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RESUMO GERAL

FRANZAN, Bruna Caroline. Dietas, prebiotico e probidtico e seus efeitos sobre o
microbioma intestinal de equinos. 2021. 141p. Tese (Doutorado em Zootecnia). Instituto de
Zootecnia. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

A microbiota intestinal tem importancia fundamental na nutricdo e na sadde dos equinos e €
influenciada por diversos fatores. Esse trabalho teve como objetivo avaliar uma dieta completa
extrusada (CED) na alimentacdo de equinos e os fatores dietéticos que influenciam o
microbioma fecal. Os equinos alimentados com a CED tiveram menor consumo de &gua e fibra,
maior consumo de matéria seca (MS), extrato etéreo e energia bruta, menor producdo e pH
fecal. A digestibilidade da MS, matéria organica, extrato etéreo, proteina bruta e energia bruta
foram superiores na CED. O tempo médio de retengéo da digesta (TMR) da CED foi menor
qguando comparado a dieta de feno de Coastcross (CHD) quando estimado pelo marcador
LIPE®. A abundancia relativa do filo Actinobacteria foi maior apds 28 dias de consumo de
CHD comparado a 7 dias de consumo. A adaptacdo gradual de equinos ao consumo de CED
afetou os filos Verrucomicrobia, Synergistetes, Tenericutes e Lentisphaerae. A incluséo de 30%
de CED na dieta afeta a abundancia de grupos bacterianos relacionados a atividade
fermentativa, entretanto, a diversidade de espécies bacterianas das fezes foi mantida até o
momento de consumo de 60% CED e 40% de CHD. A troca abrupta do CHD para CED resultou
em reducéo do pH fecal 96 horas ap0s a troca e reducéo da diversidade de espécies bacterianas
24 horas apos a troca. Além disso, afetou os filos Bacteroidetes, Firmicutes, Verrucomicrobia,
Proteobacteria, Elusimicrobia e Actinobacteria. A troca abrupta da CED para CHD resultou em
reducdo do pH fecal em 24 horas apds a troca e aumento da diversidade de espécies bacterianas
96 horas ap0s a troca. Além disso, afetou os filos Synergistetes e Lentisphaerae. Por fim, ambas
as trocas de dietas resultaram no aumento da abundancia relativa de OTUs classificadas como
Bacteroidetes e Treponema 24 horas apés a troca. A suplementacdo com prebidtico inulina
(PRE), probiotico Saccharomyces cerevisiae (PRO) e simbidtico inulina + Saccharomyces
cerevisiae (SIM) néo influenciou os indices de diversidade bacteriana observadas nas fezes de
potros no periodo de desmame. A suplementacdo com PRE aumentou a classe Bacilli nas fezes
dos potros lactentes em comparacgdo ao grupo controle. O pH fecal dos potros suplementados
com PRE foi superior ao grupo controle. A suplementacdo com PRO e SIM aumentou as classes
Erysipelotrichia e Saccharimonadia, respectivamente, apds trés dias de consumo, entretanto, o
efeito ndo foi prolongado. Além disso, houve diferenca dos microbiomas fecais entre 0s sexos
dos potros. Portanto, conclui-se que a CED pode ser usada na alimentagdo de equinos, desde
que seja feito adaptacdo gradual. A composicdo da dieta e a suplementacdo com aditivos
afetam o microbioma fecal de equinos e sua resposta a mudangas dietéticas.

Palavras-chave: dieta completa, fermentacéo, fibra, microbiota, simbiotico



GENERAL ABSTRACT

FRANZAN, Bruna Caroline. Diets, prebiotic and probiotic in the intestinal microbiome of
equines. 2021. 141p. Thesis (Doctorate in Animal Science). Animal Science Institute.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

The intestinal microbiota plays important role in horse’s nutrition and health. This work aimed
to evaluate a complete extruded diet (CED) to fed horses and the dietary factors that influence
the faecal microbiome. Horses fed a CED had lower water and fiber intakes, higher dry matter
(DM), ether extract and gross energy intakes, and lower production and fecal pH. The DM,
organic matter, ether extract, crude protein and crude energy digestibility were superior in the
CED. The CED mean retention time (MRT) was shorter compared to the Coastcross hay diet
(CHD), when obtained by LIPE® marker. CHD intake for 21 days increased the abundance of
Actinobacteria. The gradual adaptation of horses to the CED intake affected the phylum
Verrucomicrobia, Synergistetes, Tenericutes and Lentisphaerae. The inclusion of 30% CED in
the diet affects the abundance of bacterial groups in the fermentative activity, however, the
diversity of bacterial species in the feces was maintained until the moment of 60% CED and
40% CHD intakes. The abrupt diet change from CHD to CED resulted in a reduction in faecal
pH 96 hours after change and a bacterial diversity reduction 24 hours after chance. In addition,
it affected the phyla Bacteroidetes, Firmicutes, Verrucomicrobia, Proteobacteria, Elusimicrobia
and Actinobacteria. The abrupt change from CED to CHD resulted in a reduction in fecal pH
24 hours after the change and a bacterial species diversity increases of 96 hours after change.
In addition, it affected the phyla Synergistetes and Lentisphaerae. Finally, both diet changes
resulted in an increase in the abundance of OTUs classified as Bacteroidetes and Treponema
24 hours after change. Supplementation with prebiotic inulin (PRE), probiotic Saccharomyces
cerevisiae (PRO) and symbiotic inulin + S. cerevisiae (SIM) did not influence the bacterial
diversity species observed in the feces of foals during weaning. The supplementation with PRE
increased the Bacilli class in the feces of suckling foals. The fecal pH of foals supplemented
with PRE was higher than the control group. PRO and SIM supplementation increased the
classes Erysipelotrichia and Saccharimonadia, respectively, after three days, however, the
effect was not prolonged. In addition, there was a difference in fecal microbiomes between the
sexes of foals. Therefore, it is concluded that CED can be used to feed horses, as long as a
gradual adaptation is made. The composition of the diet and additives supplementation affect
the fecal microbiome of horses and their response to dietary changes.

Keywords: complete diet, fermentation, fiber, microbiota, simbiotic
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1 INTRODUCAO GERAL

Ao analisar o complexo produtivo de equinos, € possivel observar que os setores de
alimentacdo/nutricdo e medicamentos veterinarios estdo envolvidos em todas as fases da
producdo. Estima-se que o setor de alimentacdo dos equinos movimenta valores superiores a
R$ 1,4 bilhdo, enquanto o setor de medicamentos veterinarios movimenta cerca de R$ 220,5
milhGes por ano, com potencial de crescimento (MAPA, 2016). Dada a importancia econémica
da equinocultura no cenério nacional, é de suma importancia o aprimoramento desses setores
na cadeia produtiva.

Os equinos sdo classificados como herbivoros ndo ruminantes que evoluiram
consumindo uma dieta com alto teor de fibra e baixo teor de nutrientes sollveis rapidamente
fermentesciveis (JULLIAND e GRIMM, 2017). Desse modo, a espécie é dependente da relacdo
simbi6tica com a microbiota intestinal para o aproveitamento da energia oriunda dos
polissacarideos da parede celular vegetal (COSTA et al., 2012). Estima-se que 50-70% da
exigéncia energeética dos equinos € oriunda dos acidos graxos de cadeia curta produzidos na
fermentacdo que ocorre no intestino grosso (NRC, 2007). O manejo alimentar inadequado,
sobretudo a mudanca nesse manejo, foi associado a um aumento do risco de distarbios
gastrointestinais por causar disbiose intestinal (CURTIS et al., 2019; GARBER et al., 2020).
Assim, o conhecimento da ecologia microbiana do trato gastrointestinal e dos géneros e
espécies de interesse nutricional e sanitario é fundamental na producéo de equinos.

Os estudos sobre a microbiota do trato gastrointestinal de equinos se intensificaram a
partir da década de 90, até entdo era considerada como uma caixa preta (JULLIAND e GRIMM,
2016). A medida que novas tecnologias de sequenciamento se tornaram mais acessiveis, houve
um aumento na compreensdo da microbiota intestinal dos equinos (COSTA et al., 2016). O
termo “microbioma” foi introduzido nos estudos de equinos em 2012 (COSTA et al., 2012;
2018). Desde entdo, estudos foram realizados para investigar potenciais fatores de modulacao
do microbioma intestinal equino. Por defini¢do, o termo “Microbioma” refere-se ao conjunto
de microrganismos que habitam um nicho bioldgico especifico, incluindo seu contetdo
gendmico e produtos metabdlicos (MARCHESI e RAVEL, 2015). O microbioma do trato
gastrointestinal de equinos, conhecido atualmente, € composto por protozoarios, fungos,
bactérias, arqueias e bacteriéfagos (JULLIAND e GRIMM et al, 2016; EDWARDS et al.,
2020). Entretanto, os estudos focaram principalmente na avaliacdo da comunidade bacteriana
por acreditar-se que é a comunidade mais importante na manutencdo da homeostase do
ecossistema intestinal (COSTA e WEESE, 2018).

A presente tese é composta por quatro capitulos que tiveram como objetivo: 1) avaliar
uma dieta completa extrusada na alimentacao de equinos; I1) caracterizar a microbiota fecal de
equinos adultos em mantenca alimentados com dieta completa extrusada; 111) avaliar os efeitos
da troca abrupta entre dieta exclusiva de feno de Coastcross e dieta completa extrusada sobre o
microbioma fecal de equinos; 1V) descrever mudancas do microbioma fecal de potros
suplementados com prebidtico, probidtico e simbiotico no periodo de desmame.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dieta Completa na Alimentacdo de Equinos

O conceito de dietas completas na alimentacdo de equinos é conhecido ha muito tempo.
Os primeiros registros do uso desse tipo de dieta sdo de 1936, onde foram utilizadas para
alimentacdo dos cavalos dos exércitos aleméo e russo (EARLE, 1950). Entre as vantagens do
uso desse tipo de dieta, foram destacadas: a economia de trabalho na alimentacéo,
especialmente quando ha um grande numero de animais, economia de espago no
armazenamento e transporte, praticabilidade de utilizacdo de subprodutos na formulacdo da
dieta, homogeneizagdo de nutrientes e redugdo de particulas finas e mofo (EARLE, 1950;
NAGATA, 1970). Assim, esses produtos ricos em fibra devem ser considerados, em termos de
digestibilidade, aceitabilidade, como alimentos diferentes dos cereais e alimentos concentrados
tradicionais (MIRAGLIA et al., 2006).

Hintz & Loy (1966) estudaram o efeito da peletizagdo da racdo completa destinada ao
consumo de potros sobre a digestibilidade, taxa de passagem da digesta e o tempo de consumo
e 0 ganho de peso. Apos 63 dias, os autores ndao observaram diferenca no ganho de peso dos
animais e na digestibilidade da proteina bruta (PB), fibra bruta (FB) e carboidratos ndo fibrosos
(CNF) da racéo. Entretanto, observaram aumento da digestibilidade do extrato etéreo (EE) e da
taxa de passagem e menor tempo de consumo quando a racao foi peletizada, além de fezes com
menor teor de matéria seca (MS). Assim, os autores destacaram que a moagem para confec¢do
dos pellets acarretou menor tempo de consumo e maior taxa de passagem da digesta o que
levaria a um aumento no consumo da ragdo. Por isso, a dieta completa foi muito utilizada
posteriormente para estudar os efeitos do tamanho de particula da dieta nos parametros
nutricionais em equinos.

Em outro experimento, pellets completos a base de alfafa e milho com 19 mm de
didametro foram comparados com feno prensado em bolachas e feno de alfafa solta na
alimentacdo de poneis. Apds 28 dias, 0s autores observaram que 0s animais alimentados com
os pellets tiveram maior ganho de peso do que quando o feno foi ofertado solto, o que foi
creditado ao aumento do consumo voluntario diario de 24% a mais (3,9 kg de MS). Apesar da
reducdo da digestibilidade da FB, outros nutrientes ndo foram afetados pelo aumento do
consumo. Além disso, a racdo peletizada foi associada ao comportamento estereotipado de
mastigacdo de madeira (HAENLEIN et al. 1966).

Levando em consideragéo a exigéncia nutricional de cavalos de corrida em crescimento
e consumo ideal de racdo em cada estagio de crescimento, Nagata (1970) sugeriu 0 uso e
descreveu ingredientes e a formulagéo de ragdes completas peletizadas, assim como o tamanho
dos pellets (10 mm de didmetro e 12 mm de comprimento). Posteriormente, Nagata et al. (1970)
relataram que a racdo completa foi bem aceita pelos equinos, que ndo apresentaram
comportamento estereotipados com o consumo de 2% do peso vivo (PV), fornecidos quatro
vezes ao dia.

Uma década depois, a digestdo de uma dieta completa por ponéis foi descrita (WOLTER
et al., 1980). A dieta formulada continha 42% de alimento volumoso e 55% de alimento
concentrado (12,8% de PB e 18,2% de celulose) e os autores observaram digestibilidade
aparente total de 63,4% para MS, 74,1% para PB, 51,2% para celulose e 98% para o0 amido. Foi
observado alta concentragéo de acido lactico (21,1 mM L™) no estdomago que foi creditada a
fermentacdo inicial dos carboidratos rapidamente fermentesciveis da dieta pela microbiota
lactica que se beneficia de um pH suficientemente baixo no 6rgdo. E, apesar do fornecimento
da dieta ter sido calculado em 3% do PV dos animais e oferecida em apenas duas refei¢6es, 0s
poneis foram capazes de digerir 93% do amido fornecido até o intestino delgado, onde a
proporcao de acido propidnico foi maior. Além disso, foi observado reducdo do pH entre o ceco
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e o colon distal de 6,61 para 6,08, apesar das concentracdes de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) de 164,9 mM L™ no ceco e 86,6 mM L™ no cdlon distal, onde a proporcéo de acido
acético foi predominante. Além disso, pelas caracteristicas da digesta apds o consumo de dietas
completas, foi demonstrado que esse tipo de dieta resulta em maior secrecdo de insulina e maior
e mais prolongada secrecdo de gastrina em equinos em mantenca (SMYTH et al., 1989).

Entretanto, a digestibilidade aparente da dieta completa depende dos ingredientes
utilizados na formulagdo do alimento. Utilizando o método de coleta total de fezes e o indicador
oxido de cromo, a digestibilidade aparente de uma dieta completa comercial (11,3% de PB e
22,7% de FB) foi avaliada em equinos adultos. Desse modo, os coeficientes de digestibilidade
da MS, matéria organica (MO) e energia bruta (EB) observados foram de cerca de 50%, os
coeficientes de digestibilidade da PB e EE foram de 70%, enquanto a digestibilidade da FB foi
de 24%, o que resultou em um consumo de proteina e energia digestivel (ED) de 83 g e 2180
kcal por kg de MS (PARKINS et al., 1982).

O padrdo normal de alimentacdo dos equinos é de pequenas refeicdes em intervalos
frequentes. Os equinos soltos pastam cerca de 12 horas dia™, divididos em refeices de 2 a 3
horas. Os periodos de pastoreio sdo separados por periodos de repouso e de atividade
locomotora ou social (RALSTON, 1984). Quando estabulados, mas com livre acesso a
alimentacdo, adotam padrdes de alimentacdo semelhantes aos descritos em condi¢cfes de vida
livre (RALSTON, 1984). Em um experimento utilizando uma ragdo completa peletizada ad
libitum na alimentacdo de poneis, foi observado que os animais passaram 38% de um periodo
de 24 horas (9,12 horas) em atividade alimentar, consumindo 10 refeicdes dia, onde, cada
refeicdo teve em média 0,5 kg e durou cerca de 45 minutos (RALSTON et al., 1979). Por isso
a reducdo no tempo de consumo causada pelo fornecimento de uma dieta mais densa, como a
dieta completa, foi associada a comportamentos estereotipados (HAENLEIN et al. 1966;
PARKINS et al., 1982). Além disso, 0s equinos ndo pbneis jejuam voluntariamente por mais
de 3 a5 horas (RALSTON, 1984), dessa forma, o pequeno nimero de refei¢cdes por dia pode
exacerbar esses comportamentos (ELIA et al., 2010). Ainda assim, o alimento completo foi
recomendado na nutri¢do clinica em algumas situagcdes, como equinos com sepse, traumas ou
gueimaduras, diarreia cronica, resseccao cirurgica do intestino, casos de enterolitos, e equinos
idosos (RALSTON, 1990).

Uma das alternativas de utilizacdo do alimento completo na producdo de equinos é a
utilizacdo de sistemas de alimentagdo. Para funcionar como um produto de livre escolha, o
alimento extrusado deve ter baixa densidade energética e fornecer o volumoso ou densidade
aparente adequada ao sistema digestivo equino (OTT et al., 1999). Apesar da reducdo da
digestibilidade da fibra em detergente acido (FDA), os autores sugerem a utilizacdo do alimento
completo extrusado para éguas desde que seja controlado o fornecimento e que os animais
estejam em ambientes espacosos que oferecam condi¢des de atividade voluntaria.

A dieta completa também foi avaliada na alimentacdo de equinos de tracdo do exército
suico (RIOND et al., 2000). A dieta completa foi comparada com uma dieta a base de feno e
aveia e outra a base de concentrado peletizado e feno. Os autores ndo observaram diferencas
significativas na digestibilidade de nutrientes entre as trés dietas, apesar da dieta completa ter
sido consumida mais rapido e em maior quantidade. Argo et al. (2002) testaram o consumo da
dieta completa peletizada comparada a mesma dieta sem processamento e observaram que 0S
pdneis consumiam mais a dieta completa (11,40 kg dia™t) comparado a dieta sem processamento
(9,85 kg dia). Além disso, a dieta completa acarretava em maior taxa de consumo de MS, pois
exigia um menor numero de movimentos mastigatorios (ARGO et al., 2002).

Como os ingredientes utilizados na formulagéo da dieta completa tem efeito no consumo
e digestibilidade, foi demonstrado que, quando aumenta a incluséo de polpa de beterraba na
dieta completa, o consumo voluntéario pode diminuir em cerca de 50%, mesmo quando a dieta
é oferecida ad libitum. Alem disso, a reducdo do consumo de MS é acompanhada pelo aumento
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da digestibilidade da fibra em detergente neutro (FDN), FDA e EB e da reducdo da
digestibilidade de PB (HYSLOP, 2002).

A dieta completa também foi avaliada na alimentagdo de potros desmamados, onde 0s
animais alimentados com essa dieta apresentaram maior ganho de peso, quando comparados
aos potros alimentados com feno e concentrado separadamente (ANDREW et al., 2006). Os
autores evidenciam que pesquisas usando dietas completa na alimentacéo de equinos sdo muito
limitadas.

Como apontado no NRC (2007), o processamento fisico das dietas completas pode
aumentar a utilizacdo da racdo. As diferencas no tamanho de particula da ragdo podem
influenciar a eficiéncia de ganho, digestibilidade e consumo. Entretanto, é necessario avaliar a
complexidade da tecnologia de processamento da dieta e as condi¢cbes em que cada ensaio foi
conduzido para concluir sobre a utilizacdo da dieta completa em sistemas de criacdo de equinos,
pois a resposta dos animais pode ser influenciada por diferencas nos ingredientes da racéo,
manejo alimentar e tecnologias de processamento.

2.2 Metodologias Utilizadas para Analise da Microbiota do Trato Gastrointestinal de
Equinos

Atualmente ndo existe um Padrdo Ouro para avaliacdo da microbiota e os testes
disponiveis tém vantagens e limitagdes inerentes. Entretanto, é inegavel que a evolucéo da
metodologia de teste independente de cultura expandiu a compreensdo da ecologia microbiana.
A compreensdo da composicao e funcdo da microbiota intestinal de equinos é limitada quando
compara¢ao a outras espécies de animais de producdo. Entretanto, a medida que os métodos de
caracterizacdo da microbiota e sua composi¢do genética evoluiram, a complexidade dessa
microbiota passou a ser conhecida (COSTA e WEESE, 2012).

Os estudos iniciais que avaliaram a microbiota intestinal dos equinos basearam-se na
cultura bacteriana, apesar da suposi¢do de que uma porcentagem significativa de organismos
ndo era cultivavel usando técnicas padrdao (COSTA e WEESE, 2012). Logo, tornou-se dificil
saber se a incapacidade de detectar mudangas ou diferencas na microbiota realmente reflete
uma falta de diferencas entre as amostras ou populacdes ou limitagcdes na sensibilidade do teste.
Ainda assim, estudos baseados em cultura foram utilizados para testar a influéncia de inimeros
fatores sobre a microbiota intestinal, como dieta, suplementos, transporte, antimicrobianos
(JULLIAND e GRIMM, 2016).

Posteriormente, abordagens hibridas com a associacao do cultivo preliminar seguido da
identificacdo dos microrganismos por meio de técnicas moleculares deram um pequeno avango
na compreensdo de diversidade microbiana intestinal de equinos. Willing et al. (2009)
identificaram espécies de bactérias do acido lactico por meio do sequenciamento do gene 16S
rRNA ap0s cultivo em meio seletivo.

Posteriormente, métodos moleculares completamente independentes de cultura foram
utilizados para recuperar as informacdes de microrganismos nédo cultiviveis. Em um estudo que
avaliou a diversidade bacteriana intestinal de equinos por meio da clonagem de produtos de
PCR, foi observado predominancia de dois filos principais, bactérias Gram-positivas de baixo
G-C% (Firmicutes) e o grupo Cytophaga / Flexibacter / Bacteroides (CFB) ap0s a avaliacao de
272 sequéncias (DALY et al., 2001). O estudo de polimorfismo de comprimento de fragmento
de restricdo terminal (TRFLP) também foi utilizado na pesquisa com equinos, entretanto,
apenas 67 sequéncias foram recuperadas (WILLING et al., 2009).

A eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) de produtos de PCR do 16S
rRNA fornece informacdes para comparar amostras ou populagdes, mas é limitado quanto a
informagdo das diferencas identificadas. Esse método foi utilizado para avaliar a diversidade
de bactérias do acido lactico (ENDO et al., 2007; 2009), os efeitos da penicilina ou anestesia
na riqueza bacteriana fecal, onde ndo apontou variagcdes apos a aplicacdo dos tratamentos

4



(GR@NVOLD et al., 2010). Além disso, 0 método foi utilizado para aumentar a compreensdo
sobre a colonizacdo do trato gastrointestinal (TGI) de potros, onde foi possivel observar o
aumento da riqueza de espécies até 60 dias de idade, momento que o nimero de bandas se
assemelhava com o observado em éguas adultas (FAUBLADIER et al., 2013; 2014).

A técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) foi utilizada em um estudo do
estdmago de equinos, que relatou diferencas significativas da distribuicéo de Streptococcus spp.
em diferentes regides do estdbmago, devido sua maior sensibilidade de avaliagdo de
microrganismos especificos de baixa abundancia. Além disso, foi utilizada para avaliar
alteracGes na microbiota cecal em laminite induzida por oligofrutose, onde foi observado a
proliferacdo de Streptococcus lutetiensis antes do inicio da laminite, seguida de alteracGes nas
populacdes de Lactobacillus e Escherichia coli apds o inicio da doenga (MILINOVICH et al.,
2007; 2008).

Finalmente, a disponibilidade de sequenciamento de nova geracdo e refinamento de
plataformas de bioinformatica revolucionou o estudo da microbiologia gastrointestinal. Nos
ultimos anos foram publicados artigos que utilizaram vérias plataformas de sequenciamento
para avaliar a influéncia temporal (SALEM et al., 2018), tipo e composi¢cdo da dieta
(SHEPHERD et al., 2012; FERNANDES et al., 2014; HANSEN et al., 2015; MORRISON et
al., 2020), suplementos, clima (SALEM et al., 2018), domesticacdo (METCALF et al., 2017),
interacdes sociais (ANTWIS et al., 2018), idade (ELZINGA et al., 2016), condicdo de escore
temporal (ELZINGA et al., 2016; MORRISON et al., 2018), antimicrobianos (COSTA et al.,
2015b), exercicio (ALMEIDA et al., 2016), entre outros.

2.3 Microbioma do Trato Digestorio dos Equinos

Os equinos sdo animais herbivoros, pastejadores e dependentes da simbiose com 0s
microrganismos do TGI para digestdo dos polissacarideos da parede celular vegetal, e
consequentemente, para obtencdo de energia. A disbiose no ecossistema do intestino grosso
esta relacionada a disturbios como a célica e laminite (COSTA e WEESE, 2018). A composicéo
especifica da microbiota difere de acordo com a localizacdo no TGI. Além disso, a microbiota
intestinal equina pode ser alterada por inUmeros fatores, incluindo idade, dieta e doenca
(COSTA e WEESE, 2018). Por inimeros fatores, ainda ndo esté claro qual é a composi¢do
especifica de uma comunidade microbiana equina normal (STEELMAN et al., 2012). Por
exemplo, pode haver diferenca quanto a variagdes individuais na composi¢cdo do microbioma
intestinal de equinos sob as mesmas condi¢cdes ambientais e de manejo (PROUDMAN et al.,
2015; SALEM et al., 2018).

O microbioma do TGI é composto por protozoarios, fungos, bactérias, arqueias e
bacteri6fagos (JULLIAND e GRIMM et al, 2016). Entretanto, a presenca desses
microrganismos ndo foi demonstrada em cada segmento do TGl (CANN et al., 2005; SADET-
BOURGETEAU et al, 2010). Cada compartimento do intestino equino constitui um
ecossistema individual como uma entidade dindmica composta por seus préprios componentes
biolégicos e ambientais. O componente biologico engloba os diferentes microrganismos que
vivem dentro desses ecossistemas intestinais, e seus genomas compdem o microbioma do
intestino grosso. Assim, 0 microbioma pode ser caracterizado pela composicdo da comunidade
microbiana, sua diversidade e estrutura e, as fungdes metabdlicas e produtos finais resultantes
do metabolismo microbiano (JULLIAND e GRIMM, 2016). Devido as dificuldades
metodoldgicas, a informacdo sobre a microbiota de alguns segmentos anatdémicos é limitada.
Alguns estudos foram conduzidos em equinos abatidos, ou anestesiados, e até mesmo em
animais equipados com canulas permanentes colocadas cirurgicamente (SADET-
BOURGETEAU et al, 2010).



2.3.1 Microbiota no estomago

As informacdes disponiveis sobre os microbiomas do TGI dos equinos reportam
principalmente os relacionados aos processos de fermentagéo no intestino grosso, entretanto, a
fermentacdo que ocorre no estdmago também pode se mostrar extensa em determinadas
condicGes dietéticas, além de apresentar correlacdo com a salde desse 6rgdo (AL JASSIM e
ANDREWS, 2009). N&o ha relatos de bacteridfagos, fungos e protozoarios no estbmago, mas
esse segmento pode apresentar concentragdes de bactérias anaerdbias totais entre 10°5-10° UFC
mL* de contetido gastrico (DE FOMBELLE et al., 2003; VARLOUD et al., 2007).

As bactérias envolvidas no metabolismo do amido e carboidratos rapidamente
fermentesciveis (produtoras e utilizadoras de lactato) constituem a microbiota predominante
(concentracdo), e é reconhecido que o Lactobacillus e o Streptococcus sdo os principais géneros
(VARLOUD et al., 2007). As bactérias celuloliticas foram observadas no estdmago equino em
nlimeros muito baixos (menos de 10> UFC mL™) (KERN et al., 1974; DE FOMBELLE et al.,
2003). Além disso, existe especificidade entre as bactérias que colonizam o estdmago. Yuki et
al. (2000) destacaram que L. crispatus, L. reuteri e L.s agilis foram especificos para a mucosa
do estbmago e ndo foram encontrados no conteddo estomacal. Enquanto, L. mucosae e L.
delbrueckii seriam exclusivos do suco gastrico (AL JASSIM et al., 2005). A espécie
Lactobacillus salivarius foi observado tanto na mucosa do estbmago como no quimo (YUKI et
al., 2000; AL JASSIM et al., 2005).

2.3.2 Microbiota no intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo)

N&o ha relatos de bacteriéfagos, fungos e protozoarios nos segmentos do intestino
delgado, duodeno, jejuno e ileo, mas esses segmentos podem apresentar concentracdes de
bactérias estritamente anaerobias entre 10 a 10° UFC mL™ de digesta (DE FOMBELLE et al.,
2003), onde o duodeno é o segmento do intestino delgado que apresenta menor contagem
(MACKIE e WILKINS, 1988).

Assim como no estdbmago, as bactérias envolvidas no metabolismo do amido e
carboidratos rapidamente fermentesciveis (produtoras e utilizadoras de lactato), como as dos
géneros Lactobacillus, Enterobacteria, Enterococcus, Streptoccus, sdo predominantes no
intestino delgado (KOLLARCZIK et al., 1992). As concentragdes de Lactobacillus sé&o
menores no intestino delgado do que no estdmago, enquanto as contagens de Streptococcus sao
maiores. Segundo De Fombelle et al. (2003), essa diferenca esté relacionada ao maior valor do
pH no conteudo ileal comparado ao estbmago. Também como no estdmago, as bactérias
celuloliticas foram observadas no jejuno-ileo equino em ndimeros muito baixos (3,0 x 102 UFC
mL™) (KERN et al., 1974; DE FOMBELLE et al., 2003). Além disso, o intestino delgado é um
local importante para a protedlise microbiana (KERN et al., 1974). As concentragdes de
bactérias proteoliticas foram encontradas entre 10%-10” UFC mL™ de contetdo do intestino
delgado (MACKIE e WILKINS, 1988). No duodeno, essas bactérias representam cerca de 58%
das bactérias cultivaveis, ao passo que seriam 19 e 42% no jejuno e no ileo, respectivamente
(MACKIE e WILKINS, 1988).

2.3.3 Microbiota no intestino grosso (ceco e colon)

Os componentes do alimento ndo digeridos no intestino delgado (15% para amido, 5%
a 10% de extrato etéreo, 10% a 70% de proteina, 85% a 95% para carboidratos da parede
celular) sdo fermentados por uma populagdo microbiana no intestino grosso para a producao de
AGCC (acetato, butirato e propionato, principalmente), massa microbiana, metano e calor de
fermentacdo (SANTOS et al., 2011). De forma geral, o intestino grosso oferece um ambiente
propicio com caracteristicas fisico-quimicas ideais para o crescimento e atividade fermentativa
de microrganismos, possui um pH perto da neutralidade e uma taxa de passagem mais lenta do
que a do intestino delgado (JULLIAND et al., 2001; VAN WEYENBERG et al., 2006).



Os bacteriofagos foram descritos no contetido intestinal de equinos pela primeira vez
em 1970 por Alexander et al. (1970), porém, nesse estudo ndo foi detectado a quantidade.

Os protozoarios foram descritos no ceco equino por Gruby e Delafond em 1843.
Observacgdes microscopicas mostraram que a maioria dos protozoarios intestinais equinos eram
ciliados e préximos aos encontrados no rimen (GEYER e DREPPER, 1973). A concentrag&o,
composicao e abundancia dos protozoarios varia de acordo com a regido do intestino grosso.
De acordo com Dougal et al. (2012), o c6lon dorsal direito possui maior concentracdo de DNA
ribossémico de protozoarios do que o ceco. As contagens de células nesse segmento é de 10° a
10° células mL™* de contetido cecal ou coldnico (KERN et al., 1973, 1974). Até o momento,
cerca de trinta géneros foram identificados no intestino grosso dos equinos: Allantosoma,
Alloiozona, Bleoharoconus, Blepharocorys, Blepharoprosthium, Bundleia, Cycloposthium,
Didesmis, Holophryoides e Paraisotricha encontrados no ceco, no colon e nas fezes equinas.
Ampullacula, Blepharosphaera, Ditoxum, Prorodonopsis, Spirodinium, Tetratoxum,
Triadinium e Tripalmaria encontrados no célon e nas fezes equinas (SADET-BOURGETEAU
et al., 2010). Apesar da existéncia de protozoarios em todos os compartimentos do intestino
grosso dos equinos, sua funcdo pode ndo estar associada a digestdo da fibra e permanece
desconhecida (JULLIAND e GRIMM, 2016).

Os dados sobre a populacdo fangica do intestino grosso equino permaneceram
inconsistente por muito tempo. Em 1961, leveduras pertencentes aos géneros Candida e
Torulopsis e Geotrichum candidum foram isolados a partir do conteddo do ceco de equinos
(BATISTA et al.,, 1961). Posteriormente, outros fungos estritamente anaerdbicos foram
isolados do intestino grosso (ORPIN, 1981; GAILLARD-MARTINIE et al., 1995; JULLIAND
etal., 1998). No ceco, foram contados de 10 a 10* zodsporos mL? (ORPIN, 1981;
JULLIAND et al., 1998). Os fungos observados foram classificados como microscopicos,
anaerobios e pertenciam a classe Phycomycetes, género Piromyces (ORPIN, 1981). As cepas
equinas de Piromyces citronii apresentaram caracteristicas morfolégicas, metabdlicas e
genéticas especificas (GAILLARD-MARTINIE et al., 1995; JULLIAND et al., 1998). Elas
exibiram uma taxa de crescimento in vitro mais rapida em comparacdo com cepas do rimen
(JULLIAND et al., 1998), o que poderia estar relacionado a uma adaptacdo fisioldgica da
espécie equina ao menor tempo de retencdo de particulas no intestino equino comparado ao
ramen. Além disso, foi relatado que P. equi possuia a regido de codificacdo para a
exoglucanase, enzima importante na hidrdlise de celulose (HARHANGI et al., 2003). Mais
recentemente, Dougal et al. (2012), utilizaram primers que anelam na regido conservada do
gene do RNAr 5.8S e detectaram fungos em todas as amostras de contetdo do ceco e célon.
Além disso, ndo foi encontrada diferenca significativa entre as diferentes regifes intestinais ou
entre animais. Apesar da baixa concentracdo, os fungos anaerdbicos sdo potencialmente
capazes de desempenhar um papel importante na degradacéo da fibra que ocorre no intestino
grosso dos equideos (ORPIN, 1981). Entretanto, a sua implicacdo na degradacdo da fibra
necessita de mais estudos (JULLIAND e GRIMM, 2016).

Assim como os fungos, existem poucos estudos sobre a populacdo de arqueias no
intestino grosso de equinos. Segundo Morvan et al. (1996), ha cerca de 10* a 10° células g* de
conteudo cecal umido. Em um estudo mais recente descobriu-se que arqueias metanogénicas
sdo mais abundantes no célon do que no ceco (DOUGAL et al., 2012). Acredita-se que a sua
funcdo estéd associada com aumento da atividade de degradacéo de carboidratos das bactérias
celuloliticas no intestino grosso, assim como no rimen, mas ha necessidade de mais estudos
com equinos (JULLIAND e GRIMM, 2016).

Nos diferentes segmentos do intestino grosso (ceco, célon ventral direito e esquerdo,
colon dorsal esquerdo e direito, colon transverso e colon descendente) foi relatada uma grande
quantidade de bactérias anaerdbias totais, que variaram entre 10" a 10! células mL™ de
conteddo cecal ou coldnico. Assim, em termos de quantidade, a comunidade bacteriana
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representa a maioria da microbiota intestinal (SADET-BOURGETEAU e JULLIAND, 2012).
No ceco equino, algumas bactérias colonizam o meio liquido enquanto outros aderem a
fragmentos de plantas (BONHOMME, 1986). As polissacaridases envolvidas na degradacéo da
fibra originam-se principalmente de bactérias ligadas a particulas no contetudo do ceco e do
cdlon (JOUANY et al., 2009). Até 2001, a comunidade bacteriana era sub representada, pois
apenas 5% das sequéncias bacterianas correspondiam a organismos conhecidos cujas
sequéncias estavam disponiveis em bancos de dados publicos (DALY et al., 2001).

Atualmente, com as técnicas independentes de cultura, estudos filogenéticos mostraram
que dentro do contetido do ceco e do colon, Firmicutes e Bacteroidetes sdo os dois filos mais
abundantes (DOUGAL et al., 2013; MOREAU et al., 2014; HANSEN et al., 2015), que
representam de 20-59% e 2-65%, respectivamente, do total de bactérias. Além desses, também
sdo encontrados Proteobacteria (0-14%), Verrucomicrobia (0-24%), Spirochaetes (1- 9%),
Fibrobacteres (1-7%), Actinobacteria (0-2%) e Tenericutes (JULLIAND e GRIMM 2016). A
prevaléncia numérica de Firmicutes sugere gque este seja 0 maior grupo funcional dentro dos
ecossistemas intestinais; e, de fato, contém a maioria dos organismos fibroliticos, tais como
Clostridium spp., Ruminococcus spp., Butirivibrio spp. e Eubacteria spp. A diversidade
bacteriana parece ser diferente entre o colon e o ceco e parece ser maior no célon. As espécies
Ruminococcus flavefaciens, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus foram
consideradas as principais bactérias celuloliticas (em ordem decrescente) identificadas no
intestino grosso dos equinos (JULLIAND et al., 1999; DALY et al., 2001; HASTIE et al.,
2008). Os membros da familia Spirochaetaceae demonstraram ser os principais produtores de
acetato usando H2/CO> como substrato para a acetogénese (DALY e SHIRAZI-BEECHEY,
2003).

Além disso, a concentracao de varios grupos funcionais de bactérias no ceco e célon
equino é conhecida: glicoliticas (108 UFC mL™, para ambos), amiloliticas (108 UFC mL™, para
ambos), bactérias utilizadoras de lactato (10° a 108 UFC mL™, para ambos), celuloliticas (10* a
107 e 10* a 108 UFC mL, respectivamente), hemiceluloliticas (10" a 108 e 10 a 108 UFC mL"
! respectivamente), pectinoliticas (10" a 108 e 10° a 10’ UFC mL™, respectivamente) e
proteoliticas (10% e 10°® a 108 UFC mL™, respectivamente (SADET-BOURGETEAU e
JULLIAND, 2012).

Os géneros Streptococcus e Lactobacillus juntamente com as bactérias utilizadoras de
lactato sdo considerados as principais bactérias glicoliticas e amiloliticas (JULLIAND et al.,
2001; DE FOMBELLE et al., 2003). Assim atualmente, sdo enumerados em placas de Petri
como indicativos do metabolismo bacteriano no intestino grosso. As espécies Streptococcus
bovis, S. equinos, Lactobacillus salivarus, L. mucosae, L. delbrueckii e Mitsuokelal jalaludinii
foram descritas como as principais bactérias produtoras de &cido lactico do intestino grosso (AL
JASSIM et al.,, 2005; JULLIAND e GOACHET, 2005). Enquanto Veillonella spp. e
Megasphera seriam as principais bactérias que utilizadoras de lactato no intestino grosso dos
equideos (BARUC et al., 1983; MACZULAK et al., 1985). Em geral, as populacdes bacterianas
encontradas na parte proximal do intestino grosso diferem das encontradas na parte distal, com
a mudanca ocorrendo na flexura pélvica (HASTIE et al., 2008; DOUGAL et al., 2012, 2013;
SADET-BOURGETEAU et al., 2014; COSTA et al., 2015a).

2.3.4 Microbiota fecal

Na ultima década houve aumento no nimero de estudos que avaliaram o microbioma
do TGI de equinos através das fezes como um indicativo da atividade fermentativa no ceco e
célon (ENDO et al., 2009; GOACHET et al., 2010; EARING et al., 2012; BIDDLE et al., 2013;
BLACKMORE et al., 2013; FAUBLADIER et al., 2013, 2014; FERNANDES et al., 2014;
COSTA et al., 2016; ELZINGA et al., 2016; FLIEGEROVA et al., 2016; KABE et al., 2016;
DOUGAL etal., 2014, 2017; JULLIAND e GRIMM, 2016, 2017; GRIMM et al., 2016; 2018).
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A localizagdo anatdmica do reto permite a facil coleta de seu contetdo limitando o uso
de equinos fistulados, anestesiados ou eutanasiados, consequentemente, tornando o estudo
experimental mais aceitavel do ponto de vista ético (JULLIAND e GRIMM, 2016). Entretanto,
embora numerosos estudos sejam derivados de observaces fecais, eles podem ndo representar
com precisdo a microbiota intestinal, quantitativa ou qualitativamente (SADET-
BOURGETEAU et al., 2010). Em contrapartida, Julliand e Grimm, (2016) afirmaram que as
bactérias fecais seriam um bom marcador do metabolismo microbiano do intestino grosso.

As particulas fagicas estdo presentes em cerca de 10'° a 10 por grama de fezes (CANN
etal., 2005; GOLOMIDOVA et al., 2007). Foram identificados nas fezes mais de sessenta tipos
de fagos morfologicamente distintos (KULIKOV et al., 2007). Entre eles, Siphoviridae,
Myoviridae, Podoviridae, Ortopoxvirus (CANN et al., 2005). Segundo Julliand e Grimm
(2016), o papel exato dos bacteriofagos ainda é desconhecido. Além dos géneros encontrados
no ceco e no colon (ver topico acima), também foram encontrados nas fezes protozoarios dos
seguintes géneros: Chlamydobundleia, Charonnautes, Charonina, Circodinium, Cochliatoxum,
Hemiprorodon, Ochoterenaia, Paraisotrichopsis, Polymorphella e Walskana.

As bactérias totais no contetido fecal foram determinadas como 10%*° a 10'? UFC g,
concentracdo maior que as encontradas no ceco e colon equino. Entre os representantes do
género Lactobacillus encontrados nas fezes estdo: Lactobacillus hayakitensis, L. johnsonii, L.
equigenerosi, L. salivarius, L. reuteri, L. delbrueckii, L. buchneri, L. vitulinus, L. gastricus, L.
agilis (ENDO et al., 2007; 2008; 2009; MORITA et al., 2007; 2009) e L. equi, esse sendo
especifico das fezes (MOROTOMI et al., 2002). Entre os representantes do género
Streptococcus estdo o Streptococcus bovis, S. equinus e S.equi. O género Bifidobacterium é o
menos abundante, com contagem entre 10% a 10° UFC g de fezes, e as principais espécies
encontradas sdo Bifidobacterium boum e Parascardovia denticolens. Além disso, foram
encontrados também nas fezes, arqueias metanogénicas dos seguintes géneros:
Methanobrevibacter, =~ Methanocorpusculum,  Methanobrevibacter, = Methanosphaera,
Methanobacterium, Sulfolobus e Methanosarcina (FERNANDES et al., 2014, LWIN e
MATSUI, 2014).

2.4 Microbioma Intestinal dos Potros

A microbiota intestinal tem um papel essencial na manutencdo da satde no hospedeiro
e na degradacao da fibra dietética (COSTA e WEESE, 2018). Os AGCC produzidos no intestino
grosso representam a maior parte da energia absorvida pelos equinos sob algumas
circunstancias dietéticas (NRC, 2007). A medida que novas tecnologias de sequenciamento se
tornaram mais disponiveis, houve um aumento na compreensdo da microbiota intestinal dos
equinos (COSTA et al., 2016). Entretanto, os estudos que caracterizam as bactérias intestinais
gue colonizam os potros e seu desenvolvimento ao longo do tempo ainda sdo limitados
(BORDIN et al., 2013; COSTA e WEESE, 2018).

O ambiente intrauterino € estéril, logo pressupde que os recém-nascidos tenham o TGl
livre de bactérias. A primeira exposicdo a bactérias ocorre durante o nascimento devido a
exposicao as microbiotas vaginais, perineais e cutaneas da mée (EARING et al., 2012; COSTA
et al.,, 2016). Desse modo, alteragdes na composicdo e estrutura das bactérias intestinais
observadas em éguas no final da gestacdo podem afetar o recém-nascido pela exposi¢éo inicial
durante o nascimento e inicio da vida (WEESE et al., 2015; COSTA e WEESE, 2018). Logo
ap0s 0 nascimento, a colonizagdo do trato intestinal continua com o contato do potro com a
microbiota de outros locais da égua (a pele do Ubere, através do comportamento de busca antes
da amamentacdo) e ao ambiente geral (COSTA e WEESE, 2018). Assim, uma microbiota rica
e diversa ja esta presente no meconio de lactentes (COSTA et al., 2016), diferente do que se
pensava sobre 0 meconio ser livres de bactérias (JOHN et al., 2015). No estudo de Earing et al.,
(2012) que utilizaram uma técnica de fingerprinter, eletroforese em gel com gradiente de
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desnaturacdo (DGGE), trés animais ndo apresentaram nenhuma banda no mecénio, outros trés
animais apresentaram 2, 4 e 12 bandas, respectivamente, o0 que significou baixa riqueza de
espécies bacterianas no meconio em comparacao as maes (até 64 bandas).

H& um consenso que as maiores mudancas da microbiota de do trato gastrointestinal de
potros ocorre durante os trés dias de vida. Porém, a presenca de bactérias comensais no meconio
ainda é controversa. Aparentemente, existem diferencas no tempo de coleta do mecdnio.
Faubladier et al. (2013) consideraram o meconio até 3 horas ap06s o parto, e apesar de ndo ser
estéril ndo apresentou bactérias celuloliticas no mecénio, entretanto o estudo de Earing et al.
(2012) classifica 0 mecdnio como as fezes coletadas até 24 horas apds o parto. Como o TGl de
lactentes € um ambiente que tem condicGes ideais para o crescimento da maioria das bactérias,
se torna altamente competitivo e varias especies tentardo estabelecer residéncia. Assim, 0s
potros recém-nascidos podem possuir uma microbiota altamente dindmica em comparacao com
os animais mais velhos (EARING et al., 2012). De forma contréria, Costa et al., (2016)
descrevem as primeiras fezes dos potros como rica e adversa, onde varios géneros de baixa
abundancia desapareceram ap6s o primeiro dia de vida.

Em potros alimentados ao nascer com um suplemento comercial de colostro foram
observados menor concentracdo de bactérias celuloliticas e Lactobacillus nas fezes durante as
primeiras 2 semanas de vida, sugerindo que a composicao do leite poderia ter um impacto no
estabelecimento intestinal bacteriano em potros (JULLIAND et al., 1996). Entretanto, a
composicdo bacteriana do leite de égua e sua influéncia na microbiota intestinal em
desenvolvimento no equino ainda ndo foram determinadas (SHARE et al., 2015). Segundo
Urbaniak et al., (2016), o leite materno humano é dominado pelos filos Proteobacteria e
Firmicutes. Ambos sdo encontrados em maior abundancia no inicio da vida dos potros,
diminuindo com o passar dos meses. Considerando os habitos coprofagicos dos potros, era de
se esperar que esse fator contribuisse para a colonizagdo inicial do trato gastrointestinal desses
animais. Entretanto, Strasinger et al. (2013) sugeriram que a coprofagia ndo é essencial para o
estabelecimento da microbiota bacteriana em tratos gastrintestinais de potros neonatais, pois,
observaram baixa similaridade de bandas entre os potros de 1 dia e suas éguas mesmo apos a
coprofagia. Ainda assim, ha necessidade de mais trabalhos que avaliem o habito de coprofagia
e colonizacdo inicial de potros, pois o estudo de Strasinger foi limitado ao nimero de animais
(n=5) e a técnica utilizada (DGGE).

Aos dois dias de vida dos potros, Bordin et al. (2013) encontraram bactérias de cinco
filos diferentes, Firmicutes (40,4%), Proteobacteria (36,3%), Bacteroidetes (16,7%),
Fusobacteria (0,8%), Actinobacteria (0,2%). No filo Firmicutes, as classes mais representativas
foram a Clostridia (30,1%) e Bacilli (4,8%). Os filos mais abundantes, Firmicutes e
Proteobacteria, foram detectados em todas as amostras de potros de 2 dias (n=37), entretanto,
Bacteroidetes e Actinobacteria ndo estavam presentes em todos os potros estudados. Costa et
al. (2016) também estudaram a colonizacdo do trato gastrointestinal de potros do nascimento
até os noves meses de idade e observaram bactérias pertencentes a 29 filos diferentes. Em
concordancia com o trabalho de Bordin et al. (2013), o filo Firmicutes foi o principal filo
encontrado em todas as idades e, apesar da menor abundancia em potros de 2-30 dias de vida,
ndo foram observadas diferencas estatisticas em relacdo a outras idades. Porém, pela dificuldade
da coleta das fezes dos potros no primeiro més de vida, Costa et al. (2016), agruparam fezes
coletadas no dia 2 ao dia 30, o que pode ter mascarado as diferencas na microbiota, visto que
Bordin et al. (2013) encontraram diferengas marcantes nessas duas idades.

Segundo Earing et al. (2012) existe uma sucessao de espécies bacterianas nas fezes dos
potros ao longo do desenvolvimento do animal. Costa et al. (2016) observaram a nivel de filo,
que 0s potros recém-nascidos apresentaram Proteobacteria mais abundante em comparacao a
outras idades. Os potros jovens (dia 2-30) apresentaram Verrucomicrobia mais abundantes em
comparagdo com os potros de 121 a 180 dias. Além disso, Fibrobacteres e Spirochaetes foram
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mais abundantes em potros com idade entre 121-180 dias e 181-240 dias de vida quando
comparados as éguas adultas.

Apos a colonizagdo pelas bactérias pioneiras, a microbiota presente durante o primeiro
més de vida é bastante distinta, o que pode estar relacionado a influéncia do colostro, do leite,
da introducdo da fibra e, em alguns casos, carboidratos soltveis na dieta (COSTA e WEESE,
2018). No entanto, estudos controlados que investigam o impacto de cada um desses fatores
devem ser realizados. Apo6s 30 dias do nascimento, 17 filos de bactérias passaram a ser
identificados nas fezes de potros, entre eles, Bacteroidetes em maior abundancia que passa a
apresentar 40,6% do total de bactérias, Firmicutes (23,3%), Proteobacteria (2,7%),
Actinobacteria (1,2%), Verrucomicrobia (1%), Fusobacteria (0,8), Acidobacteria, Chlamydiae,
Choroflexi, Cyanobacteria, Deferribacteres, Fibrobacteres, Planctomycetes, Spirochaetes,
Bactéria TM7, Tenericutes (BORDIN et al., 2013). Entretanto, apenas os filos Bacteroidetes e
Firmicutes foram detectados nas fezes de todos os animais. De forma geral, a abundancia dos
filos aumenta com a idade dos potros, com excecdo do Proteobacteria, que diminui. Além disso,
ha presenca da classe Methanobacteria do filo Archae em alguns animais que ndo foram
detectadas em potros de 2 dias.

A mudanca na abundancia do filo Firmicutes do primeiro dia apds o nascimento até os
30 dias de idade é importante para comprovacao da teoria de que a colonizacéo inicial ocorre
pela presenca de bactérias anaerdbias facultativas como a Escheria coli e o género
Streptococcus spp. Tal teoria foi confirmada pela reducéo das familias Enterobacteriaceae (E.
coli) e Streptococcaceae, ambas do filo Firmicutes, apds 30 dias do nascimento (COSTA et al.,
2016). A presenca dessas bactérias pode contribuir para a geracdo de um ambiente anaerobio.
Essa afirmacdo estd de acordo que Julliand et al. (1996) que observaram cepas bacterianas
anaerobias facultativas, como Lactobacilli, Enterococci e Enterobacteria, colonizaram o TGl
do potro. Adicionalmente, a rapida colonizacdo por Lactobacillus é importante, pois produzem
compostos antimicrobianos que também ajudam na prevencdo da colonizacdo de bactérias
patogénicas (FOOKS e GIBSON, 2002). Ainda sobre estudo de Costa et al. (2016), quase 40%
das sequéncias obtidas de potros com idade entre 2-30 dias foram classificadas no género
Akkermansia. Este organismo do filo Verrucomicrobia é uma bactéria que degrada mucina, e
seu papel na adaptagdo de microbiota durante este periodo em equinos permanece
desconhecido. Em resumo, 0s microrganismos pioneiros modificam o ambiente intestinal em
desenvolvimento para torna-lo acessivel a colonizacdo por espécies anaerébicas obrigatorias
que predominardo ao longo da maturidade (COSTA et al., 2016).

As espécies Ruminococcus flavefaciens, R. albus e Fibrobacter succinogenes foram
descritos como as principais espécies de bactérias celuloliticas encontradas no intestino de
equinos adultos (JULLIAND et al., 1999; HASTIE et al., 2008). Em potros, ha evidéncias de
que as bactérias celuloliticas e F. succinogenes aparecem durante a primeira semana de vida e
atingem valores iguais ao de adultos aos 30 e 60 dias de vida, respectivamente (JULLIAND et
al., 1996, FAUBLADIER et al., 2013). Para confirmar a atividade das bactérias fibroliticas
presentes nas fezes, Hayes et al. (2003) estudaram a atividade in vitro dos microrganismos
fibroliticos fecais de potros de 1 dia de idade e constataram que a degradacdo da fibra foi
aproximadamente metade das éguas, mas as 4 semanas de idade ndo houve diferenca entre os
potros e as éguas.

De forma geral, os ultimos deslocamentos da comunidade bacteriana foram detectados
por Faubladier et al. (2014) ap6s 30 dias de idade. Foi demonstrado no estudo de Earing et al.
(2012) que a semelhanca de bandas dos potros mais velhos com as éguas e a aparente reducao
na aquisicao de novas bandas (espécies) foi alcancada em aproximadamente 6 semanas. Costa
et al. (2016) também relataram que a microbiota intestinal se torna estavel e mais semelhante a
encontrada em adultos ap6s 60 dias de vida.
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Firmicutes, Verrucomicrobia e bactérias ndo classificadas no nivel de filo compreendem
quase 90% das bactérias encontradas nas fezes de potros com mais de 60 dias (COSTA et al.,
2016). O filo Firmicutes possui membros que estéo relacionados a degradacdo da fibra (FLINT
e BAYER, 2008). No entanto, esse filo também contém vérios agentes patogénicos, como
Clostridium difficile e Clostridium perfringens. Apesar de C. perfringens estar associado a
patologias, ele é encontrado em 60% dos potros de 1 dia, aumenta até 90% até os 9 dias, e
decresce a 20% quando os potros estdo com 58 dias de idade (JOHN et al., 2015). Apesar do
pouco conhecimento sobre o Verrucomicrobia, esse filo parece ser um componente comum da
microbiota intestinal equina. Outro fator importante € a diferenca individual do microbioma de
cada individuo, ndo houve OTUs com mais de 1% de abundancia compartilhadas entre as 9
amostras de potros recém-nascidos. Quando 4 individuos foram considerados para a analise,
ndo houve nenhuma microbiota basica em idades entre 2 0, 45 e 120 dias. Na idade de 120 dias,
6 OTUS passam a ser microbiota central, e aos 170 dias ha adicdo de um Clostridiales ndo
classificado. E mesmo assim, ndo foram observados em todos os potros (COSTA et al., 2016).

Dos trés meses em diante, o perfil bacteriano segue semelhante a animais adultos
(EARING et al., 2012). Entretanto, a microbiota pode ndo estar madura quanto a sua funcao,
uma vez que a concentracdo de AGCC quantificados nas fezes dos potros eram menores do que
nas éguas (FAUBLADIER etal., 2013). O consumo progressivo de alimentos ndo leite acontece
a partir do primeiro dia de vida dos potros. O desmame é a maior mudanca na dieta de um
mamifero e em equinos € caracterizado pela separacao entre égua e potro, onde o potro deixa
de consumir o leite da égua (ERBER et al., 2012). Na criacdo de equinos, a idade mais comum
para desmamar os potros € entre 4 e 6 meses (WARAN et al., 2008; EARING et al., 2012).
Como dito anteriormente, os AGCC representam a maior parte da energia absorvida pelos
equinos sob algumas circunstancias dietéticas (NRC, 2007). Assim, era esperado que a
colonizacdo do trato gastrointestinal do potro ocorresse entre 0 nascimento e o desmame.

Em potros desmamados com 180 dias de idade, Costa et al. (2016) observaram maiores
abundancia nos géneros Cellulosilyticum em potros com idade entre 181-240 dias, e
Desulfovibrionaceae ndo classificados em potros com idade entre 241-270 dias. Evidenciando
que, apesar da composicdo ter chegado ao climax aos 60 dias de idade, a estrutura do
microbioma permanece em mudanca ao longo do primeiro ano de idade. Finalmente,
Fibrobacter, Treponema, Ruminococcus e Papillibacter foram significativamente mais
abundantes nos potros com idade entre 121-180 e 181-240 dias (COSTA et al., 2016) quando
comparados as éguas maduras. Ap6s o desmame, pode ocorrer mudancas marcantes nas
comunidades bacterianas, 0 que pode estar relacionado ao estresse (MACH et al., 2017). Além
disso, diferentes padrbes de microbiota intestinal parecem ter diferentes respostas de adaptacédo
ao estresse. De forma contraria, Faubladier et al. (2014) ndo observaram efeito do desmame aos
180 dias na microbiota fecal dos potros estudados. E importante ressaltar, que a técnica de
fingerprinter utilizada no estudo que fundamentaram a conclusao desses autores, pode subjugar
a diversidade bacteriana.

Faubladier et al. (2017) estudaram em 5 potros, o efeito do desmame abrupto ao longo
do tempo, e concluiram que o desmame ndo induziu grandes distdrbios nos potros, pois 0s
potros ja estavam adaptados a ingerir alimento concentrado antes de tal evento. Apds 180 dias
do desmame, ainda foi possivel notar a reducdo gradual de bactérias utilizadoras de lactato e
amiloliticas. Enquanto as bactérias celuloliticas e anaerdbias totais se apresentaram estaveis ja
no periodo de desmame dos potros (180 dias de vida). Além disso, Faubladier et al. (2017)
avaliaram a concentracdo de F. succinogenes em potros analisado através da PCR em tempo
real e ndo observaram efeito da idade sobre a concentracéo dessas bactérias, apresentando valor
de 8,02 logio UFC g de fezes. Entretanto, outras cepas bacterianas fibroliticas, como R. albus
e R. flavefaciens que foram relatadas em equinos adultos, podem estar presentes em potros,
porém ainda ndo foram estudadas. Faubladier et al. (2014) utilizaram uma técnica de
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fingerprinter da comunidade para avaliar as diferengas no nimero de espécies de bactérias pré
e pés-desmame e ndo observaram alteracGes significativas. A proporcéo de F. succinogenes nas
fezes foi em média 2,6 + 1,6% do total de bactérias.

Apesar do desmame de potros ocorrer entre 0s quatro e seis meses de idade, Mach et al.,
(2017) avaliaram o efeito do tipo de desmame (abrupto versus progressivo) em potros de 8
meses de idade. Os resultados demonstraram que a separacdo materna ao desmame modificou
a composicdo da microbiota intestinal em todos os potros estudados, independentemente do
método de desmame. As alteracdes mais acentuadas foram encontradas trés dias apos o
desmame, quando a abundancia relativa de membros dos géneros Prevotella, Oscillibacter,
Streptococcus, Anaerovibrio, Lactobacillus aumentaram significativamente e as abundancias
relativas dos membros dos géneros Fibrobacter, Clostridium X1Va, Ruminococcus, Treponema
diminuiram. A riqueza de espécies microbianas nédo diferiu entre os dois métodos, entretanto,
as espécies benéficas pertencentes aos géneros Prevotella, Paraprevotella e Ruminococcus
eram mais abundantes antes do desmame no grupo de desmame abrupto. Além disso, também
avaliaram as cargas fungicas, que seria um indicativo de maior capacidade fermentativa de
polissacarideos complexos da dieta, e constataram que o grupo que foi desmamado
progressivamente apresentou maior quantidade. Curiosamente, Mach et al. (2017) séo os Unicos
gue comentam sobre os membros do Reino Fungi em amostra de potros. Ainda assim, foi um
estudo geral e pouco focado sobre o papel, funcdes e colonizacdo fingica do trato
gastrointestinal de potros. Além dos efeitos dos métodos de desmame, ndo ha informacdes do
efeito da idade de desmame sobre o microbioma fecal de potros.

2.5 Fatores que Afetam o Microbioma do Trato Digestorio dos Equinos
2.5.1 Composicao das dietas

O tipo de microrganismos e sua atividade no intestino grosso dos equinos s&o
dependentes de diferentes aspectos da dieta. Os carboidratos da parede celular (incluindo
celulose, hemiceluloses e pectinas) representam cerca de 35 a 60% na dieta equina. Esses
carboidratos possuem ligagdes resistentes as enzimas hidroliticas de equinos (JULLIAND e
GRIMM, 2017). Os principais microrganismos envolvidos na degradacdo de carboidratos
estruturais sao espécies de fungos do género Piromyces e as espécies bacterianas dos géneros
Ruminococcus e Fibrobacter. O amido dietético e os carboidratos solGveis em &gua
representam de cerca de 10% a 40% da dieta de equinos (JULLIAND e GRIMM, 2017). As
principais espécies de bactérias amiloliticas identificadas no intestino do equino pertencem aos
géneros Streptococcus e Lactobacillus.

A alimentacdo em si ja altera as concentra¢fes de microrganismos presentes no quimo.
Na primeira hora pés-prandial, a concentragdo de anaerdbios totais aumentam de 5,8 x 10° para
1,7 x 10" UFC mL™* e atingiram 3,7 x 108 UFC mL?, 3,5 h pos-prandial (VARLOUD et al.,
2004). Em equinos mantidos com um consumo restrito de matéria (1,25% PV) pode haver uma
reducdo no filo Bacteroidetes com um aumento concordante do filo Firmicutes ao longo do
tempo (DOUGAL et al., 2017). Diferentes dietas influenciam o equilibrio entre as espéecies
especializadas na fermentacdo de diferentes substratos dentro da comunidade microbiana.
Assim, as alteracOes dietéticas podem influenciar fortemente o microbioma intestinal equino.
Em equinos, a dieta é o fator que altera o microbioma mais amplamente estudado, onde a
maioria dos estudos examinou o impacto de mudancas, progressiva e abruptas entre as dietas
de alto teor de amido versus alto teor de fibras, enquanto o efeito da forma de alimentacéo e
processamento ou frequéncia de alimentacdo foi pouco explorado. (JULLIAND e GRIMM,
2017).

A mudanca abrupta entre dietas baseadas em forragens foi pouco estudada e pode
apresentar efeitos imediatos e/ou a longo prazo (JULLIAND e GRIMM, 2017). A mudanga
abrupta de dietas baseadas na mesma forrageira conservada de diferentes maneiras foi
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investigada por Muhonen et al. (2009) sob a hipdtese que a mudanca do feno de capim (81%
MS), para haylage (pré-sacado; 55% MS) ou silagem (36% MS) alteraria as atividades da
microbiota do colon. As contagens de bactérias anaerdbias totais, celuloliticas e utilizadoras de
lactato e Lactobacillus e Streptococcus ndo diferiram entre as dietas e permaneceram
inalteradas durante as primeiras 28 h ap0s a troca abrupta da alimentagéo do feno para a haylage
e silagem. Os resultados indicaram que equinos alimentados a nivel de mantenca podem ser
submetidos a uma mudanca alimentar de feno a silagem ou haylage mesma cultura, desde que
a qualidade sanitaria seja semelhante. Apds 21 dias da troca da dieta, a concentracdo de
Lactobacillus do col6n foi maior nos equinos que consumiram silagem. Enquanto a
concentracdo de Streptococcus foi menor nos equinos que consumiram haylage. Os autores
creditaram essa mudanca a longo prazo a sobrevivéncia da espécie Lactococcus lactis presente
no inoculo utilizado para produzir a silagem.

A troca abrupta entre duas silagens de capim com diferentes teores de proteina altera a
microbiota intestinal. O aumento do consumo de PB estimulou o0 aumento nas concentracdes
de bactérias anaerdbias totais, Lactobacillus no coldn ap6s 24 horas da mudanca. Entretanto,
esse efeito ndo foi observado na populacdo celulolitica (MUHONEN, et al., 2008). Em estudo
mais aprofundado sobre os grupos bacterianos funcionais, Grimm et al. (2016) ndo observaram
diferenca nas concentracdes de bactérias celuloliticas, xilanoliticas e pectinoliticas no ceco e no
colon ventral direito, nas primeiras 28 horas apds uma mudanca entre dois fenos de composi¢éo
boténica e bromatoldgica semelhante. Um dia apds a mudanca, a concentracdo de Bacteroidetes
e Firmicutes tenderam aumentar no ceco. Apés 8 dias da mudanca, foi observada reducdo de
Bacteroidetes enquanto Firmicutes e bactérias pectinoliticas aumentaram. Julliand e Grimm
(2017) sugeriram que as mudancas de dietas a base de forragens devem ser mais exploradas
com auxilio de técnicas independentes de cultura.

A adicdo de pequenas quantidades de amido, na forma de alimento concentrado, pode
aumentar a quantidade de bactérias celuloliticas, como Fibrobacter e Ruminococcus, no
intestino grosso. Entretanto, a adicdo de uma grande quantidade de concentrado na dieta, pode
ultrapassar a capacidade de digestdo e absorcdo do equino, permitindo que o amido chegue no
intestino grosso (JULLIAND et al., 2001; BIDDLE et al., 2013). O efeito do consumo de
alimentos concentrados passou a ser constantemente estudado a partir de 1988, onde foi
demonstrado que 24 horas apdsa troca abrupta de 100% de feno de alfafa picado para uma dieta
concentrada composta por 86,7% de milho moido e 13,3% de farelo de soja, a concentracéo de
bactérias amiloliticas aumentou (GOODSON et al., 1988).

A introducdo de alimentos concentrados modifica rapidamente a microbiota intestinal
de equinos. Logo ap6s 5 horas da introducdo abrupta de cevada em uma dieta de feno, foi
observado um aumento nas concentra¢fes de Lactobacillus e Streptococcus no contetdo do
ceco e do colon (DE FOMBELLE et al., 2001) e na concentracdo de bactérias utilizadoras de
lactato no célon (RESPONDEK et al., 2008). Em contraste, a concentracdo de bactérias
celuloliticas no ceco e colon ndo sdo alteradas nas primeiras 29 horas ap6s uma alteragdo na
dieta (DE FOMBELLE et al., 2001), as contragdes de bactérias xilanoliticas e pectinoliticas
diminuiram acentuadamente nos primeiros dias ap6s a troca (MOORE e DEHORITY, 1993).
Além disso, a populacdo de protozoarios diminui (GOODSON et al., 1988). Confirmando a
sensibilidade da microbiota a mudanca abrupta da dieta, De Fombelle et al. (2001) observaram
que as alteracdes na contagem microbiana dentro de 24 horas eram temporarias e que, aos 7
dias, ndo havia mais diferencas entre as dietas.

Com estudos utilizando sequenciamento de nova geracdo, foi atribuido uma menor
riqueza e diversidade de bactérias do ceco e célon ventral direito a uma dieta com alto teor de
amido comparagdo a uma dieta baseada em alimento volumoso (HANSEN et al., 2015). Ao
diminuir a riqueza e diversidade bacteriana, o amido causa potencialmente reducdo
concomitante da resiliéncia do ecossistema microbianos do intestino grosso, uma vez que
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diferentes espécies podem ter funcbes semelhantes. De forma geral, a introducéo de grandes
quantidades de amido na dieta de equinos aumenta a concentracdo de bactérias amiloliticas e
géneros associados a0 metabolismo desse substrato, como Lactobacillus e Streptococcus. Essa
mudanca aumenta a producdo de acido lactico, consequentemente, diminui o pH luminal
(KERN et al., 1973; JULLIAND et al., 2001). Juntamente com o crescimento das bactérias
produtoras de lactato foi associado a um crescimento de bactérias utilizadoras de lactato e
familia Veillonellaceae (HANSEN et al., 2015). Por sua vez, as bactérias fibroliticas, que sdo
intolerantes a acidos, diminuiram (JULLIAND et al., 2001; DE FOMBELLE et al., 2003).

Com técnicas independentes de cultura foi observado que as familias Lachnospiraceae
e Ruminococcaceae e o0 género Fibrobacter spp. ttm menor abundancia no intestino grosso de
equinos alimentados com uma dieta com alto teor de amido em comparagdo com aqueles
alimentados com dieta de alta fibra (DALY et al., 2012; HANSEN et al., 2015). Poucos estudos
estdo disponiveis na literatura sobre o impacto do processamento de cereais na microbiota do
intestino grosso (JULLIAND e GRIMM, 2017). Philippeau et al. (2015) avaliaram o efeito do
processamento da cevada sobre a microbiota do cdlon. Foi fornecido aos equinos uma dieta a
base de feno mais cevada de 4 maneiras diferentes: graos inteiros, moidos a 2,5 mm, floculada
ou peletizada. N@o houve diferenca significativa das concentracdes de bactérias anaerébias
totais, celuloliticas, amiloliticas e utilizadoras de lactato no conteudo col6nico. Porém, os
autores destacaram uma menor contagem de bactérias celuloliticas nos equinos que
consumiram cevada moida a 2,5 mm e sugeriram que 0S processos termomecanicos poderiam
limitar o potencial impacto negativo do amido na atividade fibrolitica no colon de equinos
alimentados com um alto teor de amido.

Além a proporcdo de alimento concentrado na dieta, a origem boténica do amido
também tem influéncia no microbioma. O amido de milho € menos suscetivel a digestdo do
intestino delgado equino do que o amido de aveia. Quando o in6culo fecal foi incubado com
milho moido a contagem de bactérias amiloliticas foi maior do que quando incubado com aveia
moida (HARLOW et al., 2016). De forma contraria, havia mais bactérias utilizadoras de lactato
e Lactobacillus quando incubados com aveia moida do que com milho moido (HARLOW et
al., 2016). Da mesma forma foi observado in vivo, equinos alimentados com aveia apresentaram
maior contagem de Lactobacillus nas fezes do que equinos alimentados com milho, enquanto
havia menos bactérias celuloliticas nas fezes de equinos alimentados com milho e farelo de
trigo do que equinos alimentados com aveia (HARLOW et al., 2017a).

Os efeitos do tamanho e da frequéncia de alimentacdo de concentrado na microbiota
cecal foram relatados por Venable et al., (2017). Foi fornecido aos animais 0 mesmo
concentrado peletizado em uma Unica refeicdo ou fracionado em duas ou trés vezes. N&o foi
observado diferenca na riqueza de espécies bacterianas entre os tratamentos, entretanto, 0s
animais alimentados com trés refeices diarias tiveram menor abundancia de organismos do
metabolismo de amido e lactato. Alteracbes foram observadas no nivel do género (YRC22,
Lactobacillus, Streptococcus, Prevotella, Coprococcus e Phascolarctobacterium).

Na ultima decada aumentou o nimero de estudos que utilizaram as fezes como marcador
do ecossistema microbiano do intestino grosso de equinos e as suas variagdes sob mudancas na
dieta. A partir de 4 dias da troca abrupta da dieta pode-se observar nas fezes a mudanca de
riqueza de espécies (FERNANDES et al., 2014). Equinos consumindo dietas com alto teor de
amido apresentaram uma diversidade de bactérias fecais reduzida (DOUGAL et al., 2014).
Nessas condi¢cdes de alimentacdo, filo Proteobacteria aumentou pelo aumento do género
Succinivibrio. De forma contraria, a ordem Clostridiales e a familia Lachnospiraceae,
importantes na degradacdo da fibra, diminuiram. A observacao de tais mudancas na populagéo
bacteriana fecal so foi possivel com o uso de técnicas independentes de cultura. Até entdo ndo
era relatado mudangas de bactérias celuloliticas em fezes de animais consumindo dietas com
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alto teor de amido, era observado apenas 0 aumento das concentragdes de bactérias amiloliticas
(Streptococcus e Lactobacillus) e de utilizadoras de lactato.

As informacdes sobre a comparagdo da microbiota fecal com a microbiota de contetdos
intestinais sob efeito de diferentes dietas sdo escassas. Grimm et al. (2016) avaliaram equinos
em transicdo de uma dieta alta fibra para dieta de alto teor de amido e observaram que as
concentracdes de grupos bacterianos funcionais (celuloliticos, amiliticos e utilizadoras de
lactato) estavam significativamente correlacionadas entre o ceco e as fezes e entre o colon
ventral direito e as fezes. Esses resultados demonstraram que as fezes podem ser utilizadas para
representar também o microbioma proximal do intestino grosso em termos de varia¢des durante
a mudanca de dietas.

O nivel de extrato etéreo na dieta também pode afetar a microbiota do intestino grosso
de equinos, em especial, a populacdo fibrolitica (JANSEN et al, 2007), pois 0s &cidos graxos
ndo digeridos que chegam no intestino grosso podem ter um efeito tdxico em certos
microrganismos, bem como um efeito negativo de revestimento sobre 0os microrganismos
(JENKINS e PALMQUIST, 1984).

2.5.2 Probidticos

Probidticos podem ser definidos como um suplemento de microrganismos vivos, que
quando administrados por via oral em concentracdes adequadas, fornecem um efeito benéfico
para o hospedeiro (FAO/WHO, 2002). E relatado que o uso de probiéticos pode estabilizar a
microbiota durante eventos estressantes como o desmame, a lactagdo e mudangas na dieta.
Apesar de existir numerosos suplementos probioticos para equinos disponiveis no mercado,
atualmente ha pouca pesquisa sobre a eficacia do uso (SCHOSTER et al., 2014).

A maioria dos estudos envolvendo a suplementacao de probidticos em equinos usa a
levedura Saccharomyces cerevisiae, entretanto, os resultados sdo controversos sobre a possivel
melhoria da fermentacdo da fibra (COVERDALE, 2016; HARLOW et al., 2017b). A
suplementacdo com S. cerevisiae pareceu limitar a extensdo das alteracdes indesejaveis no
ecossistema do ceco e colon de equinos desafiados com uma dieta com teor de amido proxima
a saturacdo de digestdo do intestino delgado (3,4 g de amido / Kg de PV), pois modificou o pH
e as concentracOes de &cido lactico, amonia, acetato e butirato. Entretanto, ndo foi observado
alteracdes nos perfis microbianos (MEDINA, et al., 2002).

Grimm et al. (2016) ndo observaram efeito na microbiota do ceco e cdlon apds a
suplementacdo com levedura Saccharomyces cerevisiae na mudanca abrupta entre dois fenos.
Em 2014, 101 potros foram suplementados com probidtico desde o nascimento até as 20
semanas de idade para avaliar se o probidtico teve efeito positivo na incidéncia de diarreia.
Segundo os pesquisadores, o aditivo previniu e reduziu a severidade da diarreia (TANABE et
al., 2014). Algumas cepas de Lactobacillus também foram utilizadas como probidtico,
entretando, pouca ou nenhuma colonizacdo foi observada ap6s cinco dias de suplementacéo,
mesmo em doses de diferentes concentragcfes (WEESE e ROUSSEAU, 2005). Segundo
Covardale (2016), o aumento da compreensdo da microbiota intestinal equina melhorara o
desenvolvimento de probidticos eficazes. Além disso, mais estudos precisam ser feitos para
determinar potenciais cepas probidticas e a dosagem.

2.5.3 Prebidticos

Os prebidticos podem ser definidos como “ingredientes seletivamente fermentados que
permitem mudancas especificas, tanto na composicdo e/ou atividade na microbiota
gastrointestinal que conferem beneficios ao bem-estar e satide do hospedeiro” (GIBSON et al.,
2004). Desse modo, os prebioticos s@o ndo digeriveis para o animal hospedeiro, mas sao
fermentaveis por uma microbiota gastrointestinal especifica. Certas bactérias, como
Lactobacillus e Bifidobacteria, fermentam os prebidticos para produzir energia e carbono para
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o0 crescimento. O aumento dessas bactérias pode inibir o crescimento de bacterias comensais
potencialmente patogénicas por meio da producdo de bacteriocinas e outras substancias
(SCHOSTER et al., 2018). A concentracdo de Streptococcus também tende a aumentar apds o
consumo de frutooligossacarideos, entretanto, a alta concentracdo desse género no intestino
grosso equino esta associada a disturbios, como a acidose (MILINOVICH et al., 2008). Apesar
da populacédo de Bifidobacteria ser pouco expressiva e nao ser presente em todos 0s equinos
(ENDO etal., 2009), ainda hé& necessidade de mais estudos para entender a funcdo e importancia
desse género.

Proudman et al. (2015) detectaram altera¢cdes na microbiota fecal apds suplementagéo
dietética com extrato de malte rico em amilase. Houve mudancas em certos tdxons de menor
abundancia, incluindo o aumento na familia Veillonellaceae (bactérias utilizadoras de lactato),
que poderiam ser benéficas para tamponar o pH no ceco causado pelo aumento de carboidratos
soliveis e rapidamente fermentesciveis (PROUDMAN et al., 2015). Em uma revis&o,
Covardale (2016) relata que a acdo de prebidtico em equinos ainda permanece pouco
documentada e controvérsia. Alguns estudos descreveram alteragcdes na microbiota de fezes de
equinos suplementos com prebidtico (PELLEGRINI et al., 1999; BERG et al., 2005). Um dos
efeitos da suplementacdo com frutooligossacarideo € o aumento da tolerancia a introducao
abrupta de amido a dieta. Nessas condicdes, as populacdes de Lactobacillus e Streptococcus
ndo aumentaram em equinos recebendo o prebidtico (RESPONDEK et al., 2008). Além disso,
foi observado que a suplementacdo com frutooligossacarideo pode diminuir a concentracdo de
E. coli junto com o pH do contetdo fecal (BERG et al., 2005). Os efeitos do
frutooligossacarideo também foi observado no estbmago de equinos, onde as concentragdes de
bactérias totais, Streptococcus e bactérias utilizadoras de lactato foram maiores ap6s a
suplementacdo (NADEAU et al., 2000).

2.5.4 Doencas

Alteracbes no microbioma equino, devido ao estresse ou como resposta a certos fatores,
podem estar associadas ao inicio da doenca (COSTA e WEESE, 2012). A laminite é
caracterizada pela inflamacéo das laminas no casco e sua causa € multifatorial. A queda do pH
intestinal apds a sobrecarga de carboidratos soltveis e rapidamente fermentesciveis dietéticos
causa aumento subito na concentracdo de Streptococcus, quadro que esta associado a laminite
(MILINOVICH et al., 2006; 2007; 2008; AL JASSIM e ANDREWS, 2009). Alteracdes na
microbiota cecal associada a laminite foram documentadas pela primeira vez por Garner et al.
(1978) usando métodos baseados em cultura. Os autores observaram um grande crescimento
nas concentracdes de Streptococcus e Lactobacillus. Milinovich et al. (2006; 2007; 2008)
induziram laminite em equinos, apdés o fornecimento de altas concentracbes de
frutooligossacarideos e observaram que a populacao de Streptococcus aumentou rapidamente
antes do inicio da laminite, além disso, aumento na concentragdo de lactato no ceco também foi
relatado. O aumento nas concentragdes de bactérias produtoras de lactato tem impacto direto
no pH do ceco, e pode levar a acidose latica, danos na mucosa, além da laminite (MILINOVICH
et al., 2007). Posteriormente, Steelman et al (2012) observaram um aumento na diversidade
bacteriana em amostras fecais de equinos com laminite cronica utilizando tecnologia de
sequenciamento de nova geracao.

Existem inumeras causas potenciais de colicas, incluindo parasitas, mudanca na dieta e
transporte (AL JASSIM e ANDREWS, 2009). Mudancgas na composi¢cdo microbiana foram
associadas com coélica em equinos. Costa et al. (2012) encontraram Bacteroidetes como o filo
dominante juntamente com um aumento na abundancia de Fusobacteria nas fezes de equinos
com coélica, enquanto o filo Firmicutes e a classe de Clostridiales foram os tdxons mais
abundantes nas fezes equinos saudaveis. As diferencas entre equinos com cdlica e saudaveis
podem ser creditadas a disbiose, um desequilibrio da microbiota presente, em vez de um
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aumento em bactérias patogénicas especificas (COSTA et al., 2012). Entretanto, ha necessidade
de mais estudos, para determinar qual é a causa e qual € a consequéncia da ocorréncia de colica.

Mudancas metabdlicas e hormonais que ocorre antes do parto, pode ocasionar célicaem
éguas. Wesse et al. (2015) observaram mudancas na microbiota fecal em éguas pos-parto antes
do desenvolvimento de cdlica, os resultados mostraram que a abundancia dos filos Firmicutes
e Bacteriodetes diminui enquanto a abundancia de Proteobacteria aumentou. Além disso,
devido a alta variagdo individual (HANSEN et al., 2015), ndo se sabe se essas mudangas na
microbiota fecal seriam observadas em equinos de uma categoria de producdo diferente ou
apenas em éguas pos-parto (WEESE et al., 2015). As altera¢fes na microbiota fecal observadas
antes de um episddio de colica poderiam ser usadas na escolha de probioticos capazes de
estabilizar a microbiota intestinal (AL JASSIM et al., 2009).

2.5.5 Antimicrobianos

Uma das mudancas mais aparentes na microbiota equina fecal é vista com o uso de
substancias antimicrobianas. Mudangas significativas ocorreram na microbiota fecal de equinos
apos a administracdo de antimicrobianos (HARLOW et al., 2013). Costa et al. (2015b)
relataram que a administracdo oral de trimetoprim sulfadiazina, um antibiético de amplo
espectro, teve a maior reducdo no numero total de espécies bacterianas na microbiota fecal, com
reducdo proeminente na abundancia relativa de Verrucomicrobia. Apds o término do tratamento
com o antimicrobiano, os perfis bacterianos nao retornaram completamente a composicdo até
30 dias ap6s a administracdo. Isso sugere que é necessario um periodo de recuperacdo para a
microbiota retorne seu estado saudavel normal (COSTA et al., 2015b). Além disso, foi descrito
que pode haver diferengas nas respostas aos antimicrobianos devido a alta variabilidade entre
animais, o que também foi demonstrado em outros estudos (SALEM et al., 2018).

2.5.6 Individualidade dos animais

Como mencionado anteriormente, o microbioma do intestino do equino é especifico
dentro de cada compartimento, entretanto, ele pode variar entre individuos. A diferenca da
microbiota entre individuos tem sido sugerida na literatura ha muito tempo, onde havia relatos
de que alguns pbneis e cavalos que eram mais susceptiveis a doencas intestinais que outros sob
a hipdtese de abrigar uma microbiota intestinal especifica (COSTA e WEESE, 2018).

Blackmore et al. (2013) identificaram a presenca de uma populacdo bacteriana
especifica de cada individuo dentro da mesma raca de poneis que recebem uma dieta similar.
Salem et al. (2018) relataram que além da individualidade, a microbiota intestinal de equinos
mantidos em pastagem varia ao longo das estaces do ano. Assim, concluiram que as mudancas
na microbiota fecal sdo uma adaptacdo normal as mudancas dietéticas e ambientais, as quais 0s
equinos sdo manejados.

Atualmente, alguns estudos focaram em identificar um fator comum no microbioma
entre individuos equinos, que € chamado de “microbiota compartilhada” (COSTA et al., 2012).
Desde que o conceito de microbioma foi introduzido na pesquisa equina, varios outros autores
tentaram definir o microbioma central dos equinos (COSTA et al., 2012; DOUGAL et al., 2013,
2014; O’'DONNELL et al., 2013; COSTA et al., 2015a).

Esses fatos destacam a importancia de usar cada equino como seu préprio controle em
ensaios experimentais testando os efeitos de um tratamento especifico, especialmente quando
poucos animais sdo utilizados no estudo. Varias familias bacterianas sdo cotadas a serem
membros do nucleo do microbioma ao longo do intestino grosso. Todos os autores supracitados
observaram que Lachnospiraceae pertencia ao microbioma central das fezes. Outras familias
relatadas como parte do ndcleo fecal foram Erysipelotrichaceae, Fibrobacteraceae,
Ruminococcaceae e Prevotellaceae (DOUGAL et al., 2013, 2014, O’DONNELL et al., 2013).
Curiosamente, as familias Ruminococcaceae e Fibrobacteraceae parecem ser membros do
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nacleo ao longo do intestino grosso equino, apesar de representarem uma pequena proporgdo
da comunidade. Além disso, é necessario verificar se todos os membros do microbioma central
sdo espécies chave do metabolismo, ou do status de saude e/ou doenca.

Por fim, nenhum estudo foi realizado em comunidades de bacteriéfagos, arqueias ou
fungos para verificar diferenca entre individuos, o efeito geografico, assim como a existéncia
de uma comunidade central e espécies chave.
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CAPITULO |

DIETA COMPLETA EXTRUSADA NA AL MENTACAO DE EQUINOS:
CONSUMO E DIGESTAO DOS NUTRIENTES
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RESUMO

A dieta total extrusada pode ser uma alternativa pratica para alimentacdo de equinos. Avaliou-
se a dieta completa extrusada na alimentacdo de equinos em mantenca por meio de ensaios de
consumo, da digestdo de nutrientes, da cinética de passagem, ensaios de digestao e fermentacao
in vitro, bem como a avaliacdo da concentracdo de grupos funcionais de microrganismos
presentes nas fezes. Foram utilizados 12 equinos. Os ensaios de consumo, digestéo de nutrientes
e cinética de passagem foram avaliados em delineamento inteiramente ao acaso, onde 0s
tratamentos consistiram em duas dietas, dieta completa extrusada ou feno de Coastcross. Os
ensaios de digestdo e fermentacdo in vitro avaliaram quatro substratos: dieta completa
extrusada; dieta completa antes da extruséo; feno de Coastcross, feno de Urochloa brizantha
(Syn. Brachiaria brizantha). Os resultados foram submetidos a ANOVA e as médias
comparadas pelo teste SNK (a = 0,05). O consumo de agua e de fibra foi maior nos animais
alimentados com feno de Coastcross, enquanto o consumo de matéria seca (MS), extrato etéreo
e energia bruta foi maior nos equinos alimentados com a dieta completa extrusada. A
digestibilidade da MS, matéria organica, extrato etéreo, proteina bruta e energia bruta foram
superiores na dieta completa extrusada. O tempo médio de retencdo da digesta (TMR) da dieta
completa extrusada foi menor quando comparado a dieta de feno de Coastcross quando
estimado pelo marcador LIPE®, entretanto, ndo foi observado diferenca no TMR entre as dietas
quando utilizado o cromo mordente. A producéo e o pH das fezes dos equinos alimentados com
a dieta completa extrusada foi menor quando comparado aqueles alimentados com o feno de
Coastcross. A digestibilidade da MS in vitro distinguiu os alimentos volumosos dos
concentrados, entretanto, a digestibilidade do FDN néo diferiu entre os substratos incubados. O
feno de Brachiaria brizantha apresentou degradacdo da MS inferior aos outros substratos. O
processo de extrusdo ao qual a dieta completa foi submetida diminuiu o volume de gases
produzidos durante a fermentacdo in vitro. Conclui-se que a dieta extrusada completa é uma
pratica alternativa de alimentacéo de curto prazo para equinos de mantenca.

Palavras-chave: cinética de passagem, concentrado, fibra, volumoso
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ABSTRACT

Complete extruded diet (CED) can be a practical alternative for feeding horses. The CED to fed
maintenance horses was evaluated through dietary intake trials, nutrient digestion and kinetics
of passage, in vitro digestion and fermentation, and fecal evaluation of functional
microorganisms’ groups. Twelve horses were used. The intake, nutrient digestion and passage
Kinetics trials were evaluated in a completely randomized design, where treatments consisted
of two diets: (CED) or Coastcross hay diet. The in vitro digestion and fermentation assays were
used to evaluate four substrates: complete extruded diet; complete diet before extrusion;
Coastcross hay, Urochloa brizantha hay (Syn. Brachiaria brizantha). The results were
submitted to ANOVA and the means compared by the SNK test (o = 0.05). The water and fiber
intakes were higher in horses fed a Coastcross hay, while the dry matter (DM), ether extract
and gross energy intakes was higher in horses fed CED. The DM, organic matter, ether extract,
crude protein and crude energy digestibility was higher in the CED. The CED mean retention
time (MRT) was shorter compared to the Coastcross hay diet, when obtained by LIPE® marker,
however, no difference on MRT was observed between diets when mordent chromium was
used. The pH and feces production of horses fed a CED was lower than those horses fed a
Coastcross hay. The in vitro DM digestibility distinguished the roughage substrates from those
concentrates, however, the in vitro NDF digestibility did not differ among incubated substrates.
The Brachiaria brizantha hay presented reduced in vitro DM degradation compared to other
substrates. The extrusion process to which the complete diet was subjected decreases the
volume of gases produced from in vitro fermentation. It is concluded that the complete extruded
diet is an alternative short-term feeding practice for maintenance horses.

Keywords: concentrate, fiber, passage kinetics, roughage
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1 INTRODUCAO

A dieta completa ¢ um alimento nutricionalmente adequado, formulado para ser
fornecido como alimento Unico e é capaz de manter a vida e/ou promover a producdo sem que
nenhuma substancia adicional seja consumida, exceto dgua (NRC, 2007). O conceito ndo €
novo na alimentacdo de equinos (EARLE, 1950), mas com a evolucdo dos processos de
producdo e a possibilidade de utilizacdo de matérias-primas distintas, proporcionaram novas
perspectivas do seu uso na producéo de equinos. Além disso, por se tratar de um alimento misto
contendo concentrados e volumosos em um sé produto, devem ser considerados em termos de
consumo e digestdo, como alimentos diferentes dos cereais e alimentos concentrados
tradicionais (MIRAGLIA et al., 2006).

A expansdo da industria equestre estimulou a manutencdo de equinos proximos aos
centros urbanos, com consequentes desafios ao setor de alimentagdo no desenvolvimento de
formas de processamento das forragens que resolvessem problemas relacionados com espaco
de armazenamento e facilidade de manuseio (PIMENTEL et al., 2009). O processamento dos
alimentos, principalmente dos volumosos, por meio da moagem ou peletizacdo, reduzem
substancialmente o volume, o que por sua vez facilita a estocagem e o manuseio (HILL, 2007).
Entretanto, a forma fisica em que o volumoso é fornecido influencia o comportamento
ingestivo, com efeitos sobre o consumo, tempo de duragéo da refeicdo, velocidade e dindmica
do fluxo da digesta nas diferentes porcoes e em todo trato gastrintestinal (ARGO et al., 2002;
SILVA et al., 2014), e consequentemente, sobre a eficiéncia da agdo microbiana sobre o
substrato degradado no intestino grosso (DROGOUL et al., 2000ab).

O processamento industrial modifica as propriedades quimicas, fisicas e
microbioldgicas dos alimentos (NRC, 2007). O objetivo do processamento de extrusao é atingir
o maximo do potencial de gelatinizacdo do amido dos gréos inclusos na formulacdo do
concentrado, pois melhora a digestibilidade e altera o local da digestdo. A melhora da
digestibilidade depende da origem boténica do grdo (ROSENFELD e AUSTB®@, 2009). A
inclusdo de uma fonte de fibra no kibble é um dos beneficios do processamento da dieta (HILL,
2007). Entretanto, os efeitos do processamento térmico sobre a fracdo fibrosa do alimento
completo, consequentemente, na digestdo e utilizagdo da dieta, s&o menos conhecidos na
nutricdo de equinos.

O presente estudo teve como objetivos avaliar a dieta completa extrusada na
alimentacdo de equinos em mantenca por meio de ensaios do consumo dietético, da digestdo de
nutrientes e da cinética de passagem da digesta no trato digestério e, ensaios de digestdo e
fermentacdo in vitro, bem como a avaliacdo da concentracdo de grupos funcionais de
microrganismos presentes nas fezes.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Setor de Equideocultura da Universidade Federal do Rio
de Janeiro — UFRRJ e, nos Laboratérios de Pesquisas em Salde Equina (EQUILAB) do
Instituto de Veterinaria e Laboratorio de Bromatologia do Instituto de Zootecnia, em
Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Zootecnia da UFRRJ sob nimero de
protocolo 3083.029756/2017-10.

2.1 Animais

Foram utilizados 12 equinos machos castrados saudaveis da raca Mangalarga Machador
em mantenca, com idade média de 4,4 + 1 anos e peso vivo médio de 367 + 22 kg. Antes do
inicio do experimento, os equinos foram mantidos em pastagem mista de Urochloa brizantha
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(Syn. Brachiaria brizantha) e grama Batatais (Paspalumm notatum). Quando transferidos para
as instalacGes experimentais, foram submetidos ao controle de parasitas com ivermectina
(EQVALAN, Boehringer Ingelheim, Alemanha), e cipermetrina (CIPERALLVET, Eurofarma,
Brasil). Exames clinicos e hematoldgicos foram realizados com vistas a higidez. Os equinos
foram mantidos em baias individuais providas de bebedouros e comedouros com livre acesso a
agua e ao sal mineral.

2.2 Delineamento Experimental

Os ensaios do consumo, digestdo e cinética de passagem foram conduzidos em
delineamento inteiramente ao acaso, com dois tratamentos, sendo os tratamentos a dieta
controle composta exclusivamente por feno de Coastcross (Cynodon spp. cv Coastcross) e a
dieta completa extrusada (FORRAGE HORSE, Nutratta, Brasil), com seis repeti¢fes. O ensaio
de digestdo in vitro foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso com quatro
tratamentos caracterizados pelos substratos incubados (feno de Coastcross, feno de Brachiaria
brizantha, dieta completa extrusada e a dieta completa antes da extrusdo) com trés repeticoes.
O ensaio de fermentacdo in vitro foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso com
arranjo fatorial 2x4, caracterizados pelas duas dietas dos equinos doadores de indculo fecal e
quatro substratos incubados (feno de Coastcross, feno de Brachiaria brizantha, dieta completa
extrusada e a dieta completa antes da extrusdo).

Tabela 1. Composi¢do quimica do feno de Coastcross (Cynodon spp. cv Coastcross) e da dieta
completa extrusada, na base da matéria seca

Dietas
Item Feno de Coastcross  Dieta completa extrusada
Matéria seca, g/Kg 900 888
Composic¢do quimica, g/Kg MS
Matéria mineral 58 46
Extrato etéreo 23 33
Proteina bruta 157 114
Fibra em detergente neutro 823 446
Fibra em detergente acido 392 255
Celulose 319 200
Ligninal 73 55
Carboidratos ndo fibrosos? 0 362
Conteudo energético
Energia bruta, kcal/Kg MS 4421 4572

! Lignina determinada por oxidagdo de permanganato
2CNF =100 - (%PB + %FDN + %EE + % MM)

2.3 Conducéo dos Ensaios Experimentais

Os equinos passaram por um periodo de adaptacdo as instalacbes e as dietas com
duracédo de 28 dias. Na primeira semana, todos os equinos foram alimentados com feno de
Coastcross (Cynodon spp. cv Coastcross) ad libitum. Na segunda semana, os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos. O grupo controle (n=6) foi alimentado
exclusivamente com o feno de Coastcross por mais 21 dias (CHD), enquanto o segundo grupo
foi alimentado com a dieta completa extrusada (CED) em substituicdo ao feno de Coastcross
(Tabela 1). A proporcéo de feno de Coastcross: dieta completa extrusada na dieta dos animais
foi ajustada semanalmente: 70:30 na segunda semana, 40:60 na terceira semana e 0:100% na
quarta semana. A dieta completa extrusada foi fracionada em trés refei¢fes diarias, fornecidas
as 06:00, 12:00 e as 18:00 horas, enquanto o feno foi disponibilizado ad libitum em redes tipo
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porta feno. Ao final das quatro semanas foi considerado que os animais estavam adaptados as
respectivas dietas experimentais e que o consumo de matéria seca (MS) atingido supria as
exigéncias da categoria equinos em mantenga segundo o NRC (2007).

2.4 Ensaio de Consumo Voluntario

O consumo voluntéario foi determinado ap6s o periodo de adaptacéo as dietas. As dietas
foram calculadas para serem oferecidas em 3% do peso vivo dos animais, na base na MS e
oferecidas fracionadas em trés refeicdes diarias, as 08:00, 13:00 e 18:00 horas. As sobras de
alimentos, se presentes, foram retiradas antes do fornecimento da préxima refeigcdo e pesadas.
O consumo de agua foi mensurado utilizando bebedouros tipo balde de volume conhecido. As
mensuragOes foram anotadas em intervalos de seis horas durante trés dias.

2.5 Ensaio de Digestdo de Nutrientes

Apdbs a determinacdo do consumo, realizou-se o ensaio de digestdo pelo método de
coleta total de fezes. A coleta das fezes foi realizada diretamente no piso das baias
imediatamente ap0s a defecacdo, durante 24 horas, por cinco dias (ALMEIDA et al., 1999b).

Neste periodo, o consumo diario de MS foi reduzido em 10% com o intuito de evitar
sobras. Quando houve sobras de alimento, as mesmas foram pesadas e congeladas para analise
posterior. Apo6s a coleta, as fezes de cada animal foram pesadas e mantidas em sacos plasticos.
A cada seis horas, as amostras fecais coletadas no periodo foram homogeneizadas e uma
subamostra de 10% do peso foi separada e congelada para analise posterior. Ao final do ensaio,
as amostras de fezes e as sobras de alimentos foram descongeladas a temperatura ambiente,
pesadas e homogeneizadas para retirada em uma amostra composta de cada dia para as analises
bromatoldgicas.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CD) dos nutrientes foram calculados de
acordo com a seguinte equacdo (SCHNEIDER e FLATT, 1975):

CD = MS consumida X % do nutriente na dieta — MS fecal X % do nutriente nas fezes

x 100
MS consumida X % de nutriente na dieta

2.6 Cinética de Passagem

Os indicadores de cinética de passagem da digesta, cromo mordente em fibra de
detergente neutro (Cr-FDN) e o LIPE® em p6, foram utilizados durante o ensaio de digestao.
Os indicadores da cinética de passagem da fase sélida da digesta foram fornecidos, em dose
Unica, no primeiro dia de coleta de fezes. O Cr-FDN foi fornecido aos animais na dose de 25 ¢
diretamente no cocho e o LIPE® na dose de 0,25 g adicionado ao concentrado fornecido as
06:00. Amostras de aproximadamente 200g de fezes foram coletadas diretamente da ampola
retal dos equinos imediatamente antes da admistracéo do indicador (tempo zero) e nos tempos
4,8,12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 e 78 horas ap0s a administrag&o.

As amostras fecais foram acondicionadas separadamente em sacos plasticos
devidamente etiquetados e, em seguida, armazenadas a -10 °C. Ap0s o periodo experimental,
as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, secas em estufa de ventilagdo
forcada a 55 °C, durante 48 horas e moidas. A concentracdo de Cr nas amostras fecais foi
determinada por espectrometria em espectrémetro de emisséo por plasma com deteccéo otica
(BOLIN e KING, 1952; KIMURA e MILLER, 1957), e determinou-se a concentragio de LIPE®
por espectroscopia de infravermelho (SALIBA et al., 2015).

O tempo médio de retencdo (TMR) da digesta em todo o trato digestivo foi calculado
de acordo com a seguinte equacédo (FAICHNEY, 1975):
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mi X ti
TMR (horas) = ZZT
Onde: mi = concentracdo de indicador excretado no i intervalo de tempo;
ti = intervalo de tempo entre o fornecimento do indicador e i tempo da coleta fecal;
A taxa de passagem (T x P) da digesta em todo o tubo digestivo foi estimado como o
inverso do TMR:

1
TXP(%h_l):m

2.7 Concentracao de Bactérias Celuloliticas e Anaerobios Totais

Ao final do ensaio de digestdo, as fezes foram coletadas para a determinacdo do pH e
da concentracdo de bactérias anaerdbias totais e celuloliticas. As fezes foram coletadas apos a
primeira refeicdo do dia. O pH foi avaliado imediamente apds a coleta. As concentracGes de
bactérias anaerdbias totais viaveis foram determinadas com meio agar completo modificado
(LEEDLE e HESPELL, 1980) ap6s 48 horas de incubacdo a 39 °C em jarros de anaerobiose,
com trés tubos de ensaio com tampa (réplicas) nas dilui¢des 10, 107 e 108. Em cada tubo de
ensaio foram adicionados 4 mL do meio de cultura, com o pH ajustado a 7,3, sob CO,. Foram
contabilizados tubos positivo para anaerobios totais aqueles que apresentavam cor mais clara
que o tubo “branco” que continha somente meio de cultura estéril.

As concentrac@es de bactérias celuloliticas foram determinadas com um meio de cultura
liquido (HALLIWELL e BRYANT, 1963) modificado (BARUC et al., 1983; JULLIAND et
al., 1999), ap6s 15 dias de incubacgdo a 39 °C em jarros de anaerobiose, com trés tubos de ensaio
incubados nas diluicdes 1073, 10* e 10°°. Os tubos de ensaio foram preenchidos com papel filtro
de celulose Whatman n°l de tamanho 8x1lcm e, em seguida, adicionado 8 mL do meio de
cultura, com pH ajustado a 7,3, sob CO». Para bactérias celuloliticas, foram contabilizados tubos
positivos somente aqueles que obtiveram degradacao total da tira de celulose ap6s o periodo de
incubacdo. As concentracdes de bactérias anaerdbias totais e celuloliticas foram determinadas
utilizando o método do nimero mais provavel (CLARKE e OWENS, 1983).

2.8 Analise do pH Fecal

Ao final do ensaio de digestdo, o pH do liquido fecal obtido a partir da comprensao de
100 g de fezes coletadas diretamente do reto foi mensurado com um aparelho pHmetro de
bancada previamente calibrado.

2.9 Ensaio de Digestdo in vitro com Incubadora DAISY!'' ANKOM

O ensaio de digestéo in vitro foi conduzido em duas etapas (TILLEY e TERRY, 1963).
Os substratos utilizados foram: feno de Coastcross, o feno de Brachiaria brizantha, a dieta
completa extrusada e a dieta completa antes da extrusdo. Em cada saco foi pesado 0,25 g de
substrato moido a 1 mm que em seguida foi selado. Na primeira etapa, cada substrato foi
incubado em triplicata com liquido ruminal de um bovino em uma incubadora Daisy"
(ANKOM®) a 39,5 °C por 48 horas. O liquido ruminal foi coletado de um bovino as 7 horas,
imediatamente filtrado e reservado no jarro para a digestdo. O bovino foi alimentado com dieta
na propor¢ao volumoso e concentrado de 80:20, sendo o volumoso o feno de Coastcross. Apds
48 horas, na segunda etapa, a solugdo de HCI 6N foi adicionada aos jarros de digestdo com
intuito de baixar o pH da solucdo. Em seguida, foi adicionada a solucdo de pepsina 5% recém
preparada, seguindo a digestdo por mais 24 horas. Ao final da digestao, os jarros foram drenados
e os sacos foram lavados com agua destilada quente e secos.

Os sacos para determinacdo de FDN, foram pesados e seguiram para digestdo de fibras
em detergente neutro por uma hora no digestor de fibras (MARCONI®, Brasil). Apds uma
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hora, os sacos foram novamente lavados com agua destilada quente e secos na estufa a 105 °C.
Assim, foram estimados os coeficientes de digestibilidade in vitro da MS (DIVMS) e do FDN
(DIVFDN).

2.10 Ensaio de Fermentacao in vitro

As amostras de fezes foram coletadas as 8:00 horas (duas horas apds a primeira
refeicdo), diretamente da ampola retal de quatro equinos: dois equinos alimentados com feno
de Coastcross e dois equinos alimentados com a dieta completa extrusada (1° fator). Amostras
do feno de Coastcross, do feno de Brachiaria brizantha, da dieta completa extrusada e da dieta
completa antes da extruséo (2° fator) foram moidos a 1 mm e utilizados como substratos. Os
frascos de fermentacdo contendo 90 ml de solucdo nutritiva (THEODOROU et al., 1994)e 1 g
de substrato foram preparados 12 horas antes da inoculacdo (FRANZAN et al., 2018). O ensaio
foi realizado utilizando o método de produco de gases semi-automatico (MAURICIO et al.,
1999).

Aliquotas de 300 gramas de fezes frescas por animal foram pesadas e diluidas em
solucdo nutritiva na proporcdo 1:1 (peso:peso), separadamente, e homogeneizadas por um
minuto no liquidificador. A mistura foi mantida em banho maria a 39 °C, constantemente
agitadas e borrifadas com CO, (DESROUSSEAUX et al., 2012). Apdés uma hora, o inoculo
fecal foi filtrado e usado para inocular os frascos previamente preparados. Vinte réplicas foram
incubadas para cada tratamento e mantidos em banho-maria a 39 °C por 72 horas.

A producdo de gases foi mensurada utilizando um transdutor de pressdo (LOGGER
AG100, Datalogger Universal) nos tempos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 16, 18, 20, 22,
24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48, 52, 56, 60, 64, 68 e 72 h, totalizando 32 leituras. O volume
de gases (mL g MS?) foi obtido utilizando a equacgdo especifica para as condicoes
experimentais no EQUILAB-UFRRIJ (2°45°S, 43°41°0 Gr e 33 m altitude) na qual cada psi
corresponde a 3,80 mL (MARTINS, 2012):

= —0.07 + 3.79x + 0.77x>

Apo6s 72 horas de incubacao, os residuos de cada frasco foram analisados para MS a fim
de estimar a degradacdo (FRANZAN et al., 2018).

2.11 Analise Bromatologica

Amostras do feno de Brachiaria brizantha e da dieta completa antes da extruséo foram
analisados quanto a MS e FDN. Amostras do feno de Coastcross, da dieta completa extrusada,
das fezes e das sobras de alimentos foram analisados quanto: matéria seca (MS), proteina bruta
(PB) e cinzas (MM) (AOAC, 1995), extrato etéreo (EE) e energia bruta (EB) (SILVA e
QUEIROZ, 2006). A fibra foi determinada em detergente neutro (FDN) e detergente &cido
(FDA) (VAN SOEST et al., 1991) e lignina analisada por oxidacdo da lignina com
permanganato (VAN SOEST e ROBERTSON, 1980).

2.12 Anélises Estatisticas

Os resultados do consumo de volumoso, agua e nutrientes, digestibilidade dos
nutrientes, tempo médio de retencdo, taxa de passagem, producdo, pH e concentragdes de
bactérias anaerdbias totais e celuloliticas das fezes, volume total de gases, degradacdo de MS,
digestibilidade in vitro de MS e FDN foram testados para homoscedasticidade das variancias e
normalidade. Atendendo as premissas, foram submetidos & ANOVA (a = 0,05).
Transformacdes logaritmicas foram realizadas nas concentracdes de bactérias anaerobias totais
e celuloliticas antes da realizagdo dos testes estatisticos.
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Os valores médios da degradacdo da MS, volume final de gases e digestibilidade in vitro
da MS e FDN foram comparados pelo teste de Student Newman Keuls (a = 0,05). As anélises
foram realizadas com o pacote estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

3 RESULTADOS

3.1 Consumo de Nutrientes e de Agua

Os equinos alimentados com feno de Coastcross consumiram 2,51% do peso vivo em
MS, enquanto os equinos alimentados com dieta completa extrusada consumiram 2,95% do
peso vivo em MS (Tabela 2). O consumo de volumoso em relagdo ao peso vivo foi de 2,51%
pelos equinos alimentados com feno de Coastcross e de 1,27% nos equinos alimentados com
dieta completa extrusada. Além disso, foi observada diferenca significativa no consumo diario
de &gua (p=0,0136), onde os equinos alimentados com feno de Coastcross consumiram maior
volume de agua comparados aos equinos alimentados com dieta completa extrusada.

Tabela 2. Consumo dietético diario e de dgua dos equinos alimentados com feno de Coastcross
e dieta completa extrusada

Consumo dietético

Item Feno de Coastcross Dieta completa extrusada p CV %

Matéria Seca, % Peso Vivo 2,51° 2,952 0,0375 11,58

Volumoso, % Peso Vivo 2,512 1,26° <0,0001 16,18

Volumoso, Kg/dia 9,09 4,71° <0,0001 17,23
Consumo de agua

Agua, litros/dia 33,792 23,85° 0,0136 19,97

Agua, litros/Kg MS 3,742 2,17° <0,0001 14,46

Médias com letras diferentes dentro da linha diferem significativamente pelo teste de Fisher («=0,05)

Né&o foi observada diferenca significativa no consumo diario de PB (p=0,0868) entre 0s
equinos alimentados com feno de Coastcross ou dieta completa extrusada (Tabela 3).
Entretanto, foi observada diferenca significativa no consumo diario de MS (p=0,0302), MO
(p=0,0225), EE (p<0,0001), FDN (p=0,0009), FDA (p=0,0148), celulose (p=0,0145) e EB
(p=0,0130). Os equinos alimentados com feno de Coastcross consumiram maior quantidade de
FDN, FDA e celulose, enquanto os equinos alimentados com dieta completa extrusada
consumiram maiores quantidades de MS, EE e EB.

Tabela 3. Consumo diario de nutrientes e energia bruta dos equinos alimentados com feno de
Coastcross ou dieta completa extrusada
Consumo dietético (Kg/dia)

Item Feno de Coastcross Dieta completa extrusada p CV %
Matéria seca 9,09° 10,952 0,0302 12,70
Matéria orgénica 8,62° 10,502 0,0225 12,65
Extrato etéreo 0,19° 0,312 <0,0001 11,35
Proteina bruta 1,29 1,10 0,0868 14,51
Fibra em detergente neutro 6,742 4,340 0,0009 16,06
Fibra em detergente acido 3,21° 2,48° 0,0148 15,04
Celulose 2,532 1,96° 0,0145 15,05
Energia bruta (Mcal) 40,20° 50,05% 0,0130 12,54

Médias com letras diferentes dentro da linha diferem significativamente pelo teste de Fisher (o = 0,05)
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3.2 Digestibilidade Aparente Total

N&o foi observada diferenca da digestibilidade aparente da FDN (p=0,7946), FDA
(p=0,9264) e celulose (p = 0,7754) entre nos equinos alimentados com feno de Coastcross ou
dieta completa extrusada. Entretanto, foi observada diferenca na digestibilidade aparente da MS
(p<0,0001), MO (p<0,0001), PB (p<0,0001), EE (p<0,0001) e EB (p<0,0001). Os coeficientes
de digestibilidade da dieta completa extrusada foram superiores, quando comparados aos do
feno de Coastcross (Tabela 4).

Tabela 4. Coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes (%) das dietas de feno de
Coastcross e dieta completa extrusada

Dietas
Nutriente (%0) Feno de Coastcross Dieta completa extrusada p CV %
Matéria seca 53,40 73,62 <0,0001 5,84
Matéria organica 53,4° 74,82 <0,0001 5,71
Extrato etéreo 64,2° 86,12 <0,0001 4,62
Proteina bruta 71,5° 79,92 0,0001 3,11
Fibra em detergente neutro 55,8 55,1 0,7946 8,08
Fibra em detergente acido 47,2 47,5 0,9264 11,02
Celulose 52,8 51,9 0,7754 9,72
Energia bruta 50,9° 73,82 <0,0001 6,87
Faésforo disponivel 25,1 28,7 0,4969 32,96

Médias com letras diferentes dentro da linha diferem significativamente pelo teste de Fisher (o = 0,05)

3.3 Cinética de Passagem

Né&o foi observada diferengca no TMR (p=0,3853) e na taxa de passagem (p=0,4271) da
fase solida da digesta estimados por meio do marcador Cromo mordente nos equinos
alimentados com as dietas feno de Coastcross e dieta completa extrusada (Tabela 5). Entretanto,
foi observada diferenca no TMR (p=0,0053) e na taxa de passagem (p=0,0046) da fase sélida
da digesta entre as dietas quando estimados por meio do marcador LIPE®.

Tabela 5. Tempo médio de retengdo (TMR; horas) e taxa de passagem (TxP; % h™) da fase
solida da digesta de equinos alimentados com feno de Coastcross e dieta completa extrusada
estimados com os marcadores Cromo mordente e LIPE®

Dietas
Parametros Feno de Coastcross Dieta completa extrusada p CV %
TMR Cromo 39,62 41,48 0,3853 8,76
TxP Cromo 2,54 2,43 0,4271 9,24
TMR LIPE 36,18° 34,54° 0,0053 2,26
TxP LIPE 2,76° 2,90° 0,0046 2,34

Médias com letras diferentes dentro da linha diferem significativamente pelo teste de Fisher (o = 0,05)

3.4 Caracteristicas Fecais

Foi observada diferenca na producdo fecal (p=0,0002) e no pH fecal (p<0,0001) entre
equinos alimentados com feno de Coastcross e dieta completa extrusada (Tabela 6). Entretanto,
ndo foi observada diferenca nas concentracdes de bactérias anaerdbias totais (p=0,3466) e
celuloliticas (p=0,1413) observadas nas fezes de equinos alimentados com as distintas dietas.
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Tabela 6. Parametros fisico-quimicos e de contagem bacteriana fecal de equinos alimentados
com feno de Coastcross e dieta completa extrusada (CED)

Dietas
Feno de Dieta completa
Parametros Coastcross extrusada p CV %
Producdo fecal, Kg MS/dia 3,012 2,00P 0,0002 12,12
pH 6,632 5,86" <0,0001 3,02
Bactérias anaerébias, logio UFC/g 7,41 7,60 0,3466 3,46
Bactérias celuloliticas, logio UFC/g 4,60 4,05 0,1413 10,57

Médias com letras diferentes dentro da linha diferem significativamente pelo teste de Fisher (o = 0,05)

3.5 Digestéo in vitro

Foi observada diferenca na digestibilidade in vitro da matéria seca (p<0,0001) entre 0s
substratos incubados, entretanto, ndo foi observada diferenca na digestibilidade in vitro da FDN
entre os substratos (p=0,4337) (Tabela 7).

Tabela 7. Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN), producéo total de gases (mL/g MS) e degradacdo da matéria seca dos substratos
feno de Coastcross, feno de Brachiaria brizantha, dieta completa extrusada e dieta completa
sem extrusao

Substratos incubados in vitro

Varivei Feno de Brachiaria Dieta completa Dieta completa
ariaveis i N

Coastcross brizantha extrusada sem extrusao
DIVMS, % 49,34P 47,71° 70,522 71,002 <0,0001
DIVFDN, % 57,43 54,45 64,59 58,70 0,4337
Volume total de 44 5 57,85¢ 121,040 153,66  <0,0001
gases, mL/g MS
Degradacéo de 342° 260° 4622 5042 0,0001

MS, mg/g MS
Médias com letras diferentes dentro da linha diferem significativamente pelo teste de Student-Newman Keuls (o
=0,05)

3.6 Fermentac&o in vitro

N&o houve interacdo entre os fatores dieta dos equinos doadores de indculo e o substrato
incubado sobre o volume final de gases (p=0,6134) e a degradacdo da MS (p=0,9129). Além
disso, ndo houve efeito da dieta dos equinos doadores de indculo sobre o volume final de gases
(p=0,6203) e na degradacdo da MS (p=0,3419) apds 72 horas de incubacdo. Entretanto, houve
efeito simples dos substratos incubados sobre o volume final de gases (p<0,0001) e na
degradacdo de matéria seca (p=0,0001) (Tabela 7).

As curvas de producdo cumulativa de gases possibilitam a analise grafica da cinética de
fermentacdo dos substratos comparadas em diferentes fases da fermentacdo (Figura 1).
Observa-se que 0s substratos concentrados apresentaram maior producdo de gases desde o
inicio da curva, além disso, possuem taxa de fermentacdo acelerada até as 24 horas de
incubacgéo, onde a producao de gases se estabiliza.
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Figura 1. Curvas de producdo cumulativa de gases dos substratos feno de Coastcross (A), feno de Brachiaria brizantha (B), dieta completa extrusada (C) e dieta completa antes
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4 DISCUSSAO

Os equinos sdo animais herbivoros e suas exigéncias nutricionais podem ser atendidas
pelo consumo de alimentos volumosos. O capim do género Cynodon Cv. Coastcross é
comumente utilizado para a formacdo das pastagens destinadas aos equinos e apresenta
caracteristicas morfologicas e nutricionais adequadas para a conservacao e utilizacdo na forma
de feno (BOTT et al., 2013). Assim, o feno de Coastcross pode ser utilizado como alimento
unico na dieta de equinos em mantenca (ALMEIDA et al., 1999b). Ao mesmo tempo, a
expansdo e a intensificacdo da producgéo de equinos demandou o desenvolvimento de novas
formas de processamento e conservacdo das forragens para facilitar o manuseio e o
armazenamento (PIMENTEL et al., 2009). A dieta completa pode ser recomendada para casos
especificos, como potros desmamados, animais idosos, alguns casos clinicos relacionados a
doencas gastrointestinais (RALSTON, 1990; ANDREW et al., 2006; ARGO, 2016). Contudo,
a dieta completa esta associada a problemas digestivos e comportamentais, devido ao menor
tempo de alimentagdo (ARGO et al., 2002; ELIA et al., 2010). Ainda assim, poucos estudos
foram realizados para desenvolver a aplicacdo da dieta completa na alimentacdo de equinos,
levando em consideracdo o manejo alimentar, composi¢éo nutricional da dieta, diferencas nos
ingredientes da racdo, fonte de volumoso utilizado, além das tecnologias de processamento e
apresentacdo do produto final (NAGATA, 1970; ANDREW et al., 2006; NRC, 2007; FELTRE
etal., 2019).

Estima-se que o consumo voluntério de feno de gramineas pelos equinos seja cerca de
2% do peso vivo do animal (NRC, 2007). No entanto, ressalta-se que o consumo voluntario de
MS do feno é controlado por uma série de fatores, entre eles a forma fisica de fornecimento,
onde o consumo é maior gquando uma forma mais densa é oferecida comparado ao feno
oferecido solto (HAENLEIN et al., 1966; NRC, 2007). Além disso, quando a ingestdo do
alimento é facilitada, como em equinos alimentados com dietas completas peletizadas, o
consumo voluntario pode ser maior do que a mesma dieta oferecida separadamente (ARGO et
al., 2002), desse modo, pode chegar até 3,2% do peso vivo em equinos adultos (NRC, 2007,
PIMENTEL et al., 2009). Portanto, os valores observados estavam dentro do limite normal de
consumo de equinos em mantenca, de 2,51% do peso vivo em MS com feno de Coastcross e,
de 2,95% do peso vivo em MS com dieta completa extrusada.

Equinos estabulados que possuem livre acesso a alimentacdo, adotam padrdes de
alimentacdo semelhantes aos descritos em condicdes de vida livre (RALSTON, 1984). Poneis
alimentados com dieta completa peletizada ad libitum, gastam 9 horas em atividade alimentar,
consumindo cerca de 10 refei¢bes diarias (RALSTON et al., 1979). Desse modo, o0 aumento do
namero de refeicdes e a utilizagdo de artificios para enriquecimento ambiental (HENDERSON
e WARAN, 2001; SARRAFCHI e BLOKHUIS, 2013) podem ser alternativas para uso dessa
dieta. Além disso, para funcionar como um produto de livre escolha, a dieta completa extrusada
deve ter baixa densidade energética e fornecer a densidade aparente adequada ao sistema
digestivo equino (OTT et al., 1999).

O consumo de agua € influenciado pelo estado fisiolégico dos equinos, duracdo e
intensidade de trabalho e/ou exercicios, a dieta consumida, além da temperatura e umidade do
ambiente (NRC, 2007). Em relacdo a dieta, tanto o total de alimento quanto a composi¢do da
materia seca consumida influenciam o consumo de agua pelos equinos (CYMBALUK, 1989).
O consumo de dietas predominantemente de alimentos volumosos, consequentemente, que
fornecem maior quantidade de fibra, foram associadas ao maior consumo de agua (WARREN
et al., 1999). O NRC (2007) estima o consumo de agua de 9,6 L / 100 Kg de peso vivo por
equinos em mantenca alimentados exclusivamente com feno na quantidade 1,5 kg / dia /100 kg
de peso vivo em ambientes com temperatura de 30 °C. Enquanto para equinos alimentados com
2 kg / dia/ 100 kg de peso vivo de uma dieta mista composta por feno e gréos, a estimativa de
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consumo de agua foi de 6,2 L / 100 de peso vivo. Assim, observou-se que equinos alimentados
com feno de Coastcross consumiram maior volume de dgua comparado aqueles alimentados
com adieta completa extrusada, 33,79 e 23,85 L / dia, respectivamente. Além disso, a propor¢ao
de agua por quilo de alimento consumido, de 3,74 e 2,17, para as respectivas dietas estdo de
acordo ao observado por Cymbaluk (1989), de 3,3 para feno de alfafa e 2 L de agua / kg de
alimento completo peletizado. A composicao quimica da dieta esta relacionada ao consumo de
agua pelos equinos, uma vez que os polissacarideos ndo amilédceos possuem propriedade
hidrofilica (PARSONS et al., 2011). Desse modo, o aumento do teor de fibras do intestino
grosso pode atuar como um reservatério de agua para os equinos (PARSONS et al., 2011),
entretanto, depende do tipo de fibra e do tamanho da particula (WARREN et al., 1999;
PARSONS et al., 2011). Quatro fontes diferentes de fibra comuns na alimentacdo de equinos
foram testadas para capacidade de adsorcéo de 4gua, feno de graminea, polpa de beterraba, feno
de alfafa e uma mistura de feno de graminea com casca de soja, o feno de graminea demonstrou
superior capacidade de adsorcdo de agua em comparacgdes as outras fontes (PARSONS et al.,
2011). Além disso, a reducdo da particula de 5 para 1 mm diminuiu a capacidade de hidratacdo
da particula (PARSONS et al., 2011).

Os equinos alimentados com a dieta completa extrusada consumiram menor contetido
dos componentes fibrosos e maior contetdo de energia quando comparado aos equinos
alimentados com o feno de Coastcross, por se tratar de uma dieta mista, contendo ingredientes
concentrados e volumoso. Embora se saiba sobre a importancia do consumo da fibra, existem
poucas referencias préaticas para a aplicacdo deste conceito de forma quantitativa e qualitativa
nas dietas. A definicdo da exigéncia diaria de fibras pelos equinos néo esté estabelecida, ainda
assim, o consumo da dieta completa extrusada incluiu a recomendagéo de Hintz (2000) com
45% de FDN e 25% de FDA como o minimo para proteger contra distdrbios intestinais em
equinos alimentados com dietas com graos de cereais. Devido a sua importancia na producao
de saliva, tempo de consumo e no comportamento ingestivo, existem indica¢Ges praticas para
o fornecimento de volumoso de fibras longas aos equinos, de 1 a 1,5% do peso vivo (NRC,
2007; COENEN e VERVUERT, 2010). Contudo, esse tema € foco de discussdao quanto a
manutencdo da salde do trato gastrointestinal e do bem-estar da espécie.

A avaliacdo da digestibilidade dos nutrientes na espécie equina deve considerar diversos
fatores que podem afetar o processo digestivo, como o efeito individual, quantidade de alimento
consumido, contetdo de fibra e tamanho de particula dos alimentados da dieta, teor de agua,
tempo de transito do alimento pelo trato digestivo (NRC, 2007). No presente estudo, 0s
coeficientes de digestibilidade da MS, MO, EE e PB foram maiores na dieta completa
extrusada, consequentemente, o coeficiente de digestibilidade da energia bruta foi maior
qguando comparado ao feno de Coastcross, resultado esperado devido a menor concentracéo dos
componentes fibrosos presentes na dieta completa extrusada (ALMEIDA et al., 1999a).
Contudo, ndo foi observado diferenca significativa nos coeficientes de digestibilidade dos
componentes fibrosos entre as duas dietas.

Estudos de digestibilidade dos nutrientes de dietas completas descreveram resultados
contraditérios no que se refere ao aproveitamento dos nutrientes. Parkins et al. (1982)
observaram coeficientes de digestibilidade da MS, MO e EB em cerca de 50%, enquanto para
a PB e o EE foram de 70%, mas a digestibilidade da fibra bruta foi de 24%. Enquanto Hintz e
Loy (1966) observaram apenas aumento da digestibilidade do EE quando a dieta foi peletizada,
Haenlein et al. (1966) observaram reducédo da digestibilidade da fibra bruta. Destaca-se que a
composigdo de ingredientes utilizados na formulagdo da dieta completa utilizada em muitos
trabalhos ndo é informada, o que dificulta a comparacéo entre estudos. Além disso, o tipo de
processamento a que a dieta foi submetida também influencia na digestibilidade dos nutrientes
(OTTetal., 1999). Hintz et al. (1985) relataram que uma dieta contendo concentrado extrusado
foi digerida com maior eficiéncia do que dietas contendo concentrados peletizados.
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As principais preocupagdes na formulagdo de dietas concentradas para equinos séo a
quantidade de carboidratos hidrolisaveis, o fornecimento de fibra ao intestino grosso e o tempo
de permanéncia das particulas de alimento em cada compartimento do trato digestivo, uma vez
que a acdo dos microrganismos do ceco e colon equino, que resulta na eficiéncia de digestao
dos constituintes da parede celular do alimento volumoso depende desses fatores (DROGOUL
etal., 2000ab; HILL, 2007). Apesar do uso de dietas peletizadas e extrusadas conseguir alcancar
0s objetivos quanto as concentracGes de carboidratos hidrolisaveis e fibras, a reducdo do
tamanho de particula necessaria aos respectivos processamentos pode alterar o tempo de
mastigacédo e, consequentemente, o tempo de consumo (PIMENTEL et al., 2009). O tamanho
de particula, tem importancia no controle da taxa de passagem dos alimentos no trato
gastrointestinal e, portanto, no tempo de permanéncia em cada compartimento do intestino
(VAN WEYENBERG et al., 2006) Particulas menores e racdo com maior capacidade de
retencdo de 4gua movem-se mais lentamente através do intestino, entretanto, a reducdo do
tamanho da particula, além da realizada pela mastigacdo dos equinos pode interferir nos
mecanismos de separacdo de particulas do c6lon (DROGOUL et al., 2000ab). A mastigacdo
dos equinos consegue reduzir a particula do alimento de forma eficiente, entretanto, a digesta
possui um padrdo de distribuicdo de particulas de diferentes tamanhos, resultando no
mecanismo fisioldgico da cinética de passagem da digesta (VAN WEYENBERG et al., 2006;
HILL, 2007).

Apesar da tecnologia de processamento de alimentos ter como objetivo romper a parede
celular o maximo possivel, a reducéo do comprimento da fibra pode acelerar a taxa de passagem
(VAN WEYENBERG et al., 2006), assim, existe a necessidade de um tamanho de particula
ideal para manter a funcionalidade do trato digestivo, entretanto, destaca-se que ainda ndo ha a
definicdo do tamanho ideal de particulas em alimentos processados para equinos (HILL, 2007).
Desse modo, o desenvolvimento de processos que ndo tenham necessidade de reducédo de
particula que destrua a integridade fisica da fibra, assim como o de produtos multiparticulados,
gue tenham inclusdo de fibras longas, sdo alternativas para manter o tempo de mastigacdo e
cinética de passagem naturalmente fisioldgicos dos equinos. Silva et al. (2014) observaram que
a moagem do feno de Coastcross aumentou o tempo de transito da fase liquida no trato
digestdrio dos equinos, mas nao interferiu na cinética da fase sélida da digesta, onde a média
do TMR e da taxa de passagem foram 36,6 h e 2,7 h't, respectivamente, valores proximos aos
observados no presente estudo, de 39,62 h e 2,54 h™* para a dieta com feno de Coastcross quando
o marcador cromo mordente foi utilizado. Destaca-se que ndo houve diferenca significativa
entre as dietas quando o cromo mordente em fibra foi utilizado, entretanto, houve diferenga no
TMR e na taxa de passagem quando utilizado o indicador LIPE®.

O conhecimento e avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das fezes pode
facilitar o diagndstico de distdrbios gastrointestinais (SANTOS et al., 2009), uma vez que
refletem o equilibrio do ecossistema microbiano do intestino grosso dos equinos (GRIMM et
al., 2017). A avaliagdo do pH fecal, por exemplo, é considerada a quantificagdo indireta da
acidificagcdo do intestino grosso. Equinos alimentados com dietas ricas em carboidratos
hidrolisaveis apresentam reducdo no pH fecal (WILLIAMSON et al.,2007). Santos et al. (2009)
observaram pH 6,1 nas fezes de equinos alimentados com dieta composta por feno de
Coastcross e ragdo concentrada na proporgédo de 60:40. De fato, os equinos alimentados com a
dieta completa extrusada apresentaram pH fecal menor do que aqueles alimentados com feno
de Coastcross, de 5,86 e 6,63, respectivamente, possivelmente, consequéncia da redugéo do pH
cecal e colonico. Também foi observado nas fezes de equinos alimentados com dietas ricas em
carboidratos hidrolisaveis aumento da concentracdo de bactérias anaerobias totais e reducdo das
celuloliticas, assim como ocorre nos segmentos do intestino grosso (GRIMM et al., 2017).
Entretanto, ndo foi observado diferenca das concentracGes dessas bactérias nas fezes dos
equinos alimentados com as respectivas dietas. E importante ressaltar que foi utilizada técnica
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dependente de cultura, que é limitada na representacdo da microbiota local (JULLIAND e
GRIMM, 2016). A utilizacéo de técnicas independentes de cultura poderia apontar as mudancas
quanto a estrutura de comunidade microbiana causada pela dieta completa extrusada. Outro
parametro importante a ser avaliado é a consisténcia fecal. Ott et al. (1999) observaram que nao
houve formacé&o de sibalas tipicas quando éguas foram alimentadas com ragéo extrusada, apesar
de permanecerem macias. Essa caracteristica ndo foi incluida nas variaveis de parametros
fecais, mas foi observada durante o experimento.

Estudos de digestdo in vivo sdo essenciais para validar a utilizacdo de uma dieta para
determinada espécie, entretanto, requerem recursos consideraveis em termos de trabalho,
alimentacdo, animais e tempo. Em equinos, ainda existe a capacidade analitica limitada de
avaliar muitos tipos de alimentos sem a utilizacdo de animais fistulados. Desse modo, a
utilizacdo de ensaios in vitro é uma alternativa aos ensaios in vivo para avaliar a cinética de
fermentacdo de alimentos separadamente (FRANZAN et al., 2018). Dois ensaios in vitro foram
realizados para avaliar quatro substratos, o feno de Coastcross, a dieta completa extrusada, feno
de Brachiaria brizantha e a mistura de ingredientes da dieta completa antes da extrusdo. Os
coeficientes de digestibilidade da MS e FDN obtidos por meio da incubadora Ankom Daisy Il
classificam dietas na mesma ordem do que ensaio de digestdo in vivo, apesar de ndo ser o
suficiente para estimar a digestibilidade in vivo com acuracia (TASSONE et al., 2020).
Observou-se que o0 ensaio de digestdo in vitro realizado na incubadora Daisy Il separou 0s
alimentos volumosos e concentrados, entretanto, assim como no ensaio in vivo, ndo houve
diferenga entre a digestibilidade do FDN entre os substratos avaliados.

A origem boténica e a maturidade da planta influenciam a digestibilidade do alimento
volumoso (ALMEIDA et al., 1999b), pois influenciam diretamente a composicéo
bromatoldgica do substrato. O capim Brachiaria brizantha, fonte de fibra da dieta completa
extrusada, possui cultivares que diferem entre si quanto a composi¢do bromatoldgica mesmo
quando sdo avaliadas no mesmo estagio de maturacao, com contetdo de FDN entre 70 a 80%
(EUCLIDES et al., 2009). Além disso, uma mesma cultivar pode variar seu contetido em FDN
de 57 a 70% de acordo com a idade de corte da planta (COSTA et al., 2007). As informac6es
guanto a cultivar ou idade de corte ndo estavam disponiveis, entretanto, a degradacdo da MS
do feno de Brachiaria brizantha foi inferior comparada aos demais alimentos avaliados,
possivelmente, devido ao maior contetdo de FDA (ELGHANDOUR et al.,, 2014). Essa
diferenca foi evidenciada na degradacdo de MS obtida através do ensaio de fermentacdo.
Segundo Kienzle et al. (2002), a adi¢do de concentrado a uma dieta composta de volumoso de
qualidade nutritiva inferior, pode aumentar a digestibilidade do volumoso e melhorar o
suprimento de energia para a microbiota intestinal. Diferente da digestdo realizada na
incubadora Daisy Il, o ensaio de fermentacdo isola o substrato avaliado, assim ndo ha
possibilidade de interacbes com os produtos gerados de outros substratos.

E conhecido que a extrusdo de alimentos concentrados aumenta a digestibilidade pré-
cecal do amido (JULLIAND et al., 2006). Entretanto, em uma avaliagdo in vitro, o alimento
pode ser fermentado na sua forma in natura. Apos a incubacao, os componentes soluveis séo
fermentados rapidamente, posteriormente ocorrerd a mudanca gradual para a fermentacéo da
fracdo insoluvel, mas potencialmente degradavel, que necessitam ser hidratadas e colonizadas
pelos microrganismos (POWELL et al., 2020). O volume final de gases produzido no ensaio de
fermentacao in vitro foi menor na dieta completa extrusada quando comparado a mistura moida
da dieta completa pré-extrusdo, possivelmente pelo menor volume produzido de gases apés 24
horas de incubacdo. A reducéo relativa do volume final de gases causada pela extrusdo foi de
aproximadamente 20%. Além disso, essa diferenca ndo foi compensada até o final da
incubacéo, o que sugere que a taxa de fermentacgéo foi constante. O processo de extruséo afeta
a estrutura da parede celular e as caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos (HUANG e MA,
2016). Uma das mudancas € o aumento do contetdo de fibra insoltvel que pode ser creditada
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a dois fendbmenos diferentes: a formacéo de amido resistente e a reagcdo de Maillard (ESPOSITO
et al.,, 2005; ROBIN et al., 2012). A reacdo de Maillard € caracterizada pela formacdo de
complexo de polissacarideos proteicos que sdo insoltveis (GUERRERO et al., 2012). O mais
préximo observado in vivo foi descrito por Drogoul et al. (2000a), onde 0s autores sugerem que
a peletizacdo diminuiu a taxa de degradacdo da fibra, uma vez que o feno peletizado
permaneceu no intestino grosso por mais tempo que o feno ndo peletizado, mas sem alterar a
digestibilidade dos nutrientes.

Por fim, é importante ressaltar que nenhum animal apresentou desconforto abdominal
durante os ensaios, entretanto, avaliacbes da dieta completa extrusada por um periodo maior de
tempo é necessaria para validar a seguranca da dieta no manejo alimentar dos equinos.

5 CONCLUSAO

A dieta completa extrusada é uma alternativa na alimentacdo de equinos em mantenca
por curtos periodos de tempo, uma vez que ndo causou prejuizos a microbiota fecal. Entretanto,
estudos a longo prazo devem ser realizados para determinar se ha impactos sobre a saude
gastrointestinal e comportamento ingestivo. Outras fontes de fibra devem ser exploradas na
confeccdo de dietas completas, além do manejo alimentar, como aumentar a frequéncia das
refeicoes.
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CAPITULO 11

DIETA COMPLETA EXTRUSADA PARA EQUINOS: IMPACTOS
SOBRE O MICROBIOMA FECAL
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RESUMO

As dietas completas sdo alimentos processados comumente usados na alimentacdo de equinos,
formuladas para atender as as exigéncias nutricionais diarias sem suplementacao. Elas podem
ser usadas na cria¢ao de equinos, desde que a saude gastrointestinal ndo seja afetada. O presente
trabalho teve como objetivo investigar o efeito da adaptacdo gradual de equinos a uma dieta
completa extrusada (CED) em sua diversidade bacteriana fecal. Seis equinos adultos castrados
da raca Mangalarga Marchador com peso médio de 380 kg foram removidos de uma pastagem
nativa e alimentados com feno de Coastcross (Cynodon spp. Cv. Coastcross) por uma semana.
Na segunda semana, os equinos foram divididos em dois grupos (n=3 cada): um alimentado
exclusivamente com dieta de feno de Coastcross (CHD) por 21 dias e outro alimentado com
aumentos semanais dos niveis de CED (30, 60 e 100%) em substituicdo ao CHD, totalizando
21 dias. Amostras fecais foram coletadas semanalmente para analises de microbioma e
fermentacdo in vitro. A regido V4 do gene 16S rRNA foi amplificada e sequenciada na
plataforma Illumina MiSeq. O feno de Coastcross e a dieta completa extrusada foram utilizados
como substrato no ensaio de fermentacédo in vitro. As sequéncias foram analisadas usando o
software Mothur e a analise estatistica realizada pelo pacote estatistico Past3. Os resultados
foram submetidos a ANOVA (o =0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (o= 0,05).
Apos 28 dias de consumo de CHD, a abundancia relativa do filo Actinobacteria foi maior
guando comparado a 7 dias de consumo (p=0,014). O consumo da CED afetou
significativamente os filos Verrucomicrobia (p=0,030), Synergistetes (p=0,005), Tenericutes
(p<0,001) e Lentisphaerae (p=0,004). A riqueza e diversidade de espécies bacterianas fecais do
equinos alimentados com CED foi mantida até a semana 3 e diminui na semana 4. Além disso,
o0s equinos alimentados com CED mostraram uma maior abundancia da ordem Synergistales
do que os equinos alimentados com CHD (p=0,016). O microbioma fecal de equinos esta
associado a sua dieta, e a inclusdo de 30% de CED afeta a abundancia de grupos bacterianos
capazes de alterar a atividade fermentativa in vitro. A estabilidade da diversidade esta associada
a presenca de volumoso na dieta.

Palavras-chaves: concentrado, equino, fermentacao, fibra, microbiota

42



ABSTRACT

Complete diets are processed foods commonly used in horse feeding, formulated to meet their
daily nutritional requirements without supplementation. They can be used in horse breeding, as
long as gastrointestinal health is not affected. This study aimed to evaluate the effect of gradual
adaptation of horses to a complete extruded diet (CED) on their faecal bacterial diversity. Six
Mangalarga Marchador geldings weighing 380 kg were removed from a native pasture and fed
Coastcross hay (Cynodon spp. Cv. Coastcross) for one week. In the second week, the horses
were divided into two groups (n=3 each): one fed exclusively with Coastcross hay diet (CHD)
for 21 days and the other fed with weekly increases of CED levels (30, 60, and 100%) to replace
CHD, totaling 21 days. Faecal samples were collected weekly for microbiome and in vitro
fermentation analyses. The V4 region from the 16S rRNA gene was amplified and sequenced
on the MiSeq platform. The Coastcross hay and the complete extruded diet were used as a
substrate in the in vitro fermentation assay. Sequences were analysed using the Mothur software
and the statistical analysis performed by the Past3 statistical package. The results were
submitted to ANOVA (a = 0.05) and the means compared by the Tukey test (o = 0.05). After
21 days of CHD intake, the relative abundance of phylum Actinobacteria increased (p=0.014).
Complete extruded diet intake significantly affected the phyla Verrucomicrobia (p=0.030),
Synergistetes (p=0.005), Tenericutes (p<0.001), and Lentisphaerae (p=0.004). Diversity of
faecal bacterial species was maintained up to week 3. After 21 days, horses fed with CED
showed a greater abundance of order Synergistales than CHD-fed horses (p=0.016). The fecal
microbiome of horses is associated with their diet, and inclusion of 30% CED affects its
microbial abundance and the detection of bacterial groups able to alter in vitro fermentative
activity. Also, diversity stability appears to be associated with the presence of roughage in the
diet.

Keywords: concentrate meal, equine, fermentation, fibre, microbiota
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da microbiota gastrointestinal de equinos mantidos a pasto é um
processo naturalmente dinamico, pois se adapta continuamente em resposta a disponibilidade e
qualidade da forragem que varia de acordo com fatores climaticos e ambientais (ARCHER et
al., 2017; SALEM et al., 2018). Além disso, € bem conhecido que o regime alimentar e 0 manejo
ao longo da vida, raca e origem geogréfica podem influenciar a microbiota intestinal dos
equinos (COSTA et al., 2012; O'DONNELL et al., 2013; FERNANDES et al., 2014). No
entanto, a pratica de confinar os equinos em centros de treinamento, que geralmente ficam
préximos as areas urbanas, reduz a disponibilidade de areas de pastagem. Isso também limita o
armazenamento de alimentos volumosos, uma vez que grandes areas Sa0 necessarias para seu
armazenamento adequado (CLARKE et al., 1990). Portanto, ha uma necessidade de
desenvolver alimentos destinados a atender as exigéncias nutricionais diarias dos equinos,
incluindo o conteddo de fibra, mas que também sejam produtos faceis de manusear e armazenar.

O baixo consumo de fibras reduz o tempo de mastigagdo dos equinos e induz problemas
de saude (COENEN e VERVUET, 2010). Além disso, a adicdo de graos que fornecem amido
em excesso a dieta dos equinos altera a composicao e a estabilidade da microbiota intestinal
(HANSEN et al., 2015). Atualmente, concentrados com alto teor de fibra tém sido formulados
para manter a comunidade bacteriana do intestino grosso equino (MIRAGLIA et al., 2006).
Nesse contexto, a dieta extrusada completa pode ser utilizada como alternativa na alimentacéao
de equinos.

A dieta extrusada completa é definida pela reunido de todos os nutrientes exigidos por
uma categoria animal em um Unico produto, exceto dgua. Para tanto, a mistura passa por uma
extrusora para a producdo de racbes que se destinam a ser oferecidas como uma refeicao
completa aos animais, sem adicdo de grdos, suplementos e pasto ou feno. A extrusédo dos
alimentos permite a incluséo de fontes de fibras nos kibbles (HILL, 2007), garantindo assim o
consumo minimo de fibras para o bom funcionamento gastrointestinal. E um excelente processo
termoplastico para aumentar a digestibilidade pré-cecal do amido do cereal, dependendo de sua
origem botéanica (POTTER et al., 1992; VERVUERT et al., 2004; 2008; JULLIAND et al.,
2006), o que evita a fermentacdo indesejavel no intestino grosso devido a sobrecarga de amido
(JULLIAND et al., 2006).

Como dietas completas para a alimentacdo de equinos sdo adotadas ha muito tempo
(EARLE, 1950), ha algumas evidéncias de que sua utilizacdo pode fornecer bons resultados em
situacdes especificas. Um estudo realizado com potros desmamados constatou que a dieta
completa leva a um maior ganho de peso em compara¢do com uma dieta com 0S mesmos
ingredientes fornecidos separadamente (ANDREW et al., 2006). Além disso, a dieta é benéfica
para equinos idosos e animais com problemas dentarios porque seu tamanho de particula
reduzido facilita a mastigacdo, degluticdo, digestdo e reduz o risco de célicas por compactagédo
(ARGO, 2016). A dieta completa tem sido usada em eventos clinicos relacionados a doengas
gastrointestinais, como diarreia crénica, enterolitiase e resseccéo cirdrgica extensa do intestino
grosso (RALSTON, 1990). No entanto, o consumo dessas dietas tem sido associado a
comportamentos estereotipados e consequéncias fisioldgicas negativas devido a reducdo da
taxa de mastigacdo e do tempo de alimentagdo (ELIA et al., 2010). Além disso, apesar do
crescente nimero de estudos sobre o microbioma equino, o efeito de dietas completas
extrusadas sobre a manutengdo do microbioma permanece pouco pesquisado.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a microbiota fecal de equinos adultos em
mantenca alimentados com dieta completa extrusada, assumindo que a adaptacdo gradual dos
animais a dieta extrusada completa ndo afeta a composicdo da comunidade e diversidade
bacteriana.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O ensaio foi executado no Setor de Garanh@es da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro — UFRRJ, e as amostras foram processadas e analisadas no Laboratério de Bromatologia
do Instituto de Zootecnia, no Laboratério de Pesquisas em Saude Equina (EQUILAB) e no
Laboratdrio de Genética Molecular de Microrganismos, ambos do Instituto de Veterinaria na
UFRRJ, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. Este trabalho foi conduzido de acordo com as
normas éticas e todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal do Rio de Janeiro sob nimero de
protocolo 3083.029756/2017-10.

2.2 Animais

Seis equinos machos adultos castrados da raca Mangalarga Marchador foram usados no
experimento. A idade dos equinos era de 4 + 0,8 anos e seu peso vivo (PV) era de 380 + 25 kg.
Os equinos foram retirados de pastagens nativas de Urochloa decumbens e Paspalum notatum
e, uma vez transferidos para as instalaces experimentais da UFRRJ, foram submetidos ao
controle do parasita com ivermectina (EQVALAN, Boehringer Ingelheim, Alemanha) e
cipermetrina (CIPERALLVET, Eurofarma, Brasil). Avaliacdes clinicas e hematoldgicas foram
realizadas antes do inicio do periodo experimental para confirmar o estado de saude dos
animais. Os equinos foram mantidos em baias individuais com livre acesso a &gua e sal mineral.
Nenhum antimicrobiano foi dado aos animais durante o periodo experimental.

2.3 Periodo Experimental

O periodo experimental durou 28 dias (quatro semanas). Durante a primeira semana,
todos os equinos foram alimentados com dieta de feno de Coastcross (CHD; Cynodon spp. Cv
Coastcross) ad libitum. Durante a segunda semana, 0s equinos foram divididos aleatoriamente
em dois grupos. O grupo CHD (n = 3) foi alimentado exclusivamente com dieta de feno de
Coastcross por 21 dias, enquanto o grupo CED (n = 3) foi alimentado com niveis crescentes da
dieta completa extrusada (CED; FORAGGE HORSE, Nutratta, Brasil) para substituir o CHD.
A proporcdo de CHD: CED na dieta dos animais foi ajustada semanalmente da seguinte forma:
70:30 (semana 2), 40:60 (semana 3) e 0:100% (semana 4) (Figura 1). A CED foi dividida
igualmente e oferecido em trés refei¢des diarias as 08:00, 13:00 e 18:00 h, enquanto o CHD foi
disponibilizado ad libitum no comedouro de feno tipo rede.

Trés ensaios foram realizados para atender aos seguintes objetivos:

_ Ensaio I: avaliar as alteragdes do microbioma fecal em equinos alimentados exclusivamente
com volumoso em dois momentos de adaptacdo ao consumo de CHD. Para tanto, foram
coletadas amostras fecais de animais alimentados exclusivamente com CHD aos 7 (S1) e 28
(S4) dias apés o inicio do consumo de CHD.

Ensaio II: avaliar as alteragcfes do microbioma fecal de equinos alimentados com CED em
quatro momentos de adaptagdo ao consumo de CED. Amostras fecais dos animais alimentados
com CED (n = 3) foram coletadas semanalmente, no 7° dia, seguindo as relacbes CHD:CED:
semana 1, 100:0; semana 2, 70:30; semana 3, 40:60; semana 4, 0:100%.

Ensaio I1I: avaliar as alteragdes no microbioma fecal de equinos dos grupos CHD (n = 3) e
CED (n = 3) apos 28 dias de consumo alimentar (semana 4).
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Periodo Experimental

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

‘ Dieta Feno - CHD

Feno:Dieta Completa Extrusada

l Coleta de fezes

Figura 1. Cronograma da coleta de amostras fecais para o ensaio de fermentag&o in vitro e analise de microbioma

Amostras fecais foram coletadas manualmente do reto usando uma luva descartavel.
Imediatamente ap0s a coleta, as amostras foram acondicionadas separadamente em sacos
plasticos lacrados e transportadas para o laboratorio em caixa térmica a 39 °C. As amostras
foram divididas para serem utilizadas como indculo fecal para o ensaio de fermentacéo in vitro
ou para serem congeladas e armazenadas a -20 °C até a extracdo do DNA.

Tabela 1. Composicdo quimica do feno de Coastcross e da dieta completa extrusada, na base
da matéria seca

Alimento
Item Feno de Coastcross  Dieta completa extrusada
Matéria seca, g/Kg 900 888
Composicdo quimica, g/Kg MS
Matéria mineral 58 46
Extrato etéreo 23 33
Protéina bruta 157 114
Fibra em detergente neutro 823 446
Fibra em detergente acido 392 255
Celulose 319 200
Lignina? 73 55
Carboidratos néo fibrosos? 0 362
Conteldo energético
Energia bruta, kcal/Kg MS 4421 4572
Energia digestivel, kcal/Kg MS® 1740 2710

! Lignina determinada por oxidacdo de permanganato

2CNF =100 - (%PB + %FDN + %EE + % MM)

3 Energia digestivel estimada, Pagan (1998) = 2118 + 12.18 x (% PB) —9.37 x (% FDA) — 3.83 x (% hemicelulose)
+47.18 x (% EE) + 20.35 x (% CNF) — 26.3 x (% MM)
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2.4 Andlises Bromatologicas

Amotras do feno de Coastcross e da dieta completa extrusada foram analisadas quanto
a matéria seca (MS), proteina bruta (PB), cinzas (AOAC, 1995), extrato etéreo (EE) e energia
bruta (SILVA e QUEIROZ, 2006). Também quanto a lignina por oxidacdo com permanganato
(VAN SOEST e ROBERTSON, 1980), bem como o contetido de fibra em detergente neutro
(FDN) e detergente acido (FDA) (VAN SOEST et al., 1991) (Tabela 1). O consumo médio de
MS foi de 25 g MS kg de PV para as respectivas dietas testadas (Tabela 2) e, portanto, a
quantidade supriu as exigéncias nutricionais de equinos em mantenca (NRC, 2007).

2.5 Ensaio de Fermentacao in vitro

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso com medidas repetidas.
Foi utilizada a técnica semiautomatica de producéo de gases. Amostras de feno de Coastcross
(volumoso) e dieta extrusada completa (concentrado) foram moidas a 1 mm para serem
utilizadas como substrato. Os frascos de fermentacdo contendo a solucdo nutritiva
(THEODOROU etal., 1994) e 1 g dos substratos foram preparadas 12 horas antes da inoculagao
fecal (FRANZAN et al., 2018). Aliquotas de 100 g de fezes frescas por animal foram pesadas
e diluidas em solugdo nutritiva na proporcao 1:1 (peso:peso). A mistura de fezes e solucédo
nutritiva foi mantida por 1 h em banho-maria (39 °C) com agitacdo constante e pulverizacao de
CO.. Apos 1 h, o in6culo fecal foi filtrado e usado para inocular os frascos de fermentacéao. Trés
frascos foram incubados para cada combinacdo de doador de indculo e substrato, e mantidos
em banho-maria a 39 °C por 48 horas.

A producéo de gas foi medida utilizando um transdutor de pressdo (LOGGER AG100,
Universal Datalogger)em 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 11, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 27, 30,
33, 36, 39, 42, 45 e 48 h, perfazendo um total de 26 leituras. O volume de géas (mL g MS™?) foi
obtido utilizando a equacdo especifica para condi¢des experimentais no EQUILAB-UFRRJ
(2°45'S, 43°41'0 Gr e 33 m de altitude): § = -0,07 + 3,79x + 0,77x%, em que cada psi
corresponde a 3,80 mL (MARTINS, 2012). Apos 48 h de incubacdo, o pH foi medido e os
residuos de cada frasco foram analisados quanto a degradacao da MS e da MO (FRANZAN et
al., 2018).

Tabela 2. Consumo estimado de nutrientes durante o periodo experimental: dieta exclusiva de
feno de Coastcross (CHD) e inclusdes crescentes da dieta completa extrusada (CED)

CED
Item, g/dia 100% CHD 0% 30% 60% 100%
Matéria mineral 580 580 544 508 460
Extrato etéreo 230 230 260 290 330
Proteina bruta 1570 1570 1441 1312 1140
Fibra em detergente neutro 8230 8230 7099 5968 4460
Fibra em detergente acido 3920 3920 3509 3098 2550
Celulose 3190 3190 2833 2476 2000
Carboidratos ndo fibrosos! 0 0 1086 2172 3620

INFC =100 - (%CP + %NDF + %EE + % ash

2.6 Extracdo de DNA, Preparacéo de Biblioteca e Sequenciamento do Gene 16S rRNA

O DNA total foi extraido de 0,2 g de fezes congeladas usando o kit QIAamp® Fast DNA
Stool Mini (QIAGEN Ltd, Reino Unido) seguindo as instrucdes do fabricante. A regido variavel
V4 do gene 16S rRNA Dbacteriano foi amplificada com os primers 515F
(GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R (GGACTACNVGGGTWTCTAAT) (APPRILL et
al., 2015; PARADA et al.,, 2016) e amplicons sequenciados na plataforma MiSeq 250
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emparelhada Illumina, EUA). A preparacdo da biblioteca e o sequenciamento do amplicon
foram realizados pelo Argonne National Lab (www.anl.gov).

2.7 Analises de Bioinformatica

Os dados de sequenciamento desmultiplexados foram processados usando o software
Mothur v.1.41.3 (SCHLOSS et al., 2009). As sequéncias forward e reverse foram emparelhadas
e aquelas com menos de 245 ou mais de 300 pares de bases e sequéncias contendo quaisquer
ambiguidades ou mais de oito homopolimeros foram removidas do conjunto de dados. Em
seguida, as sequéncias foram alinhadas usando um banco de dados Silva modificado (QUAST
et al., 2013) e o alinhamento resultante foi submetido a screen.seqs e filter.seqs para remover
sequéncias mal alinhadas e colunas ndo informativas do alinhamento. Em seguida, as
sequéncias foram pré-agrupadas usando o comando pre.cluster com o parametro difs = 2. As
quimeras foram detectadas e eliminadas usando os comandos chimera.vsearch e remove.segs,
respectivamente. O comando classify.segs foi usado com o banco de dados Ribosomal Database
Project verséo 16 (COLE et al., 2009) e um limite de bootstrap de 80. Sequéncias identificadas
como cloroplastos, mitocondrias, Eukarya, Archaea, ou nao atribuidas a nenhum reino foram
removidas. O ndmero de leituras por amostra foi normalizado para a amostra com o menor
nimero de sequéncias. Além disso, as sequéncias foram agrupadas em unidades taxonémicas
operacionais (OTU) usando o comando cluster.split, com uma dissimilaridade de 3%. As OTU
raras foram removidas usando o comando split.abund. Finalmente, a distribuicdo de OTU, os
indices de alfa diversidade de Chaol (CHAO, 1984), Shannon (SHANNON, 1948) e Simpson
(SIMPSON, 1949), bem como as curvas de rarefacdo foram calculados. A composicao
bacteriana foi avaliada por meio de um resumo taxondmico de cada amostra. A distribuicéo
OTU foi usada como entrada para uma ordenacdo de escala multidimensional ndo métrica
(NMDS) com o indice de similaridade de Bray-Curtis.

2.8 Andlises Estatisticas

Os resultados dos ensaios de fermentacdo in vitro, como volume final de gases, pH e
degradacéo de nutrientes, bem como os resultados obtidos com o sequenciamento do gene 16S
rDNA, frequéncias relativas de filos e ordens bacterianas (base logaritmica) e os indices de
diversidade fecal foram testados para homocedasticidade de variancias e normalidade. Quando
as premissas foram atendidas, foram submetidas a ANOVA (a = 0,05) e comparadas pelo teste
de Tukey (o= 0,05).

As diferencas na composicao estrutural entre dietas e momentos de adaptacdo foram
avaliadas utilizando um teste PERMANOVA. Todos os procedimentos foram realizados
usando o pacote estatistico Past3 (HAMMER et al., 2001). O efeito da dieta e dos momentos
de adaptacdo sobre uma determinada OTU bacteriana foi avaliado pelo Indicator Species
Analysis (DUFRENE e LEGENDRE, 1997), realizado no software Mothur v.1.39.5.

2.9 Numero de Acesso das Sequéncias de Nucleotideos
Os dados gerados no sequenciamento foram depositados no NCBI Sequence Read
Archive (SRA) e estdo disponiveis sob o0 nimero de acesso de bioprojeto PRINA640129.

3 RESULTADOS

3.1 Métricas do Sequenciamento

Dezoito amostras fecais geraram 491.997 sequéncias. Apos o alinhamento e aplicacéo
dos filtros de qualidade, restaram 383.315 sequéncias ndo quiméricas de alta qualidade, das
quais 382.011 foram classificadas como dominio Bacteria (77,65% do numero original de
sequéncias). Apos a normalizacdo dos dados, 306.450 sequéncias (17.025 por amostra) foram
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agrupadas em 3.533 OTU (limiar de dissimilaridade de 3%) e usadas para os calculos
subsequentes. O ndmero de sequéncias subamostradas foi considerado adequado para
representar a diversidade bacteriana presente nas amostras fecais, uma vez que aumentar este
valor teria um impacto minimo no numero de OTU (Figura 2). Aproximadamente 88% das
sequéncias foram identificadas a nivel de filo e foram distribuidas em 16 filos bacterianos. Além
disso, 56% das sequéncias foram identificadas a nivel de classe, 52% a nivel de ordem, 38% a
nivel de familia e apenas 19% foram identificadas a nivel de género.
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Figura 2. Curvas de rarefagdo do nimeros de OTUs observadas em fezes de equinos alimentados com feno de de
feno de Coastcross (CHD) ou inclusbes crescentes de dieta extrusada completa (CED). Tons verdes (F)
representam equinos alimentados CHD na semana 1; tons amarelos (H): equinos alimentados com CHD na semana
4; tons azuais (M): equinos alimentados com CHD na semana 1; tons de cinza (S): equinos alimentados com 30%
de CED na semana 2; tons pretos (T): equinos alimentados com 60% CED na semana 3; tons laranjas (W): equinos
alimentados com 100% CED na semana 4.

3.2 Diversidade Bacteriana

Os resultados relativos a alfa diversidade para os trés ensaios sdo mostrados na Tabela
3. Como todos os equinos foram alimentados exclusivamente com CHD durante a primeira
semana (semana 1), nenhuma diferenca nos indices de alfa diversidade foi observada entre os
animais. Da mesma forma, a analise das amostras do Ensaio I, em que os equinos foram
alimentados exclusivamente com a dieta CHD por 21 dias, ndo apresentou diferencas
significativas (p>0,05) nos indices de alfa diversidade das fezes coletadas nas semanas 1 e 4.

No Ensaio Il, ndo foram observadas diferencas significativas no nimero de OTU e nos
indices de diversidade quando os equinos foram alimentados com 30% (semana 2) e 60%
(semana 3) de CED para substituir CHD (p>0,05). Porém, quando os animais receberam 100%
de CED (semana 4), observou-se um menor nimero de OTU e, consequentemente, menores
indices de Chaol e Shannon e um indice de Simpson maior do que nas outras semanas. Por fim,
no Ensaio 111, os equinos alimentados com CHD apresentaram maior nimero de OTU (p<0,01)
e, consequentemente, maiores indices de Chaol (p<0,01) e Shannon (p<0,01) e menor indice
de Simpson em relagéo aos alimentados com CED (p=0,02).
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Tabela 3. Comparacdo dos indices de diversidade da comunidade bacteriana fecal de equinos alimentados com feno de Coastcross (CHD) ou

inclus@es crescentes da dieta completa extrusada (CED) nos diferentes momentos de adaptacéo
Periodo experimental

Ensaio | - 100% CHD Ensaio Il — Inclusdes da dieta completa extrusada® Ensaio I11 - Semana 42
indices Semanal Semana4 p 0% 30% 60% 100% p CHD 100% CED 100% p
Numero de OTU 1280 1233 0,55 13257 1338? 1349° 810° <0,001 12332 810° <0,01
Chaol 1804,5 1740,3 0,55 1846,82  1902,2*  1837,8° 1183,9° <0,001 1740,3? 1183,9° <0,01
Shannon 5,43 5,51 0,66 5,562 5,752 5,662 4,54 <0,001 5,512 4,54 <0,01
Simpson 0,014 0,013 0,80 0,012° 0,008° 0,010° 0,035° <0,001 0,013° 0,035? 0,02

1 Médias com letras diferentes dentro do ensaio Il diferem significativamente pelo teste de Tukey (a < 0,05).
2 Médias com letras diferentes dentro do ensaio 111 diferem signitivamente pelo teste de Fisher (o < 0,05).
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3.3 Composicao Taxondomica das Comunidades Bacterianas

Os filos Bacteroidetes e Firmicutes representaram aproximadamente 75% da
comunidade bacteriana em todas as amostras (Figura 3). Os seguintes filos representaram
menos de 1% da abundancia relativa: Elusimicrobia, Synergistetes, Actinobacteria, Candidatus
Saccharibacteria, SR1, Lentisphaerae, Tenericutes, Planctomycetes, Chloroflexi, Acidobacteria
e Fusobacteria. No entanto, juntos, esses filos representam aproximadamente 2% da
comunidade bacteriana (Figura 4).

Os membros das seguintes 40 ordens bacterianas foram identificados: Gpl, Gpé6,
Actinomycetales, Bifidobacteriales, Coriobacteriales, Solirubrobacterales, Bacteroidales,
Cytophagales, Flavobacteriales, Sphingobacteriales, Anaerolineales, Elusimicrobiales,
Candidatus_Endomicrobium, Fibrobacterales, Bacillales, Lactobacillales, Clostridiales,
Erysipelotrichales, Selenomonadales, Fusobacteriales, Victivallales, Oligosphaerales,
Planctomycetales, Rhizobiales, Rhodospirillales, Sphingomonadales, Burkholderiales,
Bdellovibrionales, Desulfovibrionales, Myxococcales, Campylobacterales, Aeromonadales,
Enterobacteriales,  Pasteurellales, Pseudomonadales, Spirochaetales, Synergistales,
Anaeroplasmatales, Puniceicoccales e Verrucomicrobiales.

Nenhuma diferenca significativa foi observada na composicéo e abundancia relativa dos
filos bacterianos entre os dois grupos experimentais na semana 1 (ver dados de W1 na Figura
3). Entre os 16 filos bacterianos identificados, o filo Fusobacteria n&o foi detectado nas amostras
fecais coletadas na semana 1. A composi¢do da comunidade bacteriana permaneceu a mesma
ao longo do Ensaio | (Figura 3). No entanto, a abundéncia relativa do filo Actinobacteria foi
significativamente maior na semana 4 quando comparado a semana 1 (p=0,014).
Consequentemente, a abundéncia da ordem Coriobacteriales do filo Actinobacteria foi maior
nas amostras coletadas na semana 4 do que na semana 1 (p=0,011) (Figura 4).
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I Spirochaetes
Bacteria_unclassified
® Firmicutes
m Bacteroidetes

S4 0% 30% 60% 100%
Group 1 - CHD 100% Group 2 - CED

Figura 3. Filos bacterianos com abundéncia relativa superior a 1% observados nas fezes de equinos alimentados
com dieta de feno de Coastcross (CHD) ou inclusdes crescentes de dieta extrusada completa (CED).
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A anélise de abundéncia relativa realizada nos dados do Ensaio 1l mostrou diferencas
significativas em relacdo aos filos Verrucomicrobia (p=0,030), Synergistetes (p=0,005),
Tenericutes (p<0,001) e Lentisphaerae (p=0,004). O filo Verrucomicrobia aumentou
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progressivamente com a inclusdio do CED, de modo que, a abundéncia relativa de
Verrucomicrobia na semana 4 foi significativamente diferente do que na semana 1, mas nédo
diferiu entre as semanas 2 e 3 (Figura 4). Os equinos alimentados com 100% CED durante a
semana 4 mostraram um aumento significativo do filo Synergistetes (Figura 4) e da ordem
Synergistales (p=0,005). Além disso, o filo Tenericutes ndo foi observado na semana 4. A
inclusdo de 30% de CED levou a um aumento na abundancia do filo Lentisphaerae, que
permaneceu inalterada apds 60% de CED ter sido oferecido aos animais. No entanto, a menor
abundancia deste filo foi observada na semana 4 (Figura 4).
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Figura 4. Filos bacterianos com abundancia relativa menor que 1% observado em fezes de equinos alimentados
com feno de Coastcross (CHD) ou inclus@es crescentes de dieta extrusada completa (CED).

Finalmente, a nivel de order, observou-se diferenca significativa em Bacillales (p<0,05),
Aeromonadales (p<0,05) e Oligosphaerales (p<0,05). A abundéncia relativa de Bacillales
aumentou quando 30% de CED foi oferecido; entretanto, sua abundancia diminuiu quando os
animais foram alimentados com 60% de CED (semana 3). De fato, quando os equinos foram
alimentados com 60% de CED (semana 3), observou-se um aumento significativo na
abundéncia relativa da ordem Aeromonadales; no entanto, nenhuma diferenca significativa foi
detectada na semana 4, quando os animais receberam 100% de CED. A abundéancia da ordem
Oligosphaerales foi significativamente maior na semana 2 e diminuiu gradualmente nas
semanas 3 e 4. Além disso, Anaeroplasmatales e Pasteurellalles foram observados nas semanas
1, 2 e 3, mas ndo na semana 4. Curiosamente, a ordem Rhodospirillales foi detectada apenas
nas fezes dos equinos alimentados com CED.

No Ensaio 11, ndo foi observada diferenca significativa na abundancia relativa dos filos
mais abundantes Bacteroidetes e Firmicutes entre as dietas (P>0,05; Figura 4). No entanto, a
abundancia da ordem Synergistales foi maior em animais alimentados exclusivamente com
CED do que naqueles alimentados com CHD (p=0,016). Membros de Anaeroplasmatales,
Bdellovibrionales e Sphingobacteriales foram detectados apenas nas fezes de equinos
alimentados com CHD.

3.4 Andlise multivariada da distribuicdo de OTUs
A analise da distribuicdo de OTUs indicou que a dieta teve um efeito significativo na
estrutura da comunidade bacteriana (PERMANOVA,; p=0,002). A escala multidimensional ndo
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métrica revelou as relagbes entre a composi¢do bacteriana, dietas e semanas de tratamento
(Figura 5).

Stress: 0.1469

" Concentrate OMD
_— Hay OMD

Figura 5. Escala multidimensional ndo métrica (NMDS) da distribuicdo de OTUs pelo indice de similaridade
Bray-Curtis com parametros de fermentacéo in vitro, pH e degradacao de matéria organica, plotados como vetores.
Escala de estresse expresso variando de 0 a 1. Verde: equinos alimentados com dieta de feno de Coastcross (CHD)
na semana 1; Amarelo: equinos alimentados com CHD na semana 4; Azul: equinos alimentados com CHD na
semana 1; Cinza: equinos alimentados com 30% de dieta extrusada completa (CED) na semana 2; Cinza escuro:
equinos alimentados com 60% CED na semana 3; Laranja: equinos alimentados com 100% CED na semana 4.

As comunidades bacterianas observadas nas fezes coletadas de todos os animais na
semana 1 foram semelhantes as observadas nas fezes dos equinos alimentados com algum nivel
de CHD. Além disso, as amostras fecais coletadas na semana 4 dos equinos do grupo CHD
revelaram uma comunidade bacteriana diferente da detectada nas fezes obtidas nas semanas 2,
3 e 4 dos equinos do grupo CED. Portanto, na semana 4, ambas as dietas levaram a comunidades
bacterianas significativamente diferentes.

3.5 Analise de Espécies Indicadoras (ISA)

Todas as OTUs foram testadas como indicadores nas comparagfes entre dietas e
momentos de adaptacdo (semanas). As OTUs impactadas pelos tratamentos dietéticos foram
consideradas significativas (p<0,05) e apresentaram valor indicador acima de 60 no intervalo
de 0 a 100 (Figura 6). Houve uma diferenca significativa em sete OTUs entre as dietas CHD e
CED na semana 1: duas do filo Bacteroidetes, duas da ordem Bacteroidales, uma do género
Anaerovorax e uma do género Roseburia. Ambos 0s géneros pertencem ao filo Firmicutes e
um a classe Subdiviséo 5 do filo Verrucomicrobia (Figura 6A).

O ensaio | revelou diferengas significativas em oito OTUs. A abundéancia de duas OTUs
classificadas no nivel do Reino e de duas OTUs da familia Ruminococcaceae diminuiu apos 28
dias de consumo de CHD. Por outro lado, a abundancia de duas OTUs da ordem Crotridiales,
uma da familia Ruminococcaceae e uma da familia Lachnospiraceae aumentou apés 28 dias de
consumo de CHD (Figura 6B).

O ensaio Il mostrou diferencas significativas em 8, 11 e 16 OTUs entre as semanas,
mostrado a seguir: 1 e 2 (Figura 6C), 2 e 3 (Figura 6D) e 3 e 4 (Figura 6E), respectivamente.

A comparagdo entre as semanas 1 e 2 revelou a reducdo da abundancia de uma OTU
classificada no nivel do Reino e de um do filo Firmicutes. Trés OTUs classificadas em nivel de
Reino, bem como uma OTU do filo Firmicutes, uma da familia Lachnospiraceae e uma do
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género Phascolarctobacterium aumentaram entre semanas 1 e 2. Mais comparag0es entre
semanas revelaram diferencas significativas entre as semanas 2 e 3. De fato, foi observado uma
reducdo na abundancia relativa de uma OTU classificada em nivel de Reino, bem como de duas
OTUs da familia Ruminococcaceae, uma do género Lactobacillus e duas do género
Phascolarctobacterium. No entanto, trés OTUs do filo Bacteroidetes, uma da ordem
Bacteroidales e uma do filo Proteobacteria apresentaram valores de abundancia aumentados
entre as semanas 2 e 3.

Finalmente, a comparacdo entre as semanas 3 e 4 revelou que uma OTU da familia
Ruminococcaceae e uma da familia Synergistaceae aumentou, enquanto trés OTUSs
classificadas no nivel do Reino, bem como trés OTUs do filo Bacteroidetes, trés da ordem
Bacteroidales, um do género Paraprevotella, um da classe Clostridia, um da familia
Ruminococcaceae, um do género Treponema e um do filo Proteobacteria diminuiram entre as
semanas 3 e 4.

A Grupo CHD - Semana 1 Grupo CED - Semana 1
0.70% 060% 030% 040% 030% 020% 0.10% 0.00% 010% 020% 030% 040% 0350% 0.60% 0.70%

OTU 621 Bactercidetes (P)
OTU 162 Bactercidetes (P)
OTU 93 Bacteroidales (O)
QTU 227 Bacteroidales (Q)
QOTU 378 Anaerovorax (&)
OTU 121 Roseburia (G)

OTU 261 Subdivision3 (C)

B Grupo CHD - Semana 1 Grupo CHD - Semana 4

0700 060% 0350% 040% 030% 020% 010% 000% 0.10% 020% 030% 040% 0.50% 0.60% 0.70%
OTU 376 Bacteria (K)
OTU 360 Bacteria (K)
OTU 638 Clostridiales (O)
OTU 630 Clostridiales (0)
OTU 62 Fummnococcaceae (F)
OTU 79 Ruminococcaceae (F)
OTU 369 Ruminococcaceae (F)

OTU 711 Lachnospiraceae (F)
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C Grupo CED - Semana 1 Grupo CED - Semana 2
3.50% 3.00% 2.50% 2.00% 1.50% 1.00% 0.30% 0.00% 0.30% 1.00% 1.350% 2.00% 2.50% 3.00% 3.50%
OTU 715 Bacteria (K)
OTU 3 Bacteria (K)
OTU 441 Bacteria (K)
OTU 429 Bacteria (K)
OTU 838 Frmicutes (P)
OTU 89 Firmicutes (F)
OTU 280 Lachnospiraceae (F)

OTU 96 Phascolarctobacteriom (G)

D _ Grupo CED - Semana 2 Grupo CED - Semana 3
120% 1.00% 080% 060% 040% 020% 000% 020% 040 060% 080% 100% 1.20%

OTU 398 Bacteria (K)

OTU 47 Bacteroidetes (F)

0OTU 623 Bacteroidetes (F)

OTU 984 Bacteroidates (F)

OTU 127 Bacteroidales (Q)

OTU 79 Ruminococcaceze (F)
0OTU329 Ruminococcaceae (F)
OTU 29 Phascolarctobacterim (G)
OTU 96 Phascolarctobacterium (G)
OTU 228 Lactobacillus (G)

OTU 387 Protecbacteria (P)

i

E Grupo CED - Semana 3 Grupo CED - Semana 4
0.70% 0.60% 030% 040% 030% 0.20% 0.10% 0.00% 0.10% 020% 0.30% 040% 0.30% 060% 0.70%

OTU 48 Bacteria (K)

OTU 870 Bacteria (K)

OTU 894 Bacteria (K)

OTU 47 Bacteroidetes (P)
OTU 336 Bacteroidetes (F)
OTU 332 Bacteroidetes (F)
OTU 100 Bacteroidales (0)
OTU 733 Bacteroidales (0)
OTU 808 Bacteroidales (0)
OTU 192 Paraprevotella (G)
QTU 778 Clostridia (C)

OTU 213 Ruminococeaceae (F)
OTU 417 Ruminococeaceae (F)
0OTU 686 Treponema (G)

OTU 133 Protecbacteria (P)
OTU 128 Synergistaceae (F)

F Grupo CHD - Semana 4 Grupo CED - Semana 4
02094 0.10% 0.00% 0.10%% 0.20%

OTU 396 Bacteria (K)
OTU 638 Bacteria (K)
OTU 104 Bacteroidetes (F)

OTU 100 Bacteroidales (O)
OTU 724 Clostridia (C)

OTU 610 Clostridiales (0)
OTU 141 Lachnospiraceae (F)

OTU 524 Lachnospiraceae (F)
OTU 417 Ruminococcaceae (F)
OTU 172 Treponema (G)

OTU 190 Succinivibrio (G)

Figura 6. Comparagdo da abundéncia relativa de todas as OTUs entre os dois grupos de equinos alimentados com
dieta de feno de Coastcross (CHD) na semana 1 (A); equinos alimentados com CHD entre semana 1 e 4 (B);
equinos alimentados com dieta extrusada completa (CED) entre as semanas 1 e 2 (C); equinos alimentados com
CED entre as semanas 2 e 3 (D); equinos alimentados com CED entre as semanas 3 e 4 (E) e entre equinos
alimentados com CHD e alimentados com CED na semana 4 (F). Apenas OTUs com diferenca significativa
(p<0,05) e valor do indicador maior que 60 foram representadas. A melhor classificacdo da OTU foi apresentada:
K - Reino, P - Filo, C - Classe, O - Ordem, F - Familia e G - Género.
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No Ensaio I11, observou-se diferencas significativas em 11 OTUs. A abundéncia de duas
OTUs classificadas em nivel de Reino, bem como de uma OTU da ordem Bacteroidales, uma
da classe Clostridia, uma da ordem Clostridiales, uma da familia Lachnospiraceae, uma da
familia Ruminococcaceae e uma do género Treponema apresentou valores mais elevados nas
fezes coletadas de equinos alimentados exclusivamente com CHD por 28 dias do que em
equinos alimentados com CED. Por outro lado, trés OTUs identificadas nas fezes de equinos
alimentados exclusivamente com concentrado mostraram valores de abundancia relativa
aumentados, uma OTU do filo Bacteroidetes, uma da familia Lachnospiraceae e uma do género
Succinivibrio (Figura 6F).

3.6 Ensaio de Fermentag&o in vitro

Como todos os animais foram alimentados com CHD durante a primeira semana, nao
foram observadas diferengas nas variaveis de fermentagdo avaliadas: producéo de gés final,
degradacdo da MS, degradacdo da MO e pH (Tabela 4).

No Ensaio I, o indculo fecal coletado dos equinos alimentados com CHD mostrou
capacidade de fermentacdo superior ap6s quatro semanas, quando volumoso foi usado como
substrato (p<0,05), conforme verificado pelo aumento no volume final de gases, degradacéo de
MS e MO, e pH (Tabela 4). Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas nas
variaveis de fermentacgdo in vitro obtidas em amostras coletadas no inicio (semana 1) e no final
(semana 4) do periodo experimental, quando o concentrado foi utilizado como substrato
(p>0,05).

O ensaio |1, que incluiu a CED na dieta, revelou um aumento significativo na producao
de gases (p=0,04), e na degradacdo da MS (p<0,001) e da MO (p<0,001), quando volumoso foi
usado como substrato. Além disso, o pH final observado no residuo liquido obtido dos frascos
contendo feno como substrato foi menor nas semanas 2 e 4 do que nas demais semanas
(p<0,001). Quando o concentrado foi utilizado como substrato para o processo de fermentacéo
in vitro, ndo foi observada diferenca significativa no volume final do gases. Entretanto, os
valores finais de pH diminuiram significativamente (p=0,02), enquanto a degradacdo da MS
(p<0,05) e MO (p=0,01) aumentou nas semanas 2 e 4 em compara¢do com as outras semanas.

No Ensaio Ill, o consumo de ambas as dietas experimentais ap6s 28 dias revelou que as
fezes obtidas de equinos alimentados com CED resultaram em maior degradacdo da MO,
quando o CED foi utilizado como substrato (p=0,02).
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Tabela 4. Valores médios dos parametros de fermetacéo in vitro dos substratos feno de Coastcross e concentrado incubados com fezes de equinos
alimentados com feno de Coastcross (CHD) ou niveis crescentes de dieta completa extrusada (CED) em diferentes momentos de adaptacao
Periodo Experimental

Ensaio | — 100% CHD* Ensaio Il — Inclusdes crescentes da CED? Ensaio 111 — Semana 4!
Substrato Semanal Semanad4 p 0% 30% 60% 100% p CHD 100% CED100% p
Feno de Coastcross
Volume total de gases® 54,5 83,1° 0,01 63,7° 76,8 66,2° 884 0,04 83,1 88,4 0,52
Degradacédo da matéria seca* 226° 3632 0,01 252¢  366°  345° 4022 <0,001 363 402 0,30
Degradacédo da matéria organica® 217° 3732 0,02 247 371° 347" 429*  <0,001 372 429 0,21
pH final do residuo 6,58° 6,35° 0,01 6,55 6,33 6,57° 6,37° <0,001 6,35 6,37 0,65
Concentrado
Volume total de gases® 140,9 166,0 0,15 1429 1442 120,8 164,2 0,14 166,0 164,2 0,89
Degradacédo da matéria seca* 432 470 0,28 435"  500%  389° 5212 0,05 470 521 0,09
Degradacdo da matéria organica* 444 489 0,26 446 517%  369° 5742 0,01 489P 5742 0,02
pH final do residuo 6,42 6,24 0,08 6,45° 6,12° 6,36® 6,25 0,02 6,24 6,25 0,73

!Médias com letras diferentes dentro do ensaio | ou ensaio 111 diferem significativamente pelo teste de Fisher (P <0,05).
2Médias com letras diferentes dentro do ensaio Il diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <0,05).

SmL/g MS

‘mg/g

LS



4 DISCUSSAO

O fornecimento de alimentos processados como complemento da dieta alimentar é uma
pratica comum na criacdo de equinos, principalmente no caso de animais com necessidades
nutricionais elevadas. Entre os métodos de processamento comumente usados estdo aqueles que
combinam tratamentos de temperatura, umidade e pressdo. Como as dietas completas sdo
rotineiramente peletizadas ou extrusadas, suas propriedades fisicas e quimicas sdo alteradas no
processo para melhorar a digestibilidade dos alimentos (NRC, 2007) de forma a garantir o
consumo uniforme de nutrientes pelos animais (JULLIAND et al., 2006; HILL, 2007). No
entanto, além das limitacdes que envolvem a fabricacdo e manuseio do concentrado, existem
preocupacOes em relacdo ao uso de dietas completas para o bem-estar e comportamento dos
equinos (ANDREW, 2006; HILL, 2007; ELIA, 2010). Como varios fatores ambientais podem
modificar o microbioma intestinal dos animais, decidiu-se por usar animais da mesma raga,
idade e condicBes do sistema de criagdo (manejo, instalacbes, pasto), para determinar se 0s
efeitos observados no microbioma dos equinos poderiam realmente estar associados aos
tratamentos dietéticos impostos.

No inicio do estudo, todos os equinos foram submetidos ao mesmo manejo e esquemas
de alimentacdo, primeiro na pastagem nativa e depois com 0 aumento do consumo de feno de
Coastcross. Como formulamos a hip6tese de que todos os animais teriam uma estrutura de
comunidade bacteriana fecal semelhante no ponto de partida experimental, as amostras fecais
obtidas na semana 1 dos animais de cada grupo foram reunidas e testadas. Assim, nenhuma
diferenca significativa foi observada nos indices de diversidade e na estrutura da comunidade
bacteriana fecal entre todos os animais na semana 1. Entretanto, mesmo controlando o manejo
e a dieta, a homogeneidade bacteriana relativa entre os animais ndo foi totalmente alcancada.
De fato, o procedimento ISA revelou diferenca significativa na abundancia relativa de sete
OTUs identificados em trés filos: Bacteroidetes, Firmicutes e Verrucomicrobia. Diferengas na
composicdo do microbioma fecal entre cavalos sob o mesmo manejo e dieta também foram
observadas em outros estudos (JULLIAND e GRIMM, 2016). Na verdade, foi demonstrado
que o efeito individual é responsavel por até 50% da variacdo detectada na composicdo do
microbioma fecal na espécie equina (ANTWIS et al., 2018). Apesar das diferencas individuais,
descobrimos que a variacao individual ndo foi capaz de aumentar a distancia da comunidade
bacteriana fecal entre todas as amostras coletadas. Além disso, os in6culos fecais apresentaram
0 mesmo potencial fermentativo, independentemente se feno ou concentrado foram usados
como substratos.

Em concordancia com outros estudos (COSTA e WEESE, 2018), os filos Bacteroidetes
e Firmicutes dominaram a comunidade bacteriana em todas as amostras fecais analisadas,
representando aproximadamente 75% da comunidade bacteriana. Também foi observado que a
abundancia relativa dos filos Spirochaetes, Verrucomicrobia, Proteobacteria e Fibrobacteres era
superior a 1%. Devido ao seu impacto metabdlico, o filo Firmicutes é considerado o principal
filo do intestino grosso de equinos saudaveis (COSTA e WEESE, 2018). E também o mais
abundante (ALMEIDA et al., 2016; ARCHER et al., 2017). Dessa forma, a classe Clostridia do
filo Firmicutes foi a mais abundante no presente estudo. Desta classe, as familias
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae desempenham um papel importante na degradacdo da
fibra e foram identificadas como parte do microbioma central do intestino grosso equino
(HASTIE et al., 2008; O'DONELL et al., 2013; DOUGAL et al., 2014). A abundancia reduzida
de membros dessas familias foi encontrada em equinos com Sindrome Metabolica Equina
(ELZINGA etal., 2016). Além disso, membros das familias Streptococcaceae e Lactobacillacae
sdo frequentemente referidos como potenciais marcadores de doengas acidificantes
(JULLIAND et al., 2018). Embora ndo degradem carboidratos estruturais diretamente, eles
podem usar oligossacarideos liberados por microrganismos fibroliticos obrigatorios e,
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consequentemente, aumentar a producao de &cido lactico e CO», acidificando assim a digesta
do intestino grosso (DALY et al., 2012).

No Ensaio I, o consumo de feno de Coastcross por 21 dias aumentou a abundancia do
filo Actinobacteria, 0 que pode ser explicado pelo aumento da abundancia da ordem
Coriobacteriales. A capacidade fermentativa do in6culo fecal melhorou quando comparado com
0 inoculo dos equinos alimentados com CHD por 7 dias. De fato, a producédo de gases aumentou
como resultado da degradacdo da MS e da MO do substrato do feno e, consequentemente,
diminuiu o pH final. No entanto, esse efeito ndo foi observado quando o concentrado extrusado
completo foi usado como substrato.

O filo Actinobacteria ocorre naturalmente em todo o trato gastrointestinal equino
(DOUGAL et al., 2013; DONG et al., 2016), e é composto por bactérias Gram-positivas
fenotipicamente diversas, algumas das quais desempenham um papel benéfico para o
hospedeiro, como Bifidobacterium, que é conhecido por modular o sistema imunoldgico e
prevenir disturbios gastrointestinais (ENDO et al., 2007; GOODFELLOW, 2015). O género
Bifidobacterium ndo € observado com frequencia no microbioma dos equinos aqui estudados.
Além disso, os representantes mais abundantes do filo Actinobacteria eram da familia
Coriobacteriaceae da ordem Coriobacteriales, que inclui bactérias anaerobias obrigatorias que
catalisam a oxidacdo dos acidos biliares e afetam o metabolismo dos lipidios do figado
(CLAVEL et al., 2013). O filo Actinobacteria foi observado em maior abundancia nas fezes de
equinos obesos quando comparados a animais com peso corporal regular (MORRISON et al.,
2018). Um estudo longitudinal que submeteu equinos a um programa de ganho de peso revelou
que a abundancia relativa desse filo era maior no final do programa (LANGNER et al., 2020).
Da mesma forma, em um programa de emagrecimento, equinos que apresentaram maior perda
de peso tiveram menor abundancia de Actinobacterias do que aqueles com perda de peso
reduzida (MORRISON et al., 2020). Além disso, em um estudo metabolémico em equinos, o
filo foi associado a uma comunidade bacteriana fecal que induziu alta producéo de acetato e,
consequentemente, levou a geracdo de metabolitos sanguineos relacionados ao metabolismo
lipidico (PLANCADE et al., 2019).

A manutencdo da homeostase intestinal é essencial para a nutricdo e satde dos equinos
e estd intimamente ligada a disponibilidade de substratos para a microbiota do hospedeiro
(DALY et al., 2012). A introducdo de grdos de cereais na dieta ocorre quando a exigéncia de
energia do equino aumenta, uma vez que o consumo de forragem nem sempre atende totalmente
a essas necessidades. Entretanto, uma mudanca abrupta para uma dieta concentrada pode alterar
0 ecossistema microbiano intestinal, levando a um aumento nas concentragdes de bactérias
anaerdbias totais, como Streptococcus e Lactobacillus, e reducdo das bactérias fibroliticas
devido ao aumento da producéo de lactato e a queda da pH do ceco e do c6lon (DE FOMBELLE
et al., 2001; VAN DEN BERG et al., 2013). Levando esta informacdo em consideracéo, foi
oferecida aos equinos aqui estudados uma substituicdo gradual da dieta de feno pela dieta
completa, onde o consumo de 100% de CED foi alcangado na semana 4, Ensaio I1I.

Considerando que o feno fornecido aos equinos foi produzido a partir de um capim de
metabolismo C4 (Cynodon spp. Cv Coastcross), que ndo contém frutose ou uma quantidade
significativa de amido como reserva energética, acreditamos que a Unica fonte de carboidratos
néo fibrosos (CNF) na dieta foi fornecido pela CED, que continha 362 g CNF / Kg MS. Assim,
a incluséo progressiva de CED ao longo das semanas experimentais aumentou o consumo de
CNF para 0,91, 1,81 e 3,02 g/ Kg de PV / refeigéo referente ao fornecimento de 30, 60 e 100%
de CED, respectivamente. Por meio da anélise ISA comparativa entre as semanas 1 e 2 (Ensaio
I1), observamos que a OTU 3 (Bactéria ndo classificada) foi responsiva a adi¢do de carboidratos
néo fibrosos a dieta dos equinos alimentados com CED, pois sua abundancia relativa aumentou
de 1,5 para 3,5 %. Assim, a importancia de OTU 3 na estrutura da comunidade microbiana
aumentou a medida que o conteudo de CNF aumentou na dieta.
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Outros fatores podem influenciar as caracteristicas fisicas e quimicas da digesta que
chega a camara de fermentacdo do equino e, consequentemente, a disponibilidade de substratos
e 0 ambiente para o crescimento e manutencdo de microrganismos (DROGOUL et al., 2001).
Por exemplo, a composicdo da dieta e o tamanho das particulas do alimento oferecido aos
equinos podem influenciar a cinética de passagem e a qualidade fisico-quimica dos carboidratos
presentes na digesta (DROGOUL et al., 2000). De fato, o tempo médio de retencéo pré-cecal
aumentou quando uma dieta mista peletizada foi oferecida aos equinos em comparagdo com 0s
alimentos in natura (CABRERA e TISSERAND, 1995). Além disso, o processo de fabricacdo
para produzir pellets ou kibbles extrudados precisa moer os alimentos em particulas muito
pequenas, 0 que remove a integridade estrutural dos alimentos (HILL, 2007). Isso afeta a taxa
de passagem pelo trato gastrointestinal de equinos (JULLIAND et al., 2006).

A medida que a inclusdo de CNF aumentou e outras mudancas na ingestdo de nutrientes
foram realizadas ao longo do esquema de adaptacdo da dieta, é possivel que diferentes
ecossistemas tenham sido gerados para a populacdo microbiana e que, por sua vez, levaram as
varias mudancgas na estrutura da comunidade bacteriana observada. Por exemplo, volumoso
oferecido como feno de Coastcross parece ser necessario para a manutencdo de condicdes
adequadas a sobrevivéncia de membros das ordens Anaeroplasmatales (Tenericutes) e
Pasteurellales (Proteobacteria). Na verdade, eles foram detectados apenas nas fezes coletadas
de equinos alimentados com alguma quantidade de feno, mesmo tdo pouco quanto 1 g de feno
/ Kg PV [/ dia (oferecido na semana 3, Ensaio Il). Além disso, quando foi incluido o consumo
minimo de volumoso recomendado de 1,3 g MS / Kg PV / dia (COENEN e VERVUERT,
2010), membros dessas ordens foram observados nas semanas 1, 2 e 3 (Ensaio I1).

A abundancia relativa do filo Verrucomicrobia e da ordem Aeromonadales
(Proteobacteria) também aumentou significativamente com a ingestdo progressiva da dieta
completa extrusada. Além disso, a ordem Rhodospirillales (Proteobacteria) foi detectada apenas
quando o concentrado foi incluido na dieta dos cavalos (semanas 2, 3 e 4).

O papel metabolico do filo Verrucomicrobia no microbioma intestinal de equinos foi
sugerido para responder a fatores como escore de condicdo corporal, antibidticos, doenca e
resposta imune (STEELMAN et al., 2012; COSTA et al., 2015ab; ELZINGA et al., 2016;
LINDENBERG et al., 2019). Em contraste com os resultados observados no presente estudo,
uma maior abundancia do filo Verrucomicrobia foi relatada em equinos alimentados com
forragem quando comparado com aqueles alimentados com dietas ricas em amido ou silagem
(O'DONNELL et al., 2013; WARZECHA et al., 2017). Além disso, o aumento da abundancia
deste filo foi associado ao status de obesidade em equinos e como uma possivel resposta
adaptativa da microbiota a condicdo de satde e nutricdo do hospedeiro (ELZINGA et al., 2016).

Além disso, o filo Lentisphaerae aumentou até a semana 3, quando os equinos foram
alimentados com 60% de CED, e diminuiu na semana 4, quando o fornecimento de feno de
Coastcross foi totalmente removido (Ensaio I1). Assim, embora esse filo tenha respondido aos
aumentos de CNF na dieta, ele precisa que o quadro nutricional gerado pela presencga de feno
para que se mantenha em abundancia relativamente alta. Por outro lado, o filo Synergistetes
aumentou na semana 4 (Ensaio I1). Em conjunto, esses dados confirmam que os membros do
microbioma intestinal equino respondem de forma diferente a dieta do hospedeiro.

Observou-se que alimentar os animais com feno de Coastcross manteve a estabilidade
de todos os indices de diversidade nas semanas 1, 2 e 3. De fato, o grafico de rarefacdo de OTUs
mostra que a inclusdo de 21 g / Kg MS / dia de CNF ndo diminuiu a riqueza de espécies;
entretanto, a auséncia de feno de Coastcross diminuiu significativamente a riqueza. Apos a
retirada do feno da dieta (semana 4), os indices de riqueza de Chaol e de diversidade de
Shannon diminuiram, influenciando o indice de dominancia de Simpson devido a menor
uniformidade da distribui¢do das OTUs.
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E possivel que o pH &cido do estdmago associado ao ataque enzimatico no intestino
delgado reduza as bactérias que vivem naturalmente nos alimentos consumidos pelos equinos
(MOORE-COLYER et al., 2020). No entanto, poucas informacdes estdo disponiveis sobre a
sobrevivéncia de bactérias que vivem naturalmente em alimentos, bem como sobre sua
relevancia na manutencdo da populagdo bacteriana intestinal e diversidade bacteriana em
equinos adultos. Embora o conteido bacteriano do concentrado nao tenha sido investigado aqui,
a alta temperatura usada durante o processo de extrusao provavelmente reduziu a populagéo de
microrganismos no alimento que, se presente, poderia contribuir para manter a diversidade da
microbiota fecal dos equinos alimentados com concentrado. Portanto, é necessario separar 0s
efeitos da alta inclusdo de amido, aqui estimada pelo teor de CNF na dieta, e a auséncia de
volumoso na estabilidade do microbioma fecal equino. Estudos futuros devem avaliar o
microbioma de equinos alimentados com 3 g de CNF / Kg de PV / refei¢éo associada a ingestéo
de volumoso que ndo inclui amido ou CNF adicional.

Plancade et al. (2019) relataram que o indice de Simpson de cavalos de enduro
participantes de corridas de 160 km foi maior do que o observado em cavalos participantes de
corridas mais curtas. O estudo sugeriu que dietas formuladas para alto consumo de energia
associada a restricdo de forragem reduzem a abundéancia de bactérias fibroliticas importantes.
Desse modo, observou-se que quando o feno de Coastcross foi usado como substrato, o indculo
fecal obtido de equinos alimentados com concentrado induziu um aumento progressivo de sua
capacidade fermentativa. Consequentemente, foi detectado um declinio do pH do liquido
residual devido aos acidos produzidos durante a fermentacdo. Entretanto, esse efeito no pH foi
observado apenas nas semanas 2 e 4, quando os equinos foram alimentados com 30% e 100%
da dieta completa extrusada, respectivamente. Em contraste, o indculo fecal de equinos
alimentados com o concentrado ndo aumentou a producéo de gas, quando o concentrado foi
usado como substrato.

Os carboidratos hidrolisaveis da dieta, especialmente o amido, sdo digeridos em D-
glicose pela a-amilase e maltase pancreatica no intestino delgado dos equinos (HOFFMAN et
al., 2001). A D-glicose resultante é entdo transportada através da membrana da borda em escova
dos enterécitos intestinais pelo co-transportador Na* / glicose, SGLT1. Posteriormente, deixa a
celula através da membrana basolateral através do transportador monossacarideo independente
de Na*, GLUT2 (SHIRAZI-BEECHEY, 2008; DYER et al., 2009). O consumo de amido acima
de 2 g/ kg de PV / refeicdo pode exceder a capacidade digestiva da a-amilase pancreatica no
intestino delgado dos equinos. Como resultado, mais amido ndo digerido chega no intestino
grosso, onde é fermentado rapidamente, aumentando a producdo de substancias acidificantes
com a consequente reducdo do pH (JULLIAND et al., 2006). Por sua vez, o ambiente acido
estimula a proliferacdo de bactérias produtoras de acido lactico e o declinio adicional do pH,
afetando assim a microbiota e a satde do hospedeiro (AL JASSSIM et al., 2005; JULLIAND
et al., 2006).

Um estudo anterior mostrou que a redugdo do consumo de volumoso, associada ao
concentrado, reduz a capacidade tampéo do fluido fecal (ZEYNER et al., 2004). Valores baixos
de pH do liquido residual foram detectados na semana 2, mas nao na semana 3, embora uma
maior atividade fermentativa in vitro tenha sido observada na semana 3. Os géneros bacterianos
que acidificam a digesta pertencem a ordem dos Lactobacillales. Uma vez que a abundancia
relativa de Lactobacillales ndo foi afetada entre as semanas 2 e 3, avaliamos a abundéncia
relativa de familias especificas desta ordem para compreender as diferencas observadas na
capacidade de tamponamento fecal durante a adaptacdo dos animais a CED. Assim, foi
observado que aproximadamente 80% das sequéncias obtidas para a ordem Lactobacillalles
pertenciam a trés familias produtoras de &cido lactico: Lactobacillaceae, Streptococcaceae e
Leuconostocaceae. Streptococcaceae e Leuconostocaceae mostraram o0 mesmo padrdo de
mudanca de sua abundancia relativa ao longo do esquema de adaptacao alimentar adotado nesse
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estudo (Ensaio Il1). A familia Streptococcaceae, responsavel por 0,11% da comunidade
bacteriana na semana 1, aumentou para 0,91% na semana 2 e diminuiu para 0,52% e 0,31% nas
semanas 3 e 4, respectivamente. A familia Leuconostocaceae apresentou valores de 0,01% na
semana 1, aumentados para 1,72% na semana 2 e reduzidos em 1,05 e 0,78% nas semanas 3 e
4, respectivamente. Lactobacillaceae revelou um padrdo de mudanga distinto, onde sua
abundancia relativa aumentou de 0,48% na semana 1 para 1,12% na semana 2, diminuiu para
0,09% na semana 3 e finalmente aumentou para 0,57% na semana 4, acompanhando assim o
padrdo de mudanca observado para os valores de pH. Os valores de pH na semana 4 foram
semelhantes aos observados em equinos alimentados apenas com feno de Coastcross (Ensaio
).

De acordo com as informagdes acima, acredita-se que, entre as semanas 2 e 3, a
microbiota dos equinos pode ter se adaptado a reducdo da entrada de glicose para o intestino
grosso em resposta ao aumento da expresséo de SGLT1 e ao ambiente resultante de baixa
capacidade de tamponamento. Como o tempo necessario para adaptacdo a dieta afeta o pH
residual, independente da quantidade de CNF, os animais devem iniciar a adaptacdo as dietas
concentradas com a inclusdo de menos de 30% de concentrado em suas dietas.

Conforme descrito, varios grupos de bactérias responderam de forma diferente a
aumentos na proporcdo de dieta completa na alimentacdo dos equinos. Por exemplo, a
abundéancia relativa da OTU 3 Bacteria ndo classificada, o filo Verrucomicrobia e a ordem
Aeromonadales aumentaram nas fezes dos equinos ao longo do periodo de adaptacédo a dieta
completa extrusada, enquanto a ordem Rhodospirillales foi observada apenas nas semanas em
gue os animais foram alimentados com alguma quantidade de CED (semanas 2 a 4). As ordens
Bacillales e Oligosphaerales foram observadas em alta abundancia apenas na semana 2,
enguanto nas semanas 3 e 4, suas abundancias relativas foram semelhantes as encontradas em
animais consumindo exclusivamente feno (Ensaio I11), sugerindo que alguns grupos bacterianos
responderam a capacidade fisiolégica do hospedeiro em digerir os CNF. Esta observacdo
coincide com o periodo de adaptacao necessario para regular o SGLT1 e aumentar a absorcao
de glicose no intestino delgado ap6s a mudanca dietética (SHIRAZI-BEECHER, 2008; DYER
etal., 2009).

Apos 21 dias de consumo de CED ou CHD (Ensaio I11), as ordens Bdellovibrionales
(Proteobacteria) e Sphingobacteriales (Bacteroidetes) foram observadas apenas em fezes
obtidas de equinos alimentados com CHD. Embora ndo tenha sido observada diferenca
estatistica em relacdo ao filo Fibrobacteres, equinos alimentados com CED apresentaram menor
abundéancia desse filo do que equinos alimentados com CHD, provavelmente porque a maioria
dos Fibrobacteres sdo intolerantes a acido (MIYAZAKI et al., 1992). Na verdade, além da
reducdo do pH na digesta que ocorre em resposta ao alto consumo de CNF, a competicdo entre
microrganismos adaptados ao substrato disponivel em comparacdo com aqueles que séo
fibroliticos obrigatorios afeta a estrutura da comunidade bacteriana intestinal dos equinos
(DALY etal., 2012).

Atualmente, o manejo nutricional de muitos sistemas de criacdo de equinos consiste em
duas grandes refei¢cdes concentradas diarias (CLARKE, 1990). Esta estratégia de manejo pode
ter efeitos deletérios na saude gastrointestinal e no bem-estar geral dos animais (CLARKE,
1990; JULLIAND et al., 2006). Portanto, qualquer produto com o objetivo de inovar no setor
equestre de alimentacdo deve priorizar a saude das comunidades microbianas e incluir este
parametro no conceito de salde e bem-estar do cavalo.

A exclusdo do feno de Coastcross na semana 4 no Ensaio Il aumentou a abundancia do
filo Fusobacteria nos equinos alimentados com CED. Foi relatado que este filo ocorre em baixa
abundancia em amostras coletadas do colon dorsal de equinos (ERICSON et al., 2016) e fezes
(RODRIGUEZ et al., 2015). Entretanto, aumentos na abundancia relativa deste filo foram
associados a ocorréncia de colite (COSTA et al., 2012) e diarreia (RODRIGUEZ et al., 2015).
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Nenhum dos equinos apresentou distirbios gastrointestinais ao longo do periodo experimental;
entretanto, ndo € possivel afirmar que a alimentacdo prolongada de equinos com CED pode
manter a estrutura de sua comunidade microbiana intestinal e, consequentemente, a salde
gastrointestinal.

Curiosamente, o inoculo fecal obtido de equinos alimentados com dietas CED e CHD
mostrou o mesmo potencial fermentativo para degradar o substrato feno. Entretanto, o indculo
fecal de equinos alimentados com CED aumentou a degradagdo da MO quando o concentrado
foi usado como substrato. A fase lag é o tempo necessario para que 0S microrganismos
intestinais reconhecam o substrato, e a sua duracdo pode variar de acordo com a qualidade do
indculo fecal. Conforme observado por Murray et al. (2006), substratos com alto teor de amido
tém uma fase lag longa quando incubados com fezes de equinos alimentados com uma dieta de
baixo teor de amido, enquanto fases lag mais curtas ocorreram quando o inoculo veio de equinos
alimentados com dietas de alto teor de amido. A capacidade do in6culo fecal obtido dos equinos
alimentados com CED para fermentar o feno foi mantida em comparacdo com a capacidade
fermentativa do in6culo proveniente de equinos alimentados com CHD. Curiosamente, 0
indculo obtido dos animais alimentados exclusivamente com CED nao perdeu sua capacidade
de fermentar fibras. Embora a importancia do consumo de fibra seja bem conhecida (NRC,
2007), até o momento, ndo ha recomendacdo sobre o consumo de fibra para equinos. No
entanto, Hintz (2000) sugeriu que um minimo de 24% de FDN ou 14% de FDA na dieta total é
adequado para manter a saude gastrointestinal e Drogoul et al. (2001) sugeriram uma inclusédo
minima de 50% de FDN para proteger contra distUrbios intestinais em cavalos alimentados com
dietas de grédos de cereais. O consumo exclusivo de CED descrito aqui (Ensaio I1l) atendeu a
recomendacéo de Hintz (2000), pois continha 45% de FDN e 25% de FDA.

Richardson e Murray (2016) mostraram que a adicdo de alimentos fibrosos de alta
qualidade, como polpa de beterraba e casca de soja, a composicdo de alimentos completos
extrusados reduz o amido e aumenta a disponibilidade de energia. Embora o presente estudo
tenha sido realizado com trés equinos com exigéncia de mantenca da mesma raca que foram
expostos ao mesmo manejo e condi¢fes ambientais, o periodo experimental analisou apenas
um curto periodo (21 dias) de consumo de CED pelos animais. Portanto, para avaliar melhor a
nutri¢do e a seguranca do uso de CED como estratégia alimentar, seria interessante investigar
o efeito dessa dieta a longo prazo. Também seria interessante avaliar diferentes desafios
ambientais para confirmar o padréo de mudanga do microbioma fecal, incluindo o uso de outras
categorias de equinos, como potros desmamados, equinos idosos com problemas dentérios,
equinos sob manejo de alimentacdo pos-operatorio e aqueles submetidos a regimes de
exercicios. Além disso, pesquisas futuras devem investigar o impacto dessa dieta em
comunidades desconhecidas de microbiomas equinos, como fungos, arquéias e protozoarios.

5 CONCLUSAO

Equinos em mantenca, da mesma raca, expostos a0 mesmo manejo e condicdes
ambientais, pertencentes ao mesmo sistema de criacdo e sob 0 mesmo regime alimentar,
apresentam estruturas semelhantes de comunidade bacteriana fecal.

Embora o consumo de feno de Coastcross tenha mantido a composigéo da comunidade
bacteriana fecal dos equinos, o periodo de adaptacao a dieta volumosa € tdo importante quanto
a adaptacdo a dieta concentrada, uma vez que a atividade de degradacéo in vitro do volumoso
aumenta quando os microrganismos fecais sdo adaptados para a mesma dieta. Mais estudos sdo
necessarios para estabelecer o papel do filo Actinobacteria em equinos alimentados
exclusivamente com dietas volumosas.

O monitoramento semanal da adaptacdo ao consumo de CED mostrou que o
microbioma fecal esta associado a dieta do hospedeiro. A incluséo de 30% de CED afetou a
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abundancia e a deteccédo de alguns grupos bacterianos que influenciam a atividade fermentativa
in vitro. Os dados apresentados indicam que a inclusédo de CED deve comegar com menos de
30% para permitir que o equino se adapte ao novo alimento, de modo a reduzir seu impacto no
microbioma intestinal do animal. A diversidade microbiana fecal estd associada a presenca de
volumoso e ndo ao aumento de CNF na dieta, uma vez que um aumento de 0,91 a 1,81 g de
CNF / Kg de PV / refeicdo ndo alterou a diversidade bacteriana.

Diferentes padrdes de mudanca de abundancia relativa foram observados para membros
especificos da comunidade bacteriana, sugerindo que a resposta digestiva do hospedeiro a dieta
contribui para mudangas na composicao da microbiota gastrointestinal. Além disso, a atividade
desses microrganismos depende do periodo de adaptacdo ao substrato que atinge o intestino
grosso. Assim, as mudancas na dieta devem ocorrer por um periodo mais longo.

Embora o estudo tenha controlado a dieta e 0 manejo dos animais para garantir a
seguranca do CED, recomenda-se que avaliacdes do efeito da CED a longo prazo sejam
realizadas no microbioma intestinal dos equinos apds o periodo de adaptacéo a dieta.
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RESPOSTAS DO MICROBIOMA FECAL DE EQUINOS
MANGALARGA MACHADOR A TROCAS ABRUPTAS DE DIETAS
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RESUMO

A troca abrupta da dieta dos equinos esta associadas a disturbios gastrointestinais. Objetivou-
se avaliar os efeitos da troca abrupta de dieta exclusiva de feno de Coastcross e dieta completa
extrusada sobre o microbioma fecal de equinos. Oito equinos machos adultos da raca
Mangalarga Marchador foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo A (n=4)
alimentado com feno de Coastcross; grupo B (n=4) alimentado com dieta completa extrusada.
Apds 34 dias de alimentacéo, as dietas foram trocadas abruptamente entre os grupos de equinos.
Amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal, as 0, 24 e 96 horas apos a
mudanca de dieta. O pH e do microbioma fecal foram avaliados. Os resultados foram
submetidos @8 ANOVA (o = 0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (o = 0,05). Os
equinos alimentados com feno de Coastcross tiveram maior maior pH fecal e maiores indices
de alfa diversidade quando comparado a dieta completa extrusada. A estrutura da comunidade
bacteriana de ambos os grupos foram distintas. A troca do feno de Coastcross para dieta
completa extrusada resultou na reducéo do indice de diversidade de Shannon e da abundancia
relativa do filos Firmicutes e Actinobacteria, e no aumento dos filos Bacteroidetes e
Elusimicrobia 24 horas apés a troca. Apds 96 horas da troca da dieta, o pH fecal e a abundéncia
dos filos Elusimicrobia e Proteobacteria diminuiram enquanto o filo Verrucomicrobia
aumentou. Além disso, a estrutura da comunidade bacteriana fecal se diferenciou apds 96 horas
da troca. A mudanca da dieta completa extrusada para o feno de Coastcross resultou na reducéo
do pH fecal e da abundancia relativa do filo Synergistetes 24 horas apds a troca. Ap6s 96 horas
da troca da dieta houve aumento do indice de diversidade de Shannon e da abundancia do filo
Lentisphaerae. N&o houve diferenca significativa da estrutura da comunidade do grupo B nos
trés tempos avaliados. Além disso, houve um aumento da abundéncia de OTUs classificadas
como pertencentes ao filo Bacteroidetes e ao género Treponema nas fezes de ambos 0s grupos
24 horas ap0s a troca, seguido de reducdo apds 96 horas. Apds a troca do feno de Coastcross
para a dieta completa extrusada ocorre reducao da alfa diversidade, a qual é detectavel nas fezes
24 horas apds a troca. Quando ocorre a troca da dieta completa extrusada para o feno de
Coastcross, € necessario tempo superior a 96 horas para recuperar a diversidade de especies do
microbioma fecal. Portanto, a composi¢éo da dieta influencia a resposta do microbioma fecal
equino a uma mudanca abrupta da dieta.

Palavras-chave: adaptagdo, cavalo, microbiota, mudanca dietética
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of abrupt interchange of Coastcross hay
diet and complete extruded diet on the fecal microbiome of horses. Eight adult male horses
were randomly split into two groups: group A (n = 4), fed a Coastcross hay diet; group B (n =
4) fed a complete extruded diet. After 34 days of diet adaptation, the diets were abruptly
interchanged between the groups. Fecal samples were collected directly from the rectum at O,
24 and 96 hours after diet change. pH and microbiome analyses of the feces were performed.
The results were submitted to ANOVA (a = 0.05) and the means compared by the Tukey test
(oo = 0.05). Horses fed Coastcross hay had a higher fecal pH and a higher alpha diversity index
when compared to the complete extruded diet. The structure of the bacterial community in both
groups was different. The exchange of Coastcross hay for a complete extruded diet resulted in
a reduction in the Shannon diversity index and in the relative abundance of the phyla Firmicutes
and Actinobacteria, and in an increase in the phyla Bacteroidetes and Elusimicrobia 24 hours
after the change. After 96 hours of changing the diet, the fecal pH and the abundance of the
phyla Elusimicrobia and Proteobacteria decreased while the phylum Verrucomicrobia
increased. In addition, the structure of the fecal bacterial community differed after 96 hours of
change. The change from the complete extruded diet to the Coastcross hay resulted in a
reduction in faecal pH and relative abundance of the phylum Synergistetes 24 hours after
changing. After 96 hours of changing the diet, there was an increase in the Shannon diversity
index and in the abundance of the phylum Lentisphaerae. There was no significant difference
in the group B community structure in the three periods evaluated. In addition, there was an
increase in the abundance of OTUs classified as belonging to the phylum Bacteroidetes and to
the genus Treponema in the feces of both groups 24 hours after the change, followed by a
reduction after 96 hours. After changing the Coastcross hay to the complete extruded diet, there
is a reduction in alpha diversity, which is detectable in the feces 24 hours after the change.
When changing from the complete extruded diet to the Coastcross hay, it takes more than 96
hours to recover the diversity of species in the fecal microbiome. Therefore, the composition of
the diet influences the response of the equine fecal microbiome to an abrupt change in diet.

Keywords: adaptation, dietary change, horse, microbiota
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1 INTRODUCAO

O trato digestorio dos equinos oferece ambiente propicio para o desenvolvimento da
microbiota anaerdbica e, por fim, os animais utilizam os metabolitos microbianos para suprir
parte de suas exigéncias nutricionais. As modificacdes na dieta dos equinos influenciam o
equilibrio entre microrganismos especializados na fermentacao de diferentes substratos dentro
da comunidade microbiana, consequentemente, afetam os ecossistemas microbianos intestinais
e seus metabdlitos (DALY etal., 2012; DOUGAL et al., 2012).

Nos equinos adultos, as mudancas dietéticas ocorrem por inimeros fatores, podendo
estar associadas a sazonalidade da disponibilidade das forragens devido aos periodos de seca
e/ou inverno e, consequentemente, a utilizagéo de forrageiras conservadas na forma de feno ou
silagem. Em outras situacdes, mudancas nas dietas por uso de alimentos concentrados, seja
devido a limitagdo de area de pastagem, confinamento em estabulos, transporte ou categorias
animais de maior exigéncia energética (CLARKE et al., 1990; NRC, 2007).

Mudancas dietéticas abruptas e fornecimento de dietas concentradas com alto teor de
nutrientes rapidamente fermentesciveis sdo praticas comuns na criacdo intensiva de equinos
(VAN DER BERG et al., 2013). O fornecimento de um novo lote de forragem e mudanga no
tipo de forragem; a inclusdo, aumento ou mudanca do tipo de alimento concentrado, além da
reducdo do tempo de pastejo ou do consumo de alimento volumoso aumentam a probabilidade
de ocorréncia de cdlica equina (CURTIS et al., 2019). A disbiose causada pela inclusdo abrupta
de altas proporcdes de cereais na dieta da espécie foi 0 evento estudado por GOODSON et al.
(1988), engquanto outras mudancas dietéticas podem impactar o microbioma intestinal, como a
troca abrupta de uma dieta concentrada por uma dieta volumosa e até mesmo entre dietas
volumosas baseadas em alimentos diferentes (GRIMM et al., 2016; GARBER et al., 2020).

A comunidade bacteriana era sub representada pois apenas 5% das sequéncias
bacterianas correspondiam a organismos conhecidos disponiveis em bancos de dados publicos
(DALY et al., 2012). Além disso, a maioria dos estudos sobre a microbiota intestinal equina
foram realizados utilizando técnicas dependente de cultura capazes de quantificar grupos
funcionais como bactérias celuloliticas, utilizadoras e produtoras de lactato (DE FOMBELLE
et al., 2001). Metodologias baseadas em biologia molecular como o sequenciamento de nova
geracdo, possuem maior potencial de identificacdo de microrganismos de dificil cultivo, logo,
houve avancos na compreensdo da ecologia microbiana intestinal dos equinos (COSTA et al.,
2012; COSTA e WEESE, 2018).

Objetivou-se avaliar os efeitos da troca abrupta entre dieta exclusiva de feno de capim
Coastcross (Cynodon spp. cv Coastcross) e dieta completa extrusada sobre o microbioma fecal
de equinos.

2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob niimero
de protocolo 3083.029756/2017-10.

2.1 Animais

Foram utilizados 8 equinos machos castrados Mangalarga Machador, adultos em
mantenca, com idade de 4 + 1 anos, peso vivo de 370 = 12 kg e sem administracdo de
tratamentos antimicrobianos durante o periodo experimental. Antes do inicio da pesquisa, 0s
equinos foram submetidos ao controle de parasitas com ivermectina (EQVALAN, Boehringer
Ingelheim, Alemanha), e cipermetrina (CIPERALLVET, Eurofarma, Brasil). Exames clinicos
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e hematologicos foram realizados com vista a higidez dos animais. Os equinos foram mantidos
em baias individuais com livre acesso a agua e ao sal mineral.

2.2 Delineamento Experimental

Utilizou-se o delineamento inteiramente ao acaso com medidas repetidas no tempo, o0s
tratamentos foram representados por duas dietas com quatro repeticfes e as medidas repetidas
representadas pelos momentos da coleta de amostras fecais apds 34 dias de adaptacédo as dietas
(0, 24 e 96 horas apds a mudanca abrupta entre as dietas).

2.3 Conducéo do Experimento e Coleta de Amostras Fecais

Os equinos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo A (n=4), equinos
alimentados exclusivamente com feno de Coastcross (Cynodon spp. cv Coastcross); grupo B
(n=4), equinos alimentados com dieta completa extrusada (FORAGGE HORSE, Nutratta,
Brasil). O feno de Coastcross foi disponibilizado em redes tipo porta feno e a dieta extrusada
foi dividida em trés refeicGes iguais e oferecidas as 08:00, 13:00 e 18:00 horas. O consumo
médio diario de matéria seca foi de 25 g MS kg™ de peso vivo das respectivas dietas (Tabela
1), que supriram as exigéncias nutricionais da categoria adultos em mantenca (NRC, 2007).
Apds a adaptacdo de 34 dias as dietas, realizou-se a primeira coleta de amostras fecais (T0)
(Figura 1). No mesmo dia, as dietas dos grupos foram trocadas. A segunda coleta de fezes foi
realizada em 24 horas (T24) e a terceira 96 horas (T96) apds a mudanca abrupta.

Tabela 1. Composicdo quimica do feno de Coastcross e da dieta completa extrusada, na base
da matéria seca

Dietas
Item Feno de Coastcross  Dieta completa extrusada
Matéria seca, g/Kg 900 888
Composicdo quimica, g/Kg MS
Matéria mineral 58 46
Extrato etéreo 23 33
Protéina bruta 157 114
Fibra em detergente neutro 823 446
Fibra em detergente acido 392 255
Celulose 319 200
Lignina? 73 55
Carboidratos nio fibrosos? 0 362
Conteldo energético
Energia bruta, kcal/Kg MS 4421 4572
Energia digestivel, kcal/Kg MS® 1740 2710

! Lignina determinada por oxidacdo de permanganato

2CNF =100 - (%PB + %FDN + %EE + % MM)

3 Energia digestivel estimada, Pagan (1998) = 2118 + 12.18 x (% PB) —9.37 x (% FDA) — 3.83 x (% hemicelulose)
+47.18 x (% EE) + 20.35 x (% CNF) — 26.3 x (% MM)

As amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal utilizando luvas de uso
unico, as 09:00 h. Imediatamente apos a coleta, o pH fecal foi analisado e as amostras foram
acondicionadas separadamente em sacos plasticos devidamente identificados, minimizando a
exposicao ao O.. No laboratorio, 20 g de cada amostra foi congelada & -20 °C até a extragdo de
DNA.
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Dieta Feno de Coastcross - CHD CED CED

‘ Grupo B Dieta Completa Extrusada - CED

Inicio da alimentacdo TO T24 T96

Figura 1. Esquema de coleta de amostras fecais para analise do microbioma. As setas indicam o momento de
coleta de fezes em 0, 24 e 96 horas ap6s a mudanca abrupta de dieta (T0, T24 e T96, respectivamente).

2.4 Analise Bromatoldgica

O feno de Coastcross e a dieta completa extrusada foram analisados quanto: matéria
seca, proteina bruta e cinzas (AOAC, 1995), extrato etéreo e energia bruta (SILVA e
QUEIROZ, 2006). A fibra foi determinada em detergente neutro e detergente &cido (VAN
SOEST et al., 1991) e lignina analisada por oxidacdo da lignina com permanganato (VAN
SOEST e ROBERTSON, 1980).

2.5 Analise do pH Fecal

Ao final do ensaio de digestdo, o pH do liquido fecal obtido a partir da comprenséao de
100 g de fezes coletadas diretamente do reto foi mensurado com um aparelho pHmetro de
bancada previamente calibrado.

2.6 Extracdo do DNA Total, Preparo de Biblioteca e Sequenciamento do Gene 16S rRNA

O DNA total foi extraido a partir de 200 mg de fezes congeladas utilizando o kit
QlAamp® Fast DNA Stool Mini (QIAGEN Ltd, Reino Unido), seguindo as instrugdes do
fabricante. A regido variavel V4 do gene 16S rRNA que codifica 16S rRNA foi amplificado
com 0S primers 515F (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R
(GGACTACNVGGGTWTCTAAT) (APPRILL et al., 2015; PARADA et al., 2016). Os
amplicons foram sequenciados na plataforma MiSeq sistema paired-end 2x250 (lllumina,
EUA). O preparo de biblioteca e o sequenciamento dos amplicons foram realizados por
Argonne National Lab (www.anl.gov).

2.7 Anélise de Bioinformética

Os dados brutos do sequenciamento foram processados por meio do software Mothur
1.42.1 (SCHLOSS et al., 2009). Apods a formagdo de contigs, foram removidas as sequéncias
menores de 240 pares de bases (pb) ou superiores a 270 pb, que continham ambiguidade ou
mais que 8 homopolimeros. O alinhamento das sequéncias foi realizado usando a base de dados
de Silva como referéncia (QUAST et al., 2013), e as sequéncias mal alinhadas e colunas nédo
informativas no alinhamento foram removidas para entdo, serem pre-agrupadas. As sequéncias
qguiméricas foram detectadas e removidas. As sequéncias resultantes foram classificadas de
acordo com a versdao 16 do Projeto de Banco de Dados Ribossomal (COLE et al., 2009) com
limiar de confianca de 80. Sequéncias identificadas como sendo de cloroplastos, mitocondrias,
eucariotos ou Archaea e aquelas identificadas como reino desconhecido também foram
removidas. Apos a normalizagdo das amostras para 0 mesmo numero de sequéncias, essas
foram agrupadas em unidades taxondmicas operacionais (OTU) com um limiar de
dissimilaridade de 3%. As OTUs raras foram retiradas e foram calculadas as curvas de
rarefacdo, distribuicdo das OTUs, indices de alfa diversidade Chaol (CHAO, 1984), Shannon
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(SHANNON, 1948) e Simpson (SIMPSON, 1949). A composicdo bacteriana foi avaliada
utilizando um resumo taxondmico de cada amostra e a visualizacdo foi feita através de um
heatmap usando o modulo Marker Data Profling da ferramenta online MicrobiomeAnalyst
(www.microbiomeanalyst.ca) (DHARIWAL et al., 2017).

A distribuicdo das OTUs foi usada como entrada para uma ordenacgéo de escalonamento
multidimensional ndo métrico (NMDS) com o indice de similaridade de Bray-Curtis projetadas
em espaco bidimensional.

2.8 Predigédo Metagendmica Funcional

A predicédo funcional para as sequéncias do gene 16S rRNA foi realizada por meio do
pacote Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States
(PICRUSt) (LANGILLE et al., 2013). A tabela de distribuicdo das OTUs foi reclassificada
utilizando a versdo 13.5 do banco de dados GreenGenes (DESANTIS et al., 2006). Apos
exclusdo das OTUs desconhecidas do banco de dados de referéncia GreenGenes e normalizagédo
pelo numero de cdpias do gene 16S rRNA, os metagenomas funcionais para cada amostra foram
preditos utilizando o catdlogo da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e
agrupados para um nivel especificado de KEGG.

2.9 Anélises Estatisticas

As frequéncias relativas dos filos bacterianos e os indices de diversidade foram testados
para homocesdasticidade e normalidade. Dados de frequéncia relativa que ndo atenderam as
premissas para realizacdo do teste ANOVA, foram submetidos a transformacédo logaritmica.
Atendendo as premissas de homocedasticidade e normalidade, os dados foram submetidos a
ANOVA (o = 5%) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (a = 5%).

A estrutura da comunidade foi avaliada utilizando um teste de PERMANOVA.

As diferencas nas fungdes entre os grupos de amostras foram avaliadas pela analise de
similaridade (ANOSIM) e visualizada através da ordenacdo de NMDS, ambas utilizando a
métrica de dissimilaridade de Bray-Curtis.

Todos os procedimentos descritos acima foram realizados com o uso do pacote
estatistico Past3 (HAMMER et al., 2001).

A abundancia relativa das vias bioquimicas preditas pelo PICRUSt foi comparada por
meio da LEfSe (Linear discriminate analysis effect size) disponivel na plataforma de
ferramentas online Galaxy - The Huttenhower Lab
(https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/) (SEGATA et al., 2011).

O efeito da dieta inicial e do tempo ap6s a mudanca abrupta da dieta sobre alguma OTU
bacteriana especifica foi avaliado pela Analise de Espécies Indicadoras (DUFRENE e
LEGENDRE, 1997) na versdo v.1.39.5 do software Mothur. Todas OTUs foram testadas como
indicadoras nas comparac6es entre os grupos A e B e entre os tempos dentro de cada grupo.
Foram considerados como OTUs impactadas pela mudanga abrupta de dieta aquelas
significativas (p<0,05) e que apresentaram valor de indicador maior que 60 no intervalo de 0 a
100.

2.10 Numero de Acesso da Sequéncia de Nucleotideos

Os dados gerados foram depositados no NCBI Sequence Read Archive (SRA) e estdo
disponiveis sob 0 nimero de acesso de bioprojeto PRINA640129.

75


https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo do pH Fecal

No momento da mudanca abrupta da dieta, o pH fecal do Grupo A de 6,79 foi
significativamente maior (p=0,0070) quando comparado ao Grupo B com valor de 6,34.

N&o houve diferenca significativa do pH fecal dos equinos do grupo A 0 e 24 horas apés
a troca de dieta do feno de Coastcross para dieta extrusada (p=0,3186) com valores 6,79 e 6,70,
respectivamente. Entretanto, 96 horas apds a mudanca o pH diminuiu significativamente para
6,22 (p=0,0005).

Ap0s a troca de dieta do grupo B da dieta extrusada para o feno de Coastcross, o pH
fecal diminuiu significativamente (p=0,0026) de 6,34 para 6,08, 24 horas ap0s a troca.
Enquanto 96 horas ap06s a troca, o pH fecal aumentou significativamente para 6,60 (p=0,0000).

Finalmente, ndo houve diferenca significativa do pH fecal entre os dois grupos 96 horas
apos a mudanca abrupta.

3.2 Métricas do Sequenciamento

As 24 amostras coletadas no presente estudo originaram 619.510 sequéncias. Apos 0
alinhamento e aplicacdo de filtros de qualidade, duas amostras foram excluidas pelo baixo
namero de sequéncias, uma pertencente ao grupo A coletada 24 horas apds a troca e uma
pertencente ao grupo B coletada 96 horas apos a troca das dietas. Dessa forma, as analises a
jusante foram realizadas com 22 amostras.

Uma subamostragem foi realizada com base na amostra com o menor numero de
sequéncias, resultando em 361.086 sequéncias, 16.413 por amostra, que foram distribuidas em
3.416 OTUs. As curvas de rarefacdo das OTUs apresentaram tendéncia em atingir o platé com
0 numero total de sequéncias analisadas (Figura 2), o que indica que o aumento desse valor
teria impacto minimo no numero de OTUs. Cerca de 89% das sequéncias foram classificadas a
nivel de filo, 52% classificadas a nivel de classe, 49% a nivel de ordem, 36% a nivel de familia
e 17% a nivel de género.
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Figura 2. Curvas de rarefagdo do nimero de OTUs observadas em fezes de equinos submetidos a troca abrupta
da dieta. Linhas em tons de verde, azul e roxo séo dos animais do Grupo A ap0s 0, 24 e 96 horas, respectivamente,
da mudanca abrupta da dieta feno de Coastcross para a dieta completa extrusada; Linhas em tons de vermelho,
laranja e amarelo sdo dos animais do Grupo B ap6s 0, 24 e 96 horas, respectivamente, da adaptacéo abrupta da
dieta completa extrusada para a dieta feno de Coastcross.
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3.3 indices de Diversidade de Espécies

Ap0s a adaptacdo as dietas, observou-se que 0s animais alimentados com o feno de
Coastcross apresentaram numero de OTUs significativamente maior quando comparado aos
animais alimentados com a dieta completa extrusada (p=0,0001), bem como maiores indices
estimadores de alfa diversidade, Chaol (p<0,0001), Shannon (p=0,0001) e, consequentemente,
menor indice de Simpson (p=0,0038) (Figura 3).

A troca de dieta do grupo A de feno de Coastcross para dieta completa extrusada
diminuiu o nimero de OTUs observadas e o indice de Shannon avaliados ap6s 24 horas da troca
(p=0,0057 e p=0,0189, respectivamente) e ndo houve efeito significativo entre 24 e 96 horas
apos a troca para ambos os indices (p>0,05). Nao foi observada diferenca significativa no indice
de Chaol entre 0 e 24 horas apdés a troca (p>0,05), entretanto foi significativamente menor em
96 horas quando comparado com 24 horas (p=0,0050). Além disso, ndo foi observada diferenca
significativa no indice de Simpson entre todos os tempos avaliados (p=0,0604).

A troca de dieta do grupo B de dieta completa extrusada para feno de Coastcross nao
teve efeito significativo no numero de OTUs e nos indices de Chaol e Shannon entre TO e T24
(p>0,05), no entanto, induziu aumentos significativos dessas variaveis no T96 (p=0,0243 para
0 nimero de OTUs; p=0,0486 para o indice de Chaol e p=0,0453 para o indice de Shannon).
Além disso, ndo foi observada diferenca significativa no indice de Simpson entre os todos 0s
tempos avaliados (p>0,05).

N&o foi observada diferencas significativas nos indices de alfa diversidade avaliados
entre os dois grupos 96 horas ap6s a troca de dietas (p<0,05).

3.4 Andlise Multivariada da Distribuicdo de OTUs

A analise da distribuicdo das OTUs indicou que a similaridade da estrutura da
comunidade ap6s a mudanca abrupta de dieta € dependente do tipo de dieta inicial e do tempo
apo6s a mudanca de dieta (PERMANOVA, p=0,001).

Houve diferenciacdo da comunidade bacteriana fecal proveniente dos animais dos
grupos A e B (Figura 4). A troca de dieta de feno de Coastcross para dieta extrusada do grupo
A ndo afetou a estrutura da comunidade bacteriana fecal observada 24 horas ap6s a troca
(p=0,1157), e comunidades observadas nos tempos 0 e 24 horas diferiram da comunidade
observada 96 horas apés a troca de dieta (0 vs 96 horas, p=0,0284; 24 vs 96 horas, p=0,0247).
Entretanto, a troca de dieta completa extrusada para o feno de Coastcross do grupo B néo teve
efeito detectdvel nas comunidades bacterianas fecais observadas entre todos os tempos
avaliados foram similares (0 vs 24 horas, p= 0,4786; 24 vs 96 horas, p= 0,8299; 0 vs 96 horas,
p=0,3916).
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Figura 3. Nimero de OTUs observadas (A), indices de alfa diversidade de Chaol (B), Shannon (C) e Simpson (D) da comunidade bacteriana de fezes de equinos ap6s uma
mudanca abrupta de dieta do feno de Coastcross (CHD) para dieta completa extrusada (CED) e da dieta CED para CHD nos tempos 0 e 24 e 96 horas apds a mudanca abrupta
da dieta (TO, T24 e T96, respectivamente).
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Figura 4. Ordenacdo multidimensional ndo-métrica (NMDS) usando o indice de similaridade de Bray-Curtis da
distribuicdo de OTUs observadas nas fezes de equinos submetidos a uma mudanga abrupta de dieta com valor de
pH fecal plotado como vetor. A T0O, amostras do Grupo A 0 horas ap6s a mudanca abrupta da dieta de feno de
Coastcross (CHD) para dieta completa extrusada (CED); A T24, amostras do Grupo A 24 horas ap6s a mudanca
abrupta de CHD para CED; A T96, amostras do Grupo A 96 horas ap6s a mudanga abrupta de CHD para CED; B
TO, 0 horas ap6s a mudanca abrupta de CED para CHD; B T24, 24 horas ap6s a mudanga abrupta de CED para
CHD; B T96, 96 horas apés a mudanga abrupta de CED para CHD.

3.5 Composicédo Taxondmica das Comunidades Bacterianas

Foram identificados 17 filos bacterianos nas amostras fecais: Bacteroidetes, Firmicutes,
Spirochaetes, Verrucomicrobia, Proteobacteria, Fibrobacteres, Elusimicrobia, Actinobacteria,
Synergistetes, Lentisphaerae, Candidatus Saccharibacteria, Planctomycetes, Chloroflexi, SR1,
Tenericutes, Fusobacteria e Acidobacteria (Figura 5). Os filos Fusobacteria e Acidobacteria néo
foram detectados em 20% das amostras, portanto, foram retirados na pipeline padrdo do
MicrobiomeAnalyst para criacdo do heatmap.

Observou-se diferenca significativa na abundancia relativa dos filos Fibrobacteres
(p=0,0240), Lentisphaerae (p=0,0036), Verrucomicrobia (p=0,0102) e Synergistetes entre as
fezes de animais alimentados com feno de Coastcross e dieta completa extrusada antes da
mudanca abrupta de dieta. Os filos Fibrobacteres (2,07%) e Lentisphaerae (0,09%) foram mais
abundantes nas amostras de fezes dos animais alimentados com feno de Coastcross, quando
comparados aquelas dos animais alimentados com a dieta completa extrusada (0,18 e 0,03%,
respectivamente). Enquanto os filos Verrucomicrobia (5,47%) e Synergistetes (0,42%) foram
mais abundantes nas fezes dos equinos alimentados com a dieta completa extrusada, quando
comparadas as dos equinos alimentados com feno de Coastcross (1,87% e 0,12%,
respectivamente). Além disso, o filo Tenericutes foi observado exclusivamente nas amostras
fecais dos equinos alimentados com o feno de Coastcross (0,03%).

Na troca do feno de Coastcross para dieta extrusada do grupo A, observou-se diferenca
significativa na abundancia relativa dos filos Bacteroidetes (p=0,0047), Firmicutes (p=0,0013),

79



Verrucomicrobia (p=0,0115), Proteobacteria (p=0,0313), Elusimicrobia (p=0,0056) e
Actinobacteria (p=0,0135) nas fezes dos animais. O filo Bacteroidetes aumentou
significativamente ap6s 24 horas (52.32%) quando comparado com o tempo 0 (41,14%) e ndo
apresentou diferenca significativa entre 24 e 96 horas apés a troca de dieta (49,91%). O filo
Elusimicrobia aumentou significativamente 24 horas ap6s (0,55%) quando comparado com 0
horas (0,14%), mas reduziu 96 horas apds a mudanca (0,17%) igualando-se aos valores iniciais
observados a 0 horas. Além disso, ndo foi observada diferenca significativa na abundancia
relativa do filo Verrucomicrobia entre 0 (1,87%) e 24 horas apés a troca (1,34%), entretanto
aumentou significativamente apds 96 horas da troca (3,87%). A abundancia relativa dos filos
Firmicutes e Actinobacteria de 34,30 e 0,33% observada no tempo 0, respectivamente,
reduziram para 20,69 e 0,17%, respectivamente, 24 horas apds a troca de dieta. Entretanto, ndo
apresentou diferenca significativa entre 24 e 96 horas, onde foi observada abundancia de 24,00
e 0,13%, respectivamente. Enquanto a abundancia relativa do filo Proteobacteria ndo
apresentou diferenca entre 0 (2,02%) e 24 horas (2,66%), entretanto, diminuiu
significativamente 96 horas apés a troca de dieta (1,26%).

Diferencas significativas foram observadas apds a troca da dieta completa extrusada
para o feno de Coastcross do grupo B, quanto aos filos Synergistetes (p=0,0299) e
Lentisphaerae (p=0,0396). A abundancia relativa do filo Synesgistetes diminuiu
significativamente 24 horas apds a troca (0,07%) quando comparado com 0 horas (0,42%) e
ndo apresentou diferenca significativa entre 24 e 96 horas apos a troca de dieta (0,16%).
Enquanto a abundancia do filo Lentisphaerae aumentou significativamente 96 horas apos a
troca (0,12%) quando comparado a 0 (0,03%) e 24 horas (0,05%).
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Figura 5. Heatmap ilustrando filos bacterianos caracterizados com sequenciamento de amplicons do gene 16S
rRNA (regido v4) de amostras fecais coletadas de equinos apos a troca abrupta de dieta entre feno de Coastcross
e dieta completa extrusada (Grupo A) e entre a dieta completa extrusada e o feno de Coastcross (Grupo B) nos
tempos 0 e 24 e 96 horas apds a mudanca abrupta da dieta (T0, T24 e T96, respectivamente). Escala a direita indica
abundéncia relativa normalizada.
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3.6 Andlise de Espécies Indicadoras (ISA)

Ao final do periodo de adaptacao as dietas, observou-se diferenca significativa em 169
OTUs entre os grupos A e B pertencentes a 28 taxons e representaram juntas 22,16% da
comunidade do grupo A e 9,42% da comunidade do grupo B (Figura 6).
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Figura 6. Abundancia relativa das OTUs com diferenca significativa (p<0,05) e valor de indicador maior que 60
na comparacao entre as fezes de equinos ap6s a adaptacdo (TO) as dietas feno de Coastcross (Grupo A) e dieta

completa extrusada (Grupo B). A melhor classificacdo da OTU foi apresentada: K - Reino, P - Filo, C - Classe, O
- Ordem, F - Familia e G - Género.

L

Diferencas significativas foram observadas na avaliacdo do grupo A em 19 OTUs entre
0 e 24 horas ap6s a mudanca pertencentes a 9 taxons, juntas representaram 11,36% da
comunidade observada no tempo 0, enquanto na comunidade observada 24 horas ap6s a troca
representaram 17,90% da comunidade (Figura 7). Na comparacdo entre 24 e 96 horas, foi
observada diferenca significativa em 51 OTUs pertencentes a 17 tdxons, juntas representaram
16,85% da comunidade observada 24 horas, enquanto em 96 horas apds a troca de dieta
representaram 13,62% da comunidade (Figura 8).
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Figura 7. Abundancia relativa das OTUs com diferenca significativa (p<0,05) e valor de indicador maior que 60
na comparagao das fezes de equinos apds uma mudanga abrupta de dieta entre feno de Coastcross para uma dieta
completa extrusada nos tempos 0 e 24 horas apds a mudanca (TO e T24, respectivamente). A melhor classificacdo
da OTU foi apresentada: K - Reino, P - Filo, C - Classe, O - Ordem, F - Familia e G - Género.
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Figura 8. Abundéncia relativa das OTUs com diferenca significativa (p<0,05) e valor de indicador maior que 60
na comparagdo das fezes de equinos apds uma mudanca abrupta de dieta entre feno de Coastcross para uma dieta
completa extrusada nos tempos 24 e 96 horas ap6s a mudanca (T24 e T96, respectivamente). A melhor
classificacdo da OTU foi apresentada: K - Reino, P - Filo, C - Classe, O - Ordem, F - Familia e G - Género.

Diferencas significativas foram observadas na avalia¢do do grupo B em 22 OTUs entre
0 e 24 horas ap0s a troca de dieta pertencentes a 11 taxons, juntas representaram 1,45% da
comunidade observada em 0 horas, enquanto 24 horas representaram 4,36% da comunidade
(Figura 9). Na comparacdo entre 24 e 96 horas apos a troca, foi observada diferenca
significativa em 39 OTUs pertencentes a 13 taxons, as quais representaram juntas 1,95% da
comunidade observada 24 horas, enquanto 96 horas representaram 3,36% da comunidade
(Figura 10).
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Figura 9. Abundéncia relativa das OTUs com diferenca significativa (p<0,05) e valor de indicador maior que 60
na comparacdo das fezes de equinos ap6s uma mudanca abrupta de dieta entre uma dieta completa extrusada para

feno de Coastcross nos tempos 0 e 24 horas apds a mudanga (TO e T24, respectivamente). A melhor classificacéo
da OTU foi apresentada: K - Reino, P - Filo, C - Classe, O - Ordem, F - Familia e G - Género.
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Figura 10. Abundancia relativa das OTUs com diferenca significativa (p<0,05) e valor de indicador maior que 60
na comparacdo das fezes de equinos ap6s uma mudanca abrupta de dieta entre uma dieta completa extrusada para
feno de Coastcross nos tempos 24 e 96 horas apds a mudanca (T24 e T96, respectivamente). A melhor classificagdo
da OTU foi apresentada: K - Reino, P - Filo, C - Classe, O - Ordem, F - Familia e G - Género.

3.7 Predicdo Metagendmica Funcional

Apos a predicdo do perfil funcional das comunidades bacterianas observadas nas fezes
de equinos, foram observadas sete vias da camada primaria de KEGG. A maior abundancia
relativa observada foi das vias relacionadas ao Metabolismo de 45,80 a 49,63%, seguida pelas
vias de processamento de informagGes genéticas com 19,97 a 20,56%, vias ndo classificadas
com 13,48 a 13,84%, vias de processamento de informagfes ambientais 11,18 a 14,15%,

83



processos celulares com 3,33 a 4,97%, sistemas organicos 0,75 a 0,83% e, por fim, vias
relacionadas a doengas humanas com 0,72 a 0,80% de abundancia relativa.

Por meio da ANOSIM, foi observado diferenca significativa entre os metagenomas
preditos nas fezes dos equinos do grupo A apos a mudanca abrupta da dieta (p=0,0279),
entretanto, néo foi observada diferenca significativa nos metagenomas preditos nas fezes dos
equinos do grupo B ap6s a mudanca abrupta de dieta (p=0,8951). A ordenacao
multidimensional ndo-métrica (NMDS) dos metagenomas funcionais preditos podem ser
observados na Figura 11.

Por meio da LEfSe foi observado diferenca significativa (p<0,05) na abundéncia relativa
de 42 vias dos metagenomas funcionais predito das fezes dos equinos do grupo A durante a
mudanga de dieta, enquanto nos metagenomas do grupo B foram observadas diferencas
significativas na abundancia relativa de apenas 5 vias (Figura 12).

oup A T4
ATO

Figura 11. Ordenacdo multidimensional ndo-métrica (NMDS) usando o indice de similaridade de Bray-Curtis dos
metagenomas funcionais preditos da comunidade bacteriana de fezes de equinos submetidos a uma mudanca
abrupta de dieta. Verde - amostras do Grupo A ap0s a adaptacdo (TO) a dieta feno de Coastcross (CHD); Azul -
amostras do Grupo A 24 horas apés a mudanca abrupta (T24) de CHD para a dieta completa extrusada (CED);
Roxo - amostras do Grupo A 96 horas ap6s a mudanca abrupta (T96) de CHD para CED; Vermelho - amostras do
Grupo B apds a adaptacédo a CED (T0); Laranja - amostras do Grupo B 24 horas apds a mudanca abrupta de CED
para CHD (T24); Amarelo - amostras do Grupo B 96 horas apds a mudanga abrupta de CED para CHD (T96).
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Figura 12. Abundancia relativa das fun¢des preditas da comunidade bacteriana de fezes de equinos submetidos a uma mudanca abrupta de dieta entre feno de Coastcross para
dieta completa extrusada (A) e entre dieta completa extrusada para feno de Coastcross (B).
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4 DISCUSSAO

A dieta dos equinos é naturalmente composta por alto teor de fibra e baixo teor de
nutrientes soltveis rapidamente fermentesciveis (JULLIAND e GRIMM, 2017). Desse modo,
a espécie é dependente da relacdo simbidtica com a microbiota intestinal para o aproveitamento
da energia oriunda dos polissacarideos da parede celular vegetal (FLINT, 2004). Como a
fermentagdo ocorre predominantemente nos segmentos do intestino grosso na espécie equina,
a microbiota intestinal evoluiu utilizando como substrato os residuos da digestdo enzimatica e
da absorcéo no intestino delgado (JULLIAND e GRIMM, 2017; COSTA e WEESE, 2018). A
estabilidade da microbiota intestinal saudavel é desejavel, entretanto, o conceito é subjetivo,
uma vez que nem todas as alteragdes dietéticas sdo indicios de distarbios gastrointestinais (DE
FOMBELLE et al., 2001). A mudanca da microbiota de equinos mantidos a pasto acompanha
composi¢do boténica da pastagem, bem como a composicdo quimica do alimento forrageiro
consumido. Consequentemente, a alteracdo da microbiota estd intimamente associada as
mudancas gradativas das estacdes e condi¢des climaticas locais (SALEM et al., 2018). Portanto,
mesmo em condicdes favoraveis de manutencao da microbiota saudavel por meio do consumo
exclusivo de alimento volumoso, espera-se que ocorram adaptacfes naturais e progressivas em
funcdo da dieta consumida.

Para alcancar o objetivo proposto no presente estudo, 0s animais passaram por um
periodo de adaptacdo as dietas de 34 dias, além disso, foram utilizados alimentos pertencentes
ao mesmo lote para garantir a uniformidade da composicdo da dieta durante todo o periodo
experimental. Desse modo, as alteracdes observadas foram creditadas exclusivamente a
mudanga abrupta da dieta, uma vez que foi demonstrado que existe estabilidade temporal da
microbiota fecal em equinos mantidos sob a mesma dieta por um periodo de 72 horas
(BLACKMORE et al., 2013).

A mudanca abrupta de dietas aumenta os riscos de célica por obstrucdo ou distensao.
Estudos indicam risco maximo durante os primeiros sete dias ap6s a inclusdo de carboidratos
soltveis com reducdo dos riscos apds 14 dias (HILLYER et al., 2002). Portanto, os animais
foram acompanhados durante todo esse periodo ap6s a mudanca de dieta e ndo apresentaram
desconforto abdominal.

Apds a adaptacdo dos equinos as dietas experimentais, 0s grupos A e B apresentavam
comunidades bacterianas fecais distintas como demonstrado na ordenagéo da distribuicdo das
OTUs e pelos indices de diversidade. Porém, foi observado que os filos com diferencas
significativas possuiam baixa abundancia: Verrucomicrobia (1,87% no grupo A e 5,47% no
grupo B), Fibrobacteres (2,07% no Grupo A e 0,18% no grupo B), Synergistetes (0,12% no
grupo A e 0,42% no grupo B), Lentisphaerae (0,90% no grupo A e 0,30% no grupo B) e
Tenericutes (0,90 no grupo A e nao foi observado no grupo B). O tipo de dieta oferecida aos
equinos tem efeito sobre a microbiota col6nica, isto porque, animais mantidos em pastagens de
Lolium perene apresentaram maior abundancia de membros de Fibrobacter e
Ruminococcaceae, conhecidas como bactérias fibroliticas (HASTIE et al., 2008), enquanto 0s
animais alimentados com dieta concentrada, apresentaram maior abundancia de Bacteroidetes,
Lachnopisraceae e do grupo produtor de acido lactico Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus
(DALY etal., 2012). Tanto as familias Ruminococcaceae e Lachnospiraceae quanto 0s géneros
Bacillus, Lactobacillus e Streptococcus sao pertencentes ao filo Firmicutes, entretanto, nao foi
observado diferenca significativa entre as dietas oferecidas no presente estudo. Apos a ISA foi
identificada diferenga significativa em 169 OTUs, das quais 149 eram mais abundantes no
Grupo A em comparagdo ao Grupo B. Entre os taxons influenciados pelo feno de Coastcross
estavam OTUs classificadas como pertencentes as familias Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Planococcaceae, Porphyromonadaceae e Prevotellaceae, bem como aos
géneros Fibrobacter, Treponema, Clostridium cluster IV, Ruminococcus, Campylobacter,
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Clostridium cluster XlIVa, Saccharofermentans, Prevotella, Anaerovorax e Roseburia.
Enquanto OTUs classificadas como pertencentes a classe Subdivision5 do filo
Verrucomicrobia, a familia Synergistaceae e aos géneros Streptococcus, Mogibacterium e
Succinivibrio foram associadas a dieta completa extrusada. O aumento da concentracdo do
género Streptococcus € conhecido de estudos que investigaram o efeito de dietas concentradas
sobre a microbiota intestinal de equinos (DE FOMBELLE et al., 2001; JULLIAND et al.,
2001). O género Succinivibrio foi observado em maior abundancia em equinos suplementados
com amido em comparagao com equinos alimentados apenas com feno misto de capim Timéteo
e outras gramineas (DOUGAL et al., 2014), e por fim, o género Mogibacterium foi associado
a microbiomas fecais de equinos obesos (BIDDLE et al., 2018). Dessa forma, é possivel que
grupos de niveis taxondmicos mais baixos também sejam responsaveis pelo distanciamento
entre as comunidades observadas dos grupos A e B, mas ndo foram identificados a nivel de filo,
uma vez que os filos dominantes permaneceram conservados.

A diferenca da abundancia dos grupos bacterianos supracitados pode ser reflexo do
aumento da competitividade dos membros adaptaveis a mudanca do substrato em comparacao
com aqueles que séo fibroliticos obrigatdrios, como o filo Fibrobacteres (DALY et al., 2012).
Por exemplo, membros de género Fibrobacter degradam especificamente carboidratos tais
como: glicose, celobiose e celulose (SPAIN et al., 2005). Os membros do filo Lentisphaerae
sdo essencialmente sacaroliticos e capazes de utilizarem apenas mono- e dissacarideos, polidis
ou &cidos de acucar (HEDLUND et al., 2015). Enquanto as bactérias do filo Synergistetes
degradam aminoéacidos (WHITMAN et al., 2015) e membros do filo Verrucomicrobia podem
ser metanotroficos (DUNFIELD et al., 2007).

Demonstrou-se que equinos alimentados com dieta exclusiva de feno de capim Timoteo,
com consumo de 0,15¢g de amido / kg de peso vivo / refeicdo, possuiram maior diversidade de
espécies na comunidade bacteriana cecal, sugerindo maior resiliéncia dos ecossistemas
microbianos presentes no intestino grosso. Enquanto, aqueles alimentados com dietas
concentradas com consumo de 1,68 g de amido/ kg de peso vivo / refeicdo, apresentaram
reducdo da diversidade de espécies e, portanto, estariam mais susceptiveis aos efeitos deletérios
gue as mudancas abruptas de dieta e do manejo alimentar podem causar (HANSEN et al., 2015).
De fato, o pH fecal do Grupo A reduziu apés 96 horas da mudanca de dieta, enquanto do Grupo
B, a reducdo foi observada 24 horas ap6s a mudanca. Entretanto, apesar de causar menor
diversidade do microbioma intestinal, a inclusdo de amido na dieta diminui a porcentagem de
membros comuns do microbioma fecal entre individuos. Desse modo, observou-se que 15,90%
das sequéncias foram comuns entre equinos alimentados com feno e, quando houve
suplementacdo com concentrado, os membros comuns reduziram para 5,42% (DOUGAL et al.,
2014). De forma semelhante, as comunidades bacterianas dos equinos alimentados com a dieta
completa extrusada ocuparam maior area na ordenacdo da distribuicdo de OTUs quando
comparado aos equinos alimentados com feno, o que indica menor similaridade da comunidade
entre os individuos.

O consumo de alimentos/dietas concentradas pode causar rapidas mudancas no fluxo
dos liquidos compartimentais, alteracfes nos padrdes de motilidade gastrointestinal, ajustes
homeostaticos por mecanismos neuroendocrinos (CLARKE et al., 1990). Desse modo, é
evidente que ocorram mudangas na microbiota intestinal, o que foi demonstrado em alguns
estudos, principalmente, ap6s a introducdo abrupta de amido e/ou carboidratos prontamente
fermentesciveis na dieta de equinos (GOODSON et al., 1988; DE FOMBELLE et al., 2001;
JULLIAND et al., 2006; DOUGAL et al., 2012). Apds 24 horas da mudanca abrupta de feno
de Coastcross para a dieta completa extrusada, observou-se redugdo do nimero de OTUs e do
indice de Shannon com tendéncia de aumento do indice de Simpson.

Além disso, a mudanca abrupta influenciou diferentemente a abundancia relativa de seis
filos bacterianos: Bacteroidetes, Firmicutes, Verrucomicrobia, Proteobacteria, Elusimicrobia,
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Actinobacteria. Observou-se aumento na abundancia dos filos Bacteroidetes e Elusimicrobia
24 horas ap06s a troca de dieta, enquanto a abundancia dos filos Firmicutes e Actinobacteria
diminuiu. O filo Bacteroidetes ndo se alterou 96 horas apds a troca e a abundancia do filo
Elusimicrobia reduziu no mesmo tempo, o que sugere efeito transitério da mudanca sobre o filo
Elusimicrobia que ndo foi observado no filo Bacteroidetes. Além disso, houve aumento da
abundancia do filo Verrucomicrobia enquanto o filo Proteobacteria reduziu 96 horas apés a
troca.

Os taxons identificados na ISA acompanharam alguns resultados observados a nivel de
filo. As principais mudangas na comunidade bacteriana fecal na comparacéo entre 0 e 24 horas
apos a troca foram: o aumento na abundancia relativa de OTUs classificadas como
Bacteroidetes que passaram de 5,08 para 10,14%; OTUs classificadas como Treponema
(Spirochaetes) que passaram de 3,01 para 7,10% e, os quais foram responsaveis pelo aumento
do indice de Simpson, e por fim, a reducdo da abundancia de OTUs classificadas como
Planococcaceae de 2,37% para 0,01%. Entretanto, as mudancas observadas ndo alteraram de
forma significativa a estrutura da comunidade bacteriana fecal. Na comparacéo entre 24 e 96
horas ap0s a troca, a abundéancia relativa de OTUs classificadas como Bacteroidetes e
Treponema diminuiu para valores de 4,51 e 1,03%, respectivamente. Além disso, foi observada
reducdo da abundancia relativa de OTUs classificadas como pertencentes aos filos
Proteobacteria e Firmicutes, enquanto OTUs ndo classificadas a nivel de filo e outras
classificadas como pertencentes a classe Subdivision5 (Verrucomicrobia) e ao género
Roseburia aumentaram. As mudancgas observadas entre 24 e 96 horas apo6s a troca foram
suficientes para distanciar as duas comunidades bacterianas fecais. As diferencas da abundancia
relativa das OTUs supracitadas observadas entre as comparacdes 0 e 24 horas e 24 e 96 horas,
sugerem gue o microbioma intestinal ainda estd em adaptacdo metabolica ao novo substrato.
Isto porque, o género Roseburia produz Hz, CO- e butirato a partir da fermentagao de glicose e
acetato, mas também é capaz de utilizar carboidratos como D-glicose, celobiose, D-maltose, D-
rafinose, sacarose e D-xilose como fontes de carbono e energia, incluindo o amido (STANTON
et al., 2015). Como descrito anteriormente, o filo Verrucomicrobia contém membros
metanotroficos, além disso, se beneficia em ambientes de pH abaixo da neutralidade, ambas as
condi¢Bes podem ser encontradas em um ambiente com alta disponibilidade de nutrientes
(ELGHANDOUR et al., 2016).

Apesar de abundancia relativa do filo Fibrobacteres ter sido diferente nas fezes
provenientes dos grupos A e B apds a adaptacdo as dietas, ndo foi observada diferenca dentro
dos grupos A e B entre os tempos avaliados apds a mudanca de dietas. A incluséo abrupta de
carboidratos rapidamente fermentesciveis na dieta de equinos ocasiona rapida queda de pH da
digesta do intestino grosso (DE FOMBELLE et al., 2001; JULLIAND et al., 2001) e as
bactérias Fibrobacteres sdo conhecidas como acido intolerantes (DOUGAL et al., 2012). Desta
forma, esperava-se observar diferencas ap6s as mudancas abruptas entre as dietas, uma vez que
o teor de carboidratos ndo fibrosos mudou de 0 para 362 g / kg de MS. E provavel que a maior
abundancia de Fibrobacteres no Grupo A durante o periodo de adaptacédo esteja relacionada
diretamente ao contetdo de polissacarideos estruturais presentes na dieta exclusiva de feno de
Coastcross e, que seja necessario tempo para o estabelecimento da populagdo no intestino
grosso, pois ndo foi observado aumento da abundancia desse filo nas fezes provenientes do
Grupo B. A abundancia relativa de Fibrobacteres foi observada entre 1 a 7% em equinos
alimentados com diferentes dietas (JULLIAND e GRIMM, 2016). Em animais a pasto, o filo
muda de forma bifasica ao longo das estacdes do ano (SALEM et al., 2018). Desse modo, é
importante entender a relacdo da abundancia do filo com o teor de FDN dietético, assim como
com o teor de CNF, especialmente, o amido. Além disso, ressalta-se que existem outros
microrganismos responsaveis pela degradacdo da fibra dietética no intestino grosso dos
equinos, como bactérias do género Ruminococcus e fungos (JULLIAND et al., 1999; HASTIE
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etal., 2008; MURA et al., 2019), os quais também devem ser considerados para implementagéo
de uma nova dieta.

Ap06s a mudanca abrupta da dieta completa extrusada para o feno de Coastcross (Grupo
B), ndo foi observada diferenca nos indices de diversidade entre 0 e 24 horas ap6s a troca, 0
que confirma que uma comunidade menos diversa ndo responde rapidamente a mudanca
abrupta de dietas (HANSEN et al., 2015). Ap6s 96 horas, observou-se aumento da diversidade
de espécies identificado pelo aumento dos indices de diversidade avaliados. Entretanto, apesar
do aumento da diversidade, é possivel observar o aumento da dispersdo dos indices avaliados,
0 que sugere que existe efeito individual na recuperacao da diversidade de espécies bacterianas
em uma situacdo de mudanca abrupta de dieta entre uma dieta completa e um alimento
volumoso. O efeito individual de recuperacdo ao status saudavel da comunidade bacteriana
diante de um desafio ambiental foi demonstrado em uma fermentacdo in vitro utilizando amido
e lactato como substratos incubados com fezes de trés equinos (BIDDLE et al., 2013).

Além disso, foi observada diferenca em apenas dois filos de baixa abundancia,
Synergistetes e Lentisphaerae. Através da ISA, foi observado na comparacdo entre 0 e 24 horas
apos a troca, aumento da abundancia relativa de OTUs classificadas como pertencentes as
familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae que pode ser reflexo do aumento do contetdo de
fibra da dieta, uma vez que o consumo diario de FDN aumentou de 4,46 para 8,23 Kg.
Entretanto, as diferengas ndo foram suficientes para mudar a estrutura da comunidade
bacteriana fecal do Grupo B ap6s a mudanca abrupta de dieta, como observado na analise
multivariada da distribuicéo das OTUs.

Assim como foi observado na mudanca de dieta do Grupo A, os filos dominantes na
comunidade tém sua abundancia relativa conservada. Além disso, foi observado aumento da
abundancia relativa de OTUs classificadas como Bacteroidetes e Treponema. O filo
Bacteroidetes e o género Treponema (filo Spirochaetes) ocorrem naturalmente no microbioma
intestinal equino (JULLIAND e GRIMM, 2016) e possuem relacdes metabolicas com os
equinos, alem de ter papel importante na saude. A maior abundancia do filo Bacteroidetes foi
associada a animais com colite (COSTA et al., 2012). Enquanto o género Treponema interage
de forma dinamica com os membros de Fibrobacter succinogenes, Lachnospiraceae,
Streptococcus, Anaerostipes e Anaerovibrio no metabolismo do ceco de equinos alimentos com
dietas a base de feno e suplementados com cevada (KRISTOFFERSEN et al., 2016).

A utilizacdo das fezes como indicador da composicdo e atividade da microbiota
intestinal tem a vantagem de garantir repetibilidade de amostragem em um mesmo individuo
sem a necessidade de manter o animal fistulado (JULLIAND e GRIMM, 2016). O efeito da
inclusdo abrupta de cevada na dieta de equinos alimentados apenas com volumoso pode ser
observado na microbiota intestinal cinco horas ap6s o consumo (DE FOMBELLE et al., 2001).
Entretanto, quando técnicas dependentes de cultura foram utilizadas para estimar as
concentracOes de bactérias fibroliticas nas fezes, ndo foi observada diferenca entre equinos
alimentados com dieta volumosa comparada com uma dieta concentrada (DE FOMBELLE et
al., 2003; MURRAY et al., 2014). Assim, 0 sequenciamento de nova geragdo auxiliou na
constatacdo das mudancas na microbiota fecal. Apoés 96 horas da mudanca de dieta, a
comunidade bacteriana fecal do Grupo A néo foi similar a comunidade do grupo B apos 34 dias
de adaptacéo a dieta completa extrusada, assim como a comunidade bacteriana fecal do Grupo
B ndo foi similar a comunidade do Grupo A apoés 34 dias de adaptacdo ao consumo de feno de
Coastcross. Desse modo, ndo foi possivel determinar o momento no qual a microbiota fecal dos
dois grupos se adaptou ao consumo da nova dieta devido ao limite do intervalo escolhido para
amostragem de 96 horas apos a mudancga. Optou-se por avaliar a comunidade bacteriana fecal
24 e 96 horas ap0s a mudanca abrupta da dieta, pois estudos anteriores relataram que a
composicao da microbiota fecal muda em resposta a novas dietas em 4 a 6 dias (VAN DER
BERG et al., 2013; FERNANDES et al., 2014). Na mudanca de pastagem para uma dieta
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concentrada, as concentracOes das populacGes fecais de Lactobacillus spp. e Streptococcus spp.
aumentaram apos 6 dias (VAN DER BERG et al., 2013). Utilizando uma abordagem de
sequenciamento de nova geracao, foi observado que a comunidade bacteriana fecal de animais
alimentados com uma dieta concentrada a base de silagem e grdos de cereais demorou quatro
dias para se igualar as comunidades dos animais mantidos em pastagem compostas por 80-95%
azevém perene (Lolium perenne) e 5-20% de trevo branco (Trifolium respens) ap6s mudanca
abrupta de uma dieta.

Os efeitos dietéticos que incluem o efeito dos alimentos, composicdo bromatoldgica da
dieta, 0 manejo alimentar adotado, bem como o processamento o qual os alimentos foram
submetidos, sdo fatores que devem ser considerados na modulacdo do microbioma intestinal
equino. Isso porque, a origem boténica dos alimentos assim como o tipo de processamento dos
quais os alimentos foram submetidos tém influéncia direta na digestibilidade dos seus
componentes (JULLIAND et al., 2006), consequentemente, ao substrato que os
microrganismos terdo acesso (PHILIPPEAU et al., 2015). Na fermentacdo in vitro de milho,
aveia e trigo, os microrganismos fecais de equinos utilizados como in6culos, foram modulados
de forma diferente de acordo com a inclusdo de Lactobacillus probi6ticos (HARLOW et al.,
2017). A suplementagdo com um alimento volumoso para equinos mantidos a pasto nos
periodos de baixa oferta de forragem nas pastagens alterou a estrutura da comunidade
bacteriana fecal dos animais (SALEM et al., 2018). Apesar da dieta completa extrusada ser
composta por diferentes alimentados a fim de atender as exigéncias nutricionais da categoria
animal para que se destina, os ingredientes passam pelo processo de moagem e, em seguida,
sdo submetidos a altas temperaturas, umidade e pressdo formando um unico produto (HILL,
2007; NRC, 2007). Desse modo, como foram avaliadas duas dietas exclusivas, € possivel que
a adicdo de outros alimentos possa causar efeitos associativos.

Periodos de jejum prolongados afetam o pH intestinal dos equinos, consequentemente,
afetam a atividade metabolica da microbiota em todo o trato gastrointestinal (CLARKE et al.,
1990). Alem disso, foi observado que equinos alimentados com feno apresentaram maior
estabilidade nas mudangas pés-prandiais da microbiota cecal (KRISTOFFERSEN et al., 2016).
No presente estudo, as dietas foram fornecidas em esquemas de alimentacao diferente, enquanto
o feno de Coastcross foi disponibilizado ad libitum, a dieta completa extrusada foi fornecida
fracionada em trés refeicdes ao dia. Dessa forma, 0 manejo alimentar deve ser considerado
durante as mudancas de dieta. Por exemplo, dietas a base de feno e suplementadas com amido
ou 6leo ndo afetaram a estrutura da comunidade bacteriana fecal de equinos quando foram
oferecidas em um mesmo esquema de alimentagdo (DOUGAL et al., 2014).

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo melhoraram a compreensdo da
composi¢do microbiana de amostras biolégicas complexas, como de microbiomas intestinais,
por acessar 0s genes de microrganismos ainda ndo cultivados ou de dificil cultivo (COSTA e
WEESE, 2018; KAUTER et al., 2019). Apesar do grande nimero de informag6es geradas pelo
seguenciamento, muitos microrganismos ainda sédo poucos conhecidos, assim como seu papel
na saude e na doenca dos equinos. Bactérias ndo classificadas a nivel de filo foram mais
abundantes em equinos alimentados com feno de Coastcross (Grupo A) quando comparados
aos equinos alimentados com a dieta completa extrusada (Grupo B). Além disso, foi observado
por meio da ISA que algumas OTUs ndo classificadas foram responsivas as mudangas abruptas
de dietas em todas as comparagdes realizadas. Isso sugere que existem condic¢des ainda pouco
exploradas, como € o caso do microbioma de equinos mantidos a pasto composto por gramineas
tropicais C4. Dessa forma, é importante ressaltar que o desenvolvimento de meios de cultura
capazes recuperar novos microrganismos, bem como o isolamento e caracterizacdo, ainda é
procedimento essencial para o entender o seu papel ecolégico no microbioma.

Os dados resultantes de abundancia de genes podem oferecer informagfes funcionais
importantes sem a necessidade de realizacdo de avaliagbes metagendmicas por shotgun
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(CHONG et al., 2020). Como microbioma intestinal possui um grande potencial metabdlico,
foi realizada a predicédo funcional com o PICRUSt para auxiliar a visualizacdo do efeito da dieta
inicial e do tempo apds a mudanca durante um evento de mudanca abrupta de dieta. Equinos
alimentados com dieta volumosa possuem comunidade bacteriana mais diversa, sugerindo
maior resiliéncia nos ecossistemas microbianos do intestino grosso (HANSEN et al., 2015). De
fato, essa resposta a diferentes substratos foi observada na analise do metagenoma funcional
dos equinos do grupo A enquanto ndo foi observada no grupo B. Pela NMDS foi possivel
visualizar a sobreposi¢cdo do metagenoma funcional do grupo A no tempo 0 e 24 horas apés a
troca e a sobreposicdo entre 0os metagenomas funcionais do grupo A ap6s 96 horas com os do
grupo B ap0s 24 e 96 horas. Ressalta-se que a adaptacdo funcional pode demorar mais tempo
do que foi avaliado no presente estudo (SALEM et al., 2018), assim, estudos metagendmicos
poderiam auxiliar na estratégia de mudanca de dietas de forma segura.

5 CONCLUSAO

A composicao da dieta influencia na resposta do microbioma fecal equino as mudancas
abruptas de dieta. A disbiose do intestino grosso equino ocorre de forma rapida e é detectavel
nas fezes 24 horas apds a mudanca da dieta exclusiva de feno de Coastcross para dieta completa
extrusada. Entretanto, € necessario tempo superior a 96 horas para a recuperar a riqueza de
espécies do microbioma fecal quando ocorre mudanca da dieta completa extrusada para uma
dieta exclusiva com feno de Coastcross, 0 que destaca a importancia da desadaptacdo ao
consumo do alimento concentrado para garantir a saude e bem-estar dos equinos.
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CAPITULO IV

DESMAME DE POTROS SUPLEMENTADOS COM PREBIOTICO,
PROBIOTICO E SIMBIOTICOS: EFEITOS NO MICROBIOMA FECAL
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RESUMO

O desmame pode ser considerado 0 evento mais estressante da vida dos equinos. Objetivou-se
avaliar mudancas do microbioma fecal de potros suplementados com prebiotico, probiotico e
simbidtico no periodo de desmame. Oito potros lactentes com 159 dias de idade foram
utilizados. Os potros e suas maes foram divididos em dois grupos mantidos separados e
alimentados em sistema creep-feeding com concentrado farelado a 1,2% do peso vivo e feno
Coastcross ad libitum. Apos o periodo de adaptacdo de 15 dias, um grupo foi suplementado
com o prebidtico inulina de chicéria (dose de 0,07 g / kg de PV / potro / dia) por seis dias antes
do desmame e mais sete dias ap6s o desmame, misturando diretamente no concentrado. Os
potros foram desmamados abruptamente. Sete dias ap6s o0 desmame, 0 grupo controle recebeu
suplementacdo com probidtico Sacchoromyces cereviseae Sc 47 (0,19 g / kg de PV/ potro / dia,
1,0 x 10%° UFC / g) e o grupo suplementado passou a consumir simbi6tico (S. cereviseae SC
47 + inulina de chicdria) por mais 14 dias. Amostras fecais foram coletadas para analise de pH
e microbioma por meio do sequenciamento de amplicon do gene 16S rRNA. Os aditivos e 0
periodo em relacdo ao desmame nao influenciaram os indices de alfa diversidade de espécies.
Contudo, as amostras formaram dois clusters principais definidos pelo desmame. A
suplementacdo com prebiotico estimulou o aumento da classe Bacilli nas fezes dos potros
lactentes. O pH fecal dos potros suplementados com inulina foi superior ao grupo controle. A
suplementacdo com probidtico e simbidtico aumentou as classes Erysipelotrichia e
Saccharimonadia, respectivamente, apds trés dias de consumo, entretanto, o efeito nédo foi
observado apés 14 dias. Houve diferenca dos microbiomas fecais entre os sexos dos potros.
Portanto, a suplementacdo com prebiotico inulina possui potencial de diminuir o impacto do
desmame sobre o microbioma fecal de potros. A suplementacdo com probidtico S. cerevisiae
Sc 47 e simbidtico inulina + S. cerevisiae Sc 47 tem efeitos diferentes no microbioma fecal de
potros desmamados. O sexo dos potros deve ser considerado em estudos do microbioma fecal.

Palavras-chave: inulina, microbiota, Saccharomyces cerevisiae, simbidtico
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ABSTRACT

Weaning can be considered the most stressful event in horses’ life. The aim of this study was
to evaluate changes in the fecal microbiome of supplemented foals with prebiotic, probiotic and
symbiotic along the weaning period. Eight suckling foals aged 159 days were used. The foals
and their mares were split into two groups kept separate and supplemented in a creep-feeding
system facility with concentrate at 1.2% of body weight (BW) and Coastcross hay ad libitum.
After adaptation period of the 15-days, one group was supplemented with the chicory inulin as
prebiotic (0.07 g / kg BW / foal / day) for six days before weaning, and seven more days after
weaning by mixing directly in the concentrate. Following, foals were weaned abruptly. Seven
days after weaning, the control group started supplementing with probiotic Sacchoromyces
Cereviseae Sc 47 (0.19 g / kg BW / foal / day, 1.0 x 10'° CFU / g) and the supplemented group
started with symbiotic administration (S. Cereviseae SC 47 + chicory inulin) for 14 days longer.
Fecal samples were collected for pH and microbiome analysis by using the 16S rRNA gene
amplicon sequencing. The additive administration and the period in relation to weaning did not
influence the alpha diversity indexes. However, the samples were clustered into two main
groups defined by weaning. The prebiotic supplementation increased Bacilli class in the feces
of suckling foals. The fecal pH of foals supplemented with inulin was higher than the control
group. Along three days, probiotic and symbiotic supplementation increased the classes
Erysipelotrichia and Saccharimonadia, respectively, however, the effect was not observed after
14 days. There was a fecal microbiome difference due to foal’s sex. The inulin prebiotic
supplementation has the potential to decrease the impact of weaning on fecal microbiome of
foals, whereas probiotic S. cerevisiae Sc 47 supplementation followed by symbiotic inulin + S.
cerevisiae Sc 47 administration has different effects on the fecal microbiome of weaned foals.
The sex should be considered for coming studies of the foal’s fecal microbiome.

Keywords: inulin, microbiota, Saccharomyces cerevisiae, simbiotic
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1 INTRODUCAO

O desmame de equinos ocorre geralmente entre o quarto e 0 sexto més de vida e é
descrito como um dos eventos mais estressantes da vida da espécie, por envolver respostas
afetivas, fisioldgicas, nutricionais e cognitivo-comportamentais na tentativa de recuperar a
homeostase corporal (WARAN et al., 2008; ERBER et al., 2012). A mudanca alimentar que
ocorre no desmame pode alterar o equilibrio do microbioma intestinal afetando a satde dos
equinos (MACH et al., 2017). Ap6s o desmame, as exigéncias nutricionais do potro serdo
supridas exclusivamente por alimentos sélidos. Desse modo, a introducdo gradual de alimentos
de formas fisicas distintas da liquida podem auxiliar na estabilizacdo do microbioma com
efeitos positivos sobre a degradacdo da fibra (COVERDALE, 2016; FAUBLADIER et al.,
2017). Contudo, informacdes cientificas que confirmem os impactos da suplementagdo com
aditivos associada a alimentacdo sélida sobre os pardmetros zootécnicos, tais como:
digestibilidade, crescimento, lactacdo ou desempenho sdo limitadas (COVERDALE, 2016).
Apesar da existéncia de resultados conflitantes na literatura, o uso de aditivos zootécnicos
equilibradores da microbiota podem ser uma alternativa no auxilio da homeostase da populagéo
microbiana (JOHN et al., 2015; SCHOSTER et al., 2016; COVERDALE, 2016).

Os prebidticos sdo ingredientes de fermentacdo seletiva, com potencial de modificar a
microbiota gastrointestinal e proporcionar efeitos sobre a salde e bem-estar do hospedeiro
(COVERDALE, 2016), enquanto os probioticos sdo microrganismos vivos administrados em
doses especificas que conferem beneficio a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Os
beneficios atribuidos ao uso de probioticos incluem: a ativagdo e modulacdo do sistema
imunolégico, aumento da funcdo de barreira protetora da mucosa intestinal, exclusdo
competitiva de patdgenos e, consequente, reducdo do risco de infec¢do devido a producéo de
substancias antimicrobianas, incluindo &cidos lactico e acético (SCHOSTER et al., 2014). Em
potros, 0 uso de probidticos foi estudado principalmente com o intuito de prevenir e tratar
diarreia (JOHN et al., 2015; SCHOSTER et al., 2015; 2016). Os géneros mais estudados
incluem Bifidobacterium, Lactobacillus e Saccharomyces (SCHOSTER et al., 2014).

Apesar do aumento do numero de pesquisas sobre a influéncia da dieta sobre o
microbioma do trato gastrointestinal de equinos, h& pouco conhecimento sobre a modificacdo
do microbioma de potros no desmame. Desse modo, objetivou-se descrever mudancas do
microbioma fecal de potros suplementados com prebidtico, probidtico e simbidtico no periodo
de desmame.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de Equideocultura da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, localizado em Seropédica, Rio de Janeiro. A manipulacéo das amostras fecais
e extracdo de DNA foram realizadas no Laboratorio de Genética Molecular de Microrganismos
do Instituto de Veterinaria. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais do Instituto de Zootecnia da UFRRJ sob nimero de protocolo
23083.001560/2018-41.

2.1 Animais

Foram utilizados oito potros saudaveis da raca Mangalarga Machador, com idade 159 +
9 dias e peso vivo médio de 151 + 21 kg. Antes do inicio do experimento, 0s potros foram
submetidos ao controle de parasitas com ivermectina (EQVALAN, Boehringer Ingelheim,
Alemanha). Exames clinicos e hematoldgicos foram realizados com vista a higidez. Nenhum
antimicrobiano foi administrado durante do periodo experimental.
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2.2 Conducéo do Experimento

Os potros foram separados por pares de peso em dois grupos de quatro animais. Cada
grupo foi mantido em um piquete separado juntamente com suas mées com livre acesso a gua,
onde foram alimentados com feno Coastcross ad libitum e concentrado farelado a 1,2% do peso
vivo, quantidade ajustada para atender as exigéncias nutricionais de potros em crescimento
(NRC, 2007). O concentrado farelado foi fornecido aos potros individualmente em sistema de
creep-feeding duas vezes ao dia. Os potros passaram por um periodo de adaptacdo ao sistema
de alimentacéo de 15 dias.

O experimento foi dividido em dois periodos:

Periodo I: Avaliou-se o efeito da suplementacdo com prebiotico inulina de chicoria
(Oraft|®S|PX BENEO Orafti, Bélgica) sobre o microbioma fecal de potros lactentes e recém
desmamados. Um grupo controle recebeu como placebo a mesma quantidade de peso da
suplementacéo prebidtica em concentrado farelado. O segundo grupo foi suplementado com o
prebidtico por seis dias antes do desmame, e mais sete dias p6s desmame, totalizando 13 dias
de suplementacdo. Os potros foram submetidos a um método de desmame abrupto. No dia do
desmame, os potros foram retirados de suas mées, separados em duplas e mantidos em baias de
alvenaria para o fornecimento do concentrado matinal.

_Periodo 1I: Avaliaram-se os efeitos da suplementacdo com probiotico e simbidtico sobre o
microbioma fecal de potros desmamados. O grupo controle do periodo | passou a ser
suplementado com probidtico Sacchoromyces cereviseae (ACTISAF Sc47 HR Plus, Lesaffre,
Franca) sete dias apds o desmame e o grupo suplementado do periodo | passou a consumir
simbidtico (S. cereviseae Sc 47 + inulina de chicédria). O periodo 1l teve duracéo de 14 dias.

O prebidtico inulina foi administrado na dose de 0,07 g / kg de PV / potro / dia (DIAS
et al., 2017). O probidtico (garantia de concentragdo minima de 1,0 x 10 UFC / g) foi
administrado na dose 0,19 g / kg de PV / potro / dia (JULLIAND et al., 2018). Os aditivos
foram fornecidos junto com o concentrado farelado na primeira refeicdo do dia. Os animais
foram pesados semanalmente e as doses ajustadas de acordo com o peso corporal.

As amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal utilizando luvas de uso
unico, entre as 09:00 e 11:00 horas. Imediatamente apds a coleta, o pH fecal foi mensurado e
as amostras foram acondicionadas separadamente em tubos plasticos devidamente
identificados, minizando a exposi¢édo ao O2. No laboratorio, 20 g de cada amostra foi congelada
a-20 °C até a extracdo de DNA. Ao longo dos dois periodos foram realizadas 6 coletas de cada
animal (Figura 1).

2.4 Analises de Bioinformatica

Os dados brutos do sequenciamento dos amplicons das regides V3-V4 do gene 16S
rRNA foram processados por meio do software R versdo 3.6 (R Development Core Team —
2016). As sequéncias foram processadas seguindo a pipeline DADA2 (CALAHAM et al.,
2017). Apds a formacdo de contigs, as sequéncias quiméricas foram excluidas. Sequéncias
menores de 400 e maiores de 430 pb e aquelas ndo pertencentes ao dominio Bacteria foram
removidas do banco de dados. Posteriormente, foram classificadas utilizando o banco de dados
SILVA SSU r123 e agrupadas em amplicon sequence variant (AVS) (Projeto Silva:
https://www.arb-silva.de/projects/ssu-ref-nr/). Finalmente, o banco de dados foi submetido a
uma rarefagdo com base na amostra com menor numero de sequéncia

As sequéncias resultantes foram utilizadas para calculo dos indices de alfa diversidade
e analises exploratdrias multivariadas.
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Periodo de adaptacio Coleta de fezes l

Dias 15
8 potros Feno de Coastcross + Concentrado Farelado
Inicio
Periodo I
Dias 15 21 23 28
‘ Grupo CONTROLE Controle Controle Controle
‘ Grupo PREBIOTICO 6 d Prebidtico - Inulina 8 d Inulina 13 d Inulina
v | L v
Inicio dos Desmame 2 d pés 7 d pos
Tratamentos desmame desmame
Periodo IT »
Dias 28 31
‘ Grupo PROBIOTICO 3 d Probidtico Sc47 14 d Probidtico Sc47
‘ Grupo SIMBIOTICO 3 d Simbidtico Sc47 + Inulina 14 d Simbidtico Sc47 + Inulina
' v v
7 d pos desmame 10 d pés desmame 21 d pés desmame

Figura 1. Esquema do periodo experimental e coleta de fezes dos potros para analise de microbioma.

2.3 Extracdo do DNA total, preparo de biblioteca e sequenciamento do gene 16S rRNA

O DNA total foi extraido a partir de 200 mg de fezes congeladas utilizando o kit
QlAamp® Fast DNA Stool Mini (QIAGEN Ltd, Reino Unido), seguindo as instrucdes do
fabricante. A regido variavel V3-V4 do gene 16S rRNA foi amplificado com os primers
Bakt_341F: CCTACGGGNGGCWGCAG; Bakt_805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC e
os amplicons sequenciados com uma plataforma MiSeq sistema 300 pb paired-end (Illumina,
EUA). O preparo de biblioteca e o sequenciamento dos amplicons foram realizados por
Macrogen (http://www.macrogen.com, Seul, Coréia do Sul).

2.5 Anélises Estatisticas

Os resultados dos indices de diversidade foram submetidos aos testes ndo paramétricos
de Kruskal-Wallis de soma e classificagdo de Wilcoxon (Mann-Whitney) (o = 0,05).

As amostras foram agrupadas de acordo com o grau de similaridade pelo indice de
correlagdo de Spearman utilizando a abundancia relativa das 13 principais classes e 0 grupo
Others, que representa a soma de todas as classes menos abundantes.

A abundancia diferencial da ASV entre grupos especificos de amostras foi testada
usando a analise permutacional ANOVA (PERMANOVA) e foram consideradas ASVs com
variacdes significativas quando o p<0,01 e apenas essas foram apresentadas graficamente.

2.5 NUumero de acesso das sequéncias de nucleotideos

Os dados gerados foram depositados no NCBI Sequence Read Archive (SRA) e estdo
disponiveis sob 0 numero de acesso do bioprojeto PRINA695245.
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3 RESULTADOS

3.1 Métricas do Sequenciamento

As 48 amostras coletadas originaram 3.137.701 pares de sequéncias. Apds o0
alinhamento e aplicagdo de filtros de qualidade, restaram 1.344.396 sequencias Unicas ndo
quiméricas com fragmentos variando entre 400 a 433 pb (42,85% do valor inicial). Apés a
atribuicdo da taxonomia, as sequencias foram distribuidas em 9.812 ASV nas 48 amostras e as
sequencias ndo pertencentes ao dominio Bacteria foram excluidas, resultando em 1.232.673
sequencias (25.681 sequencias médias/amostra). A rarefacdo foi realizada utilizando apenas as
sequencias pertencentes ao dominio Bacteria com base na amostra com menor nimero de
sequencias, resultando em 930.432 ASVs, 19.384 por amostra.

3.2 Composicao Taxonomica e Diversidade das Comunidades Bacterianas

Ao final do processo de rarefacdo observou-se que as ASVs pertenciam a 19 filos, 31
classes, 45 ordens, 73 familias e 172 géneros distintos. Além disso, varios outros ASVs nao
foram classificados. Os filos observados foram Actinobacteria, Bacteroidetes, Chamydiae,
Choroflexi, Cyanobacteria, Elusimicrobia, Epsilonbacteraeota, Fibrobacteres, Firmicutes,
Fusobacteria,  Kiritimatiellaeota, = Lentisphaerae, = Patescibacteria, = Planctomycetes,
Proteobacteria, Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes e Verrucomicrobia (Tabela 1).

As classes mais abundantes foram Clostridia, Bacteroidia, Kiritimatiellae,
Verrucomicrobiae, Bacilli, Saccharimonadia, Spirochaetia, Erysipelotrichia e Synergistia
(Tabela 2).
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Tabela 1. Abundéancia relativa dos 13 principais filos bacterianos observados nas fezes de potros suplementados com prebidtico inulina (FOS),
probidtico Sacchoromyces Cereviseae Sc47 (Sc47) e simbidtico (FOS + Sc47) reagrupadas com base no periodo em relacdo ao desmame

Periodo Pré Desmame 2d po6s desmame 7d po6s desmame 10d p6s desmame 21d pds desmame
Tratamento Inicio Controle 6d FOS Controle 8d FOS Controle 13d FOS 3d Sc47  3d FOS + Sca7 14d Sc47  14d FOS + Sc47
Firmicutes 46,04 44,15 44,92 32,28 45,17 45,73 45,97 43,14 37,89 43,67 47,59
Bacteroidetes 33,07 29,31 37,53 40,69 30,27 26,60 29,73 34,31 20,43 30,18 23,28
Kiritimatiellaeota 9,42 10,06 8,86 11,81 11,14 18,50 18,37 14,75 29,84 14,26 16,12
Verrucomicrobia 3,91 11,61 3,35 7,72 7,16 2,68 0,99 1,65 2,71 6,87 7,44
Patescibacteria 0,78 0,57 1,44 0,73 1,38 1,21 0,98 1,83 4,88 1,06 1,04
Spirochaetes 2,99 1,13 0,95 2,98 1,21 1,24 1,12 0,84 1,53 0,76 1,11
Synergistetes 0,59 0,55 0,61 0,74 0,98 1,62 0,67 1,10 0,28 0,51 0,53
Fibrobacteres 0,50 0,52 0,60 0,29 0,84 0,55 0,23 0,41 0,12 0,36 0,36
Proteobacteria 0,77 0,39 0,12 0,58 0,22 0,12 0,17 0,07 0,06 0,13 0,50
Tenericutes 0,16 0,18 0,34 0,07 0,11 0,10 0,21 0,10 0,51 0,26 0,37
Cyanobacteria 0,19 0,12 0,14 0,36 0,09 0,21 0,16 0,14 0,17 0,09 0,45
Actinobacteria 0,26 0,13 0,07 0,31 0,01 0,15 0,39 0,19 0,25 0,07 0,04
Planctomyceters 0,17 0,22 0,07 0,06 0,06 0,17 0,11 0,14 0,14 0,16 0,10
Others 1,15 1,07 1,01 1,38 1,34 1,15 0,92 1,32 1,18 1,63 1,06
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Tabela 2. Abundancia relativa das 9 principais classes bacterianas observadas nas fezes de potros suplementados com prebiotico inulina (FOS),
probidtico Sacchoromyces Cereviseae Sc47 (Sc47) e simbidtico (FOS + Sc47) reagrupadas com base no periodo em relacdo ao desmame

Periodo Pré Desmame 2d po6s desmame 7d po6s desmame 10d p6s desmame 21d pds desmame
Tratamento Inicio Controle 6d FOS Controle 8d FOS Controle 13d FOS 3d Sc47  3d FOS + Sca7 14d Sc47  14d FOS + Sc47
Clostridia 42,30 42,30 35,50 29,80 28,20 44,50 41,70 36,00 36,70 42,90 46,70
Bacteroidia 33,10 29,40 37,60 40,70 30,10 26,70 29,90 34,20 20,30 30,20 23,40
Kiritimatiellae 9,40 10,10 8,80 11,80 11,20 18,30 18,30 14,60 29,90 14,20 16,10
Verrucomicrobiae 3,90 11,60 3,30 7,80 7,10 2,80 1,00 1,60 2,80 6,90 7,50
Bacilli 1,10 0,30 7,70 0,70 16,10 0,10 0,20 0,40 0,10 0,20 0,00
Saccharimonadia 0,70 0,50 1,40 0,70 1,40 1,20 1,00 1,80 4,90 1,10 1,00
Spirochaetia 2,80 1,10 1,00 2,50 1,20 1,20 1,10 0,90 1,60 0,80 1,10
Erysipelotrichia 0,60 0,20 0,40 0,70 0,20 0,40 1,50 6,60 0,40 0,30 0,30
Synergistia 0,60 0,60 0,60 0,70 1,00 1,60 0,70 1,10 0,30 0,50 0,50
Others 5,60 3,80 3,90 4,70 3,30 3,20 4,70 2,80 3,10 3,00 3,30
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De acordo com o grau de similaridade calculado pela matriz de distancia (Figura 2), as
amostras reagrupadas pelo periodo em relacdo ao desmame e tempo de suplementacédo com o
prebiotico, probidtico e simbidtico formaram dois clusters principais. O primeiro cluster foi
formado pelas amostras coletadas dos dois grupos de potros no inicio do experimento, no dia
do desmame e dois dias apds os desmame. Dentro do primeiro cluster, as amostras coletadas
do grupo controle foram mais similares as coletadas no inicio do experimento, enquanto as
amostras do grupo suplementado prebidtico foram similares pela abundancia expressiva da
classe Bacilli. Dentro do segundo cluster, ndao foi observado um padrdo quanto ao periodo em
relacdo ao desmame e o0 tempo de suplementacédo, contudo, observou-se aumento da abundancia
relativa da classe Kiritimatiellae e reducdo da abundancia relativa da classe Verrucomicrobiae.
Além disso, observou-se aumento da abundancia relativa das classes Erysipelotrichia e
Saccharimonadia nas fezes dos potros suplementados com probidtico e simbidtico,
respectivamente, apds 3 dias de suplementacéo.

14d_simbibtico +21d_pos-desmame (3)

3d_simbiético + 10d_pos-desmame (5)
Classes:

Mollicutes

. Gammaprotecbacteria

. Fibrobacteria
. Negativicutes
. Synergistia
. Erysipelotrichia
. Spirochaetia

. Saccharimonadia

. Others

— 13d_prebiotico + 7d_pos-desmame (1)

== 3d_probidtico + 10d_pos-desmame (4)

= 14d_probidtico + 21d_pos-desmame (2)

e controle + 7d_pos-desmame (9)

e controle + 2d_pos-desmame (8)

B s
| o controle + desmame (10) . Verrucomicrebiae
I «irimatietiae
] = inicio + pré-desmame (11) . Bacteroidia

6d_prebidtico + desmame (6)
[ 8d_prebibtico + 2d_pos-desmame (7)
S S

=]
Distance

0.00+
0.254
50+
0.75+
1.00

Propg’rtions
Figura 2. Histograma geral da abundéancia relativa das 13 principais classes bacterianas observadas nas fezes de
potros suplementados com prebidtico inulina (FOS), probidtico Sacchoromyces Cereviseae Sc47 (Sc47) e
simbiédtico (FOS + Sc47) coletadas em diferentes periodos em relagdo ao desmame agrupadas de acordo com o
grau de similaridade. O Dendrograma foi pelo método UPGMA com base na matriz de Bray-Curtis calculada com
base nos dados de abundéancia.

N&o houve diferenca significativa entre os indices de Chao, Shannon e Simpson dos
grupos (p<0,05), seja por sexo, periodo do desmame (Figura 3), tempo de suplementacdo
(Figura 4) ou a interacdo entre ambos.
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Figura 3. Dispersoes dos indices de diversidade bacteriana observados nas fezes de potros suplementados com
prebiotico inulina (FOS), probidtico Sacchoromyces Cereviseae Sc47 (Sc47) e simbiotico (FOS + Sc47) agrupadas
de acordo com o periodo em relagdo ao desmame.
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Figura 4. DispersGes dos indices de diversidade bacteriana observados nas fezes de potros suplementados com
prebiotico inulina (FOS), probidtico Sacchoromyces Cereviseae Sc47 (Sc47) e simbiotico (FOS + Sc47) agrupadas
de acordo com o tempo de suplementac&o.
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3.3 Analise Multivariada dos Microbiomas Bacterianos das Fezes de Potros

O Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (NMDS) nédo destacou separacéo em
funcdo do tempo de suplementacéo com prebiotico, probidtico ou simbidtico ou do periodo em
relacdo ao desmame. Houve maior tendéncia de diferenciacdo entre microbiomas bacterianos
das comunidades de potros machos e fémeas quando considerada apenas a matriz de presenca
e auséncia (Figura 5). O microbioma bacteriano fecal de potras apresentaram abundancia
diferencial significativa de AVS classificadas como Verrucomicrobiales, Bacteroidales,
Clostridiales e Lactobacillales. Enquanto o microbioma bacteriano fecal de potros apresentaram
abundancia diferencial de AVS classificadas como Clostridiales e Bacteroidales (Figura 6).

Type: NMDS (UniFrac distance); Stress: 0.176
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Figura 5. Escalonamento Multimensional Nao Métrico (NMDS) de microbiomas bacterianos das fezes de potros
do sexo masculino e feminino quando considerada a matriz de presenca e auséncia de ASVs.
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Figura 6. Abundéancia diferencial de ASVs do microbioma bacteriano fecal entre potros machos e fémeas testados
utilizando a andlise permutacional ANOVA (PERMANOVA). Apenas ASVs com variagdes significativas
(p<0,01) foram demonstradas (A). Familias que predominam dentro de cada ordem (B).
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3.4 Analise de pH Fecal e Correlagdo com Téxons Bacterianos

N&o houve efeito de interacdo entre a suplementacdo aditivos e o tempo de
suplementacdo. Houve efeito simples da suplementagdo (p=0,0304), onde o0 grupo
suplementado com prebiotico e posteriormente com simbidtico, nos periodos experimentais | e
I, respectivamente, apresentou pH fecal superior comparado ao grupo controle que
posteriormente foi suplementado apenas com probidtico (Figura 7). Além disso, houve efeito
do periodo em relagéo ao desmame (p=0,0080), onde o pH fecal das amostras coletadas 10 dias
apos o desmame foi inferior ao observado nas amostras coletadas 2 dias apds o desmame.

O pH fecal dos potros foi utilizado na andlise de correlagdo com os principais tdxons
bacterianos a nivel de familia (Figura 8). O pH foi correlacionado positivamente com as
familias Lactobacillaceae (p<0,001), Fibrobacteraceae (p<0,01), Streptococcaceae (p<0,001) e
Campylobacteraceae (p<0,05), e negativamente com as familias Clostridiaceae (p<0,05) e
Defluviitaleaceae (p<0,01).

-]

-}

6.7
6.6
6.5
6.4+
6.3

6.2- /

6.1

pH

6.0

5.9

pre
Td pos

1d pos

10d pos

o
4

Figura 7. pH das fezes de potros do grupo controle e suplementos com probidtico probiético Sacchoromyces
Cereviseae Sc47 (Sc47) a partir do dia 7 apés o desmame (linha preta) comparado as fezes de potros suplementados
com prebidtico inulina (FOS) até o dia 7 ap6s o desmame e simbidtico (FOS + Sc47) do dia 7 ao 21 p6s desmame
(linha vermelha)
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Anaerolineaceae -
vadinBESY -
Chlamydiaceas -
Tannerellaceae -
Burkholderiaceas -

Figura 8. Correlagdes dos 50 principais taxons bacterianos atribuidos a familias com a idade e pH fecal de potros.
Foi utilizado o coeficiente de correlacBes de Spearman, onde os valores de p foram calculados usando o algoritmo
AS 89 e 0 p-value exato computado por Spearman's p, caso contrario, através da aproximagao t assintética. Codigos
de significancia (p): “**** 0,001, “**> 0,01, ¢ “** 0,05.

4 DISCUSSAO

A microbiota intestinal possui papel fundamental na utilizacéo de fibras como fonte de
energia (COSTA e WEESE, 2018). Apesar dos equinos serem herbivoros, poucos estudos
foram realizados para esclarecer a colonizacgdo do trato gastrointestinal de potros e os fatores
que influenciam a colonizagdo e, posteriormente, na estabilidade e funcionalidade do
microbioma (BORDIN et al., 2013; COSTA et al., 2016; LINDENBERG et al., 2019).
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Inicialmente, acreditava-se que a estabilizagcdo da microbiota intestinal de potros ocorresse entre
30 e 60 dias e que o desmame ndo alterava a comunidade bacteriana (EARING et al., 2012;
FAUBLADIER et al., 2014). Entretanto, mesmo com o aumento linear do tempo de pastejo
com a idade e a reducdo da atividade da succdo (CROWELL-DAVIS et al., 1985), estudos
baseados em sequenciamento de nova geragdo revelaram informagOes divergentes sobre o
efeito do desmame na microbiota intestinal de potros (COSTA et al., 2016; MACH et al., 2017;
LINDENBERG et al., 2019). As alteragdes observadas por Mach et al. (2017) foram atribuidas
ao estresse provocado pelo desmame e ndo a cessacdo do consumo de leite materno. N&o ha
informagdes do efeito da idade de desmame sobre o0 microbioma fecal de potros, mas sugere-se
que, quanto mais tardio o desmame, menor sera a contribui¢cdo do leite na dieta do potro
(DOREAU et al., 1990; SHARE et al., 2015). Mesmo que as mudancas sobre o microbioma
intestinal no desmame sejam sutis comparadas a todas aquelas ocorridas desde o nascimento,
elas devem ser consideradas, pois podem diminuir a dominancia de bactérias benéficas,
expondo os animais a bactérias comensais oportunistas e diminuir a atividade fermentativa
(MACH et al., 2017). Observou-se que a suplementacdo com o prebidtico inulina teve efeito
diferente nos potros entre os periodos pré e pds desmame. Em animais lactentes, a
suplementacéo estimulou o aumento da classe Bacilli nas fezes, que se manteve até 2 dias ap0s
0 desmame. Entretanto, 0 aumento ndo foi observado nas fezes do grupo suplementado 7 dias
apos o desmame. Portanto, sugere-se que o leite possui papel fundamental na modulagédo do
microbioma, mesmo se consumido em pouca quantidade. Além disso, a associacdo com a
inulina prolongou a permanéncia de populacGes benéficas durante a fase mais aguda do estresse.
Desse modo, a suplementacdo com inulina associada ao alimento para os potros lactentes torna-
se uma estratégia preventiva contra a dishiose que pode ser causada pelo estresse.

Ainulina de chicéria é fonte de FOS, polissacarideos compostos por unidades de frutose
ligadas entre si através de ligacbes PB(2,1), que séo hidrolisadas apenas por enzimas de
microrganismos especificos. De fato, os prebi6ticos comumente avaliados sdo aqueles que
estimulam o componente de bactérias do 4acido lactico da microbiota, Lactobacillus,
Bidibobacterium e Enterococcus (COVERDALE et al., 2016). Além disso, estudos anteriores
demonstraram que a suplementacdo com FOS resultaram em superior producdo de acidos
graxos de cadeia curta com concomitante aumento do pH fecal (BERG et al., 2005). O que
resulta no aumento da tolerdncia a mudancas abruptas de dieta (RESPONDEK et al., 2008).
Avaliando niveis taxonémicos mais baixos, observou-se que o aumento da classe Bacilli foi
devido ao aumento do género Lactobacillus, género conhecido pelo efeito na acidificacdo da
digesta em equinos (JULLIAND et al., 2018), entretanto, o pH fecal dos potros suplementados
com inulina foi superior ao dos potros ndo suplementados no periodo I.

Segundo Mach et al. (2017) trés dias apds o desmame ocorreu enriquecimento das vias
de digestdo e absorcdo de carboidratos. Desse modo, observou-se reducdo da abundancia da
classe Verrucomicrobiae e aumento da classe Kiritimatiellae ap6s o desmame. O filo
Verrucomicrobia € comum no trato gastrointestinal equino (COSTA e WEESE, 2018) e foi
descrito como dominante nas fezes de potros (COSTA et al., 2016). O género Akkermansia foi
0 mais abundante dentro do filo Verrucomicrobia. Este género esta associado a degradacao de
mucina e na producdo de vitaminas do complexo B envolvidas diretamente no metabolismo
energético (BELZER e DE VOS, 2012; KIRMIZ et al., 2020). O filo Kiritimatiellaeota possui
membros de metabolismo estritamente anaerébio e fermentativo que utilizam
preferencialmente o0s acUcares como substratos, mas também utilizam polissacarideos
sulfatados, incluindo a glicoproteina mucina (SPRING et al., 2016; EDWARDS et al., 2020).
E razoavel supor que ha competico entre esses filos pelo mesmo tipo de substrato e, que o
desmame, € 0 ponto critico de amadurecimento da microbiota intestinal.

Os tratamentos aplicados antes e apds o desmame nado influenciaram a diversidade de
espeécies e a estrutura da comunidade, assim ndo apresentaram padrdo de agrupamentos entre
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0s grupos de amostras testados. Segundo Costa et al. (2016), potros jovens com idade entre 121
a 180 dias ndo apresentavam uma espécie indicadora da idade no microbioma fecal, um
componente do microbioma comum entre os animais de abundéncia relativa representativa.
Assim, a variabilidade entre os individuos pode camuflar o efeito dos aditivos. Sete dias pos-
desmame, uma comunidade intestinal relativamente estavel foi estabelecida (MACH et al.,
2017). De fato, ndo foi observado alteracédo significativa do microbioma fecal dos potros para
semelhante momento. Entretanto, observou-se aumento da classe Erysipelotrichia e
Saccharimonadia apds trés dias de suplementacdo com o probidtico e simbidtico,
respectivamente. A classe Erysipelotrichia pertencente ao filo Firmicutes que sdo anaerdbios
facultativos, de baixo potencial fermentativo (KANNO et al., 2015). A classe Saccharimonadia
é pertencente ao filo Patescibacteria (reclassificacdo da divisdo TM7), possui Varias enzimas
para a degradacéo de carboidratos complexos como alfa-amilase, glucoamilase, trealase, beta-
glucosidase e endoglucanase, e aproveita os carboidratos simples por meio da fermentagéo
(LEMOS et al., 2019; FIZTGERALD et al., 2020). Apesar de haver um grupo de controle
paralelo mantido nas mesmas condigdes que permitiu a deteccdo do efeito da suplementacéo
do prebidtico no periodo I, ndo houve semelhante controle no periodo I, portanto, os potros
passaram a ser controle deles mesmos. Desse modo, outros fatores além do tratamento aplicado,
poderiam ter afetado o microbioma fecal dos potros (JULLIAND e GRIMM, 2016). Ainda
assim, a reducdo do pH fecal foi consistente nos dois grupos apds a inclusdo do probiotico
Sacchamoryces cerevisiae Sc47. Além disso, os efeitos da suplementacdo do simbidtico e
probidtico observados no microbioma fecal foram transitorios, pois o aumento das classes
Erysipelotrichia e Saccharimonadia ndo foi observado apés 14 dias de suplementacéo.

A maioria dos estudos com uso de aditivos zootécnicos para potros foram direcionados
a prevencao/ controle da diarreia nos primeiros dias de vida e, diferentes cepas probidticas
foram utilizadas sem éxito, tais como: Lactobacillus pentosus WE7 (WEESE e ROUSSEAU,
2005), Bacillus cereus var toyoi (JOHN et al.,, 2015), multicepas de Lactobacillus e
Bifidobacterias (SCHOSTER et al., 2016) ou de L. rhamnosus e Enterococcus faecium
(STROBEL et al., 2018). As doses utilizadas de prebidticos e probidticos, além das cepas
utilizadas nos estudos, muitas vezes sdo baseadas nas utilizadas em outras espécies
monogastricas (JOHN et al., 2015) e podem néo ser apropriadas para 0s equinos. A cepa e dose
de probidtico baseou-se em Julliand et al. (2018), que relataram acdo benéfica no ecossistema
microbiano géstrico de equinos desafiados com dietas ricas em amido.

A preparacao simbidtica bem-sucedida depende da selecdo de cepa capaz de colonizar
com sucesso 0 trato gastrointestinal equino com o prebiodtico adequado para complementar as
necessidades da cepa probidtica, desta forma, a associacdo entre os aditivos requer
consideracbes cuidadosas (WEESE, 2002). Poucos estudos investigaram o uso de uma
preparacdo simbiotica destinada ao consumo equino e o0s resultados sdo varidveis
(COVERDALE et al., 2013; GORDON et al., 2013; GRIMM et al., 2020). A preparacao de
Bacillus DFM (garantia de 1 x 10° UFC) e produtos de fermentacio de S. cerevisiae ndo
melhoraram a digestibilidade aparente da dieta (GORDON et al., 2013), enquanto a preparacao
de multicepas de Lactobacillus acidophilus, L. casei, Bifdobacterium bifidum e Enterococcus
faecium (garantia de 2,3 x 10® UFC) e produtos de fermentacdo de S. cerevisiae tendeu a
aumentar a digestibilidade da MS da dieta (COVERDALE et al., 2013). No microbioma, uma
preparacdo de Saccharomyces cerevisiae e microalgas Aurantiochytrium limacinum aumentou
a abundancia relativa da Familia XIII Clostridiales no ceco e nas fezes, e a abundancia de
Veillonellaceae, familia de bactérias utilizadoras de lactato, no célon e nas fezes de equinos
alimentados com uma dieta de feno e cevada (GRIMM et al., 2020). Desse modo, é 0 primeiro
relato de utilizacdo de uma preparacdo simbidtica para suplementacdo de potros, por isso, mais
estudos sdo necessarios para identificar a potencial acdo benéfica na satde e desempenho dos
potros.
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A transicdo dietética gradual do leite para a alimentacdo solida antes do desmame pode
modular as alteracdes do microbioma intestinal (FAUBLADIER et al., 2013; MACH et al.,
2017). Dessa forma, além dos aditivos zootécnicos, 0 uso do manejo alimentar por meio do
sistema de creep-feeding pode ter auxiliado na homeostase do microbioma intestinal durante o
periodo de desmame. O manejo permitiu o controle da introducdo do alimento sélido
concentrado na dieta dos potros e a utilizagdo dos aditivos sem a manipulacédo excessiva dos
animais. Os potros consomem forragem a partir do segundo dia de vida (FAUBLADIER et al.,
2013). Entretanto, o fornecimento de alimentos volumoso e concentrado suplementares a
pastagem ocorreu apenas no inicio do periodo experimental, quando 0s potros possuiam em
média 159 dias de vida, 21 dias antes do desmame. Em outros estudos, a suplementagéo ocorreu
a partir de 105 dias de vida (FAUBLADIER et al., 2013; 2014; 2017). O tempo de introdugéo
de alimentos solidos antes do desmame pode ter efeito sobre o microbioma intestinal de potros,
porém, novos estudos sdo necessarios para confirmacdo desta hipotese.

No desmame, 0s potros sdo frequentemente expostos a uma série de agentes estressores
além da mudanca dietética, como a separagdo de suas maes, rearranjo da hierarquia do grupo
social, novo ambiente, que em conjunto podem modificar a composicdo da microbiota
(WARAN et al., 2008; MACH et al., 2017). Acredita-se que 0 manejo adequado dos animais
minimizou os efeitos estressores, uma vez que 0S potros permaneceram no seu grupo social no
mesmo piquete ao qual j& estavam acostumados. Assim, as estratégias de manejo adotadas
podem ter tornado as mudancgas no microbioma menos evidentes. Portanto, sugere-se de forma
pratica a necessidade de rigor no manejo de desmame, a fim de reduzir os desafios que podem
desencadear alteracdes severas sobre 0 microbioma.

Apesar de ndo ser o objetivo principal do estudo, foram observadas diferencas no
microbioma fecal de potros machos e fémeas, onde o0 microbioma das fémeas apresentou maior
abundéncia de AVS classificadas como Verrucomicrobiales, Bacteroidales, Clostridriales e
Lactobacillales e o de machos de AVS classificadas como Clostridriales e Bacteroidales. O
primeiro estudo que investigou diferencas da populacdo microbioma fecal entre machos e
fémeas utilizou método de cultura e ndo observou diferengas entre os sexos (MSHELIA et al.,
2018). Entretanto, recentemente, um estudo utilizando sequenciamento de amplicons de 16S
rRNA demonstrou que a comunidade microbiana dominante era relacionada ao sexo do equino.
O microbioma de fémeas tinha maior diversidade de Shannon, enquanto o microbioma de
machos continha maiores quantidades de microrganismos relacionados a doengas (HU et al.,
2020). Aparentemente, as diferencas entre machos e fémeas sdo estabelecidas desde o inicio da
vida dos equinos, o que reforca a hipotese de que o sexo deve ser considerado como uma
variavel bioldgica em estudos futuros do microbioma.

5 CONCLUSAO

A suplementacdo com prebidtico inulina de chicéria possui potencial de diminuir o
impacto do desmame no microbioma fecal dos potros, por estimular populagdes benéficas nos
potros lactentes. Entretanto, ndo demonstrou efeito no periodo pds desmame.

A suplementacdo com probiotico Saccharomyces cerevisiae Sc47 e simbidtico inulina
+ S. cerevisiae Sc47 afetam de maneira diferente o0 microbioma fecal de potros desmamados.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para separar o efeito da suplementagédo probiotica
sobre o pH fecal dos potros.

Os microbiomas fecais de potros machos e fémeas sao distintos, portanto, o sexo deve
ser considerado em estudos futuros.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Compreender os fatores que afetam a estrutura da microbiota intestinal equina € crucial
para 0 desenvolvimento de estratégias em varios ambitos da producdo. O microbioma fecal
equino é dindmico e foi influenciado pela composi¢do da dieta, suplementacdo com aditivos,
além dos desafios provocados com a troca abrupta da dieta e pelo desmame.

Os dados apresentados tém potencial para ajudar a estabelecer o0 manejo correto de
adaptacdo e desadaptacdo a dietas a fim de evitar disbiose intestinal. Além disso, 0 uso do
sequenciamento de nova geracdo para analise de microbioma pode auxiliar nas pesquisas de
exigéncia de fibras para equinos, uma vez que a estabilidade da diversidade microbiana fecal
parece estar associada a presenca de volumoso e ndo ao aumento de carboidratos néo fibrosos
na dieta.

O microbioma fecal de potros machos e fémeas sé&o distintos, portanto, o sexo deve ser
considerado em estudos futuros. Entretanto, equinos em mantenca, da mesma raca € Sexo,
expostos a0 mesmo manejo e condigdes ambientais, pertencentes ao mesmo sistema de criagéo
e sob 0 mesmo regime alimentar, apresentam estruturas semelhantes de comunidade bacteriana
fecal.

Os aditivos zootécnicos testados apresentaram potencial de influenciar positivamente o
microbioma fecal de potros, desse modo, possuem potencial de utilizacdo na alimentacéo de
equinos. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer categorias alvo, tempo de
suplementacéo, doses, cepas e preparagdes simbioticas, assim como avaliar os efeitos a longo
prazo.
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ANEXOS
A — Numeros e links de acesso para sequéncias de nucleotideos

Numero de bioprojeto PRINA640129 para sequéncias referentes ao Capitulo 11 e IlI, e
bioprojeto PRINA695245 no site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra

B — Protoloco da Comissdo de Etica no Uso Animal referente aos Capitulos I, 11 e I11.
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