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RESUMO

PEREIRA, R. A. Efeito da suplementac&do com pectina na dieta de equinos. 2022,
113 FOLHAS. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2022.

Este estudo objetiva avaliar a adicdo de diferentes teores de pectina na dieta de
equinos submetidos & alta inclusédo de amido. Foram utilizados oito equinos machos,
castrados, da raca Puro Sangue Arabe, de peso médio de 439,75kg + 34,89kg e 12
anos de idade. Foram fornecidos 1,75% do peso corporeo (PC) em matéria seca, em
duas refeicbes diarias, com &gua e sal mineral ad libitum. O delineamento
experimental foi o quadrado latino duplo 4x4 contemporaneo, com as quatro dietas
avaliadas em quatro periodos de 22 dias cada. Para tal, 15 dias foram destinados a
adaptacao a dieta, 5 dias para a coleta total de fezes (CTF) e 2 dias para a coleta de
conteldo estomacal. Estes periodos foram intercalados por 15 dias de wash out. Dieta
basal de referéncia (DB) obedeceu a relagdo 40% volumoso Cynodon spp. e 60%
racdo concentrada com alto teor de amido (4,3 g.Kg? de PC por dia). A superfibra
utilizada resultou em 39,3% de pectina na matéria seca. Os grupos de tratamentos
foram: CON) DB sem adi¢éo de superfibra; 2) DB + 120 g.dia* de superfibra; 3) DB +
240g.dia! de superfibra; 4) DB + 360g.dia! de superfibra. Foi utilizado um nivel de
significancia de 10% para os testes estatisticos, além do contraste ortogonal para as
analises de IgA, ao nivel de 5% de significancia. A resposta metabdlica pés-prandial
foi avaliada pela determinagdo dos indices glicémicos e insulinémicos, metabolismo
de triglicérides, colesterol e fracdes HDL, LDL e VLDL. A resposta fermentativa a nivel
estomacal e fecal foi indicada pela determinacao do pH, concentracdes de acido latico
e acidos graxos de cadeia curta. Ainda, o escore fecal foi avaliado quanto a cor e
consisténcia. A atividade microbiana foi dada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA
guanto as diversidades alfa e beta. A atividade inflamatoria foi avaliada por meio de
ultrassonografia transabdominal, fibrinogénio plasmatico e concentracao de IgA fecal.
O comportamento foi avaliado individualmente e em grupo, por meio de etograma. O
coeficiente de digestibilidade do extrato etéreo foi maior (P = 0,0134) para o
tratamento P1. As concentragdes de IgA fecal foram maiores (P <0,0001) no grupo P2
e P3 pelo teste de Tukey e diferente entre todos os tratamentos (P<0,0335) por
contraste ortogonal. A superfibra fonte de pectina foi totalmente aceita e consumida

pelos cavalos. No comportamento avaliado individualmente, foi observada a reducgéo



do 6cio para P3 (P=0,0032). A suplementacdo com pectina nao interfere na
aceitabilidade, afeta o coeficiente de digestibilidade do extrato etéreo, interfere na

concentragéo de IgA fecal e melhora o comportamento dos equinos.

Palavras-chave: Cavalos. Fermentac&o. Microbiota. Saude digestiva.



ABSTRACT

PEREIRA, R. A. Pectin supplementation effect on horse’s diet. 2022, 113
FOLHAS. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2022.

This study will evaluate the addition of different levels of pectin in the diet of horses
included to high starch inclusion. Eight male horses, gelding, Arabian Horses, with an
average weight of 439.75kg + 34.89 kg and approximately 12 years old were used.
1.75% of body weight (BW) in the dry matter was provided in two daily meals, with
water and mineral salt ad libitum. The experimental design was the contemporary
double Latin square 4x4, with four diets evaluated in four periods of 22 days each, 15
days were destined for diet adaptation, 5 days for a total collection of feces (TCF), and
2 days for stomach contents collection. These periods were interspersed with 15 days
of wash-out. Reference basal diet (BD) followed 40% roughage Cynodon spp. and
60% concentrated with high starch content (4.3 g.Kg-1 BW per day). The coproduct
used resulted in 39.3% of pectin in dry matter. Treatment groups were CON) BD
without coproduct addition; 2) BD + 120 g.day-1 by-product; 3) BD + 240 g.day-1
coproduct; 4) BD + 360 g.day-1 coproduct. A significance level of 5 and 10% was used
for statistical tests, in addition to orthogonal contrast for IgA analyses, at 5%. The
postprandial metabolic response was evaluated by determining glycemic and
insulinemic levels, triglycerides metabolism, cholesterol and HDL, LDL, and VLDL
fractions. The fermentative response at the stomach and fecal level was indicated by
pH determination, lactic acid, and short-chain fatty acids concentrations. The fecal
score was evaluated for color and consistency. Microbial activity was determined by
16S rRNA gene sequencing for alpha and beta diversity. Inflammatory activity was
assessed by transabdominal ultrasound, plasma fibrinogen, and fecal IgA
concentration. The behavior was evaluated individually and in groups, through an
ethogram. The digestibility coefficient of ether extract was higher (P=0.0134) for
treatment P1. Fecal IgA concentrations were higher (P<0.0001) in groups P2 and P3
by Tukey's test and differences between all treatments (P<0.0335) by orthogonal
contrast. The pectin source coproduct was fully accepted and consumed by horses. In
the behavior evaluated individually, a reduction in idleness was observed for P3

(P=0.0032). Supplementation with pectin does not interfere with acceptability, affects



the digestibility coefficient of ether extract, interferes with the concentration of fecal

IgA, and improves the behavior of horses.

Keywords: Digestive health. Fermentation. Horses. Microbiota.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Arquivos das avaliagcoes de escore de condi¢do corporal de cavalos Puro
Sangue Arabe submetidos a dieta rica em amido com ou sem a adi¢&o de superfibra.

Figura 2. Fluxograma experimental ilustrando as atividades desenvolvidas em cada
etapa dos periodos experimentais e entre 0S Periodos..........cccceeeeeeeeeeeeeeee e 44
Figura 3. A esquerda a superfibra utilizada adicionada via top dress no concentrado.
A direita a dieta P3 fornecida N0 COCNO. ..........cccoueeviireiiieeeeeee e e e ee et 46
Figura 4. Cavalo submetido a passagem de sonda nasogastrica e endoscopio para
auxilio a localizacéo da regido de coleta do contetdo estomacal. ....................c....... 50
Figura 5. Amostras fecais contendo sibalas integras em fundo branco para a
avaliacao do escore de fezes quanto a cor e COnSIStencia. ..........cccceeeeeeeeeeeeeiinnnnnnnn. 54
Figura 6. Imagem da avaliacdo ultrassonogréafica transabdominal de equinos para a
mensuracdo da espessura de parede intestinal. A esquerda avaliacéo das alcas de
c6lon menor, e a direita de colon dorsal direito. ..........ccoeeeeeeieii 58
Figura 7. Reproducado da tela de analise de dados comportamentais em baias, no
software Intelbras Media Player®............ccoooeeeiiiiiiiiiiiicce e 60
Figura 8. Area abaixo da curva da concentracdo de glicose plasmatica (mg/dL) de
cavalos submetidos a dieta com alto nivel de amido e suplementados com diferentes
teores de INCIUSEO0 d& PECHINGAL. ......cviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et 65
Figura 9. Area abaixo da curva da concentracéo de insulina plasmatica (mg/dL) de
cavalos submetidos a dieta com alto nivel de amido e suplementados com diferentes

teores de INCIUSA0 A€ PECHINA. .......uuuueiiie e e e e e e e e e eeeees 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Formulac&o do concentrado utilizado nas dietas referéncia. .................... 44
Tabela 2. Composi¢éo bromatoldgica dos componentes das dietas. ..........cccceee..... 45
Tabela 3. Composicédo bromatologica da superfibra..........cccccveeiiiiiiiiie e, 47
Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas da superfibra. ...........cccoooeeeeiiriiiiiiiinneneenn. 47

Tabela 5. Sequéncia dos oligonucleotideos foward e reverse, utilizados na
amplificag8o de DINA. ... 52
Tabela 6. Etograma para a avaliacdo de aceitabilidade (frequéncia) e tempo de
(odo ] g ISTU o Lo I (g 1110170 1= TR PSS 59
Tabela 7. Descricdo dos comportamentos possiveis observados nos etogramas
USAJOS NESEAS AVAITAGOES. ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 61
Tabela 8. Peso corpéreo (kg) e escore de condicdo corporal de cavalos desafiados
com alta inclusdo de amido e suplementacdo de diferentes teores de inclusdo de
pectina. Resultados apresentados em valores médios * erro padrao. ...................... 62
Tabela 9. Concentracdo de glicose plasmética (mg/dL.h-1) de equinos alimentados
com dieta concentrada alto amido (4,3g de amido/100Kg PV) e suplementados com
fonte de pectina avaliados em diferentes tempos (MINULOS). ........cccovvvviiiiieieeeriennnn, 63
Tabela 10. Concentracao de insulina (mg/dL.h-1) de equinos alimentados com dieta
concentrada alto amido (4,3g de amido/100Kg PV) e suplementados com fonte de
pectina avaliados em diferentes tempos (MINULOS). ..........uuuuuuimiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiinineees 63
Tabela 11. Area abaixo da curva da concentracéo de glicose plasmatica (mg/dL) de
cavalos submetidos a dieta com alto teor de amido e suplementados com diferentes
teores de INCIUSE0 dE PECHINGAL. ......cviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 64
Tabela 12. Area abaixo da curva da concentragéo de insulina plasmatica (mg/dL) de
cavalos submetidos a dieta com alto nivel de amido e suplementados com diferentes
teores de INCIUSE0 A€ PECHINGA. ........uuii i 64
Tabela 13. Concentracdo de triglicérides, colesterol, HDL, LDL e VLDL de cavalos
desafiados com alta inclusdo de amido e suplementacdo com pectina. Resultados
apresentados em valores médios + erro Padrao. .........cccceeeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 66
Tabela 14. Frequéncia Relativa (%) dos géneros em comum presentes nas amostras
estomacais de cavalos Puro Sangue Arabes alimentados com diferentes teores de

INCIUSA0 d€ SUPEITIDIAL. .. .. 68



Tabela 15. Determinacédo do pH estomacal de cavalos desafiados com alta inclusao
de amido e suplementacéo de diferentes teores de inclusdo de pectina. Resultados
apresentados em valores Médios + €rr0 PAAra0. .........cceeeeeriiiiiiiiiiiiieeee e 70
Tabela 16. Concentragdo de acido latico e acidos graxos de cadeia curta no estbmago
de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e adicédo de superfibra. Resultados
apresentados em valores médios + erro Padrao. ..........cceeveeeeeereeeiiiiiiiiee e 71
Tabela 17. Frequéncia Relativa (%) dos filos presentes nas amostras fecais de
cavalos Puro Sangue Arabes alimentados com diferentes teores de inclusdo de
[0 L= 011 - PP 73
Tabela 18. Géneros de maior frequéncia relativa (%) entre os grupos de tratamento
NAS AMOSIIAS TECAIS. ...uiieieiiiiiiiiiiiie e e e e e et e e e e e e e e eeatra e e e e e e eeeeenennnnnes 74
Tabela 19. Determinacao do pH fecal, escore de cor e consisténcia (escala de 1 a 5)
de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e suplementacdo de pectina.
Resultados apresentados em valores médios + erro padrao. ..........ccccccceeeeeeeeeeeennnns 76
Tabela 20. Concentracao de acido latico e acidos graxos de cadeia curta em mMol/L
nas fezes de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e suplementacdo com
pectina. Resultados apresentados em valores medios * erro padréo. ...................... 77
Tabela 21. Coeficientes de Digestibilidade Aparente dos nutrientes da dieta para
cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e suplementados com pectina.
Resultados apresentados em valores médios + erro padréo. ...........ccccvveveeeeeeeenenns 78
Tabela 22. Indicador inflamatorio local de espessura de parede intestinal (mm) de
cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e suplementados com pectina.
Resultados apresentados em valores médios + erro padrao. .........cccccccceeeeeeeeeeeennnns 80
Tabela 23. Comparacdo de médias por Tukey do indicador inflamatério local de
concentracdo de Imunoglobulina A (IgA) nas fezes de cavalos desafiados com alta
inclusdo de amido e suplementados com pectina. Resultados apresentados em
valores MEdios £ €rr0 PAUIE0. ........vvuuuiieeeeeeeee e e e e e et e e e e e e e e e e e e aeeeeaans 81
Tabela 24. Dosagem de fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de cavalos desafiados com
alta inclusdo de amido e adicéo de superfibra. Resultados apresentados em valores
LYo [To S =T o I o = To [ = U TP 82
Tabela 25. Tempo de consumo médio das refeicbes de cavalos desafiados com alta
inclusdo de amido e adicdo de superfibra. Resultados apresentados em valores

MEIOS £ €IT0 PAAIEIO. ....uuuuiiiiiiiiiiieii e enannnees 84



Tabela 26. Frequéncia diaria (%) das manifestacdes comportamentais em baias de
cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e adicdo de superfibra. Resultados
apresentados em valores Médios + €rr0 PAAra0. .........cceeeeeriiiiiiiiiiiieeee e 85
Tabela 27. Frequéncia diaria (%) das manifestagcbes comportamentais em pista de
areia de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e adicdo de superfibra.

Resultados apresentados em valores médios + erro padrao. .........ccccccveeeeeeeeeeennnns 86



LISTA DE GRAFICOS

Gréafico 1. Gréfico de analise de componentes principais (PCoA) de cavalos Puro
Sangue Arabes suplementados com diferentes teores de inclusdo de inclusdo de
[T 011 P 70
Gréafico 2. Gréafico de analise de componentes principais (PCoA) de cavalos Puro

Sangue Arabes suplementados com diferentes teores de inclus&o de pectina......... 76



SUMARIO

SUMARIO ...ttt ettt ettt ettt et ettt et et s et et e et te et et ene e 19
LR EI0] 51U 07X T 21
20 =] =4 11770 1T RO 23
21 =1 ¥ SRR 23
2.2 ESPECIFICOS. ...ttt 23
3 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt ee e s e en e en s 24
3.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO TRATO GASTROINTESTINAL EQUINO ......24
3.2 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM EQUINOS ........c.cocovvveveveieirnaen, 28
3.3 METABOLISMO LIPIDICO EM EQUINOS ........coirviieieeereeeeeeer e, 29

3.4 DINAMICA FiSICO-QUIMICA NO INTESTINO GROSSO DOS CAVALOS ....30
3.5 SINDROME INFLAMATORIA DIGESTIVA ....cooiiiieeeeeeeceeee e 32

3.6 O USO DE SUPERFIBRAS COMO FONTE DE ENERGIA NA DIETA DE

EQUINGOS .. e 34
.7 PECTIN A et 37
3.8 AVALIACAO DE MICROBIOMA .......coeiuiieeeeeeeeeeeeeee e 38

3.9 ATIVIDADE MICROBIANA NO TRATO GASTOINTESTINAL DE EQUINOS .38

4 MATERIAL E METODOS ..ottt 42
B.L LOCAL e 42
4.2 ANIMALS et e e e e 42
4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E DIETAS. ... 43
4.4 INSTALACOES E MANEJO ....oouiiiiiieieeeeieeee et 47
4.5 AVALIACAO DA RESPOSTA METABOLICA POS-PRANDIAL ...........cc......... 47

4.5.1 RESPOSTA GLICEMICA .....coiiiieeeeeeeeeeeee e, 47
4.5.2 RESPOSTA INSULINEMICA ....c.oouiiiieeeeeeeeeee e, 48
4.6 METABOLISMO LIPIDICO ..ot 48
4.7 ANALISE DA RESPOSTA FERMENTATIVA ESTOMACAL.....ccocooeveveeerenane. 49

A.7. L ACIDO LATICO ettt 50



4.7.2 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA......coctiieeceiee e, 51
4.7.3 DETERMINACAO DO PH ..oooviiiieiecieieeeteee e, 51
4.8 AMOSTRAGEM E SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S RNA - MICROBIOMA

............................................................................................................................... 52
4.8.1 AMOSTRAS ESTOMACAIS E FECAIS ....cooovivieieeeeeeeeeee e, 52
4.9 AVALIACAO DA RESPOSTA FERMENTATIVA FECAL .....ccovoveveeeeeveeenes 53
4.9.1 ESCORE DE FEZES.......coiiiteeeeeeeeeeee et en e, 53
4.9.2 CONCENTRACAOQ DE ACIDO LATICO.....cooiiieeeceeeeceeeee e, 54
4.9.3 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA NAS FEZES.....ccccooveveerenennen, 55
4.9.4 DETERMINACAO DO PH FECAL ......vouvieeeeeeeeeeeee e, 56
4.9.5 COLETA TOTAL DE FEZES ......ciiieeeeeeeeeeeeeeeeee e eeen e en e 56

4.9.6 DIGESTIBILIDADE APARENTE TOTAL DOS NUTRIENTES DA DIETA.57

4.10 MARCADORES INFLAMATORIOS LOCAIS E SISTEMICOS ......c.c.cocueueee. 57
4.10.1 ULTRASSONOGRAFIA TRANSABDOMINAL ......cooveveeireeeieteeceeeeeieieenans 57
4.10.2 FIBRINOGENIO PLASMATICO .......ovoiiiieeeeeeeeee e 58
4.10.3 QUANTIFICACAO DE IGA FECAL .....ocvoveeeeeeeeeeee e 58

4.11 COMPORTAMENTO ..ottt es et n e en e 59

4.12 ANALISE ESTATISTICA ..ot 61

5 RESUTADOS E DISCUSSAO.......cooueieieeeeeeeeeee e 62

5.1 PESO E ESCORE DE CONDICAO CORPORAL ........ccooveiveereeeeeeeeneeenen, 62

5.2 RESPOSTA METABOLICA POS-PRANDIAL.......ccoeoveeieieeeeeeeeeeeeeee e 63

5.3 RESPOSTA FERMENTATIVA ESTOMACAL .......cooviitieeeeeeee e, 67
5.3.1 DINAMICA BACTERIANA E INDICADORES FiSICO-QUIMICOS ........... 67

5.4 RESPOSTA FERMENTATIVA FECAL ....ocoovvieieeeeeeeeeeee e, 72
5.4.1 DINAMICA BACTERIANA E INDICADORES FiSICO-QUIMICOS ........... 72
5.4.2 DIGESTIBILIDADE APARENTE DOS NUTRIENTES DA DIETA ............. 78

5.5 MARCADORES INFLAMATORIOS .......covoiiiiieiecieceeeeeete e 80



9.5.1 RESPOSTA LOCAL ...t 80

5.5.2 RESPOSTA SISTEMICA ......oovvveeeeeeeee e en s e s s 82

5.6 ACEITABILIDADE E COMPORTAMENTO......c.ceveveveieeeeeeeeceeeeeenesenen e e enenenas 83

B CONCLUSOES ..ottt ettt sttt 88
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cviiitiieeeeeeeee et 90
ANEXO A — SAL MINERAL UTILIZADO .......cooiveeieeeeeeeeeeee e ee s 112

ANEXO B — NUCLEO EQUINO INCLUSO NA FORMULACAO DA RACAO BASE113



21

1 INTRODUCAO

No Brasil, a movimentacdo anual do mercado equestre atingia R$ 16 bilhdes
em 2016. A estimativa do rebanho equino brasileiro em 2017 mostrou que este é o
maior da América Latina, com aproximadamente 5,8 milhdes de cabecas, divididos
entre atividades de trabalho, lazer e esporte, e representando um crescimento de
aproximadamente 12% entre os anos de 2006 e 2016 (LIMA & CINTRA, 2016).

Com a finalidade de suprir as exigéncias nutricionais dos cavalos como os de
trabalho e esporte, é preciso aumentar a densidade energética da dieta. A utilizacdo
de coprodutos da agroindustria na alimentacdo equina € relevante por se tratar de
uma alternativa ao uso de graos, reduzirem a competicdo de alimentos entre seres
humanos e animais, minimizarem os custos de producdo dentro do sistema equestre,
prevenirem a ocorréncia de transtornos digestivos no cavalo e promoverem
parametros semelhantes de aproveitamento e aceitabilidade de nutrientes e
ingredientes (CIPRIANO-SALAZAR et al., 2019).

Comumente o aumento da densidade energética nas dietas é dado pela
reducdo das fracoes fibrosas e inclusdo de concentrados baseados em grédos de
cereais ricos em amido (RAIGOND et al, 2014). Porém, a alta capacidade fermentativa
do amido pode predispor transtornos metabdlicos, digestivos e comportamentais
desencadeados pelo seu uso indiscriminado, representando um entrave na producéo
equestre. Para evitar estes problemas, uma interagdo equilibrada da microbiota e a
manutencdo do ambiente devem ocorrer (STEWART et al., 2017). Os alimentos
fornecidos na dieta e suas proporcdes estao diretamente relacionados a modulacéo
entre as comunidades bacterianas estabelecidas no trato gastrintestinal, que séo
determinantes e podem levar desde a queda de desempenho até a morte dos cavalos
se as particularidades anatémicas e fisiologicas destes forem ignoradas (COSTA et
al., 2012).

Diante das condi¢bes favoraveis do ambiente do trato gastrintestinal, bom
estabelecimento das comunidades microbianas e equilibrio destes, a ocorréncia de
desequilibrios quantitativos ou operacionais sdo chamados de disbioses (IACOB &
IACOB, 2019). O desequilibrio ou perda de funcionalidade podem ocorrer por
mudancas bruscas na dieta, manejo desfavoravel, uso de antibidticos e anti-
inflamatorios e até pelo uso de alimentos com alto teor de amido, alterando de forma

acentuada o pH, produtos da fermentacao e consequentemente o perfil das bactérias
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presentes no trato digestorio do cavalo. As consequéncias dessas alteracdes tém sido
estudadas, mas prejuizos como mudanc¢as nos coeficientes de digestibilidade dos
nutrientes da dieta ja foram demonstrados (LINDBERG, 2013; CIPRIANO-SALAZAR
et al., 2019).

A busca por alternativas que reduzam os danos do excesso dos carboidratos
nao estruturais e mantenham o nivel energético da dieta auxiliando a saude digestiva
dos cavalos é crescente. O uso de superfibras é uma delas, e é caracterizada por
Duren (2000) como uma fonte de teores energéticos similares a graos de cereais como
a aveia e baixa deposicédo de lignina. Os carboidratos podem ser classificados como
soluveis, rapidamente fermentesciveis e lentamente fermentesciveis (HOFFMAN et
al.,, 2001). Os AGCCs como produtos da fermentacdo das superfibras foram
associados a reducao dos danos anteriormente citados, e podem melhorar o padrao
das respostas glicémica e insulinémica no cavalo pela mudanca da rota do
metabolismo energético (JENSEN et al, 2014; KABE et al., 2016).

Por este motivo, sdo imprescindiveis os estudos abordando o uso de
superfibras como fontes de pectina na dieta de cavalos como substitutos das fracdes
de gréaos de cereais ou como mediadores da acdo destes ingredientes. Na nutricdo
equina, as superfibras mais comuns sdo a polpa de beterraba, polpa citrica e casca
de soja, todos coprodutos da industria alimentar humana. A superfibra utilizada neste
estudo é oriunda de polpa citrica, largamente disponivel no Brasil, e razbes como a
alta disponibilidade para aquisi¢cdo, reducdo da competicdo por alimentos entre os
mercados de nutricdo humana e animal, e versatilidade do coproduto justificam o seu
estudo e aplicacdo. Portanto, a hipotese deste estudo é de que a inclusdo de
superfibra como fonte de pectina na dieta é uma alternativa a suplementacdo
nutricional de cavalos e melhora a salde digestiva através do padréo fermentativo da

dieta.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da suplementagédo com pectina
na dieta de equinos.

2.2 ESPECIFICOS
Avaliacao da resposta metabdlica pés-prandial
a. Glicose e insulina
b. Perfil plasmatico de triglicerideos e colesterol
Analisar a resposta fermentativa estomacal
a. Caracterizar a dindmica bacteriana do contetido estomacal
b. Avaliar a concentracao de acido latico
c. Determinar os perfis de acidos graxos de cadeia curta e o pH
Avaliar a resposta fermentativa fecal
a. Escore de cor e consisténcia
b. Dinamica bacteriana fecal
c. Concentracédo de &cido latico
d. Caracterizar os perfis de acidos graxos de cadeia curta
e. Avaliacdo do pH fecal
f. Digestibilidade Total Aparente dos Nutrientes da Dieta
g. Marcadores inflamatorios locais e sistémicos
Comportamento Equino
a. Analisar a aceitabilidade do alimento por meio do comportamento alimentar

b. Avaliagdo do comportamento
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO TRATO GASTROINTESTINAL EQUINO

As particularidades anatdbmicas e fisiologicas da espécie equina devem ser
observadas quando comparadas os habitos naturais alimentares com 0 manejo e
dietas atuais que visam suprir o aumento na demanda energética destes animais. A
composicao das dietas, quantidade ofertada de alimento, qualidade e disponibilidade
dos alimentos fornecidos, e até habitos alimentares como o pastejo continuo foram
alterados. Os habitos naturais foram gradativamente substituidos, e as consequéncias
da demanda imposta pelo homem refletem diretamente a satde digestiva da espécie,
na maioria das vezes prejudicando-a (ZEDER, 2012).

A digestao dos alimentos tem inicio na boca do cavalo por processo mecanico.
A preensdo do alimento acontece pelos dentes incisivos inferiores e superiores com
auxilio da lingua e labios, que sdo moldados para permitir o0 acesso desde as partes
mais baixas da forrageira, e assim o tamanho das particulas € reduzido em até 2 cm
pelos pré-molares e molares, aumentando a superficie de contato dos nutrientes do
alimento e facilitando o decorrer da digestado (FRAPE, 1998; PILLINER, 1999; BRANDI
& FURTADO, 2009). A partir da cavidade oral do cavalo sdo encontrados pares de
glandulas, sendo as submaxilares, sublinguais e as parétidas voltadas para a
liberacdo de saliva (FRAPE, 1998). O tempo e frequéncia mastigatéria estédo
diretamente relacionados com a producdo de saliva, produzida em até 12 litros diarios,
agente umedecedor da digesta e, consequentemente, auxilia na degluticdo do bolo
alimentar. A saliva apresenta uma importante acdo tamponante, ja que é composta
por aproximadamente 50 mEg/L de bicarbonato (FRAPE, 2008; GEOR, 2010), mas
ndo possui atividade enzimatica relevante (Al JASSIM, 2006). Ainda, a mastigacao
tem acdo psiquica e representa uma atividade natural destes herbivoros
essencialmente pastejadores (ELLIS & HILL, 2005), o que estimula a liberagao de [3-
endorfinas e causa nocao de saciedade (PAGAN, 1996).

O estdbmago € o primeiro 6rgao com acao digestiva relevante a receber os
nutrientes oriundos da dieta (ERICSSON et al., 2016). Acredita-se que seja 0 primeiro
compartimento onde, simultaneamente, ocorra a fermentacdo como geradora de
energia, e a acao dos acidos gastricos independentes de enzimas. A colonizagédo do
estbmago por comunidades bacterianas foi demonstrada por de Fombelle et al.,

(2003) e os produtos entdo denominados de acidos graxos volateis (AGV) foram
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associados a acao das bactérias residentes no estomago. O estbmago apresenta uma
capacidade de 13 a 18 litros, € altamente adaptado ao habito de pastejo continuo, e
deve receber alimento de forma constante em pequenas quantidades (BRANDI &
FURTADO, 2009). Este 6rgao apresenta uma taxa de retencdo rapida, variando de 1
a 6 horas, de acordo com a natureza do alimento ingerido (THOMASSIAN, 2005;
SANTOS et al., 2009). Anatomicamente, a margo plicatus é o marco entre as regides
antral (glandular, porcao inicial), de pH entre 5 e 6, que é influenciado pela composicao
da digesta oriunda da cavidade oral, jA que o poder tamponante da saliva e
composicao do alimento podem ou néo favorecer a producdo de AGV ou &cido latico,
permitindo determinados grupos de bactérias se manifestarem (Al JASSIM, 2006;
BRANDI & FURTADO, 2009), e a regiao dorsal (aglandular), com o pH variando entre
1,8 e 2,6 (Al JASSIM & ANDREWS, 2009), ambos em uma escala de 0 a 14.

Ainda no estbmago do cavalo, o revestimento aglandular (saccus caecus)
ocupa em torno de 33% do O6rgdo e é o primeiro tecido sujeito ao processo
fermentativo, devendo garantir um ambiente favoravel as bactérias residentes. J& o
revestimento glandular atinge cerca de 67% da regido entre as areas fundica e pildrica,
onde a primeira recebera as secre¢des de acido cloridrico e pepsina, e a segunda de
gastrina (de FOMBELLE et al., 2003; VARLOUD et al., 2007; BRANDI & FURTADO,
2009; MURRAY, 2009; MARTIN-ROSSET, 2015). Inicialmente, a fermentacdo e
absor¢éo dos nutrientes e 4cidos resultantes foram sugeridas na regido aglandular do
estbmago (NADEAU et al., 2003). Em seguida, a capacidade de absorcéo de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) foi suposta nas regides gastrica e pilorica do estbmago
equino, porém as informacdes sobre a sua capacidade de transporte na corrente
sanguinea foram contestadas e devem ser estudadas (MUHONEN, 2008). Mesmo
sem grandes evidéncias de um aproveitamento relevante neste 6rgao, Varloud et al.
(2004) observaram a reducéo do amido entre 41% e 76% na transicdo do estdbmago
para o intestino delgado, mas néo foi especificada uma regido responsavel por sua
degradacdo e absorcdo. Posteriormente, a absorcdo de acidos organicos e de
metabalitos da digestao estomacal foi reforgcada por outros autores, mas a capacidade
de transporte na corrente sanguinea nao foi comentada (de FOMBELLE et al., 2003;
VARLOUD et al., 2007; MUHONEN, 2008).

A transformacé&o dos carboidratos ndo-estruturais como o amido e a sacarose
em glicose ocorre a partir da digestéo e absorcéo no intestino delgado (MCKENZIE,

2011). A borda em escova expressa as enzimas sucrase, lactase e maltase, variando
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em proporcao ao longo dos compartimentos para gerar os acucares livres, frutoses,
galactoses e glicose (DYER, 2002; HOFFMAN, 2009). Este compartimento pode
atingir até 24 metros, é dividido entre duodeno, jejuno e ileo, e conta com um tempo
de retencdo da digesta que pode variar de 1,5 a 3 horas (THOMASSIAN, 2005). No
intestino delgado, o inicio da digestdo enzimatica dos nutrientes, em suma, diluidos
na fracdo liquida da digesta, como o conteudo celular de forrageiras, os carboidratos
ndo estruturais, proteinas e lipidios, além de absorver moléculas ja reduzidas a
monossacarideos, aminoacidos e até peptideos. As terminacdes a-1,4 sdo limitadas
a clivagem da molécula pela a-amilase pancreética, passam por hidrélise, e as
ligacdes a-1,6 devem sofrer a acdo das amilopectinases. Estas moléculas de ligacbes
a-1,4 estdo sujeitas a acdo de enzimas secretadas pelo pancreas de forma continua.
Estes processos compdem a fase luminal e geram dissacarideos e oligossacarideos
(HOFFMAN, 2009; RICHARDSON & MURRAY, 2016).

Nos equinos, a auséncia da vesicula biliar, faz com que a bile seja liberada de
forma constante na regido duodenal, a partir do figado e independente da presenca
de alimentos (MORGADO, 2009; Al JASSIM & ANDREWS, 2009). Ainda, serdo
secretados ions bicarbonato, nucleotidases e agua, que participardo de grande parte
da hidrélise no intestino delgado. Estas secrecfes sdo estimuladas pela presenca de
alimento no compartimento e tem acao corretora do pH da digesta oriunda do
estbmago, elevando-o em torno de 7. A existéncia de uma regido fermentativa na
porcdo distal com acdo de bactérias gram-positivas anaerébicas ainda passa por
estudos que visam demonstrar se este processo existe de forma independente ou
como ocorréncia de refluxo do contetdo do intestino grosso (GOBESSO et al., 2008;
FRAPE, 2008; HOFFMAN, 2009; MARTIN-ROSSET, 2015; ERICSSON et al., 2016).
A absorgcédo da glicose no intestino delgado depende do cotransporte ocorrido na
membrana luminal do intestino e células epiteliais absortivas, o Na*/Glicose tipo I,
chamado de SGLT-1 que utiliza adenosina trifosfato (ATP) para ativar a cascata que
conduzira a glicose do lumen aos enterécitos através da borda em escova, e em
seguida, os transportadores facilitadores de glicose (GLUT2) que trabalham por
difusao facilitada para liberar gradativamente a glicose internalizada pelos eritrécitos
na corrente sanguinea (JOOST & THORENS, 2001; DYER et al., 2009; HOFFMAN,
2009; ARAUJO & MARTEL, 2015).

O intestino grosso é segmentado inicialmente em ceco e c6lon maior (colon

ventral direito e esquerdo), divididos por flexuras que representam pontos de alteragéo
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significativa das comunidades bacterianas (BRANDI & FURTADO, 2009). A
capacidade liquida pode chegar a 220 litros, anatomicamente representa até 60% de
todo o trato gastrointestinal, ja que a acao bacteriana demanda maior tempo de
retencdo do que as acbes enzimaticas anteriores para a digestdo de carboidratos e
proteinas (FRAPE, 2008; MARTIN-ROSSET, 2015; ERICSSON et al., 2016). Segundo
Thomassian (2005), o tempo de retencdo pode variar de 34 a 45 horas entre as
camaras do ceco, colon maior, c6lon menor e o reto. Julliand et al. (2001) citam que
no decorrer do intestino grosso apenas a secrecdo mucosa € liberada, sendo
inexistente qualquer secrecdo enziméatica voltada para a digestdo de nutrientes,
reforcando a acdo bacteriana e protozoaria nestes sitios. A obtencdo de energia
ocorre a partir da fermentacao, principalmente das fracdes fibrosas dos substratos,
pelos microrganismos residentes no ceco e célon, onde 0os componentes estruturais
complexos sdo expostos a acdo de enzimas liberadas pelas bactérias residentes,
sendo estas amiloliticas, celuloliticas e hemiceluloliticas, precursoras de celobioses,
glicose e xiloses, e enzimas pectinoliticas geradoras de moléculas de &cido
galacturonico (JULLIAND & GRIMM, 2017).

A absorcdo das moléculas de AGCC ocorre por difusdo passiva e tem relacéo
direta com o peso molecular de cada uma delas e, quanto menor o peso molecular,
maior a taxa de absorcédo do acido (BRANDI & FURTADO, 2009). A absorcao de sédio
e agua sao necessarias para auxiliar o processo (GUSTAFFSON, 2004), ja que a
difusdo se da pela troca dos AGCC deionizados junto ao NaCl por ions H* e
bicarbonato, tendendo a tamponar o meio (BRYDEN, 1995; CLARKE et al., 1990;
FRAPE, 1998; CUNNINGHAM, 2004). A reducao do pH dada pelo acamulo de acidos
fortes, como o acido latico, diminui o potencial de absorcéo dos acidos de menor peso
molecular, pois o desequilibrio entre o pKa dos acidos presentes no meio e o pH
intestinal dificulta o processo dissociativo da molécula (BAILEY, 2003). Por fim, o
transporte dos AGCC absorvidos ocorre via sistema porta hepatico na forma de anions
(BRANDI & FURTADO, 2009). Em seres humanos, duas vias de absor¢édo de AGCC
foram propostas, sendo elas a difusdo passiva de acidos nao dissociados e 0
transporte ativo de anions dissociados, neste ultimo caso envolvendo transportadores
especificos (SELLIN, 1999). Um dos transportadores o qual acopla a importacdo dos
AGCC em troca de ions bicarbonato ndo tem identificacdo, os demais foram
identificados como MCT1 (e variagcdes) e SMCT1, e estao descritos em um estudo de
Besten et al. (2013).
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3.2 METABOLISMO DE CARBOIDRATOS EM EQUINOS

O metabolismo de carboidratos é possivel a partir de duas vias de obtencéo de
energia extracelulares, sendo elas a absor¢cdo de monossacarideos pelo intestino
delgado, e o aproveitamento dos AGCC no intestino grosso, além da utilizacdo de
fontes energéticas intracelulares em momentos especificos. A via metabdlica que seré
utilizada esta diretamente relacionada a composicdo da dieta, manejo dietéticos e
status do animal, e foram demonstradas a partir de alteracfes na dieta dos cavalos
por alguns autores (GEELEN et al., 1999; HALLEBEEK & BEYNEN, 2001; 2002). As
exigéncias energéticas basais de um cavalo tém relacdo direta com a manutencao
das concentracfes normais da glicose sanguinea, é o primeiro determinante da
ativacao da via glicélise, onde as moléculas de glicose serao carreadas por intermédio
da insulina para as células envolvidas no processo (ARAI et al., 1994). Quando a
demanda por energia imediata é suprida de forma constante e o substrato energético
continua disponivel, a insulina direciona as moléculas de glicose para que sejam
estocadas como glicogénio pelas células parenquimatosas do figado, células
musculares ou midécitos, e adipdcitos, via glicogénese (STOCKHAM e SCOTT,
2008b).

E possivel induzir mudancas na resposta hormonal a partir da composicdo da
dieta, frequéncia de fornecimento e proporgcédo dos alimentos, o que pode ser uma
estratégia para garantir a disponibilidade de energia para o cavalo ao longo do tempo.
Esta condicdo pode ser avaliada pela expresséo da area abaixo da curva durante um
periodo conhecido dos indices glicémicos e insulinémicos, e ira demonstrar a
velocidade com a qual a glicose é disponibilizada na corrente sanguinea, a
concentracdo gerada e o tempo utilizado para que os valores basais sejam
estabilizados (PI-SUNYER, 2002; VERVUERT et al., 2004; GOBESSO et al., 2009).
O jejum, o estado pos-absortivo, a dieta restrita e 0 esgotamento do glicogénio
muscular, sdo sinalizadores de que ha necessidade de o organismo retomar a
producédo de glicose ou recompor as reservas energéticas do cavalo. Durante o jejum
ou restricdo dietética, a queda dos indices glicémicos influencia o aumento da
circulagdo do horménio glucagon, um hormoénio hiperglicémico, estimulante de
enzimas geradoras de energia por, principalmente ativacdo da gliconeogénese no

substrato hepatico. Neste caso, a liberacdo de insulina mesmo que constante, passa
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a ocorrer em concentracfes basais, ja que este hormbnio age como inibidor
gliconeogénico. Esta dinamica ocorre para evitar um quadro hipoglicémico no cavalo
e como estimulante da via lipolise (BRUSS, 2008; KANEKO et al., 2008; MELO et al.,
2010). Neste sentido, é importante ressaltar o conhecimento acerca das respostas
plasmaticas resultantes do metabolismo de carboidratos, ja que a insulina circulante
€ peca chave no desenvolvimento dos casos de laminite, resisténcia a insulina e célica
aqui relatados (BIDDLE et al., 2013).

Em casos em que os cavalos sdo submetidos a algum grau de esforco, a
glicose sanguinea passa a ter um papel de menor relevancia na geracao de energia.
A acidificacdo do meio dada pela producéo do &cido latico muscular esta associada a
liberacdo de ions H*, que € um dos inibidores da fosfofrutocinase envolvida na
glicolise. Como alternativa, da-se inicio a gliconeogénese a partir do acido latico
gerado pelo metabolismo anaerdbico ou a partir dos estoques do tecido muscular e
hepatico (WOLINSKY & HICKSON, 1994; MACLEAY, 2004). Desta forma, deve-se
observar que o glicogénio muscular ndo é utilizado para disponibilizar glicose na
corrente sanguinea e sim piruvato e lactato, jA que a enzima glicose-6-fosfatase
(G6PD) necessaria para transformar a glicose-6-fosfato em glicose, esta ausente nos
tecidos musculares, dando inicio ao chamado Ciclo de Cori. A partir destes
precursores, a ressintese de glicose ocorrera pela acédo de enzimas especificas no
figado, sendo elas a piruvato carboxilase, fosfenopiruvato carboxiquinase e a glicose-
6-fosfatase (KANEKO, 2008).

3.3 METABOLISMO LIPIDICO EM EQUINOS

A absorcdo da gordura dietética € realizada ainda no intestino delgado e as
moléculas serdo carreadas na forma de quilomicrons, via lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoptroteina de alta
densidade (HDL). Estes intermediarios auxiliardo no transporte pela corrente linfatica
até a corrente sanguinea para destinar as moléculas as devidas rotas metabdlicas
(GEELEN et al., 2001a; MCKENZIE, 2011). Em casos especificos como o jejum, a
utilizagc&o de energia a partir do tecido adiposo sera mediado pelas mesmas proteinas,
sendo as moléculas retiradas do figado e levadas aos tecidos periféricos, onde os
triglicerideos sofrerdo a acédo da lipase para a liberagdo de seus compostos
(STOCKHAM, 1995; MCKENZIE, 2011).
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3.4 DINAMICA FiSICO-QUIMICA NO INTESTINO GROSSO DOS CAVALOS

A avaliacdo das fezes € um método ndo invasivo que, por meio de indicadores
bioquimicos e fisico-quimicos, pode ajudar a entender a dinamica intestinal (SANTOS
et al., 2009). O manejo nutricional e alteracdes dietéticas comumente predispdem as
alteracdes no seu funcionamento, o que podera ser demonstrado por meio da
determinacao do pH nas fezes, concentracdo de AGCC e escore de fezes quanto aos
teores de umidade, coloracdo e textura, respostas do processo dinamico do trato
gastrointestinal dos cavalos (ZEYNER et al., 2004; GONCALVES et al., 2006; GODOI
et al., 2009). Em um primeiro momento, Meyer (1995) reconheceu que a regularidade
da defecacéo, consisténcia, forma fisica e odor das fezes deveriam ser considerados
para indicar alteracdes induzidas pela dieta durante a passagem pelo trato
gastrintestinal equino, respaldando as avaliacdes fisicas das fezes e de bem-estar
destes animais. Jones et al. (2002) citam que o pH do meio é um dos fatores mais
determinantes para a efetividade da acdo microbiana degradadora de carboidratos
estruturais e ndo estruturais no intestino grosso do cavalo, ja que esta envolvido na
manutencao do equilibrio deste ambiente.

Inicialmente, foi relatado que o pH 6 no intestino grosso evidenciou a acao de
bactérias degradadoras de pectina e hemicelulose (BONHOMME-FLORENTIN,
1988), sendo que mais tarde, Frape (2008) sugeriu novos valores proximos a 6,5. Em
seguida, alguns autores relataram que valores de pH estimados nas fezes abaixo de
6, em uma escala de 0 a 14, poderia ser associado a inibicdo de bactérias celuloliticas
e aumento da acdo dos Lactobacillus spp. e Streptococcus spp, bactérias amiloliticas
produtoras de &cido latico (Al JASSIM & ROWE, 1999; SCHWARTZKOPF-
GENSWEIN et al, 2003). Dada a importancia das condi¢cées do meio gastrointestinal,
mais especificamente no intestino grosso, € preciso ressaltar que a producgéo rapida
e excessiva de acido latico se torna preocupante quando € suficiente para que haja a
lise de espécies Enterbacteriaceae, que sao bactérias gram-negativas conversoras de
acido latico em propionato, além de aumentar a concentracdo de endotoxinas na
corrente sistémica. Isto ocorre, pois, a maioria das bactérias gram-negativas sdo
intolerantes a reducao drastica do pH do meio (HARRIS, 1997; BAILEY, 2003).

Reducdes drasticas, recorrentes e persistentes de pH no trato gastrointestinal estéo
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associadas as ocorréncias de quadros inflamatérios nos cavalos (Al JASSIM &
ROWE, 1999).

Varios autores utilizaram de avaliacdes fisico-quimicas e determinaram que a
dieta influenciou alteragfes fecais dos indicadores de pH e AGCC (ZEYNER et al.,
2004; BERG et al., 2005) e escore fecal (SANTOS et al., 2009). Um estudo realizado
por Jensen et al. (2016) pode ajudar a entender melhor a relacdo do perfil de
carboidratos fornecidos na dieta com as respostas fisico-quimicas durante o trato
gastrointestinal dos cavalos. E evidente uma queda pés-prandial no pH cecal dos
cavalos, porém é notorio que dietas a base de amido causam um impacto mais
acentuado momentaneo e ao longo do tempo em relacao a dietas fibrosas. Em dietas
com base no fornecimento de cevada, o acido propidnico esteve em evidéncia quando
avaliado ao longo do tempo conforme os AGCCs foram aumentados. Para dietas
fibrosas a proporcdo de &cido acético foi maior. Na literatura, os acidos acético e
butirico foram citados como fornecedores de moléculas de carbono para a sintese
lipidica, enquanto o propidnico foi associado a geracdo de glicose no figado pela
gliconeogénese, como em casos especificos anteriormente citados (NRC, 2007;
FRAPE, 2008). Recentemente foi demonstrada alguma atividade favoravel do acido
butirico para a manutencao dos colonécitos (BEDFORD & GONG, 2018). As bactérias
utilizadoras de amido e celulose utilizardo da via glicolitica para a producao de piruvato
a partir da maltose, glicose e celobiose.

As ligagbes B-1,4 fazem parte da estrutura das pectinas, frutanas,
oligossacarideos e lignocelulose. As enzimas enddégenas necessarias para a quebra
e aproveitamento destas estruturas estdo ausentes no cavalo, mas séo liberadas
pelos microrganismos utilizadores de fibras (HALL, 2003; HOFFMAN, 2009). A
correlacdo positiva entre a inclusdo de alimentos volumosos e producédo de AGCC
esta diretamente relacionada a modulacéo de pH do meio, ja que a fibra € um alimento
potencialmente tamponante (KABE, 2016). Mesmo que haja disponibilidade de
alimentos concentrados e volumosos, o aproveitamento dos AGCC dependera das
caracteristicas do meio. A acdo das bactérias que utilizardo os substratos apenas
ocorrerd em condicdes ideais de pH para cada grupo de bactérias, e ndo apenas pela
presenca de determinado alimento (NRC, 2007; BRAGA, 2008; RICHARDSON et al.,
2016). Aléem dos produtos acidos favorecerem rotas metabolicas energéticas, como
uma via de méo dupla estes também influenciardo positiva ou negativamente o pH

luminal, melhorando ou piorando o aproveitamento dos nutrientes da dieta, causando
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ou evitando distarbios metabdlicos ou até mesmo disbioses (NRC, 2007; BRAGA,
2008; SANTOS, 2009).

Portanto, baseado na triangulacdo entre a producdo acida, pH e modulagéo
microbiana pela dieta, torna-se nitida a importancia da avaliacdo destes fatores
bioquimicos em conjunto, e ndo no sentido bidirecional como dose-resposta da dieta
como influenciadora de cada parametro isoladamente (FERNANDES, et al., 2014;
CIPRIANO-SALAZAR et al., 2019).

3.5 SINDROME INFLAMATORIA DIGESTIVA

O desbalanco causado pelo excesso de amido nas dietas foi relacionado a
algumas doencas inflamatorias. As doengas ocorreram como consequéncias das
alteracdes ambientais a partir da fermentacdo do amido em acido latico, o que pode
causar disbioses e prejudicar os pilares regulatérios do bom funcionamento da
barreira gastrointestinal e acarretar casos de laminite, endotoxemia, colites,
desconfortos abdominais e diarreias (BIDDLE et al., 2013; STEWART et al., 2017;
MARYCZ et al., 2018), bem como propiciar a acdo de defesa de bactérias
potencialmente patogénicas ao cavalo que normalmente estdo em equilibrio com as
comunidades locais (JULLIAND & GRIMM, 2017). Também foram relatados disturbios
como a sindrome metabdlica equina, processos inflamatorios, doenca de Cushing e
acidose fermentativa (COHEN et al., 1999; AL JASSIM & ANDREWS, 2009).

lacob & lacob (2019) definiram como as bases da barreira gastrointestinal a
boa condicdo epitelial, a capacidade de resposta imune e as interacdes das
comunidades microbianas. Estas interacdes refletem em beneficios ao hospedeiro,
relacdes ecoldgicas de comensalidade, equilibram o sistema gastrintestinal do cavalo
e agem como melhoradores do desenvolvimento celular, competem com
microrganismos patogénicos, além de converter matéria prima em nutrientes
aproveitaveis pelo equino (STEWART et al.,, 2017). Alteracbes no ambiente
fermentativo ocorridas por desequilibrio entre as comunidades bacterianas,
desbalangco ou mudangas nutricionais e fatores que impegcam a manutencdo da
homeostase local, comprometem os pilares da barreira gastrointestinal e ocorrem nas
doencas inflamatérias anteriormente citadas (DOUGAL et al., 2013; MARTIN et al.,
2017; IACOB & IACOB, 2019).
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Cipriano-Salazar (2019) aponta para a importancia de se avaliar a qualidade
dos ingredientes utilizados na dieta que podem representar um agravante para 0s
quadros de distarbios intestinais. O trato gastrointestinal equino em condi¢es
saudaveis favorece a troca de nutrientes, ions e outros compostos por transporte ativo
pela membrana da parede intestinal, estrutura determinante para a saude deste
ambiente e, consequentemente, do individuo. A atividade absortiva depende da
permeabilidade da membrana intestinal que, em casos de agdo patogénica ou
doencas inflamatdrias locais, diminuird a efetividade de absorcéo, selecdo e defesa
da barreira intestinal (STEWART et al., 2017). Estas alteracbes podem ser
identificadas pelo uso de ferramentas que indiquem a resposta local de um quadro
inflamatorio ou sistémico. Como alternativa surge o uso das ferramentas de imagem
para avaliar a estrutura do trato gastrointestinal, e permitem visualizar sec¢des
especificas como o coélon dorsal direito de cavalos sujeitos a alteracdes intestinais e
complementa outros métodos de diagnostico (FREEMAN, 2002; BUCHANAN et a.,
2006; BECCATI et al., 2011). Mudancas na espessura das células da parede intestinal
podem ser causadas por doencas inflamatorias intestinais, dentre elas as ocasionadas
pela dieta e desequilibrio do ambiente fermentativo (SCHUMACHER et al., 2000;
JONES, et al.,, 2002). Estudos apontaram resultados satisfatérios para avaliacdes
ultrassonograficas transabdominais percutaneas para a mensuracdo nao invasiva do
trato gastrointestinal equino e a espessura de estruturas intestinais (FREEMAN, et al.,
2001; BECCATI et al., 2011).

Outro indicador local de inflamacédo € a producdo de Imunoglobulina A (IgA)
como mecanismo de defesa da mucosa intestinal. Trata-se de uma resposta
adaptativa realizada por células B que produzem a IgA, como primeira linha de defesa,
0 que resultar4 na producédo ou ndo dos chamados “anticorpos IgA secretores”, os
SIgA (MAZANEC et al., 1993; BRANDTZAEG & JOHANSEN, 2005). No primeiro més
de vida do cavalo inicia-se a produgé&o endogena desta imunoglobulina por células de
defesa da lamina propria da mucosa (BEMARK, et al., 2012), que foi indicada por
alguns autores como relevante para o controle de infec¢éo entérica do potro (JENVEY
et al., 2012). A concentragéo de IgA nas fezes nao foi completamente elucidada em
cavalos (RILEY et al., 2020), mas foi associada a doengas inflamatorias intestinais em
seres humanos (BRANDTZAEG, 2010).

A determinacao do fibrinogénio plasmatico pode ser um aliado para identificar

uma resposta inflamatoria sistémica frente aos desafios dietéticos. Caracterizada
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como uma proteina de fase aguda, é produzida pelos hepatocitos e os valores de
referéncia em equinos variam entre 200mg/dL e 400mg/dL (MONTGOMERY et al.,
1996; BORGES et al., 2007; EVANS et al., 2008), e suas concentra¢cdes maximas sao
atingidas em 48 ou até 72 horas apos o inicio do estimulo inflamatério (LONG, &
NOLEN-WALSTON, 2020). Esta ferramenta tem sido utilizada com consisténcia para
apontar processos inflamatorios decorrentes de situacdes estressantes como o0
exercicio (BASTOS et al., 2016), transporte (OERTLY et al., 2021) e na nutricao
equina (COPAS et al., 2013; OCHONSKY, 2017; BASTOS, 2021).

3.6 O USO DE SUPERFIBRAS COMO FONTE DE ENERGIA NA DIETA DE
EQUINOS

A definicdo de superfibra tem sido baseada nas caracteristicas bromatoldgicas
do alimento. Este grupo abrange as fibras altamente fermentesciveis, ou seja, um
grupo de alimentos com proporc¢des de fibras dietéticas favoraveis a disponibilizacao
de nutrientes para o individuo aps o processo fermentativo. Ainda, uma baixa relacao
entre lignina e fibras deve ser observada, pois facilita o acesso das bactérias
essencialmente fibroliticas (DUREN, 2000).

As fontes de pectina, celulose e hemicelulose ocupam parcelas significativas
de coprodutos da industria de hortifrutigranjeiros, dentre eles sdo destaques a polpa
citrica, polpa de beterraba e a casca de soja em menor escala (FURTADO et al.,
2011). A degradacao da hemicelulose, celulose, pectinas e carboidratos da parede
celular do alimento sera responsavel pelos AGCC gerados, suprindo até 70% da
demanda energética do cavalo em mantenca. Estes compostos resistem a acdo
hidrolitica no intestino delgado, sendo submetidas posteriormente a degradacdo por
enzimas microbianas no intestino grosso (ARGENZIO et al., 1974; BIDDLE et al.,
2013; JULLIAND & GRIMM, 2016). A digestdo de alimentos ricos em pectina gera
acido galacturdnico, componente que pode contribuir para o equilibrio das reacdes
bioquimicas no trato gastrointestinal equino, uma vez que este composto € um
potencial tamponante e pode aumentar a estabilidade do meio para promover a agao
de bactérias celuloliticas (GILAVERTE et al., 2011). Uma pesquisa realizada para
testar os diferentes teores de inclusdo de pectina para cavalos comprovou que a

inclusdo de 3% de pectina causou um aumento linear na relagdo da concentragcao
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versus digestibilidade aparente da hemicelulose em feno Coast-cross (OLIVEIRA et
al., 2002).

O fornecimento de fibras de qualidade para os equinos é de suma importancia
e 0 uso de superfibras tem sido estudado no Brasil. A casca de soja apresenta, em
meédia, um teor de 66,45% de fibra em detergente neutro na matéria seca, e 49,24%
de fibra em detergente acido, além de um valor de energia digestivel préximo a polpa
de beterraba, por exemplo (RICHARDSON et al., 2016; VALADARES FILHO et al.,
2018). O teor de proteina bruta da casca de soja foi comparavel aos fenos de
graminea altamente qualificados, em média 11% (QUADROS et al., 2004). Quadros
et al. (2004), encontraram uma relacao linear entre o percentual de pectina presente
na casca de soja e a melhora na digestibilidade de nutrientes como a matéria seca,
fibra bruta, fibra em detergente neutro e fibra em detergente &cido. O estudo foi
baseado na substituicdo de feno Cynodon spp. (Tifton 85) por percentuais de 0%,
33,3%, 66,6% e 100%, mas 0s autores preconizam o a inclusdo maxima de 40% na
matéria seca para evitar interferéncias no desempenho dos cavalos. As caracteristicas
de higroscopicidade dada pela composicdo bromatoldgica, mais precisamente pela
pectina presente na casca de soja, permitem um controle hidroeletrolitico satisfatorio,
0 que pode auxiliar no controle das caracteristicas fisico-quimicas do ambiente
fermentativo (MOORE-COLYER et al., 2000), ja que a alta capacidade de retencao de
agua e eletrdlitos da casca de soja altera a viscosidade da digesta, influenciando na
taxa de passagem e auxiliando positivamente os indicadores fisico-quimicos de salude
digestiva em cavalos em exercicio moderado (FURTADO et al., 2011).

Uma superfibra de destaque na alimentacdo de equinos é a polpa de beterraba.
A composicdo bromatolégica apresenta, em média, 45,60% de fibra em detergente
neutro e 25,60% de FDA (VALADARES FILHO et al., 2018). MARTIN-ROSSET &
MARTIN (2015) apresentaram valores de até 51,10% de fibra em detergente neutro e
25,90% de fibra em detergente acido. A polpa de beterraba representa um coproduto
de baixa lignificacdo e alta fermentabilidade, vantagem do ponto de vista de
aproveitamento para o cavalo (BRANDI & FURTADO, 2009), além de reduzir as
reacOes deletérias ao intestino grosso causados pela fermentacéo de fontes como o
amido (LINDBERG & KARLSSON, 2001). Em um estudo comparativo entre
ingredientes com altos teores de fibra (feno peletizado, polpa de beterraba e casca de
aveia), os autores nao observaram alteracées no pH cecal de pbneis, em média pH 6
(MOORE-COLYER et al., 2000). A polpa de beterraba também foi utilizada incluida,
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além de outros alimentos, como fonte de pectina na dieta de equinos. Os percentuais
de inclusdo foram com base na matéria seca em 0%, 1%, 2% e 3% de pectina ao feno
Coast-cross. Neste estudo o pH fecal foi estavel para todos os teores de inclusdo, mas
uma regressao linear permitiu identificar que 1,25% de inclusédo melhorou a
digestibilidade aparente da proteina bruta, além do coeficiente de digestibilidade
aparente da hemicelulose com 3% de inclusdo (OLIVEIRA et al.,, 2002). Segundo
Crandell et al. (1999), dentre os produtos oriundos dos gréaos de cereais, a substituicdo
por 6leo ou polpa de beterraba, o coproduto demonstrou uma redugéo na glicemia e
insulinemia dos cavalos. A adicdo de polpa de beterraba também foi considerada por
Jessen et al. (2016) determinante na combinacéo de dietas que apresentaram maiores
concentracdes de AGCC nas fezes.

A polpa citrica € um coproduto da industria de laranja, obtida em larga escala
no Brasil. A utilizacdo da polpa citrica peletizada como substituta dos graos que
compdem a fracdo energética nas dietas animal tem como vantagem o baixo custo
em relacdo aos ingredientes comumente utilizados. A porcédo de acucares totais €
expressivamente alta e a concentracdo de amido € baixa (RETORE, 2010). Assis et
al. (2004) apontaram as vantagens da utilizacdo deste coproduto em relacao as dietas
a base de amido, mostrando que a fermentacdo de alimentos a base de pectina ndo
causa reducédo brusca do pH evitando, por exemplo, a acidose intestinal no cavalo.
Em contrapartida, um dos entraves para a utilizagdo da polpa citrica peletizada na
dieta de equinos é a questdo de aceitabilidade. Ott et al. (1979) ja apontavam que a
aceitabilidade da polpa citrica torna seu fornecimento limitado para cavalos, limitando
sua aceitacdo em 15% de inclusdo. Alguns estudos foram realizados visando
quantificar a palatabilidade dos alimentos (OTT et al., 1979; MANZANO et al., 1999;
COVERDALE et al., 2004), o qual é definida por questdes sensoriais segundo Hill
(2007) e Carciofi (2008), em que aspectos sensoriais de mastigacado e degluticao,
tamanho de particula, forma, textura, odor e paladar sdo considerados. Assim como
outras superfibras, a polpa citrica apresenta alta capacidade de retencédo de agua
(aumento da viscosidade), porém contribui para a elevada adsor¢cao de sais biliares
guando comparada a outros materiais fibrosos (VAN SOEST, 1994), caracteristica
esta que deve ser considerada com cautela. Segundo observacdes de Ott et al.
(1979), 80% dos cavalos recusaram uma dieta contendo 30% de polpa citrica,
consumindo no maximo 8,6% da dieta ofertada. Ainda, o consumo foi avaliado por 14

dias e ndo houve alteracdes nas manifestacdes de preferéncia e ingestao, os autores
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associaram os resultados ao odor do ingrediente. Tribucci et al. (2013), reforcam ainda
a preferéncia dos cavalos por dietas contendo até 14% por de inclusdo da polpa
citrica, observando baixas acdes de busca dos cavalos por tratamentos propostos
contendo 21% ou 28% do alimento, durante a primeira agéo.

3.7 PECTINA

A pectina € um carboidrato que compde a parede estrutural dos alimentos, mais
especificamente na lamela média e parede primaria celular vegeral, integra o grupo
dos polissacarideos ndao amilaceos (EZEQUIEL & GALATI, 2005; MORGADO, et al.,
2009). Esta presente em quantidades relativamente baixa em gramineas tropicais (2
a 5%), mas ocupam parcelas significativas de coprodutos da industria de
hortifrutigranjeiros, como a casca de soja, polpa de beterraba e polpa citrica, e tem se
mostrado uma alternativa viavel e promissora a competicao de alimentos entre seres
humanos e animais, reducdo dos custos de producao, e vantagens metabdlicas para
o cavalo (FURTADO et al., 2011).

A diferenca entre as pectinas e o amido é estrutural. A estrutura das pectinas
nao sofre acdo degradante direta das enzimas secretadas antes de atingir o intestino
grosso, sendo dependente do processo fermentativo realizado por bactérias
especificas (MORGADO et al., 2009). As substancias pécticas sdo formadas por
varios polimeros de acido galacturdnico. Estas moléculas variam em termos de grau
de metoxilacdo, quanto maior o grau, maior a capacidade de retencdao de agua, um
dos responsaveis pela alteracdo da viscosidade e taxa de passagem no trato
gastrointestinal animal e, consequentemente, se torna um agente tamponante do
meio. Porém, a sequéncia de estudos aponta que a viscosidade ainda pode ser
afetada pelo pH do ambiente, teores de sélidos sollveis e disponibilidade de cations
divalentes (VAN SOEST, 1994; PAIVA et al., 2009; GILAVERTE et al., 2011).

A pectina € um polissacarideo de alta fermentacao, e o acetato € o acido graxo
de cadeia curta de maior proporcao resultante deste processo (OLIVEIRA et al., 2002;
GILAVERTE et al., 2011). O acido acético esta envolvido nas rotas geradoras de
energia para o cavalo, fornecendo moléculas de carbono (NRC, 2007; FRAPE, 2008).
Alguns autores citam que sua producao supre até 30% da energia requerida para
membros posteriores de cavalos em atividade, a partir de sua oxidacdo. Quando nao

é utilizado de imediato, pode compor o armazenamento energético como forma de
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acidos graxos de cadeia longa ou, em caso de éguas lactantes, passar a compor o
leite (PETHICK et al., 1993; BRANDI & FURTADO, 2009).

3.8 AVALIACAO DE MICROBIOMA

Para entender a modulagdo microbiana no cavalo, é necessério atualizar os
conceitos vinculados aos métodos de identificacdo e quantificacdo destes
microrganismos. Diante de termos gerais, a palavra microbiota é usada para definir
todos os individuos existentes no ambiente estudado, incluindo archeas, bactérias,
fungos, protozoarios e virus. A referéncia ao termo taxon se da para abranger os
reinos, filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies, onde “populagéo
microbiana” fara referéncia as unidades que compdem um taxon especifico (COSTA
& WEESE, 2019).

A alfa diversidade € o termo utilizado para as avaliagbes mediante uma Unica
amostra. Este termo definird questdes relacionadas a riqueza da amostra, ou seja, a
guantidade numérica de um determinado taxon identificado naquela amostra. A
equidade € usada para ilustrar a distribuicdo dos taxons identificados e quantificados
pela riqueza, e é dado em porcentagem de acordo com a frequéncia de cada taxon
em relacdo ao numero total identificado. A beta diversidade é usada visando entender
a dissimilaridade, a distancia ou proximidade das comunidades bacterianas entre as
amostras (COSTA & WEESE, 2019).

3.9 ATIVIDADE MICROBIANA NO TRATO GASTOINTESTINAL DE EQUINOS

A dieta é dada como um dos fatores mais impactantes em varios aspectos
deste estudo. Em relacdo a dindmica das populacdes microbianas néo € diferente,
esta pode ser influenciada a partir dos erros no manejo alimentar, alteracdes bruscas
entre dietas essencialmente fibrosas ou compostas por gréos, processamento de
ingredientes ou frequéncia de fornecimento da racdo (HANSEN et al., 2015;
VENABLE et al.,, 2017), afetando diretamente a estabilidade das populacdes
microbianas (DALY et al.,, 2012; DOUGAL et al., 2014). Toda a extenséo do trato
gastrointestinal equino apresenta a composicdo da microbiota e funcgdes
caracteristicas, sendo ambientes que necessitam manter a homeostase para garantir

a saude do cavalo (ERICSSON et al.,, 2016). Foi comprovado que a atividade
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fermentativa comeca no estbmago dos cavalos realizada por grupos resistentes ao
ambiente acido e instavel (de FOMBELLE et al., 2003; VARLOUD et al., 2007), e que
nao existem grandes diferencas entre a microbiota das regides glandular e aglandular
do estdbmago do cavalo (PERKINS et al., 2012; ERICSSON et al., 2016). Contudo, h4
uma alta variabilidade da microbiota local entre individuos, ja que o estdbmago é
altamente susceptivel a entrada constante de bactérias ambientais carreadas pelo
alimento e o contato com o0 meio externo, populacado microbiana residente no alimento
fornecido e eventuais contaminagdes (ERICSSON et al., 2016).

Em casos de dietas baseadas em graos de cereais, quanto mais amido é
fornecido ao cavalo, maior é a possibilidade de escape de particulas de amido do
intestino delgado que atingem o0 ambiente fermentativo do intestino grosso,
aumentando assim as atividades de Lactobacillus spp. e Strepcococcus spp, e a
producao lactica (HOFFMAN, 2009). Segundo Braga (2008), caso as concentracdes
de acido latico superem a capacidade tamponante local pode haver a redugcédo do pH
do meio, inibindo a acdo de bactérias, como as essencialmente fibroliticas e causando
desequilibrio entre as comunidades bacterianas. No mesmo sentido, a redugédo no
fornecimento de alimentos volumosos para cavalos tem demonstrado a reducéo da
abundancia das familias Lachnospiraceae, Ruminoccoccaceae e Fibrobacter spp
(DALY et al., 2012; HANSEN et al., 2015). Trabalhos reunidos por Julliand & Grimm
(2017), demonstraram que as dietas ricas em amido promoveram maior atividade do
filo Proteobacteria, sendo Succinivibrio o género em maior abundancia, observando
em contrapartida a reducdo da ordem Crostidiales e familia Lachnospiraceae.
resumindo os achados em aumento de bactérias produtoras e consumidoras de
lactato, e diminuindo as bactérias essencialmente fibroliticas (BIDDLE et al., 2013;
FERNANDES et al., 2014; DOUGAL et al., 2014).

Neste sentido, Ericsson et al. (2016) realizaram um estudo visando a
caracterizacdo de segmentos do trato gastrointestinal de 9 cavalos adultos pos-
mortem, livres de impedimentos metabdlicos ou digestivos. Os resultados mostraram
uma alta incidéncia dos filos Proteobacteria e Firmicutes no limen das regides antral
e dorsal do estbmago, jejuno e ileo, ligados a digestdo de compostos nao fibrosos.
Junto destes, o filo Bacteroidetes integra o taxon mais dominante no estdbmago equino
(PERKINS et al., 2012). Sabe-se que a presenca e preeminéncia de populacdes
associadas aos carboidratos rapidamente fermentesciveis produtoras de lactato,

como Lactobacilos spp. e Estreptococos spp., bem como consumidoras de lactato (de
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FOMBELLE et al., 2003) acontecem porque o pH estomacal permite a selecdo dos
géneros resistentes a condicdo do meio (Al JASSIM et al., 2005; JASSIM &
ANDREWS, 2009; HUSTED et al., 2010). A efetividade do processo fermentativo
estomacal ainda é estudada e devemos considerar fatores cinéticos e fisico-quimicos,
além das particularidades anatomo-fisioldgicas da espécie (VAN WEYENBERG et al.,
2006).

Seguindo pelo trato gastrointestinal equino, os cavalos foram adaptados para
realizar o aproveitamento de substancias como oligossacarideos, pectinas, ligacbes
B-glucanas e frutanas, que comp&em as fracdes da parede celular, ja que abriga uma
vasta e complexa microbiota intestinal. A diversidade microbiana €é altamente
especializada no aproveitamento destes por meio da producéo de celulase e outras
enzimas no intestino grosso, e os microrganismos dependem das condi¢cdes de meio
favoraveis para a realizacao desta funcéo, bem como da interacdo entre comunidades
(HALL, 2003; HOFFMAN, 2009). Vale lembrar que as rela¢cdes podem ser positivas,
de simbiose, ao realizar a digestédo de nutrientes que seriam indigeriveis para o cavalo
até as relacdes negativas, de patogenicidade (COSTA & WEESE, 2019).

Um dos reflexos da alta variabilidade na composicdo das populagdes
microbianas entre os compartimentos do trato gastrointestinal equino, bem como nas
amostras de mucosa e lumen de cada segmento, sdo 0s contrastes das caracteristicas
fisico-quimicas do ambiente (MARTIN et al., 2017; ERICSSON et al., 2016). Quando
o equilibrio fisico-quimico do ambiente fermentativo é afetado outras fun¢des daquele
compartimento podem ser afetadas, como por exemplo, a reducédo da capacidade de
absorcdo dos AGCC pelo intestino grosso (CIPRIANO-SALAZAR et al., 2019). Isto
acontece pela alteracdo do pH, composicdo do alimento e o tempo de retencédo da
digesta, determinando a acdo microbiana em equinos (VAN SOEST, 1995). O uso de
técnicas de sequenciamento gendmico permitiram observar que, ao fornecer uma
dieta rica em concentrados a rigueza e a diversidade nos compartimentos ceco-
colbnicos foram reduzidas (HANSEN et al., 2015). A reducéo do pH do meio contribui
para as mudancas na estrutura da comunidade microbiana, visto que determinadas
faixas de pH favorecem a acdo de bactérias adaptadas para seu ponto 6timo de acao
(CLARKE et al., 1990; CIPRIANO-SALAZAR et al., 2019). O nivel de estabilidade da
fermentacdo est4 diretamente relacionado as mudangas, principalmente, nos
compartimentos finais do intestino grosso (REECE, 2006). A propor¢cdo entre o

concentrado e o volumoso da dieta somada ao perfil dos carboidratos disponiveis
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afetardo o pH, acidos e gases produzidos e modulacédo das comunidades microbianas
presentes no decorrer do trato gastrointestinal, que serdo refletidos nas fezes
(MOORE-COLYER et al., 2000).

A modulagdo das comunidades bacterianas acontece desde o nascimento no
cavalo. Foi demonstrado que a comunidade de Lactobacillus é estabelecida logo apos
0 nascimento dos potros e se altera em propor¢des ao longo da vida, e que Firmicutes
representa um dos filos predominantes neste momento (ALMEIDA et al.,, 2016).
Porém, alteracdes nas propor¢des sao percebidas desde o segundo dia de vida, onde
filos como Verrucomicrobia passam a se manifestar mais ativamente. Esta dinamica
de populacdes atinge algum grau de estabilidade aos 60 dias de vida do potro e, mais
intensamente aos 9 meses de vida (COSTA et al., 2015). Quanto a atividade
fermentativa, foi demonstrado que a presenca de determinadas espécies pode inibir
ou estimular a presenca de outras. A colonizacdo por Lactobcilli indigenous no
estdbmago de ratos regulam a colonizacao por outras espécies e, consequentemente,
sua acdo (MOROTOMI et al., 1975; WATANABE et al., 1977; YUKI et al., 2000). Foi
comprovado que a maior estabilidade das populacdes residentes no trato
gastrointestinal de cavalos é tida quando ha maior riqueza e diversidade (JULLIAND
& GRIMM, 2017). As disbioses e instabilidades nas interacdes das comunidades
microbianas sao vistas comumente ao passo em que dietas baseadas em volumosos
séo acrescidas de alimentos concentrados (WILLING et al., 2009), o que ira priorizar
a colonizacéo e dominancia de géneros como Lactobacillus spp e Streptococcus spp,
essencialmente amiloliticas (HOFFMAN, 2009).

O fornecimento de dietas com composi¢cdes quimica e botanica altamente
similares, alterando apenas a quantidade fornecida, processamentos ou frequéncia
de fornecimento, ndo resultou em alteragdo das comunidades bacterianas (GRIMM et
al., 2017). Foi demonstrado que as bactérias utilizadoras de hemicelulose e pectinas
realizardo a hidrélise por meio de enzimas especificas, gerando xilose e &cido
galacturdnico. Destes compostos, a proporcao de acido latico, AGCC e outros gases,
serdo determinadas de acordo com as espécies utilizadoras dos substratos
(JULLIAND & GRIMM, 2017). Por exemplo, a produc¢éo de lactato foi atrelada a acéo
de bactérias como Streptococcus bovis e Streptococcus equinus, entre outras cepas,
e a producgéo de acetato foi observada junto a diferentes cepas de Ruminococcus sp,

demonstrando a importéncia da manutengcdo do meio visando o favorecimento das



42

cepas desejaveis no metabolismo energético dos cavalos. (JULLIAND et al., 1999;
AL JASSIM et al., 2005).

Estimar o perfil da microbiota estomacal e intestinal de equinos considerados
saudaveis ainda é um desafio para os pesquisadores, além da influéncia e
diferenciacdo das comunidades que compdem as fracdes luminais ou mucosas
(ERICSSON et al., 2016). As alteracdes avaliadas a nivel fecal representam as
ocorréncias nas regides ceco-coldnicas ventrais, e foram demonstradas por
resultados distribuidos em graficos de analise de componentes principais (PCoA),
mostrando que as fezes indicam com certa precisdo as alteracdes ocorridas nestes
compartimentos (JULLIAND & GRIMM, 2016; GRIMM et al., 2017). A modulagéo do
meio pelas estratégias nutricionais deve ser considerada, onde o fornecimento de
alimentos predominantemente compostos por fibras de alta degradabilidade geram
precursores energéticos para o cavalo colaborando com o equilibrio do meio
permitindo a acdo e proliferacdo de bactérias essencialmente fibroliticas (BRANDI &
FURTADO, 2009).

4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL

O experimento foi realizado entre os meses de outubro/2020 a fevereiro/2021,
no Laboratério de Pesquisa em Saude Digestiva e Desempenho de Equinos (LabEqui)
do Departamento de Nutricho e Producdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sado Paulo (VNP/FMVZ/USP), sob as
coordenadas geograficas 21°95'2022S 47°45'2892W, no Campus Administrativo
Fernando Costa, Pirassununga, Sao Paulo.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados oito cavalos da raga Puro Sangue Arabe, machos, castrados,
com idade aproximada de 12 anos, peso corporeo (PC) médio de 439,75 + 34,89 kg
e escore de condicdo corporal (ECC) meédio de 5,72 + 0,46 na escala (1 a 9) de
Henneke et al. (1983). Em cada periodo experimental os cavalos foram pesados em
balanca eletrbnica, avaliados quanto ao ECC médio inicial e fotografados para

controle futuro (Figura 1). Os animais foram considerados higidos apds exame clinico.
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Todos os animais foram vermifugados e vacinados contra raiva, influenza, tétano e

encefalomielite.

Figura 1. Arquivos das avaliagbes de escore de condi¢éo corporal de cavalos Puro Sangue Arabe
submetidos a dieta rica em amido com ou sem a adi¢ao de superfibra.

Fonte: PEREIRA, 2022.
4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E DIETAS

O experimento foi realizado em quadrado latino duplo 4x4 contemporaneo, o
animal representou a unidade experimental dentro de cada periodo experimental (n =
8 animais por tratamento). Os animais foram distribuidos aleatoriamente entre os
tratamentos, com dois animais por tratamento por periodo experimental.

O protocolo experimental seguiu 15 dias para a adaptacédo a dieta e instalacdes,
cinco dias de coleta total de fezes (CTF) e dois dias para a coleta de conteudo
estomacal, resultando em quatro periodos experimentais de 22 dias cada (Figura 2).
Entre os periodos experimentais, os grupos foram submetidos a 15 dias de wash out
em piquete coletivo, recebendo feno Tifton 85 (Cynodon dactylon spp.) a vontade,
agua e sal ad libitum, visando minimizar os eventuais efeitos residuais entre os

animais.
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Figura 2. Fluxograma experimental ilustrando as atividades desenvolvidas em cada etapa dos periodos
experimentais e entre os periodos.
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Fonte: PEREIRA, 2022.

A dieta basal de referéncia foi calculada para suprir as exigéncias diarias de
manuten¢ao segundo MARTIN-ROSSET & MARTIN (2015), de 1,75% do PC de cada
animal em matéria seca, divididos em 0,70% oriundos do feno de Tifton 85 (Cynodon
dactylon spp.) e 1,05% de concentrado farelado (Tabela 1). A dieta foi formulada para
conter elevado teor de amido, de aproximadamente 4,3 g por 100 kg de PC do cavalo
por dia, visando submeter os cavalos a desafio dietético (POTTER et al., 1992). A
dieta foi fornecida em duas refei¢cdes diarias as 07h00min e 16h00min, com agua e

sal mineral (Niveis de garantia do sal mineral no Anexo A) ofertados ad libitum.

Tabela 1. Formulacdo do concentrado utilizado nas dietas referéncia.

INGREDIENTE INCLUSAO (%)
Milho Moido 43,0
Farelo de Soja 4,0
Farelo de Trigo 43,0
Sal Comum 1,0
Calcério 2,5
Oleo de Soja 3,5
Nicleo Equinos* 3,0
TOTAL 100,0

*Composicéo do Nicleo Equinos no Anexo B.
Fonte: PEREIRA, 2022.



45

No inicio de cada periodo experimental a dieta foi fornecida gradativamente
durante os primeiros sete dias. Aos dois primeiros dias foram fornecidos 25% da
guantidade de concentrado estipulada individualmente, e a cada dois dias houve o
aumento progressivo de 25% até que se atingisse a quantidade final proposta. Para
respeitar o fornecimento de 1,75% de matéria seca diariamente durante o periodo de
fornecimento gradativo, o equivalente foi fornecido em feno. A pesagem de dos
alimentos foi realizada em uma balanca digital (Toledo®, modelo M2098/61, d = e =
0,01kg). A composi¢cdo bromatoldgica dos componentes da dieta estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2. Composicao bromatoldgica dos componentes das dietas.

Nutrientes (%) Feno Racao
Matéria Seca 89,81 90,27
Matéria Mineral 7,04 9,46
Proteina Bruta 10,19 13,32
Extrato Etéreo 2,20 4,40
FDA 4555 8,36
FDN 78,77 23,50
Amido 5,87 42,69
Calcio 0,31 2,10
Fosforo 0,18 0,58
Energia Bruta (kcal/g) 4,36 4,21

Legenda: FDN = Fibra em Detergente Neutro; FDA = Fibra em Detergente Acido.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Ao inicio do experimento as amostras de feno e concentrado foram coletadas
para as analises de matéria seca (MS), matéria organica (MO), extrato etéreo (EE), e
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), calcio (Ca) e fésforo (P), de acordo a AOAC
(2000). A proteina bruta foi obtida a partir do teor de nitrogénio e sua multiplicacédo
pelo fator de correcdo de 6,25, determinado por regra de trés simples, ja que o
nitrogénio possui 16% do peso da proteina, tém-se em 100g de PB 16g de nitrogénio,
obtendo assim o fator de corregéo.

A fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram
obtidas a partir do método de particdo de fibras (VAN SOEST et al.,, 1991). Para
determinar os teores de amido foi utilizado método enzimatico de Pereira & Rossi
Junior (1995). Os carboidratos néo fibrosos foram calculados por diferenca, de acordo
com metodologia adaptada de Hoffman et al. (2001) e Jose-Cunilleras et al. (2004),
segundo a equacao:

CNF% = 100 — (PB% + EE% + MM% + FDN%)
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A energia bruta (EB) dos alimentos e nas fezes foi dada pelo método de
calorimetria direta, mensurada por Bomba Calorimétrica pela corrente elétrica gerada
pelo calor captado por pares termoelétricos (RESENDE et al., 2006). Uma caloria
representa a quantidade de energia liberada para aquecer 1 g de agua em 1°C (NRC,
2007).

As dietas experimentais foram divididas em:

1) Controle: Dieta basal (DB) de referéncia, 0 g/Kg de PC animal/dia;
2) P1: Dieta referéncia + 0,27 g/Kg de PC animal/dia;
3) P2: Dieta referéncia + 0,57 g/Kg de PC animal/dia;
4) P3: Dieta referéncia + 0,81 g/Kg de PC animal/dia.

A pectina utilizada comp8e uma superfibra (Figura 3), coproduto da indastria
de suco de laranja, e foi adicionada a dieta farelada de referéncia via top dress,
dividida igualmente conforme as duas refeicées diarias. O coproduto é de facil mistura,
porém tem forma fisica diferente da racao farelada, o que pode ocasionar a formacao
de grumos.

Figura 3. A esquerda a superfibra utilizada adicionada via top dress no concentrado. A direita a dieta
P3 fornecida no cocho.

Fonte: PEREIRA, 2022.

A superfibra fornecedora de pectina foi pesada em balanca Semi-Analitica de
precisdo. A composicado bromatoldgica da superfibra esta descrita na Tabela 3 e as
caracteristicas fisico-quimicas estdo descritas na Tabela 4.
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Tabela 3. Composicdo bromatolégica da superfibra.

Nutrientes (%) Superfibra
Matéria Seca 91,50
Matéria Mineral 3,95
Proteina Bruta 8,05
Extrato Etéreo 0,00
FDA 21,05
FDN 31,00
Pectina 39,30
Energia Bruta (Mcal/Kg MS) 4,02

Legenda: FDN = Fibra em Detergente Neutro; FDA = Fibra em Detergente Acido.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas da superfibra.
Viscosidade (cP) CRA (g/9) VI (dL/g)
167,5 26,1 7,3
Legenda: CRA = Capacidade de Retencéo de Agua; VI = Viscosidade Intrinseca.
Fonte: Dados obtidos pelo fornecedor.

4.4 INSTALACOES E MANEJO

Durante o estudo os animais foram alojados em baias individuais de alvenaria
com piso de concreto coberto por maravalha nos periodos de adaptacéo, contendo
cochos de concreto para o fornecimento de agua, sal mineral e racdo. Redes de feno
foram usadas nos cantos superiores das baias para o seu fornecimento. Durante o
periodo adaptativo os cavalos foram soltos diariamente, das 10h00min as 11h00min
em piquete coletivo, sem acesso a agua ou alimentos, com o intuito de reduzir o
estresse do confinamento.

Nos periodos de CTF a maravalha da cama foi retirada e os animais ficaram
alojados sob o piso de concreto das baias para garantir o procedimento, retornando o
material ao sexto dia para garantir conforto até a realizacdo da coleta estomacal, ao

sétimo dia.

4.5 AVALIACAO DA RESPOSTA METABOLICA POS-PRANDIAL
4.5.1 RESPOSTA GLICEMICA

Ao terceiro dia de CTF, para avaliar a dinamica da resposta glicémica pos-
prandial, as amostras foram coletadas por venopunc¢éo da jugular externa, as 6h30min
(antes da primeira refeicdo diaria), e posteriormente a cada uma hora (7h30min,

8h30min, 9h30min e 10h30min) contemplando, ao final, cinco momentos de coleta. As
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amostras foram colhidas em tubos Vacutainer BD® com Fluoreto de Sodio como
inibidor glicolitico e anticoagulante EDTA, homogeneizados por inversdo de 5 a 8
vezes para evitar a hemoélise (STULL & RODIEK, 1988).

O processamento das amostras deu-se pela centrifugacdo em Centrifuga
Centribio® (modelo 80-2B-15mL) por 10 minutos a 1800xg. Apds, as amostras foram
acondicionadas em tubos eppendorf com capacidade para 1,5mL, em duplicatas, e
armazenados a -20°C (RAMALHO et al., 2012; STULL & RODIEK, 1988).

As concentracdes de glicose foram determinadas segundo o método de GOD-
Trinder por kit comercial Labtest (ref. 133-1; Calibra H ref. 80-1; Qualitrol 1H ref. 71-
1), no Laboratério Multiusuario de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Analises Clinicas
Veterindrias (ZMV) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
(FZEA/USP, Pirassununga, SP) (TRINDER, 1954).

4.5.2 RESPOSTA INSULINEMICA

Para analisar os niveis de insulina sérica ao longo do tempo, as amostras foram
coletadas ao terceiro dia de CTF as 6h30min (antes da primeira refeicdo diaria),
7h30min, 8h30min, 9h30min e 10h30min, em tubos Vacutainer BD® sem
anticoagulantes via puncao da veia jugular externa (STULL & RODIEK, 1988).

O processamento das amostras seguiu a centrifugacdo em Centrifuga
Centribio® (modelo 80-2B-15mL) por 10 minutos a 1800xg. As amostras foram
armazenas a -20°C, em tubos eppendorf 1,5mL em duplicatas para posterior leitura
(RAMALHO et al., 2012; STULL & RODIEK, 1988).

As concentracbes de insulina foram determinadas no laboratério DAC
Diagndsticos  Andlises  Clinicas, Pirassununga, SP, pelo método de
guimioluminescéncia (CARSLAKE et al., 2017).

4.6 METABOLISMO LIPIDICO

Para a avaliacdo do metabolismo lipidico foram determinados triglicérides,
colesterol e suas fracoes (HDL, LDL e VLDL). As amostras foram coletadas ao terceiro
dia de CTF, por puncéo da veia jugular externa, antes da primeira refeicdo diaria as
6h30min (MARCHELLO et al., 2000).
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ApOs a coleta as amostras ficaram em descanso por 30 minutos,
posteriormente centrifugadas no equipamento Centribio (modelo 80-2B-15mL) a
1800xg, onde o soro foi acondicionado em tubos eppendorf 1,5mL, em duplicatas
congeladas a -20°C. O metabolismo lipidico foi baseado no uso de kits comerciais
(Labtest, Brasil). O colesterol plasmatico foi analisado segundo o método
calorimétrico-enzimatico de Trinder (Colesterol ref. 76-2) (TRINDER, 1954). Os niveis
de triglicérides foram dosados segundo o método calorimétrico por Reacao de Trinder
(Triglicérides ref. 87-2/100) (TRINDER, 1969). Para as dosagens de HDL (método
surfactante seletivo), LDL e VLDL foi aplicada a Equacdo de Friedewald
(FRIEDEWALD et al., 1972) onde:

LDL = CT — HDL — VLDL, onde:
CT = Colesterol Total;
VLDL = Triglicérides/5

O procedimento ocorreu no Laboratorio Multiusuario de Ensino, Pesquisa e
Extensdo em Analises Clinicas Veterinarias (ZMV) da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos (FZEA/USP, Pirassununga, SP).

4.7 ANALISE DA RESPOSTA FERMENTATIVA ESTOMACAL

Ao sétimo dia dos periodos experimentais ocorreram as coletas estomacais.
Para tal, no dia do procedimento os cavalos foram privados do consumo de volumoso,
gue poderia entupir a passagem da sonda usada para coletar as amostras. Os cavalos
foram divididos em blocos, a partir das 6h00min, para garantir um intervalo maximo
de 1h30min entre o inicio da alimentacéo, sedacéo e a coleta (adaptado de VARLOUD
et al., 2007).

A sedagéao foi realizada por via intravenosa com Detomidina (Dettovet®, JA
Saude Animal, SP, Brasil), na dose de 0,1 mg/kg do equino. A sonda nasogastrica
(PVC, 2,85m de comprimento, 15mm de diametro interno e 19mm de diametro
externo) foi inserida em uma das narinas para atingir o eséfago. Um videoendoscépio
flexivel (3 m de comprimento, 10,8 mm de diametro) foi introduzido na narina
contralateral, guiada em movimento sincronizado com a sonda nasogastrica até o
contato com a digesta e a identificagdo da margo plicatus. Os materiais foram
previamente lubrificados com gel (DELFINE, 1999). Apés a identificacdo da regido de

coleta o conteudo foi aspirado para um recipiente de vidro (Figura 4).
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Figura 4. Cavalo submetido a passagem de sonda nasogastrica e endoscopio para auxilio & localizagéo
da regido de coleta do conteddo estomacal.

Fonte: PEREIRA, 2022.

4.7.1 ACIDO LATICO

Inicialmente as amostras estomacais foram armazenadas em tubos Vacutainer
BD® sem anticoagulantes imediatamente ap0s a coleta e homogeneizacao do
conteldo obtido, na quantidade de 10 mL, em duplicatas. Os tubos foram devidamente
identificados e separados em amostras “A” e “B”, e congelados a -20°C (PRYCE,
1969).

As amostras foram manipuladas no Laboratério Multiusuario de Nutricao
Animal e Bromatologia (VNP/FMVZ/USP, Pirassununga, SP) e analisadas segundo
Pryce (1969). Apds o descongelamento das amostras, 3,9 mL de reagente precipitante
foram transferidos para tubos Vacutainer BD® sem anticoagulantes, junto a 0,1 mL de
amostra em triplicatas. Em seguida, os tubos foram agitados em Vortex (velocidade
intermediaria) por trés minutos, e entdo centrifugados a 2000 rpm. Foi utilizado um
composto de solucdo padrdo Acido Latico 0,08% e NaOH (PRYCE, 1969).
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Em seguida, 1 mL do sobrenadante amostral foi transferido para tubo de ensaio
somado a adicdo de 6 mL de Acido Sulfarico (H2SO4) 96% P.A. A solucdo foi
aquecida em banho-maria na faixa de 70-80°C por trés minutos, e esfriada em agua
corrente até atingir temperatura ambiente. Na sequéncia, 0,1 mL do “Reagente de
Cor” foi adicionado a amostra, reagiu por 10 minutos e foi levado novamente a banho-
maria por 90 segundos em agua fervente. Apds atingir temperatura ambiente, as
amostras foram submetidas a leitura em absorbéncia em espectofotdmetro a 565 nm
(respeitando a faixa de 500 a 570 nm) previamente calibrado com solu¢do branco
reagente (PRYCE, 1969).

4.7.2 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

Para determinar a concentracdo de AGCC (acético, butirico, propibénico,
isobutirico, isovalérico e valérico) 4 mL do conteudo gastrico foram transferidos
imediatamente apds a coleta para tubos Vacutainer BD® sem anticoagulante,
contendo previamente 1 mL de acido formico PA grau HPLC 98-100%. Em seguida,
os tubos foram centrifugados (Centribio®, modelo 80-2B-15mL) por 12 minutos a
4.000 rpm, permitindo a separacdo do sobrenadante em tubos eppendorf 1,5 mL, em
duplicata, congelados a -20°C (FERREIRA et al., 2016).

A analise foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa Agilent 7890A,
equipada com um detector de ionizagdo da chama (7683B) e uma coluna capilar
fundida em silica (J&W19091F-112) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
segundo Ferreira et al. (2016), no Laboratorio de Bromatologia (EsalgLab) da Escola

Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, SP.

4.7.3 DETERMINACAO DO pH

O pH do contetudo estomacal foi avaliado imediatamente apos a coleta. O
auxilio do videoendoscopio permitiu que a coleta fosse realizada na regido aglandular
estomacal, pela visualizagdo da margo plicatus. A amostra foi transferida em 10 mL
para tubos de ensaio para facilitar o processamento, o qual ocorreu por meio de um
pHmetro de bancada digital Quimis®, com a insercao do eletrodo diretamente na
amostra para a leitura do pH (JOUANY, 1982).
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4.8 AMOSTRAGEM E SEQUENCIAMENTO DO GENE 16S RNA - MICROBIOMA
4.8.1 AMOSTRAS ESTOMACAIS E FECAIS

Seguindo o método adaptado de Varloud et al. (2007), as amostras estomacais
foram coletadas ao sétimo dia de cada periodo experimental foram imediatamente
transferidas apos cada coleta para tubos Falcon 50 mL, garantindo a presenca da
fracdo liquida e particulas de alimento recuperadas da aspiracdo, apos
homogeneizagdo. Os tubos foram congelados em Ultrafreezer sob temperatura de -
80°C.

As amostras fecais foram colhidas ao quinto dia de CTF, em tubos Falcon
50mL, imediatamente apdés a defecacdo sucessiva a primeira alimentacdo diaria.
Foram utilizadas luvas livres de pd, trocadas a cada amostra para evitar a
contaminacgdo cruzada. Foram priorizadas as fracbes sem contato com o ar ou piso
das baias, com o intuito de evitar a contaminacdo da amostra. As amostras foram
levadas para congelamento em Ultrafreezer a -80°C (VARLOUD et al., 2007).

Para a extracéo do DNA foi empregado o Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep
kit (Zymo Research), segundo recomendacdes do fabricante. A regido V4 do gene
16S RNAr foi amplificada por reacdes de PCR (volume final 20uL) contendo 10uL de
GoTag® Green Master Mix 2x (Promega, USL), 0,3uL de oligonucleotideo foward e
0,3pL de oligonucléotideo reverse, 1uL de DNA gendmico e agua ultrapura estéril
suficiente para 20 uL.Os primers usados estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Sequéncia dos oligonucleotideos foward e reverse, utilizados na amplificacdo de DNA.

Iniciador Sequéncia 5’ - 3’
;Lo?/?a\rg TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
16S V4

reverse GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGACTACHVGGGTWTCTAAT
Fonte: PEREIRA, 2022.

As reacles foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler
(Applied Biosystems). Em seguida, a amplificagéo foi comprovada em Eletroforese em
Gel de Agarose 2% corado com UniSafe Dye 0,03% (v/v). Os produtos (amplicons ~
400bp) foram purificados utilizando bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter), de acordo com o protocolo do fabricante. A Reacdo de Indexacdo ocorreu

inserindo os indexadores nos adaptadores comuns, necessarios para a geracao de
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clusters e sequenciamento das amostras. O procedimento seguiu o0 protocolo do kit
Nextera XT Index (lllumina) e amplificacdo em termociclador Veriti™ Thermal Cycler
(Applied Biosystems).

A purificacdo das bibliotecas geradas ocorreu pela pelo uso de bead magnética
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remover os fragmentos pequenos da
populacdo total de moléculas e resquicios de primers. A quantificacdo seguiu
metodologia de PCR em tempo real por KAPPA-KK4824 (Library Quantification Kit —
lllumina/Universal) no equipamento QuantStudio 3 (Applied Biosystems), de acordo
com o protocolo do fabricante.

Um pool equimolar de DNA foi gerado, através da normalizacdo de todas as
amostras a 4nM para a realizacdo do sequenciamento, conduzido pelo sistema
lllumina MiniSeq de sequenciamento de nova geracao (lllumina® Sequencing) e kit
MiniSeq Reagent MID 300 ciclos — leitura de 2x150bp.

Os reads obtidos foram agrupados em ASV’s (Amplicon Sequence Variant),
sendo estas OTU’s com 100% de similaridade. As métricas de diversidade aq,
diversidade 3 e Analises de Coordenadas Principais (PCoA) foram estimadas pela
diversidade “g2”, apdés processamento por 40.607 sequéncias por amostra, onde

foram identificados aproximadamente 14 filos e 118 géneros.

4.9 AVALIACAO DA RESPOSTA FERMENTATIVA FECAL
4.9.1 ESCORE DE FEZES

O escore de fezes foi avaliado no quarto dia de CTF, colhidas as amostras de
sibalas integras da defecacdo apos a primeira refeicdo diaria, com luvas livres de po,
sem que houvesse modificacdo da estrutura do contetdo fecal. Os montantes foram
posicionados em folhas sulfite sob fonte de luz constante para reduzir as variacées na
avaliacdo de coloracao (Figura 5). As folhas foram identificadas com o nome do
animal, escore de cor (1-5) e consisténcia (1-5) indicados pelo avaliador previamente
treinado, seguindo o método adaptado de Gongalves et al. (2006) e Godoi et al.
(2009).
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Figura 5. Amostras fecais contendo sibalas integras em fundo branco para a avaliacdo do escore de
fezes quanto a cor e consisténcia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

A variacdo da coloracdo seguiu uma escala de 1 a 5, onde o escore 1 indicou
coloracdo verde amarelado ao verde extremamente escurecido. Para avaliar a
consisténcia na escala de 1 a 5, as fezes foram esfareladas e classificadas de acordo
com a facilidade de desmanche esfarelando facilmente ou diarréica (escore 1) a
fibrosa ou rigida (escore 5). Além disso, informacdes adicionais pertinentes a amostra

foram tomadas como observacgéo.
4.9.2 CONCENTRACAO DE ACIDO LATICO

A amostra fecal foi coletada ao segundo dia de CTF, imediatamente ap0s a
primeira defecacdo apés a primeira alimentacao diaria. Como amostra, 2 g de fezes
foram imediatamente acondicionados em tubos Vacutainer BD® sem anticoagulantes,
armazenados a -20°C, em duplicatas (PRYCE, 1969).

No Laboratorio Multiusuario de Nutrigdo Animal e Bromatologia
(VNP/FMVZ/USP, Pirassununga, SP), as amostras foram manipuladas no Laboratério
Multiusuario de Nutricdo Animal e Bromatologia (VNP/FMVZ/USP, Pirassununga, SP)
e analisadas segundo Pryce (1969). Apds o descongelamento das amostras, 3,9 mL
de reagente precipitante foram transferidos para tubos Vacutainer BD® sem
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anticoagulantes, junto a 0,1 mL de amostra em triplicatas. Em seguida, os tubos foram
agitados em Vortex (velocidade intermediaria) por trés minutos, e entdo centrifugados
a 2000rpm. Foi utilizado um composto de solucdo padréo Acido Latico 0,08% e NaOH
(PRYCE, 1969).

Em seguida, 1 mL do sobrenadante amostral foi transferido para tubo de ensaio
somado a adicdo de 6 mL de Acido Sulfarico (H2SO4) 96% P.A. A solucéo foi
aquecida em banho-maria na faixa de 70-80°C por trés minutos, e esfriada em agua
corrente até atingir temperatura ambiente. Na sequéncia, 0,1 mL do “Reagente de
Cor” foi adicionado a amostra, reagiu por 10 minutos e foi levado novamente a banho-
maria por 90 segundos em agua fervente. Apds atingir temperatura ambiente, as
amostras foram submetidas a leitura em absorbancia em espectofotbmetro a 565 nm
(respeitando a faixa de 500 a 570 nm) previamente calibrado com solucdo branco
reagente (PRYCE, 1969).

4.9.3 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA NAS FEZES

Para determinar os AGCC nas fezes, as amostras foram coletadas no segundo
dia de CTF em tubos Falcon 50 mL, com o intuito de evitar a volatilizacdo dos acidos
do momento da coleta até a conducéao para o laboratério de preparacao das amostras.
Até o processamento as amostras foram refrigeradas. A diluicdo deu-se na proporcao
de 2:1, ou seja, 20 mL de &gua destilada para 10 g de fezes, o material foi
homogeneizado e coado em panos porosos em béqueres com capacidade de 200 mL
(FERREIRA et al., 2016).

A fracdo liquida da amostra coada foi transferida para tubos Vacutainer BD®
sem anticoagulantes, contendo previamente 4 mL de Acido Férmico PA grau HPLC-
98-100%, centrifugados por 12 minutos a 4.000 rpm em centrifuga Centribio® (modelo
80-2B-15mL). O sobrenadante, em seguida, foi transferido para tubos eppendorf 1,5
mL em duplicatas e armazenados a -20°C (FERREIRA et al., 2016).

A andlise foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa Agilent 7890A,
equipada com um detector de ionizacdo da chama (7683B) e uma coluna capilar
fundida em silica (J&W19091F-112) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
segundo Ferreira et al. (2016), no Laboratorio de Bromatologia (EsalgLab) da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, SP.
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4.9.4 DETERMINACAO DO pH FECAL

O pH fecal foi aferido no segundo dia de CTF, representando um indicador das
alteracOes no trato gastrointestinal do excesso de carboidratos ndo estruturais que
poderiam atingir o intestino grosso. As amostras foram coletadas no momento da
defecacdo seguinte a primeira refeicdo diaria de cada cavalo, utilizando luvas livres
de po e béqueres com capacidade de 200 mL previamente higienizados (ZEYNER et
al., 2004; GOACHET et al., 2014).

O conteudo coletado sélido passou por processamento visando a diluicdo da
amostra, que foi realizada na proporcéo de 1:1, onde 20 g de agua destilada para 20
g de fezes pesadas em balanca semi analitica de precisdo. Em seguida, o contetdo
foi homogeneizado e coado em béqueres com capacidade para 200 mL, tecidos
porosos como filtro e transferidos para tubos de ensaio 10 mL. Assim, o eletrodo do
peagametro de bancada digital Quimis® foi inserido até que fosse estabilizada a
leitura (JOUANY, 1982).

4.9.5 COLETA TOTAL DE FEZES

As amostras fecais para a realizacdo do ensaio de digestibilidade aparente
foram coletadas pelo método de CTF. Durante cinco dias as fezes foram coletadas
diretamente do piso das baias com o auxilio de pas e vassouras, acondicionadas em
sacos plasticos devidamente identificados. Durante os periodos experimentais, 0s
sacos contendo amostras foram substituidos a cada 12 horas, pesados,
homogeneizados e retiradas aliquotas de 10% para identificacdo e armazenamento
em freezer -20°C. Ao final de cada periodo experimental, as amostras foram unidas
para formar amostras compostas.

A matéria seca das fezes foi determinada pela pesagem das amostras
compostas descongeladas, em temperatura ambiente, seguido de secagem em estufa
de ventilacao forcada a 65°C, pesadas em condi¢cédo natural e por 64 horas, até atingir
peso constante. Em seguida, as amostras passaram por moinho de facas compostas
por peneiras de 1 mm e acondicionadas em tubos de vidro, preparadas para as

avaliacdes seguintes.
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4.9.6 DIGESTIBILIDADE APARENTE TOTAL DOS NUTRIENTES DA DIETA

Assim, os Coeficientes de Digestibilidade dos Nutrientes da Dieta (CD) foram
calculados subtraindo a quantidade do nutriente no alimento fornecido da quantidade

do nutriente nas fezes, sendo:

(Ni—Ne)
Ne

CD(%) = x100, onde:
CD (%) = Coeficiente de Digestibilidade;
Ni = Nutriente ingerido em gramas (Q);

Ne = Nutriente excretado em gramas (Q).

4.10 MARCADORES INFLAMATORIOS LOCAIS E SISTEMICOS
4.10.1 ULTRASSONOGRAFIA TRANSABDOMINAL

O exame ultrassonogréfico via transabdominal foi realizado no quinto dia de
CTF, as 9h00min. Foi realizada uma tricotomia na lateral direita do costado
abrangendo o décimo quinto espaco intercostal até o flanco do cavalo, permitindo
avaliar o célon dorsal direito. O mesmo procedimento foi feito na virilha esquerda, para
permitir a avaliacdo das al¢as intestinais, no célon menor.

Foi utilizado o aparelho Esaote MyLabTMDelta com o auxilio de uma probe
microconvexa. A varredura ocorreu segundo a técnica descrita por Siwinska et al.
(2017), para capturar as imagens. Os arquivos multimidia e nativos foram salvos em
HD externo, permitindo avaliagdo posterior. As imagens foram visualizadas pelo
software MyLabTM Desk3 por Meédica Veterinaria devidamente treinada. A
mensuracao foi feita a partir da serosa até a submucosa da imagem estéatica de melhor
qualidade obtida, em trés pontos distintos (Figura 7) para a obtencédo do valor médio

de espessura.
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Figura 6. Imagem da avaliacdo ultrassonografica transabdominal de equinos para a mensuracao da
espessura de parede intestinal. A esquerda avaliacdo das algcas de colon menor, e a direita de c6lon
dorsal direito.

Fonte: PEREIRA, 2022.

4.10.2 FIBRINOGENIO PLASMATICO

A coleta ocorreu por puncado da veia jugular externa em tubos Vacutainer BD®
com EDTA, as 9h0Omin do terceiro dia de CTF. A dosagem da concentracdo de
fibrinogénio plasmatica foi realizada pela técnica de precipitacao pelo calor a 56°C,
por trés minutos, e a leitura por refratometria (JAIN, 1993), no Laboratério Multiusuério
de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Anadlises Clinicas Veterinarias (ZMV,

Pirassununga, SP).

4.10.3 QUANTIFICACAO DE IgA FECAL

A coleta de amostras para a quantificacdo da Imunoglobulina A (IgA) fecal foi
realizada no quinto dia de CTF, ap0s a primeira defecacdo diaria do animal seguinte
ao fornecimento da primeira refei¢gdo, as 07h00Omin. As amostras foram coletadas em
tubos Falcon 50 mL, com o uso de luvas livres de p6 e da fragdo sem contato com o
piso da baia ou com o ar.

A preparacao da amostra seguiu pela pesagem de aproximadamente 1,0 g de
fezes em 10 mL de tampao fosfato salino (PBS) de pH 7,4, em tubos Vacutainer BD®
sem anticoagulante. A mistura foi levada a um agitador Vortex (modelo TV-QUIMIS)
em velocidade trés por trés minutos, seguido de 15 minutos de descanso da amostra.

Em sequéncia, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 1600xg, na velocidade
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dois da centrifuga Centribio® Apds, 800 uL do sobrenadante foram transferidos para
microtubos com capacidade para 1,5 mL, o qual foram novamente centrifugados a
3060x%g, por 15 minutos na velocidade quatro (Centribio®), retirando o sobrenadante
na quantidade de 500 pL para um novo microtubo de 1,5 mL e congelando-os a -20°C.
As amostras foram enviadas para o Laboratério de Neuroimunomodulacéo da
FMVZ/USP, Sao Paulo, SP. A leitura foi realizada através do ensaio de
Imunoperoxidase pelo Horse IgA ELISA Quantitation Set, através do Horse IgA ELISA
Quantitation Set (c6d. E70-116, Bethyl Laboratories, Inc.) (NUNN, 2006).

4.11 COMPORTAMENTO

A aceitabilidade foi avaliada previamente a execugao do experimento. Para tal,
os cavalos foram avaliados em central de alimentacdo do tipo “lanchonete”,
individualmente, por trés dias em duas refeicdes diarias. Durante 0 manejo alimentar
de rotina, a Superfibra foi adicionada na quantidade de 180g/animal/refeicdo sobre 1
kg de concentrado/animal/dia, segundo recomendac¢cfes de manutencdo do NRC
(2007), para avaliar a reacéo ao novo pelos cavalos. A avaliagao foi realizada em dois
espacos: 1) area comum da central de alimentacao “curral”’; 2) boxes individuais da
lanchonete, como descrito na Tabela 6. O tempo de consumo foi avaliado em cada
refeicdo e o tempo de permanéncia maximo foi de 30 minutos por cavalo na
lanchonete, se extrapolado a manifestacdo foi avaliada quanto a inexisténcia de

coNsumo, CoNsumiu e parou ou consumo intermitente.

Tabela 6. Etograma para a avaliacdo de aceitabilidade (frequéncia) e tempo de consumo (minutos).

Local ou Momento de Avaliacdo Manifestacdo Comportamental

N&o acessou o box individual

Recusa parcial/momentéanea para acessar 0 box

Entrada definitiva

Acessou o box, mas recusou o cocho

Acessou o cocho, mas ndo consumiu o alimento,

cheirou, “fugou”

Acessou e consumiu prontamente o alimento

Consumiu e parou (existéncia de sobras)

Durante o Consumo no Cocho Consumo Intermitente (selecdo de alimentos)
Consumo continuo

Area Comum (“curral”): Fora dos boxes de
Alimentacdo

Dentro dos boxes individuais

Fonte: PEREIRA, 2022.

No 14° dia de adaptagéo, o consumo hidrico foi mensurado usando um balde

plastico graduado (20 L de capacidade) pelo periodo de 24 horas. A quantidade foi
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padronizada as 06h00min e as avaliacdes de consumo ocorreram a cada 12 horas,
repetindo a padronizacdo da quantidade de agua no momento de avaliacdo. Os
bebedouros foram completados com agua até o limite e o fornecimento foi registrado
individualmente, contabilizando a sobra de &gua no final do periodo de avaliacéo,
obtendo por diferenca a estimativa do consumo de agua (MARTIN-ROSSET, 2015).
No ultimo dia de cada periodo adaptativo os cavalos foram filmados por cameras
(Intelbras modelo VIP S3230), como na Figura 8, instaladas nos cantos superiores das
baias por 24 horas, onde as filmagens representaram as amostras para analise
comportamental continua. Por meio de um software de execucédo (Intelbras Media
Player®), os videos foram analisados a cada cinco minutos para a tomada de dados
(CANAL JUNIOR, 2015), utilizando etograma comportamental adaptado de Heleski et
al. (2002). Durante os dois periodos de arragoamento, as 7h00Omin e as 16h00min, o

tempo de consumo do concentrado foi contabilizado por meio das filmagens.

Figura 7. Reproducéo da tela de analise de dados comportamentais em baias, no software Intelbras
Media Player®.

)
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Fonte: PEREIRA, 2022.

Durante a hora de soltura em pista de areia, os animais foram avaliados de forma
instantdnea com os dados tomados a cada dois minutos. Dois avaliadores
previamente treinados fizeram a observacdo do mesmo grupo de cavalos em todas as

datas de coleta de dados. As observacdes foram descritas diretamente por meio de
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etograma, onde as categorias comportamentais foram classificadas de acordo com a
Tabela 7, adaptado de Heleski et al., (2002).

Tabela 7. Descricdo dos comportamentos possiveis observados nos etogramas usados nestas
avaliacOes.

Manifestacbes Comportamentais Descricao
Agua Ingestéo de agua;
Alimentacao Ingestéo de racéo ou feno;

Procura por alimento no cocho, rede de feno ou piso da baia,

Busca por Alimento . -
movimentos de lambedura no cocho vazio;

Defecando Eliminando fezes;

Movimentos repetidos sem fun¢éo aparente como passo de
urso, balancar a cabeca, aerofagia, roer madeira ou pacing;
Disputas hierarquicas, brigas, fuga do contato ou reacéo
negativa com o animal da baia vizinha;

Grooming, mordiscar, aproximagdo, brincadeiras ou
comunicagdo com animal da baia vizinha;

Parado, em posicéo alerta (orelhas e para cima), posi¢éo de

Estereotipias
Interag@o Negativa

Interacdo Positiva

Ocio descanso em pé ou deitado, posicdo relaxada (orelhas e
pescoco para baixo), dormindo;
Outros Comportamentos ndo descritos;

Realizando atividades de mordiscar ou lamber a si mesmo,
espojar, cogar ou rolar;
Urinando Eliminando urina;

Self-Grooming

Fonte: PEREIRA, 2022. Adaptado de
CAANITZ et al., 1991;
FERREIRA, 2020.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) através do
pacote MIXED do programa Statistical Analysis System (SAS), versdo 9.4. Foi
considerado o efeito fixo de tratamento, e os efeitos aleatérios de periodo, animal
dentro de cada quadrado e o residuo. Em seguida as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia, considerando uma tendéncia quando
entre 5 e 10% de significancia. Quando apresentaram significancia pelo teste de
Tukey os dados foram submetidos a analise de regressao linear e cubica.

Para a concentracdo de IgA fecal, além da avaliagdo por meio do teste de
Tukey, os dados foram submetidos ao contraste ortogonal em relacao aos teores de
inclusédo de tratamento (CON versus P1+P2+P3; CON versus P3; P1 versus P2+P3;
P2 versus P3), e as estimativas dos contrastes calculadas pela soma das médias das

dietas com teores de inclusdo subtraindo-se 3 vezes a média da dieta controle.
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Para o processamento das analises microbianas foi utilizado o software QIIME
2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, v. 2021.4). A taxonomia foi feita pelo
classificador de caracteristicas “q2”, classificador de taxonomia de “Bayes naive
classify-sklearn” contra o “Greengenes 13_8". Para as métricas de diversidade alfa foi
utilizada a métrica de Faith (1992) e Pielou Eveness, que considera a arvore
filogenética do microbioma das amostras. Para as métricas de diversidade beta foram
utilizados o UniFrac ponderado, UniFrac ndo ponderado, distancia de Jaccard e
dissimilaridade de Bray-Curtis. Para explorar as diferencas nas métricas de alfa
diversidade foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. A beta diversidade testou a distancia
entre as amostras pela Permanova aos pares para dados absolutos e relativos. A

andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi estimada por diversidade “q2”.

5 RESUTADOS E DISCUSSAO
5.1 PESO E ESCORE DE CONDICAO CORPORAL

O peso corpoéreo (PC) e o escore de condicdo corporal (ECC) estdo descritos
na Tabela 8. Mesmo com a suplementacdo de pectina ndo foi possivel observar
diferenca sobre o PC (P = 0,7933) e ECC (P = 0,2752).

Tabela 8. Peso corpéreo (kg) e escore de condigdo corporal de cavalos desafiados com alta inclusdo
de amido e suplementacéo de diferentes teores de incluséo de pectina. Resultados apresentados em
valores médios + erro padrao.

. Tratamentos
Variaveis Controle P1 ) P3 P Valor
PC (Kg) 429,75+34,75 431,25+37,67 431,44+44,04 429,94+41,86 0,7933
ECC (1-9) 6,25+0,53 6,06+0,49 6,37+0,91 6,31+0,59 0,2752

Letras maiusculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Ainda que com a suplementagdo com pectina neste estudo fosse observada
uma diferenca entre os teores de energia bruta (EB), a deposicdo de gordura nos
tecidos depende de muitas variaveis, dentre elas o fator individual e a variabilidade
dos pontos de avaliagdo do ECC (MOTTET et al., 2009; GEOR et al., 2013). Porém,
se bem aplicada a técnica € suficiente para indicar a ocorréncia de alguns disturbios
metabolicos (CARTER et al., 2007). Os resultados apresentados provavelmente tém

alguma relacdo com o periodo experimental. Em 150 dias de avaliagdo, o uso de uma
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dieta hipercalorica em cavalos da raca Mangalarga Marchador indicou que sé&o
necessarios pelo menos 75 dias para que haja uma diferenca no PC e ECC dos
cavalos induzidos por estas dietas (RIBEIRO et al., 2020), o que pode indicar que os
20 dias para cada um dos periodos experimentais foram insuficientes para causar um

aumento ou diminuicéo sobre o PC e 0 ECC.
5.2 RESPOSTA METABOLICA POS-PRANDIAL
As curvas glicémica (Tabela 9) e insulinémica (Tabela 10) p6s-prandiais estao

descritos por tempo de coleta.

Tabela 9. Concentracdo de glicose plasmatica (mg/dL.h-1) de equinos alimentados com dieta
concentrada alto amido (4,3g de amido/100Kg PV) e suplementados com fonte de pectina avaliados
em diferentes tempos (minutos).

Tempos de Coleta

Variavel Grupo 0 1 2 3 4
Controle  91,54+6,06  93,18+3,97 98,75+9,22 94,54+9,10  96,06+10,73
Glicose P1 90,79+4,26  95,50+9,39 98,31+17,08  97,88+19,18 97,93+18,40
P2 91,79+4,64  96,90+8,92 99,54+17,14  96,48+13,07  96,93+8,74
P3 91,10+¢5,42  99,25+10,02  103,06+13,75  96,41+9,41 95,18+9,10

Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Tabela 10. Concentracéo de insulina (mg/dL.h-1) de equinos alimentados com dieta concentrada alto
amido (4,3g de amido/100Kg PV) e suplementados com fonte de pectina avaliados em diferentes
tempos (minutos).

Tempos de Coleta

Variavel Grupo 0 1 2 3 4
Controle 7,73+3,40 41,51+9,57 71,53+15,08 43,26+£19,21 48,71+25,26
Insulina P1 9,35+5,69 43,59+19,69 53,76+18,61 41,67+19,87 32,69+17,50
P2 9,31+6,01 35,74+12,00 75,73+43,29 38,63+23,37 30,22+17,19
P3 10,65+5,35 49,55+16,34 77,48+33,42 62,70+32,11 40,87+23,99

Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Estes valores médios (mg/dL.h) foram utilizados para a elaboragéo do grafico
de area abaixo da curva (Figura 8 e 9). A concentracéo de glicose plasmatica esta
descrita na Tabela 11, e ndo foi possivel observar diferenca da concentracdo

glicémica entre os tratamentos propostos (P=0,7850).
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Tabela 11. Area abaixo da curva da concentracéo de glicose plasmaética (mg/dL) de cavalos submetidos
a dieta com alto teor de amido e suplementados com diferentes teores de inclusdo de pectina.

S Tratamentos
Variaveis Controle P1 p2 P3 P Valor
Gl|cos§ _ 477,09 470,87 484,42 486,42 0,7850
Plasmatica

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

A concentracdo de insulina plasmatica esta descrita na Tabela 12. Nao foi

observada diferenca entre a resposta insulinémica pelos tratamentos (P=0,1084).

Tabela 12. Area abaixo da curva da concentragdo de insulina plasmatica (mg/dL) de cavalos
submetidos a dieta com alto nivel de amido e suplementados com diferentes teores de inclusdo de
pectina.

L Tratamentos
Variaveis Controle P1 P> P3 P Valor
Insulina
Plasmatica 237,93 161,59 180,12 249,84 0,1084
(mg/dL)

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Os resultados apresentados sao semelhantes aos de Vervuert et al. (2009),
que ao usar uma dieta a base de milho (2 g de amido.kg* de PC) com lignocelulose
purificada (0,2 g.kg* de PC) ou com pectina (0,1 g.kg* de PC), ndo observaram
influéncia sobre a concentragao glicémica ou insulinémica dos compostos adicionados
a dieta. Um estudo testando a adicdo de polpa de beterraba a dieta para cavalos
apontou a digestdo de 15% dos polissacarideos ndo-amilaceos ocorrendo a nivel de
intestino delgado (MOORE-COLYER et al., 2000), o que pode ajudar a entender os
resultados aqui obtidos.

Em outros estudos foi demonstrado que a reducdo do amido substituido pela
polpa de beterraba sacarina reduz a velocidade para atingir o pico de concentragao
glicémica, a concentragdo (mg/dL) maxima atingida e a resposta de insulina em
concentracées gerais ao longo do tempo (mg/dL.h'') (LINDBERG & KARLSSON,
2001). De acordo com Jensen et al. (2016), dietas ricas em graos de cevada
resultaram em valores de glicose circulante mais altos durante um maior periodo,
guando comparado a dietas baseadas em polpa de beterraba, feno ou sua
combinacdo. Os autores comprovaram que a combinacdo de feno a uma dieta de

cevada como fonte de amido reduz a resposta insulinémica ao longo do tempo, e
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demonstraram uma distribuicdo mais homogénea das dietas a base de fibra, com
menores flutuacbes das concentracdes de insulina plasmatica. Os resultados dos
autores reforcam a importancia da cinética causada pelos alimentos fornecidos ao
cavalo, ja que o retardo da fermentacédo das matrizes energéticas reduz a velocidade
de disponibilizacdo da glicose na corrente sanguinea e, consequentemente, a
resposta insulinémica.

Por mais que os resultados deste estudo n&do indiquem, pela comparacéo de
médias, uma diferenca significativa entre as respostas, 0 comportamento gréafico para
o tratamento P1 deste, indicou menores flutuagdes ao longo do tempo para a glicemia
(Figura 8).

Figura 8. Area abaixo da curva da concentracio de glicose plasmatica (mg/dL) de cavalos submetidos
a dieta com alto nivel de amido e suplementados com diferentes teores de inclusdo de pectina.
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Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

A concentracdo maxima glicémica foi atingida aproximadamente 1,5 horas apos
o fornecimento da racgéo, diferente do que foi encontrado por autores onde o pico se
deu em uma hora apo6s a alimentacdo (BROKNER et al., 2016). Contudo, a eficiéncia
de recuperacéo para os indices de glicose e insulina foi melhor, obtida em duas horas
apos a alimentacéo, por outros autores, em dietas baseadas em gréos de cereais ou
racdo acucarada adicionadas de fibras altamente fermentesciveis, como a polpa de
beterraba (VERVUERT et al., 2009).
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Figura 9. Area abaixo da curva da concentracéo de insulina plasmatica (mg/dL) de cavalos submetidos
a dieta com alto nivel de amido e suplementados com diferentes teores de inclusdo de pectina.
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Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Semelhante ao tempo aqui relatado, a insulina atingiu a concentracdo maxima
em 1,5 horas quando uma dieta a base de gordura foi fornecida contra dietas a base
de amido e superfibora (CRANDELL et al., 1999) e duas horas pés-prandial quando
utilizada a polpa de beterraba substituindo a aveia (LINDBERG & KARLSSON, 2001).

Ja4 para o metabolismo lipidico ndo foram observadas alteracdes nas
concentracfes de triglicérides e colesterol, e na acéo das lipoproteinas HDL, LDL e

VLDL entre os tratamentos. Os resultados foram apontados na Tabela 13.

Tabela 13. Concentragdo de triglicérides, colesterol, HDL, LDL e VLDL de cavalos desafiados com alta
inclusdo de amido e suplementacéo com pectina. Resultados apresentados em valores médios + erro
padréo.

Variaveis Tratamentos

(mg/dL) Controle P1 P2 P3 P Valor
Triglicérides 14,65+6,09 15,1045,21 15,5+4,80 14,3+2,35 0,8554
Colesterol 79,36+9,48 72,65+21,60 74,76+14,93 77,73+4,10 0,7227
HDL 48,47+5,87 48,2715,16 48,33+3,81 48,65+2,39 0,9219
LDL 26,63+4,88 29,21+6,50 27,17+8,90 26,33+3,95 0,3445
VLDL 3,00+1,30 3,00+1,07 3,00+0,93 2,75+0,46 0,8250

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

As concentracfes minima e maxima de triglicérides se mantiveram entre
14,30mg/dL e 15,50mg/dL, concentracdes similares ao resultado encontrado por

Terptstry et al. (2000) apos o fornecimento de uma dieta contendo polpa de beterraba
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desidratada para os cavalos. Os autores observaram que os cavalos que receberam
a polpa de beterraba apresentaram uma variacdo praticamente nula das
concentracdes de triglicerideos, em torno de 14,88mg/dL.h durante seis horas de
avaliacdo. J4 os cavalos que receberam dieta de glicose, a variacdo atingiu
concentragbes minima e maxima de, respectivamente, 11,38mg/dL.h* até
18,38mg/dL.ht. Alguma acdo da pectina como mediadora da estabilidade das
respostas de triglicérides neste estudo € incerta, ja que este mecanismo se dé pela
acdo da lipoproteina lipase, que reduziria a concentracao de triglicérides no plasma e
aumentaria a acdo da VLDL, a qual se manteve estavel sob todos os teores de
inclusdo da pectina, entre 2,75mg/dL.h* e 3,00mg/dL.h™.

O comportamento das proteinas transportadoras observado neste estudo era
esperado. Um dos fatores que influenciam a dindmica das proteinas envolvidas na
deposicao de gordura é o substrato dietético. Neste caso, em que as dietas do estudo
apresentavam um ligeiro aumento dos valores energéticos conforme a inclusdo de
superfibra, o figado trabalharia em prol de depositar os excessos em forma de
glicogénio ou gordura corpdérea (STOCKHAM, 1995; GEELEN et al., 2001a;
MCKENZIE, 2011), esta dudltima que ndo foi comprovada pelos resultados
demonstrados anteriormente de ECC. Além disso, um aumento da atividade de LDL
e VLDL seria notado, consequentemente reduzindo as concentracdes de HDL. Pelos
resultados j& demonstrados, a estabilidade do peso e do ECC dos cavalos podem
indicar que a adicdo da pectina ndo causou uma alteragdo na dinamica das

lipoproteinas transportadoras.

5.3 RESPOSTA FERMENTATIVA ESTOMACAL
5.3.1 DINAMICA BACTERIANA E INDICADORES FiSICO-QUIMICOS

Dentre as amostras estomacais, todas atingiram uma meédia de rarefacdo
superior a 90%, indicando uma boa cobertura do gene 16S RNA das regites V3 e V4,
e estabilidade das sequéncias analisadas, ou seja, a quantidade de sequéncias
obtidas foi suficiente para demonstrar a diversidade em cada amostra, refletida em
ASV’s (Amplicon Sequence Variant) ao nivel de 99% de similaridade. A taxonomia
das amostras estomacais permitiu alocar 99,99% das sequéncias a nivel de filo,
99,98% em classe, 99,96% em ordem, 94,47% em familia, 80,90% em género e 9,54%

em espécies.
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Sabe-se que a regido luminal do estbmago apresenta menores contagens totais
de individuos quando comparado aos demais compartimentos do trato gastrintestinal
equino, bem como possibilita menos agrupamentos destes individuos em ASV’s ou
OTU’s, o que pode explicar a baixa dissimilaridade aqui obtida. A alta variabilidade
das comunidades bacterianas luminais demonstradas desde o estémago passando
por duodeno e jejuno até atingir o ileo, foi observada neste estudo a nivel estomacal
e possivelmente influenciada por uma maior taxa de passagem da digesta
(ERICSSON et al., 2016). Além disso, a condicdo acida do meio pela secrecdo de
acidos hidrocloridricos somada aos &cidos resultantes da fermentacdo, baixa
producao de saliva e baixa capacidade tamponante no ambiente gastrico (YUKI et al.,
2000), podem ter gerado um ambiente desafiador para bactérias essencialmente
fibroliticas, reduzindo a estabilidade das comunidades locais.

A alfa diversidade pelo teste de Kruskal-Wallis utilizando as métricas Faith_PD
(P>0,05) e Eveness (P>0,05), ndo permitiram observar diferencas entre o0s
tratamentos pela comparacdo aos pares. Os resultados para a beta diversidade
também nao indicaram diferenca quanto aos dados relativos ou absolutos (P>0,05).

A Tabela 14 caracteriza a distribuicdo dos trés géneros em comum em todos
0S grupos amostrados, presentes entre os mais abundantes quanto a frequéncia

relativa.

Tabela 14. Frequéncia Relativa (%) dos géneros em comum presentes nas amostras estomacais de
cavalos Puro Sangue Arabes alimentados com diferentes teores de incluséo de superfibra.

Tratamentos
Frequéncia Relativa dos géneros (%)
Controle P1 P2 P3
Lactobacillus 56,20 51,45 48,31 46,01
Actinobacillus 19,84 16,85 9,10 16,48
Streptococcus 6,99 4,47 4,71 2,96

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Com a frequéncia relativa de 56,20% no grupo Controle, os Lactobacillus foram
reduzidos numericamente em até 18,13% conforme a suplementacdo de pectina foi
aumentada. Do grupo Controle, Actinobacillus foi reduzido em até 54,13% quando

comparado ao grupo P2. Os Streptococcus foram, em média, até 2,4 vezes mais
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frequentes nas amostras Controle. Nossos resultados vao ao encontro de estudos que
utilizaram técnicas de sequenciamento, onde predominaram os taxons Actinobacillus
sp. e Lactobacillus sp., este ultimo representando até 74% do DNA isolado no
estdbmago antral no estudo mais recente (PERKINS et al, 2012; ERICSSON et al.,
2016). Quando alocados em ASVs, Actinobacillus sp. estiveram presentes em até
19,84% das amostras e 56,20% foi ocupado por Lactobacillus sp. e foram identificadas
em até 39% quanto a frequéncia relativa neste estudo, na regido aglandular
estomacal. No mesmo sentido, por mais que a reduc¢do do filo Firmicutes possa
representar um estimulo ao aumento da diversidade entre comunidades bacterianas,
ja que ndo notamos o0 aumento de espécies associadas a predisposicao de disturbios
gastricos ou metabdlicos, o filo Firmicutes tem acéo hidrolitica do polimero de celulose
(HASTIE et al., 2008), o que pode ser prejudicial ao aproveitamento energético da
dieta.

Os géneros Lactobacillus, Actinobacillus e Streptococcus representam os trés
géneros mais frequentes, comuns entre os quatro tratamentos (Figura 14). E
importante ressaltar a dindmica ocorrida quando abrangemos 0s cinco géneros mais
frequentes destas amostras, onde o grupo controle apresentou além dos supracitados,
Staphylococcus e Veillonella entre os cinco géneros mais frequentes relativamente.
Quando realizada a suplementacédo de 120 g de superfibra como fonte péctica por
cavalo por dia, o grupo P1 teve dentre os géneros mais frequentes Staphylococcus e
Moraxella. J& no grupo P2, a presencga de Acinetobacter e Weissella, com Rickettsia
e Enterococcus presentes entre 0s cinco géneros mais frequentes relativamente para
0 grupo P3.

A dissimilaridade foi dada pela distribuicdo em PcOA (Figura 11), somando
83,78% entre os eixos, indicando boa confiabilidade da analise, mas nédo apontou

formacdo de diferentes clusters.
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Gréfico 1. Gréfico de anélise de componentes principais (PCoA) de cavalos Puro Sangue Arabes
suplementados com diferentes teores de incluséo de incluséo de pectina.
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Legenda: Controle = Laranja; P1 = Azul; P2 = Verde; P3 = Vermelho.

Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Nado foram observadas alteracbes no pH estomacal de acordo com os
tratamentos propostos, como descrito na Tabela 15.
Tabela 15. Determinagdo do pH estomacal de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e

suplementacdo de diferentes teores de inclusédo de pectina. Resultados apresentados em valores
médios + erro padréo.

o Tratamentos
Variaveis Controle P1 P> P3 P Valor
pH (1-14) 6,46+0,31 6,554+0,21 6,62+0,17 6,52+0,31 0,4348
Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Esperava-se que o pH pudesse ser afetado por uma alta producéo lactica
decorrente dos altos teores de amido da dieta FRAPE, 2008) e que as concentracdes
de AGCC pudessem agir como diluidores destas concentragcbes (BRANDI &
FURTADO, 2009). Porém, ndo foram observados indicios destas altera¢des. O pH se
manteve em média em 6,54 + 0,25. Este valor € similar ao encontrado por Julliand et
al. (2006), que observaram um pH médio de 6,55 + 1,05 no conteddo estomacal de

cavalos recebendo uma dieta referéncia a base de cevada, e dois niveis de um
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suplemento a base de Saccharomyces cerevisae. Autores como Varloud et al. (2007)
observaram valores reduzidos, variando de 5,08 a 5,23, porém neste estudo o método
de coleta utilizado ndo permitiu identificar a regido estomacal em que o conteudo foi
coletado, o que pode ter afetado os resultados.

Alguns autores relatam que o uso de fontes energéticas altamente disponiveis
pode promover alta solubilizacdo de sacarose no estdbmago dos cavalos e, quando
associada ao uso do amido, podem causar Ulceras na regido aglandular (LINDBERG
& KARLSON, 2001; Al JASSIM & ANDREWS, 2009). Neste estudo, as coletas
realizadas por videoendoscopio permitiram a visualizacdo da regido aglandular e
margo plicatus, e ndo sugeriu haver indicios clinicos de lesdo, mas € necessario
ressaltar que a existéncia ou grau de lesdo nao foi avaliada com a aplicagédo de
método cientifico.

No conteudo estomacal foram detectadas apenas concentracdes de acetato e
propionato como AGCC, e nao foi possivel observar alteragdes (P>0,05) entre os
tratamentos. Ndo foi observada diferenca nas concentracdes de &cido latico
(P=0,6255) no contelido estomacal. Os resultados obtidos estédo dispostos na Tabela
16.

Tabela 16. Concentragdo de &cido latico e acidos graxos de cadeia curta no estdmago de cavalos
desafiados com alta inclusdo de amido e adigdo de superfibra. Resultados apresentados em valores
médios + erro padréo.

S Tratamentos
Variaveis (mmol/L) Controle P1 P> P3 P Valor
Acido Latico 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,02+0,01 0,5743
Acetato 0,67+0,29 0,90+0,41 0,65+0,24 0,58+0,28 0,1886
Propionato 0,05+0,02 0,05+0,02 0,05+0,01 0,04+0,02 0,2351
Total 0,71+0,31 0,96+0,44 0,70+0,25 0,62+0,30 0,1899

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

As concentracfes de AGV foram dosadas em aproximadamente 8,17mmol/L
apos a alimentacao, representados em até 80% pela producdo acética (NADEAU et
al., 2000; de FOMBELLE et al., 2003; VARLOUD et al., 2006; JULLIAND et al., 2018).
Em nosso estudo, dos AGCC avaliados, apenas foram identificados no conteudo
estomacal os acidos acético e propidnico, uma hora apos a alimentagcdo. A
superioridade na concentracdo acética em detrimento da propidnica pode indicar uma

acdo um pouco mais efetiva de bactérias fibroliticas, porém néo podemos afirmar uma
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superioridade dessas bactérias em detrimento de outras (HANSEN et al., 2015). Ja a
auséncia de butirato pode indicar que houve a retirada deste composto do meio, como
alguns autores relatam a capacidade de absorcdo de AGV por todo trato
gastrintestinal (ARGENZIO et al., 1974; NADEAEU et al., 2003; VARLOUD et al.,
2006), ja que as condicdes de pH se mantiveram em uma faixa adequada para os
processos absortivos de AGCC dependentes do pKa.

Ao estudar dietas volumosas, Julliand et al. (2017) demonstraram que 0s
valores de acido latico no estbmago dos cavalos variaram entre 0,75 a 1,51mMol/L,
superiores as concentracdes apresentadas no presente estudo. A baixa taxa de
retencdo a nivel estomacal pode estar associado as baixas concentracdes de acido
latico estomacal encontradas, ja que Lactobacillus spp. esteve presente no grupo
CON em uma frequéncia, pelo menos, 8,45% maior que 0s demais grupos, mas ainda
assim as concentracdes nao diferiram, o que pode ter ocorrido pela evasao de acido
latico do conteudo estomacal pela digesta para os compartimentos do intestino
delgado. Estes resultados avaliados junto aos valores de pH obtidos podem indicar
que por mais que houvesse uma acdo amilolitica mais intensa no estdbmago dos
cavalos, esta ndo foi suficiente para causar danos ou manifestacdes clinicas de
desconforto estomacal nos cavalos. Ao mesmo tempo, € possivel que a taxa de
retencdo da digesta tenha sido insuficiente para a acdo de microrganismos fibroliticos
que resultariam em um perfil acido diferente, ja que foi fornecida apenas a fracao
concentrada da dieta alterando esta cinética.

5.4 RESPOSTA FERMENTATIVA FECAL
5.4.1 DINAMICA BACTERIANA E INDICADORES FiSICO-QUIMICOS

A curva de rarefacdo obtida (>90% para todas as amostras) indicou uma boa
cobertura das amostras. A taxonomia das amostras fecais permitiu alocar 99,89% das
sequéncias a nivel de filo, 99,88% em classe, 99,76% em ordem, 83,03% em familia,
42,10% em género e 20,80% em espécie para as fezes.

Mesmo que a métrica de Faith tenha sido utilizada para considerar a arvore
filogenética do microbioma das amostras, a alfa diversidade por Faith ndo foi alterada
(P>0,05). O teste utilizado para explorar as a diferenca em Faith foi o Kruskal-Wallis
aos pares e nao indicou alteracoes (P>0,2479). O teste de alfa diversidade de Pielou

gue considera a uniformidade das amostras (Evenness) ndo permitiu observar
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diferenca na comparacdo aos pares por Kruskal-Wallis (P>0,2075). Nao foram
observadas diferencas quanto a beta diversidade comparada aos pares para os dados
absolutos por Permanova (P>0,8700), nem para dados relativos por Permanova
(P>0,5430).

Abaixo esta descrita a frequéncia relativa (%) calculada pela quantificacdo em
ASV’s para o nivel de filos (Tabela 17).

Tabela 17. Frequéncia Relativa (%) dos filos presentes nas amostras fecais de cavalos Puro Sangue
Arabes alimentados com diferentes teores de inclusédo de pectina.

Frequéncia Tratamentos
Relativa dos filos Controle P1 P P3
(%)
Firmicutes 43,47 38,60 39,73 38,83
Bacteroidetes 23,87 24,80 21,88 23,24
Verrucomicrobia 19,95 25,30 24,41 25,45
Fibrobacteres 4,74 3,54 3,78 3,21
Spirochaetes 3,66 3,26 3,76 2,89
Proteobacteria 1,12 1,28 2,73 2,56

Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Quanto a caracterizacdo das populagbes, Ericsson et al. (2016) nao
identificaram OTU’s que pudessem representar mais de 35% do DNA recuperado nas
amostras obtidas a partir do intestino grosso dos cavalos. Em contraste com as
propor¢cdes obtidas por Ericsson et al. (2016), em nosso estudo o filo Firmicutes
correspondeu a 43,47% das OTU’s para o grupo controle (COSTA et al., 2012;
SHEPHERD et al., 2012; STEELMAN et al., 2012; DOUGAL et al., 2012; DOUGAL et
al., 2013; COSTA et al.,, 2015). Assim como no presente resultado, Firmicutes,
Bacteroidetes e Verrucomicrobia foram descritos como dominantes no ceco-célon
equino (DOUGAL et al., 2014; COSTA et al., 2015; STEWART et al.,, 2018),
acontecimento que pode estar diretamente relacionado ao substrato disponivel em
cada compartimento do trato gastrointestinal aumentando ou diminuindo a
variabilidade entre os taxons (HANSEN et al., 2015).

A identificag&o dos filos predominantes mostrou um conflito quanto a frequéncia
relativa de Bacteroidetes e Verrucomicrobia. A prevaléncia do filo Bacteroidetes foi
superior a Verrucomicrobia quando avaliado nas fezes de cavalos saudaveis (COSTA
et al., 2012; DOUGAL et al., 2013; COSTA et al., 2015). Isto também aconteceu nos
estudos realizados por Shepherd et al. (2012), Steelman et al. (2012) e Costa et al.

(2015). Em nossos resultados, embora ndo tenham representado significancia,
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Verrucomicrobia foi identificado como o filo de maior prevaléncia em relacdo a
Bacteroidetes nos grupos que receberam algum nivel de adicdo de superfibra,
dindmica que deve ser observada j& que este ultimo filo foi associado a degradacéao
de pectinas e hemicelulose (JULLIAND et al., 2016).

Assim como afirmam alguns estudos, ha predominancia de filos como
Firmicutes e Bacteroidetes no intestino grosso de cavalos, mas a proporcéo e agao
destes filos sdo remodeladas de acordo com a matriz fermentével disponivel e da
condicao de saude intestinal (WILLING et al., 2009; BIDDLE et al., 2013). Esta é uma
condicdo comum, porém certa relevancia na propor¢cao entre os filos Firmicutes e
Bacteroidetes tem sido discutida, sendo representada por, pelo menos, 4 vezes a
frequéncia do primeiro em relacdo ao segundo (ERICSSON et al., 2016). Em nosso
estudo, a proporcéo entre os filos foide: CON =1,87; P1=1,56; P2=1,81; P3=1,67.
Ja as Proteobacterias foram aumentadas em até 58,97% quando observados o0s
tratamentos P2 e P3. As Proteobacterias foram relacionadas a acéo fermentativa no
ileo dos cavalos (ERICSSON et al., 2016).

Abaixo, na Tabela 18 estdo indicados os géneros com a maior frequéncia
relativa entre os grupos.

Tabela 18. Géneros de maior frequéncia relativa (%) entre os grupos de tratamento nas amostras
fecais.

Frequéncia Relativa dos Tratamentos
géneros (%) Controle P1 P2 P3
Streptococcus 20,21 13,06 14,28 13,24
Fibrobacter 4,73 3,53 4,19 3,21
Treponema 3,35 3,07 3,58 2,70
BF311 2,45 - - -
Phascolarctobacterium 2,15 2,93 2,35 291
Clostridium 1,86 3,33 1,96 2,00

Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

E importante ressaltar que o género BF311 foi identificado em todas as
amostras, porém, dentre o0s cinco géneros mais frequentes relativamente, apenas no
grupo COM, e que, notadamente, o género Streptococcus foi reduzido em até 35,37%
qguando a superfibra foi adicionada. A coleta fecal possibilitou aumentar a eficiéncia
do uso das técnicas de sequenciamento, o que permitiu identificar a presenca de
familias como Fibrobacteraceae, Ruminococcaceae e Lachnospiraceae aerdbicas,

nas fezes de equinos, como em Dougal et al. (2014) e Julliand & Grimm (2016).
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Os resultados deste estudo nao indicaram diferengas quanto a a-diversidade
(riqueza e equidade da amostra) e B-diversidade (similaridade entre amostras). O uso
de coprodutos classificados como superfibras ricas em pectina foram cogitados como
possiveis moduladores das comunidades bacterianas, porém estes resultados néao
foram demonstrados objetivamente. Alguns estudos relataram a diminuicdo de
espécies ligadas ao aproveitamento da celulose (JULLIAND et al., 2001; MEDINA et
al., 2002; de FOMBELLE et al., 2003) e pectina (GOODSON et al., 1988), e outros
caracterizaram 0S géneros presentes em maiores concentragées no intestino grosso
de cavalos alimentados com amido ou altos teores de fibras (DALY et al., 2012;
HANSEN et al., 2015). A inibicdo de bactérias celuloliticas foi associada ao pH abaixo
de 6,0, favorecendo a acdo de cepas resistentes ao ambiente acido como alguns
Lactobacillus e Streptococcus (Al JASSIM & ROWE, 1999; SCHWARTZKOPF-
GENSWEIN et al, 2003).

O fornecimento da alta concentracéo de amido pode predispor um aumento nas
concentracdes de acido latico, que contribui para a reducdo do pH local, o que pode
inibir alguns tdxons e favorecer outros (BESTEN et al., 2013). No mesmo sentido,
alguns autores demonstraram o aumento de bactérias utilizadoras de lactato apos
observarem um aumento nas concentracbes das bactérias anaerdbias totais
(RESPONDEK et al., 2008; GRIMM et al.,, 2017). Em contrapartida, um estudo
demonstrou o potencial de acdo das bactérias amiloliticas ao relatar o
desaparecimento de até 76% do amido fornecido na dieta nos compartimentos iniciais
do trato gastrointestinal equino (VARLOUD et al., 2004). Um alto aproveitamento do
amido anterior ao intestino grosso pode ter evitado o escape para este 6rgdo, nao
promovendo alteragdes das concentracfes do acido latico fecal e pH nas fezes,
mantendo as concentracdes de acido latico fecal encontrados neste estudo aceitaveis
para a espécie e comparaveis aos de Ferreira (2021).

A reducdo de dimensionalidade foi dada pela analise de componentes
principais (PCoA) e néo foi indicada diferengca entre os tratamentos propostos. A
reducao representou significativamente a distribuicdo obtida indicada pela soma dos
eixos de 65,85%, como indicado abaixo na Figura 12. Nao foi observada a formacéo
de Clusters, indicando que ndo h& relacdo entre os tratamentos versus influéncia

microbiana.
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Gréfico 2. Gréfico de andlise de componentes principais (PCoA) de cavalos Puro Sangue Arabes
suplementados com diferentes teores de incluséo de pectina.
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Legenda: CON = Laranja; P1 = Azul; P2 = Verde; P3 = Vermelho.

Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

O pH fecal (P=0,5367), escore de cor (P=0,7250) e consisténcia das fezes
(P=0,5139), ndo foram influenciados pelos tratamentos propostos, como descritos na
Tabela 19.

Tabela 19. Determinagdo do pH fecal, escore de cor e consisténcia (escala de 1 a 5) de cavalos
desafiados com alta inclusdo de amido e suplementacdo de pectina. Resultados apresentados em
valores médios + erro padrao.

. Tratamentos
Variaveis P Valor
(escore) Controle P1 P2 P3
pH (1-14) 6.18+0 18 6,13+0,18 6,19+0,18 6,29+0,18 0,5367
Coloragéo 2.93+0,77 2,75+0,46 2,68+0,70 3,00+0,53 0,7250
Consisténcia 3,18+0,75 3,06+0,56 3,12+0,83 2,87+0,64 0,5139

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacao onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.
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O fornecimento deste coproduto para cavalos foi estudado por Borghi (2015) e
nao alterou os parametros de pH fecal. A avaliacdo microbiolégica nas fezes de
cavalos recebendo dietas contendo alta inclusdo de amido ou carboidratos nao
estruturais mostrou uma intensificagdo na acao de bactérias gram positivas, como 0s
Lactobacillus spp, Streptococcus bovis e equinus, também associadas a ocorréncia
de disturbios sistémicos e locais (GARNER et al., 1978; BAILEY et al., 2003; Al
JASSIM & ROWE, 1999). Em nosso estudo ndo houveram ocorréncias clinicas ou
subclinicas de acidose ou outros disturbios intestinais, respaldado pela determinacao
do pH fecal (>6,1 em todos os tratamentos) somado as caracteristicas de escore fecal,
gue também néo diferiram e se mantiveram dentre os valores aceitaveis para cavalos
saudaveis de acordo com Berg et al. (2005) e Godoi et al. (2009).

N&o foram observadas diferencas entre os tratamentos para os AGCC (P>0,05)

e acido latico fecal (P=0,6255). Os resultados estdo abaixo na Tabela 20.

Tabela 20. Concentracdo de acido latico e &cidos graxos de cadeia curta em mMol/L nas fezes de
cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e suplementacdo com pectina. Resultados
apresentados em valores médios * erro padréo.

Variaveis Tratamentos P Valor

(mmol.L?1) Controle P1 P2 P3
Acido Léatico 8,89+2,14 6,35+2,14 8,46+2,14 8,75+2,14 0,6255
Acetato 32,88+3,40 33,55+3,40 32,15+3,40 28,12+3,40 0,6398
Propionato 11,36+1,47 12,20+1,47 12,17+1,47 10,30+1,47 0,5279
Butirato 3,50+0,68 3,69+0,68 3,84+0,68 3,86+0,68 0,9618
Valerato 0,70+0,10 0,73+0,10 0,65+0,10 0,61+0,10 0,7981
Isovalerato 0,56+0,22 0,66+0,22 0,55+0,22 0,70+0,22 0,7939
Isobutirato 0,06+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 0,06+0,00 0,5986

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Alguns autores demonstraram que a propor¢do dos AGVs pode auxiliar na
diluicdo dos acidos de alto peso molecular advindos da fermentacdo de gréos de
cereais, e observaram um maior potencial de producéo de AGVs quando a polpa de
beterraba sacarina foi fornecida para os cavalos (MOORE-COOLYER & LONGLAND,
2000) ou inclusdo minima de 75% de casca de soja (COVERDALE et al., 2004),
ambos coprodutos considerados superfibras e com algum teor de pectina. No atual
estudo, mudancgas nas propor¢cdes dos AGCCs nédo foram observadas e podem ter

sido dependentes de fatores como o tempo de fornecimento da dieta, caracteristicas
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bromatoldgicas e quantidade de Superfibra usada, como demonstrado por Julliand &
Grimm (2017).

Mesmo que varios fatores influenciem na modulagcdo das populacbes
microbianas no intestino grosso, é preciso ressaltar a alta variacdo individual dos
cavalos utilizados que sédo estudados, demonstrada pela maior afinidade entre as
comunidades intraindividual (COSTA et al., 2012; MORRISON et al., 2018). Quanto
as respostas individuais deste estudo, pudemos notar uma alta variabilidade entre os
cavalos. Um estudo demonstrou que as alteracdes microbioldgicas podem estar
relacionadas a maior flexibilidade na capacidade de mudancas no metabolismo
microbiano do que propriamente as alteracdes da composicdo do meio (DESTREZ et

al., 2019), o que pode ajudar a explicar os resultados encontrados neste estudo.

5.4.2 DIGESTIBILIDADE APARENTE DOS NUTRIENTES DA DIETA

Dos coeficientes de digestibilidade aparente para os nutrientes observados, 0
extrato etéreo apresentou melhor aproveitamento no grupo P1 em relacdo grupo P2.
Foi realizado um teste de regressao linear, porém os resultados ndo se ajustaram ao

modelo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Coeficientes de Digestibilidade Aparente dos nutrientes da dieta para cavalos desafiados
com alta inclusdo de amido e suplementados com pectina. Resultados apresentados em valores médios
* erro padréo.

*»Tratamentos

*Variaveis (%) Controle Pl Po P3 P Valor
CDMS! 63,37+4,20 63,69+3,80 63,52+4,54 62,90+3,28 0,8891
CDPB? 69,76+1,25 69,54+5,58 69,71+4,07 69,10+4,44 0,8942
CDEE? 64,41+15,06%® 72,78+13,56% 50,35+23,028 63,87+17,20"8 0,0134
CDFB* 40,88+7,27 36,71+11,51 35,92+11,62 38,67+8,31 0,5679
CDFDN? 56,27+13,03 54,93+14,53 54,40+15,75 56,09+10,42 0,7598
CDFDAS 35,10+4,62 32,07+8,04 33,9618,40 29,51+8,82 0,2495
CDIMO? 66,55+3,33 67,04+3,68 67,08+3,75 66,89+2,84 0,9290

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
*Legenda: 1Coeficiente de digestibilidade da Matéria Seca; 2Coeficiente de digestibilidade da Proteina
Bruta; 3Coeficiente de digestibilidade do Extrato Etéreo; “Coeficiente de digestibilidade da Fibra Bruta;
5Coeficiente de digestibilidade da Fibra em Detergente Neutro; 8Coeficiente de digestibilidade da Fibra
em Detergente Acido; “Coeficiente de Digestibilidade da Matéria Organica.

**|_egenda: Niveis de suplementagdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC
de pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

No geral, os resultados mostrados pelos coeficientes de digestibilidade

aparente total dos nutrientes da dieta foram semelhantes aos achados na literatura,
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tanto para dietas ricas em amido quanto para dietas compostas por coprodutos como
a polpa de beterraba e casca de soja. A suplementacdo com pectina deste bestudo
ndo alterou o coeficiente de digestibilidade da matéria seca (CDMS), com valores
entre 62,90 e 63,69%, semelhantes ao encontrado por Brandi et al. (2014) de 58 a
68,7%, e ao encontrado por Manzano et al. (1999) entre 58,62 e 68,7% ao utilizarem
a polpa citrica como fonte péctica para cavalos. Embora os autores relacionem o
aumento dos CDMS dos coprodutos como polpa de beterraba, polpa citrica e casca
de soja aos teores de pectina, carboidrato altamente fermentescivel, este processo no
presente estudo pode ter sido comprometido pelos teores de lignina maiores aos
observados na polpa de beterraba e polpa citrica, por exemplo.

O CDPB do presente estudo foi representado por valores entre 69,10% e
69,76%, indicando que nao houve influéncia da adicdo da superfibra na fracéo
digerida deste composto. Os teores de inclusdo de pectina ndo foram suficientes para
evitar a influéncia do amido sobre as comunidades ceco-colénica, mantendo a
excrecdo de proteina microbiana proxima ao ocorrido com o grupo PO. Em
contrapartida, Lindberg & Karlsson (2001), ao utilizar a polpa de beterraba
incrementada & uma dieta contendo aveia como fonte amilacea, observaram a
reducdo do CDPB, que foi relacionado a maior densidade da massa microbiana no
intestino grosso devido ao aumento de matéria fermentavel local que,
consequentemente, aumentou a excrecdo de proteina microbiana subestimando os
valores de digestibilidade reais da PB dietética.

Lindberg & Karlsson (2001), observaram o menor aproveitamento da fracao de
extrato etéreo quando substituiram grdos de cereais por polpa de beterraba
combinado com baixo teor de gordura. Esta reducédo foi justificada pela excregéao
enddgena de gordura pela massa microbiana aumentada, mesmo fato que culminou
nas alteracbes do CDPB. De alguma forma, o maior aproveitamento do EE para o
tratamento P1 pode ter relagcdo com as caracteristicas fisicas da dieta, aumentando o
tempo de retencdo da digesta ja que o teor de fibra foi aumentado conforme os
tratamentos e a pectina apresenta caracteristicas de alta higroscopia. Brandi et al.
(2016) apontaram a pectina como fornecedor de energia prontamente disponivel para
a comunidade microbiana, aumentando assim a efetividade do trabalho fermentativo
realizado, o que pode intensificar o resultado de melhor aproveitamento do extrato
etéreo no tratamento P1.
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5.5 MARCADORES INFLAMATORIOS
5.5.1 RESPOSTA LOCAL

Grande parte dos estudos com superfibras na dieta de cavalos como a polpa
de beterraba, casca de soja, polpa citrica e outros, visam a substituicdo das fracdes
de gréos ricos em amido da dieta por conta da ocorréncia de sindrome inflamatoria
digestiva, em geral, causada por excessos. Visando elucidar os efeitos da pectina em
amenizar os maleficios do excesso de amido, os indicadores inflamatérios foram
analisados em conjunto. Nao foi possivel observar o efeito inflamatério esperado
apesar do uso da pectina na dieta.

A Ultrassonografia Transabdominal foi usada para a medi¢do da espessura da
parede intestinal (mm) e n&o foi observada diferenca entre os tratamentos para a
espessura de colon menor (P=0,8251) e na espessura de coélon dorsal direito
(P=0,1895), indicados na Tabela 22.

Tabela 22. Indicador inflamatério local de espessura de parede intestinal (mm) de cavalos desafiados
com alta inclusao de amido e suplementados com pectina. Resultados apresentados em valores médios
* erro padrdo.

S Tratamentos
Variaveis (mm) Controle Pl P> P3 P Valor
Célon Dorsal Direito 2,89+0,38 2,75+0,28 3,05+0,42 2,85+0,46 0,1895
Célon Menor 2,62+0,52 2,71+0,57 2,66+0,22 2,57+0,57 0,8251

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

De acordo com outros autores, 0s resultados ultrassonograficos se mantiveram
entre o0s valores normais para a espessura da parede intestinal, variando entre 1,8mm
a 4,2mm no célon dorsal direito de cavalos saudaveis (HENDRICKSON et al., 2007,
BITHELL et al., 2010). Com o uso de uma dieta desafio (4,49 de amido/kg de PC por
dia) em poneis da raca Mini Horse, Ferreira (2020) observou a espessura da parede
do colon dorsal direito maior do que o relatado na literatura para péneis, reforcando
0S prejuizos causados pela alta disponibilidade de carboidratos ndo estruturais, o
mesmo observado em outros estudos (KALCK, 2009; ONISHI et al., 2012; ROTH-
WALTER et al., 2017).

Diferentes causas podem estar associadas ao espessamento da parede
intestinal, mas a grande maioria esta relacionada a fatores que desencadeiam algum
processo inflamatorio (SCHUMACHER et al., 2000; JONES et al., 2002; FREEMAN et

al., 2001), estes fatores estado consequentemente relacionados ao mal aproveitamento



81

de nutrientes da dieta, desconfortos fisicos ou distlrbios metabdlicos, caracteristicas
nao observadas no decorrer deste experimento.

A quantificacao de IgA fecal se mostrou maior nos grupos P2 e P3 em relacao
a P1 e Controle. Os resultados apresentaram comportamento quadratico e estdo

descritos na Tabela 23.

Tabela 23. Comparacdo de médias por Tukey do indicador inflamatério local de concentracdo de
Imunoglobulina A (IgA) nas fezes de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e suplementados
com pectina. Resultados apresentados em valores médios * erro padrao.

L. Tratamentos
Variaveis Controle P1 P2 P3 P Valor
IgA Fecal 99,54+11,948 74,75+13,358  180,6+15,43~ 229,58+13,364 0,0001

Letras maiusculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacdo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Os resultados apos a realizacao do contraste ortogonal para a comparacao das
médias estdo descritos na Tabela 24 e confirmam a diferenca entre os tratamentos
propostos.

Tabela 24. Comparacdo por contraste ortogonal do indicador inflamatério local de concentracdo de

Imunoglobulina A (IgA) nas fezes de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido e adi¢do de
superfibra. Resultados apresentados por tratamentos. Médias + erro padrdo descritos na Tabela 23.

Testes P Valor
PO x (P1 + P2 + P3)A 0,0010
PO x P38 <0,0001
P1 x (P2 + P3)° <0,0001
P2 x P3P 0,0335

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

O aumento progressivo nas concentragdes de imunoglobulina A (IgA) nas fezes
dos cavalos, embora estes dados apresentem um comportamento quadratico, junto
aos poucos estudos realizados para esta espécie, dificultam a justificativa para tal.
Considerando que esta técnica ndo € comumente utilizada nas avaliacdes em cavalos,
torna dificil qualquer correlacdo com os demais indicadores inflamatorios avaliados
(RILEY et al., 2020). A concentracéo de IgA fecal € utilizada em outras espécies como
um indicador de saude local, amplamente utilizado em cées, ja que se baseia em um
mecanismo de defesa contra agentes de infeccdo presentes na mucosa intestinal

(PETERS et al., 2004; TRESS et al., 2006).
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Em camundongos e seres humanos, o IgA foi definido como um agente
intermediario da resposta contra patdgenos no intestino pelo aumento na secrecao
local, a0 mesmo tempo que ndo caracteriza indicios de resposta inflamatéria, o que
esta relacionado ao mecanismo de cascata do complemento ndo ser ativado
(PETERSON et al.,, 2007; MACPHERSON et al., 2008), o que quer dizer que a
presenca de bactérias patogénicas ou até mesmo de diferentes ingredientes possa
estimular o acumulo de IgA produzido pela mucosa intestinal aumentando as
concentracdes nas fezes.

Neste caso, é possivel que uma melhor estabilidade no ambiente fermentativo
possa ter reduzido a presenca de antigenos por patégenos ou que a presenca de
agressao nao tenha surgido, utilizando menos a IgA na barreira intestinal e

aumentando sua excrecao nas fezes, ja que a producao pela mucosa € constante.

5.5.2 RESPOSTA SISTEMICA

O resultado para a dosagem de fibrinogénio plasméatico esta representado na

Tabela 25. N&o houve diferenga entre os tratamentos (P=0,7350).

Tabela 24. Dosagem de fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de cavalos desafiados com alta inclusédo de
amido e adicdo de superfibra. Resultados apresentados em valores médios + erro padrao.
Tratamentos P
Controle P1 P2 P3 Valor
Fibrinogénio Plasmatico  275+103,51  250+92,58  300+106,90 275,00+103,51 0,7350
Letras maiusculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.
Fonte: PEREIRA, 2022.

Variaveis (mg.dL™?)

As dosagens de fibrinogénio plasmatico ndo sofreram interferéncia dos
tratamentos propostos, permanecendo entre a faixa referente a cavalos higidos de
100 a 500 mg/dL (MEYER & HARVEY, 2004). De acordo com os resultados
encontrados e a faixa considerada normal para cavalos saudaveis, nossos valores
estiveram em concordancia com outros estudos (MONTGOMERY et al., 1996;
BORGES et al., 2007; EVANS et al., 2008). Refor¢cando a inexisténcia desta resposta
inflamatoria, as avaliagbes foram realizadas em um periodo continuo de estimulo
estressante nutricional como preconizaram outros estudos (COPAS et al.,, 2013;
OCHONSKY, 2017; LONG, & NOLEN-WALSTON, 2020; BASTOS, 2021).
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Com excecdo das concentracbes de IgA fecal que ndo apresenta estudos de
referéncia para a variavel em cavalos, os valores apresentados para todas as
variaveis citadas e estudadas estiveram dentro de valores de referéncia
(HENDRICKSON et al., 2007; BITHELL et al., 2010), o que néo indica uma resposta
inflamatoria. Neste estudo ndo foram observadas manifestacdes clinicas que
pudessem caracterizar este quadro, sem registro de pulso digital, inconsisténcia fecal,

alteracOes de coloragéo das fezes, muco nas fezes ou quadros de desconforto.

5.6 ACEITABILIDADE E COMPORTAMENTO

Todos os cavalos aceitaram e consumiram totalmente a superfibra fonte de
pectina nas quantidades ofertadas, sem registro de sobras em, no maximo, 30 minutos
de avaliacdo. Nao houve recusas para acessar o cocho e ndo foram observados
comportamentos de recusa parcial ou total do coproduto.

Apesar do aumento de volume dietético e da caracteristica de
higroscopicidade, ndo foi observado aumento no tempo médio de consumo das

refeicbes ou na ingestédo de agua. Os resultados estdo descritos na Tabela 26.

Tabela 26. Tempo de consumo (min) médio das refei¢cdes de cavalos desafiados com alta incluséo de
amido e suplementados com pectina. Resultados apresentados em valores médios + erro padrao.

Variaveis (min) Controle Pl Tratamentos P> P3 P Valor

Tempo de Consumo 41,17+6,65 35,51+6,29 41,26+6,65 34,92+6,65 0,7549

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Por se tratar de um coproduto oriundo da industria de citricos, a aceitabilidade
por parte dos cavalos é ponto que merece atencao. Originada deste mesmo mercado,
a polpa citrica € um coproduto amplamente estudado e pode-se afirmar que um dos
maiores entraves para sua colocagcdo no mercado equestre € a baixa aceitacao pelos
cavalos. As pesquisas ja realizadas com base em diferentes percentuais de
substituicdo da dieta por polpa citrica utilizaram métodos desde avaliacdes pelo teste
de primeira escolha (MULLER & UDEN, 2007; TRIBUCCI et al., 2013) até a taxa de

ingestao e sobras (OTT et al., 1979; MANZANO, et al., 1999).
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Ao avaliar a taxa de ingestédo de dietas contendo 0%, 7%, 14%, 21% e 28% de
polpa citrica, Moreira et al. (2015) mostraram que ha preferéncia pelo grupo sem a
inclusdo de polpa citrica. As avaliacdes de palatabilidade de Tribucci et al. (2013)
foram divididas entre os testes de primeira escolha, taxa de ingestado e sobras. Os
resultados apresentados acerca da taxa de ingestdo e sobras corroboram com 0s
resultados do nosso estudo, indicando que ndo houve acdes de rejeicdo durante a
primeira escolha para os teores de 0%, 7%, 14%, 21% ou 28% de polpa citrica na
dieta, sugerindo que o ingrediente foi aceito. As caracteristicas fisicas do coproduto
usado neste estudo e a restricdo de informacdes sobre o processamento industrial
reduzem as possibilidades de comparacdo com outros coprodutos disponiveis na
industria do cavalo, e neste caso consideramos a matéria prima original de ambos os
ingredientes para discorrer sobre as respostas encontradas.

Possivelmente, fatores como a composi¢cdo quimica, aroma, textura, forma,
tamanho, sensacdo de mastigacdo e degluticho da superfibra influenciaram
positivamente neste estudo. O ingrediente utilizado permitiu um grau satisfatério de
homogeneidade quando adicionado em qualquer dos teores de incluséo testados a
racao farelada, o que pode ter contribuido com a reducéo do odor citrico, alteracdo da
textura e sensacdo de mastigacdo e degluticdo (CARCIOFI, 2008). O sabor e a
palatabilidade ndo foram considerados como passiveis de avaliacdo qualitativa ou
quantitativa neste estudo, refor¢cado pela inexisténcia de métodos que proponham a
avaliacao destes.

Quanto ao consumo hidrico ndo houve diferenca conforme os tratamentos

propostos, como descrito na Tabela 27.

Tabela 25. Tempo de consumo médio das refei¢cdes de cavalos desafiados com alta inclusdo de amido
e adicdo de superfibra. Resultados apresentados em valores médios + erro padrao.

Variaveis (L.dia?) Controle Pl Tratamentos P2 P3 P Valor

Consumo Hidrico 29,25+7,83 26,75+7,94 27,3148,83 29,06+7,89 0,6343

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacao onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Na literatura existem indicios da diminuicdo do consumo hidrico por influéncia
dietética (FREIRE et al., 2009), esta variavel foi apontada por Lewis (2000) como
dependente do estado fisiol6gico, grau de exercicio, umidade e temperatura do

ambiente e teor de umidade da dieta. Freire et al. (2009), ainda relatam a diferenca
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nos teores de amido dos dois tratamentos propostos, onde o primeiro fornecimento foi
baseado em 35% de graos na dieta (resultando em 2g de amido/kg de peso do cavalo)
e 50% de gréos na dieta (fornecendo 3g de amido/kg de peso do cavalo), similar ao
ocorrido neste estudo. Os autores observaram um aumento na quantidade de agua
ingerida do grupo que recebeu a menor quantidade de amido por tratamento, e
indicaram que nado houve relacdo da proporcdo do componente com a ingestao
hidrica, e sim da quantidade de matéria seca consumida, 0 que aumentou o tempo
destinado a ingestdo de concentrado e reduziu o tempo destinado ao consumo de
agua.

Ao observar as caracteristicas comportamentais como um todo, € possivel
notar que ndo foram observadas diferencas entre os tempos de ingestdo do
concentrado, o que poderia justificar a reducdo ou o aumento das acdes de consumo
de agua durante o dia, alterando as respostas de quantidade ingerida de agua
(FREIRE et al., 2009).

As avaliagbes comportamentais realizadas individualmente, em baias,
apontaram uma reducdo do tempo em 6cio dos cavalos (P=0,0032) do grupo P3 em

relacdo aos demais (Tabela 28).

Tabela 26. Frequéncia diéria (%) das manifestagdes comportamentais em baias de cavalos desafiados
com alta inclusdo de amido e adigdo de superfibra. Resultados apresentados em valores médios + erro
padréo.

L. Tratamentos

Variaveis (%) Controle P1 P> P3 P Valor
Alimentac&o 20,76%4,09 21,9+4,05 18,65+5,68 22,00+6,46 0,3037
Agua 1,49+1,13 1,11+1,41 1,15+0,42 1,86+0,92 0,7873
Ocio 60,40+16,15° 55,51+16,15° 48,57+20,31A  25,54+24,168 0,0032
Fezes 0,27+0,25 0,41+0,50 0,22+0,33 0,3620,33 0,5843
Urina 0,13+0,27 0,18+0,28 0,45+0,42 0,13+0,18 0,1296
Self-Grooming  0,27+0,37 0,60+0,62 0,1940,29 0,55+0,56 0,1685
Estereotipia 5,25+9,75 5,47+9,46 5,29+11,72 6,75+14,07 0,7290
Busca 5,31+3,91 7,52+4,71 6,97+4,25 6,39+3,14 0,7184
Alimento

Interac&o - 0,90+2,28 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,3175
Outros 11,85+14,07  17,57+14,65  10,54+14,00  14,95+14,67 0,2352

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

O uso de dietas ricas em amido foi associado a reducdo do comportamento
exploratério dos cavalos (FREIRE et al., 2009; BULMER et al., 2015). Embora outras

caracteristicas ndo tenham sido afetadas no presente estudo, a suplementacdo com
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360 g de superfibra por animal dia? reduziu em até 57,71% o tempo em 6cio dos
cavalos.
Durante as avaliagbes continuas em liberdade, ndo foram observadas

alteracdes comportamentais (Tabela 29).

Tabela 27. Frequéncia diaria (%) das manifestacfes comportamentais em pista de areia de cavalos
desafiados com alta inclusdo de amido e adicdo de superfibra. Resultados apresentados em valores
médios + erro padréo.

L Tratamentos
0,
Variaveis (%) Controle Pl P2 P3 P Valor
Ocio 250041221  19,27+8,48 17,50+9,38 20,83%8,49 0,2961
Self-Grooming ~ 1,81+2,35 1,11+1,62 1,35+1,54 0,44+1,17 0,3019
Estereotipia 11,25+9,07 9,2642,99 11,25+10,68  12,08+10,53 0,6242
2;:;"6‘2 o 51,66+15,93  57,28+11,66  58,33+20,70  43,75+20,42 0,1641
Interagdo + 6,66+3,98 8,81+4,60 10,0047,56  14,16+16,49 0,3873
InteragAo - 2,69+3,30 3,57+2,51 2,69+1,72 5,62+6,28 0,1699
Outros 0,00%0,00 1,4042,62 0,83+1,54 2,50+3,88 0,2314

Letras mailsculas diferindo nas linhas indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Legenda: Niveis de suplementacéo onde: P1 = 0 g/Kg PC de pectina/animal/dia; P2 = 0,27 g/Kg PC de
pectina/animal/dia; P3 = 0,81 g/Kg PC de pectina/animal/dia.

Fonte: PEREIRA, 2022.

Os resultados coletivos foram obtidos através da avaliacdo trés horas apos
fornecimento da primeira refeicdo diaria, considerando que, em média, 38 minutos
foram destinados ao consumo da fracdo concentrada, assim como relatado por
Bulmer et al. (2015), onde ac¢des de reatividade foram aumentadas e o bem-estar
poderiam ter sido afetados em decorréncia das respostas glicémicas ao alto teor de
amido.

Dentre os estudos que relacionaram o alto nivel de amido com a maior
reatividade dos cavalos estdo Bulmer et al. (2015), indicando por meio das alteracdes
na frequéncia cardiaca ao submeter os cavalos a situacdes de estresse, com estes
recebendo dieta com alta quantidade de fibras (0,6 g de amido/Kg de PC por dia) ou
alta quantidade de amido (1,4 g de amido/Kg de PC por dia). Ap0s a comparacao
entre as duas dietas foi demonstrada uma superioridade das concentragbes de
bactérias anaerdbias totais e amiloliticas decorrentes da dieta com proporgédo
amido:volumoso elevada, e as dietas foram compostas por feno (exclusivamente) ou
feno e aveia, na proporgéo de 56:44. Destrez et al. (2019) relacionaram o ambiente
propicio a espécies amiloliticas as alteragbes comportamentais e manifestacfes
ligadas a ansiedade, o que poderia ter causado um aumento de comportamentos

negativos quando em momento coletivo de avaliagdo. Este efeito ndo pode ser
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comprovado no presente estudo, ja que alteracbes de reatividade ndo foram

observadas independente dos tratamentos propostos.
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6 CONCLUSOES

A suplementacdo com pectina oriunda de polpa citrica processada néo interfere
na aceitabilidade e ndo provoca alteracdes metabodlicas plasmaticas de glicose,
insulina e lipidicas. A suplementagdo ndo afeta as atividades fermentativas e
microbianas fecais e estomacais. A pectina interfere nos parametros inflamatérios de
IgA fecal, digestibilidade aparente do extrato etéreo e melhora os indicadores
comportamentais de equinos.

Um novo estudo com base nesta fonte péctica pode ser desenvolvido visando
0 aumento de periodos experimentais, alteracdes nas concentracdes de pectina
fornecidas aos cavalos ou ambas as alteracdes. Este coproduto pode ser utilizado
como um ingrediente nas dietas comerciais ou ser matéria prima para a extracédo e

purificacdo de pectina para a formulacédo de suplementos.
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IMPLICACOES

Os resultados aqui obtidos podem auxiliar em pesquisas futuras com o uso de
pectina oriunda de coprodutos da industria de hortifrutigranjeiros, visando este
carboidrato como ingrediente energético na dieta de equinos. Pesquisas acerca da
origem da pectina utilizada, bem como das quantidades testadas podem ser
desenvolvidas a partir deste estudo. Além disso, pouco se sabe a respeito da estrutura
e composicao das pectinas normalmente utilizadas, o que pode ser estudado a partir
desta pesquisa.

O uso desta superfibra ndo foi correlacionado a alteragdes negativas no trato
gastrointestinal dos cavalos. A possibilidade de disponibilizar este produto no mercado
pode reduzir a competicdo de alimentos comuns ao mercado de nutricdo humana e
nutricdo animal, além de manter a densidade energética da dieta, reduzir o status de
ociosidade dos cavalos e reduzir a inflamagéo causada pelo excesso de amido nas

dietas.
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ANEXO A — SAL MINERAL UTILIZADO

Sal Mineral Kromium® - DSM Tortuga

Niveis de garantia:

Célcio (min) 130,00 g/Kg
Calcio (max) 146,00 g/Kg
Cromo (min) 40,00 mg/Kg
Cobalto (min) 14,00 mg/Kg
Cobre (min) 1.000,00 mg/Kg
Enxofre (min) 5.000 mg/Kg

Ferro (min) 2.500,00 mg/Kg
Fluor (méx) 750,00 mg/Kg
Fésforo (min) 75,00 g/Kg

lodo (min) 90,00 mg/Kg
Manganés (min) 2.000,00 mg/Kg
Selénio (min) 11,00 mg/Kg
Sadio (min) 150,00 g/Kg

Zinco (min)

3.700,00 mg/Kg
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ANEXO B — NUCLEO EQUINO INCLUSO NA FORMULACAO DA RACAO BASE
Nucleo equino — Agromix® (Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil)

Composicao Basica: carbonato de calcio, cloreto de sddio, enxofre ventilado (flor de
enxofre), fosfato bicalcico, iodato de célcio, levedura inativada, selenito de sédio,
sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de magnésio, sulfato de

manganés, sulfato de zinco.

Niveis de garantia:

Calcio (min) 190,00 g/Kg
Calcio (max) 215,00 g/Kg
Cloro (min) 105,00 g/Kg
Cobalto (min) 12,00 mg/Kg
Cobre (min) 250,00 mg/Kg
Enxofre (min) 2,00 g/Kg
Ferro (min) 1.000,00 g/Kg
Fluor (méx) 720,00 mg/Kg
Fésforo (min) 72,00 g/Kg
lodo (min) 20,00 mg/Kg
Magnésio (min) 28,00 g/Kg
Manganés (min) 1.000,00 mg/Kg
Selénio (min) 2,00 mg/Kg
Saodio (min) 68,00 g/Kg
Zinco (min) 1500,00 mg/Kg




