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RESUMO

Aditivos como zeo6lita, extrato de Yucca schidigera, beta-glucanos e butirato de calcio
podem melhorar a saude intestinal dos caes, reduzindo o odor fecal, estimulando o sistema
imunologico e fornecendo energia para os enterdcitos. Portanto, objetivou-se avaliar a agdo
sinérgica da zedlita clinoptilolita (ZC), Yucca schidigera (YSE), B-glucanos provenientes de
algas e butirato de calcio (BC) sobre o microbioma fecal de caes. O delineamento experimental
utilizado foi o DBC, no qual, 15 caes, machos e fémeas, com idade média de 6 + 0,14 anos,
foram divididos aleatoriamente em cinco grupos, durante trés periodos, totalizando nove
repetigdes por tratamento. Os tratamentos foram: controle, sem nenhum aditivo (T0); TO +
0,75% de ZC (T1); TO + 0,75% ZC + 0,1% de YSE (T2); TO + 0,75% de ZC + 0,1 YSE + 0,03%
de B-Glucanos (T3); e TO + 0,75% de ZC + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de BC
(T4). Nao houve diferencas significativas em relagdo, a alfa e beta diversidade de
microrganismos encontrados nas fezes dos cdes alimentados com diferentes tratamentos.
Contudo, todos os tratamentos apresentaram uma o-diversidade alta, indicando um estado de
eubiose, uma comunidade microbiana rica e equilibrada. Para todos os tratamentos foram
encontrados a predominancia dos seguintes filos, Firmicutes (51,34-62,36%), Bacteroidota
(17,17-22,59%), Fusobacteria (13,29-20,35%), Actinobacteriota (2,21-4,89) e Proteobacteria
(2,27-4,28%). Para todos os tratamentos, dentro do filo Firmicutes houve prevaléncia da
bactérias do género Allobaculum. Estas estdo relacionadas a produgao de &cido butirico, AGCC
que pode ser utilizado fonte de energia para os colondcitos. Com relagao ao filo Bacteroidota,
o género Prevotella apresentou alta abundancia relativa, este contribui para a fermentagdo de
polissacarideos, portanto estdo relacionadas ao aumento de AGCC no colon intestinal, sendo
considerado um marcador de eubiose intestinal. Portanto, a inclusdo de ZC, YSE, B-glucanos
e BC proporcionou um ambiente intestinal em eubidtico, e pode por isto pode ser uma boa
alternativa para o mercado pet food.

Palavras-chave: Eubiose. Aditivos. Saude Intestinal.



ABSTRACT

Additives such as zeolite, Yucca schidigera extract, beta-glucans and calcium butyrate can
improve dogs' intestinal health by reducing fecal odor, stimulating the immune system and
providing energy for enterocytes. Therefore, the objective was to evaluate the synergistic action
of clinoptilolite zeolite (ZC), Yucca schidigera (YSE), B-glucans from algae and calcium
butyrate (BC) on the fecal microbiome of dogs. The experimental design used was DBC, in
which 15 dogs, males and females, with an average age of 6 £+ 0.14 years, were randomly
divided into five groups, during three periods, totaling nine replications per treatment. The
treatments were: control, without any additives (T0); TO + 0.75% ZC (T1); TO + 0.75% ZC +
0.1% YSE (T2); TO + 0.75% ZC + 0.1 YSE + 0.03% B-Glucans (T3); and TO + 0.75% ZC +
0.1% YSE + 0.03% B-Glucans + 0.5% BC (T4). There were no significant differences in
relation to the alpha and beta diversity of microorganisms found in the feces of dogs fed
different treatments. However, all treatments showed high a-diversity, indicating a state of
eubiosis, a rich and balanced microbial community. For all treatments, the following phyla
predominated, Firmicutes (51.34-62.36%), Bacteroidota (17.17-22.59%), Fusobacteria (13.29-
20.35%), Actinobacteriota ( 2.21-4.89) and Proteobacteria (2.27-4.28%). For all treatments,
within the Firmicutes phylum there was a prevalence of bacteria of the genus Allobaculum.
These are related to the production of butyric acid, SCFA, which can be used as an energy
source for colonocytes. Regarding the phylum Bacteroidota, the genus Prevotella showed high
relative abundance, which contributes to the fermentation of polysaccharides, therefore they are
related to the increase in SCFA in the intestinal colon, being considered a marker of intestinal
eubiosis. Therefore, the inclusion of ZC, YSE, B-glucans and BC provided a eubiotic intestinal
environment, and could therefore be a good alternative for the pet food market.

Keywords: Eubiosis. Additives. Intestinal Health.



RESUMO INTERPRETATIVO

Certos ingredientes, como a zeoélita, o extrato de Yucca schidigera, os beta-glucanos e o butirato
de calcio, quando colocados na ragdo, podem ajudar a melhorar a saude intestinal dos caes,
diminuindo o mau cheiro das fezes, fortalecendo o sistema imunoldgico e fornecendo energia
para as células do intestino. Devido a este fato, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
combinados desses ingredientes no microbioma fecal dos caes. Para isso, 15 caes, machos e
fémeas, com idade média de 6 anos, foram divididos aleatoriamente em cinco grupos. Cada
grupo recebeu uma dieta diferente durante trés periodos. Nao houve diferengas significativas
na diversidade de microrganismos encontrados nas fezes dos caes alimentados com diferentes
dietas. No entanto, todas as dietas resultaram em uma alta diversidade de microrganismos,
indicando um estado de equilibrio saudavel da microbiota intestinal. O género Allobaculum, foi
o mais prevalente dentro do filo Firmicutes. Essas bactérias estdo relacionadas a produgdo de
acido butirico, um tipo de 4cido graxo que pode ser usado como fonte de energia para as células
do intestino. Dentro do grupo Bacteroidota, o género Prevotella apresentou alta abundancia
relativa. Essas bactérias contribuem para a fermentagao de fibra, portanto estdo relacionadas ao
aumento de acidos graxos no intestino, sendo considerado um marcador de equilibrio saudavel
da microbiota intestinal. Portanto, a inclusdo desses aditivos na dieta proporcionou um
ambiente intestinal equilibrado e pode ser uma boa alternativa para a industria de alimentos

para pets.

Fluxograma demonstrando que quando o anima se alimenta de Zedlita Clinoptilolita e Yucca

Schidigera ocorre eubiose intestinal.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A microbiota intestinal € um ecossistema complexo e diversificado de microorganismos
que habitam o trato gastrointestinal. Ela desempenha um papel crucial na saude geral do
individuo. A eubiose, um estado de equilibrio saudavel dessa microbiota, ¢ essencial para a
digestdo eficaz dos nutrientes e para a regulacao da resposta imune.

A dieta pode influenciar significativamente a microbiota intestinal dos caes, com a fibra
dietética e a proteina desempenhando papéis importantes. A fibra dietética ¢ fermentada pelas
bactérias intestinais em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que sdo benéficos para a saude
intestinal. Além disso, a fermentagdo da fibra pode promover o crescimento de bactérias
benéficas, como Bifidobacterium e Lactobacillus, melhorando assim a eubiose.

Aditivos alimentares como a zeo6lita clinoptilolita (ZC), o extrato de Yucca schidigera
(YSE), os beta-glucanos e o butirato de calcio (BC) podem ajudar a promover uma microbiota
intestinal saudavel em cdes. A zedlita e o extrato de Yucca schidigera podem ajudar a reduzir
o odor fecal, enquanto os beta-glucanos podem estimular o sistema imunoldgico ¢ melhorar a
saude intestinal. O BC, por outro lado, fornece energia para os enterécitos € pode melhorar o
desenvolvimento das vilosidades intestinais.

Exceto o butirato de calcio, os demais ingredientes descritos tém seu uso consolidado
na industria de racdes para caes e gatos. Porém, ¢ necessario conhecer a agdo destes quanto ao
microbioma intestinal. Por isso, objetivou-se no presente estudo avaliar os efeitos sinérgicos da
adicao de zeolita clinoptilolita (ZC), Yucca schidigera (YSE), B-glucanos e butirato de célcio

(BC) sobre o microbioma de caes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.2 Saude Intestinal de Caes

Os microrganismos podem ser classificados como bactérias, virus e fungos (AL-
RASHIDI, 2022). Sdo os seres mais abundantes e diversos do planeta terra, e por esse motivo,
caes, gatos, assim como todos os seres multicelulares, estdio em contato constante com a
microbiota do ambiente. De acordo com Rinke et al. (2013), os microrganismos estao presentes
em todos os nichos metabolicos. Por exemplo, ao nascimento ocorre a colonizagao do
organismo por microrganismos que irdo influenciar no desenvolvimento anatomico, fisiologico
e imunologico do individuo (IEBBA et al., 2016).

O intestino ¢ o 6rgdo do corpo com maior presenca de microrganismos, € O
compartimento intestinal que apresenta maior quantidade microbiana ¢ o coléon (SARTOR,
2008; IEBBA et al., 2016). A presenca da microbiota intestinal exerce grande influéncia em
parametros de saude do individuo. Uma vez que, as células epiteliais do intestino sdo
responsaveis por direcionar os sinais emitidos dos microrganismos até as cé¢lulas imunologicas
e vice-versa. A interagdo entre os microrganismos, € seus metabolitos com as células imunes,
gera mediadores como as citocinas e quimiocina. Estas moléculas sdo responsaveis por modular
a inflamagao, participando tanto da inflamacao aguda, quanto cronica através de uma complexa
rede de interacdes (TURNER et al., 2014).

Além do aspecto imunoldgico uma microbiota intestinal esta intimamente associada
com a resposta nutricional e ciclo circadiano (LYNCH; HSIAO, 2019). No topico nutricional a
microbiota influéncia no processo de fermentagdo intestinal. A fermentacdo de fibras no
intestino grosso gera a formacao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (SUNVOLD et al.,
1995), como o acetato, propionato e butirato. Os AGCC sao conhecidos por proporcionar uma
variedade de beneficios para a saude intestinal. A literatura indica que uma dieta probidtica,
que inclui uma maior quantidade de fibras fermentéaveis, pode aumentar a produgdo de AGCC.
Isso, por sua vez, reduz o pH do co6lon, o que favorece a proliferacdo de bactérias eubioticas
como Bifidobacterium e Lactobacillus, em detrimento de bactérias patogénicas como
Clostridium perfringens e Escherichia coli (CUMMINGS et al, 2004; MYINT et al, 2017,
SUCHODOLSK et al, 2012; ALSHAWAQFEH et al, 2017; PALMQVIST et al, 2022).

A diminui¢do do pH no intestino tem dois efeitos principais: altera a composi¢do da
microbiota intestinal e impede o crescimento excessivo de bactérias patogénicas sensiveis ao

pH, como Enterobacteriaceae e Clostridia (PROHASZKA et al, 1990; CHERRINGTON et al
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1991; DUNCAN et al 2009; DEN BESTEN et al., 2013). Em contrapartida, a adicdo de
proteinas na dieta aumenta o pH intestinal pois os microrganismos que degradam proteina
produzem maior concentragdo de AGCR (EPHRAIM; COCHRANE; JEWELL, 2020), amonia
(SMITH et al., 1997; KROUPINA; BEMEUR; ROSE, 2022), fenois e indéis (ANDREESEN;
BAHL; GOTTSCHALK, 1989), em relacdo aos AGCC. E a maior presenga desses produtos no
limen intestinal estd associado a protedlise e a putrefagdo produzidas pelos microrganismos
intestinais.

Percebe-se, que definir o conceito de saude intestinal € extremamente dificil e complexo
pois envolve, no minimo, trés temas diferentes, sendo estes a mucosa intestinal, dieta
consumida e a microbiota intestinal (CONWAY, 1994). Portanto, nesta se¢do do referencial

tedrico iremos discutir conceitos relacionados a eubiose € disbiose canina.

2.2.1 Eubiose e Disbiose intestinal

A composicao de bactérias presente no lumen intestinal de um individuo sao
dependentes de diversos fatores, como a propria genética do hospedeiro, ambiente que este esta
inserido e a dieta que consome (IEBBA et al., 2016). Apds estabelecida, a microbiota presente
no intestino pode ser denominada de comensal, e como ja dito anteriormente, exerce fungdes
de fermentagdo de alimentos, producdo de vitaminas, auxilia no desenvolvimento dos tecidos
intestinais, na resposta imune do hospedeiro e protege o ambiente intestinal de uma colonizagdo
de organismos patogénicos (RENZ; BRANDTZAEG; HORNEF, 2012; AL-RASHIDI, 2022).
Desta forma, esta interagdo multifacetada, simbiotica, entre os microrganismos e o hospedeiro
leva ao estado de eubiose. Iebba et al. (2016), traduz o conceito de eubiose como “O equilibrio
do ecossistema microbiano intestinal”.

Em uma situagdo de homeostase, ou eubiose intestinal, ocorre maior propor¢ao de
bactérias com potencial benéfico, como as dos filos bacterianos Firmicutes e Bacteroides. Em
detrimento de bactérias com potencialmente patogénicas, como as do filo Proteobacteria
(Enterobacteriaceae) (IEBBA et al., 2016). Justamente pela propor¢do bacteriana descrita
anteriormente, em um ambiente eubidtico ocorre maior producdo de AGCC, a manutencao de
jungdes firmes, a maior producdo de muco e peptideos antimicrobianos (AMPs) (Figura 1)
(LOBIONDA et al., 2019). Além disso, no ambiente eubi6tico ha maior expressao de proteinas

de jungoes firmes (JF).
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As jungdes firmes sdo compostas por dois tipos de proteinas, as proteinas
transmembrana integrais, que tem a funcao de ligar fortemente uma célula epitelial a outra, e
as proteinas de membrana periférica (LEE, et al., 2018). Portanto, sdo atribuidas as JF fun¢des
como a permeabilidade paracelular das células epiteliais, permitindo a passagem de agua e
minerais. O muco ¢ considerado a segunda forma de defesa e esta adjacente as células do
epitélio. Segundo Perez-Lopez et al. (2016), o muco ¢ composto por mucina e proteinas
antimicrobianas, se espalha por todo epitélio intestinal, € impede que os microrganismos se
aproximem das células epiteliais. A terceira forma de defesa do intestino se constitui através da
acdo das células imunologicas, sendo elas as placas de Peyer e nddulos linfaticos mesentéricos,
ou espalhadas por todo o epitélio intestinal e 1amina propria. A formacdo do complexo células
epiteliais, muco e células imunes constitui a barreira da mucosa intestinal (OKUMURA;
TAKEDA, 2017) e impede que os microrganismos entrem em locais sistémicos.

Figura 1- Ambiente intestinal em situa¢do de Eubiose x Disbiose

WEStEI'I'I diets — High fat — Dysbiosis of gut microbiota

Low fiber SCFA-producing bacteria §
Tight junction protein § AMPs & SCFAs B
Less
Mucus
Layar
Il Induce
intestinal

inflammation

Pro-inflammatory
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Prebiotic & — lowfat ___ SCFA-producing bacteria #
Prﬂhi Dtic diets High fiber Lacfobacilus, Bifidobaclenum %

Tight junction protein AMPs © SCFAs 14
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Layer
Protect from
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Fonte: LOBIONDA et al., 2019
Em um cendrio oposto, ou seja, em uma situacdo de disbiose ocorre o distarbio da

interagdo entre microrganismo e hospedeiro. De acordo com Lobionda et al. (2019), ocorre o
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processo inverso dos descritos nos paragrafos anteriores, portanto ha um aumento de bactérias
com potencial patogénico, o que gera uma reducdo de AGCC, um afrouxamento das juncdes
firmes, diminui¢do concomitante da produg¢do de AMPs e muco pelo hospedeiro. Tais
processos, fazem com que a ocorra a passagem de bactérias para a lamina propria, ocasionando

na produgdo de citocinas pro-inflamatdrias (Figura 1).

2.2.2 16rRNA

Como ja descrito anteriormente, o intestino de mamiferos ¢ um ecossistema rico em
microrganismos e exerce diversas fungdes importantes para a sobrevivéncia de um individuo.
Portanto, conhecer o perfil da comunidade microbioma desse ecossistema tem sido um
importante desafio para cientistas microbiologistas. Apesar dos esfor¢os para conhecer os
microrganismos presentes nos TGI, o conhecimento ¢ limitado pelo fato de grande parte das
bactérias ndo ser cultivavel em condigoes laboratoriais (YANG; WANG; QIAN, 2016). Quando
se pensa em bactérias vivendo dentro do TGI, quando mais caudal, tendo como ponto de
referéncia o animal, ou seja, quanto mais proéximo ao intestino grosso, menor a concentragao
de oxigénio e maior a propor¢do de bactérias anaerdbias ndo cultivaveis (PILLA;
SUCHODOLSKI, 2020).

Tecnicamente a microbiota intestinal apresenta varios organismos, além de bactérias,
que a contemplam. De acordo com Sarangi, Goel e Aggarwal (2019), encontra-se no intestino
representantes de virus, fungos e outros procariontes. Contudo, na literatura encontra-se
predominantemente dados sobre a bactérias. Portanto nesta disserta¢do, trataremos como
microbiota intestinal somente as bactérias presentes no intestino. A partir dessa defini¢do,
encontra-se uma gama de métodos que buscam compreender a diversidade microbiana presente

no TGI, alguns deles serdo exemplificados na tabela abaixo.
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Quadro 1 - Técnicas usadas para estudo da microbiota no intestino;
A M¢étodos baseados na cultura

B  M¢étodos baseados em moléculas (baseados em acidos nucleicos)

1  Métodos sem sequenciamento
1. Citometria de fluxo de hibridiza¢ao in situ fluorescente;
2. Eletroforese em gel de campo pulsado;
3. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante;
4. Eletroforese em gel com gradiente de temperatura;
5. Polimorfismo de conformagao de fita simples;
2 Mc¢étodos baseados em sequéncia
1. Sequenciamento de genes 16S rRNA ou suas regides hipervaridveis
(sequenciamento de genes alvo);
2. Sequenciamento de DNA do genoma bacteriano completo (metagenoma);
3. Sequenciamento de mRNA bacteriano completo (meta-transcriptoma);
3 M¢étodos baseados na detec¢do e quantificacdo de pequenos metabolitos
1. Espectrometria de massa por cromatografia gasosa;
2. Eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa;
3. Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier;
4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e de protons;

Fonte: Modificado de SARANGI; GOEL; AGGARWAL (2019)

A composi¢ao da microbiota intestinal ¢ complexa e diversificada, com uma variedade
de organismos que exibem diferentes graus de adaptabilidade ao crescimento em condigdes de
cultura. Portanto, a representacdo de varias bactérias no limen intestinal, inferida por meio de
técnicas baseadas em cultura, é fortemente enviesada em favor de organismos aerébios que se
adaptam facilmente ao crescimento in vitro. Isso resulta em uma sub-representagao significativa
das bactérias anaerobias presentes. Além disso, essas técnicas tendem a subestimar
drasticamente a diversidade bacteriana no conteudo luminal intestinal. Consequentemente, sua
aplicabilidade na investigacdo de mudangas no perfil da microbiota intestinal ¢ restrita
(SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019).

O avango tecnologico atual contribuiu para que o conjunto de pesquisadores conseguisse
sobrepor as limitagdes presentes no modelo baseado em cultura. Dessa forma, foram
estabelecidas varias abordagens moleculares. Nestas abordagens, a identificacdo de diferentes

espécies bacterianas ¢ realizada com base nas sequéncias do RNA ribossdmico 16S (16S rRNA)
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(SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019). O gene 16S rRNA, que contém regides altamente
conservadas para a elaboragdo de primers e regides hipervaridveis para a identificacdo de
caracteristicas filogenéticas de microrganismos, emergiu como o gene marcador mais utilizado
para o perfilamento de comunidades bacterianas. As sequéncias completas do gene 16S rRNA
sdo compostas por nove regides hipervariaveis (V1 a V9) (Figura 2), intercaladas por nove
regides altamente conservadas (BAKER; SMITH; COWAN, 2003; TRINGE;
HUGENHOLTZ, 2008; WANG; QIAN, 2009; YANG; WANG; QIAN, 2016).

Figura 2 - Uma representagao do gene 16S do RNA ribossémico mostrando as nove regides
hipervaridveis (em marrom) e regides constantes (em azul).

V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 Vo

V1
>— e N NN N N §—3

D Constant region D Hypervariable region
Fonte: SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019

Acredita-se que o alto grau de conservagdo do rRNA 16S seja um reflexo de sua
importancia critica para a fun¢ao celular. Isso se contrasta com os genes que codificam enzimas,
onde as mutacdes sdo geralmente mais toleradas, pois podem afetar estruturas que ndo sao tao
unicas e essenciais quanto o rRNA. Por exemplo, se uma bactéria ndo possui o gene necessario
para produzir as enzimas que metabolizam a lactose, ela pode recorrer a uma fonte alternativa
de energia, como outro agucar ou proteina. Portanto, poucos genes exibem um grau de
conservacgao tdo elevado quanto o gene 16S rRNA, (CLARRIDGE 11, 2004).

A tecnologia empregada no sequenciamento do gene 16S rRNA permite a leitura dos
produtos de PCR que sdao amplificados utilizando primers universais apropriados, direcionados
a uma ou mais regides do 16S rRNA. Desta forma, para obtengdo do perfil taxonomico do
microbiota, agrupa-se as sequéncias de 16S rRNA em OTUs (Unidades Taxondmicas
Operacionais). Para que um gene seja considerado parta de uma OTU, ele deve apresentar, no

minimo, 97% de identidade no alinhamento do gene (ELLEGAARD; ENGEL, 2016).
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Figura 3 - As estruturas 2D-3D do gene 16S rRNA.

Fonte: YANG; WANG; QIAN, 2016

As OTUs dos microrganismos sdo frequentemente expressas em termos de diversidade
alfa e beta. Segundo Willis (2019), a a-diversidade ¢ utilizada para relatar a diversidade
microbiana de uma comunidade. A a-diversidade pode ser descritas em trés indices. A riqueza
da comunidade ¢ uma medida utilizada para estimar o niamero total de espécies presentes em
um determinado ambiente. Existem varias métricas que podem ser usadas para estimar a
riqueza, incluindo o indice Chaol, o estimador de cobertura baseado em abundéancia (ACE) e o
numero de espécies observadas (representado pelo nimero de diferentes unidades taxondmicas
operacionais, OTUs, por amostra). Essas métricas sdo amplamente utilizadas em estudos de
biodiversidade para fornecer uma estimativa do numero total de espécies em uma comunidade
(FINOTELLO et al., 2018; HAGERTY et al., 2020; QIAN et al., 2020, LI et al., 2022).

Outra forma de mensuracao da a-diversidade ¢ a “diversidade da comunidade”. Esta ¢
uma medida que avalia a uniformidade relativa das espécies presentes em uma amostra, levando

em consideracdo tanto a riqueza de espécies quanto a uniformidade de sua distribuicdo. Essa
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medida ¢ frequentemente quantificada por meio de indices como o indice de Shannon e o indice
de Simpson. O indice de Shannon leva em conta a abundancia e a diversidade das espécies
presentes, enquanto o indice de Simpson enfatiza a dominancia das espécies mais abundantes
(FINOTELLO et al. 2018; HAGERTY et al., 2020; QIAN et al., 2020, LI et al., 2022). Além
desses indices, a diversidade filogenética também ¢ um indicador importante. A diversidade
filogenética ¢ calculada somando-se o comprimento dos ramos filogenéticos interconectados
das espécies em uma arvore filogenética. Ela reflete a historia evolutiva e as relagdes entre as
espécies presentes em uma comunidade (GUMBS et al., 2020; LI et al., 2022).

A o-diversidade ¢ um indicador amplamente utilizado para avaliar a saide da microbiota
intestinal e estd diretamente relacionada ao estado de doenca. A biodiversidade desempenha
um papel fundamental na manutengcdo de um ecossistema equilibrado, contribuindo para a
estabilidade e a fungdo ecoldgica do mesmo. Em geral, um alto nivel de diversidade proporciona
uma maior estabilidade ao ecossistema, garantindo seu funcionamento adequado (GONG et al.,
2016; L1 et al., 2022).

A PB-diversidade avalia as diferencas/similaridades em relacdo as comunidades
microbianas relacionadas a diferentes amostras. Existem diferentes indices comumente usados
para calcular a diversidade beta, incluindo o indice de Bray-Curtis, o indice Unifrac, o indice
de Jaccard e a distancia de Aitchison. Cada um desses indices enfatiza diferentes aspectos da
diversidade. Por exemplo, o indice Unifrac leva em consideragdo informagdes filogenéticas

(SU, 2023).

2.2.3 Padrao da microbiota intestinal em caes

O padrao de colonizagdo microbiano do intestino dos cdes e gatos nao difere
significativamente do padrdo encontrado com outros mamiferos, portanto o TGI ¢ considerado
estéril ao nascimento, porém rapidamente ¢ colonizado por bactérias. Segundo FAHEY et al.
(2008), a idade, estado de saude, dieta e ambiente influenciam ativamente no processo de
colonizagdo e na composi¢do da populacdo microbiana em caes. De acordo com PILLA;
SUCHODOLSKI (2020), em caes a quantidade e a riqueza de bactérias aumentam ao decorrer
do TGI, ou seja, no intestino grosso a presen¢a de microrganismos ¢ maior em comparagao com
intestino delgado. Os mesmos autores ainda relatam, que devido ao advento de recentes

métodos de analise, estdo sendo identificados bactérias ndo cultivaveis no TGI de caes, assim
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a quantidade de bactérias que colonizam o intestino dos animais aumentou, sendo considera
atualmente 10 vezes maior do que o nimero de células no animal.

Cada compartimento intestinal possui uma fun¢do ¢ um microambiente, por isso a
populagdo microrganismos varia de acordo com o local que esta presente no TGI. No intestino
delgado, por exemplo, encontra-se bactérias aerdbios e facultativas, em contrapartida, no
intestino grosso, principalmente no coldn, encontra-se quase exclusivamente bactérias
anaerobias (PILLA; SUCHODOLSKI, 2020). Handl et al. (2011) coletaram fezes de 12 gatos
e 12 caes saudaveis e que nao receberam medicamentos e vacinados. Ao analisar a populagdo
bacteriana das fezes dos animais, os autores constataram que ambas as espécies possuiram o
filo Firmicutes em maior quantidade. As espécies mais encontradas deste filo foram
Clostridium spp. € Lactobacillus spp., sendo que proporcdo em caes foi de 95,3% e em gatos
de 92,1%. Quando os autores compararam a propor¢ao das classes dentro do filo Firmicutes,
percebeu-se que os grupos de Clostridium € Ruminococcus se destacaram. A predominancia do
segundo filo variou entre as espécies, em caes constatou-se 2,3% de Bacteriodetes e em gatos
destacou-se as Actinobacterias na propor¢ao de 7,3% da contagem populacional total.

Através da técnica 16S rRNA gene amplicon-based 454-pyrosequensing Middelbos et
al. (2010), observaram o efeito da inclusdo de 7,5% de fibra de polpa de beterraba no
microbioma intestinal canino. Verificou-se que a inclusdo da fibra reduziu a quantidade de
representantes do filo Fusobactéria e aumentou a populacao de Firmicutes, quando comparado
ao controle. Hooda et al. (2012) utilizou a mesma técnica dos autores supracitados para avaliar
os efeitos da relagdo proteina:carboidrato sobre o microbioma de gatos filhotes. Os resultados
demostraram maior populacdo de Actinobacteria e menor de Fusobacteria quando os animais
consumiram uma deita com alta relag@o proteina:carboidrato. Esses resultados corroboram com
Barry et al. (2010) que utilizaram a inclusdo de 4% de fruto-oligossacarideos (FOS), 4% de
pectina e 4% de celulose para gatos saudaveis. Foi constatado maior populagdo de
Actinobacterias nos animais que consumiram FOS, e maior populacdo de Firmicutes nos
animais que consumiram pectina.

Em um outro trabalho utilizando a técnica 16S rRNA gene amplicon-based 454-
pyrosequensing, foram utilizados seis caes adultos da raca Beagle, para testar a influéncia de
dois niveis (7,5 e 15%) de trés farinhas de insetos (barata de madagascar, barata cinéria e
tenébrio gigante), no microbioma dos animais. Os resultados demostraram que os filos
predominantes, presentes em todos os cdes, foram Firmicutes (29.9- 44.1%), Bacteriodetes

(19,1- 24,3%), Proteobacteria (2,5 — 5,5%) e Fusobacteria (13,4 —44,5%). O mesmo ensaio foi
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repetido para gatos e foi constatado que os filos predominantes encontrados, presentes em todos
os gatos, foram Firmicutes (57-67%), Bacteriodetes (11-29%), Actinobacteria (22-9%),
Proteobacteria (5-1%) e Fusobacteria (0-1%).

Esses resultados corroboram com Sabbioni et al. (2020), que informa que os filos
bacterianos predominantes no c6lon e nas fezes de caes sdo representados por Firmicutes (40—
60%), Bacteroidetes (5-10%), Proteobacteria (15-20%) ¢ Fusobacteria (5%). Diferentemente
dos humanos, as amostras de fezes dos caes representam de maneira fidedigna a maioria dos
taxons bacterianos relevantes. Pesquisadores acreditam que a veracidade desta informagao esta
relacionada a anatomia mais curta quando comparada a humanos e com a rapida taxa de
passagem da digesta (PILLA; SUCHODOLSKI, 2020). Na literatura, exista variagdes sobre os
principais filos encontrados em caes, isto pode acontecer devido aos métodos de analise do
microbioma, mas também pode existir variacdes individuais. Contudo ¢ importante ressaltar
que os trés principais filos encontrados no microbioma fecal de cades saudadveis sdo
Fusobacterium, Bacteroidetes ¢ Firmicutes (PILLA; SUCHODOLSKI, 2020).

Pilla e Suchodolski, (2020), relatam que dentro do filo Firmicutes, a classe Clostridia ¢
a mais abundante, sendo encontrados trés grupos principais de Clostridium, o grupo IV que
contempla a familia Ruminococcaceae, Faecalibacterium prausnitzii, o grupo XI que
contempla a Peptostreptococcaceae ¢ o grupo XIV onde sdo encontradas as familias
Lachnospiraceae, Blautia spp. Os Bacilli, o segundo maior grupo dentro dos Firmicutis, sdo
constituidos apenas de Lactobacillales, assim, os géneros mais encontrados sao Streptococcus
e Lactobacillus. A classe Erysipelotrichi representa o terceiro maior grupo no filo Firmicutes,

sendo os principais constituintes os géneros Turicibacter, Catenibacterium e Coprobacillus.

2.2 Relacao entre dietas e microbiota em cies

Pesquisas com vdrias espécies indicam que a dieta pode alterar o microbioma intestinal.
Embora os caes sejam predominantemente carnivoros, a convivéncia simbidtica com os
humanos levou a uma dieta rica em carboidratos para esses animais. Atualmente, 95% do
mercado de alimentos para cdes ¢ composto por dietas secas, que requerem uma grande
quantidade de carboidratos para serem bem extrusadas (PILLA; SUCHODOLSKI, 2020). Para
os cdes, a origem dos ingredientes ¢ menos importante do que a composicdo geral dos
macronutrientes. Estudos mostram que dietas extrusadas com a mesma quantidade de proteinas,

sejam elas de origem vegetal ou mista (vegetal e animal), ndo alteram a composi¢ao do
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microbioma dos cdes (BRESCIANI et al., 2018). A seguir, serdo discutidos os impactos dos

aditivos estudados na saude intestinal dos caes.

2.2.1 Zeolitas

A palavra zeoélita tem origem grega e pode ser traduzida como “pedra borbulhante”
(“zeolithos”, onde “zeo” significa ferver e “lithos” significa pedra) (COOMBS et al., 1997). As
zeolitas podem ser encontradas na natureza, geralmente onde rochas ou cinzas vulcéanicas
entram em contato com agua alcalina. Elas também s@o encontradas em bacias oceéanicas, onde
ocorre a cristalizacdo de sedimentos ao longo de milhares de anos (MARCAL et al., 2006).

Sabe-se que existem cerca de 80 tipos naturais de zedlitas, e mais de 150 foram criadas
em laboratorio (SCHNEIDER; ZIMMERMANN; GEWEHR, 2017), sendo a zeolita mais
comum na natureza ¢ a clinoptilolita. Sua formula quimica é: (Na,K,Ca)»-3Al3(Al,S1)2S113036 .
12H20.

Desta forma, as zedlitas podem ser caracterizadas como aluminossilicatos hidratados de
metais alcalinos e alcalinos terrosos que possuem estruturas cristalinas tridimensionais
compostas por tetraedros interconectados (MING; MUMPTON, 1989). Esses tetraedros sao
constituidos por quatro moléculas de oxigénio em torno de um cation, como [SiO4]> e {AlO4]>
(COOMBS et al., 1997). Portanto, a estrutura microporosa resulta da ligagao de cada atomo de
oxigénio a dois tetraedros adjacentes, criando grandes espagos internos na molécula.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, Luz (1995) destaca que as zeolitas
possuem alto grau de hidratacdo; baixa densidade e grande volume de vazios quando
desidratada; estabilidade da estrutura cristalina, mesmo ao ser desidratada; capacidade de troca
cationica (CTC); condutividade elétrica; adsor¢do de gases e vapores e propriedades cataliticas.
Por isso, as zeolitas t€ém aplicacdes variadas, incluindo a industria petrolifera, agricultura,
armazenamento de calor, controle de poluentes, purificagdo de d4guas e mananciais e construgao
civil (ELLIOT E ZHANG 2005; OBER, 2016; NAHLI et al., 2017).

Além das propriedades de trocas cationica, adsor¢cdo/dessorcao, as zeolitas possuem
grande seletividade e capacidade de adsor¢do pela amodnia (NH4+). Essa afinidade ocorre
devido tragdes eletrostaticas entre NH4+ carregados positivamente e sitios carregados
negativamente da estrutura das zeolitas (AIYUK ET AL. 2004; ENGLERT; RUBIO 2005;

NAHLI et al., 2017). Isso torna as zedlitas uma tecnologia promissora para uso na agricultura,
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pois a ligacdo entre a zeolita e a amdnia aumenta a capacidade do solo em reter nutrientes como

fosforo e potassio (NAHLI et al., 2017).

2.2.1.1 Influéncia da zeolita no microbioma

Estudos demostram que a zedlita pode estar associada a reducdo de microrganismos
patogénico no TGI dos animais. Frangos receberam suplementagao com zeolita clinoptilolita
natural e sintética apresentaram maior altura de vilosidade na mucosa ileal e jejunal. Neste
ensaio, foi constatado reducdo da contagem total de cepas de Escherichia coli com as duas
fontes de zeolita utilizadas (WU et al., 2013). Também foi detectado reducado de E. coli, quando
suinos foram alimentos com zedlita (WANG et al., 2021). Os autores suplementaram 180 suinos
em terminagdo com doses se 0,05 e 0,1% de zeolita clinoptilolita. Os tratamentos com
clinoptilolita reduziram a Escherichia. coli (P <0,05) contagens em comparacdo com o
tratamento controle.

Em uma publicagdo recente, foi realizado a composi¢ao do microbioma de caes
alimentados com zedlita (SABBIONI et al., 2020). Os autores submeteram 20 caes da raca
Setter Inglés a dose de 5 g/kg de racdo de zedlita chabazitica durante 28 dias. Vale ressaltar que
estes animais recebiam dieta de carne crua de aves, e foram submetidos diariamente a atividade
fisica. O perfil microbiano foi realizado pelo método gene amplicon-based 454-
pyrosequensing. Os resultados demostraram que o filo Firmicutes (média 51,15% =+ 11,46%)
representou o filo dominante da comunidade cecal em caes, superando as Proteobactérias
(média 27,06% =+ 15,75 %), os filos Fusobacteria (média 8,54% + 3,46%) e os Bacteroidetes
(média 5,49% =+ 2,62%). Quando se levou em consideracdo a familia bacteriana, percebeu-se
que no grupo tratado com zedlita houve reducao nos membros da familia Enterobacteriaceae (-
66,99%), como Escherichia, Klebsiella, e Hafnia e aumento nos Lactobacillus (205,16%) e
Bifidobacterium (75,35%).

E discutido no trabalho que o aumento na abundéncia relativa de Lactobacillus ssp. bem
como Bifidobacterium ssp., acompanhados por uma diminuicao nos filotipos pertencentes a
familia Enterobacteriaceae quando os caes foram alimentados com zeolita pode estar
relacionada a capacidade adsortiva da zeoélita. Encontra-se na literatura trabalhos que associam
a zeolita com a redugdo de E.coli membro da familia Enterobacteriaceae (WU et al., 2013;

WANG et al., 2021). Além disso, a cepas E. coli e Enterobacterias podem causar de infec¢des
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oportunistas em caes (OGEER-GYLES et al., 2006), enquanto C. perfringens esta fortemente
relacionada a gastroenterite hemorragica (SCHLEGEL et al., 2012).

2.2.2  Yucca schidigera (YSE)

A Yucca schidigera (YSE) é uma espécie de planta da familia Agavaceae que cresce em
desertos e encontra-se quase que exclusivamente no sudoeste dos Estados Unidos da América
e no México (LI et al., 2021). A YSE contém em sua estrutura, compostos chamados de
saponinas que sdo glicosideos amplamente encontradas no reino vegetal com relatos de
ocorréncia deles em 100 diferentes familias. As saponinas, composto ativo responsavel pela
funcionalidade do extrato na nutricdo animal, tém varias fungdes nas plantas, incluindo a
regulagao do crescimento e defesa contra insetos e alguns patogenos (CHEEKE, 2000).

A palavra saponina tem origem no termo latino “sapo”, que significa sabdo, devido a
capacidade dessas moléculas de formar espuma quando agitadas em agua. As saponinas
possuem estruturas que incluem agtcares, geralmente glicose, galactose, acido glicurdnico,
xilose, ramnose ou metilpentose, ligados a uma aglicona hidrofébica (sapogenina) que pode ser
triterpendide ou esterdide (DAS et al., 2012). Quimicamente, as saponinas triterpendides e
esterdides sdo compostas por 30 atomos de carbono contendo precursor oxidosqualeno
(HARALAMPIDIS et al., 2002; VINCKEN et al., 2007) e tém alto peso molecular, com 1 a 8
residuos de agucares ligados ao triterpeno ou fragao aglicona esteroidal (HOSTETTMANN;
MARSTON, 1995; VINCKEN et al., 2007). A cadeia de actcares nas moléculas de saponinas
pode variar e geralmente sdo anexadas ao C3 ou C17 (via C28) (VINCKEN et al., 2007).

Além da fracdo de saponina, a YSE também contém glicocomponentes. Khaskheli et al.
(2020) relatam que o extrato de YSE possui dois componentes ativos: o glicol, que pode se ligar
a amonia, e as saponinas, cujas propriedades ja foram descritas. A por¢do glicol da YSE,
também chamada de porg¢do soluvel, ¢ altamente termoestavel e tem a capacidade de capturar
moléculas de amonia e converté-las em nitrato e nitrito (HEADON; DAWSON, 1990; ABDEL-
TAWWAB et al., 2020; DAWOOD et al., 2020). Segundo Sutton et al. (1992) os
glicocompomentes sdo estruturas moleculares altamente termoestaveis que tém a propriedade
de sequestrar amoniaco do trato digestivo, proveniente dos processos metabodlicos,
neutralizando seus efeitos prejudiciais e convertendo-o em outro tipo de composto nitrogenado
nao toxico. Assim melhorando as condigdes para que a flora intestinal aumente sua atividade

degradativa, resultando em uma digestao mais completa.
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2.2.2.1 Influéncia da YSE no microbioma

A adicdo de extrato de YSE na dicta de leitdes acarretou no crescimento de
Bifidobactérias, Eubactérias e Estafilococos, em comparagdo com 0S porcos que receberam
dieta ndo suplementada (KATSUNUMA et al., 2000). Em um trabalho mais recente, foi
constatado que a suplementagdo dietética de YSE aumentou a altura das vilosidades ileais,
altura das vilosidades / profundidade da cripta (P <0,05) e diminuiu a profundidade das criptas
(P <0,05) (YANG etal., 2021). A suplementacao dietética de YSE nao teve efeito significativo
na abundancia relativa nos filos Bacteroides, Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria
Verrucomicrobia, Tenericutes e Lentisphaerae.

Em um estudo in vitro foi analisado o efeito do extrato de YSE nos metabolitos da
fermentagdo de proteinas (acidos graxos de cadeia curta [SCFA] e 4cidos graxos de cadeia
ramificada, compostos fenolicos e inddlicos, aminas biogénicas, aménia e pH) usando in6culos
fecais de caes alimentados com uma dieta de baixa (B) ou alta (A) proteina (proteina bruta 201
ou 377 g / kg como alimentacao) (VIERBAUM et al., 2018). Foi constato que independente da
quantidade da proteina a YSE reduziu a quantidade de amonia e SCFA total. Notou-se que o
microbiota dos cdes variou de acordo com a mudanga do nivel proteico da dieta, indicando que
o extrato de YSE ndo modificou o microbioma dos animais. Animais que foram alimentados
com dieta pobre em proteinas apresentaram menor quantidade de Eubacterium spp. ¢ maior
Hespellia spp., enquanto caes alimentados com dieta rica em proteinas apresentaram menor

abundancia de Clostridium spp. e Robinsoniella spp.

2.2.3 B-Glucanos

Os B-glucanos sdo polissacarideos compostos por mais de 250.000 unidades de D-
glicose unidas por uma ligacdo [-glicosidica. A estrutura dos P-glucanos pode variar
dependendo da fonte. Por exemplo, os B-glucanos de cogumelos possuem ramificagdes P (1, 6)
curtas ligadas a uma estrutura 3 (1, 3). J& os B-glucanos de aveia e cevada sao ligagdes B (1,4)
lineares que separam cadeias mais curtas de estruturas § (1,3) JAYACHANDRAN et al. 2018).
Pesquisas indicam que a forma da molécula dos B-glucanos, incluindo o tipo de ligacdo, a
presenca e o grau de ramificagdes, o peso molecular e a solubilidade, podem influenciar a
natureza e a intensidade dos efeitos deste aditivo no trato gastrointestinal (FERREIRA et al.

2018).
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A atuacdo desses compostos sobre processos metabdlicos e fisiolégicos no organismo,
principalmente aqueles extraidos de cereais, os quais sdo caracterizados como fibras soltveis,
vém sendo bastante estudada, demonstrando-se efeitos positivos sobre as concentragdes
sanguineas de glicose, colesterol e fragdes lipoprotéicas. Além disso, alguns estudos
demonstram a capacidade dos beta-glucanos em estimular a saciedade, assim como reduzir a
digestibilidade de nutrientes, interferindo na acdo de enzimas digestivas sobre os nutrientes,

reduzindo os valores de digestibilidade (GRAHAM; AMAN, 1991; ALMIRALL et al., 1995).

2.2.3.1 Influéncia de B-Glucanos no microbioma

Os cereais B-glucanos tem caracteristicas interessantes a satde animal, pois tém
propriedades profilaticas e terapéuticas promissoras, como anticancer, antidiabético,
imunomodulador, antiinflamatdrio e protetores da pele (CLEMENTE et al., 2012; SHEN et al.,
2016; JAYACHANDRAN et al., 2018; SHOUKAT; SORRENTINO, 2021). Esse PNA ¢
completamente fermentados no intestino grosso o que proporciona aumento da microbiota
intestinal benéfica devido suas propriedades probioticas (LAM et al., 2018). Desta forma, os -
glucanos estdo envolvidos na minimizacdo dos niveis de oxigénio luminal, aumentam a
absorcdo de agua e ions, fortalecem as proteinas de juncdo apertada e proporcionam melhor
relagdo vilo/cripta, aumentam a imunidade inata e adaptativa, geram maior a disponibilidade de
energia para as células da mucosa e aumentam o espessamento do muco (ADEBOWALE et al.,
2019). B-glucanos também acarrentam na dimunui¢ao do pH intestinal, e este pardmetro exerce
uma grande sob parametros de absor¢ao e no microbioma intestinal (HAJATI; REZAEI, 2010).

Em um estudo in vivo, quarenta e dois voluntarios de 39 a 70 anos foram submetidos ao
consumo de um bolo contendo 0,75 gramas de -glucanos por 30 dias. Ao analisar as amostras
de fezes, foi constatado aumento significativo na contagem de Bifidobacteria spp no dia 30. As
concentragdes de Lactobacilli spp também aumentaram no dia 30 em relagdo ao dia 15. No dia
45, as fezes dos voluntarios foram submetidas a novas analises, um aumento foi observado nas
contagens de coliformes totais e E. coli em 45 dias em comparagdo com 15 e 30 dias de ingestao
do bolo (MITSOU et al., 2010). Os autores relatam que a populaciao de Enterobacteriaceae ou
E. coli ndo tem capacidade para fermentar os -glucanos. Esses resultados corroboram com
outros pesquisadores que testaram a fermentacdo de B-glucanos in vitro e em animais

(KONTULA et al., 1998; JASKARI et al., 1998; CRITTENDEN et al., 2002; DONGOWSKI
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et al,, 2002; DRZIKOVA et al.,, 2005). Na tabela encontra-se os principais resultados
encontrados na literatura sobre o efeito dos B-glucanos na microbiota intestinal.

Tabela 1 - Efeito de B-glucanos no microbioma intestinal.

Autores Efeito dos p-glucanos
Mitsou et al. (2010) Aumento significativo de Bifidobacteria spp
De Angelis et al. (2015) 1 Roseburia hominis, Ruminococcus ssp, Clostridiaceae spp.

| Fusobacteria e Firmicutes

Velikonja et al. (2019) 1 Bifidobacterium spp. e Akkermansia municiphila
Wang et al. (2016) 1 Bacteroidetes e | Firmicutes
Mikkelsen et al. (2017) 1 Bifidobacterium
| Bacteroides/Prevotella and Lactobacillus
Fehlbaum et al. (2018) 1 Prevotella and Roseburia
Zhu et al. (2020) 1 Clostridium, and Butyricoccus, | Bacteroides, Lactobacillus,

Oscillospira, and Ruminococcus
Fonte: Modificado de SHOUKAT; SORRENTINO (2021)

Em um experimento ratos, foram alimentados com dieta teste rica em fibras contendo
500 g/kg de produtos a base de aveia por seis semanas. Os autores relatam que produtos a base
de aveia continham de 4 a 128 g/kg de amido resistente, de 30 a 92 g/kg de b-glucanos e 122 a
304 g/kg de fibra alimentar total. Em todos os tratamentos exceto o controle, foi observado
aumento de Bifidobacterium (DRZIKOVA et al., 2005). Em um estudo realizado em humanos,
foi avaliado 26 individuos saudéveis antes (HS) e ap6s (HSB) 2 meses de consumo com uma
dieta contendo 3 gramas de B-glucanos proveniente da cevada. As bactérias metabolicamente
ativas foram analisadas por meio de pirosequenciamento do gene 16S rRNA. Os resultados
demostraram que os niveis de Clostridiaceae (Clostridium orbiscindens e Clostridium sp.),
Roseburia hominis e Ruminococcus sp. aumentaram, ¢ houve diminuicdo dos niveis de

Firmicutes e Fusobacteria (DE ANGELIS et al., 2015).

2.2.4 Butirato de Calcio (BC)

O 4cido butirico ¢ um tipo de acido graxo de cadeia curta (AGCC) que ¢ produzido
durante a fermentacdo de compostos vegetais no colon (GUILLOTEAU et al. 2010). Este
composto tem um impacto significativo na proliferagdo, crescimento e diferenciagao das células
da mucosa intestinal, pois pode influenciar a expressdo genética e a sintese de proteinas
(GUMUS et al. 2020). Desta forma, os colondcitos podem usar o butirato como fonte de

energia. Isso acontece através da ativacao da sinalizagdo PPARY, que direciona o metabolismo
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dos colondcitos de superficie para a f-oxidagdo mitocondrial de dcidos graxos, um processo
crucial para manter a hipoxia epitelial (LITVAK et al. 2018).

Na nutri¢do animal, as formas salinas do acido butirico sao preferidas devido ao forte
odor deste aditivo (GUMUS et al., 2020). O butirato de calcio é amplamente utilizado na
alimenta¢do animal como uma fonte de energia para os enterdcitos, resultando em melhor
desenvolvimento das vilosidades (EL-WAHAB et al. 2019). Além disso, o butirato de calcio ¢
conhecido por reduzir o pH da mucosa intestinal, favorecendo o crescimento de bactérias
comensais (AHSAN et al., 2016; EL-WAHAB et al. 2019). Quando o pH esta acima de 5,0, as
bactérias patogénicas se multiplicam facilmente. No entanto, quando o pH esté entre 3,5 e 4,0,

as bactérias benéficas se desenvolvem mais facilmente (GRECCO, 2013).

2.2.4.1 Influéncia de BC no microbioma

Em animais de produgado, o butirato ¢ amplamente utilizado, principalmente pelo fato
de as cadeias produtivas tentarem minimizar o uso de antibidticos. Sobre o butirato nos sistemas
de producao, sdo constatados efeitos positivos em parametros que mensuram a saude intestinal.
Nesse sentido, Ridder et al. (2013), avaliaram o efeito da vacinagdo ¢ do butirato de calcio
contra a propagacao de Salmonella Typhimurium por meio de um experimento de transmissao
com 56 leitdes. O experimento consistiu no tratamento de dois grupos de animais com uma
vacina que continha com 107 - 108 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) / 2 mL de uma
cepa atenuada de S. Typhimurium, posteriormente um grupo foi escolhido aleatoriamente para
receber o butirato de célcio. Duas semanas apoOs a vacinagdo, quatro porcos por grupo foram
desafiados oralmente com 107 UFC / 2 mL de uma cepa de Salmonella Typhimurium. Os
resultados demonstraram que no grupo que recebeu a vacina e o butirato, houve menos excre¢ao
de Salmonella nas fezes, e menos amostras de tecido deram positivas para a bactéria. Estes
resultados corroboram com GALFI; BOKORI (1990) observaram alteragdes na microbiota ileal
com diminui¢ao da propor¢ao de bactérias coliformes e aumento simultaneo de lactobacilos ao
utilizarem butirato para suinos.

EL-WAHAB et al. (2019) avaliaram o efeito do butirato de célcio na alimentagdo de
codornas japonesas. Os autores avaliram 320 codornas submetidas a 4 tratamentos, sendo, o
controle, e suplementagao com butirato de calcio a 0,3, 0,5 ¢ 0,7 g/Kg de dieta. Em todos os

tratamentos que houve introducdo do butirato na dieta ocorreu redugdo significativa do pH
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duodenal. Contundo, a inclusdo de 0,7 g/Kg de butirato, demonstrou melhores resultados em
comparac¢do aos demais tratamentos. Quando o pH estd acima de 5,0, bactérias patogénicas se
multiplicam com facilidade, em contrapartida, quando o pH se encontra entre 3,5 a 4,0 as
bactérias tidas como benéficas apresentam desenvolvimento favorecido (GRECCO, 2013;
BLANCHARD, 2000).

Encontra-se poucos relatos na literatura sobre o uso de butirato para caes. Em um tnico
trabalho encontrado, os autores demonstram que nas doses de 0,5% na deita de caes adultos
saudaveis, o butirato ndo exerceu nado teve efeito sobre o indice de consisténcia fecal, teor de
matéria seca e producdo fecal, nos sobre os coeficientes de digestibilidade, nem sobre a
excrecdo de AGCC (HESTA; ARNOUTS; JANSSENS, 2008). Percebe-se através deste
levantamento bibliografico que ha necessidade de realizar mais estudos a respeito da interagao

entre as fontes de butirato e o metabolismo de animais de companhia.
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RESUMO: Aditivos como zedlita, extrato de Yucca schidigera, beta-glucanos e butirato de
calcio podem contribuir para a saude intestinal dos caes, auxiliando na reduc¢ao do odor fecal,
estimulando o sistema imunolédgico e fornecendo energia para os enterocitos. Este estudo teve
como objetivo avaliar a agdo conjunta da zedlita clinoptilolita (ZC), Yucca schidigera (YSE),
B-glucanos de algas e butirato de calcio (BC) no microbioma fecal dos caes. Utilizando um
delineamento experimental em blocos casualizados, 15 caes, machos e fémeas, com idade
média de 6 =+ 0,14 anos, foram divididos aleatoriamente em cinco grupos durante trés periodos,
totalizando nove repeti¢cdes por tratamento. Os tratamentos foram: controle (T0), TO + 0,75%
de ZC (T1), TO + 0,75% ZC + 0,1% de YSE (T2), TO + 0,75% de ZC + 0,1 YSE + 0,03% de -
Glucanos (T3) e TO + 0,75% de ZC + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de BC (T4).
Nao houve diferengas significativas na alfa e beta diversidade dos microrganismos encontrados
nas fezes dos caes alimentados com diferentes tratamentos. No entanto, todos os tratamentos

apresentaram uma alta a-diversidade, indicando um estado de eubiose. Os filos predominantes
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encontrados foram Firmicutes (51,34-62,36%), Bacteroidota (17,17-22,59%), Fusobacteria
(13,29-20,35%), Actinobacteriota (2,21-4,89) ¢ Proteobacteria (2,27-4,28%). Dentro do filo
Firmicutes houve prevaléncia do género Allobaculum, relacionado a producao de &cido
butirico. Com relagdo ao filo Bacteroidota, o género Prevotella apresentou alta abundancia
relativa. Portanto, a inclusdo de ZC, YSE, B-glucanos e BC proporcionou um ambiente

intestinal em eubiotico e pode ser uma boa alternativa para o mercado pet food.

Palavras-chave: Eubiose, Aditivos, Saude Intestinal.

INTRODUCAO

A microbiota intestinal € um ecossistema complexo e diversificado de microrganismos
que habitam o trato gastrointestinal. A eubiose ¢ um estado de equilibrio saudavel dessa
microbiota, onde hd uma predominancia de bactérias benéficas que contribuem para a satude
geral do individuo. Este equilibrio € crucial para a digestao eficiente dos nutrientes, pois certas
bactérias na microbiota desempenham um papel vital na quebra de compostos complexos em
formas mais simples que podem ser absorvidas pelo corpo. Além disso, a microbiota intestinal
também desempenha um papel fundamental na imunologia do individuo. Ela ajuda a regular a
resposta imune, protegendo contra patégenos invasores e prevenindo respostas imunes
excessivas que podem levar a doengas autoimunes. Portanto, manter a eubiose € essencial para
a saude digestiva e imunoldgica.

A alimenta¢do tem um papel fundamental na modulagdo da microbiota intestinal em
caes. A fibra dietética, por exemplo, ¢ fermentada pelas bactérias intestinais em acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), que sdo benéficos para a satide intestinal. Além disso, a fermentagdo
da fibra pode promover o crescimento de bactérias benéficas, como Bifidobacterium e
Lactobacillus, melhorando assim a eubiose. Por outro lado, a fermentagao de proteinas na dieta
pode levar a produgdo de compostos indesejaveis, como amodnia, aminas e acidos graxos de
cadeia ramificada, que podem contribuir para o odor fecal. Portanto, ¢ importante equilibrar a
quantidade de proteina na dieta para garantir uma boa satide intestinal e minimizar o odor fecal.
Portanto, a escolha da dieta pode ter um impacto significativo na microbiota intestinal dos caes

e, consequentemente, em sua saude geral.



40

A zeolita, o extrato de Yucca schidigera, os beta-glucanos e o butirato de célcio sdo
aditivos alimentares importantes na dieta dos cdes. A zedlita tem a capacidade de se ligar a
amonia, ajudando a reduzir o odor fecal. O extrato de Yucca schidigera também ¢ conhecido
por sua capacidade de reduzir o odor fecal, além de possuir propriedades anti-inflamatorias. Os
beta-glucanos sdo polissacarideos que podem estimular o sistema imunoldgico e melhorar a
saude intestinal. O butirato de céalcio ¢ uma fonte de energia para os enterdcitos e pode melhorar
o desenvolvimento das vilosidades intestinais. Esses aditivos, juntamente com uma dieta
equilibrada, podem ajudar a promover uma microbiota intestinal saudavel em caes, melhorando
a digestdo e a satde geral do animal.

Embora alguns ingredientes ja sejam amplamente utilizados na industria de alimentos
para cdes e gatos, ¢ importante entender como eles atuam em conjunto para manter um
microbioma eubidtico em caes. Portanto, o objetivo deste estudo ¢ investigar os efeitos
sinérgicos da adicdo de zedlita clinoptilolita (ZC), Yucca schidigera (YSE), B-glucanos e

butirato de calcio (BC) no microbioma fecal dos caes.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos de cuidados com animais foram aprovados pelo Comité de

Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras (Protocolo n°. 007/22).

Animais e dietas

O estudo foi conduzido no CENAC (Centro de Nutricdo de Animais de Companhia) na
Universidade Federal de Lavras, na cidade de Lavras — MG. Foram utilizados 15 cdes, machos
e fémeas, com idade média de 6 + 0,14 anos, sendo cinco beagles ¢ 10 sem raca definida, com
peso médio de 14,5 = 0,20 e 17.5 + 0,15 e escore médio de condi¢do corporal de 5,4 + 0,4
usando uma escala de nove pontos (Laflamme, 1997). Os caes foram alojados individualmente
em baias (1,5 m de largura x 3,0 m de comprimento) de cimento com acesso ao solario. Os
bebedouros utilizados foram do tipo nipple, fixados na parede do fundo da baia a uma altura
média de 50 centimetros do solo. O peso corporal e o escore de condi¢do corporal foram
registrados semanalmente, ¢ a ingestdo alimentar foi registrada diariamente. As necessidades
energéticas dos caes foram calculadas seguindo as recomendag¢des do NRC (2006) utilizando a
formula 110xPV®7 portanto os animais foram alimentados para manter o peso corporal € o

escore de condigdo corporal ideais durante todo o estudo.
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Foram utilizados cinco tratamentos, sendo: tratamento controle, sem nenhum aditivo
(T0); TO + 0,75% de ZC (T1); TO + 0,75% ZC + 0,1% de YSE (T2); TO + 0,75% de ZC + 0,1
de YSE + 0,03% de B-Glucanos (T3); e TO+ 0,75% de ZC + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos
+0,5% de BC (T4). Todas as dietas foram formuladas com composicao quimica e ingredientes
semelhantes seguindo a recomendacdo do NRC (2006) para caes adultos, exceto pela adi¢ao

dos diferentes tipos de blend por tratamento de acordo com a tabela 2.

Tabela 2 - Niveis de garantia das dietas experimentais na matéria seca.

. N Tratamentos'
Nutrientes 0 T1 2 3 T4
Umidade (max) (%) 10 10 10 10 10
Proteina Bruta (Min.) (%) 22 22 22 22 22
Extrato Etéreo (Min.) (%) 10 10 10 10 10
Matéria Fibrosa (Max.) (%) 4 4 4 4 4
Matéria Mineral (Max.) (%) 9 9 9 9 9
Calcio (Min - Max.) (%) 1,6-22 16-22 1,6-22 1,6-22 16-22
Fosforo (Min.) (%) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Acido Linoléico (Min.) (%) 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
Acido Linolénico (Min.) (%) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Sédio (Min.) (%) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Potassio (Min.) (%) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Blend**
Zeolita (%) - 0,75 0,75 0,75 0,75
Yucca Schidigera (%) - - 0,10 0,10 0,10
B-Glucanos (%) - - - 0,03 0,03
Butirato de Calcio (%) - - - - 0,5

*Composicao basica do alimento: Arroz Quirera, Farinha de Carne e Ossos Bovino, Farinha de Visceras de Frango, Milho
Integral Moido, Gordura de Frango, Hidrolisado de Carne ¢ Frango, Semente de Linhaca (0,4%), Farelo de Trigo, Hemécias,
Cloreto de Colina, Cloreto de Potassio, Antioxidante (BHT ¢ BHA), Aditivo Antifiingico (Acido Propidnico), Cloreto de Sodio
(Sal Comum), L-Lisina, Biotina.

**Composi¢do dos aditivos utilizados: Yucca schidigera: 5% de saponinas; B-Glucanos: >50% de 1,3 B-Glucanos; Butirato
de calcio: 85% de butirato de célcio.

! Tratamentos:

TO: Sem adi¢do de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zedlita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de calcio protegido.

Delineamento experimental e coleta de amostras

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados (DBC), sendo blocado o periodo.
Os caes foram divididos aleatoriamente em cinco grupos, contendo trés animais, durante trés

periodos, totalizando nove repeti¢des por tratamento.
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Nos primeiros sete dias de cada periodo experimental, todos os animais consumiram o
tratamento controle, a partir do dia 8 até o dia 28 os animais receberam os alimentos
experimentais. No dia 28 dia foi realizada a coleta de fezes para a realizacdo da microbiota

fecal.

Microbiota fecal: extracao de DNA, amplificacdo, sequenciamento e bioinformatica

Extracao do DNA fecal foi feita utilizando o kit comercial Mo-Bio PowerSoil (MO BIO
Laboratories, Inc. Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos da América). A concentragdao de DNA
foi determinada pelo fluorimetro Qubit® 2.0 (Life technologies, Grand Island, Nova York,
Estados Unidos da América). Os iniciadores moleculares progressivos (primer-sense/ forward
- 515F; 5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3 ") e reverso (primer anti-sense/ reverse - 806R;
5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3") que visam a um fragmento de 291 pb da regido V4
foram utilizados, para amplificacdo (IDT Corp., Coralville, Iowa, Estados Unidos da América)
(CAPORASO et al., 2012) do gene rRNA 16S, usando a técnica Fluidigm Access Array
(Fluidigm Corporation, South San Francisco, Califérnia, Estados Unidos da América) em
combina¢do com Roche High Fidelity Fast Start Kit (Roche, Indianapolis, Indiana, Estados
Unidos da América). A qualidade dos amplicons foi avaliada, usando um analisador de
fragmentos (Advanced Analytics, Ames, lowa, Estados Unidos da América), para confirmar as
regides e os tamanhos dos amplicons. Quantidades equimolares dos amplicons de cada amostra
foram misturadas e os tamanhos dos amplicons foram selecionados em um E-gel de agarose a
2% (Life technologies, Grand Island, Nova York, Estados Unidos da América) e extraidos com
o kit de purificacao de gel Qiagen (Qiagen, Valencia, Califérnia, Estados Unidos da América).
O sequenciamento, utilizando plataforma Illumina, foi realizado em um sequenciador MiSeq,
usando reagentes v3 (Illumina Inc., San Diego, Califérnia, Estados Unidos da América) no
Centro de Biotecnologia da Universidade de Illinois. As tags Fluidigm foram removidas,
usando FASTX-Toolkit (versdao 0.0.14), e QIIME 1.9.1 software foi usado para processar os
dados de sequéncia resultantes (CAPORASO et al., 2010). Sequéncias de alta qualidade (valor
de qualidade > 20) foram demultiplexadas. As sequéncias foram entdo agrupadas em unidades
taxondmicas operacionais (OTU), usando a selecdo OTU de referéncia aberta contra o banco
de Greengenes com um nivel de similaridade de 97%. 85 Singletons (OTUs que foram
observados menos de 2 vezes) e OTUs que representavam menos de 0,01% foram descartados.

Um total de 1.353.878 sequéncias foram obtidas, média de 32,235 e intervalo = 19,737-57.888
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sequéncias por amostra. Rarefaccao foi feita, para analise de diversidade alpha e beta, mantendo
19,730 sequéncias por amostra. A analise das coordenadas principais (PCoA) foi realizada,
usando distancias métricas de fracdo unicas ponderadas e nao ponderadas (UniFrac) (LEY et

al., 2005).

Analises Estatisticas

A tabela de recursos resultante, a arvore enraizada da filogenia reconstruida e a
classifica¢do taxondmica foram importadas do ambiente QIIME2 para R v4.1.2 para posterior
analise de dados usando os pacotes Microbiome v1.16.0 e Phyloseq v1.38.0 R (MCMURDIE;
HOLMES, 2013).

Para a analise taxonOmica, a tabela de recursos foi transformada em dados de
composi¢ao para visualizagdo da composi¢ao do grafico de barra de tdxons dos 10 géneros mais
abundantes usando a fun¢@o de composic¢ao do grafico do pacote Microbiome R. A significancia
da diversidade alfa foi estimada usando um teste de Kruskal, usando a fun¢do do pacote
Microbiome R e a ordenacdo MDS foi aplicada as métricas de diversidade beta escolhidas

usando a funcdo de ordenacao de plotagem do pacote Phyloseq em R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da microbiota fecal de caes, utilizando o sequenciamento do gene 16S rRNA,
apds a suplementacdo de zeodlita clinoptilolita, Yucca schidigera, B-glucanos e butirato de
calcio, ndo revelou diferencas significativas (P>0,05) em relacdo entre os grupos, tanto em
termos de diversidade microbiana. Esses resultados indicam que a inclusao dos mencionados
aditivos nas dietas, em concentracdes de 0,75%, 0,1%, 0,03% e 0,5%, respectivamente, nao
exerceu qualquer efeito sobre a diversidade da comunidade microbiana (Figuras 1, 2A e 2B),
ndo havendo diferengas em relagdo a abundancia e a presenca de diferentes taxas (Figuras 2A

e 2B).
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Figura 1 - Anadlise de alfa-diversidade das comunidades microbianas fecais, medida pela
diversidade filogenética de Chaol, Shannon e Simpson, de caes alimentados com dietas
contendo de zedlita clinoptilolita, Yucca schidigera, B-glucanos e butirato de célcio.
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Legenda: TO: Sem adi¢do de aditivos (dieta controle); T1: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita; T2: dieta
controle + 0,75% zedlita clinoptilolita + 0,1% de YSE; T3: dieta controle + 0,75% de zeodlita clinoptilolita + 0,1%
YSE + 0,03% de B-Glucanos; T4: dieta controle + 0,75% de zeoélita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de -
Glucanos + 0,5% de butirato de célcio protegido

No presente estudo, a a-diversidade (Figura 1) encontrada foi medida utilizando um
estimador de riqueza (Chaol) e os indices de diversidade de Shannon e Simpson. A alfa
diversidade refere-se a diversidade de espécies dentro de uma inica amostra ou habitat. Se trata
de uma medida da riqueza (nimero de espécies) e uniformidade (distribuicao das espécies) da
microbiota em um unico ambiente, como o intestino de um individuo. Uma alta alfa diversidade
geralmente indica um estado de eubiose, pois sugere uma comunidade microbiana rica e
equilibrada, capaz de resistir a perturbacdes e desempenhar suas funcdes metabdlicas e

imunologicas de maneira eficaz (GONG et al., 2016; LI et al., 2022).
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Figura 2 - Analise de beta-diversidade das comunidades microbianas fecais de caes alimentados
com dietas contendo zeo6lita clinoptilolita, Yucca schidigera, B-glucanos e butirato de célcio.
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Legenda: (A) Graficos principais coordenados das distancias ndo ponderadas de UNIFRAC das comunidades

microbianas fecais. (B) Graficos principais coordenados das distdncias ponderadas de UNIFRAC das comunidades

microbianas fecais.

Com relagdo a B-diversidade (Figuras 2A e 2B), a adi¢do de diferentes fontes de aditivos
a dieta controle nao causou alteracdes na diversidade microbiota intestinal dos caes, como
demonstrado pela falta de agrupamento distintos das amostras fecais nos graficos de PCoA. Isto
¢ indicativo que a ZC, YSE, BG e BC nas proporg¢des utilizadas ndo ocasionam diminuigdo da
diversidade populacional de microrganismos no IG. A B-diversidade reflete a variagdo na
composi¢ao da microbiota entre diferentes individuos ou entre diferentes estados de saude e
doenca no mesmo individuo. Um valor mais proximo de zero para a B-diversidade entre
individuos saudaveis pode indicar um estado de eubiose, pois sugere que ha uma composicao
“ideal” de microbiota que ¢ compartilhada entre individuos saudaveis (SU, 2023).

Os resultados encontrados para a-diversidade corroboram com Sabbione et al. (2016),
que estudaram a adi¢cdo de 5 g/dia de zeodlita chabazita em dietas de cdes. Os autores relatam
que o estimador de riqueza Chaol foi adequado para englobar a maioria da biodiversidade
contida nas amostras, contudo ndo observaram diferencas significativas para a riqueza da
comunidade bacteriana entre grupo tratado com zeodlita e o ndo tratado, indicando que as
amostras analisadas possuem biodiversidade semelhante. Apesar do indice de Chaol nao ter

diferido entre os dois tratamentos, ocorreu o aumento na abundancia relativa de espécies do
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género Lactobacillus e Bifidobacterium, e diminui¢do de espécies da familia
Enterobacteriaceae, como E. coli e C. perfringens quando os caes consumiram a dieta contendo
zeolita. Resultados semelhantes foram encontrados quando Superchi et al. (2016) trabalhou
com a mesma fonte e inclusao de zeolita. Os autores correlacionaram a reducdo das espécies da
familia Enterobacteriaceae (filo Proteobacteria) a capacidade de troca cationica que as zeo6litas
possuem, uma vez que, a parede celular bacteriana, em condigdes fisiologicas, apresenta cargas
negativas e a estrutura da zeoélita chabazita apresentam cargas positivas (GUOET al., 2011;
SUPERCHI et al., 2016)

No presente estudo ndo foi constatado diferencas significativas na abundancia relativa
de microrganismos a partir da inclusdo de 0,75% de ZC (Quadro 1, Figuras 3 e 4). Na literatura,
encontram-se poucos artigos que avaliaram a inclusao de zeolitas e seus efeitos na microbiota
fecal de caes. Portanto, mais estudos precisam ser realizados para que a agdao da zeolita no

microbioma de caes possa ser melhor compreendida.

Figura 3 - Principais filos bacterianos (expressos como porcentagem do total de sequéncias) em
amostras fecais de caes adultos alimentados diferentes tratamentos com diferentes aditivos.
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Legenda: TO: Sem adigdo de aditivos (dieta controle); T1: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita; T2: dieta
controle + 0,75% zeolita clinoptilolita + 0,1% de YSE; T3: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1%
YSE + 0,03% de B-Glucanos; T4: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de -
Glucanos + 0,5% de butirato de calcio protegido

Abundancia Relativa (%)
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A adicao de 0,1% de YSE ndo alterou a abundéncia relativa de microrganismos
presentes no IG de cdes. Assim como a ZC, na literatura encontram-se poucos trabalhos com
caes a respeito do efeito desse ingrediente no microbioma fecal. O YSE contém uma quantidade
significativa de saponinas, que sao compostos frequentemente utilizados na alimentacao de
ruminantes como alternativa aos antibioticos. Estudos anteriores indicaram que essas moléculas
possuem propriedades antimicrobianas, alteram a fermentag¢ao no raimen, reduzem a quantidade
de protozodarios ruminais e diminuem a emissdao de metano entérico (WANG et al., 2012;
WANG et al., 2019). No entanto, quando se trata de animais monogastricos, os efeitos da
modula¢do da microbiota intestinal pelo YSE ainda sdo pouco compreendidos. Neste estudo
em particular, a inclusdo do YSE na dieta de leitdes desmamados ndo demonstrou efeitos
significativos na abundancia relativa dos filos Bacteroides, Firmicutes, Proteobacteria e
Actinobacteria. Isso sugere que, nas condi¢des avaliadas, o YSE nao teve um impacto
pronunciado na composi¢do da microbiota intestinal desses animais.

As formas salinas do acido butirico sdo amplamente empregadas na alimentagdo de
animais devido ao odor caracteristico associado a esse aditivo (GUMUS et al., 2020). Um dos
compostos mais utilizados nesse contexto ¢ o butirato de célcio, que desempenha um papel
crucial como fonte de energia para as células intestinais, contribuindo para o desenvolvimento
saudavel das vilosidades intestinais (EL-WAHAB et al., 2019). Além disso, o butirato de calcio
¢ conhecido por reduzir o pH da mucosa intestinal, criando um ambiente favoravel para o
crescimento de bactérias benéficas (AHSAN et al., 2016; EL-WAHAB et al., 2019).

Embora exista uma ampla gama de estudos sobre o uso de butirato em diferentes
espécies, ha poucos relatos na literatura sobre o uso desse aditivo em dietas para caes. Apenas
um estudo encontrado na literatura investigou os efeitos do butirato em cdes adultos saudaveis,
utilizando uma concentracao de 0,5% na dieta (HESTA; ARNOUTS; JANSSENS, 2008). Os
resultados indicaram que o butirato nao teve efeito significativo sobre a excre¢ao de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) e ndo teve efeito significativo na abundancia relativa
Lactobacillus e E. coli. Estes achados, corroboram com os resultados encontrados neste estudo
e sugerem a necessidade de mais pesquisas para compreender melhor a influéncia do butirato

na fisiologia e saude dos caes.
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Figura 4 - Principais familias bacterianas (expressos como porcentagem do total de sequéncias)
em amostras fecais de caes adultos alimentados diferentes tratamentos com diferentes aditivos.
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Legenda: TO: Sem adigdo de aditivos (dieta controle); T1: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita; T2: dieta
controle + 0,75% zeolita clinoptilolita + 0,1% de YSE; T3: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1%
YSE + 0,03% de B-Glucanos; T4: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de -
Glucanos + 0,5% de butirato de calcio protegido

Segundo Grzeskowiak et al. (2015), os cinco filos predominantes em caes e gatos sdo
os Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria e Fusobacteria. Pilla e Suchodolski (2019) relatam
que a microbiota fecal de caes saudaveis ¢ caracterizada por uma co-dominancia de trés filos
bacterianos proeminentes: Firmicutes, Fusobacterium e Bacteroidotas. Os filos predominantes,
observados neste estudo foram Firmicutes (51,34-62,36%), Bacteroidota (17,17-22,59%),
Fusobacteria (13,29-20,35%), Actinobacteriota (2,21-4,89) e Proteobacteria (2,27-4,28%)
(Figura 3; Quadro 1). Diversos trabalhos corroboram com os resultados encontrados nesse
estudo. Deng e Swanson (2015) encontraram de forma predominante os filos Firmicutes,

Bacteroidota, Proteobacteria, Fusobacteria, e Actinobacteria no TGI de cdes. Em outro estudo
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foi utilizado diferentes niveis (7,5% e 15%) de trés tipos de farinhas de insetos (barata de
Madagascar, barata cinéria e tenébrio gigante) no microbioma de caes. Os resultados revelaram
que os filos bacterianos predominantes, identificados em todos os caes, foram Firmicutes (29,9-
44,1%), Bacteroidota (19,1-24,3%), Fusobacteria (13,4-44,5%) e Proteobacteria (2,5-5,5%)
(LISENKO, 2017).

Um estudo recente, utilizou cdes para comparar a mudancga de dieta, sendo utilizado a
ragdo extrusada por trés meses e posteriormente uma dieta de carne crua por 28 dias. Os autores
observaram que o consumo de carne crua aumentou a abundancia relativa de Fusobacteria e
Bacteroidetes e diminuiu a abundéncia relativa de Firmicutes nas trés primeiras semanas (XU
et al. 2021). Desta forma, um dos motivos pela maior abundancia relativa do filo Firmicutes
encontra neste estudo pode estar correlacionada com a quantidade de extrativo ndo-nitrogenado,
em torno de 44%.

No presente estudo, os géneros com maior abundancia relativa encontrados dentro do
filo Firmicutes foram o Allobaculum e Peptoclostridium (Figura 4). As células das bactérias do
género Allobaculum sao chamadas de alobaculo, s3o Gram positivas, apresentam formagao de
bastonetes e estdo relacionadas a producdo de acido butirico € com aumento da expressao de
proteina semelhante a angiogenina 4 (ANGPTL4) que desempenha um papel importante na
deposi¢do de lipidios, inibindo a lipoproteina lipase para regular o metabolismo lipidico
(ZHENG et al., 2021). Blautia, Dorea e Faecalibacterium também sdo representantes do filo
Firmicutes e tem a capacidade de produgdao de AGCC (PRECUP; DAN-CRISTIAN, 2019).
Segundo Precup e Dan-Cristian (2019), o &cido butirico ¢ frequentemente produzido através da
enzima butiril-CoA:acetato CoA-transferase, com o consumo de acetato, e ¢ principalmente
caracteristico do filo Firmicutes. Contudo, bactérias de outros filos também estdo relacionados
a produgdo de butirato, como as bactérias Bifidobacterium (Actinobacteriota), Bacteroides
(Bacteroidota).

Com relagdo ao filo Bacteroidota, na literatura ¢ relatado que as bactérias do género
Bacteroides, bem como as espécies do género Bifidobacterium (filo Actinobacteriota), sdo
geralmente encontrados em maior quantidade em caes e gatos saudaveis (INNESS et al., 2007;
GRZESKOWIAK et al., 2015). A relagdo Firmuctes/Bacteroidota ¢ considerada um indicador
de obesidade em humanos ¢ animais (LEY et al., 2005; TURNBAUGH et al., 2006; BAEK et
al., 2023). Desta forma, os individuos obesos apresentam maior relagdo, enquanto os individuos
magros apresentam maior composicao de bactérias do filo bacteroidota. O género Prevotella

apresentou alta abundancia relativa no filo Bacteroidota (Figura 4). Este género contribui para
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a fermentag@o de polissacarideos, portanto estdo relacionadas ao aumento de acidos graxos de
cadeia curta no coldn intestinal (PRECUP; DAN-CRISTIAN, 2019), fato positivo no contexto
de saude intestinal, desta forma, a presenca de bactérias deste género pode ser considerada um
marcador de eubiose intestinal.

Em relagdo ao filo Fusobacteria o género Fusobacterium foi o mais expressivo (Figura
4). Bactérias deste género sao Gram negativas e geralmente estdo associadas a inflamagao em
humanos, como por exemplo, Fusobacterium nucleatum que esta associada a apendicite, cancer
de colon e doencga inflamatoria intestinal (GU et al., 2020). Contudo em caes e outros animais
carnivoros, o género Fusobacterium esta associado a um microbioma saudavel. Isto indica que
estas bactérias exercem uma funcdo diferente no TGI de cdes quando comparado a humanos
(PILLA; SUCHODOLSKI, 2020).

Santos (2023) trabalhando com doses semelhantes dos mesmos aditivos demonstrou
alteracdo significativa nos valores de pH e acetato. Percebeu-se também uma tendencia
estatistica nas concentragdes de propionato e amonio fecal. Desta forma, percebeu-se que para
a caracteristica pH fecal os tratamentos que continham a inclusdo de apenas 0,75% de zeélita
clinoptilolita, 0,75% zeolita clinoptilolita associada a 0,1% de YSE e 0,75% de zedlita
clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de célcio, apresentaram
menor valor de pH.. Percebe-se que a redugdo do pH esta intimamente relacionado aos filos
Firmicutes e Actinobacteriota (Figura 5). Segundo Houtman et al. (2022), dentro do filo
Firmicutes encontra-se bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) que
auxiliam na redugdo do pH intestinal. Um dos representantes do Filo Actinobacteriota sdo as
bactérias Bifidobacterium que também sdo produtoras AGCC, principalmente o butirato
(PRECUP; DAN-CRISTIAN, 2019; YOON et al., 2023).

Os resultados demonstram que a inclusao de blends contendo ZC, YSE, B-glucanos e
BC nao proporcionou diferenga na microbiota intestinal de caes, no entanto, manteve o
ambiente intestinal em eubiose, podendo ser incluidos em dietas para cdes. E importante
ressaltar que mais pesquisas sdo necessarias para entender completamente seus efeitos sobre o
microbioma intestinal canino. Estudos futuros devem se concentrar em elucidar os mecanismos
exatos pelos quais esses aditivos influenciam a microbiota intestinal e determinar as dosagens

ideais para otimizar os beneficios a saude.
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