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RESUMO GERAL

Frente a relevancia da boa saude bucal de cées e seu efeito no estado da salde geral desses
animais, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito da incluséo de dois
fosfatos diferentes e vitamina C em dietas comerciais Umidas sobre o acumulo de placa
bacteriana, profundidade do sulco gengival e pH salivar em cées. O experimento foi
conduzido no Centro de Estudos em Nutricdo de Animais de Companhia, do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras-MG, Brasil. Foram utilizados 16
caes, machos e fémeas, sendo oito da raca Beagle e oito de outras racas de porte pequeno a
médio, todos com idade de 5 + 2anos e peso de 12,26+4,65 kg. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com quatro dietas e quatro repeticdes. As dietas experimentais
foram: 1- racdo Umida sem adicdo de fosfato (controle); 2- racdo Umida com 0,3% de
tripolifosfato de sodio; 3- racdo Umida com 0,3% de hexametafosfato de sddio e 4- racdo
Umida com 0,3% de hexametafosfato de s6dio e 0,03% de vitamina C. Antes do inicio do
experimento, 0s animais passaram por uma profilaxia dentéaria. Apds um periodo experimental
de 75 dias, os animais foram submetidos a avaliagdo de placa bacteriana dentaria, mensuracao
do sulco gengival e pH salivar. Clinicamente, foram avaliados a face vestibular dos caninos
(C) e segundo (PM2), terceiro (PM3) e quarto (PM4) pré-molares da arcada completa da
maxila. A mensuracdo da placa bacteriana foi feita atraves de fotos digitais pelos programas
GIMP 2 e ImageJ e o pH salivar foi determinado com papel indicador de pH. O sulco
gengival foi mensurado por meio de sonda periodontal milimetrada. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Scott-Knott. Houve
reducdo (P<0,05) da placa bacteriana dos caninos quando o hexametafosfato, associado ou
ndo a vitamina C, foi utilizado. N&o houve diferenca (P>0,05) na profundidade do sulco
gengival e pH salivar. Conclui-se que a inclusdo de hexametafosfato de sddio em dietas
Umidas ajuda na prevencao do acumulo de placa bacteriana em cées.

Palvras-chave: Canino. Placa bacteriana. Hexametafosfato de sodio. Tripolifosfato de sodio.
Acido ascorbico.



GENERAL ABSTRACT

Based on the importance of good oral health in dogs and its effect on the general animal
health, this research trial aimed to evaluate the effect of inclusion of two different sources of
phosphate and vitamin C in moist (or wet) commercial canine diets on dental plaque
formation, depth gingival sulcus, and salivary pH in adult healthy dogs.The experiment was
conducted at the Companion Animal Nutrition Research Center in the Department of Animal
Sciences at the Federal University of Lavras, Lavras-MG, Brazil. Sixteen male and female
dogs were used, of which eight were Beagles and eight were of other small to medium breeds,
all of them were approximately 5+ 2 years old and weighed 12,26+4,65kg. The experimental
design was completely randomized, with four dietary treatments (n=4). The experimental
diets were: 1 - moist diet without addition of phosphate (control); 2 - moist diet with 0.3%
sodium tripolyphosphate; 3 - moist diet with 0.3% sodium hexametaphosphate and 4 - moist
diet with 0.3% sodium hexametaphosphate and 0.03% vitamin C. Prior to the start of the
experiment, the dogs underwent dental prophylaxis. After an experimental period of 75 days,
the dogs were examined for dental plaque, gingival sulcus measurement, and salivary pH.The
oral health of these dogs was evaluated based on the labial surface of the canine teeth(C) and
second (PM2), third (PM3) and fourth (PM4) premolars of the maxillary arch. Bacterial
plaque measurement was done through digital photos by the GIMP 2 and ImageJ programs
and the salivary pH was determined with pH indicator paper. The gingival sulcus was
measured by means of a periodontal millimetric probe. The data were submitted to analysis of
variance and means compared by the Scott-Knott test. There was a reduction (P <0.05) in
canine bacterial plaques with dietary supplementation of hexametaphosphate, independent of
vitamin C supplementation. There was no difference (P> 0.05) in gingival sulcus depth and
salivary pH. It was concluded that inclusion of 0.3% hexametaphosphate in moist diets assists
in the prevention of bacterial plaque accumulation in dogs.

Keywords: Canine. Bacterial plague. Sodium hexametaphosphate. Sodium tripolyphosphate.
Ascorbic acid.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A doenca periodontal é a patologia bucal mais recorrente em cées, causando gengivite,
periodontite, mobilidade e até perda de dentes. Diversos fatores podem favorecer o
desenvolvimento da doenca periodontal, porém, a placa bacteriana é o mais relevante. Dessa
maneira, a prevencdo da placa se faz importante para a manutencdo da boa salde bucal em
cées.

Ao longo dos anos, 0s avangos nas pesquisas em nutricdo de cées e o desenvolvimento
da odontologia veterinaria tém contribuido de maneira significativa com a satde oral dos
animais. Contudo, a doenca periodontal continua sendo um grave problema, em razéo da sua
alta prevaléncia. Inameros metodos de prevencdo podem ser usados no controle da placa
bacteriana, como a escovacdo dentaria dos cées, pelo menos trés vezes por semana. Porem,
por ser um método muito trabalhoso e com resultados controversos, pesquisas estdo sendo
realizadas com substancias que possam ser adicionadas a ragdo como forma de prevenir a
formacdo da placa bacteriana. Dentre essas substancias, destacam-se os diferentes tipos de
fosfatos.

Sabe-se que o hexametafosfato de sodio e o tripolifosfato de sodio possuem conhecida
acdo sequestrante de célcio, podendo reduzir a mineralizacdo da placa bacteriana em
odontdlito. Adicionalmente, a vitamina C pode ser um importante aditivo para o tratamento e
prevencdo da doenca periodontal, uma vez que estimula a sintese de colageno e previne a
calcificacdo da placa bacteriana em tartaro. Dessa maneira, a inclusdo desses aditivos poderia
melhorar a saude bucal dos caes.

No entanto, a inclusao desses aditivos em dietas imidas tem sido pouco estudada. Essa
avaliacdo é importante uma vez que esse tipo de alimento como, por exemplo, na forma de
patés enlatados, vem sendo cada vez mais utilizado na alimentacdo dos pets, sendo um
produto altamente palatavel e equilibrado nutricionalmente.

Assim, objetivou-se com esse trabalho, avaliar os efeitos da inclusdo de
hexametafosfato de sddio, tripolifosfato de sodio e vitamina C em dietas Umidas sobre a

formacdo de placa bacteriana, profundidade do sulco gengival e pH salivar de cées.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Anatomia e histologia dos dentes

O dente é morfologicamente dividido em coroa e raiz. A regido de transicdo entre
essas duas estruturas é chamada colo dentario. A coroa dental encontra-se revestida pelo
esmalte e a raiz esta implantada no interior da cavidade 6ssea alveolar, abaixo da linha da
gengiva. Sua extremidade, denominada apice radicular, é a parte clinicamente ndo visivel do
dente, estando recoberta pelo cemento (PACHALY, 2006; PINTO, 2007; SERRANO, 2002;
WIGGS; LOBPRISE, 1997).

As estruturas histoldgicas do dente sdo o esmalte, a dentina, a polpa e o cemento. O
esmalte, ou revestimento externo do dente, € uma substancia branca, calcificada, muito
resistente, que possui um conteddo mineral maior que o do o0sso. O esmalte forma a parte
externa protetora da coroa anatémica e € composto por 95% de hidroxiapatita de célcio, 4%
de 4gua e 1% de matriz do esmalte (matéria organica). A dentina é o tecido amarelo duro
subjacente ao esmalte e ao cemento e forma o interior do dente, composta de 70% de
hidroxiapatita de calcio, 18% de matéria organica (fibras colagenas) e 12% de agua
(KOWALESKY, 2005). Normalmente, ndo é visivel, exceto na radiografia dental, em um
dente cortado ou em um dente muito desgastado (WOELFEL; SCHEID, 2000).

No interior de cada dente, esta a polpa dentaria, que é um tecido mole nédo calcificado.
Formada de tecido conjuntivo, rico em vasos sanguineos e linfaticos, apresenta fibras
nervosas, substancia intercelular, fibroblastos, leucocitos e ceélulas especializadas,
denominadas odontoblastos. J& o cemento corresponde a superficie externa amarelo-escura da

raiz anatdmica e faz parte do ligamento periodontal.
2.2 Periodonto

O periodonto é composto pelos tecidos que suportam e protegem os dentes. Pode ser
dividido em gengiva, cemento, 0sso alveolar e ligamento periodontal (LOGAN, 2006). A
gengiva € uma extensdo da mucosa bucal e é constituida por tecido epitelial queratinizado,
dividida, anatomicamente, em gengiva livre que se adapta a superficie do dente e gengiva
inserida, firmemente ligada ao periosteo, subjacente ao 0sso alveolar. A gengiva inserida é
delimitada na mucosa bucal pela jungdo muco gengival, exceto no palato, onde ndo existe
essa delimitacdo. Os tecidos gengivais que estdo nos espacos entre os dentes formam a papila
interdental. J& a margem da gengiva livre é arredondada formando uma pequena invaginacao
ou sulco entre os dentes e a gengiva (GORREL, 2004; HARVEY; EMILY, 1993). Em um
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animal saudavel, a gengiva apresenta-se firme, resistente e normalmente de coloragdo rosada
ou de acordo com a pigmentacdo do animal (HARVEY; EMILY, 1993).

O cemento é constituido por contetdo inorganico menor que o do 0sso, dentina e
esmalte, contendo 65% de hidroxiapatita de calcio, 23% de fibras colagenas e 12% de agua
(WOELFEL; SCHEID, 2000). Tem como principal funcdo a fixacdo dos dentes ao 0sso
alveolar (ROZA, 2004).

O osso alveolar desenvolve-se durante a erupcdo dentéria e sofre atrofia quando os
dentes caem. Além das trés camadas existentes em todos 0s 0ssos (periosteo, 0sso denso e
0SSO esponjoso), possui ainda uma quarta camada, chamada lamina cribiforme, que reveste as
cavidades alveolares, depressdes nas quais estdo inseridos os dentes. Vasos sanguineos e
nervos passam através do 0sso alveolar e atravessam a lamina cribiforme, sendo que a maior
parte desses vasos sanguineos e nervos se dirigem ao ligamento periodontal (GORREL,
2004).

O ligamento periodontal, por sua vez, é constituido por fibras de tecido conjuntivo
denso (colageno) que unem o dente, por meio do cemento, ao 0sso alveolar, pelas fibras
periodontais de maneira extremamente firme (GIOSO, 2007). Essa estrutura diferenciada age
como um ligamento suspensor para 0s dentes e encontra-se em atividade fisiologica
permanente (GORREL, 2004; HARVEY; EMILY, 1993).

2.3 Doenca Periodontal

A doenca periodontal é o problema de satde oral mais comum nos caes domeésticos
(LUND et al., 1999), estando relacionada a fatores predisponentes como acumulo de placa
bacteriana, tartaro, idade, raca, formato do cranio, dieta, sensibilidade individual e traumas
(TELHADO et al., 2004). O termo doenca periodontal refere-se as leses inflamatdrias, de
carater cronico e infeccioso, que atingem as estruturas que suportam e protegem o dente
(periodonto), sendo elas a gengiva, 0sso alveolar, cemento e ligamento periodontal
(GORREL, 2004).

Pode ser classificada em duas categorias, gengivite e periodontite. Quando o0 processo
fica restrito a gengiva, da-se 0 nome de gengivite, que é uma resposta imune direta a
formacdo da placa microbiana sobre os dentes. Esta é caracterizada por tumefacgdo, rubor,
sensibilidade e sangramento da gengiva, podendo permanecer estavel ou progredir para a
periodontite, que caracteriza a fase irreversivel da enfermidade (KINANE, 2001).

A partir do momento que ocorre envolvimento do periodonto de sustentacdo, o
processo passa a ser chamado de periodontite (DUPONT, 1998; GORREL, 2004; GIOSO,
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2007; HENNET, 2005; WIGGS; LOBPRISE, 1997). A patogenia da periodontite envolve
dois mecanismos de agressdo aos tecidos: a injuria direta causada pela placa bacteriana e a
injuria indireta causada pela inflamacao provocada pelos microrganismos da placa (GORREL,
2004). A periodontite é ainda subdividida, conforme a gravidade em: inicial, moderada e
grave, culminando com a esfoliacdo do dente (FORD; MAZZAFERRO, 2007; HARVEY;
EMILY, 1993; MERIN, 2006; WIGGS; LOBPRISE, 1997).

A progressdao da doenca vai depender da quebra do equilibrio entre as defesas do
animal e a patogenicidade das bactérias, ocorrendo em velocidade variada, mas podendo
prolongar-se por anos (BROOK; NIEMIEC, 2008; GIOSO, 2007; GROVE, 1998). Dessa
maneira, a doenca periodontal corresponde a soma das desordens que se manifestam na
gengivite e na periodontite (HYDE; FLOYD, 1997).

Vaérios fatores podem favorecer o aparecimento ou grau de acometimento da doenca
periodontal em cées. Esses fatores sdo classificados em extrinsecos ou intrinsecos. Como
fatores extrinsecos estdo: a composigdo e textura da dieta, a escovacdo dental e a higiene
bucal. Ja como intrinsecos estdo: a genética, a raga e o tipo de cranio, e a idade. A genética
esta relacionada principalmente ao sistema imune, sendo importante, pois afeta a capacidade
individual de desenvolver uma resposta de defesa adequada. Em muitos casos, a doenca
periodontal pode se instalar de maneira muito rapida (HENNET, 2005). Ja a raca esta
relacionada ao tipo de cranio. As ragas pequenas apresentam o mesmo numero de dentes que
as maiores, mas por possuirem um cranio menor tendem a apresentar ma oclusdo e
apinhamento. As racas braquicefalicas tendem a ter rotacdo e apinhamento, o que predispde
esses animais a enfermidade periodontal, somando-se ainda o fato de serem respiradores
bucais, 0 que pode agravar problemas periodontais (HARVEY, 1998). Com relacédo a idade,
estudos mostram uma associacdo positiva desse fator com a doenca periodontal (EMILY et
al., 1999; EURIPIDES et al., 1996; HARVEY; EMILY, 1993; TELHADO et al., 2004).
Entretanto, nem todos os animais idosos irdo, necessariamente, desenvolver doenca

periodontal, uma vez que a placa bacteriana pode ser controlada (BEARD; BEARD, 1989).
2.4 Etiologia da doenca periodontal

O acometimento de cées pela doenca periodontal tem como agente etioldgico primario
a placa bacteriana, que é a responsavel pela maioria das infeccGes bucais. A formacdo da
placa bacteriana ocorre logo apdés a erupcdo dos dentes, os quais ficam envolvidos
naturalmente no fluido biol6gico da cavidade bucal, contendo mais de 400 espécies de
bactérias (GIOSO, 2007; GORREL, 2004). As bactérias ndo sdo 0s Unicos microrganismos
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presentes na placa. Ha também micoplasmas, um pequeno nimero de leveduras, protozoarios
e virus, incluindo os bacteriofagos (GENCO; COHEN; GOLDMAN, 1999). A placa
bacteriana se estabelece na superficie do dente entre 24 e 48 horas ap0s profilaxia dentaria
(GIOSO, 2007).

A placa dentéria é um material pegajoso e amarelado, resultante da colonizagdo e do
crescimento de microrganismos (DUPONT, 1998; GIOSO, 2007; LIMA et al., 2004). Foi
conceituada por Emily et al. (1999) como uma massa densa, ndo calcificada, estruturada e
resistente, firmemente aderida & superficie dos dentes e aos odontdlitos. E constituida por
80% de agua e 20% de solidos organicos e inorganicos, sendo que 80% da porcao solida
correspondem as bactérias (HARVEY; EMILY, 1993).

O biofilme dentario ¢ a matriz orgénica inicial para a deposicio de placa. E
caracterizado como uma fina pelicula invisivel, com espessura de 0,1 a 0,8 mm, composto por
restos alimentares, saliva, polissacarideos extracelulares, células descamadas, leucdcitos,
macrofagos, lipidios, carboidratos, bactérias (principalmente aerdbias) e por minerais como
calcio, fosforo e magnésio (CLELAND, 2000; DUPONT, 1998; GIOSO, 2007; WIGGS;
LOBPRISE, 1997). Bactérias especificas, como Streptococcus e Actinomyces, tém
propriedades de aderéncia e colonizam rapidamente essa pelicula (HARVEY; EMILY, 1993).
Apos a aderéncia dos colonizadores iniciais, outras bactérias se unem ao biofilme, resultando
na formacdo da placa bacteriana (GORREL, 2004). Os microrganismos da placa alojam-se
sobre toda a superficie dental e, principalmente, no sulco gengival, onde a limpeza natural
promovida pelo fluxo salivar, lingua, abrasdo dos alimentos e labios ndo proporciona acao
eficiente (GORREL, 2004; EMILY; PENMAN, 1994).

A placa bacteriana pode ser encontrada nas regides acima ou abaixo da margem da
gengiva, sendo, nesses casos, denominada supragengival ou subgengival, respectivamente
(GENCO; COHEN; GOLDMAN, 1999; HARVEY; EMILY, 1993). As placas apresentam
caracteristicas morfologicas e microbioldgicas distintas, sendo a supragengival inicialmente
colonizada por bactérias aerdbias e gram-positivas. J& a populacdo microbiana da placa
subgengival compreende microrganismos mistos, como cocos gram-positivos e gram-
negativos, além de formas filamentosas com pequena matriz intermicrobiana (EMILY;
PENMAN, 1994; HARVEY; EMILY, 1993). Se a gengivite inicial ndo for tratada, a margem
gengival se torna edematosa, formando sulcos gengivais e permitindo o acesso de outras
bactérias, como o0s anaerobios facultativos e estritos, além de espiroquetas, aos tecidos
periodontais de sustentacdo dos dentes. Pode, ainda, haver precipitagdo de sais minerais

provenientes da saliva, formando o odontolito dental (ou tartaro dentario) na superficie do
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dente, tanto na zona supragengival quanto na subgengival (EMILY; PENMAN, 1994,
PACHALY, 2006).

O odontdlito € um material duro, mineralizado, de cor amarelada, marrom ou
esverdeada com superficie externa rugosa, que facilita o acimulo de mais placa bacteriana.
(GIOSO, 2007). A mineralizagdo é caracterizada pela ligacdo de ions de célcio ao complexo
carboidrato-proteina da matriz orgénica bacteriana e pela precipitacdo de sais cristalinos de
fosfato de calcio (MANDEL, 1960). Esses cristais se desenvolvem inicialmente na matriz
intercelular, nas superficies bacterianas e finalmente dentro das bactérias. O tartaro adere
firmemente as superficies dos dentes como resultado da calcificacdo da pelicula abaixo da
placa bacteriana, de tal forma que se estabelece uma fixagdo firme ao esmalte e/ou cemento
(KOPCZYK; CONRQY, 1968; LANG; MOMVBELLI; ATTSTRO, 2008; SELVIG, 1970).

Durante a mastigacdo, a movimentagdo do alvéolo e a rica vascularizagédo do
periodonto, pode favorecer a bacteremia, que € a invasdo bacteriana e de seus metabolitos nos
vasos sanguineos e linfaticos. A doenca periodontal ocorre quando a microbiota predominante
no sulco gengival se altera de cocos aerObios gram-positivos imoveis para bastonetes
anaerobios gram-negativos méveis (G1OSO, 2007; HARVEY; EMILY, 1993). Esse processo
pode resultar em resposta imunologica sistémica, com graves distdrbios secundarios, tais
como bronquite crénica, fibrose pulmonar, endocardiose, endocardite, nefrite intersticial,
glomerulonefrite, hepatite, artrite e meningite, podendo, em casos extremos, levar o animal a
morte (GIOSO, 2007; GORREL, 2004; GROVE, 1998; PACHALY, 2006; PIHLSTROM;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005; TONETTI et al., 2007).

2.5 Prevencao da doenca periodontal

A prevencdo é fundamental para diminuir a alta incidéncia da doenca periodontal em

caes e, minimizar as implicac6es locais e sistémicas causadas pela afeccéo bucal.
2.5.1 Consisténcia e textura do alimento

A composicdo nutricional e a textura dos alimentos podem afetar o ambiente bucal por
meio de modificacBes na integridade dos tecidos, na estimulacdo do fluxo e composicdo da
saliva e no metabolismo da placa bacteriana (LOGAN, 2006). Alem disso, a textura do
alimento pode influenciar o acUimulo de depdsitos dentais e, consequentemente, o
desenvolvimento da doenca periodontal (GORREL, 1998).

As racdes comerciais completas para cdes sdo divididas em secas, semiumidas e
Umidas. O principal fator para a determinacdo dessas categorias € o teor de umidade. Racdes

secas possuem de 10 a 12% de umidade, as semiumidas 27 a 32%, enquanto as Umidas podem
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ter de 74 a 78% de umidade (NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC, 2006). Dessa
forma, a consisténcia do alimento é definida, sendo ele mais firme quando ha menor umidade
e mais macio quando a umidade é maior.

Gawor et al. (2006) avaliaram a relacdo entre o tipo de alimentacdo e a satde oral de
29.702 cées, através de 730 veterinarios na Poldnia. Dentre esses animais, 22,5% recebiam
apenas alimento seco, 57,7% eram alimentados com alimento seco e imido e 19,8% recebiam
apenas alimento Umido. Uma melhor saude bucal foi verificada nos animais que se
alimentavam apenas de alimento seco. Os autores atribuiram esse resultado a menor
ocorréncia de linfadenopatia mandibular, depositos dentarios e doenga periodontal.

Em estudo semelhante, Buckley et al. (2011) avaliaram 17.148 cées de 700 clinicas
veterinarias polonesas. Os autores verificaram que o fornecimento de dietas caseiras origina
piores indices de saude bucal, aumentando a probabilidade de desenvolvimento da doenca
periodontal.

Por outro lado, Capik (2010) avaliou a influéncia do tipo da dieta na formacdo de
odontdlitos e concluiu que o alimento comercial seco, em compara¢do com alimento Umido,
ndo exerceu efeito significativo na prevencao da placa dentaria e deposicdo de tartaro. Esses
resultados mostram que a deposicdo de tartaro dental foi semelhante no mesmo individuo
alimentado com racdo comercial seca ou Umida. Adicionalmente, um estudo mostrou que
somente a abrasdo mecénica ndo é suficiente para manutencdo da boa saude bucal em cées
(STOOKEY et al., 1996).

Atualmente, as industrias de racdes para cdes vém lancando diversos produtos com o
intuito de melhorar a satde oral dos animais e, para tal, buscam recursos que diminuam o
desenvolvimento da placa bacteriana. O emprego da acdo mecanica de raspagem para limpar
os dentes é a estratégia-padrdo nesses alimentos, que € obtido por modificacdes na textura e
no tamanho do granulo. Supde-se que a placa e o odontdlito sdo desagregados da superficie
dos dentes enquanto o animal mastiga o alimento, porém, apenas atinge os dentes utilizados
no ato da mastigacdo (COX; LEPINE; CAREY, 2003). Assim, essa estratégia se limita aos
dentes envolvidos na mastigacdo, de forma que cdes com pouca mastigacao terdo esse

beneficio limitado.
2.5.2 Uso de fosfatos

Os polifosfatos sdo frequentemente chamados "fosfatos condensados”, uma vez que
sdo polimeros de anions fosfato obtidos por condensacdo repetida de unidades de [PO4]
(THILO, 1965; VAN WAZER; GRIFFITH; MCCULLOUGH, 1954). O termo "fosfato
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condensado™ corresponde a todos os compostos de fésforo nos quais varios grupos fosfato
estdo ligados entre si por pontes de oxigénio. De acordo com a classificacdo atual, os
polifosfatos sdo divididos em trés grupos: fosfatos condensados ciclicos, fosfatos
condensados lineares e fosfatos condensados “cross-linked” (ou fosfatos inorgéanicos
ramificados) (CINI; BALL, 2014). Os trés grupos de moléculas sdo preparados por reacdes de
condensacdo em que os fosfatos tetraédricos sdo condensados por eliminacdo de &gua
(THILO, 1965).

Alguns fosfatos, como o tripolifosfato de sddio e o hexametafosfato de sddio, séo
sequestrantes de cations bivalentes (principalmente o célcio). Essa propriedade é proporcional
ao tamanho da cadeia, quanto mais longa maior a capacidade quelante, e do pH local, pois um
pH alcalino favorece a precipitagdo de sais minerais (HENNET, 2005). Quando adicionados
ao alimento, os fosfatos ajudam a prevenir a mineralizacdo da placa bacteriana em tartaro.
Além disso, possuem tempo de agdo prolongado, pois permanecem na placa, até serem
absorvidos pelo organismo. Uma vez que sao difundidos através da saliva por toda cavidade
bucal, também atuam em superficies ndo envolvidas na mastigagdo, como a gengiva (COX;
LEPINE; CAREY, 2003).

Polifosfatos de sodio (Nan + 2PnO3n + 1; n =3 a 75) sdo capazes de inibir o
crescimento de varias bactérias gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus (KNABEL;
WALKER; HARMAN, 1991; LEE et al., 1994; POST; KRISHNAMURTY; FLANAGAN,
1963; ZAIKA; KIM, 1993), Listeria monocytogenes (ZAIKA; KIM, 1993), Sarcinalutea
(POST; KRISHNAMURTY; FLANAGAN, 1963), Bacillus cereus e Lactobacillus e de
fungos, tais como Aspergillus flavus (KNABEL; WALKER; HARMAN, 1991; MAIER;
SCHERER; LOESSNER, 1999). Devido a essas caracteristicas, o hexametafosfato de sodio
tem sido muito utilizado na indUstria como um agente antimicrobiano, pela sua capacidade de
aumentar a permeabilidade da membrana bacteriana externa (VAARA; JAAKKOLA, 1989) e
dispersar o biofilme microbiano (KHAMMAR et al., 2004; VAN DER MEI et al., 2002).

De uma forma geral, os polifosfatos tém atividade antibacteriana contra varias
bactérias gram-positivas. Em contraste, as bactérias gram-negativas sdo geralmente resistentes
a esses compostos. A capacidade dos polifosfatos em “sequestrar” cations divalentes (como 0
ferro, por exemplo) é considerada relevante para seus efeitos antibacterianos, contribuindo
para a inibicdo da divisdo celular e perda da integridade da parede celular das bactérias
(KNABEL; WALKER; HARMAN, 1991; LEE et al, 1994; MAIER; SCHERER;
LOESSNER, 1999; POST; KRISHNAMURTY; FLANAGAN, 1963).
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Em um estudo, Moon, Park e Lee (2011) verificaram que pirofosfato e polifosfatos de
sodio com cadeias de diversos tamanhos (Nan+2PnO3n +1; n =3 a 75) inibiram o crescimento
de Porphyromonas gingivalis, uma bactéria gram-negativa associada a doenca periodontal. A
concentracdo inibitéria minima de agentes antibacterianos (MIC) foi de 0,06% para todos 0s
polifosfatos de sddio e de 0,12% para o pirofosfato. Esse resultado indica que os polifosfatos
de sédio foram mais eficientes na inibicdo da bactéria, uma vez que mostraram efetividade em
concentracdo mais baixa. Adicionalmente, houve maior expressdo dos genes relacionados ao
armazenamento de ferro e ao estresse oxidativo e menor expressdo dos genes relacionados a
producdo de energia e replicacdo de cromossomos pelo polifosfato de s6dio com maior
namero de unidades de fosfatos (75).

Esses fosfatos sdo convertidos a ortofosfatos por acdo de acidos no estbmago e,
posteriormente, sdo assimilados metabolicamente como fosfatos dietéticos. Portanto, seu uso
em dietas para cées é seguro (STOOKEY et al., 1996).

Contudo, os beneficios da utilizacdo de fosfatos ndo se restringem a sua capacidade
quelante, o que garante a prevencao da mineralizacdo da placa bacteriana em tartaro, nem ao
seu efeito antimicrobiano. Usui et al. (2010) utilizaram oito Beagles machos de oito meses
para avaliar a regeneracdo 6ssea em defeitos induzidos na mandibula. Injetou-se nas injarias
Osseas um gel de alginato de sédio como controle ou um gel de alginato de sddio que continha
30% de inclusdo de polifosfatos. Apds 12 semanas, as areas médias de reparacdo 0ssea
observadas em cdes com gel controle foram de 8,6 + 2,6 mm? contra 17,4 + 3,2 mm? no grupo
tratado com gel com inclusdo de polifosfatos. Esses resultados sugerem que os polifosfatos
induzem a diferenciacao osteoblastica e mineralizacdo 0ssea.

O hexametafosfato de sodio e o tripolifosfato de sddio sdo bastante estudados como
aditivos para cdes no intuito de prevenir a ocorréncia de odontolitos e, consequentemente, a
doenca periodontal, de forma a garantir boa saude bucal aos animais (COX; LEPINE, 2002;
HENNET; SERVETE; SOULARD, 2007; PAIVA; SAAD; LEITE, 2007; PINTO et al., 2008;
STOOKEY et al., 1996; STOOKEY; WARRING; MILLER, 1995). Entretanto, os estudos de
inclusdo desses fosfatos se restringem a alimentos secos ou biscoitos do tipo shack e,

portanto, seus resultados sdo pouco conhecidos em dietas Umidas para cdes.
2.5.3 Vitamina C

A vitamina C € uma importante vitamina hidrossolivel que possui fungdes
antioxidantes, anticarcinogénicas e imunomoduladoras no organismo (FREI; STOCKER,;
AMES, 1988; VILLACORTA; AZZIl; ZINGG, 2007). Contudo, ndo é uma vitamina essencial
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na dieta de cdes, uma vez que essa pode ser sintetizada a partir de glicose no figado (NRC,
2006), embora a capacidade de sintese seja inferior quando comparados a outras espécies
(CHATTERJEE et al., 1975).

A vitamina C esta envolvida na sintese e manutencéo do colageno, além de promover
resisténcia a infeccOes e ajudar em processos de cicatrizacdo (COOKE; MOXON, 1981).
Estudos indicam uma associacdo negativa entre o nivel plasmatico de vitamina C e a
gravidade da periodontite em humanos (AMALIYA et al., 2007; AMARASENA et al., 2005).
Entretanto, ndo estd claro como a ingestdo dessa vitamina afeta o estresse oxidativo na
gengiva, a expressdo génica que codifica a inflamacgéo e o comportamento celular em lesdes
periodontais, embora alguns estudos sugiram que a vitamina C aumenta o nimero de feixes de
colageno no tecido periodontal (AURER-KOZELJ et al., 1982).

Usando um anélogo da vitamina C como enxaguante bucal em humanos, Turesky,
Gilmore e Glickman (1970) concluiram que houve reducdo de placa bacteriana durante um
periodo experimental de trés dias. Além disso, houve redugdo na formacdo de odontdlitos in
vivo no 8° e no 21°dias de experimento.

Em estudo realizado por Tomofuji et al. (2009), a incluséo de vitamina C na agua de
bebida de ratos com periodontite induzida melhorou a infiltracdo de leucdcitos, diminuiu o
dano oxidativo no DNA e aumentou a quantidade de glutationa reduzida na inflamacéo
gengival. Do mesmo modo, o nivel de metabdlitos reativos ao oxigénio no plasma foi
diminuido pela ingestdo de vitamina C. Isso sugere que a vitamina C possa diminuir o estresse
oxidativo induzido pela periodontite. Além disso, a ingestdo de vitamina C suprimiu a
expressdo de genes que codificam citocinas inflamatérias, como as interleucinas-1a (IL-1a),
IL-1B, IL-6, na lesdo periodontal e a enzima Oxido nitrico sintase, inferindo em uma acao
imunomoduladora nos ratos com periodontite.

Apesar de demonstrar efeito positivo no tratamento e prevencdo da doenca

periodontal, a vitamina C ainda é pouco estudada como aditivo na alimentacéo de caes.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Em decorréncia da importancia de uma boa saude bucal em cées, diversos métodos de
prevencdo da placa bacteriana e, consequentemente, odontélitos vém sendo estudados. A
inclusdo de fosfatos em dietas secas para cdes tem sido bastante estudada, mostrando
resultados satisfatdrios. J& a vitamina C é pouco pesquisada como aditivo para promover boa
salde bucal em cées, sendo que as pesquisas se concentram em humanos e os resultados ainda
sdo conflitantes. Visto que o uso desses aditivos em dietas imidas ainda é muito recente e que
esse tipo de alimento vem ganhando espaco no mercado pet, faz-se importante o

desenvolvimento de novas pesquisas.
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INTRODUCAO

A doenga periodontal tem alta prevaléncia em cées. Aproximadamente 85% dos
animais apresentam algum tipo de afeccdo oral e dessas, 60% correspondem a periodontite
(Kyllar e Witter, 2005). Trata-se, portanto, de uma enfermidade de grande importéncia, pois,
dependendo do grau de acometimento, pode ocasionar distdrbios sistémicos graves como
artrite, glomerulonefrite, meningite, endocardite e até mesmo a morte do animal (Pachaly,
2006). As bactérias causadoras da placa bacteriana sdo os principais agentes etioldgicos para
0 desenvolvimento da doenca periodontal (Domingues et al., 1999). Dessa forma, a prevencao
do acimulo da placa bacteriana é uma maneira de assegurar a boa saude bucal.

Entretanto, a prevencdo da doenca periodontal muitas vezes é negligenciada, pois 0s
cuidados diarios recomendados, como a escovacdo dos dentes, demandam tempo e paciéncia
por parte dos proprietarios, além da colaboragéo do animal (Murray et al., 2003). No intuito
de prevenir o aparecimento dessa doenca, diversos aditivos sdo adicionados nos alimentos
para caes, como por exemplo, os fosfatos de sodio (Cox e Lepine, 2002; Hennet et al., 2007;
Pinto et al., 2008). O tripolifosfato de sddio ((NaPOs)3) e o hexametafosfato de sddio
((NaPO3)s) sdo fosfatos sequestrantes de céations bivalentes, como o célcio, e com isso,
ajudam a prevenir a mineralizacdo da placa bacteriana e consequente desenvolvimento de
odontdélitos (Hennet et al., 2007). Além disso, o hexametafosfato de sddio é considerado um
agente antimicrobiano devido a sua capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana
externa dos microrganismos (Vaara e Jaakola, 1989) e dispersar o biofilme microbiano (Van
Der Mei et al., 2002; Khammar et al., 2004). A principal diferenca entre esses dois fosfatos
estd na estrutura quimica e na quantidade de unidades de fosfato (Rashchi e Finchi, 2000). O
hexametafosfato de sddio possui estrutura ciclica e seis unidades fosfato, enquanto o
tripolifosfato de sodio possui estrutura linear e apenas trés unidades fosfato.

Além dos fosfatos, a vitamina C (&cido ascdrbico) parece ter alguma relacdo com a
periodontite (Amarasena et al., 2005). Estudos epidemioldgicos indicam uma associacdo
negativa entre o nivel de vitamina C no plasma e a gravidade dessa doenca em humanos
(Amalyia et al., 2007). Além de ter funcdo antioxidante e imunoestimuladora, a vitamina C
também esta relacionada com a producdo de colageno (Villacorta et al.,, 2007), um
componente essencial dos tecidos periodontais. Adicionalmente, a cicatrizacdo de feridas bem
como a regeneracao periodontal e a manutencdo da integridade da vasculatura gengival estdo
diretamente relacionadas com a sintese de colageno (Berg et al., 1983). Sabe-se que a

gengivite estd associada a producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e ao estresse
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oxidativo (Battino et al., 1999). Nesse caso, a vitamina C, por sua a¢do antioxidante, poderia
reduzir o estresse oxidativo gerado pela doenga periodontal. Assim, a suplementacdo de
vitamina C via dieta poderia representar uma maneira de aumentar os niveis plasmaticos e
melhorar a agdo antioxidante.

A utilizacdo de fosfatos e da vitamina C pode ter efeitos benéficos na prevengdo da
placa bacteriana e, consequentemente, da doenca periodontal em cées, contribuindo para a boa
salde dos animais. Contudo, os estudos apresentam resultados divergentes (Paiva et al., 2007;
Pinto et al., 2008). A inclusdo desses aditivos em alimentos umidos ainda é pouco conhecida,
uma vez que a utilizacéo de fosfatos de sédio € mais comum em alimentos secos. Conhecendo
a importancia e os beneficios de uma boa satde bucal dos cées e a dificuldade de controle da
higiene dentaria, objetiva-se, com esse experimento, avaliar o efeito da inclusdo de dois
diferentes fosfatos de sodio e de vitamina C em dietas Umidas na ocorréncia de placa

bacteriana, na profundidade do sulco gengival e no pH salivar de caes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Centro de Estudos em Nutricdo de Animais de
Companhia, do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras-
MG, Brasil. Toda metodologia experimental teve a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Lavras, sob o protocolo nimero 028/15.

Ao todo, foram utilizados 16 cdes, oito machos e oito fémeas, com idade de 542 anos
e peso de 12,26+4,65kg, sendo oito cées da raca Beagle e os demais de ragas pequenas e
médias (dois Pinscher, um Cocker Spaniel, dois Schnauzer, um Poodle, um Shih-tzu e um
mestico de pequeno porte), pertencentes a proprietarios que consentiram a participacdo de
seus animais no experimento. Esses Ultimos permaneceram na casa dos proprietarios
(avaliacdo indoor), recebendo apenas o alimento teste e agua. Todos os animais estavam
clinicamente saudaveis e passaram por um periodo de 10 dias de adaptacdo as dietas
experimentais antes do inicio do experimento. A quantidade de alimento foi calculada de pela
formula 110 x (PV)*™, de acordo com as recomendacdes do National Research Council
(NRC, 2006), para cada animal (incluindo os animais indoor), com média de 0,84310,286
kg/dia, porcionado em duas refeicdes ao dia, pela manhd e a tarde. As dietas experimentais
foram: racdo Umida sem adicdo de fosfato e vitamina C (controle); racdo Umida com 0,3% de
tripolifosfato de sédio (TPS) (Hubei Xingfa Chemicals Group Co, Ltd, Yichang, China);

racdo Umida com 0,3% de hexametafosfato de sédio (HMS) (Hubei Xingfa Chemicals Group
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Co, Ltd, Yichang, China); e racdo Umida com 0,3% de hexametafosfato de sodio + 0,03% de
vitamina C (Quali®-C, Koninklijke DSM N.V., Heerlen, Holanda) (HMS + VIT C). Os
aditivos utilizados foram adicionados durante o processamento, antes da autoclavagem das

dietas. A composicdo da racdo Umida esta apresentada na Tab.1.

Tabela 1. Niveis de garantia na matéria natural (MN)" e na matéria seca (MS)? da dieta imida utilizada

no experimento®

Nutriente g/kg na MN* g/kg na MS?
Umidade (méax.) 810 190
Proteina bruta (min.) 80 42
Extrato etéreo (min.) 60 32
Matéria Fibrosa (max.) 20 11
Matéria Mineral (méx.) 30 16
Calcio (max.) 4 2,1
Célcio (min.) 2 1,1
Fosforo (min.) 3 1,6

Relagdo Ca: P 1,33:1 1,31:1
Energia metabolizavel (min.) 950 kceal/kg 5000 kcal/kg

3Composicdo nutricional basica: Carne bovina, mitdos bovinos, mitidos de suinos, carne de frango, mitdos de
frango, agua, plasma em po, cloreto de sodio (sal comum), cloreto de colina, palatabilizante, vitaminas (A, B1,
B2, B3, B5, B6, B9, B12, C, D3, E, K3 e biotina) e minerais (complexo zinco aminoacido quelato, sulfato de
zinco, cloreto de potassio, carbonato de calcio, selenito de sdédio, sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de
manganés, sulfato ferroso, iodato de célcio)

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e quatro repeticdes. No ultimo dia de adaptacdo, os cdes foram submetidos ao
procedimento de profilaxia dental completa (Gioso, 2007). Para isso, 0s animais foram
anestesiados com zoletil (tiletamina + zolazepam) por via endovenosa (0,03 mg/kg), tendo
como medicacdo pré-anestésica o sulfato de atropina (0,040 mg/kg) e xilazina (1,1 mg/kg),
ambos pela via intramuscular (Lorenzo et al., 2014). A remocdo do tartaro foi realizada com
auxilio de aparelho de ultrassom (Ultrassom Dentario, Alt Sonic Ceramic-Il, ALT
Equipamentos Odontoldgicos, Ribeirdo Preto-SP, Brasil) e curetas dentarias de Gracey
nameros 12 e 13. Em seguida, foi realizado o polimento dentario usando pasta de pedra
pomes e escova com cerdas do tipo Robinson, seguido de aplicacdo de clorexidina 0,12%
sobre os dentes.

No dia seguinte a profilaxia dental, teve inicio o periodo experimental e apds 75 dias

consumindo as dietas, 0s animais foram novamente submetidos a0 mesmo protocolo
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anestésico para avaliagdo da cobertura de placa bacteriana e da profundidade do sulco
gengival na face vestibular dos dentes canino (C) e segundo (PM2), terceiro (PM3) e quarto
(PM4) pré-molares da arcada completa da maxila. Para tanto, fotos digitais foram registradas
da arcada completa da maxila com o auxilio de equipamento “abre boca” em inox, a distancia
da camera em relagéo aos dentes foi proporcional ao campo visual desejado e padronizado. As
fotos foram utilizadas para determinacéo da &rea total de cada dente. O sulco gengival foi
mensurado individualmente, em cada dente, avaliado por meio de sonda periodontal
milimetrada introduzida no sulco gengival, paralelamente ao dente, até sua profundidade
maxima. Também foi realizada a mensuracdo do pH salivar com papel indicador de pH
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), colocando a fita em contato direto com a saliva do
animal. Ja a placa bacteriana foi analisada através de corante liquido (fucsina), previamente
diluido a 2%, aplicado sobre a superficie de cada dente avaliado (Paiva et al., 2007). Em
sequida, fotos digitais foram novamente registradas para a mensuracdo da area de placa
bacteriana formada. Com auxilio dos programas GIMP 2 (versdo 2.8.8) e Image J (versao
1.48) foram obtidas as porcentagens das areas das superficies vestibulares dos dentes
acometidos por placa bacteriana em relacdo a area total de cada dente (Abdalla et al., 2009).
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade pelo teste de Shapiro Wilk,
homocedasticidade de variancias pelo teste de Breusch Pagan e independéncia dos erros pelo
teste de Durbin-Watson. Quando atendidas todas as condicdes (P>0,05), a analise de variancia
(ANAVA) foi realizada e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5%. Do contrario, analise
ndo paramétrica foi realizada e as médias comparadas pelo teste Friedman. Toda analise

estatistica foi realizada utilizando o pacote estatistico Action 3.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inclusdo de hexametafosfato de sodio, associado ou ndo a vitamina C, reduziu
(P<0,05) a cobertura de placa bacteriana somente no dente canino da maxila (Tab. 2 e Fig.1).
N&o foi verificada diferenca (P>0,05) na profundidade do sulco gengival e no pH salivar
(Tab. 2).

Diversos estudos comprovam os beneficios do uso de fosfatos de sdédio em alimentos
secos para cdes (Cox e Lepine, 2002; Hennet et al., 2007; Pinto et al., 2008). Porém, a

inclusdo desses aditivos em dietas Umidas ainda é pouco estudada.
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Tabela 2. Cobertura de placa bacteriana (porcentagem da face vestibular do dente), profundidade do
sulco gengival e pH salivar de cées recebendo dietas com 0,3% de inclusdo de diferentes fosfatos e
0,03% de vitamina C

Controle TPS HMF _HM_F ' P= CV (%)
vitamina C
Placa bacteriana (%)
Dente canino 53,2a 42,5a 24,3b 24,4b <0,01 26,7
2° pré-molar 55,4 32,2 48,3 54,0 0,10 26,7
3° pré-molar 55,7 66,7 57,0 67,9 0,68 28,5
4° pré-molar 86,6 64,3 85,1 72,3 0,22 20,8
Profundidade do sulco gengival (mm)
Dente canino 2,08 2,00 2,63 2,38 0,31 -
2° pré-molar 1,75 1,50 1,38 1,63 0,48 -
3° pré-molar 1,83 1,78 1,75 1,50 0,95 -
4° pré-molar 1,95 1,75 1,88 1,58 0,89 -
pH salivar 9,25 9,00 9,00 9,00 0,39 -

2P Médias seguidas por diferentes letras diferem pelo teste Tukey a 5%.

Figura 1. Cobertura de placa bacteriana de um animal do grupo controle (A) e do grupo com inclusdo de 0,3% de
hexametafosfato de sédio (B), em contraste com fucsina diluida a 2%.

Dentes caninos tém funcdo de agarrar, e dentes incisivos sdo usados para rasgar
pequenos pedagos de carne da presa (Hennet et al., 2007). Da mesma forma, esses dentes séo
utilizados para apreender o alimento Umido, que ndo possui consisténcia rigida e nem forma

definida. Para que o hexametafosfato de sodio e o tripolifosfato de sodio tenham agéo efetiva
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na cavidade oral, € preciso que eles se desprendam do alimento durante a mastigacdo. Como a
apreensdo do alimento foi exercida principalmente pelo dente canino, este apresentou
resultados expressivos na reducdo da placa bacteriana (P<0,01). Assim, sugere-se que a
inclusdo dos fosfatos seria mais eficaz em alimentos secos ou que promovam a mastigagéo,
pois facilitaria a liberagdo dos polifosfatos, promovendo beneficioes em todos os dentes
envolvidos na mastigagéo.

No presente estudo, a eficdcia do hexametafosfato de sodio foi superior ao
tripolifosfato de sédio, pois o complexo ibnico do hexametafosfato de sédio Ihe confere maior
capacidade quelante (White e Gerlach, 2000). Assim menos calcio fica disponivel para
mineralizacdo da placa bacteriana em tartaro. Resultados semelhantes foram encontrados por
Cox e Lepine (2002) que, ao avaliarem a inclusdo de hexametafosfato de s6dio em uma racéo
comercial seca para cdes, observaram reducdo de 59% em odontolitos e de 9% na placa
bacteriana em relacdo ao grupo controle. J& em um experimento conduzido por Hennet et al.
(2007), houve redugdo de 36% e 55% do tartaro dental, quando foi utilizado o
hexametafosfato de sodio e o tripolifosfato de sodio, respectivamente.

Pinto et al. (2008) estudaram o efeito da inclusdo de hexametafosfato de sodio e de
tripolifosfato de sddio na cobertura ou na massa de uma racdo comercial seca para cdes. A
inclusdo dos dois fosfatos, tanto na massa como na cobertura, foi eficiente na reducédo do
acumulo de tartaro nos dentes caninos maxilares, porém apenas o hexametafosfato de sodio
adicionado na cobertura causou reducdo no terceiro pré-molar maxilar. Ndo havendo
resultado significativo para o segundo e quarto pré-molares e primeiro molar maxilar. No
entanto, o hexametafosfato de sédio, quando adicionado na cobertura do kibble, apresentou
reducdo de 34,2% do tartaro formado, enquanto o tripolifosfato de sddio reduziu em 24,2%,
considerando-se os dentes maxilares e mandibulares.

No presente trabalho ndo houve efeito (P>0,05) dos fosfatos sobre o acimulo de placa
bacteriana no segundo, terceiro e quarto pré- molares, uma vez que o alimento Umido exige
pouca ou nenhuma mastigacao, fato que pode ter influenciado a liberacdo e acdo dos fosfatos
na cavidade bucal. Nesse caso, a inclusdo de fosfatos ndo foi eficiente na prevencédo desse tipo
de problema. Hennet et al. (2007) também ndo verificaram diferenca na formacdo de tartaro
no terceiro pré-molar quando houve inclusdo de hexamefosato de sddio em dietas secas para
caes. Da mesma forma, Paiva et al. (2007), comparando os efeitos do fornecimento de snacks
com inclusdo de tripolifosfato de sddio e hexametafosfato de sodio na prevencdo da placa
bacteriana em cdes, ndo verificaram, apds 21 dias de fornecimento das dietas, diferencas entre

0S grupos experimentais na cobertura de placa bacteriana no canino, segundo, terceiro e
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quarto pré-molares, e primeiro molar da hemiarcada direita da maxila. No entanto, a espessura
da placa foi menor nos grupos que receberam snacks com inclusdo de hexametafosfato de
sodio e tripolifosfato de sddio em relagdo ao grupo controle, ndo havendo diferencas entre 0s
fosfatos.

Entretanto, a comparacdo com resultados encontrados na literatura deve levar em
consideracdo fatores como o tipo de alimento utilizado, o nivel de inclusdo dos fosfatos, e o
tempo de duracdo do estudo. Nesse trabalho, o periodo experimental foi de 75 dias, tempo
superior ao recomendado pelo Veterinary Oral Healthy Council (VOHC), que preconiza 28
dias para avaliagdo de aditivos que promovam melhor satde bucal. Contudo, o aumento no
tempo experimental é estimulado. Além disso, é importante ressaltar que a inclusdo de
fosfatos (na matéria seca) no presente estudo foi de 1,5%, inclusdo superior aos trabalhos
encontrados na literatura. No entanto, a pouca mastigacdo promovida pela alimentagdo com
dietas umidas prejudicou a acdo dos fosfatos nos dentes, exceto nos caninos. Pode ter havido
maior acumulo de alimento nos dentes terceiro e quarto pré-molares, uma vez que a cobertura
de placa nesses dentes foi bem superior aos demais, mesmo com a inclusdo dos fosfatos.

Recentemente, estudos com humanos demonstraram que os beneficios dos fosfatos
ndo estdo limitados a acdo sequestrante de calcio, o que garante a prevencdo de odontolitos.
Bae et al. (2016) demonstraram que o tripolifosfato de sodio e o hexametafosfato de sodio
aumentam a proliferacdo e o potencial de diferenciacdo osteogénica de células do ligamento
periodontal e de osteoblastos, fato que foi confirmado pelo aumento da atividade da fosfatase
alcalina, deposicéo de célcio e expressdo de RNAmM de osteopontina e osteocalcina. Sabe-se
ainda que as células do ligamento periodontal possuem a capacidade de se diferenciar tanto
em cementoblasto quanto em osteoblasto e desempenham papel importante na regeneracao
periodontal (Shimono et al., 2003). Assim, esses fosfatos, além de prevenirem o aparecimento
da doenca periodontal, poderiam ajudar na recuperacdo dos pacientes apos a instalacdo desse
processo.

Com relacdo a profundidade do sulco gengival, ndo foram observadas diferencas entre
as dietas experimentais. O espaco existente entre a gengiva livre e a coroa do dente é
denominado sulco gengival e sua mensuracdo € um importante pardmetro na avaliacdo da
salde bucal, indicando principalmente o grau de periodontite (Gioso, 2007). A profundidade
normal em cées varia entre 0 a 3 mm, sendo que valores acima desse parametro implicam em
periodontite com formacdo de bolsa ou hiperplasia gengival (Gorrel, 2004). O tecido
gengival, que esta aderido ao dente, aumenta de tamanho na regido coronal e ao redor do

dente em respota a placa bacteriana e esse processo provoca aumento da profundidade do
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sulco entre o dente e a gengiva (Gioso, 2007). No presente estudo, embora todos 0s animais
tenham apresentado cobertura de placa bacteriana nos dentes, os valores médios da
profundidade do sulco gengival ficaram dentro dos parametros normais, inferindo que os
tecidos mais profundos do periodonto estavam saudaveis. Resultados semelhantes foram
encontrados por Paiva et al. (2007), que obtiveram indices de profundidade do sulco gengival
entre 1,0 a 2,5 mm em cdes que receberam dietas com tripolifosfato de sodio e
hexametafosfato de sodio.

Além de possuirem atividade antibacteriana contra Porphyromonas gingivalis e
Streptococcus mutans, bactérias que contribuem para o desenvolvimento da doenca
periodontal, os fosfatos de sddio podem estimular o crescimento de fibroblastos (Shiba et al.,
2004), que sdo as principais células do periodonto e que estdo envolvidos na renovacéo do
colageno. Assim, esses fatores podem ter contribuido para a manutencao dos bons indices de

profundidade do sulco gengival dos animais desse estudo.

No presente estudo, a associagcdo da vitamina C ao hexametafosfato de sodio néo
influenciou os resultados. Perdas de vitamina podem ter ocorrido durante o processo de
autoclavagem do alimento umido (Oey et al., 2006), mesmo se tratando de uma vitamina
termoestavel. Mais estudos devem ser conduzidos com cdes para verificar os efeitos da
suplementacdo de vitamina C na prevencao de periodontite.

Com relacdo ao pH salivar, todos os animais do presente estudo obtiveram médias
entre 9 e 9,25, resultados semelhantes aos encontrados por Paiva et al. (2007) e Pinto et al.
(2008), que avaliarem a inclusdo de hexametafosfato de sodio e tripolifosfato de sddio em
dietas secas para cdes. Sabe-se que os odontélitos sdo formados quando os minerais soldveis
da saliva, como o carbonato de célcio e o fosfato de célcio, se tornam supersaturados dentro
dos espacos intersticiais entre as bactérias, principalmente, quando o pH é alcalino, como
ocorre nos cées, fato que favorece o aparecimento de odontolitos (Mandel, 1960). Em estudo
feito por Bezerra et al. (2010) foi demonstrado que parametros clinicos de individuos com
doenca periodontal, como sangramento gengival, placa bacteriana e bolsa periodontal, ndo
indicam necessariamente alteracGes no pH salivar.

Os resultados desse estudo contribuem para nortear novas pesquisas sobre a inclusao
de fosfatos e vitamina C em dietas Umidas na prevencdo de odontélitos, uma vez que estudos
com esse tipo de dieta sdo escassos. Dessa forma, outras dosagens poderiam ser avaliadas a
fim de verificar seu potencial na reducdo dos odontolitos, o que contribuiria para a

determinacdo de um nivel 6timo de inclusdo, assim como para a reducdo dos custos de
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producdo dos alimentos. Além disso, parametros ligados ao estado de satde geral do animal,

podem ser estudados para que se estabeleca a funcéo e efetividade desses aditivos.

CONCLUSAO

A inclus@o de hexametafosfato de sddio em dietas Umidas para cées ajuda a prevenir a
ocorréncia de placa bacteriana dentaria. O hexametafosfato de sodio tem melhor a¢do em
relacdo ao tripolifosfato de sédio, enquanto que a suplementacdo de 0,03% de vitamina C no
alimento Umido ndo exerce efeito adicional quando utilizada junto ao hexametafosfato de

sodio.
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ANEXO
Anexo 1- Certificado da Comissao de ética no uso de animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Cx.P.3087 - Lavras — MG - 37200-000 - (35) 3829-5182 cha@nintec.ufla.br

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado " Uso de fosfatos em dietas timidas e seus efeitos
na salde bucal em caes", protocolo n° 028/15, sob a responsabilidade de Flavia Maria
de Oliveira Borges Saad, Moara Marina Belo Matos Silveira, Luiz Eduardo Duarte de
Oliveira, Roberta Freitas Lacerda, Karen Guttenkunst Lisenko e Tatiana Godinho
Padua, que envolve a producéo, manutengio e/ou utilizagio de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de ensino e/ou pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas edificadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCTI), e foi aprovado pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Pré-Reitoria de Pesquisa/UFLA, em
reuniao de 01/10/2015.

Inicio do projeto: 10/10/2015

Término do projeto: 22/12/2016

Espécie/linhagem: cao/beagle, Schnauzer, SRD

NUmero de animais aprovados: 20

Peso/ldade: beagle: 12-20kg/5-9 anos; Schnauzer: 3-5kg/2-3 anos; SRD: 3-9kg/3-5
anos

Sexo: macho e fémea

Origem dos animais (documento apresentado pelo pesquisador responsavel e
arquivado pela CEUA): Centro de Estudos em Nutrigio de Animais de Companhia
(CENAC), do Departamento de Zootecnia (DZO) da UFLA - Coordenadora: Flavia
Maria de Oliveira Borges Saad. Animal de Criagdo com Termo de Consentimento do
Proprietario.

Presidente da Comissag de Cti

N/
b

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa /Comissoes Permanentes
Campus Universitario -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 5182
cba@nintec.ufla.br - www.prp.ufla.br
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