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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de biscoitos assados para céaes
contendo um blend de extratos de romad e propolis em comparagdo com
hexametafosfato de sédio na reducéo de area coberta por placa bacteriana ou calculo
dentério, no microbioma oral e na preferéncia. Foram realizados dois experimentos na
cidade de Porto Alegre no Laboratério de Ensino Zootécnico — UFRGS com 12 caes
da raca beagle, 6 machos e 6 fémeas, com idade de 4 anos e peso entre 10-15kg. Em
ambos os experimentos foram utilizados os seguintes tratamentos: biscoito controle
(sem adicdo de aditivos), com 0,6% biscoito com hexametafosfato de sédio e o
biscoito com blend com 0,9% de extrato de roma e 0,9% de extrato de propolis. No
periodo de 19 dias foi avaliada a reducéo de area coberta por calculo dentario com ou
sem escovacao e o microbioma oral, antes e depois do fornecimento dos biscoitos.
Um segundo experimento foi realizado para avaliar a preferéncia e o ranqueamento,
com 2 dias de adaptacao e 5 dias de avaliacdo. Os resultados obtidos para a reducao
de area coberta mostraram que cdes que receberam os biscoitos com o blend
apresentaram maior reducéo na area coberta por calculo dentario quando comparado
com o tratamento controle e o tratamento com hexametafosfato foi intermediario
(p=0,049). A utilizacao de escovacéo foi mais eficiente para a reducdo de area coberta
no tratamento controle (p=0,047). A analise do microbioma oral mostrou que houve
uma mudanca no microbioma entre dias 0 e 19, sendo que no dia 0 ao inicio do
experimento havia uma predominancia de bactérias gram negativas e no 19° dia uma
predominancia de bactérias gram positivas. Para o teste de preferéncia e
ranqueamento considerando a relacdo preferéncia vs tempo, temos que como
primeira escolha os tratamentos blend e hexametafosfato que ndo apresentaram
diferenca estatistica (p>0,05), entretanto diferindo-se do tratamento controle
(p=0,035), para as demais colocacdes foram apresentados dados semelhantes. E o
resultado do ranqueamento considerando os dados das escolhas dos cées foi: 1°
lugar: blend, 2° lugar: hexametafosfato de sédio e 3° lugar: controle. Os biscoitos com
blend de extratos fitogénicos mostrou-se téo eficiente quanto o hexametafosfato de
soédio na reducdo de area coberta por calculo dentario e melhorando o perfil do

microbioma oral.

Palavras chave: bactéria, beagle, fitogénico, petisco, tartaro.
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal consiste no mais representativo problema de saude oral,
com uma alta incidéncia em pequenos animais, afetando 80% dos cées acima de 2
anos de idade (REZENDE et al., 2004; NIEMIEC, 2008; ABDALLA et al. 2009; RIGGIO
et al., 2011). O calculo dentéario, a gengivite e a periodontite sdo as afeccdes orais
mais comuns no cdo (GORREL, 2000; KYLLAR; WITTER, 2005).

A placa bacteriana é a causa primaria da doenca periodontal. O processo
chamado periodontite, ocorre em consequéncia do acumulo de placa na superficie
dos dentes, resultando em inflamacdo gengival e destruicdo dos tecidos como:
gengiva, 0sso alveolar, cemento e ligamento periodontal se o acumulo de placa for
continua, efeitos locais e sistémicos podem ser clinicamente significantes (HARVEY,
1998). Nesta fase também ocorre bacteremia, com consequente comprometimento de
6rgdos vitais, como coracgéo, figado e rins, e também de articulagdes (CORREA;
VENTURINI, 1996).

Na cavidade oral de cdes saudaveis ha 400 espécies bacterianas (GIOSO,
2007). Muitos destes microrganismos associam-se para formar biofilmes. A maioria
das bactérias que estdo na cavidade oral sdo espécies comensais, entretanto podem
tornar-se patogénicas em respostas as alteracdes do ambiente, como exemplo falta
de higiene oral (AVILA et al., 2009).

O acumulo da placa pode ser evitado unindo dieta e higiene oral por meio de
escovacao, entretanto esta pratica deve ser realizada desde cedo e pelo fato de
demandar tempo dificilmente é feita com frequéncia pelos tutores. Tendo em vista tal
dificuldade, outros métodos foram buscados para reduzir a formacdo de célculo
dentario por métodos fisicos, como o uso de 0ssos bovinos autoclavados, petiscos
comerciais, dietas especificas que utilizam aditivos quelantes de calcio, como o
hexametafosfato sodio.

As plantas medicinais tém sido estudadas a fim de se preconizar e validar o
seu uso como precursoras de farmacos com propriedades terapéuticas. Em inlmeros
estudos, ha relatos que a atividade antimicrobiana apresentada por diferentes extratos
vegetais pode estar ligada a presenca de compostos organicos provenientes dos
metabolismos primarios e/ou secundarios das plantas (KANERIA et al., 2012;
BARATHIKANNAN et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia de biscoitos assados contendo um blend de extratos de
roma e propolis em comparacao a biscoitos com e sem hexametafosfato de sodio.

2.2 Objetivos Especificos
e Analisar sua eficiéncia na reducédo de area coberta por célculo dentério;

e Analisar a alteragdo no microbioma oral dos caes comparando inicio e

final do experimento

e Avaliar a preferéncia dos cées entre todos os biscoitos fornecidos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ANATOMIA DENTARIA CANINA

Os caes séao diofiodontes, o que significa que apresentam duas denti¢coes
sucessivas, a decidua e a permanente. E sdo heterodontes, ou seja, apresentam
dentes com formas diferentes (ROZA, 2004). Em sua denti¢do primaria apresentam
28 dentes, sendo 6 incisivos, 2 caninos e 6 pré-molares tanto na arcada superior como
na inferior (FAHRENKRUG, 2007). E na denticdo secundéria 42 dentes, sendo 6
incisivos, 2 caninos, 4 pré-molares e 2 molares na arcada superior e 6 incisivos, 2
caninos, 4 pré-molares e 3 molares na arcada inferior (Figura 1) (TUTT, 2006;
FANHRENKRUG, 2007).

Figura 1 - Vista lateral arcada dentéria canina (Fonte: KONIG; LIEBICH, 2016)

Os dentes estdo localizados nos alvéolos dentarios do osso maxilar e

mandibular, formando duas arcadas dentarias, superior e inferior.

O formato da cabeca do céo interfere na posicdo dos dentes, e na
predisposicdo a desenvolver enfermidades. Uma consideravel diferenciacdo da
morfologia do cranio com trés tipos fundamentais: dolicocéfalos (diametro

anteroposterior da cabeca longo); braquiocefalico (cabeca achatada da frente para
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tras) e mesocefalico (intermediarios entre os anteriores) (WHYTE et al., 1999;
SAIDLA, 2000).

As racas braquiocefalicas com frequéncia possuem uma quantidade menor de
dentes, geralmente o P1 e M3 (superiores e inferiores) sédo ausentes na maioria das
vezes (DYCE et al., 1996).

O dente pode ser dividido em trés estruturas principais: coroa, colo e raiz. A
coroa € a porcao exposta do dente que se projeta acima da gengiva, a raiz € a por¢ao
gue se insere no alvéolo dentario unindo dente e alvéolo e o colo compreende a regido
intermediaria ou zona de transicéo entre coroa e raiz. O numero de raizes sera variavel
conforme a localizacdo anatdmica do dente na arcada dentaria, podendo ser uma
Unica raiz ou unirradicular, raiz dupla ou birradicular e raiz tripla ou trirradicular
(SIMOES, 2016). A coroa é revestida pelo esmalte, que é o tecido mais rigido e
mineralizado do organismo, sendo desprovido de qualquer inervacéo, vascularizacéo
e capacidade regenerativa ou reparadora (GORREL, 2010).

A dentina, composta por 70% de material mineral e acelular é a principal
estrutura suporte do dente (JOHNSTON, 2002). Confere formato ao dente e envolve
a camara pulpar e o canal radicular, sendo revestida pelo esmalte na regido da coroa
e pelo cemento na raiz (SIMOES, 2016). A camara pulpar e o canal radicular séo
preenchidos pela polpa dentaria, que é um tecido conjuntivo frouxo repleto de vasos
sanguineos e linfaticos, feixes nervosos e células especializadas (Figura 2) (BAIA et
al., 2017).

\
Esmalte ——y=~
/ Terco coronal o
i O
Depsifa Terco médio 3
~ >
Camara pulpar | \\\Tergo cervical
Epitélio juncional ‘ \ / N
Gengiva Terco gengival
Canal radicular \ 1
Mucoss § 3N Terco médio =z
0ss0 alveolar— ———%22
Cemento Terco apical
Lig. periodontal

Delta apical

Figura 2 - Estrutura do dente (Fonte: Adaptado de Hills — Gioso)
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3.2 DOENCA PERIODONTAL EM CAES

A doenca periodontal € induzida pela presenca de biofilme bacteriano na
superficie do dente, contudo sua etiologia é multifatorial e, depende da ocorréncia de
diversos fatores predisponentes e perpetuadores (ROZA, 2004; CARDOSO, 2012;
FERNANDES et al., 2012; SEMEDO-LEMSADDEK et al., 2016; BAIA et al., 2017,
ADEPU et al., 2018). A doenca pode ser caraterizada como de carater inflamatorio
cronico, na qual parte ou todas as estruturas do periodonto séo afetadas (CARDOSO,
2012; FERNANDES et al., 2012; CAMPBELL et al., 2016; SILVAet al., 2016). Acomete
os tecidos que recobrem parcialmente, protegem e sustentam os dentes, estes
incluem a gengiva, o0 0sso alveolar, 0 cemento e o ligamento periodontal (Santos et al,
2012).

No universo das doencas da cavidade oral, a doenca periodontal consiste no
mais representativo problema, com uma alta incidéncia em pequenos animais,
afetando 80% dos cédes acima de 2 anos de idade (REZENDE et al., 2004; NIEMIEC
2008; ABDALLA et al. 2009; RIGGIO et al., 2011). O calculo dentario, a gengivite e a
periodontite sdo as afec¢des orais mais comuns no cdo (GORREL, 2000; KYLLAR;
WITTER, 2005).

A severidade da doenca tem influéncia de fatores que podem ser intrinsecos e
extrinsecos ao animal. Os fatores intrinsecos seriam a espécie, raca, genética, idade,
comportamento de roer, resposta imunolégica e oclusdo (KLEIN, 2000). Os fatores
extrinsecos podem ser considerados a dieta, consisténcia da comida, presenca de
bactérias patogénicas, auséncia de bactérias benéficas e patologias orais
concomitantes (CLELAND, 2000; TELHADO et al. 2004).

A genética e a raca também estdo relacionadas a maior ocorréncia da afeccéo,
sendo mais acometidas as racas de pequeno porte (DEBOWES, 2014; MARSHALL
et al.,, 2014; Stella et al.,, 2018). Ao considerarmos a localizacdo dos dentes,
geralmente, os menos afetados pela doenca sdo os caninos e 0s mais acometidos

sd0 0s incisivos, o quarto pré-molar e o primeiro molar (MARSHALL et al., 2014).

3.2.1 Placa bacteriana

A placa bacteriana ou biofilme bacteriano é um material de consisténcia
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pegajosa e amarelada que se forma sobre o esmalte dentéario, € uma estrutura
complexa resultante da colonizacao e do crescimento bacteriano sob a superficie oral,
dentes e tecidos moles adjacentes (CARDOSO, 2012; HA, 2013). A composic&o
desse biofilme é formada por uma matriz organica de agregado de bactérias e seus
subprodutos, glicoproteinas salivares, particulas de alimentos, substancias
inorgéanicas e células epiteliais e inflamatodrias (ADEPU et al, 2018).

Esta pode ndo ser visivel a inspecdo oral, mas poderdo ser evidenciadas
através da utilizacdo de solucdes reveladoras de placa (REZENDE et al. 2004). Ap6s
a erupcao, os dentes ficam envolvidos no fluido biolégico da cavidade oral, que contém
mais de 400 espécies de bactérias. A formacédo da placa é dividida em trés fases: |)
Formacdo da pelicula primaria; 1) Aderéncia; Ill) Colonizacdo e maturacao
(ETTINGER; FELDMAN, 2010).

A placa inicialmente se estabelece na superficie do esmalte do dente e sem
remocao mecanica periodica, tal como com a mastigacéo apropriada ou escovacgao
dos dentes, torna-se mais espessa e através de minerais presentes na saliva, ou nos
fluidos gengivais, além de materiais alimentares, mineralizam a placa formando o
célculo dentario. O pH alcalino da saliva do cdo (= 7,59) faz com que o ambiente

favoreca a mineralizacéo e formacgao do célculo (MARX et al., 2016).

3.2.2 Consequéncias da placa

A placa bacteriana é a causa primaria da doenca periodontal. Existem varios
fatores que contribuem para o acumulo de placa, tais como, apinhamento dentario,
ma-oclusdo dentaria, alimentacdo com dieta Umida e auséncia de habitos de higiene
oral. Fatores que diminuem a resisténcia do sistema imunitario, tais como doencas
metabdlicas, disturbios nutricionais e situacdes de imunodeficiéncia podem contribuir
para a formacao de placa (HARVEY, 1998; TATAKIS; KUMAR, 2005).

O processo chamado periodontite, ocorre em consequéncia do acumulo de
placa na superficie dos dentes, resultando em inflamacéo gengival e destruicdo dos
tecidos, sendo eles: gengiva, 0sso alveolar, ligamento periodontal e cemento; se 0
acumulo de placa for continuo, efeitos locais e sistémicos podem ser clinicamente
significantes (HARVEY, 1998). Nesta fase também ocorre bacteremia, formagédo de
complexos imunes, com consequente comprometimento de 6rgdos vitais, como
coracao, figado e rins, e também de articulacdes (CORREA; VENTURINI, 1996).
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Além de causar o mau halito, sinal este que os proprietarios de cdes mais
observam, podem causa sialorréia (salivacdo excessiva), mobilidade dentaria,
gengivite severa, retragdo gengival, exposi¢ao da raiz, hemorragia gengival branda e
moderada, bolsas periodontais, secrecdo nasal e fistulas oronasais (SANTOS et al,
2012). Devido ao comprometimento da arcada dentaria do animal, pode ainda, ocorrer
a reducéo da capacidade de consumo de alimentos, 0 que afeta o peso do animal,
além de predispor o animal a doencas sistémicas graves (PINTO et al, 2008).

3.2.3 Progressao de placa para outras doencgas periodontais

Cerca de uma semana apos o desenvolvimento do biofilme, o primeiro sinal
clinico da doenca periodontal, a inflamacdo da gengiva (gengivite), podera ser
observado e, caso a lesdo persista, a doenca progride e se agrava, causando sinais
clinicos locais e sistémicos (ROZA, 2004; SEMEDO-LEMSADDEK et al., 2016; PATEL
et al., 2016; SIMOES, 2016). A doenca pode ser dividida em duas fases: a gengivite
gue é a fase inicial e reversivel da doenca, e a periodontite que € a fase posterior e
irreversivel, caracterizada como a inflamacao das estruturas do periodonto, e resulta
na destruicdo progressiva dessas estruturas (NIEMIEC, 2008; Stella et al., 2018).

A gengivite pode ser reconhecida pela presenca de halitose, eritema, edema,
sangramento e aprofundamento do sulco gengival (bolsa periodontal); esse quadro é
reversivel quando se remove o biofilme (ROZA, 2004; NIEMIEC, 2008; DEBOWES,
2014). Contudo, se ndo for removido o biofilme bacteriano, a medida que a gengivite
progride para a periodontite, ocorre intensificacdo das alteracdes inflamatorias orais,
em que ha perda de insercéo do dente pelo aumento da bolsa periodontal e pela perda
0ssea, resultando em recessao gengival e deposicao continua de biofilme, o que pode
ser sucedido pela perda do dente (ROZA, 2004; NIEMIEC, 2008; CARDOSO, 2012).
Também sdo sinais da periodontite a exposicdo de furcas, a halitose intensa, o
sangramento gengival espontdneo ou por leve abrasdo, as alteracdes de
comportamento e alimentares por dor e desconforto periodontal, entre outros
(DEBOWES, 2014).

Tanto os tumores orais como a hiperplasia gengival sdo condi¢des que alteram
o0 ambiente do dente e da gengiva, contribuindo para a doenca periodontal pela

formacé&o de bolsas ou pseudobolsas (KLEIN 2000).
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Para avaliar o estagio da doenca periodontal de caes, Logan e Boyce (1994)
desenvolveram uma metodologia no qual se utiliza o indice de Placa Bacteriana e o
indice de Calculo Dentério. No indice de placa bacteriana utiliza-se a coloragéo dos
dentes com o agente eosina aquosa a 2% que rapidamente adere a area acometida
por placa bacteriana organizada e estima a espessura baseando-se na intensidade
da coloracao que varia de rosa a vermelho. Para o indice de célculo dentério, que é
de estrutura rigida e superficie rugosa, o dente é dividido verticalmente em tercos
medial, vestibular e distal e recebe um escore numérico baseado na percentagem do
dente coberto pelo célculo que é avaliado pela coloracdo do dente que varia de
amarelo claro a marrom escuro. Abdalla et al. (2009) adaptou a metodologia de Logan
e Boyce (1994) para ser utilizada de forma computadorizada, com fotografias digitais
e softwares para marcacgdes e calculo da area coberta por placa bacteriana e calculo
dentario.

3.2.4 Microbioma canino

A diversidade de organismos que compde 0 microbioma depende das
caracteristicas do local anatébmico onde colonizam, é influenciada pela umidade, pH,
temperatura e nutrientes (RIBEIRO et al., 2014)

Os animais de companhia apresentam o pH da cavidade em torno de 7,5 a 9,0,
isso explica o fato de apresentarem maior quantidade de calculo em comparacao a
outras espécies, pois, sabe-se que o pH alcalino favorece a calcificacdo do céalculo
dentario, ou seja, quanto maior o pH da saliva mais rapido o acumulo e formacéo do
célculo (GIOSO, 2007).

Na cavidade oral de cdes saudaveis ha 400 espécies bacterianas (GIOSO,
2007). Muitos destes microrganismos associam-se para formar biofilmes. A maioria
das bactérias que estédo na cavidade oral sdo espécies comensais, ho entanto, podem
tornar-se patogénicas em respostas as alteracdes do ambiente, como por exemplo, a
falta de higiene oral (AVILA et al., 2009).

O microbioma nativa constitui-se essencialmente por bactérias, cocos e bacilos,
Gram-positivos, sem motilidade, e alguns aerdbicos facultativos. Com a ocorréncia da
gengivite ha um aumento do numero de bactérias, com aparecimento de bacilos

Gram-negativos com capacidade de mobilidade (aproximadamente 50%), e algumas
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espécies anaerdbias, como pode ser observado o esquema na Figura 3 (ETTINGER,;
FELDMAN, 2010).

5

Boca sadia

Doencga Periodontal
w
£

Desenvelvimento da periodontite

@ Gram positiva Gramnega&vas

Figura 3 - Esquema sobre a transi¢cdo do microbioma predominante de acordo com o estado de

saude oral

Na doenca periodontal instalada a contagem de bacilos gram-negativos conta
com aproximadamente 74% do microbioma (GARCIA; DIAS, 2008). O elevado
numero de espiroquetas € encontrado na maior parte das bolsas periodontais, e 0s
organismos anaerdbios constituem 90% das espécies bacterianas na doenca
periodontal crénica (BROOK, 2008).

Espécies como P. cangingivalis, P. gingivicanos, P. crevioricanis, P.
circumdentaria, P. macacae, P. catoniae, P. gulae, F. nucleatum e F. canifelinum séo
descritas na literatura como parte do microbima periodontal de cdes e gatos, podendo
estar associadas a periodontite nestes animais. As espécies P. macacae e P. gulae
possuem maior relevancia clinica na periodontite canina (ALLAKER et al., 1997,
ELLIOT et al., 2005; HARDHAM et al., 2005).

As espiroquetas tém sido registradas na placa bacteriana dos caes sobretudo
em bolsas periodontais com profundidade superior a 5mm (RIVIERE et al, 1996). As
espécies registradas mais prevalentes foram Pseudomonas sp. (30,9%) e P.

cangingivalis (16,1%) (RIGGIO et al. 2011). Estas bactérias tem um papel importante
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na destruicdo dos tecidos que caracterizam a periodontite (REZENDE et al. 2004;
ETTINGER; FELDMAN 2010).

3.2.5 Prevencéo

Uma das maneiras de se evitar o acumulo de placa bacteriana é a realizacao
de escovacdo periddica. Como o0s animais precisam ser condicionados a tais
procedimentos desde novos e como o tempo disponivel para tal pratica torna-se cada
vez menor nas familias que possuem animais de companha, a maioria dos
proprietarios prefere utilizar snacks ou tiras de couros na prevencgdo da formagéo do
calculo dentario (PAIVA et al, 2007).

Nos ultimos anos houve uma acentuada expansdo da oferta de produtos
destinados a facilitar os cuidados dentarios domésticos para os proprietarios e a ser
mais toleraveis para os animais de estimacdo, dentre estes produtos temos:
brinquedos mastigaveis, petiscos mastigaveis, 0ssos autoclavados, e escovas e
pastas de dentes para cdes (GIOSO, 2003). Os biscoitos anticalculos podem ser
usados como coadjuvantes na prevencdo da doenca periodontal (GIOSO, 1994). A
estratégia padrao para evitar o calculo € a raspagem mecanica para limpar os dentes.
Isso foi basicamente alcancado modificando-se a textura e o tamanho do granulo da
racao, porém apenas atinge os dentes utilizados no ato da mastigacdo sendo eles: o0s
pré-molares superiores e inferiores, primeiro molar superior e inferior e segundo molar
inferior. Uma nova abordagem utiliza fontes minerais nutricionais que podem
proporcionar beneficios dentarios como a diminuicdo da formacao da placa bacteriana
(COX et al., 2003).

3.3 NUTRICAO X SAUDE ORAL

As estratégias nutricionais com maior frequéncia na literatura para prevenir ou
retardar o surgimento da doenca periodontal sdo a textura e a forma do alimento, os
exercicios de mastigacdo e os alimentos ou os brinquedos tratados com produtos
guimicos.

Adieta de racdo seca é considerada a melhor para manter a satude oral, quando

comparada ao alimento imido ou a comida caseira, devido a acdo mecanica da racao,
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gue pode auxiliar a remocéo do biofilme bacteriano e, consequentemente, reduzir a
ocorréncia da afeccdo (FERNANDES et al., 2012).

A influéncia na saude oral esta relacionada principalmente com alteracdo na
textura e o tamanho do granulo da racéo, porém, exerce efeito apenas nos dentes
utilizados para mastigar. Uma nova abordagem utiliza a inclusdo de fontes minerais
nutricionais nos alimentos de maneira que possam proporcionar beneficios em todas
as superficies dentarias. Os fosfatos formam complexos sollveis com o célcio
presente na saliva, ajudando a prevenir a mineralizacéo da placa em célculo. Dessa
forma, agem em toda a cavidade oral, inclusive nas superficies ndo envolvidas na
mastigacédo (STOOKEY et al., 1995; STOOKEY et al., 1996).

3.4 ADITIVOS UTILIZADOS PARA REDUCAO DA PLACA BACTERIANA

Segundo IN 30/2009 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
MAPA, consideram-se aditivos: substancias, microrganismos ou produtos formulados
e adicionados intencionalmente aos alimentos, que nao sdo utilizados normalmente
como ingredientes, tenham ou nédo valor nutritivo e que melhorem as caracteristicas
dos produtos destinados a alimentacdo animal, melhorando o desempenho dos
animais sadios e atendendo as necessidades nutricionais.

Fontes nutricionais de fosfatos podem ser manipuladas durante a fabricacdo de
racdes para acentuar as propriedades fisicas sem alterar as formulas de base ou o
tamanho do granulo. Os cristais de polifosfatos ajudam a prevenir a mineralizacdo da
placa, pois formam uma barreira fisica em sua superficie, onde permanecem até que
0 organismo 0s absorva como nutrientes fosforosos proporcionando, assim, beneficio
dentario prolongado. Os polifosfatos, ao serem liberados da racdo, podem
proporcionar beneficios as superficies ndo envolvidas na mastigacao e, também, as
de contato como as gengivas. Caes alimentados com racao revestida de polifosfatos
desenvolveram 55% menos céalculo dentario que animais alimentados com racdo nao

revestida (COX et. al., 2003).
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3.4.1 Hexametafosfato de sédio

O hexametafosfato de s6dio € um agente quelante do ion célcio da saliva.
Quando adicionado ao alimento e com a mastigacdo, o hexametafosfato de sédio é
incorporado na placa bacteriana e forma complexos soltveis com o célcio que se
difundem com a saliva, prevenindo a acumulacao de calculo dentario. O
hexametafosfato é convertido em ortofosfato por meio de acidos de estbmago,
sendo assimilado de forma semelhante a outros fosfatos da dieta (STOOKEY et al.,
1996).

3.4.2 Extratos naturais

Na atualidade, tem sido dada atencéo para o uso de plantas medicinais com
atividades antimicrobianas. Em inumeros estudos, ha relatos que a atividade
antimicrobiana apresentada por diferentes extratos vegetais pode estar ligada a
presenca de compostos organicos provenientes dos metabolismos primarios e/ou
secundarios das plantas, tais como, flavonodides, taninos, alcaldides, saponinas e
terpenos (SCALBERT, 1991; HARBORNE; WILLIAMS, 2000; BYLKA et al., 2004;
VELURI et al., 2004; KUETE et al., 2006).

3.4.3 Extrato de roma (Punica granatum)

Punica granatum L., conhecida popularmente como romanzeira, romeira e
granado, é amplamente distribuida por todo Brasil sendo originaria da Asia (Braga,
1961). A planta possui varios compostos que sugerem uma ampla gama de aplicacdes
clinicas para a prevencao e tratamento de doencas. Extratos do fruto e casca possuem
atividade antioxidante (KAUR et al., 2006). Além disso, apresenta atividades
antibacterianas, anticonvulsivantes, anti-inflamatoérias, antifangicas,
imunomoduladoras, cardioprotetoras, antimutagénicos, antiespasmoédico e
antidiabéticas (SINGH et al., 2009).
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Dentre os fitoconstituintes presentes na planta, destacam-se flavondides
(apigenina e narigenina), antocianinas, taninos (acidos galico e elagico), alcaldides,
acido ascorbico, acidos graxos conjugados (acido punico) e o acido ursolico (LANSKY;
NEWMANN, 2007).

Estudos demostram que as variadas atividades bioldgicas descritas para a P.
granatum estéo estritamente relacionadas a sua composi¢cao quimica. As principais
partes utilizadas da planta séo as folhas e cascas dos frutos. Pesquisas de isolamento
e caracterizacdo vem sendo realizadas para elucidar os compostos presentes nos
extratos de roma, dentre eles os principais sdo os polifendis englobando taninos,
flavondides, alcaldides, acidos organicos, dentre outros (WANG et al., 2010).

Segundo Pereira et al. (2006) a atividade antimicrobiana in vitro do extrato
hidroalcodlico da casca do fruto da roma atua frente a linhagens comuns ao biofilme
supragengival humano: Streptococcus mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus

sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus casei.

O gel dentario com extrato alcodlico de romad mostrou grande eficacia na
reducéo da placa bacteriana, o que demonstra seu potencial na terapéutica da doenca

periodontal em cées, corroborando os estudos de Disilvestro et al. (2009).

3.4.4 Extrato de propolis

A propolis é uma substancia resinosa ou algumas vezes cerosa, coletada por
abelhas meliferas de diferentes exsudatos vegetais. Tem sido utilizada na medicina
tradicional desde a antiguidade devido ao seu largo espectro de atividade bioldgica
como antioxidante, anti-inflamatoério, antibacteriano, antiviral, antifingico e, até
mesmo, anticancerigeno (KUJUMGIEV et al., 1999; BANSKOTE et al., 2000;
SFORCIN et al., 2000; MARCUCCI et al., 2001).

A composicao da prépolis varia de acordo com o local de coleta e da espécie
vegetal utilizada pelas abelhas na sua confeccdo. Alguns componentes estao
presentes em todas as amostras, enquanto outros somente em propolis colhidas de
espécies particulares de plantas. Pelo menos 200 componentes diferentes ja foram
identificados em amostra de prépolis de origens diversas, dentes esses, acidos graxos

e fendlicos, ésteres, ésteres fendlicos, flavondides (flavonas, flavononas, flavonais,
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dihidroflavondis, etc.), teroenos, B-esterbides, aldeidos e alcoois aromaticos,
sesquiterpenos e naftaleno (GREENAWAY et al., 1991; AGA et al., 1994; BASKOVA
et al., 1995; MARCUCCI et al., 1996, 2001).

Varias substancias quimicas tém sido isoladas da prépolis, sendo os
flavonoides considerado o composto biologicamente ativo (KOO et al 2002). Tem sido
relatada atuacdo antimicrobiana expressiva do extrato de prépolis contra bactérias
gram-negativas (FERREIRA et al., 1996; WOISKY et al, 1994), e especificamente
contra bactérias colonizadoras do biofilme, (GEBARA et al., 1996), além do efeito
inibitério sobre a sintese de glucano (KOO et al, 2000) somado ao fato de sua
capacidade de inibir o desenvolvimento da carie em animais (IKENO et al., 1991; KOO
et al., 1999).

3.5 TESTE DE PREFERENCIA COM CAES

O consumo de alimentos é usado para testar métodos na industria afim de
avaliar a aceitabilidade e palatabilidade dos produtos (ALDRICH; KOPPEL, 2015).
Estes incluem o teste de comedouro Unico, o teste de dois comedouros e teste
operativo. Alguns pesquisadores também utilizam o tradicional teste de escolha
forcada de dois comedouros e o modificam para atender seus objetivos e
necessidades (FRAGUA et al., 2015, HEWSON-HUGHES et al., 2013;
VERBRUGGHE et al., 2007).

No entanto, nenhum fornece uma indicacao do motivo pelo qual uma escolha é
preferida. Além disso, o teste operante depende de treinamento especializado para o
técnico e para o cdo. Poucos testes fornecem uma indicacdo de gostar. Para os
animais de companhia, os métodos que dependem de sua motivacdo para resolver
um quebra-cabeca talvez podem fornecer pistas sobre o gosto. Os testes existentes
sdo faceis de operar, mas tém limitacbes causadas pela natureza dos testes de
escolha limitada que podem potencialmente alterar e/ou cobrir a verdadeira
aceitabilidade ou palatabilidade dos alimentos (ALDRICH; KOPPEL, 2015).

O método padrdo da industria € o teste de escolha de dois comedouros,
também conhecido como teste de comedouros divididos, normalmente usado com

caes de canil. Neste modelo, os animais recebem simultaneamente dois alimentos
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para escolher. Aquele que é consumido completamente ou o que for mais consumido

guando o teste termina indica qual € preferido pelos animais (SMITH et al., 1984).

No entanto, o cdo tem apenas duas opcdes e € limitado a escolher uma, o que
pode néo refletir verdadeiramente sua preferéncia. Outro método de teste conhecido
como protocolo de avaliacdo de palatabilidade cognitiva (PAPC) foi estudado e

comparado com o método de dois comedouros por Araujo et al. (2004).

Para este método, trés objetos sdo dados aos cdes ao mesmo tempo e o cao
escolhe um dos trés. Um dos objetos ndo contém comida como recompensa enquanto
0s outros dois sim, os caes recebem a comida para associar com o0 objeto que eles
escolherem. O resultado mostrou que este método foi mais consistente do que o
método de dois comedouros. Além disso, quando os individuos eram alimentados
antes dos testes, a capacidade de detectar as preferéncias foi reduzida no teste de
dois comedouros. Mesmo que os resultados indicaram que a palatabilidade cognitiva
€ 0 método mais preciso do que o método de dois comedouros, mais uma vez, 0s
caes foram forcados a fazer uma escolha entre as trés amostras, mesmo que nao
tivessem uma preferéncia (RASHOTTE et al., 1984).
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4. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Santa Catarina (CEUA-UFSC) sob 0 n°2151011018.

Foram realizados dois experimentos na cidade de Porto Alegre no Laboratério
de Ensino Zootécnico — UFRGS com 12 caes da raca beagle, machos e fémeas, com
idade de 4 anos e peso entre 10-15kg. Em ambos os experimentos foram testados
biscoitos assados caninos com ou sem aditivos os tratamentos foram: controle (sem
adicdo de aditivos), com 0,6% hexametafosfato de soédio e o blend com 0,9% de
extrato de roma e 0,9% de extrato de propolis. No periodo de 19 dias foi avaliada a
reducéo de area coberta por célculo dentario, com ou sem escovacao, e o microbioma
oral, antes e depois do fornecimento dos biscoitos. Um segundo experimento foi
realizado para avaliar a preferéncia dos cdes em relacdo aos biscoitos e o

ranqueamento, com 2 dias de adaptacao e 5 dias de avaliacéo.

4.1 MANEJO COM OS ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 3 tratamentos, com 4 animais por tratamento sendo 2
machos e duas fémeas. Os tratamentos foram:

a. Tratamento controle: biscoitos assados sem adicéo de aditivos;

b. Tratamento com hexametafosfato: biscoitos assados com adicdo de

hexametafosfato de s6dio em 0,6%;

c. Tratamento blend: biscoitos assados com extratos de roma + prépolis 1,8%

(0,9% cada extrato);

Durante o estudo, os caes foram alimentados com uma dieta de manutencéo
duas vezes por dia as 8 da manha e 17 da tarde em quantidades para manter o peso
corporal. O escore de condi¢ao corporal dos cées no inicio do experimento foi de 5 a
6, com base na escala de escore corporal de 9 pontos (LAFLAMME, 2007). A agua

ficou disponivel ao acesso dos cées durante todo periodo experimental.
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4.2 ELABORACAO DOS BISCOITOS

Os biscoitos foram elaborados na Usina de alimentos da CAL da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC. Os mesmos foram fabricados semanalmente,
embalados e enviados para o municipio de Porto Alegre — RS. Os ingredientes
utilizados na elaboragdo basica dos biscoitos foram: farinha de trigo branca, farinha
de trigo integral, farinha de arroz integral, leite em po, sal, melado, gordura vegetal e

bissulfito de sdédio.

Para o célculo de recomendacdo de ingestdo de biscoitos diarias foram
utilizados os dados da andlise bromatologica do Laboratério CBO (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicao bromatoldgica dos biscoitos assados

Componente Quantidade (%)
Energia metabolizavel 4,206 kcal/kg

Proteina bruta 11,69
Extrato etéreo 5,30
Fibra bruta 1,00
Matéria mineral 1,65
Umidade 6,11

Fonte: Préprio autor

Com estes valores foi calculado a energia metabolizavel utilizando a
metodologia de NRC (2006) para caes adultos em manutencdo. Os calculos
realizados levaram em consideracdo nao ultrapassar mais que 10% de inclusédo de

biscoitos na dieta total.

A andlise de textura dos biscoitos foi realizada no Laboratorio de analise
sensorial em equipamento texturbmetro (TA.XT.plus, Stable Micro Systems,
Inglaterra), os resultados obtidos para a forca de quebra foram: 12,745 kgf/kg;
12,737kgf/kg; 12,480kgf/kg para tratamentos blend, hexametafosfato de sédio e

controle respectivamente.

4.3 AVALIAQAO DA AREA COBERTA POR CALCULO DENTARIO
Para a avaliagdo de area coberta foram tiradas fotos da arcada dentaria dos
caes (lado direito e lado esquerdo) a cada 3 dias, sendo eles: Dia 0 (antes de iniciar 0

consumo dos biscoitos), dias 3, 7, 11, 15 e 19 durante consumo dos biscoitos. Estas
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fotos posteriormente foram avaliadas no software Image-Pro Plus, onde foram
integradas as &reas: integracdo da total seguido pela integracdo da area acometida
por calculo dentario de cada um dos cées individualmente (Figura 4). A partir desses
resultados foi calculado os escores de acordo com Abdalla et al. (2009).

Figura 4 - Integracdo da area total e area acometida por calculo dentario (Fonte: Proprio autor)

A partir do 9° dia iniciou-se a escovacao de apenas um lado da arcada dentaria
dos caes para avaliar facilidade de retirada de tartaro utilizando uma escova de dentes
humana infantil (extra macia) disponivel no comércio (Figura 5).

Figura 5 - Escovas de dentes utilizadas (Fonte: préprio autor)

4.4 COLETA DE MICROBIOMA ORAL
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Foram realizadas duas coletas de microbioma oral dos cées, a primeira no dia

0 antes de iniciar o consumo dos biscoitos e ao final do experimento no 19° dia.

Os kits para coleta foram enviados pela empresa Neoprospecta Microbiome. O
kit continha 12 swabs (Figura 6) e 12 solugdes estabilizantes (Figura 7), que depois

foram reenviadas para a empresa.

Figura 7 - Solugdes estabilizantes (Fonte: proprio autor)

A coleta foi realizada em doze caes da raca Beagle de forma individual pela
técnica de swab, sendo o mesmo passado nos dentes, gengiva, bochechas e lingua
de ambos os lados da boca, depois a ponta do swab era quebrada dentro de um

eppendorf com a solugéo estabilizante, fechado e lacrado.
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4.5 TESTE DE PREFERENCIA E RANQUEAMENTO

O método de classificacdo de preferéncia foi proposto sob a teoria da
preferéncia dos cées pelo aroma/sabor que proporcionaria a motivacao para extrair
comida de um brinquedo, a fim de obter a comida que preferissem. Procedimentos
semelhantes de extracdo de alimentos, também chamados de “teste de Kong”, foram
utilizados em outros estudos (PLUECKHAHN et al., 2016).

O teste foi realizado e adaptado de acordo com a metodologia descrita por Li
et al. (2017). Os biscoitos permaneceram armazenados em sacos frizantes
transparentes durante 19 dias antes do inicio do teste.

4.5.1 Periodo de adaptacao

A adaptacéo dos caes em relacao aos biscoitos foi realizada por um periodo de
2 dias, sendo que todos os cées tiveram os biscoitos dos trés tratamentos oferecidos

todos simultaneamente ja dentro dos brinquedos.

Foram utilizadas duas areas fisicas das instalacbes separadas (uma para
machos e outra para fémeas) sendo que a ordem de entradas foram: primeiro os
machos em ordem aleatoria e posteriormente as fémeas em ordem aleatoria para todo

0 teste.

O brinquedo utilizado era da marca mini pet-ball (Figura 8) facilmente
encontrado no comercio. O mesmo foi adaptado para o teste, tendo sua abertura
expandida e adicionada uma outra metade com abertura expandida. Todos os

brinquedos utilizados eram exatamente iguais e de mesma cor.
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Figura 8 - Mini pet-ball adaptada(Fonte: proprio autor)

A cada nova entrada de um cao na area fisica, todos os brinquedos eram
previamente limpos utilizando solucéo de etanol e posicionados na linha de largada.
Durante todo o periodo de experimento todos os testes realizados foram filmados para

posteriormente serem avaliados.

4 5.2 Coletas

Os testes foram feitos duas vezes ao dia, sendo a primeira ao inicio da manha
antes dos caes serem alimentados (7:30) e a segunda no periodo da tarde (14:30).
Primeiro todos os machos eram recolhidos, colocados para realizar o teste e depois

soltos, e depois as fémeas eram recolhidas e seguiam 0 mesmo esquema.

A ordem de entrada dos animais e sequencia dos brinquedos era sempre
aleatdria, para evitar uma lateralidade do animal. Antes de iniciar o teste eram dados

todos os biscoitos em ordem aleatdria para o animal cheirar e lamber (Figura 9).
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Figura 9 - Biscoito sendo disponivel para cheirar (Fonte: préprio autor)

Os brinquedos eram posicionados dentro da baia e posteriormente o animal era
conduzido até o local (Figura 10). O cao ficava do lado oposto aos brinquedos, assim
gue o animal era solto o crondmetro era iniciado. No momento que o animal retirava
e comia totalmente o biscoito o nimero do brinquedo era identificado e tempo anotado
e assim até o ultimo biscoito ser extraido de dentro do brinquedo. Se 0 mesmo nao
demonstrasse interesse pelo teste, se esperava um tempo de 2 minutos para retira-

lo.

Figura 10 - Posicionamento do animal e dos brinquedos "kong's" (Fonte préprio autor)
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O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 3 biscoitos
assados diferentes (tratamentos) com 4 repeticdes (caes). As andlises estatisticas
foram realizadas por meio de analise de variancia e as médias foram submetidas ao
teste de Fischer a 5% de significAncia utilizando-se o programa Statistical Analysis
System — SAS (2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DA AREA COBERTA POR CALCULO DENTARIO

Na figura 11, pode-se observar que houve uma reducéo da area de cobertura
por céalculo dentério de todos os cdes que consumiram os biscoitos, independente dos
tratamentos. Além disso, € possivel visualizar que os dentes dos animais
apresentaram percentagens diferentes de area coberta por célculo dentério, reduzindo

guando comparado no inicio e ao final do experimento.
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Figura 11 - Dispersdo de acordo com a presenca

Na figura 12 observa-se a area coberta por calculo dentario do dente no inicio
(dia 0) e no final do experimento (dia 19). Nao houve interacdo entre os fatores, no
entanto, foi possivel observar que independentemente do tratamento houve reducéo
da area coberta aos 19 dias (p=0,001). Além disso, independentemente do periodo
avaliado, o tratamento com hexametafosfato apresentou maiores percentuais de area
coberta, quando comparado com os demais (p<0,05). O escore apresentou

comportamento semelhante, como pode ser observado na figura 13.
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Figura 12 — Area coberta por célculo dentario nos dias 0 e 19.Médias com letras maitsculas diferem-
se para os dias dentro do mesmo tratamento. Médias com letras mindsculas diferem-se entre os
tratamentos dentro do mesmo periodo pelo teste de Fischer (p<0,05)
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Figura 13 - Escore de acordo com Abdalla et al. (2000). Médias com letras maiusculas diferem-se
para os dias dentro do mesmo tratamento. Médias com letras minUsculas diferem-se entre os

tratamentos dentro do mesmo periodo pelo teste de Fischer (p<0,05)

Na figura 14, observa-se que houve diferenca para o percentual de reducéo da
area coberta por calculo dentario ao final do periodo experimental. Os cédes que
receberam os biscoitos com o blend apresentaram maior redugdo na area coberta
guando comparado com o tratamento controle, o tratamento com hexametafosfato foi
intermediario (p=0,049).
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Reducio de drea coberta (74)
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Figura 14 - Reducéo da area coberta ap6és o final do experimento. Médias com letras

maiulsculas diferem-se entre os tratamentos pelo teste de Fischer (p=0,049)

Na figura 15 observa-se uma interacdo entre lado escovado e o lado nao
escovado com relacdo ao tratamento. Quando houve escovacdo o percentual de
reducdo de area de calculo dentéario ndo diferiu entre os tratamentos. No entanto, o
lado escovado apresentou maior reducdo no tratamento com blend quando

comparado ao controle, o tratamento com hexametafosfato foi intermediario.
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Figura 15 — Reduc¢éo da &rea coberta com ou sem escovacao. Médias com letras maiusculas diferem-
se entre os tratamentos pelo teste de Fischer (p=0,047)
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A reducdo da area coberta por calculo dentdrio nos dentes de cées que
receberam o biscoito sem aditivo pode-se atribuir aos fatores como textura e acao
mecéanica do biscoito durante a mastigacdo, estes fatores também podem ser
considerados para os demais tratamentos. Lembrando que todos os tratamentos
apresentaram texturas semelhantes e que ndo se diferiram estatisticamente
(p=0,045).

Marx et al. (2016) avaliaram ossos crus com diferentes texturas, esponjosos e
compactos. Oss0s esponjosos apresentaram maior reducdo de area coberta por
calculo dentario em comparacdo com 0ssos compactos em 12 dias, 81,6% e 70,6%,
respectivamente. Este fato foi atribuido a friccdo mecéanica e textura em funcéo da
maior porosidade permitindo assim que os dentes penetrassem melhor no 0sso
durante a mastigagcdo, mostrando eficiéncia na remocgéo de calculo dentario pre-
existentes.

Neste estudo, a friccao foi importante para o tratamento controle, pois pode-se
observar que houve uma maior reducao de area coberta por calculo dentario quando
os dentes foram escovados por um periodo de nove dias continuos, a diferenca em 6
pontos percentuais entre o lado escovado para o ndo escovado foi de 32% (p=0,047)
e 0s demais tratamentos 13% e 12% para hexametafosfato e blend respectivamente
(p>0,05). Em um estudo comparativo que utilizou escova dental e dedeira ha remocéo
de placa bacteriana em cées Lima et al.(2004) obteve resultados positivos com ambas

as escovas, obtendo remocéo de 96,95% com a escova e 81,40% com a dedeira.

O tratamento com hexametafosfato apresentou reducédo da area coberta por
célculo, ndo diferindo-se do tratamento controle e do blend (p=0,049). A acédo do
hexametafosfato, ja foi consolidada em outros estudos. Paiva et al. (2007) observaram
os efeitos de coadjuvantes de acdo mecanica na higiene oral e o uso de polifosfatos
de sédio na diminuicdo da ocorréncia de calculo dentario, concluindo que biscoitos
contendo coadjuvantes orais com polifosfatos, sob forma de trifosfato ou
hexametafosfato de sédio, apresentam uma acéo efetiva e significativa na diminuicéo
da formacéo do calculo dentario e podem ser recomendados como uma alternativa a
escovacao. Pinto et al. (2007) estudaram dois tipos de fosfatos na prevencao e retardo
do desenvolvimento de calculo dentario incluindo estes fosfatos (trifosfato e
hexametafosfato) como cobertura e na massa de ragdo seca e concluiram que a

inclusdo de fosfato pode ser feita no alimento rotineiro de cées, a ragéo seca,
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tornando-se uma opc¢ao pratica para o controle de calculo dentario. Segundo Cox et
al. (2003) os cristais de polifosfatos ajudam a prevenir a mineralizacéo da placa em
calculo dentario formando uma barreira fisica em sua superficie. Aliados a esses
efeitos, os polifosfatos, também, podem proporcionar beneficios para toda a boca ao
serem liberados durante a mastigacao.

O tratamento com extratos de roma e propolis proporcionou maior reducéo de
area coberta por célculo, possivelmente, este maior efeito esta associado as
propriedades antimicrobianas dos extratos somado a textura dos biscoitos. A Punica
granatum possui acdo antimicrobiana especifica sobre bactérias presentes no biofilme
supragengival, produzindo uma interferéncia na sintese de poliglicanos, agindo, entéo,
no mecanismo de aderéncia das bactérias sobre a superficie dos dentes em humanos
(KAKIUCHI et al., 1986; CACERES, 1987, NAQVI et al., 1991; ANESINI;
PEREZ,1993). Também de acordo com Amorim et al. (2016), que avaliaram métodos
alternativos na higienizacdo oral de animais de companhia com uso de roma
encontraram que além da melhora clinica dos animais e relatos positivos dos tutores
gue participaram do presente estudo, foi possivel levar informacdes benéficas quanto
a saude e bem estar dos animais de companhia. Nota-se, portanto, que o fitoterapico
tem potencial antimicrobiano contra bactérias da placa bacteriana, agindo
positivamente na melhora da saude oral dos animais. Para a propolis temos estudos
como o de Santos (2012) que trabalhou com prépolis no tratamento de doencas
microbianas orais, encontrou que a propolis mostrou atividade antimicrobiana eficiente
contra Pseudomonas sp. e Staphylococcus aureus. O efeito antimicrobioano da
prépolis € diretamente proporcional a sua concentracdo. A atividade antibacteriana do
extrato de propolis se deriva principalmente dos flavondides, acidos aromaticos e
ésteres presentes em resinas, galangina, pinostrobina, e pinocembrina que sao

conhecidos como os agentes mais efetivos contra bactérias.

5.2 AVALIACAO DE MICROBIOMA ORAL

Com os resultados obtidos do microbioma oral dos Beagle nos dias 0 e 19
contabilizou-se os filos com maior predominancia em ambos os dias, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Fusobactéria, Chlorobi, Firmicutes, Actinobacteria, Candidatos

Saccharibacteria e Chloroflexi. Para cada tratamentos foram obtidos os seguintes
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resultados nos dias 0 e 19 (Figuras 16, 17, 18) para controle, hexametafosfato e blend,

respectivamente.
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Figura 16 - Microbioma (Filo) tratamento biscoito controle (sem aditivo). 1)Bacteroidetes;
2)Proteobactéria; 3)Firmicutes; 4)Fusobacteria; 5)Actinobactéria; 6)Candidatus Saccharibactéria;
7)Chlorobi; 8)Chloroflexi.

45,000
40,000
35,000

30,000

25,000
20,000
15,000
10,000
5,000 J J
L N
1 2 3 4 5 6 7 8

EOD m19D

Bactérias do filo (%)

Figura 17 - Microbioma (Filo) tratamento biscoito com hexametafosfato. 1)Bacteroidetes;
2)Proteobactéria; 3)Firmicutes; 4)Fusobacteria; 5)Actinobactéria; 6)Candidatus Saccharibactéria;
7)Chlorobi; 8)Chloroflexi.
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Figura 18 - Microbioma (Filo) tratamento biscoito contendo blend. 1)Bacteroidetes; 2)Proteobactéria;
3)Firmicutes; 4)Fusobacteria; 5)Actinobactéria; 6)Candidatus Saccharibactéria; 7)Chlorobi;
8)Chloroflexi.

Nas figuras é possivel observar que o perfil entre gram negativas e gram
positivas foi alterado do dia O para o dia 19, conforme é possivel observar nas Figuras
19 e 20, respectivamente.
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Figura 19 - Percentagem de bactérias gram negativas dias O e 19.
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Figura 20 - Percentagem de bactérias gram positivas dias 0 e 19

Pode-se observar que houve uma mudanca no microbioma entre os dias 0 e
19, sendo que no dia 0 ao inicio do experimento havia uma predominancia de
bactérias gram negativas e no 19° dia uma predominéancia de bactérias gram positivas,

0 que indica que houve uma melhora na saude oral dos cées.

Segundo Braga et al. (2005) o isolamento de Porphyromonas spp. catalase
positiva (Filo Bacteroidetes), Pasteurella multocida (Filo Proteobacteria), Escherichia
coli (Filo Procteobacteria) e Fusobacterium russi (Filo Fusobacteria) foi maior em sitios
com doenca periodontal, quando comparado com sitios saudaveis. Por outro lado, o
isolamento de Staphylococcus saprophyticus (Filo Firmicutes) foi superior nos sitios
saudaveis dos caes. A contagem de colbnias de Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium spp. (Filo Fusiobacteria) E Bacteroides spp. (Filo Bacteidetes) foi
sempre superior em sitios doentes. Considerando sitios saudaveis, bactérias
anaerObias facultativas foram predominantes, especialmente Staphylococcus

saprophyticus (Filo Firmicutes).

Posteriormente foi avaliado a diversidade de bactérias para ambos os dias 0 e
19, ou seja, de um nimero 17 e 16 de filos de bactérias encontradas 16, 17, 16 no dia
0 e 15, 14, 15 no dia 19 estavam presentes no pool dos cédes do tratamento
hexametafosfato de sddio, controle e blend respectivamente (Figura 21).
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Figura 21- Diversidade dos filos dos microbiomas por tratamentos

O tratamento controle mostrou uma diminuicdo na diversidade devido apenas a
remocao mecanica, ja que o mesmo ndo possui nenhum aditivo que altere de alguma

forma quimica.

No estudo de Bolzan (2018), que trabalhou com avaliacéo in vitro da atividade
antimicrobiana de sete extratos vegetais, entre eles a roma, sobre o microbioma oral
de cées da raca Labrador Retriver, observou que a Punica granatum apresentou em
sua composicao fotoquimica a presenca de flavonodides e nos testes de sensibilidade
antimicrobiana todos os extratos demonstraram halo de inibicédo frente ao microbioma
oral dos cées testados.

Santos et al (2012) trabalhou com uso de propolis para tratamento de doencas
microbianas orais, extratos etandlicos de propolis exibiram atividade antimicrobiana
significativa contra varios patdgenos da cavidade oral em humanos, incluindo
Porphyromonas gingivales, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Fusobacterium
nucleatum, que é o microbioma principal envolvida e doencas periodontais

relacionadas a placa.

5.3 ANALISE DE PREFERENCIA

Na tabela 2, observam-se os resultados de preferéncia dos caes levando em
consideracdo a relagdo preferéncia x tempo, como primeira escolha biscoitos
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contendo blend e hexametafosfato foram os tratamentos que levaram menos tempo a
serem escolhidos (p>0,05), o controle por sua vez apresentou maior tempo até a sua
escolha (p<0,05). Para a segunda escolha, o blend ndo apresentou diferenca no
tempo ao controle da “primeira escolha” (p>0,05) e nem diferenga com relacdo aos
demais tratamentos da segunda escolha (p>0,05). A terceira escolha apresentou
comportamento semelhante a primeira, a qual o tratamento com o blend e com

hexametafosfato apresentaram menor tempo quando comparado com controle.

Tabela 2 - Resultado da interacdo da preferéncia dos cdes em relacdo ao tempo médio de consumo

dos biscoitos pelos cdes

Escolha Tratamento Tempo (s)
Controle 21,44 d
Primeira Hexametafosfato 1791e
Blend 16,72 e
Controle 38,53¢
Segunda Hexametafosfato 36,02 c
Blend 33,36 cd
Controle 69,13 a
Terceira Hexametafosfato 61,01 ab
Blend 57,87 b
Valor de P 0,0358
Desvio padrao 13,79

Fonte: Préprio autor

Considerando todos os dados a primeira escolha ficaria com o tratamento
blend, a segunda escolha para o tratamento hexametafosfato e a terceira escolha com

o tratamento controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Ranqueamento dos tratamentos determinado pelos resultados da interacdo da preferéncia

dos caes em relacdo ao tempo médio de consumo dos biscoitos pelos caes

Escolha Tratamento
1° Lugar Blend

2° Lugar Hexametafosfato
3° Lugar Controle

Fonte: Préprio autor
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Fatores como aroma e sabor podem ter sido decisivos para este ranqueamento,
uma vez que a ideia do teste foi com que o animal associasse aroma, textura e sabor
para assim ter seu tratamento preferido. Um dos fatores que pode ter sido o diferencial
para o blend em todas as posic¢des ter sido o primeiro a ser escolhido, pode dar-se
pelo seu aroma diferenciado devido aos extratos de roma e prépolis em sua

composicdo, que apos o periodo de armazenamento se intensificaram.

Este experimento foi adaptado de Li et al. (2018) que desenvolveram um
procedimento de ranqueamento de preferéncia canina, levando em consideragéo a
ordem de escolha e tempo como forma de avaliacdo. Segundo o estudo a escolha dos
cées no inicio de cada fase de testes se deu principalmente, se ndo exclusivamente,
pelo aroma do petisco, foi observado que ao longo dos testes os cdes comegaram a
associar as qualidades sensoriais tais como, aroma, textura e sabor de cada petisco,
porém o estudo indica que os animais deveriam ser expostos durante mais tempo aos
petiscos para se obter uma real certeza da preferéncia.

Neste estudo, observou-se que 0s cades apresentaram comportamento
semelhante ao estudo aos cdes que foram mencionados no trabalho, como:
demarcacao de territorio, exploracdo do local de teste, interacdo com o examinador,

etc.
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6. CONCLUSAO

Os biscoitos assados contendo o blend de extratos de romé e propolis foram
tao eficientes quanto o hexametafosfato de sédio para a reducéo da area coberta por
calculo dentario. A utilizacdo de biscoitos assados reduziu a prevaléncia de bactérias
gram-negativas e aumentou a populacdo de gram-positivas, no entanto, séo
necessarias avaliacdes mais aprofundadas para observar o efeito dos aditivos no perfil
do microbioma a nivel de género e espécie. Os biscoitos contendo o blend apresentou

ser a primeira escolha no ranqueamento.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho como um todo obteve resultados muito interessantes principalmente
levando em consideracéo a falta de trabalhos que utilizem fitogénicos como aditivos
em alimentos para caes. Quando falamos de reducdo de &rea coberta por célculo
dentario observou-se o resultado de reducéao de 40% no blend em um periodo de 18
dias, acredito que se o fornecimento dos biscoitos continuasse por um periodo maior
talvez esse valor fosse maior ainda. Quando falamos de microbioma o perfil de
bactérias se alterou no periodo de experimento, levando em consideragéo que foram
trabalhados apenas os filos houve uma possivel melhora na saude oral dos animais,
entretanto serdo necessaria avaliagdes mais aprofundadas para avaliar o microbioma
a nivel de género e principalmente espécie, aumentando assim sua especificidade.
Sobre o teste de preferéncia e ranqueamento, os resultados foram interessantes
apesar do curto periodo de tempo, para uma avaliacdo mais aprofundada os periodos

tanto de adaptacédo quando de teste em si deveriam ser estendidos.

Este trabalho contribuiu de diversas formas tanto vida pessoal quanto
profissional, me ensinou o verdadeiro trabalho em equipe, 0 quanto comunicacao e
organizacao sao essenciais para um bom resultado. Me proporcionou aprender sobre

diversos assuntos que durante minha graduacéo tive pouco ou nenhum contato.
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