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Introducéo

No Brasil, entre 30% e 40% dos cées sdo obesos, uma sindrome cada vez mais
presente na clinica veterinaria. A méa alimentacéo e o sedentarismo contribuem bastante com o
sobrepeso nestes animais sendo que estudos recentes tém sugerido que a microbiota intestinal
estd relacionada com a obesidade. Pesquisadores mostraram que camundongos
biologicamente alterados para crescerem sem nenhuma bactéria tendiam a ser mais magros
gue 0s animais normais e ganhavam peso se recebessem as bactérias de um camundongo
comum (HARTSTRA et al., 2014).

Do mesmo modo, percebe-se que, em humanos, as bactérias intestinais podem
manipular o comportamento humano para ingerir certos tipos de alimentos por meio da
sintese de hormonios, toxinas e neurotransmissores similares aos humanos. Também séo
capazes de modular a capacidade de coleta de energia de polissacarideos nao digeriveis,
podendo afetar o0 metabolismo do controle de peso corporal do hospedeiro e sua homeostase
energética (HANDL et al., 2013).

Em cées, poucos estudos foram desenvolvidos neste sentido. Foram comparadas as
microbiotas intestinais de cdes magros e obesos, observando-se diferengas significativas,
conforme as observagdes realizadas nos estudos com humanos e roedores (HANDL et al.,
2013).

Desta forma, este trabalho tem o objetivo de comparar a microbiota fecal de caes
magros e obesos com relacdo a caracteristicas macroscdpicas, microscopicas e bioquimicas de
bactérias isoladas dos animais em estudo.

Material e Métodos
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Amostras de fezes foram coletadas em cées que foram avaliados quanto ao escore
de condicdo corporal (ECC), por meio de escalas numéricas de 9 pontos (LAFLAMME,
1997). Esses animais foram classificados em quatro grupos: muito magro (1-3), ideal (4-5),
sobrepeso (6) e obeso (7-9). Todos os animais selecionados para este estudo apresentavam o
trato gastrointestinal higido.

Uma amostra de fezes por céo estudado foi colhida a fresco em frasco estéril, logo
apos defecacdo espontanea e levada ao laboratorio do IFC — Campus Araquari. Parte da
amostra foi utilizada nos ensaios microbiologicos e o restante imediatamente congelado a -20
°C. A parte da amostra congelada foi armazenada para a montagem inicial de um banco de
fezes de animais magros e obesos que poderd ser utilizado em trabalhos posteriores para
extracdo do DNA gendémico e identificacdo bacteriana pelo sequenciamento do gene que
codifica 0 mRNA 16S, como descrito por HANDL et al (2013). Foi usado um sistema de
identificacdo das amostras alfanumérico conforme exemplo: “A1B1”.

No inicio do estudo, foi realizado um procedimento-piloto para o estabelecimento
da diluicdo adequada em solucdo salina isotonica (NaCl 0,9% [p/v]), que permitiu o
crescimento de um ndmero viavel de col6nias por grama de fezes. Uma massa de 1 grama de
cada amostra de fezes foi diluida a 10, 10, 10 e 10 em solugéo salina isotdnica para um
volume final de 10mL. Na sequéncia, foi plaqueado 1mL de cada diluicdo em meio de cultivo
agar nutriente (Extrato de carne 3g/L; Peptona 5g/L; Cloreto de sodio 8g/L e Agar 15g/L) e
incubado em estufa a 37°C overnight. Ap6s contagem das colbnias, as mesmas foram
replicadas para outra placa de Petri numerada contendo meio agar nutriente para identificagdo
de cada col6nia isolada e replicadas para microtubos contendo 500 pL de caldo nutriente e
incubados a 37°C overnight. Na sequéncia foi adicionado um volume de 500 pL de glicerol
aos microtubos, seguido de homogeneizacdo delicada e armazenamento a -20°C.

As colbnias isoladas foram previamente analisadas macroscopicamente, quanto a
aspectos morfoldgicos (tamanho, forma e cor). Aspectos bioquimicos foram analisados por
meio da avaliacdo do metabolismo através da presenca de enzimas especificas. As enzimas
avaliadas foram aquelas relacionadas ao metabolismo de carboidrato e lipidios. Outro teste
efetuado foi o teste da catalase (MOREIRA et al., 2015).

Resultados e discussao

Foram coletadas 18 amostras de fezes de cdes doadores, sendo 16,66% do total de
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amostras provenientes de cdes considerados abaixo do peso ideal (escores 2, 3 e 4), 33,33%
do total de amostras foram de cdes considerados dentro do peso ideal (escore 5) e 38,88% do
total de amostras foram originadas de animais com sobrepeso (escore 6). Ainda, 11,11% do
total de amostras fecais foram provenientes de cdes considerados obesos (escores 7 e 9).
Proporcionalmente, percebeu-se uma maior quantidade de fémeas com sobrepeso e obesidade
em relacdo aos machos, o que ja foi observado em estudo anterior (SHIHO et al., 2016)

Outro fator observado foi que 50% dos cées avaliados a partir de 7 anos de idade
(meia-idade) estavam com sobrepeso ou obesidade e os demais (50%) estavam magros ou
dentro do escore de condicdo corporal ideal (5). Esta informagdo antagoniza com o estudo de
Shiho e colaboradores (2016).

Duas amostras (11,11% do total amostrado), submetidas ao mesmo protocolo de
crescimento bacteriano que as demais, ndo apresentaram crescimento em nenhuma das
condigdes testadas. Uma das duas amostras foi proveniente de cdo com histérico de diabetes
mellitus tipo | e com escore 2 (magro). Esta informacgéo corrobora com pesquisas anteriores
que relacionaram microbiota intestinal e diabetes mellitus tipo | (HU et al., 2015). Segundo
Hu e colaboradores (2015), existe uma relacdo tdo intima entre microbiota intestinal e
diabetes mellitus tipo | que sugere uma possibilidade de tratar a enfermidade por meio do
enriquecimento da microbiota intestinal. O outro animal cuja amostra de fezes ndo apresentou
crescimento bacteriano foi considerado higido e com escore 6 (sobrepeso), sendo que ndo se
determinou a razdo da auséncia de crescimento bacteriano.

Para andlise das amostras foram utilizados quatro meios de cultivo: agar Spirit Blue,
agar SS, 4gar McConkey e agar Starch, além da realizacéo do teste da catalase.

O 4agar Spirit Blue é utilizado para a detec¢do e enumeracdo de microrganismos
lipoliticos. Os resultados relacionados a este meio de cultivo ainda estdo em processo de
analise.

O é&gar SS é um meio diferencial seletivo para o isolamento das bactérias patogénicas
Salmonella e algumas espécies de Shigella. Das amostras analisadas, 93,75% cresceram com
100% de colbnias cor de rosa, sendo sugestivo de Escherichia coli e em uma amostra (A20)
houve o crescimento de uma colonia de cor preta, sendo sugestivo de Salmonella
typhimurium, apesar da condigéo geral higida do animal.

O é&gar McConkey é um meio destinado para o crescimento de bactérias Gram
negativas e para indicar a fermentacao de lactose. Em todas as amostras houve o crescimento

de colbnias rosas (fermentadoras de lactose) com excecdo de duas amostras (A5 e A9) que
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tiveram o crescimento de colbnias rosas e amarelo claro (ndo fermentadoras de lactose).

Ja o 4gar Starch é um meio diferencial que testa a capacidade de um organismo para
produzir enzimas extracelulares que hidrolisam o amido (a-amilase). O resultado da andlise
do cultivo bacteriano neste meio demonstrou diferencas significativas (p<0,01) na quantidade
de unidades formadoras de colnias (UFCs) amilase positivas em cdes com ECC ideal quando
comparado com cdes com ECC obeso, 0 que sugere que nos caes com ECC ideal ao chegar o
amido ndo hidrolisado no intestino, as bactérias contribuiriam com a producdo de enzimas
extracelulares fornecendo substratos para a degradacdo sequencial pelas enzimas intestinais
do animal e absorcéo da glicose. No caso da presenca de um percentual menor de bactérias
produtoras de a-amilase, como observado nos animais de ECC obesos, é proposto que a
presenca de amido ndo digerido no intestino pode favorecer a fermentacdo do amido e a
glicose formada é metabolizada dando origem a &cidos graxos de cadeia curta, absorvidos
pelo hospedeiro e contribuindo para a obesidade do animal.

O ultimo procedimento para analise das amostras foi o teste da catalase. A catalase é
uma enzima gue converte peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua. A finalidade do teste é
separar 0s estreptococos (catalase negativa) de outros cocos Gram-positivos produtores de
catalase, como os estafilococos. Foi evidente uma tendéncia de aumento, ndo significativo do
percentual de bactérias catalase negativas em funcdo do aumento do ECC, o que pode ser

explicado pelo tamanho da populacéo utilizada neste estudo ser reduzido.

Concluséao

A partir do presente estudo foi possivel concluir e confirmar alguns itens ja descritos
em trabalhos anteriores, um deles é que as fémeas apresentam uma tendéncia maior ao
sobrepeso e obesidade em relacdo aos machos, porém, em relacdo a idade, diferente do que ja
foi estudado, ndo houve diferenca significativa, apesar do numero da amostra ser
relativamente pequeno.

Jé ¢é sabido atraves de estudos anteriores que a microbiota intestinal tem uma relagdo
intima com a diabetes mellitus tipo I, o que foi confirmado nesta pesquisa, uma vez que a
amostra fecal de um cdo com diabetes mellitus tipo | ndo apresentou crescimento bacteriano
em nenhuma das condigdes testadas. Outra amostra, de um cdo aparentemente higido, quando

foi submetida ao crescimento em agar SS, apresentou crescimento de uma colbnia preta
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sugestiva de Salmonella typhimurium, porém, ndo h& evidéncia de que estes dois casos tém
relacdo com o ECC do animal.

Os resultados obtidos a partir do crescimento das amostras submetidas ao agar Starch
demonstraram que o percentual de bactérias produtoras de a-amilase em cdes com ECC ideal
foi significativamente maior que o percentual apresentado em amostras de cées obesos.

No decorrer da pesquisa, foi criado um banco de fezes a partir das amostras coletadas
que foram congeladas, a fim de dar continuidade ao estudo, podendo ser utilizadas para
extracdo de DNA bacteriano para analises de sequenciamento do gene que codifica para
rRNA 16S. Com os resultados obtidos é possivel observar a necessidade de estudos mais
aprofundados, coletando fezes de vérios dias do mesmo animal com o objetivo de gerar

resultados mais fidedignos e esclarecer as davidas pendentes.
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