos sintetizam vitaminas, enzimas e acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), os quais podem apresentar efeitos benéficos ao hospedeiro, como:
suavizacgao a intolerancia a lactose; efeito imunomodulador; reducédo da duracéo de
diarréia; reducdo da formacdo de compostos putrefativos, como a ambdnia
(responsaveis pelo mau odor das fezes e pela carcinogénese do célon) e incremento
da digestao e absorcao de agua e nutrientes.

Tendo em vista o potencial efeito benéfico dos probioticos sobre as fezes e
saude intestinal dos caes, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
digestibilidade e as caracteristicas das fezes de caes suplementados com probiético
(Bacillus subtilis, C-3102) na dieta.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e local do experimento

Foram utilizados 12 caes jovens (7-8 meses de idade), machos e fémeas da
raca Beagle, sadios, vacinados e desverminados, com peso médio de 9,0 + 1,2 kg,
procedentes do canil do Laboratério de Estudos de Nutricdo Canina — LENUCAN, do

Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana — UFPR.

2.2. Dietas experimentais

Foram avaliadas uma dieta controle e uma com adicao de 0,01% de Bacillus
subtilis (C-3102; 1 x 10" UFC.g™") (Tabela 1). O probiético foi adicionado a 300 mL
de 6leo de soja e misturado a uma ragdo seca extrusada comercial para caes
filhotes em misturador “Y” por 15 minutos. Na dieta controle também foram
adicionados 300 mL de 6leo de soja para que as dietas fossem isoenergéticas.

A concentracao de Bacillus subtilis (C-3102) nas dietas foi analisada em uma
sub-amostra composta por amostras retiradas em varios pontos do saco de racdo. A
sub-amostra foi moida a 1 mm e 5 g desta foi incubada com o meio de cultura
Trypticase Soy Broth (BBL)® com 2% agar para posterior contagem das unidades
formadoras de coldnia de Bacillus subtilis. g de racao.

Tabela 1 - Composicao quimica analisada das dietas experimentais

(% na matéria seca) Controle Probiético '
Proteina bruta 28,7 28,3
Extrato etéreo acido 11,3 11,2
Fibra bruta 1,5 1,5
Matéria mineral 9,9 9,7
Extrativos nao-nitrogenados 2 48,4 49,3
Energia metabolizavel (kcal.g™')™ 3,7 3,7

10,01% Bacillus subtilis (C-3102), com concentrag&o de 1 x 10"° UFC.g™.
2 Estimado por: ENN (%) = 100 — (MM% + PB% + EEA% + FB%)
% Estimado por: EM (kcal.g™) = [(3,5 x PB% + 8,5 x EEA% + 3,5 x ENN%)]/100
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2.3. Delineamento experimental

O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado em parcela
subdividida no tempo (parcela: tratamento e subparcela: dias), com cinco dias de
colheita de dados e seis cées recebendo cada tratamento, totalizando 30
observacdes por tratamento para avaliacdo das caracteristicas das fezes. A
avaliagdo da digestibilidade foi realizada em delineamento inteiramente casualizado,
com seis repeticbes por tratamento, uma vez que as andlises foram realizadas no

composto de fezes de cada animal apés cinco dias de colheita.

2.4. Colheita de dados

As dietas foram fornecidas aos caes por um periodo de adaptacao de 25 dias
seguidos de cinco dias de colheita total de fezes, sendo que até o 20° dia os caes
permaneceram em baias de alvenaria com solario e entdo foram alojados em gaiolas
metabodlicas de 0,7 m altura x 0,6 m comprimento x 0,5 m largura; onde
permaneceram dez dias (cinco dias de adaptagdo as gaiolas e cinco dias para
colheita total de fezes), conforme recomendado pela ASSOCIATION OF AMERICAN
FEED CONTROL OFFICIALS - AAFCO (2003).

Os alimentos foram fornecidos uma vez ao dia, as 7:30 horas, em quantidade
suficiente para atender as necessidades de energia metabolizavel (NEM) do animal
segundo a férmula: NEM = 130 x Peso corporal®’®, preconizada pelo NATIONAL
RESEARCH COUNCIL - NRC (2006). A agua foi fornecida a vontade. Todas as
fezes foram colhidas e pesadas a medida que os animais defecavam e

encaminhadas para as analises laboratoriais.

2.5. Caracteristicas das fezes e analises laboratoriais

As caracteristicas das fezes avaliadas foram: escore, matéria seca, amonia,
pH e producdo de fezes. O escore fecal foi avaliado sempre pelo mesmo
pesquisador, atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo: 1 = fezes pastosas e sem forma; 2
= fezes macias, mal formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; 3
= fezes macias, formadas e Uumidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e
consistentes e que ndo aderem ao piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas
(SA-FORTES, 2005).

As fezes frescas de cada animal foram homogeneizadas separadamente e

uma sub-amostra foi utilizada para determinacdo da aménia segundo a



ASSOCIATION OF THE OFFICIAL ANALITICAL CHEMISTS - AOAC (1995) e para
mensuracao do pH das fezes frescas (2 g de fezes frescas diluidas em 20 mL de
agua destilada, medido com pHmetro digital) e do pH das fezes secas por 48 horas
a 55°C (2 g de fezes secas diluidas em 20 mL de agua destilada, medido com
pHmetro digital), conforme adaptado de WALTER et al. (2005). O restante foi seco
em estufa de ventilagéo forcada a 55°C até peso constante.

As amostras das dietas e fezes secas a 55°C foram analisadas para
determinacao dos teores de matéria seca a 105 °C (MS), proteina bruta (PB), fibra
bruta (FB), matéria mineral (MM) e extrato etéreo em hidrdlise acida (EEA),
segundo metodologias descritas pela AOAC (1995). A fragdo correspondente aos
extrativos nao-nitrogenados (ENN) foi determinada segundo a férmula: ENN% =
100 - (%UM + %PB + %FB + %EEA + %MM), sendo UM o teor de umidade da
amostra (100-%MS). A energia bruta (EB) das dietas e fezes foi determinada em
bomba calorimétrica. A energia metabolizavel (EM) foi estimada segundo a AAFCO
(2003):

EM (kcal.g™") = {kcal.g”' EB ingerida — kcal.g”' EB excretada nas fezes — [(g
PB ingerida — g PB excretada nas fezes) x 1,25 kcal.g ']}/g racédo ingerida

Com base nos resultados laboratoriais obtidos foram determinados os
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) das dietas, utilizando a equacgao
proposta por MATTERSON et al. (1965):

CDA% = [(nutriente ingerido — nutriente excretado)/ nutriente ingerido] x 100

2.6. Analise estatistica

Os dados foram previamente analisados quanto a normalidade dos residuos
e homogeneidade das variancias, sendo realizada a transformacao logaritmica
quando necessario. As médias dos CDA foram submetidas a analise de variancia
utilizando o procedimento GLM do pacote estatistico SAS (1999), sendo
comparadas pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade. As médias das variaveis de
caracteristicas das fezes foram analisadas mediante teste de Tukey-Kramer a 5%
de probabilidade utilizando o procedimento Mixed do SAS (1999).

40
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenca entre os CDA e metabolizabilidade da energia das dietas
controle e com probiético (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) e metabolizabilidade da

energia de uma dieta controle e com probiético em caes (média + erro

padrao)
CDA (%)
Variaveis CV (%)
Controle Probiético”’
Matéria seca 82,1 + 0,44 82,4 + 0,70 1,68
Matéria organica 86,3 + 0,29 86,6 + 0,54 1,20
Proteina bruta 85,3+ 0,19 85,1 + 0,74 1,49
Extrato etéreo acido 91,7 + 0,31 91,0 + 0,37 0,96
Extrativos n&o nitrogenados 88,3 + 0,29 89,0 + 0,45 1,09
Energia metabolizavel (kcal.g™) 3,4 +0,02 3,4 + 0,02 1,28

'0,01% Bacillus subtilis (C-3102), com concentragdo de 1 x 10'° UFC.g"'
CV: Coeficiente de variacao

Em estudo com probiético, BIOURGE et al. (1998) também n&o encontraram
diferenga na digestibilidade da matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo e energia
metabolizavel em cides alimentados com dieta contendo 7,5 x 10° UFC de Bacillus
(C-5832). Ja, em outros estudo com caes, a suplementacao com probiodtico contendo
bactérias do género Lactobacillus resultou em maior CDA da matéria seca
(SWANSON et al, 2002) e maior coeficiente de metabolizabilidade da energia
(FELICIANO, 2008). Maior aproveitamento da energia também foi relatado por
UTIYAMA (2004) em leitdes desmamados suplementados com bactérias do género
Bacillus na dieta.

A microbiota intestinal desempenha importante papel no funcionamento
fisiolégico normal do intestino, na prevencdo da colonizacdo do intestino por
microrganismos patogénicos e sobre a fermentacao da fibra dietética, resultando na
producdo de AGCC, incluindo acetato, propionato e butirato, os quais sdo as
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principais fontes de energia para os colondcitos (SIMPSON, 1998). Segundo o NRC
(2006) a presenca de AGCC estimula a secrecao do glucagon like-peptide 2, o qual
estimula a diferenciacao e proliferacao celular e a expressao de determinados genes
ligados ao transporte de nutrientes no ileo, portanto, pode melhorar a funcao
digestiva. Além disso, o crescimento da mucosa também melhora sua fungdo de
barreira, diminuindo a translocacéo de microrganismos.

Além da digestibilidade, as caracteristicas das fezes também sao importantes
variaveis a serem consideradas na avaliacao da qualidade dos alimentos para caes.
Os proprietarios buscam alimentos que proporcionem fezes menos volumosas, mais
consistentes e de menor odor, em funcdo do maior convivio doméstico dos caes.
Além disso, 0 aspecto das fezes pode ser reflexo da saude intestinal do animal.

Os resultados das caracteristicas das fezes estdo apresentados na Tabela 3.
Apesar do escore fecal ter se mantido dentro do considerado ideal (3-4) entre os
tratamentos, os caes suplementados com Bacillus subtilis apresentaram fezes com
maior escore, maior teor de matéria seca e menor concentracao de aménia que 0s
caes alimentados com a dieta controle (p<0,05). O pH e a producao de fezes nao
diferiram entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 3 — Caracteristicas das fezes de caes alimentados com uma dieta controle e

com probidtico (média + erro padrao)

Variaveis Controle Probiético ' CV (%)
Escore 3,0+0,11° 3,4 + 0,097 18,1
Matéria seca (%) 36,5 + 0,54% 39,1 + 0,64° 9,2
pH das fezes frescas 6,7 + 0,08 6,6 + 0,04 3,5
pH das fezes secas 6,0 + 0,02 6,0 + 0,05 5,4
Aménia (%) 0,56 + 0,027 0,45 + 0,01° 18,5
gMSfez.kgPC " .dia™™ 3,76 + 0,27 3,23 + 1,15 33,2

2P Médias na mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey-Kramer (p<0,05)
CV: coeficiente de variacao

"10,01% Bacillus subtilis (C-3102), com concentragdo de 1 x 10'° UFC.g™".

2Escore: 1: fezes pastosas e sem forma a 5: fezes bem formadas, duras e secas

*3 Produgao de fezes na matéria seca (g) em um dia.peso corporal do cao (kg)'1

Em estudo realizado por SWANSON et al. (2002) ndo foram encontradas
diferengas no pH, matéria seca, escore e aménia das fezes de caes recebendo duas
vezes ao dia 1 x 10° UFC de Lactobacillus acidophilus via capsula de gelatina.
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Entretanto, os autores observaram fezes menos consistentes e de menor pH em
caes ingerindo conjuntamente Lactobacillus e frutoligossacarideos. Ja, FELICIANO
(2008) relatou reducao no pH fecal de caes suplementados com Lactobacillus na
dieta.

Possivelmente o fato de ndao haver diferenca no pH fecal no presente estudo
seja em funcao da limitada capacidade em produzir acido lactico da espécie Bacillus
subtilis, ao contrario do género Lactobacillus. Alem disso, por serem prontamente
absorvidos pelos colondcitos, a concentracdo de AGCC nas fezes é muito baixa,
sendo dificil uma reducéao significativa do pH fecal em funcdo da possivel maior
producéo de AGCC no intestino por B. subtilis.

A absorcado de AGCC produzidos pelos microrganismos intestinais estimula a
reabsorcdo de agua, e eletrélitos, estando diretamente ligada com a funcao
osmorreguladora do intestino. A absorgdo de AGCC também aumenta a taxa de
absorcao de sodio, e a combinacdo da absorcdo de sédio e AGCC é responsavel
pela maior parte da 4gua absorvida do lumen intestinal (HERSCHEL et al., 1981), o
que pode explicar a producao de fezes mais consistentes pelos caes.

Apesar de nao ter sido avaliado a concentracdo de microrganismos nas fezes,
€ provavel que a reducao no teor de aménia das fezes seja em fungao da limitacao
no desenvolvimento de microrganismos patogénicos no intestino dos caes.
Geralmente os géneros de bactérias patogénicas, como o Clostridium perfringens,
metabolizam compostos nitrogenados gerando catabdlitos putrefativos, como a
amdnia, aminas biogénicas e fendis, 0s quais sdo 0s principais responsaveis pelo
mau odor das fezes. Além disso, muitos destes catabdlitos podem ter influencias
negativas na saude intestinal, ja que altas concentracbes de aménia parecem causar
disturbios no ciclo das células da mucosa e contribuir para a carcinogénese do colon
(LIN e VISEK, 1991).

O uso de diferentes géneros, cepas e concentracfes de microrganismos
avaliados sao os responsaveis por resultados tao divergentes relatados na literatura.
Além disso, as diferentes composicoes das dietas experimentais, principalmente
quanto a concentragdo de oligossacarideos fermentaveis, também influenciam os
resultados, tornando dificil concluir quais probi6ticos e em quais concentracbes sao
mais eficazes em dietas comerciais. Outro fator importante foi apresentado em
levantamento realizado por WEESE (2002) sobre probiéticos comerciais utilizados
em racdes para animais de producdo e de companhia, revelando que a
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concentragdo de microrganismos vivos estava abaixo do nivel garantido no rétulo de

grande parte dos probidticos comerciais.

4. CONCLUSAO

A suplementagdo com 0,01% de Bacillus subtilis na dieta melhora as
caracteristicas das fezes e a saulde intestinal dos cédes por meio da reducao da
concentracao de aménia e producao de fezes mais consistentes. Ha necessidade de
mais estudos, a fim de maior esclarecimento do modo de acao do Bacillus subtilis no
trato digestério dos caes, bem como para desenvolvimento de novas técnicas para

avaliacao da saude intestinal dos animais.
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CAPITULO Ill - SUPLEMENTACAO DE FRUTOLIGOSSACARIDEOS (FOS)
SOBRE AS CARACTERISTICAS DAS FEZES DE CAES

RESUMO

Os frutoligossacarideos (FOS) sdo fermentaveis por microrganismos benéficos,
favorecendo seu desenvolvimento e inibindo os patégenos. Desse modo, promovem
a saude intestinal e melhoram as fezes dos cées. Sendo assim, foram avaliadas as
caracteristicas das fezes (matéria seca; escore, 1: fezes liquidas a 5: fezes secas;
amoénia, pH e producgéo de fezes) de cées alimentados com trés niveis de inclusdo
de FOS (0,000; 0,047 e 0,095%) na dieta. Foram utilizados 15 caes adultos
distribuidos ao acaso, em esquema de parcela subdividida no tempo, com cinco
caes recebendo cada dieta (25 dias de adaptagao) e cinco dias de colheita total de
fezes, totalizando 25 observacbes por tratamento. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey-Kramer. Os caes alimentados com a dieta sem inclusdo de FOS
apresentaram fezes menos consistentes em relacdo aos animais que receberam
0,047 ou 0,095% de FOS na dieta, os quais nao diferiram entre si. O pH fecal de
caes suplementados com 0,095% de FOS foi menor do que o dos caes que
receberam 0,047 ou 0,000% de FOS. O teor de aménia fecal e a quantidade de
fezes excretadas nao diferiram entre os tratamentos. A suplementacdo de FOS na
dieta melhora as caracteristicas das fezes dos caes.

Palavras—chave: Oligossacarideos. Prebiético. Saude intestinal.

SUPPLEMENTATION OF FRUCTOOLIGOSACCHARIDES (FOS) ON FECAL
CHARACTERISTICS OF DOGS

ABSTRACT

Fructooligosaccharides (FOS) are fermentable for beneficial microorganism,
improving they growth and inhibiting patogens. Due to that, they promote gut health
and improve feces of dogs. So, it was evaluated fecal characteristics (dry matter;
score, 1: liquid feces to 5: dry feces, pH, ammonia and fecal output) of dogs fed three
inclusion levels of FOS (0.000, 0.047 and 0.095%) in diet. Fifteen adult dogs were
casualized assigned , in split-plot desing, with five dogs feeding each treatment (25
days adaptation period) and five days of total feces collection, in a total of 25
observations per treatment. Tukey-Kramer’s test was used to compare the means.
Dogs fed diet without FOS had feces less consistent than dogs fed 0.047 or 0.095%
FOS in diet, which did not differ. Fecal pH of dogs supplemented with 0.095% FOS
was lower than dogs fed 0.047 or 0.000% FOS. The fecal ammonia concentration
and fecal output did not differ among then. Supplementation of FOS improved fecal
caracteristics of dogs.

Key words: Gut health. Oligosaccharides. Prebiotic.
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1. INTRODUCAO

Os frutoligossacarideos (FOS) sao oligossacarideos naturais que contém uma
cadeia de frutose com ligacdes B (2-1) e uma unidade de glicose terminal. Os FOS
podem ser classificados como um tipo de fibra dietética solavel (CUMMINGS e
ENGLYST, 1995), entretanto, ndo aumentam a viscosidade do conteudo intestinal,
possivelmente nado afetando significativamente a digestibilidade dos nutrientes
(SCHNEEMAN, 1999). Também sao considerados prebidticos, ja que segundo
definicao de GIBSON e ROBERFROID (1995), prebiético é um ingrediente alimentar
nao digestivel pelas enzimas do intestino delgado que beneficia o organismo por
estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de determinadas bactérias no
célon, promovendo a saude do hospedeiro.

Estudos em caes tém demonstrado que a suplementacao com FOS promove a
saude intestinal (RUSSELL, 1998; SWANSON et al.,, 2002a; MIDDELBOS et al.,
2007). Por ndo serem hidrolisados no intestino delgado, os FOS sao fermentados
pela microbiota do intestino grosso, produzindo &acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), lactato e gases, o que resulta em diminuicdo do pH. Em virtude da acidez
intestinal, ocorre aumento nos microrganismos intestinais considerados benéficos,
como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. e inibicdo dos microrganismos
patogénicos, como Clostridium, E. Coli, Listeria, Shigella, Salmonella, dentre outros
(BEYNEN, 2003). Além disso, a suplementacdo com FOS pode reduzir a producao
de compostos putrefativos (fendis, inddis, ambnia, etc), os quais contribuem para o
mau odor das fezes e para a carcinogénese do colon (SWANSON et al., 2002a).

Por outro lado, a ingestdo excessiva de FOS pode aumentar a pressao
osmotica intraluminal, resultando em aumento do transito intestinal, desconforto,
flatuléncia e coélicas (TWOMEY et al., 2003), sendo importante se estabelecer niveis
adequados de inclusdo de FOS nos alimentos comerciais. Em virtude do exposto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas das fezes de caes
alimentados com niveis crescentes de FOS na dieta.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e local do experimento

Foram utilizados 15 caes adultos (quatro anos de idade), machos e fémeas, da
raca Beagle, sadios, vacinados e desverminados, com peso médio de 13,4 + 1,7 kg,
procedentes do canil do Laboratério de Estudos de Nutricado Canina — LENUCAN, do

Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana — UFPR.

2.2 Dietas e delineamento experimental

Foram avaliados trés niveis de inclusdo de FOS (0,000; 0,047 e 0,095%) em
um alimento seco extrusado para caes adultos (Tabela 1). Os niveis foram atingidos
com a adicao de, respectivamente, 0,00; 0,05 e 0,10% de um FOS* de cadeia curta
com 95% de pureza, grau de polimerizacao de dois a quatro, extraido da cana-de-
acucar. O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado, em parcela
subdividida no tempo, com cinco dias de colheita de dados e cinco caes recebendo
cada tratamento, totalizando 25 observagdes por tratamento.

As dietas foram oferecidas aos caes por um periodo de adaptacao de 25 dias
seguidos de cinco dias de colheita total de fezes, sendo que até o 23° dia os caes
permaneceram em baias de alvenaria com solario e entao foram alojados em gaiolas
metabodlicas de 0,7 m altura x 0,6 m comprimento x 0,5 m largura, onde
permaneceram sete dias (dois dias de adaptacdo as gaiolas e cinco dias para
colheita total de fezes).

Os alimentos foram fornecidos uma vez ao dia as 7:30 horas, em quantidade
suficiente para atender as necessidades de energia metabolizavel (NEM) do animal
segundo a férmula: NEM (kcal.dia™) = 130 x Peso corporal®’®, preconizada pelo
NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC (2006). A agua foi fornecida a vontade.
Todas as fezes foram colhidas e pesadas a medida que os animais defecavam e

encaminhadas para as analises laboratoriais.

*Fortifeed®(P95)
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Tabela 1 - Ingredientes e composicao quimica da dieta experimental

Ingredientes Y%

Milho 44,0
Quirera de arroz 4,0
Farelo de soja 15,0
Farinha de carne e 0ssos 15,0
Farinha de peixe 1,0
Farinha de visceras de frango 14,0
Gordura de frango 3,5
Palatabilizante 2,5
Suplemento vitaminico e mineral”’ 0,5
Cloreto de sédio 0,5

Composi¢édo quimica analisada (% na matéria seca)

Matéria seca (MS) 89,4
Matéria organica (MO) 90,0
Matéria mineral (MM) 9,9

Proteina bruta (PB) 30,6
Extrato etéreo acido (EEA) 8,5
Fibra bruta (FB) 2,3
Extrativos ndo-nitrogenados (ENN)? 37,9
Energia metabolizavel (kcal/g) (EM)*® 3,1

*'Enriquecimento.kg de alimento™": Vit. A — 20000 UI; Vit. D — 2000 UI; Vit. E — 48 mg; Vit. K - 48 mg;
Vit. B1 - 4 mg; Vit. B2 — 32 mg; Acido Pantoténico — 16 mg; Niacina — 56 mg; Colina — 800 mg; Zinco
— 150 mg; Ferro — 100 mg; Cobre — 15 mg; lodo — 1,5 mg; Manganés — 30 mg; Selenio — 0,2 mg e
antioxidante 240 mg.

*’Estimado por: ENN (%) = MS% — (MM% + PB% + EEA% + FB%)

*3Estimado por: EM (kcal.g”) = (3,5 x PB% + 8,5 x EEA% + 3,5 x ENN%)

2.3 Analises

As caracteristicas das fezes avaliadas foram: escore, matéria seca, aménia, pH
e producao de fezes. O escore fecal foi avaliado sempre pelo mesmo pesquisador,
atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo: 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes
macias, mal formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; 3 = fezes
macias, formadas e Umidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e
consistentes € que ndo aderem ao piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas
(SA-FORTES, 2005).
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As fezes frescas de cada animal foram homogeneizadas separadamente e uma
subamostra foi utilizada para determinacao da aménia segundo a ASSOCIATION OF
THE OFFICIAL ANALITICAL CHEMISTS - AOAC (1995) e para mensurac¢ao do pH
das fezes frescas (2 g de fezes frescas diluidas em 20 mL de agua destilada, medido
com pHmetro digital) e do pH das fezes secas por 48 horas a 55°C (2 g de fezes
secas diluidas em 20 mL de agua destilada, medido com pHmetro digital), conforme
adaptado de WALTER et al. (2005). O restante foi seco em estufa de ventilacdo
forcada a 55°C até atingir peso constante. Apds secagem, foi analisado o teor de
matéria seca a 105 °C (MSiosec), para obtencdo da matéria seca original [MSO =
(MSss5:¢c X MS105.c)/100].

2.4 Analise estatistica

Os dados foram previamente analisados quanto a normalidade dos residuos
e homogeneidade das variancias, sendo realizada a transformacgéo logaritmica
quando necessario. As medias foram analisadas mediante teste de Tukey-Kramer
a 5% de probabilidade utilizando o procedimento Mixed do SAS (1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A consisténcia das fezes, além de importante varidvel na avaliacdo de
alimentos para caes € indicativa da saude intestinal do animal. Os caes alimentados
com a dieta sem inclusdo de FOS apresentaram fezes com menor teor de matéria
seca € menor escore (P<0,05) em relagdo aos animais que receberam 0,047 ou
0,095% de FOS, os quais nao diferiram entre si (P>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas das fezes de caes alimentados com diferentes niveis de
frutoligossacarideos (FOS) na dieta (média + erro padrao)

Niveis de FOS (%)*’

Variaveis CV (%)
0,000 0,047 0,095

Escore 25+0,10° 32+0,12° 3,4+0,10° 15,8
Matéria seca % 34,8 + 0,67° 38,2+0,86° 38,9 +0,95° 11,8
pH das fezes frescas 6,5+0,092 6,6+0,06* 6,3+0,03° 2,7
pH das fezes secas 6,2+0,042 6,2+0,04° 6,1+0,01° 1,1
Amoénia % 0,30+0,01 0,35+0,02 0,30 + 0,01 21,1
gMSfez.kgPC.dia™ 5,04+0,39 539+052 572+0,41 39,8

2P Médias na mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey-Kramer (p<0,05)

CV = Coeficiente de variacao

*1 = Niveis de FOS obtidos com adigéo de 0,00; 0,05 e 0,10%, respectivamente, de Fortifeed®P95 na
racgao.

2 Escore: 1: fezes pastosas e sem forma; 2: fezes macias e mal formadas; 3: fezes macias, formadas
€ umidas, que marcam o piso; 4: fezes bem formadas e consistentes e que ndo aderem ao piso; 5:
fezes bem formadas, duras e secas

*3 = producdo de fezes na matéria seca (g) em um dia.peso corporal do cio (kg)"

Os AGCC produzidos a partir da fermentacdo dos FOS pela microbiota do
cblon sao rapidamente absorvidos pelos colonécitos, sendo, portanto, os principais
anions responsaveis pela reabsor¢do de agua do intestino por osmose (HERSCHEL
et al., 1981). Entretanto, as propriedades de reabsorcao de agua do limen intestinal
dos AGCC parecem ser dose dependente, ja que em concentracdes extremamente
altas ou baixas é possivel que os AGCC contribuam para o aumento do teor de agua
nas fezes (NRC, 2006).

Trabalhando com a inclusdo de 0,0; 3,0 e 6,0% de FOS na dieta, TWOMEY et
al. (2003) encontraram diminui¢cdo no teor de matéria seca e pior escore das fezes
de caes alimentados com o maior nivel de FOS. Isto ocorre, principalmente, devido
aos efeitos fisicos e ao aumento da osmolaridade no lumen intestinal causado pela
fracdo nao fermentada e pelos produtos da fermentacdo dos FOS, como o &cido
lactico. Segundo STRICKLING et al. (2000) a inclusao de oligossacarideos em até
0,5% na matéria seca nao afeta a digestibilidade dos nutrientes ou a qualidade das
fezes.

O pH das fezes de caes suplementados com 0,095% de FOS foi menor
(P<0,05) do que o dos caes que receberam 0,047 ou 0,000% de FOS (Tabela 2).
Resultados semelhantes foram obtidos por TWOMEY et al. (2003), os quais também



53

relataram diminuicdo do pH das fezes com o aumento da ingestdo de FOS, em
virtude, principalmente, do aumento da concentracdo de lactato. Os produtos finais
do processo de fermentacgao irdo influenciar a concentracao de acidos nas fezes e,
por conseguinte, o pH fecal. O aumento da fermentacao devido a alta disponibilidade
de substrato no intestino grosso causa acumulo destes acidos, resultando em
diminuicédo do pH intestinal e, por conseguinte, do pH das fezes.

Apesar do numero de bactérias produtoras de lactato, como Lactobacillus spp.
e Bifidobacterium spp., nao terem sido determinados neste estudo, o menor pH das
fezes de cées alimentados com o maior nivel de FOS pode estar correlacionado com
o maior desenvolvimento e atividade destes microrganismos no intestino grosso,
como relatado por MIDDELBOS et al. (2007), os quais estudando diferentes fontes
de fibra (celulose, polpa de beterraba, FOS e MOS), observaram maior concentracao
de Biffidobacterium spp. e Lactobacillus spp. nas fezes de cées alimentados com
fibras fermentaveis, em relacdo aos caes que receberam a dieta com celulose.
Resultados semelhantes foram descritos por RUSSELL (1998), que encontraram
maior concentracdo de Bifidobacterium spp. nas fezes de caes suplementados com
1% de FOS ou 3% de chicéria na racdo e por SWANSON et al. (2002a), os quais
além de Bifidobacterium spp., também observaram maior concentracdo de
Lactobacillus spp., butirato e acido lactico e menor concentracdo de Clostridium
perfringens em caes suplementados com 4 g de FOS por dia via capsula. Entretanto,
os autores nao encontraram diferenca entre os tratamentos quanto ao pH, escore,
matéria seca e producéo de fezes.

O teor de amdnia das fezes e a quantidade de fezes excretadas nao diferiram
entre os tratamentos (P>0,05) (Tabela 2). Provavelmente a quantidade maxima
suplementada de 0,095% de FOS nao tenha sido suficiente para alterar a formacao
de compostos nitrogenados no intestino grosso, ja que em estudo feito com FOS,
SWANSON et al. (2002a) encontraram menor concentracao de aménia nas fezes de
caes suplementados com 4 g FOS por dia, e em trabalho prévio realizado pelos
mesmos autores (SWANSON et al., 2002b), ndo foi observada diferenca no teor de
amoénia das fezes de cdes suplementados com 2 g FOS por dia.

Os microrganismos metabolizam compostos nitrogenados gerando catabdlitos
putrefativos, como a amdnia, aminas biogénicas e fendis, os quais sao os principais
responsaveis pelo mau odor das fezes. Além disso, muitos destes cataboélitos podem

ter influencias negativas na saude intestinal, ja que altas concentracées de amoénia
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parecem causar distarbios no ciclo das células da mucosa e contribuir para a
carcinogénese do colon (LIN e VISEK, 1991).

O metabolismo do nitrogénio no colon pela microbiota pode ser modificado pela
disponibilidade de substrato, principalmente pelos carboidratos dietéticos.
Carboidratos fermentaveis, incluindo os FOS, podem diminuir a concentracdo de
compostos putrefativos por agir como fonte energética adicional (REMESY e
DEMIGNE, 1989). Quando a energia (carboidratos) estd limitada, as bactérias
fermentam aminoacidos a AGCC e aménia para obter energia. Entretanto, se ha
energia suficiente disponivel o teor de compostos nitrogenados diminui e as
concentragcdes de nitrogénio fecal, como massa microbiana, aumentam (SWANSON
et al., 2002a).

4. CONCLUSAO

A suplementagcdo de 0,047 ou 0,095% de FOS na dieta melhora as
caracteristicas das fezes dos caes. Entretanto, mais pesquisas sdo necessarias para
se conhecer os melhores niveis de FOS a serem suplementados em alimentos
comerciais para caes, ja que os efeitos relatados nos diferentes estudos ainda séo
controversos, devido a grande variacdo nos niveis suplementados, efeitos
cumulativos de ingredientes ricos em polissacarideos rapidamente fermentaveis das

dietas experimentais e aos diferentes periodos de adaptacédo aos tratamentos.
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CAPITULO IV - SUPLEMENTACAO DE MANANOLIGOSSACARIDEOS (MOS) E
ALUMINOSILICATO SOBRE AS CARACTERISTICAS DAS FEZES DE CAES

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas das fezes (matéria
seca; escore, 1: fezes liquidas a 5: fezes secas; amoénia, pH e producao de fezes) de
caes alimentados com trés dietas: controle, com suplementacédo de 0,10% de MOS e
com 0,25% de aluminossilicato. Foram utilizados 15 caes adultos distribuidos ao acaso,
em esquema de parcela subdividida no tempo, com cinco cdes recebendo cada
tratamento (25 dias de adaptacdo as dietas) e cinco dias de colheita total de fezes,
totalizando 25 observacgbes por tratamento. As médias foram comparadas pelo teste
Tukey-Kramer. Os caes suplementados com aluminossilicato apresentaram maior teor
de matéria seca (40,40%) e maior escore das fezes (4,00), em relacao as outras dietas.
A adicdo de MOS na dieta resultou em valores intermediarios para matéria seca
(37,91%) e escore fecal (3,64), enquanto os caes alimentados com a dieta controle
apresentaram fezes com menor teor de matéria seca (35,72%) e escore (2,84). O teor
de amoénia foi menor nas fezes dos cades alimentados com as dietas contendo
aluminosilicato (0,25%) ou MOS (0,25%), em relacao a dieta controle (0,29%). OpH e a
quantidade de fezes excretadas nao diferiram entre os tratamentos. A adicdo de
aluminossilicato ou MOS na dieta melhora a consisténcia e diminui o odor das fezes dos
caes.

Palavras—chave: Argila. Consisténcia das fezes. Oligossacarideos. Prebi6tico.

SUPPLEMENTATION OF MANNANOLIGOSACHARIDES (MOS) AND
ALUMINOSSILICATE ON FECAL CHARACTERISTICS OF DOGS

ABSTRACT

This study aimed to evaluate fecal characteristics (dry matter; score, 1: liquid feces to 5:
dry feces; pH, ammonia and fecal output) of dogs fed three diets: control, supplemented
with 0.10% MOS and with 0.25% aluminossilicate. Fifteen adult dogs were casualized
assigned in split-plot desing, with five dogs feeding each treatment (25 days adaptation
period) and five days of total feces collection, in a total of 25 observations per treatment.
Tukey-Kramer's test was used to compare the means. Dogs supplemented with
aluminossilicate in diet had higher fecal dry matter content (40.40%) and higher fecal
score (4.00) than the other diets.The supplementation of MOS resulted in medium dry
matter content (35.72%) and fecal score (3.64), while dogs fed the control diet showed
lower fecal dry matter content (35.72%) and score (2.84). The concentration of ammonia
was lower in feces of dogs fed diets with aluminossilicate (0.25%) or MOS (0.25%), than
on the control diet (0.29%). The diets did not differ about pH and fecal output. The
inclusion of aluminossilicate or MOS improve fecal consistency and lower ammonia of
feces of dogs.

Key words: Clay. Fecal consistency. Oligosaccharides. Prebiotic.
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1. INTRODUCAO

Assim como a avaliagdo da digestibilidade do alimento, a qualidade das fezes
produzidas também é importante aspecto a ser considerado na nutricao de caes. Os
proprietarios dos animais buscam alimentos que proporcionem fezes mais
consistentes e de menor odor, facilitando a higienizacdo do ambiente nos quais 0s
cées sdo criados.

A producgao de fezes mais firmes e secas pelos cées pode ser resultante da
ingestdo de alimentos de alta digestibilidade, com ingredientes de boa qualidade,
com moderado teor de fibras e bem processados. Entretanto, em formulacdes com
alta inclusado de farelos e/ou em alimentos para caes de racas grandes, 0s quais
geralmente apresentam fezes mais Umidas, pode-se empregar aditivos, como 0s
prebidticos, os quais sdo moduladores da microbiota intestinal ou as argilas, que
formam complexo com a 4gua, impedindo que esta permaneca livre nas fezes.

As argilas sdo sais minerais insollveis e pertencem a familia dos silicatos de
aluminio (MADKOUR et al., 1993). Sua estrutura basica é tetraédrica: quatro atomos
de oxigénios ao redor de um atomo de silicio ou aluminio. As argilas mais utilizadas
sao zeolitas, bentonita, esmectita e sepiolita. A capacidade adsorvente das argilas é
devida a sua molécula aberta que possui o cation sédio (Na*). O Na* fica solvatado
as moléculas de agua, aumentando varias vezes 0 seu volume, o que leva a
formagédo de um col6ide, melhorando a consisténcia das fezes (FERREIRA et al.,
2005).

Os mananoligossacarideos (MOS) sado oligossacarideos derivados das
paredes de leveduras, que ndo sao hidrolisados pelas enzimas digestivas, sendo
moderadamente fermentados no célon por Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.
(VICKERS et al, 2001). Os MOS podem modular o sistema imunoldgico e a
microbiota intestinal, bloqueiam a aderéncia das bactérias patogénicas ao ocupar os
sitios das células da mucosa do intestino e induzem a ativacdo dos macro6fagos,
saturando os receptores de manose das glicoproteinas da superficie celular
(MACARI & MAIORKA, 2000; STRICKLING et al., 2000). Em funcéao deste efeito
modulador da microbiota, os MOS podem contribuir para a saude intestinal e para a
melhora das fezes dos caes. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar
as caracteristicas das fezes de caes suplementados com MOS ou aluminossilicato
na dieta.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e local do experimento

Foram utilizados 15 caes adultos (quatro anos de idade), machos e fémeas, da
raca Beagle, sadios, vacinados e desverminados, com peso médio de 13,4 + 1,7 kg,
procedentes do canil do Laboratério de Estudos de Nutricdo Canina — LENUCAN,
da Universidade Federal do Parana — UFPR.

2.2 Dietas e delineamento experimental

Foram avaliadas trés dietas: controle, com adicdo de 0,25% de
aluminossilicato* e com adicdo de 0,10% de MOS*. A mistura de aluminossilicatos
ou o MOS foi adicionado a 300 mL de 6leo de soja e misturados a uma ragao seca
extrusada para caes adultos em misturador “Y” por 15 minutos. Os ingredientes e a
composicao quimica da dieta estao apresentados na Tabela 1.

O experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado em parcela
subdividida no tempo (parcela: tratamento e subparcela: dias), com cinco dias de
colheita de dados e cinco cées recebendo cada tratamento, totalizando 25
observagcdes por tratamento. As dietas foram oferecidas para os caes por um
periodo de adaptacédo de 25 dias seguidos de cinco dias de colheita total de fezes,
sendo que até o 23° dia os caes permaneceram em baias de alvenaria com soléario e
entao foram alojados em gaiolas metabdlicas de 0,7 m altura x 0,6 m comprimento x
0,5 m largura, onde permaneceram sete dias (dois dias de adaptacdo as gaiolas e
cinco dias para colheita total de fezes).

Os alimentos foram fornecidos uma vez ao dia, as 7:30 horas, em quantidade
suficiente para atender as necessidades de energia metabolizavel (NEM) do animal
segundo a férmula: NEM = 130 x Peso corporal®’®, preconizada pelo NATIONAL
RESEARCH COUNCIL - NRC (2006). A agua foi fornecida a vontade.

*Produtos cedidos pela GRASP®
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Tabela 1 — Ingredientes e composi¢cao quimica analisada da dieta experimental

Ingredientes Y%

Milho 440
Quirera de arroz 4,0
Farelo de soja 15,0
Farinha de carne e 0ssos 15,0
Farinha de peixe 1,0
Farinha de visceras de frango 14,0
Gordura de frango 3,5
Palatabilizante 2,5
Suplemento vitaminico e mineral”’ 0,5
Cloreto de sédio 0,5

Composi¢édo quimica analisada (% na matéria seca)

Matéria seca (MS) % 89,4
Matéria organica (MO) 90,0
Matéria mineral (MM) 9,9
Proteina bruta (PB) 30,6
Extrato etéreo acido (EEA) 8,5
Fibra bruta (FB) 2,3
Extrativos ndo-nitrogenados (ENN)? 37,9
Energia metabolizavel (kcal.g”) (EM)* 3,1

"'Enriquecimento/kg de alimento: Vit. A — 20000 Ul; Vit. D — 2000 Ul; Vit. E — 48 mg; Vit. K - 48 mg;
Vit. B1 - 4 mg; Vit. B2 — 32 mg; Acido Pantoténico — 16 mg; Niacina — 56 mg; Colina — 800 mg; Zinco
— 150 mg; Ferro — 100 mg; Cobre — 15 mg; lodo — 1,5 mg; Manganés — 30 mg; Selenio — 0,2 mg e
antioxidante 240 mg.

*’Estimado por: ENN (%) = MS% — (MM% + PB% + EEA% + FB%)

*3Estimado por: EM (kcal.g™) = [(3,5 X PB% + 8,5 X EEA% + 3,5 x ENN%)]/100

2.3 Analises

Todas as fezes foram colhidas e pesadas a medida que os animais defecavam
e encaminhadas para as analises laboratoriais. A qualidade das fezes foi avaliada a
partir dos valores de escore, matéria seca (MS), aménia, pH e producéo de fezes. O
escore fecal foi avaliado atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo: 1 = fezes pastosas; 2 =
fezes macias e mal formadas; 3 = fezes formadas e Umidas; 4 = fezes bem
formadas e consistentes; 5 = fezes bem formadas, secas e duras (SA-FORTES,
2005).
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As fezes frescas de cada animal foram homogeneizadas separadamente e uma
sub-amostra foi utilizada para determinacdo da amoénia segundo a AOAC (1995) e
para mensuracao do pH das fezes frescas (2 g de fezes frescas diluidas em 20 mL
de agua destilada, medido com pHmetro digital) e do pH das fezes secas por 48
horas a 55°C (2 g de fezes secas diluidas em 20 mL de agua destilada, medido com
pHmetro digital). O restante foi seco em estufa de ventilagdo forcada a 55°C até
atingir peso constante. Ap6s secagem, foi analisado o teor de matéria seca a 105°C
(MS105°C), para obtencdo da matéria seca original [MSO = (MS55°C x
MS105°C)/100].

2.4 Analise estatistica

Os dados foram previamente analisados quanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias, sendo realizada a transformacdo logaritmica
quando necessario. Em seguida as médias foram comparadas mediante teste de
Tukey-Kramer a 5% de probabilidade utilizando o procedimento Mixed do SAS
(1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os céaes suplementados com aluminossilicato apresentaram fezes com maior
teor de matéria seca e maior escore, em relagao as outras dietas. A adicao de MOS
na dieta resultou em valores intermediarios para matéria seca e escore fecal,
enquanto que os caes alimentados com a dieta controle apresentaram fezes mais
umidas e de menor escore (Tabela 2).

A concentragdo de amdnia foi menor nas fezes dos cées alimentados com as
dietas contendo aluminossilicato ou MOS, em relacdo a dieta controle. O pH e a

quantidade de fezes excretadas nao diferiram entre os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas das fezes de caes suplementados com aluminossilicato
ou mananoligossacarideos (MOS) na dieta (média + erro padrao)

Variaveis Controle _0’25% 1 0! OOA: CV%
Aluminossilicato* MOS*
Escore 2,8 + 0,09° 4,0 + 0,107 3,6 +0,10° 19,6
Matéria seca% 35,7 + 0,37° 40,4 + 0,42° 37,9+021° 96
pH das fezes frescas 7,1 +0,05 6,9 + 0,05 6,9 + 0,03 3,3
pH das fezes secas 6,6 + 0,04 6,6 + 0,04 6,6 + 0,03 3,1
Amo6nia% 0,35 + 0,012 0,30 + 0,01° 0,30 + 0,01° 24,4
gMSfez.kgPC'.dia'™ 6,92 + 0,38 7,66 + 0,59 7,02+0,37 31,8

2P Médias na mesma linha sem uma letra em comum diferem pelo teste Tukey-Kramer (p<0,05)

CV = Coeficiente de variacao

*! Produtos cedidos pela GRASP

2Escore: 1: fezes pastosas e sem forma; 2: fezes macias e mal formadas; 3: fezes macias, formadas
e umidas, que marcam o piso; 4: fezes bem formadas e consistentes e que ndo aderem ao piso; 5:
fezes bem formadas, duras e secas

*3 Produgéao de fezes na matéria seca (g) em um dia.peso corporal do cao (kg)'1

DELBECQUE (1995) relatou reducdo em até 25% do teor de umidade das
fezes de aves e suinos suplementados com aluminossilicato na dieta. Além da sua
capacidade de adsorcao de agua, a diminuicao na umidade das fezes também pode
estar relacionada ao aumento no tempo de transito intestinal, como descrito por
FIORAMONTI et al. (1991), os quais observaram reducdo na motilidade intestinal
em caes suplementados com silicato de aluminio esmectita na dieta. Segundo
FERREIRA et al. (2005) os aluminossilicatos também podem limitar o
desenvolvimento de microrganismos no intestino e adsorver toxinas e bactérias, fato
este que pode explicar a menor concentracdo de aménia nas fezes dos caes
suplementados com aluminossilicato na dieta.

Os microrganismos patogénicos fermentam compostos nitrogenados gerando
amonia, fendis e inddis, os quais sdo 0s principais responsaveis pelo mau odor das
fezes e pela carcinogénese do célon (SWANSON et al., 2002). Em estudo com
oligossacarideos, ZENTEK et al. (2002) observaram menor pH fecal e menor agua
livie e teor de aménia nas fezes de cdes suplementados com 1 g.kg”' de peso
corporal por dia de MOS, em relacao a dieta controle. Apesar do presente estudo ter
encontrado resultados semelhantes em relagdo a menor umidade e menor

concentracdo de aménia das fezes, € possivel que o nivel de MOS suplementado
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(0,10%) nao seja suficiente para alterar a fermentagdo no intestino grosso a ponto
da diferenca ser encontrada por medi¢éo do pH das fezes.

A menor umidade e concentragdo de amoénia nas fezes dos caes
suplementados com MOS podem estar relacionadas ao efeito modulador dos MOS
sobre a microbiota intestinal, reduzindo, por exclusdo competitiva a populacdo de
microrganismos patogénicos, como Salmonella spp. e Clostridium spp.
(STRICKLING et al., 2000) e, por conseguinte, contribuindo ao desenvolvimento dos
microrganismos considerados benéficos, como os Lactobacillus spp e
Bifidobacterium spp.

Os AGCC produzidos principalmente por Lactobacillus spp e Bifidobacterium
spp. sdo rapidamente absorvidos pelos colondcitos, sendo, portanto, os principais
anions responsaveis pela reabsorcao de agua do intestino por osmose (HERSCHEL
et al., 1981). Entretanto, as propriedades de reabsorcédo de agua do lumen intestinal
dos AGCC parecem ser dose dependente, jA que em concentragdes extremamente
altas ou baixas é possivel que os AGCC contribuam para o aumento do teor de
agua nas fezes (HERSCHEL et al., 1981).

4. CONCLUSAO

A inclusdo de aluminossilicato na dieta melhora a qualidade das fezes dos
caes, por meio da reducao do teor de umidade e amdnia fecal. A suplementacao
com MOS também contribui para a producdo de fezes mais consistentes e com
menor teor de amobnia, embora, com efeito menos pronunciado que o

aluminossilicato quanto a consisténcia das fezes.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O papel dos caes na sociedade tem mudado ao longo dos anos.
Antigamente, o principal interesse do homem pelo cdo era para auxilio em
atividades de caca, guarda, pastoreio, conducao de trend ou entretenimento, como
animais de corrida. Entretanto, caracteristicas de docilidade e companheirismo,
inerentes a espécie canina, fizeram com que o cao se tornasse parte integrante das
familias, desempenhando importante papel na vida de muitas pessoas.

Sendo assim, a alimentacao fornecida a esses animais também se modificou
ao longo dos anos. Partindo de sobras de comida e alimentos caseiros, até ragdes
basicas enlatadas e extrusadas nas primeiras décadas do século XX, aos alimentos
extrusados atuais, fabricados sob normas de controle de qualidade e formulados
especificamente para diferentes ragcas e cdes com necessidades especiais,
contendo ingredientes selecionados e nutracéuticos para melhorar a saude e
longevidade dos animais.

Por serem considerados como membro da familia, ha a tendéncia das
pessoas desejarem fornecer aos seus caes alimentos similares aos que consomem.
Desse modo, a evolugdo na alimentacdo de caes acompanhou as pesquisas na
area de nutricdo humana, principalmente quanto ao processamento dos alimentos e
ao uso de nutracéuticos, ou alimentos funcionais, como probiéticos, prebibticos,
acidos organicos, acidos graxos essenciais, aminoacidos, dentre outros.

Como o trato digestério € a principal porta de entrada de substancias
exégenas ao organismo, sua higidez é fundamental para o bom aproveitamento dos
nutrientes dos alimentos e ao mesmo tempo para impedir que microrganismos
patogénicos e toxinas atinjam a corrente sanguinea e outros 6rgaos. Alguns dos
aditivos supracitados, como probioticos, prebibticos e argilas podem promover a
higidez intestinal, j& que apresentam efeito modulador sobre a microbiota do trato
gastrintestinal (TGl) dos animais, estimulando o desenvolvimento de
microrganismos nao-patogénicos em detrimento dos patogénicos.

Uma alimentagdo balanceada, produzida com ingredientes de qualidade,
aliada a um intestino contendo microbiota equilibrada, além de auxiliar na
manutencao da saude do organismo como um todo, também resultam na formagéao
de fezes menos volumosas, mais consistentes e menos fétidas pelos caes. Isto é

um fator importante, considerando que os caes estdo vivendo cada vez mais em
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apartamentos ou no interior das casas e, portanto, deseja-se que as fezes sujem o
menos possivel 0 ambiente.

Em funcdo de o cdo ser um animal basicamente carnivoro, ou carnivoro nao
estrito, sua dieta apresenta alto teor protéico. As fontes protéicas utilizadas na
maioria dos alimentos comerciais sao geralmente farinhas de subprodutos de
origem animal, as quais podem conter contaminantes e nem sempre serem bem
processadas e farelos vegetais ricos em fibras, podendo resultar na chegada de alto
teor de compostos nitrogenados ndo digeridos no intestino grosso, os quais sao
substratos para microrganismos proteoliticos, como o Clostridium perfringens. Estes
microrganismos fermentam compostos nitrogenados formando substancias
putrefativas, como aménia e aminas biogénicas, as quais, além de serem as
principais responsaveis pelo mau odor das fezes, sdo toxicas as células da mucosa
intestinal, podendo gerar colite e carcinogénese do célon e comprometer a fungéo
de barreira da mucosa.

Os aditivos moduladores da microbiota intestinal podem ser importantes
adjuvantes no controle de microrganismos patogénicos, como Clostridium e E. coli.
Uma vez que promovem o desenvolvimento da microbiota n&o-patogénica,
constituida principalmente por microrganismos produtores de lactato, como
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.. Estes microrganismos reduzem o pH
intestinal, por meio da producdo de acido lactico e acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), inibindo, deste modo, o desenvolvimento de microrganismos patogénicos.

O estudo de aditivos sobre a saude intestinal de caes € uma ciéncia dificil em
funcdo, principalmente, da interferéncia dos ingredientes das dietas experimentais
sobre os efeitos dos aditivos, ampla variedade de populacbes de microrganismos
que habitam o TGl e da dificuldade em se coletar amostras de fluido e epitélio
intestinal de forma pouco evasiva aos animais. Dessa maneira, as medidas indiretas
mais utilizadas para avaliagdo dos efeitos de probioticos, prebidticos e argilas sobre
a microbiota intestinal sdo realizadas por meio das fezes.

Apesar das fezes fornecerem indicativos sobre a salde intestinal, nem
sempre podem ser altamente representativas das interacbes que ocorrem no trato
digestério, uma vez que grande parte dos metabdlitos formados, como AGCC,
lactato e amébnia sdo prontamente metabolizados pelas células da mucosa intestinal
e alguns microrganismos permanecem mais aderidos ao trato digestorio que outros,

ndao sendo recuperados em grandes concentracées nas fezes. Portanto, nem
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sempre sera possivel encontrar maior niumero de bactérias lacticas, lactato e menor
pH nas fezes com a suplementacao de um probidtico ou prebidtico na dieta, mesmo
que estes efeitos bioldgicos tenham ocorrido no intestino.

Por outro lado, como elucidado anteriormente, geralmente a producédo de
fezes menos volumosas, mais consistentes e de menor odor podem ser reflexo de
um intestino saudavel. Portanto, medidas da consisténcia, umidade, agua livre,
producéo de fezes e concentragdo de compostos putrefativos, podem ser utilizadas
como variaveis complementares na avaliagao de certos aditivos na dieta.

A pontuacdo das fezes por escore € um método de facil execucdo, bem
representativo e amplamente utilizado pelos pesquisadores para medir a
consisténcia das fezes. Entretanto, por ser subjetivo, € importante que seja
realizado por apenas um pesquisador durante o periodo de colheita de fezes e que
todas as caracteristicas de cada pontuacdao estejam bem definidas pelo
pesquisador. Além disso, alguns cuidados devem ser tomados para que O0S
resultados ndao sejam mascarados, como quando ha a presenca de fezes de
diferentes escores (algumas moles e outras mais consistentes, por exemplo) no
mesmo monte defecado. Neste caso, aconselha-se a considerar como escore a
pontuacao que represente a maioria das fezes defecadas (pelo menos 2/3 destas).
Outro problema comum ocorre quando as fezes encontram-se amassadas na gaiola
pelas patas do animal, resultando em fezes amorfas e com teor de umidade
alterado, sendo dificil identificar o escore original das fezes. Para evitar que isso
ocorra deve-se procurar colher as fezes com maior freqiéncia, para que estas
permanegam 0 menor tempo possivel proximo ao animal.

Apesar da maioria dos pesquisadores adotarem pontuacdo de 1 a 5, a
comparacao dos escores de fezes entre os diferentes trabalhos se torna dificultada,
devido a falta de padronizacdo no meio cientifico sobre as caracteristicas de cada
pontuagéo. Alguns pesquisadores consideram valores de 1: fezes bem formadas,
duras e ressecadas a 5: fezes amorfas, moles, quase liquidas. Em contrapartida,
outros consideram o contrario, 1: fezes amorfas, moles, quase liquidas a 5: fezes
bem formadas, duras e ressecadas.

A determinagéo do teor de matéria seca das fezes, apesar de ser um metodo
quantitativo, portanto, mais preciso que o0 escore, nem sempre € representativo da
consisténcia das fezes, pois a agua pode estar ligada a alguns componentes

higroscopicos nas fezes (como minerais e fibras) o que as mantém firmes,
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entretanto, quando secas na estufa, a agua presa € evaporada, e o teor de matéria
seca final pode se equivaler ao teor de matéria seca de fezes menos consistentes,
produzidas por outro animal, que ingeriu um alimento diferente. Sendo assim, outro
método complementar para avaliacdo da consisténcia das fezes seria a
determinacao da agua livre das fezes, a qual € medida em fung¢do do sobrenadante
obtido pela centrifugacdo das fezes frescas. De modo geral, os métodos de
avaliagdo da consisténcia das fezes sdo complementares, devendo ser utilizados
juntos sempre que possivel.

Vale ressaltar que nem sempre a melhor consisténcia de fezes para os donos
dos caes é a melhor para os animais. Fezes muito ressecadas e duras, apesar de
facilitar a higienizacdo do ambiente, predispdem a retencéo fecal e podem resultar
em disturbios intestinais. Além do mais, o prolongamento da permanéncia das fezes
no intestino grosso permite maior tempo de fermentacdo da fracdo protéica nao
digerida e, por conseguinte, maior exposicao da mucosa intestinal a compostos
putrefativos téxicos. Portanto, € importante a formulacdo de dietas balanceadas,
principalmente quanto a composicao de fibras, a fim de promover a saude intestinal
dos animais e a producao de fezes com escore “ideal”.

Outras determinacbes que podem ser realizadas nas fezes, correlacionadas
mais diretamente com a saude intestinal, seriam a medicdo do pH, o qual esta
relacionado com o grau de fermentacdo intestinal e determinacées de AGCC
(acético, propiénico e butirico, principalmente) e lactato. Além disso, pode ser
avaliada a concentracdo de compostos putrefativos, como aminas biogénicas,
indois, fendis, acidos graxos de cadeia ramificada e amdnia. E a avaliacao de
microrganismos utilizando meios de cultura, ELISA ou extragdo de DNA das fezes
seguido por reacao em cadeia da polimerase (PCR). No caso da determinacao da
concentracdo de microrganismos nas fezes, observa-se dificuldade em se conseguir
isolar apenas uma cepa, uma vez que 0 numero de géneros e espécies de
microrganismos presentes nas fezes € muito grande, dificultando o isolamento de
apenas uma espécie, mesmo com a utilizacdo de meios de cultura e antibiéticos
especificos.

Apesar dos empecilhos ao estudo desses aditivos em cées, a maioria dos
trabalhos demonstra que os probibticos, prebidticos e argilas apresentam efeitos
benéficos sobre as caracteristicas das fezes, melhorando a consisténcia e

diminuindo o mau odor e sobre a saude intestinal dos caes, modulando a microbiota
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intestinal a favor de bactérias nao prejudiciais ao hospedeiro. Entretanto, apesar dos
efeitos benéficos relatados, a presenca de resultados controversos entre 0s
trabalhos demonstra a importancia da realizacdo de novos estudos, a fim de maior
esclarecimento do modo de acdo dos mesmos no organismo dos animais e para se
estabelecer os niveis funcionais de inclusdo desses aditivos nos alimentos
comerciais.

O conhecimento da dosagem a ser utilizada na dieta & fundamental para que
o aditivo apresente efeito desejavel, uma vez que a relacao entre o nivel de inclusao
funcional e o nivel que pode causar efeitos adversos aos animais geralmente é
muito estreita. Prebidticos altamente fermentaveis, como os frutoligossacarideos
(FOS), quando adicionados em niveis superiores a 0,5% em dietas basicas
(compostas por milho, quirera de arroz, farelo de soja e farinhas de subprodutos
animal) podem prejudicar a digestibilidade e causar cdlicas, flatuléncia e producao
de fezes menos consistentes pelos caes. Isto ocorre devido ao extravasamento de
liquido para o lumen intestinal, em funcdo do aumento da pressdo osmética
intraluminal causado pela alta concentracdo de lactato produzido. Em contrapartida,
argilas suplementadas em niveis superiores ao recomendado (geralmente acima de
0,5 — 0,8%) podem levar a retencao fecal e a disturbios digestivos sérios.

O recente interesse em estudos com céaes e, portanto, o limitado nimero de
trabalhos cientificos, ainda gera resultados divergentes sobre os efeitos de Bacillus
subtilis, FOS, mananoligossacarideos (MOS) e aluminossilicato no organismo dos
caes. A presenca de resultados tdo divergentes entre os estudos se deve a grande
variacdo nos niveis dos aditivos suplementados, como no caso dos FOS, que
variam de 0,05 a 6% da matéria seca da dieta; efeitos cumulativos de ingredientes
ricos em polissacarideos rapidamente fermentaveis das dietas experimentais (como
estaquiose e rafinose da soja), o que pode mascarar o efeito dos prebioticos;
composicao quimica dos prebidticos, como grau de polimerizacdo da cadeia dos
FOS e o uso de MOS purificados ou parede de levedura; diferentes periodos de
adaptacao aos tratamentos, variando de trés a 25 dias e desafio microbiolégico aos
quais os animais sdo submetidos.

O momento de inclusdo dos aditivos na dieta torna-se outro fator a ser
estudado futuramente, ja que a maioria dos trabalhos avalia os aditivos misturados a
dieta apdés a extrusdo, pratica esta pouco funcional na industria. As elevadas
temperaturas, pressdo e umidade empregadas durante o processo de extrusdo
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podem diminuir ou eliminar a funcionalidade dos aditivos, ja que podem clivar as
cadeias dos FOS, resultar na saturacao dos aluminossilicatos por 4gua, a qual pode
nao ser perdida no processo de secagem e eliminar os microrganismos dos
probidticos.

Em relacdo aos probidticos, o uso de diferentes géneros, cepas e
concentracdes de microrganismos avaliados sdo os responsaveis por resultados tao
divergentes relatados na literatura. Além disso, a concentracédo de microrganismos
viaveis no produto; grau de desafio que os animais sdo submetidos e as diferentes
composicoes das dietas experimentais, principalmente quanto a concentracao de
oligossacarideos fermentaveis e qualidade da proteina, também influenciam os
resultados, tornando dificil concluir quais probi6ticos e em quais concentracbes sao
mais eficazes em dietas comerciais.

Em virtude do exposto, a necessidade de novos estudos sobre aditivos
moduladores da microbiota intestinal e melhoradores das caracteristicas das fezes
dos caes é imprescindivel, a fim de se estabelecer os niveis funcionais que devem
ser adotados pela industria. Além da avaliacdo dos aditivos, também é importante
gue novas metodologias sejam estudadas para maior precisdo e elucidacdo dos
efeitos dos aditivos sobre a saude dos cées. Outro ponto fundamental é a
necessidade da realizacdo de estudos nacionais, uma vez que os ingredientes
utilizados nas dietas experimentais em estudos fora do Brasil sdo pouco
representativos das matérias-primas empregadas nas formulagdes nacionais.

Por fim, o Bacillus subtilis, FOS, MOS e aluminossilicato podem apresentar
efeitos benéficos a saude intestinal e sobre as caracteristicas das fezes excretadas
pelos caes, quando suplementados em niveis adequados na dieta. Entretanto, sua
adicao na dieta deve ocorrer com finalidade adjuvante a uma férmula balanceada,
ingredientes de qualidade e processamento adequado, ndo como unico fator que
deva melhorar a saude dos animais quando os outros fatores ndo estdo adequados.



