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RESUMO

BRANDI, Laura Alves. Efeito de dietas com diferentes fontes de energia sobre a
digestibilidade aparente, metabolismo de &acidos graxos de cadeia curta e na
composicdo da microbiota no ceco e fezes de equinos. 2023. 83 f. Dissertacédo
(Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o
Paulo, Pirassununga, 2023.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de dietas com diferentes fontes energética
sobre a digestibilidade aparente, metabolismo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
e microbiota cecal e fecal em equinos. Foram utilizados cinco equinos higidos, com ceco
fixado a parede abdominal recebendo trés dietas, a dieta Feno (100% feno Tifton 85),
Dieta AA (amido e agucar), e Dieta FO (fibra e 6leo). Amostras fecais foram coletas para
andlise da digestibilidade aparente, composi¢do da microbiota, concentracdo de AGCC,
pH e capacidade tamponante (CT), varidveis que também foram analisadas no liquido
cecal. No sangue foi determinado a concentracdo de AGCC. A digestibilidade aparente
da dieta foi estimada com utilizagdo de marcador externo, a lignina purificada e
enriquecida (Lipe®). Para a determinagdo da microbiota foi utilizado o sequenciamento
de nova geracdo (NGS) do gene 16S-rRNA. A concentracdo dos AGCC foi determinada
por cromatografia em fazer gasosa. A mensuracdo do pH foi realizada com um
peagametro portatil e a CT foi estimada utilizando-se a seguinte formula CT (mmol/L)
=Volume (mL)* 3,125. O experimento seguiu o delineamento experimental Cross Over.
Para analise das informacbes da microbiota, cada microrganismo observado em
determinado taxon foi utilizado modelo misto linear generalizado. Para as anélises de
AGCC, pH, CT, e da digestibilidade aparente adotou-se um modelo misto. Todas as
analises foram realizadas pelo procedimento PROC MIXED - SAS, versdo 9.4. Dietas
com inclusdo de concentrado AA e FO causaram reducdo na digestibilidade aparente da
fragéo fibrosa. N&o houve diferenca significativa na producdo de AGCC no ceco e fezes
entre as dietas, assim como ndo houve diferenca significativa no pH cecal entre as trés
dietas (p>0,05), mas houve diferenca significativa no pH fecal, sendo menor na dieta AA
(p<0,05). A dieta Feno apresentou maior abundancia de bactéria fibroliticas, a dieta AA
teve maior abundancia de bactérias amiloliticas e a dieta FO maior abundancia de
bactérias pectnoliticas, proteoliticas e lipidicas, no ceco e nas fezes. A dieta a base de FO

pode substituir a dieta acucar e amido, por apresentar semelhantes valores de



digestibilidade aparente, ndo alterar a concentracdo de AGCC no ceco, nas fezes e no
sangue, ndo alterar o pH cecal. A alteragdo da abundancia da microbiota cecal e fecal e
da diversidade fecal, ndo trazem prejuizos para a salde e para o aproveitamento da dieta
pelos equinos higidos.

Palavras-chave: Cavalo. Concentrado. Fibra. Intestino grosso. Microbioma.



ABSTRACT

BRANDI, Laura Alves. Effect of diets with different energy sources on apparent
digestibility, short-chain fatty acid metabolism, and microbiota composition in the
cecum and feces of horses. 2023. 83 f. Master Thesis — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2023.

The aim of this research was to evaluate the effect of diets with different energy sources
on apparent digestibility, short-chain fatty acids (SCFA) metabolism, and cecal and fecal
microbiota in horses. Five healthy horses were used, with their cecum attached to the
abdominal wall, and they received three diets: the Hay diet (100% Tifton 85 hay), the SS
diet (starch and sugar), and the FO diet (fiber and oil). Fecal samples were collected for
analysis of apparent digestibility, microbiota composition, concentration of SCFA, pH,
and buffering capacity (BC), variables that were also analyzed in the cecal fluid. SCFA
concentration in the blood was determined. The apparent digestibility of the diet was
estimated using an external marker, purified and enriched lignin (Lipe®). Next-
generation sequencing (NGS) of the 16S-rRNA gene was used to determine the
microbiota. SCFA concentration was determined by gas chromatography. pH
measurement was performed with a portable pH meter, and BC was estimated using the
following formula BC (mmol/L) = Volume (mL) * 3.125. The experiment followed a
Cross Over experimental design. For the analysis of microbiota information, each
microorganism observed in a given taxon was used in a generalized linear mixed model.
For the analysis of SCFA, pH, BC, and apparent digestibility, a mixed model was adopted.
All analyses were performed using the PROC MIXED - SAS procedure, version 9.4.
Diets with inclusion of SS concentrate and FO caused a reduction in the apparent
digestibility of the fibrous fraction. There was no significant difference in SCFA
production in the cecum and feces between the diets, and there was no significant
difference in cecal pH among the three diets. However, there was a significant difference
in fecal pH, being lower in the SS diet. The Hay diet had a greater abundance of fibrolytic
bacteria, the SS diet had a greater abundance of amylolytic bacteria, and the FO diet had
a greater abundance of pectinolytic, proteolytic, and lipolytic bacteria in the cecum and
feces. The fiber and oil-based diet can replace the sugar and starch diet, as it has similar
apparent digestibility values, does not alter the concentration of SCFA in the cecum,
feces, and blood, and does not alter cecal pH. Altering the abundance of the cecal and
fecal microbiota and fecal diversity do not harm the health and utilization of the diet by

healthy horses.
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1 INTRODUCAO

Os cavalos sdo herbivoros que conseguem atender de 30 a 70% de suas
necessidades diarias de energia a partir da producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC), como acetato, butirato e propionato, oriundos da fermentacdo microbiana da
fibra (FRAPE, 2004). A microbiota gastrointestinal é crucial para 0s equinos, uma vez
que até 60% da forragem é digerido por fermentacdo microbiana que ocorre
principalmente no intestino grosso (ceco e colon) (HANSEN et al., 2013, 2015).

Mesmo sabendo que naturalmente a base da alimenta do cavalo sdo alimentos
volumosos, dietas ricas em grdos sdo comumente utilizadas para atender a exigéncia
nutricional dos equinos (KRISTOFFERSEN et al., 2016). Equinos que ingerem mais de
1,1g de amido/kg do peso vivo por refeicdo, podem desenvolver problemas metabolicos
e gastrointestinais (VERVUERT et al., 2009), por, este, escapar da digestdo no intestino
delgado e ser fermentado no intestino grosso.

Esta alteracdo pode levar a menor diversidade e estabilidade da microbiota
causada principalmente pelo aumento de bactérias produtoras de acido latico no intestino
grosso, culminando na queda do pH e tornando o compartimento desfavoravel para a
proliferacdo das bactérias fermentadoras de fibra (celuloliticas e fibroliticas) (HANSEN
et al., 2015) e por consequéncia reducdo na degradacdo da fragcdo fibrosa do alimento
(DROGOUL; FOMBELLE; JULLIAND, 2001; MIRAGLIA et al., 2006) reduzindo a
producdo de AGCC (WARZECHA et al., 2017).

Considerando os riscos da inclusdo de amido na saude dos equinos, pesquisas na
area de nutricao equina veem recomendando a utilizagdo de dietas a base de fibras e 6leo
(BRAGA et al., 2008; CERBARO et al., 2020; CORREA et al., 2016; HARRIS et al.,
2017). A adicdo de até 15% de 6leo na dieta total ndo afeta a digestibilidade (WILLIAMS
etal., 2017), e apresentou uma microbiota semelhante a dietas ricas em fibra (DOUGAL
etal., 2014).

O efeito das dietas na fermentacdo no intestino grosso, é comumente investigado
utilizando-se amostras fecais (COLLINET et al.,, 2021; HARLOW et al., 2016;
SHEPHERD et al., 2014), as quais ndo podem ser consideradas representativo do
intestino grosso por completo, uma vez que cada compartimento possui microbiota
distinta (COSTA et al., 2012).

O conhecimento do efeito da dieta sobre a digestibilidade, composicdo da

microbiota intestinal, no metabolismo dos AGCC, permiti desenvolver e sugerir dietas
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alternativas que atendam a exigéncia nutricional dos equinos sem apresentar riscos a sua
salde. A utilizacdo de dietas a base de fibra e dleo pode ser uma alternativa vidvel e
segura para equinos, uma vez que pode apresentar digestibilidade compativel com a dieta
a base de acucar e amido (WILLIAMS et al.,, 2017), favorecendo a microbiota
responsavel pela degradacgdo das fibras e consequentemente a producdo de AGCC.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de dietas com diferentes fontes
energética sobre a digestibilidade aparente, metabolismo de AGCC, e microbiota cecal e

fecal em equinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Caracteristicas anatémicas e fisioldgicas do trato digestorio de equinos

A boca é a entrada do trato digestorio, que contém um conjunto de estruturas que
auxiliam na apreensdo e na alteracdo da estrutura fisica do alimento. Nesse conjunto de
estruturas da cavidade oral fazem parte os l&bios, lingua, dentes e glandulas salivares. Os
l&bios mdveis promovem a capacidade de selecdo do alimento pelo equino, e em conjunto
com a lingua e dentes, é capaz de preender o alimento, sendo que os dentes incisivos
superior e inferior permitem que o cavalo consiga pastar mais préximo do solo cortando
a forragem (AL JASSIM; ANDREWS, 2009). O movimento mastigatorio dos equinos
tritura os alimentos entre os dentes molares e pré-molares por movimentos laterais da
mandibula, reduzindo o tamanho da particula do alimento e estimulando a producéo de
saliva (HILLEBRANT; DITTRICH, 2015). A producdo de saliva é importante, pois
possibilita a degluticdo, umedece o alimento e permite a acdo dos sucos gastricos sobre o
bolo alimentar. O equino, por ser um animal herbivoro que se alimenta principalmente de
folhas, ndo contém enzimas digestivas em sua saliva, porém possui uma producdo
significativa de minerais e bicarbonato (50 mEg/L) que servem para neutralizar os acidos
na porcdo inicial do estdmago (FRAPE, 2004).

Apos a degluticdo, o alimento percorre o es6fago por movimentos peristalticos
chegando ao estbmago. O estdmago do cavalo é relativamente pequeno, compreendendo
apenas 8% a 10% do trato gastrointestinal (TGI) com uma capacidade liquida de 7,5 a
15L dependendo do tipo de alimento, sendo adaptado a receber alimento em pequenas
quantidades e de forma continua (AL JASSIM; ANDREWS, 2009; BRANDI;
FURTADO, 2009). E dividido em duas regides, aglandular e glandular. Na regi&o
aglandular ocorre a fermentacdo sob atividade de microrganismos que degradam 0s
carboidratos ndo estruturais (acucares, amido) e proteinas, resultando na producéo dos
acidos graxos de cadeia curta, acido latico e de alguns gases (CO2, CHa e Hy). Essa regido
possui pH préximo de 5,4 e, com a alimentagdo do volumoso, maior é a producdo de
saliva e consequentemente melhor é o tamponamento dessa area do estbmago,
promovendo uma melhor agdo do processo fermentativo pela microbiota (FRAPE, 2004).
Na porcao glandular, ocorre a degradacéo parcial das particulas sélidas pela acao do acido
cloridrico (HCL) e a digestdo proteica pela acdo da pepsina. O pH nesta regiéo € de 2,6
e, para que o pH caia de 5,4 para 2,6, é importante que haja a expansao do estdbmago pela

presenca do alimento (maior expansdo quando alimentado com volumoso) que estimula
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a producdo de gastrina, que proporcionard a maior liberacdo do suco géstrico que se
mistura ao bolo alimentar, e do HCL, levando a queda no pH e permitindo a agdo das
enzimas que irdo comegar a digestdo da proteina (HILLEBRANT; DITTRICH, 2015).

A entrada do quimo no intestino delgado (ID) estimula as secre¢fes pancreaticas,
que sdo continuas onde se observam agfes das tripsinas, lipase, pepsinas e amilase,
porém, com baixa atividade da enzima alfa-amilase (VERVUERT et al., 2008, 2009). A
secrec¢do de bicarbonato do pancreas e bile do figado neutralizam o acido cloridrico vindo
do estbmago, neutralizando a quimo e aumentando o pH do ID préximo a 7,0,
favorecendo a atividade enzimética (AL JASSIM; ANDREWS, 2009).

Os cavalos possuem liberacéo constante da bile por ndo possuirem uma vesicula
biliar; caracteristica evolutiva relacionada ao habito de se alimentar com pequenas
quantidades de alimento de forma continua (HILLEBRANT; DITTRICH, 2015). Este é
um fator que otimiza a digestdo e absorcdo dos lipideos (MORGADO; GALZERANO,
2006).

O Intestino Grosso (IG) do cavalo € uma das estruturas mais importantes do trato
digestivo onde ha presenca de microrganismos que realizam a fermentacao das fibras e
dos nutrientes ndo absorvidos no ID. Representa 60% do TGl dividido em ceco, c6lon
(célon dorsal direito e esquerdo, colon ventral direito e esquerdo e célon menor) e reto
(FRAPE, 2004). A microbiota gastrointestinal é crucial para que os nutrientes sejam
eficientemente utilizados em equinos, uma vez que até 60% da forragem é degradada por
fermentacdo microbiana (HANSEN et al., 2013, 2015).

A populacdo de microrganismos presentes no intestino grosso de equinos, se
assemelha em nimero e espécie a populacdo ruminal de um ruminante. A quantidade de
bactérias varia de 0,5x10° a 5x10°% g de contelido, sendo que as bactérias celuloliticas
somam 10* a 107 g/mL e os protozoarios, 0,5x10° a 5x10°%/mL de contetido (FRAPE,
2004; JULLIAND et al., 2001). O IG possui pH proximo a 6,5, considerado um pH ideal
para a proliferacdo da microbiota responsavel pelo processo fermentativo da fibra.
AlteracGes no pH do I1G podem causa a morte das bactérias fermentadoras de fibra, como
as fibroliticas e celuloliticas, reduzindo a capacidade de degradagéo e aproveitamento da
fibra, podendo ocorrer a liberacéo de endotoxinas e consequentes danos a satde do animal
(SANTOS et al., 2011).
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2.2 Nutrientes utilizados nas dietas de equinos
2.2.1 Carboidratos na dieta

Carboidratos séo os principais constituintes das plantas forrageiras, divididos em
estruturais e ndo estruturais, e séo utilizados como fontes de energia para o cavalo
(HOFFMAN, 2009). Séo capazes de suprir de 30 a 70% de energia de mantenca devido
a producdo dos AGCC, oriundo, do processo fermentativo da fibora (MENEZES et al.,
2014; MORGADO et al., 2009). A origem e concentracdo dos carboidratos estruturais da
parede celular sdo os principais determinantes da qualidade dos alimentos volumosos,
especialmente em forragens (TEIXEIRA; ANDRADE, 2001). A parede celular pode
constituir de 30 a 80% da matéria seca das plantas forrageiras, onde se concentram
carboidratos como celulose, hemiceluloses e pectina (MORGADO; GALZERANO,
2008).

A presenga da populagdo de microrganismos no intestino grosso dos equinos
possibilita o aproveitamento dos carboidratos estruturais da parede celular das forrageiras
para obtencdo de energia, e 0s carboidratos ndo estruturais, presentes no contetdo celular
(amido e acucares- monossacarideos e dissacarideos) sdo principalmente digeridos e
absorvidos no intestino delgado (SILVA et al., 2009).

Dietas ricas em amido e acgucares, por apresentar maior densidade energética
comparada as forragens ricas em fibra, sdo utilizados na alimentacdo de equinos para
atender maiores exigéncias nutricionais (KRISTOFFERSEN et al., 2016). Devido a baixa
atividade da enzima alfa-amilase, os equinos possuem limitada capacidade de digestéo de
amido no intestino delgado (1,1g/kg de PV/refeicdo) (VERVUERT et al., 2009). Quando
a capacidade de ingestdo é ultrapassada, parte do amido que nao foi digerido atinge o IG,
onde sera fermentado, resultando na producdo de AGCC e acido latico, podendo causar
acidificacdo no IG (SANTOS et al., 2011).

O oferecimento de concentrado, rico em amido, pode causar aumento de bactérias
produtoras de acido latico no IG, levando a queda do pH e tornando o compartimento
desfavoravel para a proliferacdo das bactérias fermentadoras de fibra (celuloliticas e
fibroliticas) (JULLIAND et al., 2001). A diminuicdo do pH resulta em menor diversidade
e estabilidade microbiana, podendo causar problemas gastrointestinais como a acidose
lactica, cdlica e laminite (HANSEN et al., 2015). Nas dietas ricas em fibra, foi

demonstrado maior estabilidade e diversidade microbiana, mantendo o pH proximo do
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ideal (6,5), favorecendo o aumento bactérias fibroliticas e celuloliticas e reducdo de
bactérias produtoras de acido lactico (DOUGAL et al., 2014; JULLIAND et al., 2001).

As alteracfes na microbiota também foram relacionadas a varia¢do na producéo
de &cidos graxos de cadeia curta. Em dietas com amido, observou-se maior proporc¢éo de
propionato em relagdo ao acetato e butirato, sendo esta relagdo inversa nas dietas ricas
em fibras (HANSEN et al., 2015; WARZECHA et al., 2017).

2.2.2 Lipideos na dieta

As principais fontes de energia sdo os carboidratos e os lipideos, sendo este
utilizado como fonte alternativa de energia (CERBARO et al., 2020). Os lipideos sdo
compostos insollveis em agua e possuem em sua composi¢do os triglicerideos, sendo
estes formados pela ligacdo de moléculas glicerol com &cidos graxos de cadeia longa
(NASCIMENTO et al., 2018). A digestdo dos lipidios ocorre no duodeno pela acdo dos
sais biliares que promovem a emulsificacdo os lipidios, facilitando a acdo da lipase
pancredtica que promove a lipélise dos lipidios (MORGADO; GALZERANO, 2006).

A ligacgdo dos sais biliares com os 4cidos graxos e monoglicerideos formam as
micelas, que sdo mais solUveis em agua e como consequéncia, mais absorviveis na parede
do epitélio intestinal. Na parede da mucosa intestinal, os &cidos graxos e monoglicerideo
ou glicerol séo reesterificados, formando os quilomicrons, que sdo prontamente
absorvidas para dentro do sistema linfatico transportando trigliceréis, fosfolipidios,
colesterol, para varios 6rgaos e tecidos, para serem utilizados como fonte de energia ou
reservas de energia (FRAPE, 2004; MORGADO; GALZERANO, 2006).

A utilizacdo de 6leos na dieta de equinos, possui vantagens como 0 aumento da
digestibilidade, diminuicdo do uso de energia para producdo de calor pelo cavalo,
aumento do desempenho atlético, diminuicdo do consumo de alimento, e fornecimento
de acidos graxos essenciais (NASCIMENTO et al., 2018). Os 6leos mais utilizados nas
dietas sdo os derivados da soja e do milho por apresentarem baixo custo e maior
disponibilidade no mercado (MATTOS et al., 2006). O ingrediente possui concentragdo
média de 8,9 Mcal de energia digestivel por quilograma de matéria seca, podendo elevar
o valor energético da dieta, independentemente do tipo de 6leo (CERBARO et al., 2020).

Tendo em vista as limitacdes fisioldgicas do cavalo e os riscos a satde quando ha
ingestdo excessiva do amido, dietas a base de fibra e 6leo vem sendo utilizadas, tendo em

sua composicao fibras capazes de gerar energia semelhantes aos grdos (WILLIAMS et
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al., 2017). Essas dietas, quando comparadas com dietas alto amido, tendem a manter a
producdo de AGCC, sem trazer consigo os riscos de aparecimento de problemas
metabolicos e gastrointestinais (CORREA et al., 2016; MENEZES et al., 2014;
MIRAGLIA et al., 2006).

Estudos sugerem que a suplementacdo com 6leo é uma alternativa para aumentar
0 aporte energético da dieta reduzindo os riscos de doencas e desordens digestivas
encontrados em casos de alta concentracdo de amido (MORGADO; GALZERANO,
2006; OLIVEIRA et al., 2012; RESENDE JUNIOR et al., 2004). Dougal et al. (2014)
avaliando a caracterizagdo da comunidade bacteriana fecal em equinos alimentados com
dieta rica em fibra e dleo, observaram que a dieta rica em fibra apresentou maior
diversidade da microbiota, e maiores concentracdes de bactérias fibroliticas e
celuloliticas, sugerindo que dieta com inclusdo de 6leo promove menos riscos a satde do

equino.

2.3  Digestibilidade de dietas a base de amido e de fibra e dleo

A quantidade de nutrientes nas dietas que podem ser aproveitados pelo animal é
determinada através da digestibilidade aparente, que se estima a por¢do do nutriente
ingerido pelo equino passivel de ser digerido e absorvido no trato gastrointestinal
(MOSS et al., 2017).

A digestibilidade dos nutrientes nos alimentos é expressa como porcentagem do
nutriente que desaparece entre a ingestdo e a excrecdo, fracdo do nutriente que ndo é
recuperado nas fezes (ARAUJO et al., 2000). Alguns fatores podem influenciar nos
valores da digestibilidade, com a individualidade do equino, tempo de transito no trato
digestdrio, composicdo quimica da dieta, nivel de consumo, tipo de alimento, tamanho
das particulas e quantidade de fibra na dieta (QUADROS et al., 2004). O conhecimento
da digestibilidade dos nutrientes compostos na dieta, permite formular dietas mais
precisas, balanceadas ou estratégias nutricionais para 0s equinos tenha melhor
aproveitamento dos nutrientes que trazem beneficios ao cavalo (ARAUJO et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2021).

Dietas rica em amido sdo comumente utilizadas para atender a demanda
energetica dos equinos (KRISTOFFERSEN et al., 2016). O consumo de grandes
quantidades de amido leva a diminuicéo da digestibilidades e pode causar riscos a saude
do animal (DIREKVANDI; KALANTARI, 2018). Miraglia et al. (2006) avaliando a
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inclusdo de concentrado comercial rico em grdos e com diferentes relacOes
volumoso:concentrado (100:0; 75:25 e 50:50), observaram a reducédo da digestibilidade
aparente da Fibra bruta (FB), Fibra em detergente neutro (FDN) e Fibra em detergente
acido (FDA) com o aumento do concentrado. Resultados semelhantes foram obtidos por
Drogoul, Fombelle e Julliand (2001) que testando trés relagfes volumoso:concentrado
(100:0; 70:30 e 50:50), observaram que com o aumento da concentrado rico em amido
houve diminuicdo da digestibilidade da fracdo fibrosa (FB, FDN, FDA) e aumento da
digestibilidade da Matéria seca (MS), Energia bruta (EB) e Proteina bruta (PB). Estes
autores sugerem que a reducdo da digestibilidade ocorreu devido a passagem do amido
para o intestino grosso, causando o aumento de bactérias amiloliticas e reducdo das
bactérias fibroliticas.

Braga et al. (2008) avaliaram a influéncia de dois niveis de FDN (25 e 35%)
provenientes de duas proporc¢des de volumoso:concentrado (50:50 e 60:40) na dieta de
equinos sobre a digestibilidade dos nutrientes e observaram que ao fornecer 35% FDN
houve maior digestibilidade FB, FDN, FDA e EB , devido ao equilibrio nutricional entre
carboidratos estruturais e ndo estruturais na relacdo volumoso:concentrado 50:50 que
pode ter influenciado na microbiota do ceco proporcionando equilibrio entre bactérias
fibroliticas e amiloliticas. Na dieta 25% FDN, houve alteragdo no teor plasmatico de
fibrinogénio, indicando predisposi¢cdo dos equinos a quadros de laminite e cdlica.

Potter et al. (2021) avaliando o efeito de trés dietas rica em amido, rica em fibra e
rica em Oleo sobre a digestibilidade dos nutrientes em equinos, observaram que a dieta
ricaem amido e a dieta rica em 6leo apresentaram maior digestibilidade de EB, MS, FDN
e PB quando comparado com a dieta rica em fibra. Resultados obtidos devido ao tempo
de adaptacdo a dietas (20 semanas) e que o fornecimento de 278 g/kg MS de bleo
aumentou a digestibilidade.

Como alternativa para equilibrar a energia proveniente da dieta e diminuir a
consumo de dietas com muito carboidrato ndo estrutural, Williams et al. (2017) avaliaram
o efeito da inclusdo de 0, 5, 10 e 15% de 6leo na dieta a base de fibra sobre a
digestibilidade no ceco. Observaram que a inclusdo de até 15% de 6leo ndo reduz a
digestibilidade de PB, FDN e FDA. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
estudos, mostrando que que adicdo de até 20% de Gleo na dieta ndo apresenta diminuigédo
do consumo ou da digestibilidade em cavalos (BRANDI et al., 2010; DOUGAL et al.,
2014; MATTOS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012).
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2.4 Microbiota em dietas alto amido e dieta fibra e 6leo

O trato intestinal dos equideos contém uma comunidade diversificada de
microrganismos que consiste em fungos, parasitas, protozodrios, archaea, virus e
bactérias (COSTA; WEESE, 2018). Esse conjunto de diferentes microrganismos
associados a um espaco é conhecida como microbiota, enquanto sua composicao genética
é referida como microbioma (URSELL et al., 2012). A microbiota possui fun¢fes na
fisiologia do equino, atuando no processo fermentativo dos nutrientes, no fornecimento
de AGCC, e na saude do animal (desintoxicacdo e protecdo contra patdgenos)
(D’ARGENIO; SALVATORIO, 2015; MORRISON et al., 2018; WU; WU, 2012). O
desequilibrio na microbiota pode resultar em alteracdo dos padrGes de fermentacdo e, em
ultima instancia, distdrbios metabolicos (DOUGAL et al., 2013)

Esta bem estabelecido que a dieta modula a microbiota, porém, o conhecimento
sobre como a dieta afeta a funcionalidade, estabilidade e diversidade da microbiota
intestinal do equino ainda é limitado (DOUGAL et al., 2012; GARBER; HASTIE;
MURRAY, 2020). Informacfes do efeito das dietas relacionadas a quantificacéo,
caracterizacdo da atividade metabdlica da populacdo microbiana no TGl de cavalo em
ainda sdo escassos (OCHONSKI et al., 2021; SORENSEN et al., 2021).

Hansen et al. (2015), avaliando o efeito de dietas alta fibra e alto amido sobre a
estabilidade, diversidade e funcionalidade da microbiota do ceco de equinos, observaram
que a dieta rica em fibra apresentou maior diversidade e estabilidade da microbiota e
pequena flutuacdo no valor do pH quando comparada a dieta rica em amido. Na dieta rica
em fibra, encontraram familias pertencentes ao filo Firmicutes como Clostridiaceae,
Ruminococcaceae e Lachnospiraceae, que reunem bactérias celuloliticas e fibroliticas
conhecidas pela producdo de acetato e butirato. Na dieta rica em amido, foram
encontradas familias do filo Bacteroidetes (Porphyromonadaceae, Bacteroidetes Cluster
Il desconhecidos, Veillonellaceae) e filo Proteobacteria (Alcaligenaceae,
Oxalobacteraceae e Succinivibrionaceae), incluindo ainda em Proteobacteria a classe
Deltaproteobacteria, que séo bactérias utilizadoras de acido latico. Julliand et al. (2001)
obtiveram no ceco maior concentracdo de bactérias utilizadoras de lactato, Lactobacilli
spp. e Streptococci spp., ao utilizarem dieta rica em amido, resultando na maior queda do
pH e producéo de propionato, em comparacao a dieta rica em fibra, que apresentou maior
abundéancia de bactérias celuloliticas.
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Com o objetivo de avaliar a caracterizagcdo da comunidade bacteriana fecal em
equinos alimentados com dieta rica em fibra, alto teor de dleo ou alto teor de amido,
Dougal et al. (2014) observaram que a dieta rica em fibra apresentou predominancia do
filo Firmucutes e houve aumento de Proteobacterias nas dietas de 6leo e amido. Quando
analisaram ao nivel de familia, encontraram comunidade bacteriana central em todos o0s
cavalos, nas trés dietas, composta principalmente por Lachnospiraceae (responsavel pela
producdo do butirato).Na dieta feno, detectaram Porphyromonadaceae,
Fibrobacteraceae, Clostridia néo classificados e Prevotellaceae (bactérias celuloliticas e
fibroliticas); na dieta de amido, Lachnospiraceae foi predominante e a composigéo
microbiana na dieta de 6leo foi semelhante a encontrada na dieta de feno. Dietas baseadas
em forragem acrescidas de concentrado foram associadas a diferencas na composicdo e
diversidade bacteriana fecal em comparacdo com uma forragem sozinha.

Muhonen, Sadet-Bourgeteau e Julliand (2021) avaliando a composicéo
microbiana no ceco, colon e fezes em cavalos que receberam dietas a base de forragem
diferindo na composicdo de fibra e maturidade. Observaram que independente da
maturidade e do tipo da forragem ndo houve diferenca na composi¢do da microbiota,
tendo como maior concentracdo as bactérias celuloliticas (F. succinogenes, R.
flavefaciens and R. albus). Ao adicionar concentrado, observaram alteracdo na
microbiota, com aumento nas bactérias utilizadoras de lactato, xinalolitica e pectinolitica.
Foi encontrado diferenca na concentracdo das bactérias entre os locais de amostragem,
sendo maior no ceco do que no colon e fezes. Diferentes forragens e maturidades, ndo
tiveram alteracdo na composicdo microbiana e, uma pequena adi¢do de concentrado
(amido de <1 g/kg PV) é o suficiente para causar 0 aumento de bactérias amiloliticas e
produtoras de lactato. Independente da dieta, o ceco, colon e fezes apresentam diferentes
concentracdes da microbiota.

Reed et al. (2021), avaliando a composi¢do da microbiota no ceco, célon dorsal
direito, colon ventral direito e fezes de equino a pasto e alimentados com feno,
observaram diferencas na diversidade microbiana entre os compartimentos, onde o ceco
e colon ventral direito tiveram menor diversidade quando comparado com o célon dorsal
direito e as fezes. Sobre a composi¢do da microbiota, foram encontrados em todos 0s
compartimentos os filos Bacteroidetes, Firmicutes, Spirochaetes, Verrucomicrobia e
Euryarchaeota, observando diferenca na abundancia de cada filo entre o0s
compartimentos. O ceco e cblon ventral direito foram semelhantes, os filos de maiores

abundancias foram Bacteroidetes e Spirochaetes e no colon dorsal direito e nas fezes,
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também tiveram abundancias semelhantes, sendo maiores, os filos Euryarchaeota e
Verrucomicrobia. A microbiota fecal ndo é informativa do intestino grosso proximal
(ceco e cdlon ventral direito), mas pode fornecer informac6es sobre as comunidades dos

compartimentos distais (colon dorsal direito) (Costa et al., 2015).

2.5  Parametros bioquimicos da fermentacdo microbiana em diferentes dietas

2.5.1 Acidos graxos de cadeia curta

Os AGCC, acetato, butirato e propionato, sdo os principais produtos oriundos da
fermentacdo microbiana responsaveis por suprir até 70% da producdo de energia do
cavalo (SANTOS et al., 2011).

A absorcdo dos AGCC esta vinculada ao sistema antiport (Na*/H™) e a troca de
bicarbonato (HCO3") associando as alteragcdes no pH do intestino (ARGENZIO et al.,
1977; HAMER et al., 2008; NEDJADI et al., 2014). Ap6s a absorcdo, 0 acetato e 0
propionato chegam ao sistema porta-hepatico. O propionato é absorvido pelo figado e
utilizado para sintese de glicose pela gliconeogénese, e 0 acetato entra na circulacédo
podendo fornecer carbono para a sintese de lipidio, como também é um precursor
metabdlico de Acetil-COA, este é o0 Unico &cido graxo que atinge os tecidos periféricos e
utilizado de forma direta como energia (BRANDI; FURTADO, 2009; MATOS et al.,
2017; SHEPHERD et al., 2014). O butirato é absorvido pelos colondcitos, fornecendo
energia e possuindo importante papel sobre a salde intestinal, tendo como funcgdo a
regulacdo e manutencdo do epitélio (PRYDE et al., 2002; NIELSEN et al., 2018).

Para melhor compreensao das taxas de absorcdo dos AGCC e do efeito das dieta,
é necessario a mensuracdo da concentracdo dos AGCC na veia porta em conjunto com as
concentragdes no ceco, fezes e sangue (SHEPHERD et al., 2014). Warzecha et al. (2017)
avaliando a inclusdo abrupta de uma deita com alto amido, observaram aumento na
concentracéo do proprionato e butirato e redugdo do acetato no ceco, ao comparar com
uma dieta com baixo amido. Dados semelhantes foram obtido por Kristoffersen et al.
(2016) que testaram dieta rica em fibra e dieta rica em amido, e observaram, apos a
adaptacéo as dietas, aumento da producéo do propionato e butirado e reducéo do acetato
no ceco na dieta rica em amido.

Raspa et al. (2022) avaliando o efeito de dieta rica em amido e dieta rica em fibra

sobre diferentes compartimentos do intestino, observaram que a rica em fibra apresentou
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maiores concentracfes de acidos graxos totais (principalmente do acetato e butirato) nos
compartimentos no ceco e flexura externa, enquanto a dieta rica em amido apresentou
maiores concentracdes na flexura pélvica, colon dorsal direito e reto/fezes. Dados
semelhantes foram encontrados por Ochonski et al. (2021), que encontraram maior
concentracdo de AGCC no ceco quando os cavalos foram alimentados com dieta alta fibra
comparado a dieta alto amido.

Avaliando-se a concentracdo dos AGCC no sangue e ceco de equinos que
recebiam dietas, a base de fibra e a base de amido, e depois adicionando melago nas duas
dietas, Jensen et al. (2016) observaram a maior producdo de AGCC no ceco para a dieta
a base de amido e no sangue a maior producdo foi na dieta a base de fibra. As dietas a
base de fibra apresentaram maior concentracdo de acetato no ceco e no sangue.

Brokner et al. (2016) avaliando a concentracdo dos AGCC no ceco, sangue e fezes
de equinos que receberam dietas com fibras de diferentes composicdes, observaram que
no ceco e nas fezes houve aumento da concentragdo dos AGCC, principalmente do
propionato quando aumentaram o amido da dieta. No sangue, foram encontradas
concentracdes de acetato, butirato e proprionato, sendo que a concentracdo de acetato foi
maior que dos outros acidos graxos na dieta exclusiva de feno comparada com a dieta que
teve incluséo de gréos.

Shepherd et al. (2014), avaliando as concentracfes de AGCC no sangue e nas
fezes em equinos mantidos a pasto e recebendo feno, observaram que houve a maior
concentracédo de acetato nas fezes. As fezes apresentaram maior concentracdo de acetato

do que no sangue.

2.5.2 pH e a capacidade tamponante (CT)

A mensuracao do pH é um método nédo invasivo para quantificacdo indireta da
acidose no intestino grosso, sendo uma metodologia utilizada para avaliar a satde do trato
gastrointestinal do equino (RICHARDS; HINCH; ROWE, 2006). Em conjunto com 0
pH, a capacidade tamponante (CT) é um parametro importante na avalia¢ao de distarbios
digestivos (SANTOS et al., 2009).

Segundo Zeyner, Geissler e Dittrich (2004), o pH observado e o valor da CT
representa o potencial real do organismo em reagir contra modificagdes influenciadas
pela producéo de acidos. Os principais sistemas-tampédo que operam no intestino grosso
de equinos e que podem influenciar o pH séo os tampdes bicarbonato (HCO3") e fosfato

(PO+*). O HCO3" é secretado no duodeno pelo pancreas, no ileo e em menor quantidade
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no intestino grosso e o fosfato é oriundo do metabolismo da dieta, podendo influenciar
na neutralizacdo do conteudo intestinal.

Ochonski et al. (2019) observaram diminuicdo do pH cecal quando equinos foram
alimentados com dieta alto amido, o que pode levar a caso de disbiose, e prejudicar a
atividade fermentativa microbiana. Ochonski et al. (2021) testando feno, aveia, milho,
farelo de trigo, casca de soja, alfafa desidratada e polpa de beterraba, como ingredientes
compostos em concentrado, observaram que as dietas com concentrados, independente
do ingrediente adicionado, o pH cecal foi semelhante a dieta somente de feno (6,81-7,37).

Muhonen, Sadet-Bourgeteau e Julliand (2021) observaram que a dieta que
continha carboidratos mais facilmente digeriveis apresentaram maior pH no ceco e colon,
e menor pH nas fezes. A CT foi maior no ceco do que no colon independente da dieta,
propondo que a CT diminui ao longo do trato gastrointestinal, o que leva o menor pH nas
fezes do que no ceco e coldn. Santos et al. (2009) observaram que houve reducdo na CT
a pH6 e pH5, o que significa que com a sobrecarga do amido, o organismo dos equinos
ndo foi capaz de manter o pH fecal acima de 5 e 6, sugerindo o desenvolvimento de uma
acidose clinica.

Kabe et al. (2016) avaliando a incluséo de até 28% casca de soja no concentrado
observaram que ndo houve efeito da incluséo sobre a producdo dos AGCC, pH fecal e
CT. Menezes et al., (2014) testou a inclusdo de até 28% de polpa citrica no concentrado
e ndo causou a reducdo da concentracdo de AGCC, mostrando que dietas com fibras de
facil fermentacdo sdo benéficas para atender a demanda energética sem causar risco a
salde do equino. Ingredientes fibrosos com alta disponibilidade de energia conhecidos
por “superfibras”, como a casaca de soja, polpa de beterraba e polpa citrica, séo
alternativas para aumentar a energia da dieta e reduzir o aporte de amido, onde aumentam
a producdo de AGCC, sem afetar o pH e a saude dos equinos (BRANDI; FURTADO,
2009).

Correa et al., (2016) avaliaram a inclusdo de até 30% de farelo de gluten de milho
21 (CGM 21, ingrediente rico em proteina e fibra) no concentrado e observaram o nivel
de inclusdo do ingrediente ndo causou redugdo do pH, CT e concentracdo dos AGCC nas
fezes. Reforgando que ingredientes ricos em proteina e fibra podem ser utilizados para
reduzir a utilizacdo do amido (RASPA et al., 2022; JANSSON AND LINDBERG., 2012
e MUHONEN et al., 2021).
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OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de dietas com diferentes fontes

energética sobre a digestibilidade aparente, metabolismo de AGCC e microbiota cecal e

fecal de equinos.

3.1

Objetivos especificos

Avaliar o efeito de dietas a base de feno, fibra e 6leo, e amido e agUcar sobre a
digestibilidade aparente da dieta;

Avaliar o efeito de dietas a base de feno, fibra e 6leo, e amido e agUcar sobre a
composicdo, diversidade e abundancia da microbiota (bactéria, archaea e
protozoarios) no ceco e nas fezes de equinos;

Avaliar o efeito de dietas a base de feno, fibra e 6leo, e amido e agUlcar sobre o
metabolismo de AGCC no ceco, fezes e sangue de equinos;

Avaliar o efeito de dietas a base de feno, fibra e 6leo, e amido e agucar sobre o pH
ea CT apH 5 e pH6 no liquido cecal e nas fezes de equinos.

Avaliar se as fezes podem ser utilizadas como representativas da microbiota cecal

em equinos higidos.
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Resumo

Este estudo foi realizado para analisar a viabilidade da utilizacao de dietas a base de fibra
e 0leo em detrimento a dietas a base de aglcar e amido, utilizando como parametros a
digestibilidade aparente, microbiota, perfil de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), e
alteracdes de meio ambiente no ceco e nas fezes de equinos. Utilizou-se cinco cavalos
higidos, com peso vivo de 384 + 9,51 kg. As dietas experimentais foram: Feno
(exclusivamente feno de Tifton 85), Dieta AA (amido e agUcar), e Dieta FO (fibra e 6leo),
mantendo a relagdo volumoso:concentrado 70:30. Amostras fecais foram coletadas para
analise da digestibilidade aparente (com marcador externo), concentracdo de AGCC
(cromatografia gasosa), pH e capacidade tamponante (CT) e perfil da microbiota
(sequenciamento 16S rRNA). A excec¢do da digestibilidade, as demais variaveis também
foram analisadas no liquido cecal. No sangue foi determinada a concentracdo de AGCC.
O experimento seguiu 0 desenho experimental Cross Over. As dietas com adi¢do de
concentrado diminuiram a digestibilidade de MS, FDN e FDA (p<0,05). Néo foi
observado efeito (p>0,05) das dietas sobre a concentracdo de AGCC (acetato, butirato e
propionato) no ceco e nas fezes. A inclusdo de concentrados, reduziu o pH fecal e
aumentou a CT cecal e fecal (p<0,05). A dieta FO apresentou menor CT. A dieta FO
comparada com a dieta AA apresentou maior abundancia de bactérias fibroliticas
(Ruminococcaceae e Prevotellaceae UCG-004) e bactérias associadas a producdo de
butirato (Rikenellaceae, Anaerovibrio e Akkermansia). A utilizacdo de dietas a base de
fibra e 6leo sdo uma alternativa viavel e segura para a nutricdo de equinos. Apresentam
digestibildiade aparente semelhante a dieta acicar e amido, favorecem a diversidade da
microbiota e a mantém com maior abundancia de bactérias fibroliticas, mantém o pH e

CT dentro de valores fisioldgicos e estimulam a producgédo de AGCC.

Palavras chaves: Cavalo, Concentrado, Fibra, intestino grosso, 6leo, pH.
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Highlights

e Dieta a base de fibra e 6leo (FO) sdo uma alternativa segura para a nutri¢do de
equinos;

e Dieta FO favorece a producédo de acidos graxos de cadeia curta;

e Dieta FO favorece a diversidade microbiana e a abundancia de bactérias
fibroliticas;

e Dieta FO favorece a manutencdo das condi¢fes do meio ambiente em condicoes
saudaveis.
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1.Introducéo

Os cavalos sdo herbivoros que conseguem atender de 30 a 70% de suas
necessidades diarias de energia a partir da producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), oriunda da fermentacdo microbiana da fibra, (Muhonen et al., 2021; Ochonski
et al., 2021), no entanto, dietas com excesso de concentrado sdo comumente utilizadas
em equinos (Kristoffersen et al., 2016) e podem levar a disturbios gastrointestinais, como
colicas (Costa and Weese, 2012) acidose e laminite (Al Jassim and Andrews, 2009; Hesta
and Costa, 2021).

O excesso de amido escapa da digestdo no intestino delgado e é fermentado no
intestino grosso, podendo levar a diminuicdo da digestibilidade da fracdo fibrosa
(Drogoul et al., 2001; Miraglia et al., 2006) por promover a diminuicdo do pH e por
modificar o perfil de fermentagdo (Julliand et al., 2001). Por outro lado, dietas a base de
fibra provocam menores alteracGes na produgdo de AGCC e no pH, apresentando menor
risco a saude dos equinos, sendo assim uma alternativa segura na nutricdo de equinos
(Muhonen et al., 2021; Ochonski et al., 2021, 2019).

Considerando os riscos que a alta inclusdo de amido pode causar a satde dos
equinos, pesquisas na area de nutricdo equina vém recomendando a utilizagdo de dietas a
base de fibras em detrimento do amido (Braga et al., 2008; Harris et al., 2017). A
utilizacdo do 6leo nas dietas também € uma alternativa que vem sendo usada para
aumentar o aporte energético da dieta reduzindo os riscos a saide do equino (Correa et
al., 2016; Williams et al., 2017).

Para investigar o efeitos das dietas no intestino grosso, é comumente utilizado
amostras fecais (Collinet et al., 2021; Harlow et al., 2016; Shepherd et al., 2014) que nédo
refletem o que ocorre no ceco, mas podem ser usadas como representativo do col6n dorsal
direito (Costa et al., 2015), mas para melhor compreenséo se faz necesséria a realizacdo
de coletas em outros compartimentos do intestino além das fezes (Dougal et al., 2014;
Shepherd et al., 2014).

Em estudo realizado por Grimm et al., (2020), observaram que quando cavalos
passam de uma dieta 100% de feno para uma dieta com adi¢do de concentrado, €
observado diminuicdo das bactérias fibroliticas e um aumento da bactéria amiloliticas
tanto no ceco, como no célon e fezes, porém a diversidade no ceco é menor que no célon
e fezes o que culminou na menor produgdo de AGCC no ceco e um aumento da produgéo

nas fezes devido a maior diversidade. Resultados semelhantes foram encontrados por


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9118577/#CR2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9118577/#CR9
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Sorensen et al., (2021) que observaram maior pH e diversidade microbiana nas fezes do
que no ceco e, maior concentracdo de AGCC no ceco do que nas fezes, quando os cavalos
foram alimentados com feno de alfafa do que feno de bromegrass. Observando como os
parametros de fermentacéo e a diversidade microbiana podem ser afetados pelo diferente
tipo de fibra e pelo local de amostragem no intestino posterior.

Diante disso, este estudo foi realizado para analisar a viabilidade da utilizac&o de
dietas a base de fibra e 6leo em detrimento a dietas a base de agucar e amido, utilizando
como parametros a digestibilidade aparente, microbiota, perfil de &cidos graxos de cadeia

curta (AGCC), e alteragdes de meio ambiente no ceco e nas fezes de equinos.
2. Materias e métodos

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, FCAV/UNESP,
sob protocolo nimero CEUA 2057/21.

A pesquisa foi realizada no setor de Equideocultura da Faculdade Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV UNESP, Campus de Jaboticabal/ SP.

2.1. Animais e manejo diario

Foram utilizados cinco equinos higidos, sem raca definida, machos e fémeas com
idade média de 10 £ 2,6 anos e peso vivo de 384 + 9,51 kg, submetidos a cirurgia de
tiflopexia precedentemente ao projeto. No inicio e final de cada periodo de teste das
dietas, os cavalos foram pesados em uma balanca mecanica e foi realizada a classificacédo
do escore corporal segundo metodologia de Henneke et al., (1983).

Os cavalos foram alojados em baias individuais de alvenaria com piso de cimento,
contendo bebedouro automético e comedouro. Diariamente, 0s animais foram soltos em
piquete de terra com acesso a agua €, sem acesso ao pasto, por quatro horas, duas horas
no periodo da manhd (11:00 a 13:00h) e duas horas no periodo da tarde (15:30 a 17:30h).

2.2. Desenho experimental

Foi utilizado Delineamento Cross Over, sendo que 0s animais receberam

inicialmente a dieta feno, posteriormente dieta amido e acucar (AA) e da dieta fibra e 6leo
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(FO). O periodo de adaptacdo as dietas foram de 21 dias, seguido de cinco dias de coleta
de amostras fecais para a determinacdo da digestibilidade aparente. No quinto dia foi
realizada a coleta de amostra de sangue para a determinacdo da concentracdo dos acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) antes do primeiro arragoamento. No sexto dia, foi
realizada a coleta do liquido cecal e fezes para a determinacdo da microbiota, AGCC, pH
e capacidade tamponente (CT) a pH6 (CT6) e pH5 (CT5), também antes do arragoamento

(Imagem 1).

Entre as dietas houve um periodo de intervalo de 28 dias (washout) em que 0s
cavalos foram soltos no pasto durante o dia e, & noite permaneciam nas baias. A
alimentacéo foi feno de Tifton 85 (Cynodon spp.) a vontade e sal mineralizado durante

todo o periodo (Imagem 1).

Microbiota/

Microbiota/ Microbiota/
AGCC/pH/
Digestibilidade cT Digestibilidade AG%CT/F’H/ Digestibilidade AGCC?I'/pH/
(Lipe®/Fezes) (cecoe (Lipe®/Fezes) (ceco e (Line®/Fezes) (ceco e
0-21 dia 26 dia fezes) 0-21 dia 26 dia fezes) 0-28 dias 0-21 dia 26 dia fezes)
]
22-26 dia acee 27 dia 22:26dia poee 27did \yaahout 22-26dia .. o ldi .
Periodo de (sangue) Periodo de (sangue) iodo d (sangue)
adaptagdo g adaptagdo Perio ode g
Dieta feno Dieta amido e}daptggao
e acicar Dletg fibrae
6leo

Imagem 1. Esquematizacdo do periodo experimental com a apresentacdo da sequéncia
das dietas, tempo de adaptacdo, coleta amostral das variaveis (digestibilidade aparente,

AGCC, pH, CT e microbiota) e periodo de descanso (washout) (Fonte: propria autoria).

2.3. Dietas experimentais

As dietas foram calculadas para atender a exigéncia nutricional de cavalos em
manutengdo segundo preconizado pelo NRC (National Research Council, 2007)
mantendo niveis de proteina e energia 0S mais proximos possiveis, atendendo a
quantidade minima de FDN (30% da dieta) preconizada por Braga et al., (2008) e ndo
ultrapassando a inclusdo maxima de amido (1,1g de amido/kg de PV/ refeicdo)

preconizada por Vervuert et al., (2009).
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Na primeira parte da tabela 1 estdo descritas as composi¢Oes dos ingredientes
utilizados nas dietas e na segunda a composi¢do da dieta utilizada respeitando-se a
proporcéo de ingestdo de 70% de volumoso e 30% de concentrado, em base de matéria
seca e de 56:44 em base de energia digestivel. O Feno de Tifton 85-1, foi utilizado na
dieta Feno e AA o Feno de Tifton 85-2, foi utilizado na dieta FO.

Tabela 1. Composic¢do quimicas dos ingredientes e dos nutrientes das dietas, feno (F),
amido e acgucar (AA) e fibra e 6leo (FO)

Feno

Nutrientes dos Tifton Concentrado Feno Concentrado Farelode  Oleo de
ingredientes das dietas (%) 85 amido e acucar Tifton 85 alta fibra soja soja
Matéria Seca 93,59 89,25 94,73 87,0 89,24 100
Matéria Mineral 8,36 11,58 5,79 12,54 6,91
Proteina Bruta 12,86 16,45 8,43 13,38 48,39
Extrato Etéreo 1,42 5,78 1,33 3,92 1,02 92
Fibra em detergente neutro 74,04 26,51 77,14 37,88 22,35
Fibra em detergente acido 39,80 10,69 41,93 23,49 13,66
Fibra Bruta 36,94 8,46 40,23 18,0 6,86
Hemicelulose 34,24 15,82 35,21 14,39 8,69
Amido 0,1 22,2 0,1 16,09 0,62
Energia Digestivel
(Mcal/kg)* 1,62 2,6 1,60 2,1 3,41 8,3
Energia Bruta (cal/g) 4160 3740 4220 3820 4676
Composicdo quimica das dietas (relagdo volumoso: concentrado 70:30, em base de MS)
Nutrientes das dietas (%) F AA FO
Matéria Seca 93,59 92,28 93,22
Matéria Mineral 8,36 9,32 6,61
Proteina Bruta 12,86 13,93 13,66
Extrato Etéreo 1,42 2,72 5,36
Fibra em detergente neutro 74,04 59,78 61,91
Fibra em detergente acido 39,8 31,06 34,23
Fibra Bruta 36,94 28,39 31,46
Hemicelulose 34,24 28,71 27,68
Amido 0,1 5,32 1,70
Energia Digestivel
estimada (Mcal/kg)* 162 191 2,16
Energia Bruta (cal/g) 4160 4034 4048,74

* ED estimada (ragdo)= 4,07- 0,55* (%FDA), e ED(feno)=2,118+(0,01218*PB)-
(0,0093*FDA)-[0,00383*(FDN-FDA)]+(0,04718*EE)-(0,0262*MM). NRC (2007).

O consumo de Matéria original e Matéria seca das dietas estdo descritos na tabela
2. O consumo medio de matéria seca para a dieta Feno foi de 2,02%, para a dieta AA foi
de 2,1% e para a dieta FO 2,23%, em base de matéria seca.
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Tabela 2. Média e desvio padrdo das quantidades de Matéria original (MO) e Matéria
seca (MS) dos ingredientes consumidos das dietas feno (F), amido e aglcar (AA) e fibra
e 6leo (FO).

Ingredientes das dietas

MO (kg) média e MS (kg) média e

desvio padréo desvio padrao
Dieta F
Feno Tifton-85 9,4+1,51 8,4+1,36
Dieta AA
Feno Tifton-85 6+0,00 5,38+0,15
Concen_trado cqmermal 2.0240,07 2.640,07
amido e agucar
Dieta FO
Feno Tifton-85 4,62+2,59 4,28+2,39
Concentrado_ comercial 1.240,00 10,00
alta fibra
Farelo de soja 1+0,00 0,9+0,00
Oleo de soja (ml) 300

Os cavalos foram arragoados na dieta Feno, as 08:00, as 14:00 e as 17:00h e nas dietas
com adigdo de concentrado foi ofertado as 08:00 e as 14:30h, e o volumoso as 07:30,
14:00 e 17:00h, considerando que 2/3 do montante total do volumoso foi oferecido no
periodo noturno. Os cavalos tiveram livre acesso a dgua e receberam diariamente 50g de

sal mineralizado comercial.
2.4. Metodologia de coleta e analise
2.4.1. Digestibilidade aparente da dieta

A digestibilidade aparente da dieta foi estimada com utilizacdo de marcador
externo, a lignina purificada e enriquecida (Lipe®) (Lanzetta et al., 2009). Nos Gltimos
cinco dias de cada periodo experimental foi oferecido, via oral, uma cépsula contendo

0,5g/animal/dia do Lipe® no arrocoamento de manha.

Foram coletadas 400g de fezes da primeira defecacdo do dia, armazenadas em
sacos pléasticos e congelados a -20°C. Ao término do experimento, as amostras foram
descongeladas para a preparacdo de um pool das fezes, de cada animal, referente aos cinco
dias de coleta. Com 400g do pool das amostras, foi realizada a pré-secagem em estufa de
ventilagdo forgada a 65°C por 72 horas. Em seguida, as amostras foram novamente
pesadas e trituradas em moinho tipo Willey em peneira com crivo de 1 mm (Garcia et al.,
2014).
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Finalizada a trituracdo, as amostras foram acondicionadas em coletor universal de
plastico estéril de 80mL, e enviados ao laboratério de nutricdo da Escola de Veterinaria
da UFMG para estimativa da producéo fecal (PF), pelo Lipe®, através de espectrémetro

de infravermelho segundo Saliba (2005).

As andlises bromatoldgicas das fezes e dos alimentos foram realizadas no
laboratorio multiusuario de nutricdo animal e bromatologia da FMVZ USP, campus
Fernando Costa. As variaveis analisadas foram matéria seca (MS), matéria mineral (MM),
extrato etéreo (EE) e proteina bruta (PB), energia bruta (EB) de acordo com Association
of Official Analytical Chemistry (AOAC, 1995). O amido foi analisado com um método
colorimétrico (Hendrix, 1993). A fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente

acido (FDA) e hemicelulose, de acordo com Van Soest et al., (1991).

O célculo da digestibilidade aparente da matéria seca (DMS) e dos nutrientes
(DAN) foi descrita por Pond et al. (1995) e Saliba (2005),

DMS(%)=((Consumo de MS-PF)/(Consumo de MS))*100

Para os demais nutrientes foi utilizada a seguinte férmula para calcular a

digestibilidade aparente dos nutrientes (DAN):

DAN(%)= ((Consumo de MS*% do nutriente na dieta )-(PF*%do nutriente nas

fezes)/(Consumo de MS*% do nutriente na dieta))*100
2.4.2. Analises realizadas no liquido cecal e fezes

Nas amostras do liquido cecal e fezes, foi realizada determinagdo da microbiota,
concentracdo de AGCC, pH e CT a pH6 e a pH5. As amostras foram coletadas uma vez
no dia, no periodo da manhg, antes do arragcoamento. Para a coleta das amostras do liquido
cecal foi realizada a canulagdo no ceco dos animais seguindo metodologia adapta de Uribe
Diaz et al., (2010) e as amostras fecais foram coletadas diretamente do reto, segundo
Grimm et al., (2020)

2.4.2.1. Determinacgéo da microbiota no ceco e fezes

A coleta das amostras, para a andlise da microbiota, seguiu a metodologia
adaptada de Kristoffersen et al., (2016), 10mL do liquido cecal e 10g das fezes foram
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aliquotados em volumes de 5mL armazenados em criotubos de 5 mL e congelados a -
80°C em nitrogénio liquido, para posteriormente serem descongeladas e analisadas no

laboratorio.

A determinacdo da microbiota cecal e fecal foi utilizada na metodologia adaptada
de Pal’lack et al., (2020). Foi realizado o sequenciamento do gene 16S rRNA, da regido
V4, primers 16S-515F (5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3) e 16S-805R (5-
GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3'), pelo sistema Illumina MiSeq usando o kit de
reagente v2 (300 ciclos). A extracdo de DNA da microbiota foi realizada utilizando o kit
comercial GenElute Stool DNA (SIGMA-Aldrich, Darmstadt, DE) seguindo as
recomendag0es do fabricante. As leituras direta e reversa (ferramenta BBMerge; Bushnell
etal., 2017) foram combinadas, de multiplexadas e analisadas utilizando o banco de dados
SILVA versdo 138.1 (Schloss et al., 2009; Yilmaz et al., 2014). Para a determinacédo da
diversidade microbiana, foi analisada a diversidade utilizando-se o indice Shannon, e a
para a andlise de abundancia relativa foi assumido um valor significativo de p <0,01,
utilizando o pacote DADA2 versdo 1.24.0 (Pallack et al., 2020; Schloss et al., 2009;
Warzecha et al., 2017).

2.4.2.2 AGGC nas fezes, liquido cecal e sangue

Para a determinacdo da concentracdo dos AGCC no liquido cecal e nas fezes, foi
utilizado a metodologia adaptada Warzecha et al., (2017). Foi colhido 10mL do liquido e
armazenados em eppendorfs®, e para a analise nas fezes, 50ml (provenientes da mistura,
pos filtragem de 50g de fezes a 100mL de agua destilada) foram armazenados em tubo
Falcon. Em seguida, ambas as amostras cecais e fecais foram congeladas a -20°C para

posterior analise em laboratorio.

As amostras sanguineas foram coletadas da veia jugular, antes do primeiro
arragoamento, utilizando-se tubos com heparina sddica. O preparo das amostras ocorreu
segundo metodologia descrita por Hussein et al., (2004), e as concentracdes de AGCC,
acetato, propionato e butirato, foram mensurados no Laboratério de Fermentabilidade
Ruminal da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao
Paulo (Pirassununga, Brasil), através de cromatografia em fase gasosa (Shimadzu

Corporation, Kioto, Japdo).



33

2.4.2.3 Analise do pH e CT a pH 5 e pH6 no liquido cecal e nas fezes

A determinacdo do pH foi realizada conforme a metodologia de Santos et al.
(2009). Foram coletados 50mL de liquido cecal e 50g e com a introducdo direta de um

peagametro portatil nas amostras, o pH foi mensurado.

A capacidade tamponante (CT) a pH6 (CT6) e pH5 (CT5) foi mensurada segundo
a metodologia adaptada de Zeyner et al., (2004). Para a CT no ceco, foi coletado 50ml de
liquido cecal, filtrados em papel filtro de 15cm e obtido como solugdo final 50ml da
amostra. Para a CT nas fezes, foram coletados 509 de fezes, adicionando 100 mL de agua
destilada, homogeneizando e filtrando em papel filtro 15cm, retirando-se 80 mL da
solucdo das amostras fecais. Das solucdes finais das amostras do liquido cecal e das fezes,
foi realizada a titulagcdo com &cido acético a 0,25M, anotando o volume de &cido utilizado
quando o pH chegava a 6 e a 5. Para o céalculo da CT, aplicou-se a formula CT (mmol/L)
=Volume (mL)* 3,125.

2.4.5. Tamanho de particula das fezes

A determinacdo do tamanho de particulas das fezes foi realizada segundo
metodologia adaptada de Grev et al., (2021), na qual 250 g de amostra fecal foram preé-
secadas em estufa de ventilagdo for¢ada a 105°C por 72 horas e em seguida colocadas em
agitador automatico de peneira. Foram utilizadas peneiras com malhas de a¢o inoxidavel
de 4mm, 2,8mm, 1mm e menor que 1mm, posicionadas umas sobre as outras, da maior
para a menor. A amostra fecal foi colocada na peneira superior (4mm) e foi agitada a
300RPM por 10 min. Finalizado o processo de agitacdo, o material retido dentro de cada
peneira foi pesado e convertido em porcentagem para analise de distribuicdo de tamanho
de particula.

2.5. Analise estatistica

Para as analises da digestibilidade, tamanha de particula nas fezes, e para AGCC,
pH e CT a pH 5 e pH6 no liquido cecal e nas fezes de equinos, adotou-se um modelo
misto, considerando o efeito fixo de Dieta além dos efeitos aleatdrios de animal e o erro
aleatdrio. Para as analises da microbiota, para cada microrganismo observado em

determinado taxon, foi utilizado um modelo misto linear generalizado, assumindo que a
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abundancia de cada microrganismo segue distribuicdo binomial. O mesmo modelo foi
utilizado para a analise da diversidade utilizados os indices de Shannon. O modelo linear
misto geral contemplou o efeito fixo de dietas, além do efeito aleatério de animal.
Diferentes estruturas de covariancias foram avaliadas e selecionadas pela comparagédo do

modelo, com base no critério de AIC proposto por Akaike, (1974).

Para todas as variaveis analisadas, em caso de efeitos significativos para a fonte
de variacdo Dieta, adotou-se o Teste de Tukey como procedimento de comparacdo de
médias (p<0,05). Para todas as analises estatisticas, utilizou-se como auxilio o
procedimento PROC MIXED do programa SAS, versao 9.4 (SAS,2002).

3. Resultados
3.1. Escore corporal e Peso

Né&o foi observado efeito de dieta sobre o escore corporal e o peso (p>0,01) dos
animais (Tabela 3, 4). Os cavalos apresentaram escores corporais de 5,8+0,45
classificados entre moderado e moderadamente gordo segundo metodologia de Henneke
etal., (1983).

Tabela 3. Média e erro padréo do escore corporal e peso vivo (kg) de equinos alimentos
com dieta Feno (F), dieta Amido e aglcar (AA) e dieta Fibra e 6leo (FO).

Escore corporal e erro Peso vivo (kg) e erro
Dieta padrdo padrédo
F 5,840,214 386,80+4,74 4
AA 5,840,214 381+4,744
FO 5,75+0,234 384,94+4,854

Utilizando-se o Teste de Tukey, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre
si, em cada coluna (p<0,05).

3.2. Digestibilidade

Foi observado efeito de dieta sobre a digestibilidade aparente da MS, FDN, FDA,
amido, Hem, PB, EE e EB (p<0,05). A dieta feno apresentou maior digestibilidade
aparente MS, FDN, FDA, EB (p<0,05). A dieta AA apresentou a maior digestibilidade
aparente do amido e HEM, enquanto a dieta FO apresentou a maior digestibilidade
aparente da PB e EE (p<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Média e erro padréo do efeito de dieta feno (F), amido e aclcar (AA) e fibrae
6leo (FO) sobre a digestibilidade aparente da matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose (HEM),

amido, extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM) e energia bruta (EB).

Dietas
Digestibilidade aparente dos
nutrientes (%) F AA FO
MS 63,81+1,90” 51,161,908 55,28+2 138
PB 72,56+1,79” 66,151,798  74,61+2,004
FDN 62,65+1,82” 43,43+1,828 4851+2,03B
FDA 46,03+1,35” 19,31+1,35¢ 25,88+1,51B
HEM 16,62+1,008 24,12+1,00~A 22,35+1,10%
Amido 32,5245 718 97824572~ 954946404
EE 60,61+3,458 5735+3 458 78 75+3,764
EB 61,68+1,77” 49,97+1,778 56,96+1,984

Utilizando-se o Teste de Tukey, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre
si, em cada linha (p<0,05).

3.3. Determinacéo da microbiota no ceco e fezes

No ceco e nas fezes foi observado efeito de dieta sobre a microbiota (nivel de
género) (p<0,05). A dieta Feno apresentou maior abundancia relativa de bactérias
fibroliticas e celuloliticas (Tabela 5). A dieta FO apresentou maior abundéncia relativa de
bactérias fibroliticas produtoras de butirato (Akkermansia e Anaerovibrio) quando

comparado com a dieta AA (Tabela 5).
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Tabela 5. Média e erro padréo do efeito de dieta sobre os principais géneros de bactérias
com abundancia relativa (>1%), no ceco e fezes, em cavalos alimentados com dieta Feno
(F), dieta Amido e Acucar (AA) e deita Fibra e 6leo (FO).

Géneros/Local amostral Dietas
Ceco F AA FO
Treponema 4,63+1,078 6,09+1,394 1,88+0,45
Fibrobacter 2,88+0,70A 2,73+0,674 1,61+0,40B
Rikenellaceae RC9 gut group 2,27+0,324 2,50+0,354 1,42+0,20®
Anaerovibrio 1,13+0,27°8 1,16+0,28 B 1,94+0,46 4
Akkermansia 0,77+1,16 ¢ 0,90+1,34B 1,65+2,464
Fezes F AA FO
Treponema 17,761,044 9,96+0,64 ¢ 11,25+0,71B
Rikenellaceae RC9 gut group 9,36+0,85°¢ 11,641,048 15,09+1,294
Fibrobacter 7,74+0,874 5,25+0,60® 3,63+0,42°€
Ruminococcus 1,70+0,17°¢ 2,11+0,22°B 3,33+0,344
Streptococcus 0,01+0,00¢ 3,41+1,194 0,16+0,06 8
Prevotellaceae UCG-001 1,04+0,128 1,22+0,14 A 0,94+0,11B
Akkermansia 0,42+0,08° 0,98+0,20° 1,600,324

Utilizando-se o Teste de Tukey, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre
si, em cada linha (p<0,05).

N&do foi observado efeito de dieta sobre a diversidade microbiana (indice de
Shannon) no ceco (p>0,05), mas foi observado efeito significativo nas fezes. A dieta AA
(3,58+0,03) e FO (3,48+0,04) apresentaram maior diversidade do que a dieta Feno
(3,40+0,03) (p<0,05)

3.4. Concentracdo dos AGCC no ceco, fezes e sangue

N&o houve efeito de dieta sobre a concentracdo dos AGCC totais, acetato, butirato
e propionato), relacéo (acetato:butirato)/propionato no ceco e nas fezes (p>0,05). A dieta
Feno concentracdes de acetato, propionato e butirato mais proximas as encontradas na
dieta AA e superiores as observadas para a dieta FO, no ceco. Ja nas fezes, observou-se
maiores concentragdes de acetato, propionato e butirato nas dietas AA e FO, em

detrimento a dieta Feno.

Nas amostras sanguineas, a dieta Feno apresentou maior concentracéo (p<0,05)

de acetato, da relacdo (acetato:butirato)/propionato e foi a Unica dieta a apresentar
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butirato. N&o houve efeito de dieta sobre a concentracdo dos AGCC totais (propionato e
butirato) (p>0,05) (Tabela 6)

Tabela 6. Média e erro padrdo do efeito de dieta, feno (F), amido e agucar (AA) e fibra e
6leo (FO), sobre a concentragdo de acetato, propionato, butirato AGCC Totais, e rela¢do
(acetato:butirato)/propionato (mmol/l) no ceco, fezes e sangue de equinos.

Dietas
AGCC_Ceco (mmol/l) F AA FO
Acetato 27,62+2,69” 28,56+3,11" 21,25+3,814
Propionato 9,81+0,59” 10,05+0,68" 7,37+0,844
Butirato 2,69+0,25”  2,63+0,28"  1,65+0,33A
AGCC Totais 40,62+3,53~ 42,48+4,07” 30,83+4,994

(acetato:butirato)/propionato  3,05+0,13”  3,11+0,15”  3,10+0,184
AGCC_ Fezes (mmol/l)

Acetato 6,620,894  7,87+0,89A 7,32+0,974
Propionato 2,75+0,29A  326+0,29”  3,14+0,32A
Butirato 0,56+0,10A 0,70+0,10” 0,62+0,114
AGCC Totais 10,33+1,34A 12,32+1,34"~ 11,43+1,464

(acetato:butirato)/propionato  2,61+0,11”  257+0,11”  2,49+0,124
AGCC_Sangue (mmol/l)

Acetato 4794051~ 253+0518 2,65+0,58B

Propionato 0,38+0,10A 0,41+0,08* 0,55+0,094
Butirato 0,13+0,07

AGCC Totais 5,14+0,64% 2,94+0,64"  3,21+0,724

(acetato:butirato)/propionato  21,69+4,16"  6,16+3,228  508+3,60°
Utilizando-se o Teste de Tukey, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre
si, em cada linha (p<0,05).

3.5. pH e CT no ceco e fezes

N&o houve efeito de dieta sobre o pH cecal (p>0,05), porém houve efeito (p<0,05)

sobre o pH fecal, com os maiores valores para a dieta Feno (Tabela 7).

Para a CT, no ceco, ndo houve efeito de dieta sobre a CT5 (p>0,05) porém houve
efeito sobre a CT6 (p<0,05). A dieta, FO, apresentou maior CT6 no ceco (p<0,05).

Nas fezes, houve efeito de dieta sobre a CT5 e CT6 (p<0,05). A dieta AA,

apresentou maior CT5 e a dieta feno apresentou maior CT6 (p<0,05).



38

Tabela 7. Média e erro padrédo do efeito de dieta, feno (F), amido e aglcar (AA) e fibra
e 0leo (FO), sobre pH e a capacidade tamponante (CT) no ceco e fezes de equinos.

Dietas
pH F AA FO

Ceco 7,1840,10A  7,45+0,11*  7,60+0,14%

Fezes 6,70£0,10”A  6,22+0,10® 6,140,118
CT5 (mmol/l)

Ceco 68,04+5,04” 70,93+5,49” 66,89+6,194

Fezes 19,81+1,808  2599+1,80A 17,65+1,97°B
CT6 (mmol/l)

Ceco 29,37+2,488  36,94+2,67” 41,87+2,96%

Fezes 6,93+0,76” 537+0,76”®  3,66+0,85°

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, em cada linha (p >0,05).

3.6. Tamanho de particula das fezes

Né&o foi observado efeito de dieta sobre o tamanho de particula nas peneiras de
4mm e 2,8 mm das fezes (p>0,05) (Tabela 8). Houve efeito de dieta (p<0,05) sobre as
particulas de tamanho 1mm e menor que 1mm. A dieta feno apresentou maior retencéo
de particulas de 1mm e, a dieta FO apresentou a maior retencdo de particulas menores

que Imm.

Tabela 8. Média e erro padréo do efeito de dieta, feno (F), amido e acucar (AA) e fibra e
6leo (FO), sobre a retencdo do tamanho de particulas das fezes de equinos em peneiras
com malhas de 4mm, 2,8mm, 1mm e menor que 1mm.

Dietas
Retencao de particulas
(%) F AA FO
Peneira 4 mm 0,88+0,22”  0,68+0,22"  0,98+0,24 4
Peneira 2,8mm 2,68+0,43” 244+043”  2,16%0,46"
Peneira 1mm 47,38+1,71" 38,46+1,718 32,37+1,91°€

Peneira menor que Imm  49,04+1,97¢ 5841+1,978 64,37+2,154
Utilizando-se o Teste de Tukey, médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre
si, em cada linha (p >0,05).

4. Discussao
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Diferente do idealizado, o experimento contou com duas partidas de feno distintas,
sendo a primeira, de melhor qualidade, que foi utilizada no teste das dietas F e na dieta
AA.

A qualidade deste feno, permitiu que mesmo sendo ingrediente Unico, a exigéncia
nutricional de cavalos em manutencdo fosse atendida, conforme descrito anteriormente
por Jansson and Lindberg, (2012) e Muhonen et al., (2021), além de apresentar maior
digestibilidade aparente da MS, FDN, FDA.

Para o teste do concentrado AA, utilizou-se uma dieta com predominancia de feno
(70%) e observou-se uma queda na digestibilidade da MS, FDN, FDA e EB, quando
comparado com a dieta feno, como ja observado por Miraglia et al., (2006), utilizando a
relacdo de 75% de volumoso para 25% de concentrado. O efeito prejudicial de dietas a

base de AA também foi referido por Muhonen et al., (2021).

Para a dieta FO, o feno utilizado foi de inferior qualidade (Tabela 1). A
semelhanga do ocorrido na dieta AA, houve uma diminuicdo nos coeficientes de
digestibilidade, da MS, FDA, e FDN, quando comparado com a dieta F (p<0,05). Entre
as dietas AA e FO, os coeficientes foram superiores para a dieta FO, em cerca de 5% nas
variaveis informadas, resultado relevante, mesmo que ndo significativo estatisticamente.

Este resultado por estar relacionado com a composic¢éo da dieta e da microbiota das fezes.

Na dieta F e FO, houve predominio das bactérias fibroliticas, o que pode justificar
a maior digestibilidade da fracéo fibra na dieta FO, quando comparado com a dieta AA.

Na dieta AA, a quantidade de amido oferecido por refei¢ao foi de 288,6g/refeigéo,
enquanto que na dieta FO, foi de 158,76g/refeicdo. Para ambas as dietas, o aporte de
amido esta dentro do preconizado por Vervuert et al., (2009) e a digestibilidade foi alta
(maior que 95%), e mesmo assim a dieta AA apresentou alteracdo na composicéo da
microbiota, com a presenca de Streptococcus (dado ainda ndo publicado), e no perfil
fermentativo Grimm et al., (2020) com maiores valores de CT a pH5 e pH6, indicando
maior esforco para neutralizando o pH intestinal e prevenindo a acidificacdo do
compartimento (Baumhak et al., 2021; Santos et al., 2009) reforcando o efeito negativo
desta dieta.

As dietas com adicdo de concentrado (AA e FO), apresentaram maiores valores
de pH no ceco e menores nas fezes, assim como maiores CT5 e CT6. A diferenga esta
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relacionada a maior absorcéo dos AGCC no ceco, que ocorre por processo ativo, sistema
antiport Na*/H", e troca do HCO3"/CI", levando maior CT e regulacdo do pH no ceco
quando comparada as fezes (Frape, 2008; Santos et al., 2009; Zeyner et al., 2004). Neste
compartimento, também n&o se observou efeito da dieta (p>0,05) sobre a concentragéo
de AGCC (Tabela 6), mas um resultado ressalta aos olhos, que é a menor concentragdo
na dieta FO, que pode estar ligada ao tipo de particulas presentes na dieta, inferiores a

1mm, com passagem mais rapida pelo ceco (Grev et al., 2021; Raspa et al., 2022).

O principal sitio de utilizacdo das dietas com particulas menores, como as
observadas nas dietas com concentrado, € o colon e com isso as principais alterac6es sdo
visualizadas nas fezes, uma vez que elas sdo mais representativas do compartimento
(Costa et al., 2015).

Nas fezes, foi observado maior diversidade microbiana nas dietas com adicéo de
concentrado e maior concentragdo de acetato, propionato e butirato, como previamente
descrito por Grimm et al., (2017); Hansen et al., (2015) e Julliand et al., (2001). A maior
concentracdo de butirato estd relacionada com a maior abundancia de bactérias como
Anaerovibrio, Akkermansia e Rikenellaceae RC9 gut group, nas dieta AA e FO (dados
ainda ndo publicados) que s&o conhecidas pela producgéo do butirato (Weinert-Nelson et
al., 2022).

A maior proporcao de acetato se deve a predominancia de feno na dieta, que
reflete na maior abundancia de bactérias como, Treponema, Fibrobacter, e
Ruminococcaceae, principalmente nas dietas FO e Feno, e na dieta AA foi encontrado a
bactéria Prevotellaceae UCG-001, todas bactérias relacionada a degradacdo da parede

celular vegetal (Grimm et al., 2020).

Ao analisarmos a dieta FO, observamos que a CT a pH6 e pH5 foi menor quando
comparado com as outras dietas, o que pode estar ligada a sua composicao,
principalmente na disposicdo das fibras, pois esta dieta contém fibras de rapida e lenta
fermentacdo, que sdo utilizadas em compartimentos diferentes do IG (Grev et al., 2021;
Raspa et al., 2022).

Mesmo a dieta AA e FO tendo apresentado a maior concentracdo de AGCC nas
fezes, concordando com Brokner et al., (2016); Grimm et al., (2017); Raspa et al., (2022);

Sadet-Bourgeteau et al., (2017), quem apresentou a maior concentracdo sanguinea do
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acetato no sangue foi a dieta F, corroborando com Jensen et al., (2016). O metabolismo
de AGCC em equinos ainda € um enigma e precisa ser melhor estudado, mas acredita-se
que esta situacdo se deva ao destino metabdlico dos AGCC produzidos ao longo do IG,
sendo o acetato, destinado a producéo de energia e oxidagdo nos musculos e o propionato
a gliconeogénese, ficando retido no figado e o butirato é utilizado com fonte de energia
pelos condcitos (Frape, 2008). Para melhor elucidagdo das taxas de absor¢do dos AGCC
seria necessario a mensuracéo da concentracao dos AGCC na veia porta em conjunto com

as concentracdes no ceco, fezes e sangue (Shepherd et al., 2014).
5. Concluséao

A utilizacdo de dietas a base de fibra e 6leo sdo uma alternativa viavel e segura
para a nutricao de equinos. Apresentam digestibildiade aparente semelhante a dieta agucar
e amido, favorecem a diversidade da microbiota e a mantém com maior abundancia de
bactérias fibroliticas, mantém o pH e CT dentro de valores fisioldgicos e estimulam a
producdo de AGCC.
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Resumo

O conhecimento da microbiota intestinal e fecal, e o efeito de dieta sobre elas, é
essencial para entender as necessidades nutricionais e a contribuicdo para a saude dos
equinos. A presente pesquisa se propdem a determinar e comparar o efeito de dietas a
base de volumoso (exclusivamente), fibra e 6leo, e acucar e amido sobre a composicao,
diversidade, abundancia e da microbiota no liquido cecal e nas fezes de equinos higidos.
Foram utilizados cinco cavalos alimentados com dietas a base exclusivamente de feno-
dieta Feno, ou acrescidas de concentrado, dieta Amido e agucar (AA), e dieta Fibra e 6leo
(FO). Para a analise microbiana, foram coletadas amostras cecais e amostras fecais. O
Sequenciamento 16S rRNA foi utilizado para determinar a microbiota e a quantificacdo
relativa g-PCR foi realizada para a analise de archaea e protozoario. Nas amostras cecais
e fecais, houve efeito de dieta sobre as bactérias em niveis de filo, familia e género. No
ceco e nas fezes os filos de maiores abundancias relativas (>1%) foram Bacteroidota,
Firmicutes, Spirochaetota, Fibrobacterota e Verrucomicrobiota. Em nivel de abundancia
relativa de familia e género (>1%) no ceco e nas fezes, na dieta Feno foi encontrado
bacterias fibroliticas e celuloliticas. Na dieta AA, foi encontrado o género Steptococcus,
associado a presenca do amido. Na dieta FO foram encontrados familias e géneros,
relacionadas a bactérias pectinolitica, proteolitica (Prevotellaceae) e lipidica (género
Anaerovibrio). Nao houve efeito de dieta sobre a quantificacdo de archaea e protozoario
no ceco e nas fezes. As fezes ndo séo representativas da populacdo da microbiota do ceco
Dietas a base de fibra; fibra e 6leo; e amido e acucar, influenciam na abundancia da
microbiota cecal e fecal, na diversidade fecal, mas ndo influenciam diversidade da
microbiota cecal de equinos higidos. Dietas a base de FO se mostraram seguras para
substituir dietas com AA. A quantificacdo e atuacdo de archaeas e protozoarios precisa
ser melhor explorada para equinos.
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1. Introducéo

O trato gastrointestinal dos equinos contém uma microbiota composta por
bactérias, archaea, fungos e protozoarios (DOUGAL et al., 2014b) os quais
desempenham papel fundamental na degradacdo dos alimentos (JULLIAND; GRIMM,
2016) e na saude intestinal (Garber et al., 2020). Protozoarios atuam na degradacéo da
fibra (Laho et al., 2013; Elghandour et al., 2019) e do amido (Hua et al., 2022), enquanto
archeae possuem uma funcéo indireta, auxiliando a atividade flngica anaerdbica sobre a
parede celular da fibra (Lee and Ha, 2000; Fen et al., 2009; Edwards et al., 2020).
Informagdes sobre a populacgdo e agdo ainda sdo escassas em equinos.

Atualmente aceita-se a avaliacdo da microbiota das fezes como representativo da
microbiota intestinal, porem as amostras de fezes sdo representativas apenas do colon
dorsal direito (Dougal et al., 2012, 2013), o que torna ideal a avaliacdo de mais
compartimentos (em especial do ceco e colén) para inferir sobre a acdo da dieta (Costa et
al., 2015). Poucos estudos que analisaram o efeito da dieta sobre a microbiota avaliaram
amostras de mais de um compartimento (GRIMM et al., 2020; MUHONEN; SADET-
BOURGETEAU; JULLIAND, 2021; SORENSEN et al., 2021).

Equinos conseguem atender a sua exigéncia nutricional com dietas a base
exclusivamente de fibras (NRC, 2007), porém quando a exigéncia nutricional aumenta,
sdo comuns a utilizacdo de dietas com altas concentracfes de grdos (DOUGAL et al.,
2014b) que podem levar a sobrecarga de amido e alteracdes na microbiota intestinal
(Kristoffersen et al., 2016; Warzecha et al., 2017).

A microbiota das fezes de equinos higidos alimentados com dietas a base de fibra
e a base de fibra e Gleo apresentam semelhancas na composi¢cdo microbiana, com
predominancia de bactérias celuloliticas e fibroliticas como Fibrobacteraceae,
e Prevotellaceae (Dougal et al., 2014), enquanto que em dietas com alta propor¢édo de
grdos, é observado aumento da populacdo de bactérias fermentadoras de carboidratos ndo
estruturais como Lactobacillaceae e Streptococcus, 0 que altera o0s parametros
fermentativos gerando riscos a salde dos equinos (HARLOW et al., 2016; JULLIAND
etal., 2001; JULLIAND; GRIMM, 2017; KRISTOFFERSEN et al., 2016). Dietas a base
de fibra e 6leo vem sendo uma alternativa suprindo a demanda energética, sem afetar a
saude intestinal do cavalo (DUNNETT; MARLIN; HARRIS, 2002; KABE et al., 2016;
VERVUERT; KLEIN; COENEN, 2010).

Sdo limitados os estudos que buscaram compreender a composi¢do da microbiota
em cavalos saudaveis, e que utilizam dietas com outras fontes energeéticas alternativas ao
amido (DOUGAL et al., 2014b; SORENSEN et al., 2021; WUNDERLICH et al., 2023;
ZHU et al., 2021). A utilizagdo de dietas a base de fibra e 6leo podem manter o perfil da
microbiota mais proximo a dieta a base de volumoso (exclusivamente) e com isso, manter
a saude gastrointestinal do cavalo. A presente pesquisa se propdem a determinar e
comparar o efeito de dietas a base de volumoso (exclusivamente), fibra e dleo, e aglcar e



50

amido sobre a diversidade, abundancia e populagdo da microbiota no liquido cecal e nas
fezes de equinos higidos

2. Materiais e métodos
2.1.Comité de ética

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, FCAV/UNESP,
sob protocolo nimero CEUA 2057/21.

2.2.Desenha experimental e Coleta de dados

Foram utilizados cinco equinos higidos, sem raca definida, machos e fémeas, com
idade de 10 anos (SE = 2,6) e 384kg (SE £ 9,51 kg) de peso vivo, alojados
individualmente em baias contendo bebedouro automatico e comedouro. Diariamente
foram soltos em piquete de terra com acesso a dgua e, Sem acesso ao pasto, por quatro
horas, duas horas no periodo da manha e duas horas no periodo da tarde.

Foram testadas trés dietas, a dieta Feno que consistiu exclusivamente de feno
(Tifton-85), a dieta amido e acucar (AA) e a dieta fibra e 6leo (FO). As dietas foram
calculadas para atender a exigéncia nutricional de cavalos em manutencdo segundo
preconizado pelo NRC (2007) (National Research Council), respeitando-se a proporg¢ao
de 70% de volumoso e 30% de concentrado, em base de matéria seca. A quantidade de
alimento oferecido (em base de MS) na dieta Feno foi de 8,4kg (SE+1,36 kg), na dieta
AA foi de 5,38kg (SE+£0,15 kg) de feno Tifton-85 e 2,6 kg (SE+0,07 kg) de concentrado
(base de amido e acucar) e na dieta FO foi de 4,28kg (SE£2,39 kg) de feno Tifton-85 e
1,9kg (SE+0,00kg) de concentrado (base de fibra e 6leo) acrescido de 300ml de 6leo de
soja. Nas dietas com adicdo de concentrado (AA e FO), a proporcdo de
volumoso:concentrado em base de matéria seca (MS) foi de 70:30, e em base de energia
foi de 56:44 (Tabela 1). Atentou-se para que as dietas ndo ultrapassassem a incluséo
maxima de amido de 1,1g/kg de PV/ refeicdo (VERVUERT et al., 2009), que as dietas
apresentassem 0s niveis de proteina e energia 0s mais préximos possiveis, e atendessem
a quantidade minima de 30% de FDN da dieta (BRAGA et al., 2008).
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Tabela 1. Composicdo quimicas das dietas Feno, Amido e Actcar (AA) e Fibra e Oleo
(FO), respeitando a relacdo volumoso: concentrado 70:30, em base de MS.

Nutrientes das dietas/ Dieta F Dieta AA Dieta FO
Dietas
Matéria Seca (%) 93,59 92,28 93,22
Matéria Mineral (%MS) 8,36 9,32 6,61
Proteina Bruta(%MS) 12,86 13,93 13,66
Extrato Etéreo(%MS) 1,42 2,72 5,36
Fibra em detergente
Neutro(%MS) 74,04 59,78 61,91
Fibra em detergente
4cido(%MS) 39,8 31,06 34,23
Fibra Bruta (%MS) 36,94 28,39 31,46
Hemicelulose(%MS) 34,24 28,71 27,68
Amido(%MS) 0,1 6,73 2,34
Energia Digestivel
Estimada(Mcal/kg)* 162 191 2,16
Energia Bruta(Mcal/g) 4,16 4,03 4,04

* ED estimada(racdo) = 4,07 — 0,55 * (FDA%) e, ED(feno) = 2,118 + (0,01218 *
PB) — (0,0093 * FDA) — [0,00383  (FDN — FDA)] + (0,04718 * EE) — (0,0262 *
MM) NRC (2007). MS, Matéria Seca.

Foi utilizado Delineamento Cross Over. Cada periodo experimental foi de 21 dias
para adaptacéo a dieta, seguida de um dia de coleta amostral (Figura 1). A sequéncia das
dietas testadas foi a dieta feno, AA e FO. O periodo de intervalo entre as dietas foi de 28
dias (washout) em que os cavalos foram soltos em piquetes durante o dia e, a noite
permaneciam nas baias, recebendo feno Tifton 85 & vontade e sal mineralizado (50g/dia).

Figura 1. Desenho experimental do estudo e distribuicdo dos periodos de adaptacéo as
dietas e periodos de coletas do liquido cecal e fezes para determinacdo da microbiota.
Dieta AA, dieta amido e agucar; Dieta FO, dieta fibra e dleo; d, dia; , coleta amostral
do liquido cecal e das fezes.
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Para a coleta das amostras do liquido cecal foi realizada a canulagéo no ceco dos
cavaloss seguindo metodologia adapta de Uribe Diaz et al. (2010) e Kristoffersen et al.,
(2016) e as amostras fecais foram coletadas diretamente do reto, segundo Grimm et al.,
(2020). Para a andlise da microbiota, 10mL do liquido cecal e 10g das fezes foram
aliquotados em volumes de 5mL armazenados em criotubos de 5 mL e congelados a -
80°C em nitrogénio liquido, para posteriormente serem descongeladas e analisadas no
laboratdrio, segundo a metodologia adaptada de Pal3lack et al., (2020).

2.3.Extracdo de DNA e Sequenciamento 16S rRNA

A extracdo de DNA da microbiota foi realizada utilizando o kit comercial
GenElute Stool DNA (SIGMA-Aldrich, Darmstadt, DE) seguindo as recomendacdes do
fabricante. A qualidade e concentracio do DNA extraido foi avaliado em
espectrofotobmetro Nanodrop One/One (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA). A preparacdo da biblioteca foi realizada de acordo com as recomendacfes da
llumina (lllumina, San Diego, Ca, EUA) envolvendo duas PCRs, duas etapas de
purificacdo, quantificacdo, normalizacdo, multiplexacdo e desnaturacdo da biblioteca.

A primeira PCR foi realizada para amplificacdo locus-especifica da regido V4
hipervaridvel ~do  16SrRNA  utilizando os  primers  16S-515F  (5'-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") e 16S-805R (5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-
3"). Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose para
verificar os produtos quanto ao tamanho esperado (291 pb). indices de codigo de barras
(NEXTERA® XT DNA SMP Prep Kit) foram adicionados a todas as amostras para
permitir a multiplexacdo delas. Amplicons foram agrupados em propor¢des equimolares
das bibliotecas e sequenciados pelo sistema Illumina MiSeq usando o kit de reagente v2
(300 ciclos). As leituras direta e reversa (ferramenta BBMerge; Bushnell et al., 2017)
foram combinadas, de multiplexadas e analisadas utilizando o banco de dados SILVA
versdo 138.1 (SCHLOSS et al., 2009; YILMAZ et al., 2014).

2.4.Bioinformatica

Os dados foram analisados conforme Callahan et al. (2016). O pacote DADA2
versdo 1.24.0, implementado no softwer R versdo 4.2.3, foi utilizado para controle de
qualidade e determinacgéo das contagens de sequéncia, e com a funcdo assing Taxonomy
do banco de dados SILVA versdo 138.1, as taxonomias foram atribuidas a cada variante
de sequenciamento de amplicon (ASV). As ASVs com menos de 5 contagens nao foram
incluidas na andlise por razdes de maior confianca nas leituras de sequéncia e viés
reduzido por possiveis erros de sequéncia (HUSE et al., 2007). A reutilizacdo com uma
representacdo igual a 10.000 sequéncias / amostra foram utilizadas para normalizacéo das
leituras de sequéncia (WEISS et al., 2017).

Para a determinacédo da diversidade microbiana, foram analisadas da diversidade
utilizando-se o indice Shannon e o indice de riqueza por Chaol, e a para a analise de
abundancia relativa foi assumido um valor significativo de p <0,01, utilizando o pacote
DADAZ2 versao 1.24.0 (PASSLACK; VAHIJEN; ZENTEK, 2020; SCHLOSS et al., 2009;
WARZECHA et al., 2017).

2.5.Quantificacdo de Archaea e Protozoario
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O desenho dos primers usados para 0 PCR em tempo real sdo descritos na Tabela
2. Todas as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador CFX96™
(Bio-Rad) em um volume final de 10 uL de reag¢ao por pogo contendo 2x qPCRBIO
SyGreen Mix (PCRBiosystems, London, UK), 25 ng/pl de DNA, 300 nM de cada primer
para archaea e bactéria total, e 100 nM para cada primer de protozoario. Um controle
negativo foi realizado em cada placa para detectar possiveis contaminantes ou a formacao
de dimeros de primers. As condi¢des de ciclagem para archaea e bactéria total foram:
95°C por 20s seguido de 40 ciclos de 95°C por 3s, 60°C por 30s e 79°C por 10s; e para
protozoario foram: 95°C por 20s seguido de 40 ciclos de 95°C por 3s e 60°C por 30s.
Imediatamente, apds a amplificagdo, uma curva de melting foi realizada. A quantificagdo
relativa das populacdes foi realizada segundo metodologia descrita por Denman e
McSweeney, (2006), na qual o total do gene 16S rRNA amplificado pelo primer de
bactéria total foi usado como gene enddgeno para normalizacdo dos dados de archaea e
protozoario.

Tabela 2 Primers e amplicon utilizados na quantificacdo relativa de rDNA de archaea e
protozoarios em relacdo ao total de bactérias por g-PCR.

Primers Sequéncia 5" 3" Amplicon
Bactéria Total - 1114F CGGCAACGAGCGCAAcCCC 130 bp
Bactéria Total - 1275R CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC

Archaea - 958F AATTGGAKTCAACGCCGGR 142 bp
Archaea - 1100R TGGGTCTCGCTCGTTG
Protozoario - 316F GCTTTCGWTGGTAGTGTATT 223 bp
Protozoario - 539R CTTGCCCTCYAATCGTWCT

2.6.Analise Estatistica

Para as analises das informacbes da microbiota, para cada
microrganismo observado em determinado taxon, foi utilizado um modelo misto
linear generalizado, assumindo que a abundancia de cada microrganismo segue
distribuicdo binomial. Neste caso, utilizou-se funcéo de ligacéo logistica para relacionar
as abundancias observadas aos componentes sistematicos do modelo estatistico. O
modelo estatistico contemplou o efeito fixo de dietas, além do efeito aleatério de
animal. Para a anélise da diversidade foram utilizados os indices de Shannon e Chaol.
Neste caso, considerou-se um modelo linear misto geral que contemplou o efeito fixo de
dietas, além do efeito aleatorio de animal. Em ambas as analises, o efeito aleatorio de
animal foi considerado fator de variacdo e as medidas repetidas dentro do animal foram
consideradas condigdes de avaliacdo, refletindo a estrutura de correlagdo dentro dos
animais. Diferentes estruturas de covariancias foram avaliadas e selecionadas pela
comparagdo do modelo, com base no critério de AIC proposto por Akaike, (1974). Em
caso de estatistica F significativa para a fonte de variagdo dieta, adotou-se como
procedimento de comparacdo de médias o Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Todas as analises foram realizadas com auxilio do procedimento PROC MIXED e
GLIMMIX do programa Statistical Analysis System, verséo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, EUA, 2013).

3. Resultados
3.1.Dados do Sequenciamento 16S rRNA

Apobs o sequenciamento foi obtido uma pontuacdo de qualidade (Qsore) de
91,49%, que pode ser considerado um resultado com alta confianca (ILLUMINA, 2014;
MANLEY; MA; LEVINE, 2016).

Com o sequenciamento, foram encontrados no total 8.316 reads para todas as
amostras (ceco+fezes), depois da filtragem, foram geradas 3.351.219 reads para todas as
amostras (ceco+fezes) (média de 124.119 reads por amostra com variacao individual
entre 95.765 e 13.3037 reads. Para as amostras do liquido cecal, apés a filtragem, foram
geradas entre 3305 e 3937 de variante de sequenciamento de amplicon (ASVs) (média de
13.668 ASVs), e as amostras fecais apresentaram entre 4395 e 6045 ASVs (média de
6.073 ASVs) considerando as trés dietas juntas.

3.2.Microbiota cecal e fecal

Utilizando-se a filtragem dos taxons mais frequentes (>5%), no ceco foi
encontrado um total da classe taxonémica de 20 filos, 77 familias e 211 géneros. Nas
fezes foram encontrados 20 filos, 107 familias e 211 géneros. Entre os 20 filos encontrado
no ceco, independente da dieta oferecida, cinco filos foram os de maior abundancia
relativa (>1%) Bacteroidota, Firmicutes, Desulfobacterota, Spirochaetota, Fibrobacterota
e Verrucomicrobiota (Figura 2A). Observou-se que os filos Fimicutes e Fibrabacterota
tiveram abundancia relativa semelhantes entre as dietas Feno e AA. Houve 0 aumento
dos filos Desulfobacterota e Spirochaetota na dieta AA e dos filos Bacteroidota e
Verrucomicrobiota na dieta FO (Tabela 3).

Nas fezes, a quantidade de filos mais abundantes, independente das dietas (>1%)
foram os mesmo que encontrados no ceco, com excessao do filo Desulfobacterota (Figura
2B). Foi observado o aumento de Spirochaetota e Fibrobacterota na dieta Feno,
Firmicutes na dieta AA e o filo Verrucomicrobiota continuou a ser maior na dieta FO
(Tabela 3).
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Figura 2. Abundancia relativa média dos principais filos bacterianos (>1%) no ceco (A)
e nas fezes (B) das dietas Feno, deita Amido e Acucar (AA) e dieta Fibra e 6leo (FO).

Tabela 3. Efeito de dieta sobre a abundancia relativa (>1%) dos filos das bactérias, no
ceco e fezes, em cavalos alimentados com dieta Feno, dieta Amido e Acucar (AA) e deita
Fibra e 6leo (FO)(Valores médios com seus erros padrdo).

Filo/Local amostral Dietas

Feno AA FO
Ceco '\"(f/f)'a SE Média (%)  °F  Média )  °F
Bacteroidota 41,19° 2,34 36,49°¢ 2,24 47,622 2,41
Firmicutes 38,632 1,21 38,422 1,21 29,93P 1,08
Desulfobacterota 4,33P 0,93 8,022 1,65 3,61°¢ 0,78
Spirochaetota 4,70° 1,09 6,102 1,39 1,94¢ 0,46
Fibrobacterota 2,882 0,71 2,732 0,67 1,61° 0,4
Verrucomicrobiota 0,78°¢ 1,17 0,90° 1,35 1,662 2,46

Fezes _ Feno _ AA _ FO
Média(%) SE Média(%) SE Média(%) SE
Firmicutes 44,64° 1,32 52,802 1,33 48,24° 1,33
Bacteroidota 22,99¢ 1,02 23,93° 1,05 27,192 1,15
Spirochaetota 17,912 1,06 10,16° 0,66 11,45° 0,74
Fibrobacterota 7,742 0,87 5,25P 0,61 3,63°¢ 0,43
Verrucomicrobiota 1,15¢ 0,13 1,97° 0,23 2,278 0,31

ab¢ Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, em cada linha (p>0,01). SE=

standard error

Quando se analisou as amostras em nivel de familia, foram encontradas no ceco,
independente da dieta, 10 familias que tiveram abundancia relativa >1% (Figura
3A). Para cada uma das familias foi observado o efeito de dieta (p<0,01). A familia
Acidaminococceae e Ruminococcaceae foram as mais abundantes na dieta Feno,
enquanto que as familia Lachnospiraceae, e Spirochataceae foram maiores na dieta AA,
e a familia Prevotellaceae foi maior na dieta FO(Tabela 4).

Nas fezes, 12 familias tiveram abundancia relativa >1% independente das dietas (Figura

3B). Em cada uma das familias foi encontrado o efeito de dieta (p<0,01). A dieta Feno
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teve maior abundancia relativa da Spirochaetaceae, Lachnospiraceae, Fibrobacteraceae
e Selenomonadaceae. A dieta AA teve abundancia relativa da familia Acidaminococceae
semelhante a dieta Feno e, na dieta FO as familias Rikenellaceae e Ruminococcaceae
foram as mais abundantes (Tabela 4).

Figura 3. Abundancia relativa média das principais familias bacterianos (>1%) no ceco
(A) e nas fezes (B) das dietas Feno, deita Amido e Acucar (AA) e dieta Fibra e 6leo (FO).

Tabela 4. Efeito de dieta sobre as principais familias bacterianas com abundancia relativa
(>1%), no ceco e fezes, em cavalos alimentados com dieta Feno, dieta Amido e Agucar
(AA) e deita Fibra e 6leo (FO)(Valores médios com seus erros padréo).

Familia/Local amostral Dietas
Ceco Feno AA FO
Media(%) SE Média(%) SE Média(%) SE
Prevotellaceae 37,80° 2,40 32,95°¢ 2,25 44,272 2,52
Acidaminococcaceae 11,642 1,52 8,64° 1,17 7,63°¢ 1,04
Lachnospiraceae 9,36" 0,48 10,19 0,52 6,58°¢ 0,35
Desulfovibrionaceae 4,33P 0,93 8,022 1,65 3,61° 0,78
Spirochaetaceae 4,70° 1,09 6,10% 1,39 1,94°¢ 0,46
Rikenellaceae 3,112 0,33 3,332 0,35 2,92° 0,31
Ruminococcaceae 3,532 0,23 2,78° 0,19 2,74° 0,19
Fibrobacteraceae 2,892 0,71 2,732 0,67 1,62° 0,40
Selenomonadaceae 2,132 0,20 1,992 0,19 2,142 0,20
Fezes Feno AA FO

Média(%) SE Média(%) SE Média(%) SE
Rikenellaceae 13,70¢ 0,97 16,11° 1,11 20,18°2 1,32
Spirochaetaceae 17,862 1,06 10,11°¢ 0,66 11,38° 0,73
Lachnospiraceae 12,502 0,87 9,91°¢ 0,71 11,05° 0,78
Acidaminococcaceae 6,062 0,40 6,162 0,40 4,85P 0,33
Fibrobacteraceae 7,742 0,87 5,25P 0,61 3,63°¢ 0,43
Ruminococcaceae 2,19°¢ 0,19 3,09° 0,26 4,272 0,35
Selenomonadaceae 3,682 0,83 2,31°¢ 0,53 3,45P 0,78

abc Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, em cada linha (p>0,01). SE=

standard error

A nivel de género, no ceco foram encontrados 15 géneros com abundancia relativa
>1% (Figura 4A), e todos com efeito de dieta (p<0,01). A dieta FO apresentou maior



57

abundancia relativa dos géneros Anaerovibrio (filo Firmicutes), Akkermansia (filo
Verrucomicrobiota) e Prevotella e Prevotellaceae UCG-003 (filo Bacteroidota). Na dieta
AA tivemos a maior abundancia relativa dos géneros Treponema (filo Spirochaetota) e
Lachnospiraceae AC2044 group (filo Firmicutes). Os géneros Fibrobacter (filo
Fibrobacterota), Rikenellaceae RC9 gut group (filo Bacteroidetes) foram semelhantes
entre a dieta AA e Feno. Ja a dieta Feno teve a maior abundancia relativa do género
Prevotellaceae UCG-001(filo Bacteroidota) (Tabela 5).

Nas fezes, foram encontrados 19 géneros com abundancia relativa >1% (Figura
4B), e todos com efeito de dieta (p<0,01). Na dieta FO houve a maior abundancia relativa
dos géneros Rikenellaceae RC9 gut group, Ruminococcus (filo Firmicutes) e
Anaerovibrio. Na dieta Feno teve a maior abundancia relativa dos géneros Treponema e
Fibrobacter, e na dieta AA o género Steptococcus (filo Firmicutes) teve a maior
abundancia relativa (Tabela 5).

Figura 4. Abundancia relativa média dos principais géneros bacterianos (>1%) no ceco
(A) e nas fezes (B) das dietas Feno, deita Amido e Acucar (AA) e dieta Fibra e 6leo (FO).
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Tabela 5. Efeito de dieta sobre os principais géneros de bactérias com abundancia relativa
(>1%), no ceco e fezes, em cavalos alimentados com dieta Feno, dieta Amido e Agucar
(AA) e deita Fibra e 6leo (FO)(Valores médios com seus erros padréo).

Géneros/Local amostral Dietas
Feno AA FO
Média(%) SE Média(%) SE Média(%) SE
Prevotellaceae UCG-003  16,92° 1,60 15,64°¢ 1,50 21,222 1,91
Prevotellaceae UCG-001  11,45% 1,76 8,84° 1,40 11,632 1,79

Ceco

Desulfovibrio 416> 092 787* 167  328° 0,73
Treponema 463> 1,07 6,092 1,39 1,88¢ 0,45
Fibrobacter 2,88% 0,70 2,73 0,67 161" 040

Rikenellaceae RCOGU 5 072 032 250° 035  142° 020

group
Prevotellaceae UCG-004  1,45° 0,20 1,43°P 0,21 2,652 0,39
Prevotella 1,91b 0,31 0,82°¢ 0,14 2,654 0,43
Lachnospiraceae b a c
AC2044 group 1,52 010 1,97 014 1,05 0,08
Anaerovibrio 1,13° 0,27 1,16° 0,28 1,942 0,46
Akkermansia 0,77°¢ 1,16 0,90b 1,348 1,654 2,46
Fezes Feno AA FO
Média(%) SE Média(%) SE Média(%) SE
Treponema 17,762 1,04 996°¢ 0,64 11,25b 0,71
R'ke”e”gcrgiep RCOQUL  936c 085 1164 104 1500° 129
Fibrobacter 7,742 0,87 5,250 0,60 3,63°¢ 0,42
Prevotellaceae UCG-003 4764 4,76 2.69P 2,69 1,68¢ 1,68
Ruminococcus 1,70°¢ 0,17 2,110 0,22 3,331 0,34

Lachnospiraceae a b b
AC2044 group 2,26 0,38 1,68 0,28 1,65 0,28
Prevotellaceae UCG-004  1,46° 0,24 1,50° 0,25 2384 0,40
Streptococcus 0,01°¢ 0,00 3,412 1,19 0,16° 0,06
Prevotellaceae UCG-001  1,04° 0,12 1,222 0,14 0,94° 0,11

ab¢ Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, em cada linha (p>0,01). SE=

standard error
3.3.Diversidade microbiana

Na microbiota cecal ndo foi encontrado efeito de dieta sobre a diversidade da
microbiota (indice de Shannon) e riqueza (Chaol) (p>0,05)(Tabela 6).

Na microbiota fecal, foi observada diferenga na diversidade (indice de Shannon
(p<0,05). Néo foi observado diferenca do indice de riqueza (Chaol) entre as dietas
(p>0,05) (Tabela 6).
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Tabela 6. Efeito de dieta sobre o indice de diversidade Shannon e indice de riqueza
Chaol, em equinos alimentados com dieta Feno, dieta Amido e acucar (AA) e dieta Fibra
e 6leo (FO).
Index/Local amostral Dietas
Feno AA FO
Media SE Media SE Media SE
Shannon diversity index 3,182 0,07 3,222 0,08 2,972 0,10
Chaol riqueza index 159,03* 2,28 161,28% 2,63 158,52% 3,22
Feno AA FO
Média SE Média SE Média SE
Shannon diversity index ~ 3,40° 0,03  3,58% 0,03 348% 0,04
Chaol riqueza index 172,74% 6,03 174,04 6,03 168,95% 6,73

Ceco

Fezes

abe Médias sequidas de letras iguais ndo diferem entre si, em cada linha (p>0,05). SE=

standard error

3.4.Quantificacdo relativa de rDNA de bactéria total, archaea e protozoario por
g-PCR

No ceco, independente da dieta, encontrou-se maior quantidade de archaea do que
protozoario, e o inverso foi observado nas fezes (p<0,01) (Tabela 7).

Tabela 7. Quantificacdo relativa de rDNA de archaea e protozoario por contagem total
de bactéria por g-PCR no ceco e fezes de equinos recebendo dieta Feno, dieta Amido e
Acucar (AA) e dieta Fibra e 6leo (FO)(Valores médios com seus erros padréo).

Local Amostral

Ceco Média SE
Archaea 2,132 0,07
Protozoario 1,83° 0,07
Fezes Média SE
Archaea 1,93° 0,04
Protozoario 2,078 0,04

abe Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, em cada coluna(p>0,01). SE=

standard error

4. Discussao

Os valores de abundancia relativas encontrados na presente pesquisa, entdo em
consonancia com a literatura para cavalos saudaveis (HANSEN et al., 2015; SU et al.,
2020; WARZECHA et al., 2017; ZHU et al., 2021).

A microbiota encontrada no ceco e nas fezes tiveram os mesmos filos, mas com
abundancia relativa distintas, composta por Bacteroidota (ceco 41,77%, fezes 24,70%),
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Firmicutes (ceco 35,66%, fezes 48,56%) Sipirochetota (ceco 4,25%, fezes 13,17%),
Fibrobacterota (ceco 2,40%, fezes 5,54%) e Verrucomicrobiota (ceco 1,11%, fezes
1,95%). Todos os filos encontrados sdo de bactéria mais predominantes da microbiota do
intestino grosso e fecal em cavalos saudaveis (COSTA et al., 2012, 2015; DOUGAL et
al., 2012; HANSEN et al., 2015; MORRISON et al., 2018).

No ceco nao houve diferenca na diversidade e na riqueza entre as dietas. A auséncia
da diversidade pode ser considerado positivo, pois € um sinal que as dietas ndo
promoveram riscos & salde dos cavalos (CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2022;
ELZINGA; WEESE; ADAMS, 2016; MORRISON et al., 2018; WARZECHA et al.,
2017).

Na microbiota fecal, foi observado diferenca entre as dietas na diversidade. N&o foi
observado diferenca no indice de riqueza (Chaol). A dieta AA apresentou maior
diversidade seguida de dieta FO e Feno, o que sugere que a adicdo de concentrado nas
dietas AA e FO estimularam o crescimento das bactérias. O fato da diversidade ndo ter
reduzido nas fezes quando os cavalos foram alimentados com a dieta AA, reforca que a
adicdo do concentrado com amido ndo apresentou risco a salde intestinal e ndo promoveu
sobrecarga de amido Grimm et al., (2020).

Observou-se maior abundancia relativa do género Streptococcus nas fezes da dieta
AA, assim como a maior abundancia relativa do filo Desulfobacterota (familia
Desulfovibrionaceae, género Desulfovibrio) e da familia Lachnospiraceae no ceco, o que
sugere-se que mesmo respeitando o limite de ingestdo de amido preconizado por Vervuert
et al., (2009), parte do amido escapou da digestdo no intestino delgado e foi fermentado
apos a passagem pelo ceco (COLLINET et al., 2021; WARZECHA et al., 2017; ZHU et
al., 2021), no colon dorsal direito, uma vez que as fezes sdo utilizadas como
representativo deste compartimento (COSTA et al., 2015; DOUGAL et al., 2012; REED
etal., 2021).

A maior abundancia relativa do filo Verrucomicrobiota (género Akkermansia) no
ceco e nas fezes dos cavalos alimentados com a dieta AA, sugere uma resposta protetora
da microbiota aos danos que o amido pode causar, pois estdo correlacionados com o
estado de saude do equino, melhoria da barreira intestinal e reducdo da inflamacéo
intestinal (EVERARD et al., 2013; LINDENBERG et al., 2019).

As dietas AA e Feno, no ceco, apresentaram abundancia relativa semelhante no filo
Firmicutes, o qual possui papel na degradacdo da parede celular, como também na
degradacédo de amido (BIDDLE; BLACK; BLANCHARD, 2013; KAUTER et al., 2019).

A dieta Feno, no ceco, apresentou a maior abundancia da familia Ruminococcaceae,
corroborando com Julliand and Grimm, (2017). No ceco e nas fezes, outras familias como
Acidaminococceae e Selenomonadaceae (filo Firmicutes), e a familia Fibrobacteraceae
(filo Fibrobacter), responsaveis pela degradagdo da parede celular também foram mais
abundantes na dieta Feno, dados de acordo com Dougal et al., (2014) e Hansen et al.,
(2015).

O género Treponema (familia Spirochataceae) associado a degradacéo da celulose
(KRISTOFFERSEN et al., 2016), foi observado nas fezes, ndo so na dieta feno, como
tambem na dieta FO concordando com Gomez et al., (2021); Weinert et al., (2021) e Zhu
etal., (2021).
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A dieta FO, apresentou maior abundancia do género Ruminococcus nas fezes e no
ceco a maior abundancia relativa do género Anaerovibrio (filo Firmicutes), ambas
associadas com dietas lipidicas para cavalos (WARZECHA et al., 2017; WU et al., 2023).

Por ter fibras de facil fermentacdo em sua composicao, a dieta FO apresentou maior
abundancia relativa do filo Bacteroidetes (familia Prevotellaceae, género Prevotellaceae
UCG-003) associados a quebra dos carboidratos, como também na quebra de proteinas
e pectina (Julliand et al., 2018; Collinet et al., 2021; Sorensen et al., 2021), mas também
apresentou, nas fezes, maior abundancia relativa da familia Rikenellaceae , género
Rikenellaceae RC9, associado a degradacdo de carboidrato estruturais (GRIMM et al.,
2020; THEELEN et al., 2021; WEINERT-NELSON; BIDDLE; WILLIAMS, 2022), o
que pode estar relacionado a predominancia de feno na dieta, 0 que ndo ocorreu com
Dougal et al., (2014).

Mesmo as dietas utilizadas nesta pesquisa, terem prevaléncia de feno, nédo foi
observado efeito das dietas sobre a quantificacao relativa de archaea no ceco e nas fezes,
corroborando com Fernandes et al., (2014), assim como sobre a quantificacao relativa de
protozoario, concordando com Muhonen et al., (2021).

Independente das dietas, a quantidade de archaea foi maior no ceco, enquanto que
a quantidade de protozoérios foi maior nas fezes, o que pode estar relacionado ao local
de maior disponibilidade do substrato especifico de acdo de cada um deles, sendo as
archaea, ligadas a degradacéo das fibras, e os protozoarios , responsaveis por auxiliar na
degradacdo da parede celular (EDWARDS et al., 2020; FEN et al., 2009; LEE; HA,
2000).

5. Conclusao

As fezes nédo séo representativas da populacdo da microbiota do ceco. Dietas a base
de fibra; fibra e 6leo; e amido e acgucar, influenciam na abundéncia da microbiota cecal e
fecal, influenciam na diversidade fecal, mas ndo influenciam diversidade e riqueza da
microbiota cecal de equinos higidos. Dietas a base de FO se mostraram seguras para
substituir dietas com AA. A quantificacdo e atuacdo de archaeas e protozoarios precisa
ser melhor explorada para equinos.
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6 CONCLUSAO

A dieta a base de Fibra e 6leo pode substituir a dieta agicar e amido, por apresentar
semelhantes valores de digestibilidade aparente, néo alterar a concentracdo de AGCC no
ceco, nas fezes e no sangue, ndo alterar o pH cecal e a quantificacdo de archaea e
protozoarios no ceco e nas fezes. A alteracdo da abundancia da microbiota cecal e fecal e
da diversidade fecal, ndo trazem prejuizos para a salde e para o aproveitamento da dieta
pelos equinos higidos. As fezes ndo sdo representativas da populacédo da microbiota do

ceco.
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