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RESUMO

Os disturbios gastrointestinais incluem uma diversidade de enfermidades, como as
enteropatias agudas e crbnicas. O tratamento desses disturbios inclui dietas
especificas que, além de proporcionar alta digestibilidade dos nutrientes e
palatabilidade, deve também auxiliar na modulagao positiva da microbiota intestinal.
Dessa forma, o objetivo do estudo foi avaliar a digestibilidade e palatabilidade da dieta,
bem como os metabdlitos de fermentacdo e microbiota fecal de caes saudaveis
alimentados com uma dieta coadjuvante formulada para disturbios gastrointestinais.
Foram utilizados 16 caes adultos da raga beagle (8 machos e 8 fémeas), alimentados
com uma dieta controle para manutencdo de cides saudaveis por 20 dias, como
periodo pré-experimental. Posteriormente, os caes foram divididos em dois grupos,
distribuidos inteiramente ao acaso, nos quais 8 dos caes continuaram a ser
alimentados com a dieta controle, e os outros 8 foram transicionados de forma abrupta
para uma dieta gastrointestinal (Teste) por 35 dias de periodo experimental. Fezes
frescas foram coletadas nos dias 0, 3, 15 e 30 do periodo experimental para analises
de matéria seca, pH, metabdlitos de fermentagao e microbiota fecal. A coleta de fezes
para a digestibilidade foi realizada nos dias 31 a 36. A dieta teste apresentou maior
digestibilidade e palatabilidade em comparagdo a dieta controle (P<0,05). Foi
observada reducdo no pH e aumento nas concentragdes fecais de butirato, amoénia,
serotonina, cadaverina, putrescina e aminas totais no grupo teste (P<0,05). As dietas
resultaram em clara diferenciagcao no perfil geral do microbioma fecal dos caes a partir
do dia 3 (P<0,05). Ainda, foi observado aumento de Streptococcus nas fezes do grupo
controle e aumento de Turicibacter e Faecalibacterium nas fezes do grupo teste
(P<0,05). Dessa forma, a dieta teste apresenta alta digestibilidade dos nutrientes e
melhor palatabilidade, altera os metabdlitos de fermentagcdo e modula beneficamente
o microbioma fecal de caes saudaveis, demonstrando ser um alimento com potencial

de recomendacgao para animais com disturbios gastrointestinais.

Palavras-chave: Butirato; enteropatias cronicas, Faecalibacterium, Turicibacter.



ABSTRACT

Gastrointestinal disorders include a variety of diseases, such as acute and chronic
enteropathies. The treatment of these disorders includes specific diets which, in
addition to providing high nutrient digestibility and palatability, should also help to
positively modulate the intestinal microbiota. The aim of this study was to evaluate the
digestibility of the diet, the fermentation metabolites and the fecal microbiota of healthy
dogs fed a coadjuvant diet formulated for gastrointestinal disorders. Sixteen adult
beagle dogs (8 males and 8 females) were fed a control diet for the maintenance of
healthy dogs for 20 days as a pre-experimental period. Subsequently, the dogs were
divided into two groups, distributed entirely at random, in which 8 of the dogs continued
to be fed the control diet, and the other 8 were abruptly transitioned to a gastrointestinal
diet (Test) for 35 days of the experimental period. Fresh fecal matter was collected on
days 0, 3, 15 and 30 of the experimental period for analysis of dry matter, pH,
fermentation metabolites and fecal microbiota. Feces was collected for digestibility on
days 31 to 36. The test diet showed greater digestibility and palatability compared to
the control diet (P<0.05). There was a reduction in pH and an increase in fecal
concentrations of butyrate, ammonia, serotonin, cadaverine, putrescine and total
amines in the test group (P<0.05). The diets resulted in a clear differentiation in the
general profile of the dogs' fecal microbiome from day 3 onwards (P<0.05). There was
also an increase in Streptococcus in the feces of the control group and an increase in
Turicibacter and Faecalibacterium in the feces of the test group (P<0.05). Thus, the
test diet shows high nutrient digestibility and palatability, alters fermentation
metabolites and beneficially modulates the fecal microbiome of healthy dogs,
demonstrating that it is a food with potential for recommendation for animals with

gastrointestinal disorders.

Key words: Butyrate; chronic enteropathies; Faecalibacterium, Turicibacter
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CAPITULO I: CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGAO

Doencas gastrointestinais estao entre as condi¢bes mais frequentes atendidas
em clinicas veterinarias (O’'Neill et al., 2021), sendo responsaveis por alteragdes
fisioldgicas em segmentos do sistema gastrointestinal, como o esbéfago, estémago,
intestino, pancreas e o figado. Tradicionalmente, sédo utilizados medicamentos como
protetores gastricos, prednisona e metronidazol no tratamento de disturbios
gastrointestinais (Jergens et al., 2010; Marks et al., 2018). Entretanto, esses
medicamentos podem causar disbiose intestinal, devido as alteragdes negativas que
causam na microbiota intestinal (Ellis et al., 2023). Por isso, realizar um manejo
nutricional adequado para cada tipo de disturbio é essencial para auxiliar no
tratamento (Belchik et al., 2024).

Dessa forma, no manejo nutricional para esses disturbios sao utilizadas dietas
coadjuvantes, as quais segundo a Portaria n® 3, de 22 de janeiro de 2009, do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sdo definidas como: “Produto
composto por ingredientes ou matérias-primas e aditivos destinado exclusivamente a
alimentacéo de animais de companhia com disturbios fisiologicos ou metabdlicos, cuja
formulacao é incondicionalmente privada de qualquer agente farmacolégico ativo”.

Os alimentos coadjuvantes para disturbios gastrointestinais visam a
combinagdo de macro e micronutrientes de alta digestibilidade em quantidades
adequadas, juntamente com ingredientes funcionais, auxiliando a reduzir os efeitos
causados pela doencga, assim como o impacto ocasionado pelos medicamentos
convencionais (Rossi et al., 2017; Lenox, 2021). Dessa forma, essa dissertagdo tem
por objetivo abordar os tipos de disturbios gastrointestinais que acometem os caes,
assim como demonstrar a importancia do manejo nutricional e o impacto da microbiota
no auxilio ao tratamento. Além disso, sera apresentada uma pesquisa sobre os efeitos

de um alimento coadjuvante gastrointestinal em caes.
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1.1 Objetivos

Apresentar uma reviséo de literatura sobre disturbios gastrointestinais de caes.
Ainda, objetivou-se avaliar a digestibilidade e palatabilidade da dieta, e funcionalidade

intestinal de caes saudaveis alimentados com uma dieta coadjuvante gastrointestinal.

1.2 Objetivos especificos

e Avaliar uma dieta coadjuvante formulada para auxiliar em tratamentos
gastrointestinais, em caes saudaveis durante um més, a fim de verificar a
digestibilidade da dieta em comparagéo a uma dieta comercial de manutengéo.

e Avaliar as caracteristicas fecais, microbiota fecal e produtos de fermentacao
microbiana de caes, e a capacidade da dieta teste de modular a microbiota
intestinal.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mecanismos de protegcao da mucosa intestinal

O trato gastrointestinal desempenha diversas fun¢gdes no organismo, dentre
elas a digestdo e absorgcédo de nutrientes e consequentemente a excrecéo, além da
funcao de protecao (Cheng et al., 2010).

Enquanto o estbmago prepara o alimento para a digestdo e absorgéo pelo
intestino (Ramsay e Carr, 2011), o intestino delgado tem como funcdo finalizar a
quebra dos nutrientes (proteinas, amido e lipidios, por exemplo) em particulas
menores para posterior absorcédo (Meerveld et al., 2017). Além disso, outra
caracteristica do trato gastrointestinal € a presenga de mecanismos para a sua
protecao.

Internamente, essa protecdo se estende a barreira da mucosa intestinal. A
mucosa intestinal € composta pelo epitélio, o qual tem a funcdo de barreira fisica,
regulando a permeabilidade intestinal com a selecdo das moléculas (Sanchez de
Medina et al., 2014).

A barreira intestinal possui mecanismos para defesa do organismo, que inclui
mecanismos luminais, como acido gastrico e enzimas digestivas, assim como as
células epiteliais, que auxiliam no controle da permeabilidade intestinal. Ainda, o
sistema imune auxilia na defesa contra antigenos (DeMateo et al., 2002), através do
maior 6rgao do sistema imunoldgico, o tecido linfoide associado ao intestino (GALT),
que compreende 70% do sistema imune, abrigando as imunoglobulinas A (IgA), por
exemplo (Vighi et al., 2008). Ademais, o trato gastrointestinal também conta com a
protecao da microbiota intestinal (Sanchez de Medina et al., 2014).

Essa ligagao entre a integridade do trato gastrointestinal e a microbiota
intestinal esta correlacionada com a saude do hospedeiro. Isso porque o impacto
desses microrganismos, quando alterados, gera maior permeabilidade na mucosa
intestinal, e por consequéncia, essa abertura faz com que microrganismos com
potencial patogénico e suas toxinas adentrem no organismo (Ziese e Suchodolski,
2021), podendo gerar diversos disturbios gastrointestinais. Em contrapartida, quando
em equilibrio, a microbiota intestinal contribui para o desenvolvimento e manutencao

do sistema gastrointestinal, protecao, fortalecimento da barreira intestinal, além de
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produzir metabdlitos que contribuem com a saude do hospedeiro (Rowland et al.,
2017).

Apesar de nem todos os problemas gastrointestinais serem ocasionados
especificamente por alteragdes na microbiota intestinal, como por exemplo o uso
indevido de alguns medicamentos (Papich, 2012), ingestdo de corpos estranhos
(Hayes, 2009) e infestagbes por parasitos intestinais (Ferreira et al., 2021), é
comprovada a ligagdo entre doencgas intestinais e as mudangas na microbiota
intestinal (AlShawagqfeh et al., 2017).

2.2Disturbios gastrointestinais em cades e o impacto sobre o trato

gastrointestinal

Diversos disturbios gastrointestinais podem acometer os caes. Embora o termo
“disturbios gastrointestinais” compreenda, de forma geral, diferentes enfermidades
que podem ocorrer em diversos segmentos do trato gastrointestinal, a diarreia € um
dos sintomas mais recorrentes (Cascon et al., 2017). Ainda, a diarreia quando

acompanhada por sinais clinicos, pode esclarecer a origem da doencga (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas da diarreia e sinais clinicos acompanhantes de acordo com

a origem da doenca.

Intestino Intestino
Origem Ambos
Delgado Grosso
Perda de peso +/- - +/-
Disorexia/Nauseas +/- - +/-
Dor +/- +/- +/-
Urgéncial/Frequéncia Normal Aumentada Normal para
de defecagao aumentada
Normal para Diminuida Normal para
Volume de fezes o
aumentada diminuida
Muco +/- + para +++ -/+
Sangue +/- -/+ +/-
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Melena Hematoquezia Melena ou

Hematoquezia

Adaptado de Marks (2013).

Dessa forma, as enteropatias crénicas (EC) sdo uma das causas mais comuns
de diarreia cronica no intestino (Volkmann et al., 2017). Caes que desenvolvem essa
doenca apresentam perda de peso, vdmito e diarreia persistentes com 3 semanas ou
mais, apos o diagnostico descartar a possibilidade de outras doengas. As EC podem
ser classificadas, de acordo com a resposta dos animais aos tratamentos, em
responsivas aos alimentos, responsivas ao uso de antibidticos, responsivas a
imunossupressores e nao responsivas (Dandrieux, 2016).

Caes que adquirem essa doenca possuem a permeabilidade intestinal e a
absorgéo alterada, comprometendo a fun¢gdo da mucosa intestinal (Allenspach et al.,
2005). Uma vez que essa funcéao € alterada, pode haver uma ruptura na barreira da
mucosa intestinal (Kobayashi et al., 2007), sendo essa uma das possiveis causas das
inflamacgdes intestinais.

Apesar da origem da doenga ainda nédo ser bem definida, podendo ter origem
genética, fatores ambientais e uma resposta imune da mucosa, estudos recentes
passaram a propor mudangas na classificacdo das enteropatias crénicas em outra
categoria: as responsivas a modulagao relacionadas e microbiota intestinal, devido ao
efeito da microbiota sobre processos inflamatérios na mucosa intestinal (Basson et al.,
2016; Dupouy-Manescau et al., 2024).

Assim, mesmo nao sendo totalmente compreendido se as alteragdes sobre a
microbiota intestinal s&o o motivo das doencgas ou o resultado, Suchodolski et al. (2012)
demonstraram que ha correlagdo entre EC e alteragdes na microbiota intestinal de
caes. Além disso, o desequilibrio da microbiota intestinal pode ser uma das causas de
alteracdes na barreira intestinal, possibilitando a passagem de microrganismos com
potencial patogénico, além de toxinas, comprometendo juntamente o sistema

imunoldgico e agregando processos inflamatorios (Ziese & Suchodolski, 2021) (Figura

1).
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FIGURA 1 - INTESTINO SAUDAVEL E COM ENTEROPATIAS CRONICAS.
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FONTE: Adaptado de Suchodolski (2023).

Além disso, outras doencgas também podem afetar o trato gastrointestinal, como
a insuficiéncia pancreatica exocrina (IPE) e a gastrite. A IPE é reconhecida pela
deficiéncia da producédo das enzimas digestivas, ocasionando a ma absor¢ao dos
nutrientes (Isaiah et al., 2017). Ja na porcdo do estdmago, a gastrite € comum na
rotina clinica, caracterizada por inflamagdes ou ulceragdes na mucosa (Amorim et al.,
2016), causadas por medicamentos, agentes infecciosos, ulceras, alimentos e corpos
estranhos (Webb & Twedt, 2003). Além disso, pode causar ma condi¢gdo corporal,
vomito, diarreia, além de outras anomalias, como hiperemia e descoloracédo, podendo

apresentar em alguns casos edema, erosdes ou ulceragcdes (Faucher et al., 2020).

2.3Microbiota sentinela intestinal de caes e produtos de fermentacgao

O sistema gastrointestinal dos caes é constituido por uma diversidade de
microrganismos, como fungos, virus, protozoarios e principalmente bactérias
(Suchodolski, 2021). Cada porgao do trato gastrointestinal dos caes é colonizada por
diferentes tipos bacterianos predominantes (Suchodolski et al., 2008), os quais
convivem em equilibrio, mas que podem sofrer alteragdes durante a fase de
desenvolvimento dos filhotes, bem como alteracdes devido as mudangas no ambiente,
na dieta ofertada e ao uso de medicamentos (Buddington et al., 2003; Vilson et al.,
2018; Schmidt et al., 2018; Pilla et al., 2020). O desequilibrio que pode ocorrer é

denominado como disbiose intestinal, caracterizado por mudancas e reducido da
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diversidade bacteriana (Barko et al., 2017), e um aumento significativo de bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Vazquez-Baeza et al., 2016).

Caes com disturbios gastrointestinais, como as EC, possuem alteracdes
caracteristicas na microbiota intestinal. O indice de disbiose desenvolvido por
AlShawaqgfeh et al. (2017) determina a propor¢ao de 7 géneros bacterianos sentinelas
presentes em cdes com EC. Animais saudaveis apresentavam aumento de
Faecalibacterium, Fusobacterium, Turicibacter, Blautia e Clostridium hiranonis, e uma
diminui¢cao dos géneros Streptococcus e Escherichia coli (E. coli), enquanto em caes
com EC era observado o oposto.

Caes com outras doengas, como por exemplo a linfangiectasia, também
apresentam diminuicdo do género Faecalibacterium (Nagahara et al., 2023). Da
mesma forma, em humanos foi observado que a espécie Faecalibacterium prausnitzii
quando presente pode auxiliar em doengas gastrointestinais, como a doenga de Crohn
(Sokol et al., 2008). Os beneficios associados a esse género também estdo na inibigao
de NF-kpB e de interleucinas (IL-8) (Miquel et al., 2013). Isso porque o Faecalibacterium
€ um importante produtor de butirato, um acido graxo de cadeia curta (AGCC), que
além de fornecer energia para os colonécitos (Martin-Gallausiaux et al., 2021), é capaz
de bloquear a sinalizagdo de células T pro-inflamatérias (Zhou et al., 2018; Chen e
Vitetta, 2018), agindo como um anti-inflamatério no organismo. Ainda, pode ter efeitos
inibitérios sobre células cancerigenas (Donohoe et al., 2012), e apresentar outras

fungdes no organismo (Figura 2).
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FIGURA 2 - IMPACTO FUNCIONAL DOS ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA
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Assim como o género Faecalibacterium, o Fusobacterium também €& um
produtor de butirato, produzido através da fermentagédo proteolitica (Louis e Flint,
2016). Apesar do aumento desse género ser retratado em humanos com cancer
colorretal (Goradel et al.,, 2018), em caes o Fusobacterium quando aumentado é
correlacionado a animais saudaveis, e diminuido em animais com EC (AlShawagfeh
et al., 2017). Em outras doencas relacionadas ao eixo intestino-figado, como a
hepatobiliar crébnica com colestase, o Fusobacterium também apresentou diminui¢cao
em caes acometidos com a doenga, assim como uma diminuigdo de outros géneros,
como Turicibacter e a espécie Clostridium hiranonis, e aumento do género Escherichia
(Habermaass et al., 2023).

Também, o género Turicibacter esta relacionado ao eixo intestino-cérebro, um
dos principais mecanismos que conectam o intestino com outras partes do corpo.
Cerca de 90% da serotonina é sintetizada no intestino, e esse género desempenha
um papel na regulagao da serotonina no intestino, auxiliando na motilidade intestinal
e possivelmente em casos de disturbios gastrointestinais (Gershon & Tack, 2007;
Vedovato et al., 2015; Fung et al.,, 2019). Isso demonstra que grande parte da
serotonina produzida no organismo esta diretamente associada a microbiota intestinal

(Yano et al., 2015). O Turicibacter também desempenha outras funcbes, como a
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producdo de lactato (Bosshard, Zbinden e Altwegg, 2002), importante para a
diminuigdo do pH intestinal e assim criando um ambiente mais acido, evitando a
proliferagéo de bactérias com potencial patogénico (Miranda et al., 2021). Além disso,
pesquisas sugerem que o Turicibacter pode auxiliar no equilibrio de lipidios no
organismo (Lynch et al., 2023).

A espécie Clostridium hiranonis desempenha um papel maior em relagdo ao
metabolismo de lipidios, através da conversdo de acidos biliares primarios em
secundarios (Blake et al., 2019), promovendo a absor¢cdo de lipidios, vitaminas
lipossoluveis, solubilizagcdo do colesterol, além de estimular o fluxo de secrecado da
bile (Chiang, 2002). Outra fungdo importante esta no auxilio do controle de uma
espécie com potencial patogénico, o Clostridium difficile (Buffie et al., 2014).

Outro género bacteriano também considerado como biomarcador de
funcionalidade intestinal € a Blautia (Félix et al., 2022). Através da fermentacéo de
fibras e producéo de propionato, apresenta efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes,
agindo principalmente na inibicado da proteina acesséria CD14 (Louis e Flint, 2016;
Hoyles et al., 2018). Da mesma forma, algumas espécies agem com efeito
antibacteriano, e sua diminuicdo pode estar correlacionada com outras doengas, como

diabetes e cancer colorretal (Liu et al., 2020).

2.4Formulacgao de dietas para caes com doengas gastrointestinais

Dependendo do tipo de doenca, a dieta pode auxiliar no tratamento das
doencgas gastrointestinais (Ing & Steiner, 2024). No entanto, é necessario realizar uma
avaliagao nutricional individual previamente detalhada (Baldwin et al., 2010),
considerando a variedade de doencas relacionadas ao trato gastrointestinal, que
podem levar a deficiéncias nutricionais dos macros e micronutrientes (Tolbert et al.,
2022).

Alem disso, € fundamental garantir a digestibilidade adequada desses
nutrientes para animais com doengas gastrointestinais, assim como deve apresentar
moderada/baixa inclusao de fibras (com exce¢éo de animais com constipagéo), uma
vez que seu excesso pode afetar a digestibilidade dos nutrientes (Lenox, 2021).

Para animais com disturbios gastrointestinais, a ingestdo de uma dieta

altamente digestivel pode ndo somente auxiliar na melhor absor¢do dos nutrientes,



25

mas também resulta em pouco substrato ndo digestivel para fermentagéo de bactérias
com potencial patogénico no colon (Ziese e Suchodolski, 2021).

Mais de 50% dos casos de EC em caes sao considerados responsivas aos
alimentos (Dandrieux, 2016). Assim, a digestibilidade € um ponto importante nas
formulacbes de dietas coadjuvantes gastrointestinais, principalmente quando se
refere a digestibilidade de proteinas, lipidios e amido.

De forma geral, os alimentos para manutengao contém uma digestibilidade em
torno de 70 a 85% da matéria seca (MS), enquanto em dietas gastrointestinais &

preferivel uma digestibilidade alta, acima de 85% da MS.

2.41 Proteinas dietéticas para caes com disturbios gastrointestinais

As proteinas sdo compostas por aminoacidos. Os aminoacidos sao divididos
em aminoacidos ndo essenciais, ou seja, aqueles que o organismo consegue
sintetizar, e aminoacidos essenciais, definidos como aqueles em que o organismo nao
€ capaz de sintetizar, necessitando ser incluidos na dieta. Nesse sentido sao 10 os
aminodacidos essenciais para caes, e 11 para gatos, sendo esses: arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano, valina, e a
taurina para felinos (NRC, 2006).

Em humanos, um estudo demonstrou a relacdo entre os aminoacidos e a
doenca inflamatéria intestinal e o auxilio na integridade do intestino, proporcionando
beneficios como fornecimento de energia aos enterdécitos, diminuicdo da resposta
inflamatoria, dentre outros (Liu et al., 2017). Além disso, os aminoacidos sao
importantes para o funcionamento do organismo, assim como para a cicatrizagao
(Abel et al., 1979).

Doencgas como enteropatia perdedora de proteina (EPP) resulta na perda de
proteinas no intestino. Assim, animais acometidos pela doenga necessitam de maiores
teores proteicos na dieta. Kathrani et al. (2018) demonstraram a interagcdo entre
aminoacidos e saude intestinal, com uma diminuicdo significativa do aminoacido
triptofano nos caes acometidos pela doenca. Da mesma forma, estudos em roedores
mostraram que o uso do aminoacido glutamina proporcionou uma protegcdo e uma

restauragdo da mucosa intestinal de animais submetidos a inducédo de lesdes por
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acido acético (Swaid et al., 2013), o que demonstra a importancia de incluir proteinas
com valor biolégico apropriado.

Em contrapartida, algumas doencas gastrointestinais, geralmente as que
acometem o intestino delgado, podem levar a diarreia osmoética quando expostas a
um excesso de proteina, devido a baixa absorgao (Tolbert et al., 2022). Além disso, o
excesso de proteina pode impactar as secregdes pancreaticas, prejudicando animais
com pancreatite (Ephraim et al., 2020). Dessa forma, outra importante consideragao
durante a formulacdo e fabricagdo das dietas coadjuvantes gastrointestinais € a
utilizagdo de fontes proteicas hidrolisadas ou novas, também chamadas de fontes
inéditas, que sdo comumente incluidas em dietas terapéuticas, especialmente para o
controle de hipersensibilidade alimentar (Loeffler et al., 2004; Loeffler et al., 2006;
Puigdemont et al., 2006).

Algumas proteinas podem ser consideradas como antigenos devido a sua
capacidade de induzir a producdo de anticorpos (Cave, 2006). Essas proteinas se
ligam a duas imunoglobulinas E (IgE) no sitio de ligacdo dos mastécitos,
desencadeando a propria degranulacdo e liberando uma cadeia de reagdes
alergénicas (Cromwell, 1997). Assim, ao hidrolisar uma proteina, essa dupla ligagao
nao ocorre, o que impede a degranulagdo dos mastocitos (Cave, 2006), sendo
recomendavel o uso de proteinas com peso molecular de até 10.000 Dalton (Lehrer
et al., 1996).

Alguns estudos demonstraram a eficacia de fontes proteicas hidrolisadas no
tratamento de cdes com disturbios gastrointestinais, como EC, com reducédo da
resposta inflamatéria e consequentemente uma melhora da mucosa intestinal e
reducao da disbiose (Ziese e Suchodolski, 2021).

A inclusdo de fontes proteicas hidrolisadas, aliada a fontes de fibras,
demonstrou efeitos benéficos sobre a microbiota intestinal, proporcionando maior
diversidade de géneros bacterianos (Jackson e Jewell, 2018). Contudo, a composi¢ao
proteica de diferentes ingredientes varia tanto na composi¢gdo dos aminoacidos, como
também em outros nutrientes que as compde, e dessa forma, a microbiota intestinal
também é modulada (Madsen et al., 2017). Nesse sentido, caes com enteropatia
responsiva a alimento obtiveram um aumento da riqueza da microbiota intestinal apos

consumirem alimento com proteina de origem vegetal, devido a recuperagdo dos



27

animais promovido pela dieta, e consequentemente essa recuperacio proporcionou
melhora na modulag&o da microbiota (Bresciani et al., 2018).

Ademais, o uso de proteina de baixa digestibilidade gera substrato para a
fermentagdo por microrganismos com potencial patogénico, gerando compostos
putrefativos, os quais tem efeitos no inicio e no avango de doenga inflamatéria
intestinal (Nikolaus et al., 2017; Wernimont et al., 2020).

242 Inclusao de lipidios em dietas para caes com disturbios

gastrointestinais

As fontes de lipidios s&do compostas por triglicerideos, que fornecem acidos
graxos, sendo fonte de energia para os animais. Além disso, os lipidios sao
importantes para a formagdo da membrana celular, pois fornecem fosfolipidios
(Trevizan e Kessler, 2009).

Estudos realizados em cées saudaveis, com dietas contendo niveis crescentes
de lipidios em substituicdo a fontes de amido, demonstraram efeitos benéficos sobre
a digestibilidade e caracteristicas fecais, além de nao afetarem parametros
sanguineos (Kilburn et al., 2020). Outros estudos também observaram de forma geral
alta digestibilidade dos lipidios em caes, dependendo da fonte e quantidade fornecida
na dieta (NRC, 2006).

Contudo, devido a digestdao complexa dessa fragao nutricional, altos teores de
lipidios podem ser prejudiciais em animais com doengas gastrointestinais, devido a
ma absorgéo, gerando compostos proé inflamatérios (Zoran, 2003), como ocorre em
animais com EC. Animais com essa doenca possuem um sistema mais susceptivel a
reducdo e absorgao dos lipidios, assim, a gordura tende a passar diretamente do
intestino delgado para o coldn, ocasionando consequentemente disbiose, além de
outros problemas no intestino (Ramakrishna et al., 1994; Kathrani et al., 2018).

Em cées com linfangiectasia € comum o uso de dietas com baixa incluséo de
gordura, pois a doenga € uma enteropatia perdedora de proteina, resultante da
dilatacdo dos vasos linfaticos na regiao intestinal (Peterson e Willard, 2003). Caes
com essa enteropatia, alimentados com uma dieta com baixo teor lipidico aliada ao
tratamento clinico, obtiveram eficacia no tratamento da doenga (Okanishi et al., 2014).

Os autores sugerem que poderia haver a diminuigdo do uso de medicamento com o



28

uso da dieta em questdo, demonstrando a importancia do manejo dietético (Okanishi
et al., 2014).

Contudo, é importante o adequado balanceamento de dietas com baixo teor de
lipidios, pois a deficiéncia de acidos graxos essenciais pode ocorrer, 0 que
comprometeria a formacao de fosfolipidios e, consequentemente, o reparo celular de
células do intestino (Zoran, 2003). Além disso, as gorduras melhoram a palatabilidade
e aceitagao por parte dos animais, como também auxiliam no fornecimento de energia
do alimento, proporcionando ao animal a energia necessaria em menor quantidade de
alimento ingerida (NRC, 2006).

Os acidos graxos essenciais possuem fungdes importantes no organismo,
como fornecimento de precursores de prostaglandinas e eicosanoides, devendo ser
ofertado via dieta (NRC, 2006). Dentre eles, destacam-se os acidos graxos poli-
insaturados 6mega-6 e 6mega-3.

Os acidos graxos do grupo 6mega 6, sao caracterizados como pro-inflamatorios,
como o acido araquiddnico (AA), precursor de prostaglandinas e leucotrienos, e
possuem fungdes importantes no organismo, como a reprodugdo e respostas
imunoldgicas, devido a atuagdo sobre as prostaglandinas e o metabolismo de
eicosanoides (Trevizan & Kessler, 2009). Em contrapartida, o grupo do dmega 3, sédo
classificados como menos inflamatorios. Dentre os acidos desse grupo, destacam-se
0 acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosa-hexaendico (DHA). O EPA compete
pelas mesmas enzimas para producao de eicosanoides que o0 AA. Por isso, a inclusao
de EPA na dieta pode resultar em menor producao de eicosandides pro-inflamatorios.
Ja, o DHA, é precursor de moléculas anti-inflamatoérias, como as resolvinas e
protectinas. Dessa forma, o uso de fontes de d&mega-3 contendo EPA e DHA durante
o tratamento de doencgas intestinais pode proporcionar uma melhora do quadro

inflamataério (Simopoulos, 2002).

2.4.3 Carboidratos amilaceos e fibrosos em dietas gastrointestinais

De modo geral, os carboidratos podem ser classificados em dois grupos: fontes
de amido e fontes de fibras. Apesar de ndo serem considerados nutrientes essenciais,
os carboidratos fazem parte da composig¢ao da dieta dos caes, e seu valor nutricional

deve ser considerado.
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As fontes de amido, como milho, arroz e batata, apresentam a funcdo de
fornecer energia. Contudo, as fontes amilaceas podem ser determinadas nao apenas
pela sua origem, mas também pelo seu grau de cozimento, o que pode interferir na
digestibilidade do ingrediente e nas caracteristicas fecais dos caes (Kaelle et al., 2024).

Em relacéo as fontes de amidos, o uso do amido de arroz é uma alternativa em
dietas gastrointestinais, como em dietas hipoalergénicas (Matricoti e Noli, 2018). Isso
se deve a sua composic¢ao, visto que nao possui gluten. O gluten é uma proteina
presente no trigo, a qual comumente pode ser a causa de sensibilidade alimentar em
algumas ragas de caes, como o Setter irlandés (Garden et al., 2000). Além disso, o
amido do arroz é facilmente digestivel. Também, a ma absor¢do de amido pode
ocasionar diarreia, flatuléncia, perda de agua e eletrdlitos, além de restar substratos
suficientes para fermentacao excessiva por bactérias com potencial patogénico (Zoran,
2003).

Ja as fontes de carboidratos fibrosos, apesar de serem fontes de alimentos
classificados como indigestiveis, também sao utilizadas na alimentagao canina com o
proposito de auxiliar na motilidade intestinal e na formacgao do bolo fecal. Assim, as
fibras sdo classificadas em fibras soluveis e insoluveis. As fontes de fibras soluveis
séo utilizadas com o intuito de formar um gel, e dessa forma reduzir o esvaziamento
gastrico e a resposta glicémica pos-prandial (Jenkins et al., 2008), sendo comumente

utilizada em dietas coadjuvantes para obesidade, auxiliando na saciedade (German

et al., 2010). Em contrapartida, as fibras insoluveis tém o intuito de aumentar o
peristaltismo e o bolo fecal, além de auxiliar na regulagéo do intestino (Wenk, 2001).

Além disso, os beneficios se estendem nao apenas a regulacdo metabdlica,
mas também a melhoria das caracteristicas fecais, a modulagdo da microbiota
intestinal e no sistema imunoldgico. Também contribuem para o auxilio no tratamento
de doencgas gastrintestinais, diminuindo os sintomas como diarreia aguda e croénica,
além de ajudar animais com constipacao (Moreno et al., 2022).

Apesar das fontes de fibras serem importantes, principalmente para a
microbiota intestinal (Pilla e Suchodolski, 2021), vale ressaltar que se deve incorporar
em quantidade adequadas, principalmente quando nos referimos a dietas
coadjuvantes gastrointestinais, visto que o excesso de fibras tende a diminuir a

digestibilidade, além de diluir as calorias da dieta (Fekete et al., 2001).
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2.5Efeito da dieta e aditivos alimentares sobre a modulagcao da microbiota
intestinal

Diversos trabalhos demonstraram o impacto da dieta sobre a modulagao da
microbiota intestinal de caes (Pilla e Suchodolski, 2020; Wernimont et al., 2020; Pilla
e Suchodolski, 2021). Isso porque a microbiota intestinal utiliza substratos, como
proteinas e carboidratos, para realizar a fermentacdo e producao de metabdlitos
secundarios (Suchodolski, 2021), sendo, portanto, impactada diretamente pelo tipo de
dieta e composicdo de macronutrientes e aditivos fornecidos ao hospedeiro (Pilla &
Suchodolski, 2021).

Dessa forma, € possivel identificar que diferentes segmentos mercadolégicos
podem alterar a microbiota intestinal. Cées alimentados com dieta crua com 0ssos
(biologically appropriate raw food - BARF), rica em proteina e gordura, demonstram
diferengas significativas na microbiota fecal. Schmidt et al. (2018) observaram que em
cées alimentados com uma dieta BARF, além de diferir os microrganismos
predominantes em relagdo a caes alimentados com dieta comercial, a dieta crua
ocasionou um maior indice de disbiose, ocasionado pelo aumento de bactérias como
Streptococcus e E. coli.

Essas diferencas também podem ser encontradas entre as dietas comerciais
extrusadas coadjuvantes, como analisado por Mori et al. (2019), comparando a
microbiota fecal de caes alimentados com dieta para obesidade, dieta com baixo teor
de gordura, para doenca renal e hipoalergénica, os quais encontraram diferengas de
filos bacterianos entre as dietas.

Entretanto, a microbiota intestinal € adaptavel as mudancas de dietas. Um
estudo avaliou caes alimentados inicialmente com uma dieta comercial, que depois
passaram a se alimentar de uma dieta purificada durante 36 semanas, retornando
posteriormente a dieta original. Os resultados mostraram que, apesar da microbiota
ser adaptavel a mudancas de dieta, € importante o fornecimento da dieta por um
periodo prolongado para a manutengdo dos microrganismos desejados, visto que os
caes ao retornarem para a dieta comercial, houve um reestabelecimento da microbiota
para o estado inicial (Allaway et al., 2020). Esses dados demonstram a importancia
de seguir dietas prescritas, principalmente quando indicadas para cdes com alguma

doencga gastrointestinal.
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No mesmo sentido, essa modulagao é afetada diretamente pelos ingredientes
utilizados na formulag&o. Dependendo da fonte proteica utilizada, ocorre um tipo de
efeito sobre a modulacdo da microbiota intestinal. Por exemplo, o uso de graos de
destilaria secos com alto teor proteico (HPDDG) proporcionou efeitos benéficos em
caes, como a diminuigdo do género Streptococcus (Kaelle et al., 2023). Contudo, a
concentracao de inclusao proteica também pode ter impacto sobre a modulagao da
microbiota intestinal. Altas inclusdes proteicas (45,77%) podem ocasionar aumento do
pH fecal e de processos inflamatérios, o que nao foi observado em dietas com niveis
baixos e médios (18,99% e 25,34%, respectivamente) proteina bruta (Ephraim et al.,
2020).

Dessa forma, assim como a proteina, a gordura pode ocasionar impacto sobre
a microbiota intestinal. Apesar das fontes de lipidios apresentarem alta digestibilidade
(Cavalari et al., 2006), estudos realizados em humanos verificaram que o excesso de
gordura pode ocasionar um aumento demasiado de acidos biliares secundarios,
resultando em processos inflamatérios (Zeng et al., 2019). Da mesma forma, em
animais silvestres, o aumento de gordura na dieta foi correlacionado a diarreia e um
aumento de Escherichia-Shigella (Wei et al., 2024).

O uso de fibras dietéticas também é capaz de modular a microbiota intestinal.
Dietas com a inclusdo de fibra proporcionam mudancgas significativas na microbiota
intestinal (Middelbos et al., 2010), podendo ser alterada dependendo do tipo de fonte
fibrosa utilizada (Souza et al., 2021). Caes alimentados com fontes de cereais e polpa
de beterraba, em comparacdo com caes alimentados com fontes fibrosas compostas
principalmente por frutas, apresentam diferengas significativas na microbiota fecal.
Aparentemente, uma dieta composta por frutas pode aumentar os niveis de butirato,
provavelmente ocasionado pelo aumento de Faecalibacterium. Entretanto, fontes de
cereais aliadas a polpa de beterraba também auxiliam na modulacéao intestinal, com
aumento dos géneros Bifidobacterium, Clostridium e Fecalibacterium (Montserrat-
Malagarriga et al., 2024).

A fibra também exerce um efeito na modulagao da microbiota intestinal quando
utilizada como fonte prebidtica. Os prebiodticos sdo definidos por Gibson et al. (2017)
como sendo “um substrato que é utilizado seletivamente por microrganismos
conferindo um beneficio a saude do hospedeiro”. Exemplos de prebidticos incluem, os

mananooligossacarideos (MOS), provenientes da parede celular de leveduras como
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Saccharomyces cerevisiae, juntamente com outros compostos, como [(-glucanos
(Jana et al., 2021). Esses compostos s&o fontes prebidticas que podem auxiliar na
eficacia do tratamento de caes com gastroenterite (Gouveia et al., 2006).

O prebidtico também pode ser associado a outros aditivos alimentares, como
os dleos essenciais. Oleos essenciais sdo compostos derivados das plantas, com
diversos beneficios para a saude animal (Windisch et al., 2008). O uso de 6leo
essencial de orégano associado a parede celular de levedura pode melhorar a
diversidade da microbiota intestinal, além de diminuir compostos putrefativos, como
fenadis, e consequentemente reduzir o odor das fezes dos cées (Soares et al. 2023).

Souza et al. (2023) avaliaram o uso de um blend de 6leos funcionais, composto
por 6leo de copaiba, castanha de caju e espécies de pimenteiras, sobre a microbiota
fecal e a resposta inflamatoria e oxidativa em caes apds passarem por um estresse
cirargico. Os resultados mostraram que a diversidade de alguns microrganismos pode
ser semelhante ao grupo controle antes de uma situagdo de estresse, com efeitos
positivos ao reduzir a variagao de fatores de receptores inflamatérios como NF-kf3 nos
caes suplementados com o blend de 6leos.

Ademais, pode-se fazer o uso de probidticos para contribuir com a
funcionalidade intestinal. Segundo Kim et al. (2019), a Organiza¢ao da Nagdes Unidas
para Alimentagao e Agricultura (FAO) define os probidticos como “microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do hospedeiro”. Dentre os probidticos utilizados, destaca-se a espécie Bacillus
subtilis. O uso desse probidtico resulta em aumento na diversidade de géneros com
potencial benéfico, como Faecalibacterium, nas fezes de caes. Além disso, mostrou
efeitos significativos sobre produtos de fermentacdo em caes suplementados com o
microrganismo, como maior teor de acido propiénico, além de menor odor fecal (Lima
et al., 2020). Resultados positivos utilizando Bacillus subtilis também foram
encontrados por Bastos et al. (2020), como menor odor fecal e diminuicdo de aminas
biogénicas nas fezes dos cées suplementados.

A suplementacdo com Saccharomyces cerevisiae como fonte probidtica
também proporciona auxilio e protegao para a microbiota fecal, como apresentado por
Bastos et al. (2023). O uso dessa levedura demonstra efeitos positivos em caes com
mudangas abruptas da dieta, como redugcdo de E. coli no grupo suplementado,

principalmente quando aliado a uma dieta com maior teor de fibra e proteina de alta
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digestibilidade. Isso demonstra ser interessante principalmente quando ha
necessidade de trocas abruptas de dieta em caes com disturbios gastrointestinais,

diminuindo o impacto sobre o organismo.

3. CONSIDERAGOES FINAIS

Os caes podem ser acometidos por diversas doengas gastrointestinais, e apesar
do trato gastrointestinal possuir diversos mecanismos de protegao, € essencial que os
animais recebam uma dieta adequada e balanceada para o auxilio no tratamento em
casos de enfermidade. Além disso, o uso de ingredientes funcionais que podem
modular a microbiota intestinal contribui com o tratamento e a recuperacdo dos

animais.
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Resumo

Os disturbios gastrointestinais incluem uma diversidade de enfermidades, como as
enteropatias agudas e crénicas. O tratamento desses disturbios inclui dietas especifi-
cas que, além de proporcionar alta digestibilidade dos nutrientes e palatabilidade,
deve também auxiliar na modulagao positiva da microbiota intestinal. Dessa forma, o
objetivo do estudo foi avaliar a digestibilidade e palatabilidade da dieta, bem como os
metabdlitos de fermentacdo e microbiota fecal de caes saudaveis alimentados com
uma dieta coadjuvante formulada para disturbios gastrointestinais. Foram utilizados
16 caes adultos da raga beagle (8 machos e 8 fémeas), alimentados com uma dieta
controle para manutengao de caes saudaveis por 20 dias, como periodo pré-experi-
mental. Posteriormente, os caes foram divididos em dois grupos, distribuidos inteira-
mente ao acaso, nos quais 8 dos caes continuaram a ser alimentados com a dieta
controle, e os outros 8 foram transicionados de forma abrupta para uma dieta gastroi-
ntestinal (Teste) por 35 dias de periodo experimental. Fezes frescas foram coletadas
nos dias 0, 3, 15 e 30 do periodo experimental para analises de matéria seca, pH,
metabdlitos de fermentagao e microbiota fecal. A coleta de fezes para a digestibilidade
foi realizada nos dias 31 a 36. A dieta teste apresentou maior digestibilidade e palata-
bilidade em comparacao a dieta controle (P<0,05). Foi observada redugao no pH e
aumento nas concentracdes fecais de butirato, amdnia, serotonina, cadaverina, pu-
trescina e aminas totais no grupo teste (P<0,05). As dietas resultaram em clara dife-

renciagao no perfil geral do microbioma fecal dos caes a partir do dia 3 (P<0,05).



44

Ainda, foi observado aumento de Streptococcus nas fezes do grupo controle e au-
mento de Turicibacter e Faecalibacterium nas fezes do grupo teste (P<0,05). Dessa
forma, a dieta teste apresenta alta digestibilidade dos nutrientes e melhor palatabili-
dade, altera os metabdlitos de fermentagcdo e modula beneficamente o microbioma
fecal de caes saudaveis, demonstrando ser um alimento com potencial de recomen-

dacdo para animais com disturbios gastrointestinais.

Palavras Chaves: Butirato; enteropatias cronicas, Faecalibacterium, Turicibacter.

EFFECT OF A GASTROINTESTINAL DIET ON THE DIGESTIBILITY AND
PALATABILITY OF THE DIET, FERMENTATION METABOLITES AND FECAL
MICROBIOTA OF DOGS

ABSTRACT

Gastrointestinal disorders include a variety of diseases, such as acute and chronic
enteropathies. The treatment of these disorders includes specific diets which, in
addition to providing high nutrient digestibility and palatability, should also help to
positively modulate the intestinal microbiota. The aim of this study was to evaluate the
digestibility of the diet, the fermentation metabolites and the fecal microbiota of healthy
dogs fed a coadjuvant diet formulated for gastrointestinal disorders. Sixteen adult
beagle dogs (8 males and 8 females) were fed a control diet for the maintenance of
healthy dogs for 20 days as a pre-experimental period. Subsequently, the dogs were
divided into two groups, distributed entirely at random, in which 8 of the dogs continued
to be fed the control diet, and the other 8 were abruptly transitioned to a gastrointestinal
diet (Test) for 35 days of the experimental period. Fresh fecal matter was collected on
days 0, 3, 15 and 30 of the experimental period for analysis of dry matter, pH,
fermentation metabolites and fecal microbiota. Feces was collected for digestibility on
days 31 to 36. The test diet showed greater digestibility and palatability compared to
the control diet (P<0.05). There was a reduction in pH and an increase in fecal
concentrations of butyrate, ammonia, serotonin, cadaverine, putrescine and total
amines in the test group (P<0.05). The diets resulted in a clear differentiation in the
general profile of the dogs' fecal microbiome from day 3 onwards (P<0.05). There was

also an increase in Streptococcus in the feces of the control group and an increase in
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Turicibacter and Faecalibacterium in the feces of the test group (P<0.05). Thus, the
test diet shows high nutrient digestibility and palatability, alters fermentation
metabolites and beneficially modulates the fecal microbiome of healthy dogs,

demonstrating that it is a food with potential for recommendation for animals with

gastrointestinal disorders.

Key words: Butyrate; chronic enteropathies; Faecalibacterium, Turicibacter
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1. INTRODUGAO

As formulagbes de dietas coadjuvantes para caes visam suprir ndo apenas
necessidades energéticas e nutricionais, mas também fazem parte do tratamento
clinico de diversos disturbios fisioldgicos, como obesidade, doenga renal crénica,
hipersensibilidade alimentar e disturbios gastrointestinais. Dentre essas dietas, as
formuladas para disturbios gastrointestinais recebem atengao especial devido a
necessidade de atender a uma variedade de doengas com diferentes etiologias
(Gualtieri, 2001; Verlinden et al., 2006; Kathrani, 2020).

De forma geral, cdes com disturbios gastrointestinais, podem apresentar sinais
clinicos semelhantes, como diarreia, vOmito e perda de peso (Cascon et al., 2017).
Esses sinais sao frequentemente atribuidos a disfungdes que comprometem a
digestdo e absorgdo de nutrientes (Gaschen e Merchant, 2011). Portanto, a
formulacdo de dietas coadjuvantes geralmente deve assegurar alta palatabilidade e
densidade nutricional (Anthony et al., 2023), aliadas a alta digestibilidade de proteinas,
lipidios e amido (Zoran, 2003). Ainda, devem contribuir para o reestabelecimento da
motilidade normal e da eubiose da microbiota intestinal (Lenox, 2021).

Estudos demonstram que cédes com disturbios gastrointestinais apresentam
alteragbes na microbiota intestinal caracteristicas de disbiose, como redugdo na
diversidade e no Clostridium hiranonis e aumento de Streptococcus e Escherichia coli
(AlIShawaqgfeh et al., 2017; Blake et al., 2019; Pilla e Suchodolski, 2020). Essas
alteragbes podem agravar a inflamacgéo intestinal em caes (Cave, 2003). Além da alta
digestibilidade da dieta, o uso de fibras soluveis moderadamente fermentaveis,
probidticos, posbiodticos e prebidticos podem colaborar com o reestabelecimento da
eubiose da microbiota intestinal (Ziese e Suchodolski, 2021, Bastos et al., 2023).
Outros aditivos que apresentam agao anti-inflamatéria e antioxidante, como alguns
Oleos essenciais, também podem melhorar aspectos importantes, como a funcéo da
barreira intestinal em caes (Souza et al., 2023).

Portanto, espera-se que a combinacéo de ingredientes de alta digestibilidade,
aliados a aditivos funcionais, module beneficamente a microbiota intestinal e seus
metabdlitos e contribua para a recuperacéo de cdes com disturbios gastrointestinais.
Nesse sentido, foi encontrado apenas um estudo que avaliou os efeitos de uma dieta

para disturbios gastrointestinais em caes com colite aguda. Os autores observaram
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que a dieta foi superior ao uso de metronidazol na recuperagao dos caes, sendo que
o antibidtico inclusive causou disbiose nos animais (Rudinsky et al., 2022). No entanto,
nao foi avaliada a digestibilidade da dieta e os metabdlitos de fermentacéao intestinal,
havendo escassez de estudos para comprovar seus efeitos em caes. Dessa forma,
esse estudo tem como objetivo avaliar a digestibilidade e a palatabilidade de uma dieta
formulada para disturbios gastrointestinais, bem como o perfil da microbiota fecal e
seus metabdlitos de fermentagdo em caes saudaveis, com a finalidade de estudar

seus possiveis efeitos para futuras aplicagdes em caes doentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e instalagoes

O experimento foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (UFPR), sob
protocolo de numero 014/2023.

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Estudos em Nutricdo Canina
(LENUCAN) da UFPR, em Curitiba, Parana, Brasil (250 25' 40" S, 490 16' 23" W).
Foram utilizados 16 caes adultos castrados da raga Beagle (8 machos e 8 fémeas)
com 1 ano de idade, peso médio de 10,3 + 0,86 kg e escore de condi¢do corporal
(ECC) 4, em uma escala de 1 a 9 (Laflamme, 1997). Todos os caes estavam
clinicamente sadios. Os animais foram alojados individualmente para as coletas e
ensaio de digestibilidade em baias de alvenaria (5 metros de comprimento x 2 metros
de largura) com abrigo e solario, com uma cama e acesso livre a agua fresca. As
instalagdes tinham barras nas paredes laterais que permitiam interacao visual com os
caes vizinhos, além de receberem enriquecimento ambiental dentro do canil durante
esse periodo. A temperatura ambiente variou de 16° C a 28° C, com um ciclo claro-
escuro de 12 horas (luz das 6:00 as 18:00).

2.2 Dietas experimentais

Foram avaliadas duas dietas, controle (dieta seca extrusada para caes adultos)
e teste (dieta seca extrusada formulada para disturbios gastrointestinais para caes
adultos). A composigao quimica analisada das dietas experimentais esta apresentada

na tabela 1.
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Todos os caes foram alimentados apenas com a dieta controle por 20 dias
(periodo pré-experimental). No dia 21, 8 cédes (4 machos e 4 fémeas) foram
transicionados de forma abrupta para a dieta teste e os outros 8 caes (4 machos e 4
fémeas) permaneceram consumindo a dieta controle por 35 dias (periodo
experimental). Os caes foram alimentados duas vezes ao dia (as 8:00 h e as 16:00 h),
com quantidade de alimento suficiente para suprir suas necessidades de energia
metabolizavel (EM) para manutengao, segundo o NRC (2006): EM (Kcal/dia) = 110-
140 x peso corporal (kg)®">. Os cées foram pesados semanalmente e as quantidades
de alimento foram ajustadas caso necessario para manutengéo do peso e ECC.

A dieta controle era composta principalmente por milho, farelo de trigo, farinha
de carne e ossos de bovino, farelo de soja, farinha de penas hidrolisada, 6leo de aves,
hidrolisado de figado de aves e suino, além de premix vitaminico-mineral e
antioxidantes sintéticos. A dieta teste foi formulada contendo carne mecanicamente
separa de aves, figado de aves, proteina hidrolisada de aves, farinha de visceras de
aves, Oleo essencial de copaiba (copaifera officinalis), liquido da casca da castanha
de caju, oleoresina de pimenta, polpa de beterraba, fibra de cana-de-agucar, quirera
de arroz, semente de psyllium, zedlita, casca de acéacia nilética, parede celular de
levedura, frutooligossacarideos, galactooligossacarideos, levedura de cana de agucar
hidrolisada, biomassa de microalgas (Schizochytrium sp.), antioxidantes naturais,
probiotico (Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidophilus Lacticaseibacillus casei e Lactobacillus lactis), metionina,

triptofano e premix vitaminico-mineral.
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Tabela 1. Composigao quimica analisada das dietas experimentais (% na matéria

seca).
ltem Controle Teste
Matéria seca 93,64 91,49
Matéria organica 90,81 90,03
Proteina bruta 24,18 31,30
Extrato etéreo em hidrolise acida 10,40 18,55
Fibra bruta 3,81 2,09
Matéria mineral 9,19 9,97
Célcio 2,74 1,14
Foésforo 1,14 0,78
Energia bruta (Kcal/kg) 4438,4 5148,9

Controle = alimento completo seco extrusado para a manutencdo de caes adultos;
Teste = alimento coadjuvante seco extrusado para caes com disturbios

gastrointestinais.

2.3 Ensaio de digestibilidade e caracteristicas fecais

O ensaio de digestibilidade seguiu o método de coleta total de fezes
recomendado pela Association of American Feed Control Officials (AAFCO, 2016). As
fezes foram coletadas pelo menos duas vezes ao dia entre os dias 31 a 36, totalizando
5 dias de coleta total de fezes. As fezes foram armazenadas em embalagens plasticas
individuais previamente identificadas, tampadas e congeladas em freezer (-14°C) para
serem analisadas posteriormente. Ao final do periodo de coleta, as fezes foram
descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas separadamente,
formando uma amostra composta de cada animal.

As fezes foram secas em estufa de ventilagdo forgada (320-SE, Fanem, Sao
Paulo, Brasil) a 55°C por 72 h ou até atingir peso constante. Apos a secagem, as fezes
e dietas experimentais foram moidas a 1 mm em moinho (Arthur H. 149 Thomas Co.,
Filadélfia, PA, EUA) e analisadas quanto a matéria seca (MS) a 105°C, por 12 horas,
fibra bruta (FB, método 994.13), matéria mineral (MM, método 942.05) e extrato etéreo
em hidrélise acida (EEA, método 942.05). O nitrogénio (N) foi analisado (método
954.01) e a proteina bruta (PB) calculada através de N x 6.25. Todas as analises

seguiram as recomendacgdes da Association of the Official Analytical Chemists (AOAC,
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1995). A energia bruta (EB) foi determinada em bomba de calorimetria (IKA C2000
Basic, IKA-Werke, Staufen, Germany).

As caracteristicas fecais foram avaliadas durante o periodo de coleta total, para
avaliagao da matéria seca (MSf), produgao fecal e consisténcia por escore.

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 e
malformadas; 3 = fezes macias, formadas e Umidas; 4 = fezes bem formadas e
consistentes; 5 = fezes bem formadas, duras e secas, de acordo com Carciofi et al.
(2009).

2.4 Metabodlitos de fermentagao e microbiota fecal

Nos dias 0, 3, 15 e 30 do experimento, uma amostra de fezes frescas de cada
cao foi coletada apés no maximo 15 min de defecacao para analise de amdnia, pH,
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e de cadeia ramificada (AGCR), aminas
biogénicas, fendis, indois e microbiota. O escore de consisténcia e a MSf também
foram avaliados nesses dias.

A concentracao de amdnia nas fezes foi determinada de acordo com Brito et al.
(2010). O pH fecal foi mensurado utilizando um pHmétro digital (331, Politeste
Instrumentos de Teste Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) em 3,0 g de fezes frescas diluidas
com 30 mL de agua destilada.

Para a determinagcdo dos AGCC e AGCR, 10 g de amostra de fezes foram
pesadas e misturadas com 30 ml de acido formico 16%. Esta mistura foi
homogeneizada e armazenada em geladeira a 4°C por um periodo de 3 a 5 dias. Apos
isso, estas solugdes foram centrifugadas a 2.500 RCF (forga centrifuga relativa) (2K15,
Sigma, Osterodeam Hans, Alemanha) por 15 min. Ao final da centrifugagcéo o
sobrenadante foi separado e submetido a nova centrifugacéo. Cada amostra passou
por trés centrifugagdes e ao final da ultima, parte do sobrenadante foi transferida para
um eppendorff devidamente identificado para posterior congelamento. Posteriormente,
as amostras foram descongeladas e passaram por uma nova centrifugagcao a 18.000
RCF por 15 min (Rotanta 460 Robotic, Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Os AGCC e
AGCR fecais foram analisados por cromatografia gasosa (SHIMADZU, modelo GC-
2014, Quioto, Japao), juntamente com um detector FID e um sistema de injecdo de

amostra de coluna capilar de silica fundida, a qual é mantida em 250°C por 10,29
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minutos. Foi utilizado gas hidrogénio de 1,2 mL min' para produgdo da chama com
fluxo constante de 40 mL min-', além de ar sintético, com fluxo de 400 mL min-'. A
razao de injecao foi de 1:80 e volume de 1,0 uL. Dessa forma, os compostos foram
identificados por meio de uma curva analitica padrao para cada amostra.

Para as anadlises de aminas biogénicas, 5 g de cada amostra foi pesada em
duplicata e diluidas em 15 mL de acido tricloroacético a 5% e refrigeradas.
Sequencialmente, cada amostra foi centrifugada a 10.000 RCF por 20 minutos a uma
temperatura de 4°C e, assim, o sobrenadante foi filtrado. As aminas foram
identificadas através da comparacédo do tempo de retencao dos picos encontrados
entre as amostras e as amostras da solugéo padréo (Figueiredo, 2008).

Os fendis e inddis foram analisados por cromatografia, com um cromatégrafo
de gas GCMS2010 Plus (Shimadzu®), acoplado a um espectrometro de massa
TQ8040 com um auto-amplificador AC 5000 e um injetor sem fendas. As separagdes
cromatograficas foram obtidas na coluna SH-Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm -
Shimadzu®) com um caudal de 1,0 mL min-1, e hélio como gas de arrastamento a 5,0
de velocidade. A linha de transferéncia e as temperaturas da fonte de ionizagao foram
mantidas a 40°C e 220°C, respectivamente, o volume de inje¢ao de 1 L foi mantido no
modo split (taxa 1:10). A temperatura do forno GC foi mantida a 220°C (5 min), com o
aumento de 40°C min-1 para 280°C (5 min). O tempo total de analise foi de 31 minutos
e 0 espectrémetro de massa funcionou nos modos de varrimento total (m/z = 40 a 400)
e monitoramento seletivo de ions (SIM), ionizagao eletrénica a 70 eV. O software
utilizado na analise de dados foi o GCMSsolution®.

Para avaliagdo da microbiota fecal, aproximadamente 2 g de amostra foram
retiradas do interior das fezes recém-colhidas, colocadas em um tubo eppendorf
estéril e acondicionadas em freezer a -80 °C até o momento da analise.

Para a analise de microbiota, o DNA das amostras foi extraido. Para isso, foi
empregado o kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrep® (Zymo Research, Irvine, CA)
seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado
por espectrofotometria a 260nm utilizando-se o espectrofotdmetro NanoDrop® 2000
(ThermoScientific). Para avaliar a integridade do DNA extraido, todas as amostras
foram corridas por eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com uma solugao de
brometo de etideo 1% e visualizadas com luz ultravioleta em transiluminador. Foi

amplificado um segmento de 460 bases da regido hipervariavel V3V4 do gene
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ribossomal 16S rRNA utilizando-se os primers 375F/805R e as seguintes condi¢des
de PCR: 95°C por 3 min; 25 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por
30 seg; seguido de 72°C por 5 min. A partir destes amplificados foi construida a
biblioteca metagendmica utilizando-se o kit comercial “Nextera DNA Library
Preparation Kit” da lllumina®. Os amplificados foram reunidos em pools e
posteriormente sequenciados no sequenciador “MiSeq” da lllumina® (DEGNAN &
OCHMAN, 2012) em paired-end de 300 bases. As leituras ou “reads” obtidos no
sequenciador foram analisadas na plataforma QIIME2 (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) (CAPORASO et al., 2010, 2011), seguindo-se um fluxo de trabalho
de utilizacdo das sequéncias forward e reverse (R1 e R2) na analise microbiana,
remocao de sequéncias de baixa qualidade, filtracdo, remocdo de quimeras e
classificagdo taxonémica. As sequéncias foram classificadas em géneros bacterianos
através do reconhecimento de variantes de sequéncias de amplicons (ASVs), nesse
caso a homologia das sequéncias quando comparadas contra uma base de dados.
Para comparar as sequéncias foi utilizada a atualizagdo GTDB 207 do ano de 2022
do banco de dados de sequencias ribossomais Genome Taxonomy Database (Parks
et al., 2022).

Para gerar a classificagdo das comunidades bacterianas por identificacédo de
ASVs, foram utilizadas 53.104 leituras por amostra, com a finalidade de normalizar os

dados e ndo comparar amostras com diferente numero de leituras.

2.5 Palatabilidade

Apods o periodo experimental de 35 dias, foi realizado o teste de palatabili-
dade, com os mesmos 16 caes, para comparacado das dietas controle x teste. A
cada animal foi oferecido os dois alimentos simultaneamente. Os alimentos ficaram
a disposicao dos animais durante 30 minutos ou até consumirem totalmente um dos
alimentos. O teste foi realizado em dois dias consecutivos, sendo que a posigao
relativa dos comedouros foi alternada no segundo dia para evitar lateralidade. A pa-
latabilidade foi determinada usando a primeira escolha e a razdo de ingestao entre
as dietas oferecidas aos caes. A primeira escolha foi definida observando-se o pri-
meiro comedouro que o animal se aproximou. Para determinacdo da razao de in-
gestao (RI) foram quantificadas as porgdes oferecidas aos animais e as sobras, se-

gundo a seguinte equagao:
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Rl = consumo dieta A ou B/ consumo A + B

2.6 Calculos e analises estatisticas

A matéria organica (MO%) foi calculada por: 100 - MM% e a MSf foi obtida por:
(MS55 x MS105)/100. A EM foi estimada segundo a AAFCO (2016): EM (kcal g -1) =
{kcal g - 1 EB ingerida - kcal g - 1 EB das fezes - [(g PB ingerida - g PB das fezes) x
1,25kcal g -1]} /g ragao ingerida. Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram
calculados os Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes, conforme
equacgao: CDA (%) = [(nutriente ingerido - nutriente excretado) / nutriente ingerido] x
100.

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro Wilk. Os
dados com efeito de tempo (caracteristicas e metabdlitos fecais e alfa-diversidade) e
distribuicdo normal foram submetidos a Analise de variancia (ANOVA) considerando
delineamento inteiramente ao acaso com medidas repetidas no tempo. Quando o
teste F da ANOVA indicou efeito de dia ou interacao dietas x dias (P<0,05), as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os dados de digestibilidade foram
analisados pelo teste t-Student (P<0,05). Os dados n&o-paramétricos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). Cada céo foi considerado uma
unidade experimental, totalizando oito repeti¢cdes por tratamento. Valores de P>0,05 e
<0,10 foram considerados tendéncia.

Os dados de microbioma foram submetidos a analise discriminante linear (LDA)
do tamanho do efeito (LEfSe), para verificar os géneros bacterianos com maior poder
discriminatorio entre os tratamentos em cada periodo. Foram considerados escores
acima de 2 e valores de P ajustados para false discovery rate (P<0,05). A beta-
diversidade foi aferida pela analise das coordenadas principais (PCoA), utilizando o
método de dissimilaridade de Bray-curtis. As diferengas entre o perfil geral da
microbiota entre os tratamentos foram analisadas pelo teste de PERMANOVA,
considerando P<0,05.

Os dados de primeira escolha foram analisados pelo teste de McNemar (P<0,05)
e os dados de razdo de ingestdo foram analisados pelo teste t-Student pareado

(P<0,05), com um total de 32 repeti¢des.
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3 RESULTADOS

3.1 Digestibilidade das dietas e caracteristicas fecais

Os caes consumiram totalmente a quantidade das dietas ofertadas. Nao houve
episédios de vémito, diarreia ou recusa a se alimentar e ndao houve presenca de
sobras para nenhuma das dietas durante o experimento. Nao houve variagcao de peso
e ECC entre os grupos experimentais e entre os dias (P>0,05).

Caes do grupo teste apresentaram menor consumo de MS e maior de PB e
EEA, em relagéo ao grupo controle (P<0,05, Tabela 2). A dieta teste apresentou maior
CDA de todas as fragbes nutricionais e maior EM, em relagdo a dieta controle
(P<0,001). Ainda, a dieta teste resultou em maior MSf e menor produgéao de fezes por
dia (P<0,05), no entanto ndo houve diferenca no escore fecal dos caes alimentados

com as diferentes dietas (P>0,05).

Tabela 2. Médias do consumo, coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos

nutrientes e energia metabolizavel (EM) das dietas e caracteristicas fecais dos caes.

Item Controle Teste EPM P
Consumo (g matéria seca/animal/dia)
Matéria seca 2472 209,9 7,50 0,004
Proteina bruta 59,76 65,70 1,65 0,043
EEA 21,83 45,85 1,91 <0,001
CDA (%)
Matéria seca 70,7 82,6 0,64 <0,001
Matéria organica 75,2 86,5 0,56 <0,001
Proteina bruta 78,2 84,8 1,10 <0,001
EEA 89,0 93,8 0,70 <0,001
Energia bruta 74,1 86,8 0,64 <0,001
EM (kcal/kg) 3265,9 4437,8 28,00 <0,001
Caracteristicas fecais
Matéria seca (%) 29,42 31,49 0,86 0,046
Produgéo (g/dia) 2494 117,8 16,00 <0,001
Escore 3,3 3,3 0,15 0,972

Controle = alimento completo seco extrusado para manutengao de caes adultos; Teste
= alimento coadjuvante seco extrusado para cdes com disturbios gastrointestinais;
EEA = extrato etéreo em hidrdlise acida; Escore fecal: 1 = fezes liquidas a 5 = fezes
secas. Producao fecal na matéria natural;, EPM = erro padrdao da média; P=
probabilidade pelo teste t-Student (P<0,05)
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Do mesmo modo que durante o ensaio de digestibilidade, os caes do grupo
teste apresentaram maior MSf que o grupo controle, quando avaliado nos dias 3, 15
e 30 (P<0,05, Tabela 3). Ainda, caes do grupo teste apresentaram menor pH
(independentemente do dia) e maior interacdo da concentragao fecal de aménia nos
dias 15 e 30, que o grupo controle (P<0,05, Tabela 3). Nao houve efeito das dietas
sobre o escore fecal (P>0,05). No entanto, houve aumento do escore fecal de todos

os grupos nos dias 15 e 30, em relagao ao dia zero (P<0,05, Tabela 3).

Tabela 3. Médias das caracteristicas fecais de caes alimentados com as dietas

controle e teste durante 30 dias.

Matéria seca

Dieta (D) Dia (%) PH Amonia (%) Escore
Médias dos efeitos principais
Controle 29,98 6,68 0,108 3,0
Teste 31,20 6,45 0,182 3,3
0 30,85 6,80 0,109 2,7°
3 31,33 6,43 0,143 2,9%
15 30,26 6,57 0,156 3,42
30 29,90 6,47 0,173 3,52
Médias desdobradas
0 30,65 6,71 0,106°¢ 2,8
Controle 3 30,72 6,56 0,109¢ 2,8
15 29,96 6,73 0,096°¢ 3,3
30 28,62 6,75 0,121bc 3,3
0 31,05 6,90 0,111¢ 2,8
Teste 3 31,96 6,30 0,1762b 3,0
15 30,55 6,42 0,2172 3,6
30 31,19 6,21 0,2262 3,7
EPM 0,251 0,058 0,008 0,090
P-D 0,014 0,036 <0,001 0,137
P-Dia 0,155 0,078 <0,001 0,006
P-D x Dia 0,365 0,116 <0,001 0,809

Controle = alimento completo seco extrusado para manutengao de caes adultos; Teste
= alimento coadjuvante seco extrusado para cdes com disturbios gastrointestinais;
EPM = erro padrdo da média; P = probabilidade pelo teste F da ANOVA (P<0,05).

abMédias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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3.2 Metabolitos de fermentagao e microbiota fecal

Houve aumento na concentragao de butirato nas fezes dos caes alimentados
com a dieta teste a partir do dia 3 (P<0,05, Figura 1, Tabela 4). Entretanto, a
concentracao fecal de acetato e propionato nio diferiu entre as dietas ou entre os dias
(P>0,05). Houve aumento na concentracéo fecal de valerato e dos AGCR totais, bem
como do acido isovalérico e hexanoico nos caes alimentados com a dieta teste, em

relacédo a controle, independente do dia (P<0,05, Tabela 4).

a
a

75 4 a
§ b b Tratamento
= 504 B Controle
@ b b B Teste

b
25 4 $
Do D03 D15 D30
Tempo

abMedias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 1. Concentragao fecal de butirato (mmol/g de matéria seca) de cdes do grupo
controle e teste nos dias (D) 0, 3, 15 e 30 (P<0,05).

Em relagcéo as aminas biogénicas, houve aumento (P<0,05) nas concentragdes
fecais de serotonina, cadaverina, putrescina e aminas totais e tendéncia a redugéo na

histamina (P=0,077) nos caes do grupo teste (Tabela 5).
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Tabela 4. Médias das concentracdes fecais de acidos graxos de cadeia curta (AGCC,

mmol/g de matéria seca) e ramificada (AGCR, mmol/g de matéria seca) de cées

alimentados com as dietas controle e teste durante 30 dias.

Dieta (D) Dia Acético Propionico Butirico Valérico Iso-butirico Isovalérico 4-metil valérico Hexanoico Heptanoico AGCC AGCR
Médias dos efeitos principais
Controle 266,23 115,56 28,91 5,25 7,39 7,27 0,58 0,80 5,02 410,70 14,66
Teste 278,58 120,02 53,27 5,71 8,08 7,91 0,60 0,91 4,9 451,87 15,98
0 28853 110,50 31,65b 5,17b 7,00 7,23 0,58 0,85 4,89 430,68 14,22
3 270,42 113,44 40,11ab 5,44ab 7,99 7,6 0,59 0,89 4,88 423,96 15,59
15 24512 119,69 47,32a 5,69a 8,15 7,79 0,59 0,85 5,05 412,13 15,94
30 28554 127,52 45,29a 5,62a 7,79 7,75 0,59 0,83 5,01 458,36 15,54
Médias desdobradas
0 28759 113,84 32,98b 5,22 6,89 7,27 0,59 0,87 4,95 434,41 14,16
Controle 264,1 113,14  25,27b 5,22 7,93 7,37 0,58 0,79 4,99 402,51 15,3
15 243,35 113,99 27,2b 5,27 7,37 7,25 0,57 0,75 5,03 384,53 14,62
30 269,87 121,28  30,21b 5,30 7,37 7,21 0,57 0,79 5,09 421,36 14,58
0 289,48 107,15 30,32b 5,11 7,10 7,19 0,58 0,83 4,83 426,95 14,29
Teste 3 276,73 113,75 54,95a 5,66 8,06 7,83 0,60 0,98 4,76 445,42 15,89
15 246,89 125,4 67,45a 6,11 8,93 8,32 0,62 0,95 5,07 439,73 17,26
30 301,22 133,77 60,37a 5,94 8,21 8,29 0,61 0,87 4,94 495,36 16,49
EPM 10,300 4,660 2,470 0,070 0,189 0,136 0,006 0,026 0,046 15,000 0,299
P-D 0,562 0,646 <0,001 <0,001 0,065 0,019 0,061 0,049 0,215 0,186 0,024
P-Dia 0,458 0,611 0,003 0,010 0,128 0,424 0,959 0,909 0,468 0,749 0,164
P-D x Dia 0,959 0,878 <0,001 0,052 0,482 0,352 0,378 0,348 0,772 0,810 0,384

Controle = alimento completo seco extrusado para manutengao de caes adultos; Teste

= alimento coadjuvante seco extrusado para cdes com disturbios gastrointestinais;

AGCC = acético + propidnico + butirico; AGCR = iso-butirico + iso-valérico; EPM =

erro padréo da média; P = probabilidade pelo teste F da ANOVA (P<0,05).

ab.c\Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 5. Médias das concentracdes fecais de aminas biogénicas (mg/kg de matéria

seca) de caes alimentados com as dietas controle e teste durante 30 dias.

Serotoni Tiramin Espermidi Cadaveri Histami Putresci

Dieta (D) Dia Total
na a na na na na
Médias
Controle 46,8 433 575 130 168 252 1606
Teste 62,3 519 602 250 147 375 1956
0 26,2b 348b 597ab 62,2¢c 175 178c 1386¢c
3 55,9a 303b 479b 72,3c 126 171c 1208c
15 58,9a 596ab 589ab 171b 142 305b 1904b
30 77.,4a 658a 689a 4553 187 600a 28892
Médias
desdobradas
23,0 345 614 53,5¢ 171 178 1386,0
0 c
3 43,6 308 517 47 6¢C 164 104 1184,0c
Controle 454 550 520 137,0bc 141 231 1625,0
15 bc
75,3 528 650 283,0b 196 496 2228.,0
30 b
29,4 350 580 71,0c 178 178 1386,0
0 c
68,2 298 442 97,1c 88,5 239 1233,0
3 c
Teste 72,4 641 657 204,0b 143 379 2097,0
15 b
79,5 788 728 627,0a 177 706 3105,0
30 a
EPM 3,83 40,2 20,4 24,0 9,39 28,8 94 .4
P-D 0,012 0,236 0,473 <0,001 0,240 0,001 0,003
P-Dia <0,001 0,001 0,002 <0,001 0,077 <0,001 <0,001
P-D x Dia 0,401 0,536 0,159 <0,001 0,362 0,190 0,003

Controle = alimento completo seco extrusado para manutengao de caes adultos; Teste
= alimento coadjuvante seco extrusado para cdes com disturbios gastrointestinais;
EPM = erro padrao da média; P = probabilidade pelo teste F da ANOVA (P<0,05).

abcMeédias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

Houve maior porcentagem de area de picos de fendis nas fezes dos cées
alimentados com a dieta teste no dia 30 (P<0,05). J&, os cées alimentados com a dieta
controle apresentaram maior porcentagem de area de pico de inddis nas fezes nos
dias 0 e 30, em relagao aos dias 3 (caes do grupo teste) e 15 (caes do grupo controle)
(P<0,05). Nao houve efeito das dietas sobre as porcentagens de area de pico de p-
cresol (P>0,05, Tabela 6).
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Tabela 6. Medianas (minimo e maximo) das % das areas de picos de fendis, indois e

p-cresol de caes alimentados com as dietas controle e teste durante 30 dias.

Dieta Dia Fenois Indois P-cresol
0 0,00b 10,10ab 1,29
Controle (0,00-0,43) (0,09-26,60) (0,19-2,32)
3 0,00b 4,82abc 0,71
(0,00-0,84) (0,00-17,90) (0,25-2,00)
15 0,00b 0,00c 0,93
(0,00-0,48) (0,00-0,00) (0,00-1,69)
30 0,00b 15,40a 1,46
(0,00-0,53) (4,54-56,60) (0,84-1,88)
0 0,00b 8,18ab 0,97
Teste (0,00-1,00) (0,00-30,30) (0,21-1,60)
3 0,00b 0,00bc 0,70
(0,00-0,50) (0,00-10,30) (0,35-1,02)
15 0,20ab 6,41abc 0,93
(0,00-0,58) (0,83-12,40) (0,47-1,41)
30 0,71a 5,30abc 0,96
(0,00-2,57) (1,93-9,90) (0,71-1,74)
P 0,019 0,001 0,063

Controle = alimento completo seco extrusado para manutencao de caes adultos; Teste

= alimento coadjuvante seco extrusado para cdes com disturbios gastrointestinais;

abcMedianas seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Nao houve efeito de dieta ou de dia nos indices de alfa-diversidade do

microbioma fecal dos cées (P<0,05, Tabela 7). Entretanto, a andlise da beta-

diversidade revelou clara diferenciagao progressiva no perfil geral do microbioma fecal

apos 3, 15 e 30 dias de consumo da dieta teste, em relagao a controle (P<0,05, Figura

2).
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Tabela 7. Médias dos indices de alfa-diversidade do microbioma fecal de caes

alimentados com as dietas controle e teste durante 30 dias.

Dieta (D) Dia N. ASVs Chao1 Shannon
Médias
Controle 326 356 4,15
Teste 321 342 4,06
0 331 359 4,12
3 326 354 4,06
15 323 347 4,09
30 313 336 4,16
Médias desdobradas
Controle 0 327 356 4,16
3 347 383 4,17
15 315 341 4,15
30 314 345 4,13
Teste 0 336 361 4,08
3 305 324 3,95
15 330 354 4,02
30 313 327 4,19
EPM 5,3 6,7 0,029
P-D 0,648 0,287 0,114
P-Dia 0,697 0,652 0,672
P-D x Dia 0,256 0,230 0,374

Controle = alimento completo seco extrusado para a manutencdo de cdes adultos;
Teste = alimento coadjuvante seco extrusado para cdes com disturbios
gastrointestinais; EPM = erro padrao da média; P = probabilidade pelo teste F da
ANOVA (P<0,05).

N. ASVs: numero de variantes das sequéncias de amplicons.
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Figura 2. Beta-diversidade por dissimilaridade de Bray-Curtis dos géneros do
microbioma fecal de caes alimentados com as dietas controle (CTR) e teste nos dias
(D)0, 3, 15 e 30. O teste PERMANOVA indicou diferenga no perfil geral do microbioma
entre os grupos nos dias 3, 15 e 30 (P<0,05). P=0,450 entre os grupos no dia 0. Nota-
se clara progressao no distanciamento entre os grupos dos dias 0 ao 30.
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Figura 3. Abundancia relativa dos filos bacterianos dos cées alimentados com as
dietas controle (CTR) e teste durante os dias (D) 0, 3, 15 e 30.

De modo geral, observou-se redugao (P<0,05) dos géneros Streptococcus,
Ligilactobacillus, Veillonella, Anaerobiospirillum e Megamonas nos caes do grupo teste,
quando comparado ao grupo controle nos dias 3, 15 e 30 (P<0,05, Figuras 5 a 7).
Outros géneros (Pseudomonas, Enterococcus e Odoribacter) também reduziram no
grupo teste, quando comparado ao longo dos dias 0, 3, 15 e 30 e em relagdo ao
controle nos dias 3 e 15 (Blautia) (P<0,05, Figura 4). Ainda, houve aumento (P<0,05)
nos géneros bacterianos Collinsella, Clostridium, Erysipelatoclostridium, Emergencia
e Lachnospira nos caes do grupo teste, nos dias 3, 15 e 30 e nos géneros
Faecalibacterium (dia 30) e Turicibacter (dias 15 e 30), em relagdo ao grupo controle
(Figuras 5 a 7). A abundéncia dos géneros Streptococcus, Turicibacter,
Faecalibacterium e Blautia nas fezes de caes alimentados com as dietas controle
(CTR) e teste nos dias (D) 0, 3, 15 e 30 estéo representadas na figura 8 (P<0,05).
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Figura 4. Analise discriminante linear do tamanho do efeito (LEfSe) dos géneros
bacterianos das fezes de cées alimentados com a dieta teste nos dias (D) 0, 3, 15 e

30. P<0,05 corrigido para false discovery rate.
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Figura 5. Andlise discriminante linear do tamanho do efeito (LEfSe) dos géneros
bacterianos enriquecidos nas fezes de caes alimentados com as dietas controle (CTR)
e teste no dia 3 (D03). P<0,05 corrigido para false discovery rate.
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Figura 6. Andlise discriminante linear do tamanho do efeito (LEfSe) dos géneros
bacterianos enriquecidos nas fezes de caes alimentados com as dietas controle (CTR)
e teste no dia 15 (D15). P<0,05 corrigido para false discovery rate.
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Figura 7. Analise discriminante linear do tamanho do efeito (LEfSe) dos géneros
bacterianos enriquecidos nas fezes de caes alimentados com as dietas controle (CTR)
e teste no dia 30 (D30). P<0,05 corrigido para false discovery rate.
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Figura 8. Abundancia (log) dos géneros Streptococcus, Turicibacter, Faecalibacterium
e Blautia nas fezes de caes alimentados com as dietas controle (CTR) e teste nos dias
(D)0, 3, 15 e 30.

3.3 Palatabilidade

N&o houve diferenga na primeira escolha (P = 0,376) entre as dietas (Tabela 8).
Arazao de ingestao foi maior para a dieta teste em relacao a controle (P<0,001, Tabela
8).

Tabela 8. Primeira escolha e razdo de ingestdo das dietas controle e teste.

ltem Controle Teste P-valor
@Primeira escolha 19 13 0,376
b Razéao de 0,22 0,78 <0,001
ingestao

@ Primeira escolha pelo teste McNemar (P<0,005)

b Razao de ingestéo pelo teste t-pareado (P<0,05)
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4 DISCUSSAO

Compreender os efeitos dos disturbios gastrointestinais em caes e como a
composi¢ao quimica e a digestibilidade dos nutrientes, assim como a inclusao de
aditivos interagem no sistema gastrointestinal, pode auxiliar no tratamento
convencional dessas doencgas. Isso € importante considerando que caes com doencas
gastrointestinais podem apresentar disfuncdes absortivas e de motilidade. Portanto,
um manejo dietético que promova alta digestibilidade dos nutrientes € importante para
reestabelecimento das fun¢des gastrointestinais (Gouvéa et al., 2020).

Dessa forma, a dieta teste apresenta maior digestibilidade dos nutrientes que a
dieta controle. Os resultados de maior digestibilidade dos nutrientes observada na
dieta teste foram possiveis devido a presenca de ingredientes de alta digestibilidade
na dieta teste, como a farinha de visceras de aves hidrolisada, a qual apresenta um
CDA da PB de 89% (Scarpim et al., 2024) e a carne mecanicamente separada de aves,
com CDA da PB de 83,3% (Meineri et al., 2021). Apesar de nao terem sido
encontrados estudos avaliando a digestibilidade de uma dieta formulada
especificamente para caes com disturbios gastrointestinais, estudos utilizando
proteina hidrolisada de soja para caes e gatos com enteropatias crénicas observou
que a longo prazo esses animais se beneficiaram do alimento ao resolver os sinais
gastrointestinais (Mandigers et al., 2010ab). Além disso, um estudo combinando
proteina hidrolisada de frango a aditivos prebidticos na dieta observou aumento da
protecdo da mucosa intestinal em caes com doenga inflamatéria intestinal (Ambrosini
et al., 2020).

Embora a incluséo de lipidios na dieta teste tenha sido relativamente alta, o
EEA também apresentou alta digestibilidade. Caes possuem alta digestibilidade dos
lipidios durante todas as fases de vida (Zanatta et al., 2011). Além disso, as fontes
lipidicas usualmente utilizadas nas dietas, como 6leo de aves, 6leo de peixe e dleo de
soja, sao altamente digestiveis, sendo a maioria com CDA superior a 90% (Sabchuk
et al., 2019). A gordura é responsavel pelo aumento da densidade energética do
alimento, resultando em menor consumo em g/kg de peso corporal. Dietas com maior
EM, além de contribuirem para o reestabelecimento da condi¢cédo corporal ou reduzir
a perda de peso dos cées com disturbios gastrointestinais, diminuem a sobrecarga do

sistema digestorio, devido ao menor volume de alimento ingerido (Lenox, 2021).
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Desse modo, geralmente € recomendado formulagbes com maior concentracdo de
EEA e, consequentemente, de EM para caes com disturbios gastrointestinais, com
excecao de animais com linfangiectasia, para evitar aumento da pressao linfatica
(Okanishi et al., 2014).

Os resultados da digestibilidade dos nutrientes refletem diretamente sobre as
caracteristicas fecais. Geralmente, o melhor aproveitamentos dos nutrientes
proporciona maior concentracao de MSf e reducao do volume das fezes, o que pode
contribuir para a recuperagado da diarreia. Além disso, observamos redugao do pH
fecal dos animais alimentados com a dieta teste. Essa reducdo do pH reflete uma
caracteristica importante do ambiente intestinal, ja que a sua redugao pode contribuir
para a funcionalidade intestinal ao inibir a proliferacdo de bactérias potencialmente
patogénicas. O pH fecal pode ser considerado um biomarcador da atividade
fermentativa da microbiota intestinal, e nesse estudo pode ser relacionado com a
maior concentragao de butirato nas fezes.

Dentre os metabdlitos de fermentagéo, o butirato € reconhecido como uma das
principais moléculas com efeito anti-inflamatério no intestino (Anshory et al., 2023). O
butirato regula processos inflamatérios ao inibir a sinalizagado de NF-kB (Chen e Vitetta,
2018), uma proteina de transcricdo ativada em cdes com enteropatias cronicas
(Luckschander et al., 2010). Isso é particularmente interessante para cédes com
disturbios gastrointestinais, uma vez que a maioria dessas enteropatias esta
associada a inflamagao cronica no intestino (Pilla e Suchodolski, 2021). Podemos
atribuir o aumento na concentracao fecal de butirato e redugcéo no pH fecal dos caes
a presenca de fibras soluveis e aditivos prebidticos, assim como os 6leos funcionais,
presentes no alimento teste avaliado (Perini et al., 2023; Souza et al., 2023). Inclusive,
uma dieta hipoalergénica, de alta digestibilidade, formulada com uma combinacgéo de
fibras (7,8% FB) e probioticos (Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. paracasei, L.
helveticus, L. brevis, Streptococcus thermophilus e B. lactis) demonstrou auxiliar na
reduc&o dos sinais clinicos de cdes com colite cronica (Rossi et al., 2020).

Em relagcdo aos metabdlitos oriundos de fermentagdo nitrogenada, foi
observada maior concentracao fecal de amoénia, AGCR, aminas biogénicas e fendis
no grupo alimentado com a dieta gastrointestinal. Esse resultado provavelmente esta
relacionado ao maior consumo de PB no grupo teste (em média 66 g na MS por animal

por dia), em relagcdo ao grupo controle (em média 60 g na MS por animal por dia).
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Embora a digestibilidade da PB da dieta teste seja superior a da dieta controle, a sua
maior concentragcdo proteica, mesmo que mais digestivel, resultou em maior
disponibilidade de proteina no célon dos caes (concentragao fecal média de PB = 17,9%
nos caes do grupo controle vs. 27,44% no grupo teste). Os efeitos da maior ingestao
de PB sobre 0 aumento nas concentracgdes fecais desses metabdlitos (amdnia, AGCR,
aminas biogénicas e fendis) ja estdo bem documentados na literatura em caes (Hang
et al., 2013). No entanto, ainda nao esta estabelecido quais concentracdes desses
metabdlitos podem ser toxicos a mucosa intestinal dos caes. Inclusive, estudos em
humanos observaram a importancia das poliaminas sobre a maturacédo e
diferenciagao celular na mucosa intestinal (Matsumoto et al., 2011; Gao et al., 2013;
Tofalo et al., 2019); e que caes obesos alimentados com dieta com maior teor de PB
apresentaram maior concentracado fecal de acidos biliares secundarios (Lyu et al.,
2023), os quais sao correlacionados a eubiose e saude intestinal (Alshawagqgfeh et al.,
2017). Desse modo, é possivel que esses resultados nao indiquem efeitos adversos
a funcionalidade intestinal dos caes, principalmente quando associados aos demais
resultados obtidos de aumento do butirato e da MSf e modulagao da microbiota fecal
observada.

A modulacido da microbiota fecal pode ser observada a partir do terceiro dia
apos a troca para a dieta teste, com diferenciagao progressiva até 30 dias. A rapida
modulagdo na microbiota intestinal pode ser interessante para contribuir com melhora
mais rapida dos sinais clinicos dos disturbios gastrointestinais, como a diarreia,
principalmente em cdes com enteropatias crénicas, os quais apresentam sinais
clinicos por mais de 3 semanas (Dandrieux, 2016). Mesmo com poucas informagdes
encontradas na literatura sobre alguns dos géneros bacterianos identificados, alguns
estudos observaram redugao do Erysipelatoclostridium, Allobaculum, Collinsella e
Lachnospira em caes com diarreia (Soonthornsit et al., 2021; Herstad et al., 2021;
Yang et al., 2022), indicando que o seu aumento pode ser indicativo de um microbioma
em eubiose, como encontrado no grupo teste. Aléem disso, os géneros Turicibacter e
Faecalibacterium, encontrados em maior abundancia no grupo teste, estdo
correlacionados positivamente a eubiose, enquanto o Streptococcus, aumentado no
grupo controle, esta correlacionado positivamente a disbiose intestinal em caes
(Alshawaqfeh et al., 2017).
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Devido a fungédo do género Turicibacter estar relacionada principalmente com
a regulagao da motilidade intestinal, por meio da produgéo de serotonina no intestino
(Vedovato et al., 2015; Alshawagfeh et al., 2017; Fung et al., 2019), o aumento dessa
bactéria é particularmente interessante para caes com diarreia. Ainda, o aumento no
Turicibacter pode estar relacionado ao aumento observado na concentracao fecal de
serotonina no grupo teste. Similarmente, o género Faecalibacterium, um dos principais
produtores de butirato, pode contribuir para a redugao de processos inflamatorios no
intestino (Zhou et al., 2018; Chen e Vitetta, 2018), estando seu aumento de acordo
com a maior concentragdo fecal de butirato observada no grupo teste. Essa
modulacdo da composi¢gdo da microbiota intestinal por meio do aumento de
Faecalibacterium e Turicibacter é especificamente importante, ja que caes com
enteropatias crénicas apresentam reducao desses microrganismos (Alshawaqfeh et
al., 2017; Nagahara et al., 2023).

O grupo controle apresentou maior abundancia do género Blautia, o qual
também é considerado um biomarcador de eubiose intestinal quando aumentado em
caes (Alshawaqgfeh et al., 2017). Apesar da dieta controle ser de baixa digestibilidade
e ter apresentado potenciais efeitos negativos sobre a microbiota intestinal. Ainda, o
meétodo de sequenciamento da microbiota utilizado (sequenciamento do gene 16s
rRNA) resulta em resultados relativos e ndo absolutos. Portanto, a menor abundancia
relativa da Blautia no grupo teste pode ter sido influenciada pelo aumento de outras
bactérias.

Outro efeito benéfico observado na dieta teste, foi a sua maior palatabilidade,
em relacdo a dieta controle. Nado foram encontradas pesquisas que avaliassem o
efeito da palatabilidade de dietas gastrointestinais para caes. Contudo, Anthony et al.
(2023) observaram maior ingestdo voluntaria do alimento e entusiasmo para se
alimentar quando fornecido uma dieta com maior densidade energética para caes com
cancer. Isso demonstra que dietas altamente palataveis sdo muito importantes para
estimular o consumo em cées doentes, contribuindo para a ingestado de nutrientes e
calorias e para manutengao ou recuperagao do peso corporal.

A principal limitagao do nosso estudo foi o numero de animais utilizados, o que
diminuiu o poder estatistico de algumas variaveis avaliadas. Assim como seria
interessante avaliar esses resultados em animais com disturbios gastrointestinais, a

fim de validar esses resultados em caes doentes.



72

5 CONCLUSAO

A dieta formulada para disturbios gastrointestinais apresenta maior
digestibilidade das fragées nutricionais, em comparagao a dieta controle, resultando
em reducgdo do volume de fezes excretado e aumento na MSf. Além disso, a dieta
gastrointestinal € capaz de modular beneficamente a microbiota fecal e seus
metabdlitos a partir do terceiro dia de consumo, como demonstrado pelo aumento nos
géneros Turicibacter e Faecalibacterium e redugao do Streptococcus e pela maior
concentragdo de butirato fecal. Esses resultados sugerem que a dieta gastrointestinal
oferece beneficios para cées saudaveis, evidenciando seu potencial como

coadjuvante no tratamento de doengas gastrointestinais.
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