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Resumo

A alfa-amilase salivar é uma enzima unida ao cdlcio que inicia a digestdo de carboidratos tanto na cavidade oral
como no vestibulo da boca. Em animais, a alfa-amilase é secretada pelo tecido pancreético de todos os vertebrados e
pela glandula salivar de alguns, entretanto, estudos sobre a presenca da atividade da alfa-amilase na saliva de cées
sdo escassos e contraditérios entre literaturas. Diante isso, o objetivo dessa pesquisa foi identificar a presenca da
atividade da enzima alfa-amilase salivar em cies. O protocolo usado para a determinagéo da enzima foi o descrito no
kit colorimétrico especifico e adaptado, sendo utilizado como base o método colorimétrico. Nesta metodologia, foi
utilizado um kit de reagentes para determinacéo da atividade da amilase, onde a amostra de saliva foi incubada com
o substrato amido e aquecida em temperatura de 38,9°C, para simular a temperatura média do corpo de um céo. Pela
adicdo da solucéo iodada, o amido néo hidrolisado adquire coloragio azul que diminui proporcionalmente a atividade
enzimadtica, sendo comparado com um controle. Com os resultados obtidos dessa pesquisa, é possivel concluir que,
ao realizar a andlise laboratorial das amostras colhidas, foi possivel observar que ndo ha presenca significativa da
alfa-amilase na saliva de cdes que seja capaz de hidrolisar o amido.

Palavras-chave: Amido. Atividade enzimatica. Saliva.

Analysis of the presence of activity salivary alpha-amylase enzyme in dogs
Abstract

Alpha-amylase is an enzyme united to calcium that initiates the digestion of carbohydrates in the oral cavity as well
as in oral vestibule. In animals, alpha-amylase is secreted by the pancreatic tissue of all vertebrates and by the sali-
vary glands of some. However, it is observed that studies on the presence of alpha-amylase activity in the saliva of
dogs are scarce and contradictory between literatures. Accordingly, the aim of this investigation was to identify the
presence of alpha-amylase enzyme in dogs. The protocol used to determine the enzyme was described in the specific
colorimetric kit and adapted, being used as a basis the modified colorimetric. In this methodology, a reagent kit was
used to determine amylase activity, where the saliva sample was incubated with starch substrate and heated to a tem-
perature of 38,9°C, to simulate a dog>s average body temperature. By adding the iodine solution, the non-hydrolyzed
starch acquires a blue color that decreases proportionally to the enzymatic activity, being compared with a control.
With the results obtained from this research, it is possible to conclude that, when performing the laboratory analysis
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of the samples collected, it was possible to observe that there is no significant presence of alpha-amylase in the saliva

of dogs that is capable of hydrolyzing starch.

Keywords: Enzymatic activity. Saliva. Starch.

Introducéo

Durante o processo de domesticacdo dos animais,
quando sua alimentacdo passou a ser controlada por ho-
mens, eles tiveram vdrias funcoes, desde fonte de alimento
préxima ao homem, protegdo contra outros animais, caca
a pragas e atualmente considerados membros da familia
(Ogoshi, et al. 2015).

Com essa proximidade, com o aumento de pro-
ducéo de racoes no pais e devido a melhora do poder
aquisitivo de proprietarios, cies e gatos, passaram a obter
alimentos mais sofisticados do que os que eram oferecidos
anteriormente, havendo uma importante modificacdo na
sua alimentacdo nas tltimas décadas. Com isso, estudos
referentes a digestdo alavancaram, desde pesquisas re-
ferentes a ingestdo de alimentos até a sua eliminac&o.

Dentre os nutrientes necessario que estao na
alimentacdo desses animais, podemos notar que os car-
boidratos estdo presentes em grandes quantidades em
alimentos secos e semiimidos para gatos e, principalmente
para cées, tornando-o o principio nutricional em maior
quantidade na maioria dos alimentos secos para essas
espécies (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2006).

Embora ndo seja um nutriente essencial, os car-
boidratos sdo bem utilizados e digeridos nessas espécies,
fornecendo uma fonte 1til de energia e glicose. Na dieta
dos cées, a fonte energética com base nos carboidratos
pode reduzir a necessidade da proteina (Brown, 2009).

Sendo assim, é importante que haja um bom
aproveitamento dos carboidratos pelos animais, e, se-
gundo Moriel et al., (2010), o processo de quebra dessas
grandes moléculas se inicia na boca com a mastigacdo,
onde o acesso as enzimas salivares facilita sua digestdo.

Dentre as enzimas estudadas no processo diges-
tivo dos carboidratos, podemos pontuar a alfa-amilase
salivar e a amilase pancreatica. A alfa-amilase salivar, era
conhecida antigamente como ptialina e é uma enzima
que pode comegar a clivar as ligacoes alfa-1,4 glicosi-
dicas entre as moléculas de glicose no amido (REECE,
2017), porém, observa-se em animais que estudos sobre
a presenca da alfa-amilase na saliva de caes sdo escassos
e contrarios entre literaturas.

Nos animais onivoros, como ratos e porcos é ci-
tada a presenca dessa enzima que digere amido (KLEIN,
2014). Nos animais carnivoros, como cies e gatos € citada,
mas como ausente (Junior; Lima; Saad, 2006). Existem
opinides divergentes quanto a presenca ou auséncia da

enzima. Na citacdo de Reece (2017), descreve a presenca
da enzima alfa-amilase na saliva de caes e gatos.

Diante dos questionamentos e divergéncias na
literatura sobre a presenca da atividade da enzima alfa-a-
milase na saliva de cdes, torna-se importante o desenvol-
vimento de pesquisas que esclarecam essa divida. Dessa
forma, com os resultados desse trabalho, objetivou-se
identificar a presenca da atividade da enzima alfa-amilase
salivar em cées, tornando este, um estudo com potencial
para o conhecimento futuro relacionado a digestdo de
alguns animais monogastricos, como a melhora no balan-
ceamento e composicao de ragdes incluindo carboidratos.

Material e métodos
Colheita de amostras:

Para este estudo foram analisadas amostras de
saliva oriundas de animais do Canil Municipal de Salinas-
-MG. O protocolo experimental desse trabalho foi apro-
vado pela Comissio de Etica na Utilizaciio dos Animais
(CEUA) do Instituto Federal do Norte de Minas Gerais
sob o protocolo de niimero 07/2020.

Foram colhidas onze amostras de cées sem raca
definida, dos quais cinco eram machos e seis eram fémeas.
Os animais recebiam diariamente racdo comercial e 4gua
a vontade. Foi realizada a correta contencéo fisica dos
animais, e com o auxilio de luvas e swab (zaragatoa), as
amostras foram colhidas do vestibulo da boca dos céies
(todas simultaneamente no periodo da manha) (Figura
1). Fichas com as identificacées do animal, sexo e tipo
de alimentacdo foram preenchidas (Tabela 1).

Em seguida, o swab foi inserido em microtubo
tipo Eppendorf (tubo de microcentrifuga) para depositar
a saliva. Os microtubos haviam sido anteriormente identi-
ficados e colocados 2 mL de solugédo NaCl 0,9%. Os swabs
e luvas utilizadas foram descartados e todo o material
coletado foi acondicionado em caixa de isopor com gelo,
para serem conduzidos ao laboratério e armazenados em
congelador de geladeira e mantidos congelados (-10°C)
para posterior determinacdo da presenca da atividade
da enzima alfa-amilase salivar.

Analise laboratorial:
As andlises foram feitas 24 horas apés a coleta,

sendo conduzidas em laboratério do Complexo de Aten-
dimento Clinico Veterinario do Instituto Federal do Norte
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de Minas Gerais (IFNMG) — Campus Salinas, localizado na
Fazenda Varginha, Rodovia MG-404, Km 02, Salinas-MG.

Os microtubos do tipo Eppendorf foram descongelados
em temperatura ambiente.

Figura 1 — Colheita de saliva através de swab (zaragatoa) no vestibulo oral dos cées

Tabela 1 - Identificacdo dos animais que foram coletadas as amostras

Cédo/amostra Identificacédo
C1 Baia 08-H
c2 Baia 16-P
C3 Baia 16-P
C4 Baia 16-P
Cc5 Baia 15-O
cé6 Baia 15-O
c7 Baia 15-O
Cc8 Baia 13-M
c9 Baia 13-M
C10 Baia 04-D
C11 Baia 11-K

Sexo Alimentacao
Macho Racdo comercial
Fémea Racdo comercial
Fémea Ragéo comercial
Fémea Ragdo comercial
Macho Ragdo comercial
Fémea Racdo comercial
Fémea Racdo comercial
Macho Rac@o comercial
Macho Ragéo comercial
Fémea Ragdo comercial
Macho Racdo comercial

O protocolo usado foi o descrito no kit colorimé-
trico especifico (Amilase Colorimétrica K003, Bioclin,
Quibasa Quimica Bésica Ltda®, Belo Horizonte, MG,
Brasil) e adaptado, sendo utilizado como base o método
colorimétrico modificado proposto por Caraway (1959),
onde a amostra de saliva é incubada com o substrato
amido (Reagente N2 1) e aquecida em temperatura de
38,9°C, para simular a temperatura média do corpo de
um cdo. Pela adicdo da solucdo iodada (Reagente N© 2),
o amido ainda nao hidrolisado, adquire coloragéo azul
que diminui proporcionalmente a atividade enzimatica,
sendo comparado com um controle.

A saliva humana possui constante atividade da
enzima digestiva alfa-amilase (GUYTON; HALL, 2011).
Foi realizado um teste inicial com saliva humana, se-
guindo detalhadamente o método inicial, validando a

técnica empregada com o aspecto de saliva reagente,
como demonstra a figura 3.

Os tubos do tipo Falcon foram separados e identi-
ficados. Também foi adicionado um tubo controle. Com
base nas instrucées do kit colorimétrico, foram distribui-
dos 0,5 mL do reagente N° 1 em cada tubo, que foram
mantidos por dois minutos em banho-maria a 38,9°C. Ao
serem retirados do banho-maria, foram adicionados 10
uL de cada amostra em cada tubo. O controle ndo obteve
nenhuma adi¢do. Em seguida foram homogeneizados
e mantidos em banho-maria por sete minutos e trinta
segundos a 38,9°C (Figura 2).

A anélise da presenca da atividade da enzima alfa-
-amilase salivar foi feita mediante a retirada dos tubos e
visualizacdo macroscopica da coloracdo da amostra apos
adicionar 0,5 mL do reagente N2 2 e homogeneizar.
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Figura 2 — Amostras em banho-maria

Resultados e discussdo

A amostra de saliva humana empregada com
o resultado colorimétrico, macroscépico, do amido hi-

Figura 3 — Amostra de saliva humana hidrolisada

Ao realizar a andlise laboratorial das amostras
colhidas a campo dos onze animais, nenhuma apresen-
tou resultados colorimétricos significativos da atividade
enzimatica. Ao adicionar o reagente N 2, pode-se notar
que as amostras apresentaram a mesma coloragio que o
controle e as cores eram proporcionais entre si, indicando
assim a auséncia da atividade da enzima alfa-amilase que
tenha a capacidade de quebrar o amido. Isso pode ser
evidenciado na figura 4.

O resultado obtido contradiz o que foi pontuado
por Reece (2017) e Contreras-Aguilar et al., (2017), mas
corrobora com outros autores (Junior; Lima; Saad, 2006;
Klein, 2014). Em trabalho realizado onde analisavam a
composicdo de proteinas na saliva de cées, foi relatado

drolisado (a coloragdo da amostra salivar apresentou-se
amarela) validou a técnica empregada e foi comparado
com o controle (Figura 3).

também que a quantidade de alfa-amilase salivar era
ausente ou muito baixa (Pasha, et al., 2018).

Conclusao

Com os resultados desse trabalho podemos con-
cluir que ao realizar a andlise laboratorial das amos-
tras salivares, colhidas de cdes do Canil Municipal de
Salinas-MG, foi possivel observar que néo ha presenca
significativa da alfa-amilase na saliva de cdes que seja
capaz de hidrolisar o amido.

Aprovacio do Comité de Etica
A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no

Uso de Animais (CEUA) do Instituto Federal do Norte de
Minas Gerais sob niimero 07/2020.

Cad. Ciénc. Agra., v. 12, p. 01-05, https://doi.org/10.35699/2447-6218.2020.25948


https://doi.org/10.35699/2447-6218.2020.25948

Andlise da presenga da atividade da enzima alfa-amilase salivar em cdes

Figura 4 — Amostra com resultado negativo para a atividade da enzima.
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