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RESUMO

Avaliaram-se os efeitos da suplementacdo de dois tipos de probioticos para cdes filhotes da raca Beagle,
gue receberam dois tipos de dieta de alta e baixa qualidade, sobre os achados em exames de diagndstico
por imagem. Foram utilizados 18 cdes filhotes da raca Beagle, distribuidos em trés tratamentos
inteiramente ao acaso: tratamento 1, controle (ragdo); tratamento 2, ra¢do com probidtico 1
(Bifidobacterium); e tratamento 3, ragdo com probiético 2 (Lactobacillus). O experimento foi dividido em
duas fases, cada uma caracterizada pela mudanca da dieta de qualidades diferentes. Ao exame
ultrassonogréfico, foi avaliada a espessura da parede gastrintestinal, e ao radiogréfico, a presenca de gas
em alcas intestinais e o espessamento da parede. Observou-se aumento da espessura da parede das alcas
intestinais (P<0,05), nos animais dos grupos tratados com probidtico 1 e 2 (5,74mm e 6,01mm,
respectivamente) em relacdo aos do grupo-controle (5,03mm). O uso de probiéticos ndo influenciou a
producdo de gés intestinal. Nao houve diferenca (P>0,05) entre 0s tratamentos quanto ao escore de gas
intestinal. A avaliacdo quantitativa permitiu a determinaco de um escore de gas intestinal, de forma nédo
invasiva, por meio do software Image J®. Concluiu-se que o diagndstico por imagem sustenta a
recomendac&o dessa metodologia como ferramenta auxiliar na avaliacdo nutricional de dietas para cdes.
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ABSTRACT

The effects of supplementation with types of probiotics for beagle puppies that received high and low
quality diets on the findings of imaging techniques were evaluaded. Eighteen animals were distributed in
three randomized treatments: 1, control (diet), 2, diet with a probiotic (Bifidobacterium), and 3, diet with
another probiotic (Lactobacillus). The experiment was divided into two phases each characterized by a
change of diet. By ultrasonography, the thickness of the gastrointestinal wall was evaluated as well the
presence of gas in the bowel and thickening of the wall by radiography. There was an increase in the
thickness of the intestinal wall (P <0.05) in animals treated with probiotic, groups 1 and 2, ((5,74mm and
6,01mm, respectively) compared to the control group (5,03mm). The use of probiotics did not influence
the production of intestinal gas. No significant differences (P>0.05) were observed among treatments for
scores of intestinal gas. The quantitative analysis allowed the determination of a score of intestinal gas,
noninvasively, using the software Image J ®. It was concluded that the imaging technique supports the
recommendation of this method as an auxiliary tool in nutritional assessment of diets for dogs.
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INTRODUCAO

Segundo Nunes (1998), o modo de acdo dos
probidticos consiste na producdo de peroxido de
hidrogénio — que apresenta acdo bactericida —, de
substancias antibioticas, de enzimas digestivas —
cuja funco assume maior importdncia em
animais jovens — e de vitaminas do complexo B,
que previnem o acimulo de aminas toxicas e
amonia e estimulam o apetite, cujo mecanismo é
desconhecido.

Os primeiros relatos do uso da ultrassonografia
no trato gastrintestinal de pequenos animais
iniciaram-se a partir de 1989 (Penninck et al.,
1989). Esses autores descreveram que as Cinco
camadas intestinais identificadas pela
ultrassonografia séo, na dire¢cdo do limen para
fora: (1) mucosa, visibilizada como uma linha
hiperecoica em contato com o limen; (2)
mucosa-hipoecoica; (3) submucosa-hiperecoica;
(4) muscular prépria-hipoecoica; e (5)
subserosa/serosa-hiperecoica.

Penninck (2002) citou que os fatores que limitam
a ultrassonografia nos segmentos intestinais de
pequenos animais sdo a variabilidade do
contetdo intraluminal gasoso, a dificuldade de
identificacdo do segmento intestinal acometido e
a resolucdo da imagem dos equipamentos e
transdutores. J& no limen, sdo descritos quatro
tipos de constituintes: (1) fluido anecoico; (2)
muco, que se apresenta como material ecogénico
sem sombreamento acustico; (3) ar, apresentando
reflexdio com sombreamento aclstico; e (4)
alimento, anecoico com pontos ecogénicos
(Froes, 2004).

O espessamento da parede gastrintestinal é o
achado sonografico mais comumente visibilizado
em casos de doenca inflamatéria do trato
gastrintestinal (Baber e Mahaffey, 1998). Essa
inflamacdo é caracterizada por espessamento
mais extenso, com a estratificacdo das camadas
parietais preservadas, ou seja, as camadas
apresentam-se bem diferenciadas, com nitido
predominio da visibilizacdo da camada
submucosa. A doenga inflamatoria gastrintestinal
também apresenta linfadenomegalia mesentérica
(aumento de tamanho dos linfonodos e de sua
ecogenicidade), que é relativamente comum na
doenca ativa (Penninck et al., 1990).

1110

O trato gastrintestinal € visibilizado, nas
radiografias, devido ao contraste de gordura,
mesentério e omento com o conteddo luminal
(Burk e Ackerman, 1996). Segundo Koide et al.
(2000), o gas intestinal é facilmente identificavel
em radiografias abdominais, como uma imagem
radiotransparente, sendo de grande uso no
diagndstico das afeccbes intestinais. A
quantidade de gas e sua extensdo sdo
consideradas um reflexo da funcdo intestinal.
Assim, podem estar normais, aumentadas ou
diminuidas, de acordo com os diversos estados
patoldgicos, fisiolégicos ou nutricionais. Porém,
a avaliacdo dessa quantidade de gas torna-se
muito subjetiva.

O gés, presente no tubo digestivo, produz
imagens que permitem reconhecer os diferentes
segmentos intestinais (Cortés, 2002). Koide et al.
(2000) realizaram um trabalho em que
radiografias foram escaneadas e, por meio de um
software, tracou-se a area de regides intestinais
com gas, calculou-se o volume e definiu-se um
escore de volume de gas. E, dessa forma, um
método ndo invasivo e promissor na medicina
veterinaria.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
suplementacdo de dois tipos de probidticos para
caes filhotes da raca Beagle, que receberam dois
tipos de dieta de alta e de baixa qualidade, sobre
0os achados em exames de diagnostico por
imagem.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 cées da raga Beagle, filhotes
de dois-seis meses de idade, saudaveis,
distribuidos ao acaso em trés tratamentos: (1)
administracdo somente de racdo (controle); (2)
administracdo de ragdo + probidtico 1; e (3)
administracéo de ragdo + probidtico 2.

O experimento foi dividido em duas fases: (1)
avaliagdo e comparacdo dos efeitos dos
probidticos com a mudanga de uma dieta de alta
qualidade (Superpremium) para uma dieta
comercial padrdo (Standard); e (2) avaliacdo e
comparacdo dos efeitos dos probidticos com a
mudanca de uma dieta comercial Standard para
uma dieta Superpremium. As terminologias
Standard e Super Premium sdo usuais na
inddstria de alimentos comerciais para céaes e
entre 0s consumidores. Essas denominacgdes
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serdo utilizadas ao longo deste trabalho para
denominar as dietas de qualidade padrdo e
superior, respectivamente.

O probidtico 1 continha em sua formulagéo
Bifidobacterium 1,0x10° unidades formadoras de
colénia por grama (UFC/g), Lactobacillus
9,1x10" UFC/g e Enterococcus 1,2x10® UFC/g.
A composicdo do probidtico 2 era Lactobacillus
4,3x10° UFC/g, Enterococcus 3,1x10® UFC/g e
Pediococcus 3,5x10% UFC/g.

Na primeira fase, 0s animais passaram por
adaptacéo nutricional de 11 dias, de acordo com
Swanson et al. (2002), com ra¢do Superpremium.
No 12° dia foi instituido jejum de 24 horas e, no
13° dia, os animais passaram a receber ragdo
Standard e se iniciou a suplementagdo com
probidticos via oral. Previamente ao jejum de 24
horas e a troca da ragdo, foram realizados os
exames ultrassonograficos e radiograficos, com
excecédo do tratamento-controle, a cada 12 horas,
na posologia recomendada pelo fabricante — trés
gramas diarios para cada céo, recomendados para
animais em estresse ou doenca inflamatoria do
trato gastrintestinal —, durante trés dias
consecutivos. No dltimo dia de administragdo
dos probidticos, foram repetidos os exames
ultrassonogréficos e radiogréaficos para cada
tratamento.

A ragdo comercial Standard foi fornecida por
sete dias. No sétimo dia, foram realizados os
exames de diagnostico por imagem, que serviram
como parametros para a Fase 2.

Na segunda fase, 0s animais passaram por
adaptacdo nutricional de sete dias com ragdo
comercial Standard, seguida pela troca da ragdo
para a Superpremium, antes da suplementacdo
com os probidticos. Igualmente a Fase 1, no dia
anterior a troca, os animais foram submetidos a
jejum de 24 horas. Os demais procedimentos
foram semelhantes aos executados na Fase 1.

A diferenca observada nos periodos de adaptagdo
das Fases 1 e 2 (11 dias e sete dias de adaptacéo,
respectivamente) foi devido a adequacdo da
metodologia, pois, para utilizago dos aparelhos
radiografico e  ultrassonografico,  foram
necessarios agendamentos para uso do
equipamento e disponibilidade dos responséaveis
pelo servico. Entretanto, o periodo minimo de
adaptacao foi preservado.
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Ao exame ultrassonografico, foi avaliada a
espessura da parede do cdélon, buscando-se
aspectos ultrassonograficos compativeis com
doenca inflamatdria gastrintestinal, segundo
Froes (2004). Procurou-se identificar as cinco
camadas da alga intestinal bem como o aspecto
ultrassonografico de seu conteldo, e realizou-se
a mensuracdo da espessura em milimetros.
Assim, como um dos objetivos era avaliar se 0s
probibticos seriam capazes de prevenir o
aparecimento de doenca inflamatoria na presenca
de um fator estressante como a troca de ragdo, 0
exame teve que ser realizado apds o periodo de
adaptacdo. Para o exame, foi utilizado o aparelho
Toshiba® SSH-140A, com transdutor convexo de
3,75MHz e transdutor linear de 7,5MHz.

Ao exame radiografico, foram avaliados a
presenca de gas no célon e o espessamento da
parede deste segmento. O equipamento utilizado
foi o aparelho radiografico Meditronix® BR-200
e os filmes radiograficos Kodak® tamanho
24x30cm. Os animais foram radiografados na
projecéo laterolateral esquerda.

Apo6s andlise qualitativa das radiografias,
realizada por meio de observacéo visual do total
de g&s no célon por um especialista em
radiologia, foi dado um escore de gés intestinal
de 1 a 3 — pouca, moderada e grande quantidade
de gas, respectivamente —, adaptado do descrito
em medicina humana por Koide et al. (2000),
mas ainda inédito em medicina veterinaria.

A andlise quantitativa das radiografias foi
realizada com auxilio do  programa
computacional Image J®, disponibilizado pelo
Departamento de Engenharia Agricola da
Universidade Federal de Lavras. Para esta
andlise, todas as radiografias foram fotografadas
por uma camera digital, Sony® 7.2 megapixels,
para posterior analise.

As radiografias foram fotografadas com camera
digital, demarcando-se o segmento de cdlon a ser
estudado, com uma régua graduada em
centimetros. As analises basearam-se em
segmentacdo da area do colon desejada, por meio
de limiares de contraste, threshold e analise da
area correspondente a porcdo segmentada e
correspondente ao gas intestinal. Os limiares de
contraste foram ajustados para cada imagem, que
trazia uma referéncia de tamanho por meio de
uma régua graduada em centimetros.
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Os dados provenientes das areas analisadas pelo
software foram comparados com os da avalia¢do
de um especialista em radiologia, que atribuia o
grau de concentracdo de gas de acordo com uma
escala de valores de 1 a 3.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente ao acaso, com trés tratamentos e
seis repeticbes, totalizando 18 unidades
experimentais. Os dados foram previamente
testados para normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias (teste F). Quando
essas premissas ndo eram respeitadas, era
realizada a transformac&o logaritmica. As médias

reais ou transformadas foram avaliadas por meio
de analise de variancia, e a comparagcdo de
médias pelos testes Tukey e t, no PROC
MEANS-SAS®. As variaveis qualitativas, como
0 escore de gés intestinal, foram avaliadas pelo
teste Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de espessura da parede
intestinal (EPI) nas Fases 1 e 2, caracterizadas
pelas trocas de dietas, encontram-se nas Tab. 1 e
2.

Tabela 1. Valores médios de espessura da parede intestinal, em mm, avaliados por meio do exame
ultrassonogréfico, caracterizados pela troca de uma dieta Superpremium para uma dieta comercial
Standard, dois tipos de probioticos, para filhotes de caes Beagle, na Fase 1 do experimento

Epoca litamcing ——
Controle Probiotico 1 Probidtico 2
1 4,87+0,69 4,64+0,49 4,48+0,42
2 5,14+0,58 4,79+0,37 4,75+0,51
CV (%) 10,94

Epoca: primeira (1) e Gltima (2) época (terceiro dia) de realizagio do exame ultrassonografico.

Probidtico 1: Bifidobacterium; probidtico 2: Lactobacillus.

CV: coeficiente de variacéo.

Tabela 2. Valores médios de espessura da parede intestinal, em mm, avaliados por meio do exame
ultrassonogréfico, caracterizados pela troca de uma dieta comercial Standard para uma dieta
Superpremium, dois tipos de probidticos, para filhotes de cdes Beagle, na Fase 2 do experimento

Epoca Tratamento ——
Controle Probiotico 1 Probidtico 2
1 5,42+0,44 5,45+0,53 5,52+0,48)
2 5,03+0,66A 5,74+0,59B 6,01+0,73B
CV (%) 11,06

Epoca: primeira (1) e Gltima (2) época (terceiro dia) de realizagio do exame ultrassonogréfico.

Probidtico 1: Bifidobacterium; probiético 2: Lactobacillus.

Meédias seguidas de letras distintas na linha diferem entre si pelo teste t.

CV: Coeficiente de variag&o.

Houve aumento médio na espessura da parede
das alcas intestinais na Fase 2, isto &, nos animais
tratados com probidtico, a camada intestinal era
mais espessa se comparada a dos animais do
grupo-controle.

Penninck et al. (1990) relataram como achado
ultrassonografico  sugestivo de inflamagéao
intestinal a preservacdo da estratificacdo das
camadas parietais, ou seja, as camadas
apresentam-se bem diferenciadas, com nitido
predominio da visibilizagdo da camada
submucosa. No presente experimento, embora
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tenha sido observado espessamento, ndo foi
visibilizada essa caracteristica ultrassonografica
relacionada a inflamacéo. Sugere-se que, devido
as condicBes saudaveis dos animais, ndo houve
aumento da espessura em consequéncia das
alteragBes inflamatdrias, e sim aumento que
sugeriria explicacdo do achado nas camadas da
parede das alcas intestinais. Na Fig. 1, mostra-se
a imagem ultrassonografica abdominal normal, e
na Fig. 2 a imagem ultrassonografica do colon de
cdo do tratamento 2, com mensuragdo da
espessura e avaliacdo morfoldgica das camadas
murais.
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Figura 1. Imagem abdominal ultrassonografica panoramica, realizada com transdutor de 3,75MHz, de cdo
filhote da raca Beagle, mostrando as algas intestinais (circundadas).

Figura 2. Imagem ultrassonogréfica, realizada com transdutor de 3,75MHz, de cdo filhote da raca Beagle,
do tratamento com probidtico 2 (Lactobacillus), com mensuracdo da espessura e avaliagdo morfologica
das camadas murais (seta).

Outro fator importante para embasar tal hipotese Os valores médios de area de gas intestinal, ao
€ a ndo visibilizagdo de linfonodomegalia exame radiografico, em centimetros quadrados,
mesentérica e 0 aumento de sua ecogenicidade, nas Fases 1 e 2, caracterizados pelas trocas de
diferentemente dos achados citados na literatura dietas, encontram-se nas Tab. 3 e 4.

em doengas inflamatérias (Penninck et al., 1990).
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Tabela 3. Valores médios de area de gas intestinal ao raio-x, em cm?, caracterizados pela troca de uma
dieta Superpremium para uma dieta comercial Standard, dois tipos de probidticos, para filhotes de cées

Beagle, na Fase 1 do experimento

| Tratamento
Epoca —— ——
Controle Probiotico 1 Probidtico 2
1 5,49+3,44Aa 1,99+0,77Aab 0,63+0,50b
2 1,25+0,77B 0,67+0,50B 1,51+0,99
CV (%) 64,95

Epoca: primeira (1) e tltima (2) época (terceiro dia) de realizacio do exame ultrassonografico.

Probidtico 1: Bifidobacterium; probiético 2: Lactobacillus.

Meédias seguidas de letras maitsculas distintas na coluna e minGsculas distintas na linha diferem entre si pelo teste t a

5% de significancia.

CV: razdo entre desvios-padrdo e médias, calculada pelo programa SAS/1985.

Tabela 4. Valores médios de area de gés intestinal ao raio-x, em cm? caracterizados pela troca de uma
dieta comercial Standard para uma dieta Superpremium, dois tipos de probioticos, para filhotes de cées

Beagle, na Fase 2 do experimento

Epoca L[ ——
Controle Probiotico 1 Probiodtico 2
1 5,99+4,20 2,14+1,54 0,96+1,47
2 3,02+2,84 3,05+2,71 1,73+1,83
CV (%) 70,88

Epoca: primeira (1) e Gltima (2) época (terceiro dia) de realizagio do exame ultrassonografico.

Probidtico 1: Bifidobacterium; probidtico 2: Lactobacillus.

CV: coeficiente de variacéo.

Na Fase 1, houve diminuicdo da &rea de gas
intestinal ao exame radiografico, nos animais do
grupo-controle e do tratamento 1, em relacéo aos
momentos das radiografias realizadas 24 horas
antes da mudanca da dieta e no terceiro dia de
administracdo do probiotico. Observou-se que
houve diferenca entre os animais tratados com
probidticos e os do controle, no primeiro
momento (24 horas antes da mudanca da dieta),
mas isso ndo pdde ser notado na segunda coleta.
Dessa forma, pode-se inferir que o uso de
probidticos ndo influenciou a producdo de gas
intestinal, pois, no segundo momento (terceiro
dia de administracdo do probiético), ndo houve
diferenca entre 0s grupos analisados.

Na Fase 2, houve diferenga entre os tratamentos,
isto é, houve aumento na producdo de gas nos
dos grupos tratados com probi6tico e diminuigao
na area de gas nos do grupo-controle.

Diferentemente ao proposto por Koide et al.
(2000), foi possivel quantificar, por meio do
software Image J®, nas radiografias digitalizadas,
a 4rea do gés intestinal, ndo mais se tratando de
uma medida subjetiva (Fig. 3 e 4).
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H& varias causas fisiol6gicas e patolégicas de
aumento na producdo de gas pelo intestino
grosso, no entanto, em relagdo as causas
relacionadas com o uso de probioticos, de acordo
com Swanson et al. (2002), a suplementagdo com
probidticos pode aumentar a quantidade de
substrato para as bactérias redutoras de enxofre,
aumentando as concentragdes de compostos
sulfiricos nas fezes. Como consequéncia desse
processo, ha aumento da quantidade de géas no
intestino grosso. Neste experimento, pbde-se
observar que, na Fase 2, foram encontradas
médias e diferencas na quantidade de gas
intestinal entre os tratamentos, embasando essa
citagdo. Entretanto, na Fase 1, ndo houve
correlacdo entre os achados citados pelos autores
mencionados.

N&o houve diferenca entre os tratamentos em
relagdo ao escore de gas intestinal (Tab. 5 e 6). A
Fig. 5 correlaciona a avaliacdo quantitativa com
a qualitativa da quantidade de gas intestinal,
sugerindo graduacdo. Nesta figura, ha correlacdo
entre a area e 0 escore de gas intestinal.
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Figura 3. Radiografia abdominal panordmica, de céo filhote Beagle, na projecdo laterolateral. Notam-se
alcas intestinais (circundadas) com presenca de gas, formando uma imagem radiotransparente.

. ‘- ’ 'w ‘1\
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Figura 4. Detalhe de radiografia abdominal de céo filhote Beagle, na projecdo laterolateral. Notam-se
alcas intestinais (circundadas a esquerda) com presenca de gas, formando uma imagem
radiotransparente. A imagem a direita ilustra a mesma radiografia processada no programa computacional
Image J®. Nota-se melhor distingdo entre 4rea de gas e alcas intestinais (circundadas a direita).

Tabela 5. Escores médios de gas intestinal ao Tabela 6. Escores médios de gés intestinal ao
raio-x, em funcdo dos tratamentos estudados, raio-x, em funcdo dos tratamentos estudados,
dois tipos de probidticos, para filhotes de cées dois tipos de probidticos, para filhotes de cdes
Beagle, na Fase 1 do experimento Beagle, na Fase 2 do experimento
Tratamento Escore médio Tratamento Escore médio
Controle / Superpremium 2,0 Controle / Superpremium 2,1
Controle / Standard 1,3 Controle / Standard 1,8
Probidtico 1 / Superpremium 1,8 Probidtico 1 / Superpremium 1,5
Probitotico 1 / Standard 1,7 Probitotico 1 / Standard 1,6
Probiético 2 / Superpremium 2,0 Probiético 2 / Superpremium 2,0
Probiético 2 / Standard 1,5 Probiético 2 / Standard 2,0
P > Qui-quadrado 0,3284 P > Qui-quadrado 0,5959
Probidtico 1: Bifidobacterium;  probiético  2: Probidtico 1: Bifidobacterium; probidtico  2:
Lactobacillus. Lactobacillus.
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Figura 5. Escore de gés intestinal obtido por avaliacdo qualitativa, por meio da analise das areas
intestinais de radiografias, em cées filhotes Beagle tratados com dois tipos de probidticos.

O método proposto permitiu a determinacdo de
um escore, ou seja, uma avaliacdo quantitativa da
presenca de gas intestinal. Além disso, foi
possivel correlacionar este escore com a
avaliacdo proveniente de um especialista, com
imagens digitalizadas e processadas. A avalia¢do
guantitativa, ainda ndo descrita na literatura
médica veterinaria, permitiu a determinacdo de
um escore de gas intestinal, de forma ndo
invasiva, por meio do software Image J®.

A melhoria da correlagdo poderd ser conseguida
com a transformagdo das areas em volume, a
partir dos dados obtidos em duas dimensdes. A
maior automacdo do processo ird depender do
desenvolvimento de programas capazes de
simular a interpretacdo humana, porém sem
saber da real necessidade frente ao que ja estd
sendo disponibilizado pela anélise computacional
proposta.

CONCLUSOES

Os resultados significativos dos exames de
diagndstico por imagem  sustentam a
recomendacdo  desta  metodologia  como
ferramenta auxiliar em avaliacBes nutricionais de
dietas e suplementacdo de probidticos para cées.
Entretanto, é conveniente salientar que o método
utilizado para averiguar a area de gas intestinal e
Seu programa sSao recentes e necessitam de
aperfeicoamento para adequar as imagens
realizadas e 0 mecanismo de mensuracgao da area
de gas.
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