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RESUMO

O estabelecimento do microbioma intestinal comega no nascimento e tende a se tornar
estavel a medida que o animal atinge a maturidade, uma vez que a maioria dos fatores
que induzem essas mudangas ja ocorreram. A fase de crescimento é uma janela
critica para a estabelecimento da microbiota comensal, visto que é o periodo mais
sensivel a potenciais desafios. Além disso, os filhotes apresentam necessidades
nutricionais e caldricas diferentes dos caes adultos. Essas diferengas na composicao
nutricional da dieta, associadas ao sistema gastrointestinal em desenvolvimento,
podem influenciar na eficiéncia da digestdo, estabelecimento da microbiota, e
producéo de metabdlitos fermentativos no intestino. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito da idade e do consumo alimentar nos coeficientes de digestibilidade aparente
(CDA) da dieta (in vivo e in vitro), microbioma e metabdlitos de fermentagao intestinal
e caracteristicas fecais ao longo do crescimento de caes. Para isso, foram realizados
os experimentos 1 e 2. Os cies foram alimentados com a mesma dieta seca extrusada
durante todo o estudo. No experimento 1 foram utilizados 8 caes da raca Beagle aos
2,5, 8,11 e 14 meses de idade. Houve reducao do CDA da matéria seca (MS), extrato
etéreo (EEA) e EM dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05). Houve aumento no CDA
da proteina bruta (PB) dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05). Os valores estimados
in vitro se aproximaram dos observados in vivo, exceto para matéria organica (MO). A
matéria seca fecal (MSf) e o escore fecal foram menores e a producao fecal foi maior
nos caes mais jovens, em relagcdo aos mais velhos (P<0,05). Houve aumento na
concentragao fecal de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e inddis e redugéo nos
acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05).
Os cades com 2 a 5 meses de idade apresentaram maior abundancia relativa fecal dos
géneros Streptococcus e Escherichia coli e menor abundéncia de Turicibacter e
Peptacetobacter (P<0,05). No experimento 2, foram utilizados 12 caes da raca Beagle
e avaliados dois grupos experimentais: caes adultos com o consumo (g/dia) de adulto
(CA =130 x peso®’®) e caes adultos com o consumo de filhote (CF = 210 x peso®7).
Houve reducédo do CDA da MS, MO, PB e EM em céaes CF quando comparado aos
caes CA (P<0,05). A MSf e o escore fecal foram maiores e a produgéao fecal foi menor
nos caes CA, em relacdo aos caes CF (P<0,05). Observou-se maior concentragao
fecal de amoénia, AGCR totais e putrescina nos cdes CF em comparagao aos caes CA
(P<0,05). Os caes do grupo CF apresentaram maior abundancia fecal de
Streptococcus e menor de Blautia, em relagdo ao grupo CA (P<0,05). Portanto, os
CDA da dieta, o microbioma e metabdlitos de fermentacao intestinal sdo alterados
tanto pela idade quanto pelo consumo alimentar, sugerindo que a microbiota se
estabiliza a partir dos 8 meses de idade. Esses resultados permitem estabelecer
estratégias de manejo nutricional para otimizar a digestibilidade e a funcionalidade
intestinal em caes ao longo de seu desenvolvimento.

Palavras-chave: consumo; filhotes; funcionalidade intestinal; idade.



ABSTRACT

The establishment of the gut microbiome begins at birth and gradually becomes stable
as the animal reaches maturity, since most of the factors that induce these changes
have already occurred. The growth phase is a critical period for establishing the
commensal microbiota, as it is the phase most susceptible to potential challenges. In
addition, puppies have different nutritional and caloric requirements to adult dogs.
These differences in the nutritional composition of the diet, combined with the
developing gastrointestinal tract, can influence the efficiency of digestion, the
establishment of the microbiota and the production of fermentative metabolites in the
intestine. The aim of the study was to evaluate the effect of age and food consumption
on the apparent digestibility coefficients (ADC) of the diet (in vivo and in vitro),
microbiome and intestinal fermentation metabolites and fecal characteristics
throughout the growth of dogs. For this purpose, experiments 1 and 2 were conducted.
The dogs were fed the same dry extruded diet throughout the study. In experiment 1,
8 Beagle dogs were used at 2, 5, 8, 11 and 14 months of age. There was a reduction
in the ADC of dry matter (DM), ether extract (EEA) and metabolizable energy (ME)
from 2 to 14 months of age (P<0.05). There was an increase in the ADC of crude
protein (CP) from 2 to 14 months of age (P<0.05). The values estimated in vitro were
similar to those observed in vivo, except for organic matter (OM). Fecal dry matter
(FDM) and fecal score were lower and fecal production was higher in younger dogs
compared to older ones (P<0.05). There was an increase in the fecal concentration of
short-chain fatty acids (SCFA) and indoles and a reduction in branched-chain fatty
acids (BCFA) from 2 to 14 months of age (P<0.05). Dogs aged between 2 and 5
months had a higher relative fecal abundance of the genera Streptococcus and
Escherichia coli and a lower abundance of Turicibacter and Peptacetobacter (P<0.05).
In experiment 2, 12 Beagle dogs were used and two experimental groups were
evaluated: adult dogs with adult consumption (g/day) (CA = 130 x weight®7%) and adult
dogs with puppy consumption (CF = 210 x weight®’®). There was a reduction in the
ADC of DM, OM, CP and ME in CF dogs when compared to CA dogs (P<0.05). FDM
and fecal score were higher and fecal production was lower in CA dogs compared to
CF dogs (P<0.05). There was a higher fecal concentration of ammonia, total BCFA
and putrescine in the CF dogs compared to the CA dogs (P<0.05). Dogs in the CF
group had a higher fecal abundance of Streptococcus and a lower abundance of
Blautia compared to the CA group (P<0.05). Therefore, dietary CDA, the microbiome
and intestinal fermentation metabolites are influenced by both age and food
consumption, suggesting that the microbiota stabilizes from 8 months of age. These
results provide evidence to establish nutritional management strategies to optimize
digestibility and intestinal functionality in dogs throughout their growth.

Keywords: age; consumption; intestinal functionality; puppies.
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CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducgao

Durante o periodo de crescimento dos cées, o microbioma gastrointestinal é
mais sensivel a potenciais perturbagdes, do que na idade adulta. Este periodo
também é uma janela critica para a colonizagdo e estabilizagdo da microbiota. O
microbioma intestinal contribui para o metabolismo do hospedeiro, protege contra
patdogenos e estimula o sistema imunoldgico, afetando a maioria das funcgdes
fisioloégicas do seu hospedeiro (Pilla et al., 2020). Desse modo, a correta formacgao e
manutengdo do microbioma intestinal durante essa fase sdo essenciais para o
crescimento saudavel e longevidade dos caes (Schwarzer et al., 2017).

Além do estabelecimento do microbioma intestinal e maturacdo do sistema
gastrointestinal (SGI), os filhotes apresentam necessidades nutricionais e caldricas
diferentes dos cées adultos (NRC, 2006). Essas diferengas na composigao nutricional
da dieta, associadas ao SGI em maturagao do filhote, podem influenciar na eficiéncia
da digestdo e na eubiose e produgdo de metabdlitos fermentativos no intestino
(Garrigues et al., 2022).

Desse modo, € importante conhecer as possiveis alteragdes na digestibilidade
da dieta ao longo do crescimento dos caes. Entretanto, devido aos caes filhotes serem
mais sensiveis ao isolamento do que caes adultos (Majecka et al., 2020), métodos de
digestibilidade in vitro da dieta tém sido desenvolvidos, sendo uma alternativa aos
métodos in vivo (Hervera et al., 2007). As condi¢des de incubagao in vitro das
amostras sdo ajustadas as caracteristicas da fisiologia digestiva canina, como
concentracdées de enzimas, temperatura, pH e tempos de incubagao para obter
resultados mais préximos aos in vivo.

Portanto, essa revisdo de literatura tem como objetivo compreender as
alteracdes na digestibilidade da dieta in vivo e in vitro, bem como no microbioma e nos

metabdlitos de fermentacéo intestinal em caes em crescimento.

1.1. Objetivos
1.1.1 Objetivos gerais
A revisao de literatura apresentada no Capitulo 1 tem como objetivo geral
compreender as alteragbes na digestibilidade da dieta, microbioma e metabdlitos de

fermentacao intestinal durante a fase de crescimento em caes. No Capitulo 2, o foco
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€ um estudo empirico que visa avaliar as alteragdes na digestibilidade da dieta, tanto
in vivo quanto in vitro, assim como no microbioma e nos metabdlitos de fermentagcao
intestinal em cédes em crescimento. Esse estudo especifico procura aplicar os
conceitos discutidos na revisédo de literatura para investigar essas mudancgas de forma

pratica e detalhada.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da idade e do consumo alimentar na digestibilidade, medida in
vivo e in vitro, ao longo do crescimento de caes. Além disso, investigar como esses
fatores influenciam as caracteristicas fecais, o microbioma e metabdlitos de

fermentacao intestinal de caes ao longo do seu crescimento.

2. Revisao de literatura

2.1 Particularidades nutricionais de caes em crescimento

O periodo neonatal em cées abrange em torno das trés primeiras semanas de
vida do animal, durante a qual eles sao totalmente dependentes dos cuidados e da
nutricado maternos (Case et al., 2011; Chastant-Maillard et al., 2016). Nos primeiros
dias de vida, os filhotes necessitam da ingestao do colostro, com o intuito de adquirir
os nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento. O colostro é rico em lipidios e
agucares, que fornecem a principal fonte de energia para os filhotes. No colostro, a
fragao proteica é constituida principalmente por caseina e imunoglobulinas, cujo papel
é fundamental para a transferéncia imune passiva (Chastant & Mila, 2019).
Posteriormente, ocorrem mudancgas no perfil nutricional associadas aos niveis de
proteinas, lipidios, minerais e acucares do leite materno. Essas mudancas estao
associadas a modulagdo do sistema imune e no desenvolvimento do microbioma
gastrointestinal (Kirk, 2001).

Por volta das quatro semanas de vida, é necessaria a adaptagado gradual do
filhote a nova rotina alimentar, com a introdu¢do de alimentos sodlidos a partir de
alimentos completos comerciais especificos para a faixa etaria (Case et al., 2011). As
demandas nutricionais diarias dos animais s&o atendidas através de proteinas,
lipidios, vitaminas e minerais, inseridos nas dietas, com caracteristicas especificas e
variagbes conforme sua fase de vida para que haja desempenho corporal correto e

manutengao diaria (Loureiro et al., 2017). Com isso, o fornecimento é feito de acordo
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com as necessidades de energia metabolizavel para crescimento, segundo o NRC
(2006), considerando o peso a maturidade.

A necessidade energética diaria dos filhotes € maior em relagéo os caes adultos
(NRC, 2006). Quando um cao filhote atinge até 50% de seu peso corporal adulto, sua
exigéncia caldrica é aproximadamente 1,62 vezes superior aguela observada em cées
adultos. Similarmente, se o cdo se encontra na faixa entre 50% a 80% do seu peso
corporal adulto, suas necessidades energéticas se elevam em cerca de 1,35 vezes
em comparacéo com os caes adultos. A medida que o c&o alcanca a faixa de 80% a
100% do peso adulto, suas demandas energéticas convergem para valores proximos
aos verificados em caes adultos (FEDIAF, 2021). Além de usar as equagdes como
base, as quantidades de alimento sdo ajustadas para manter a taxa de crescimento
esperada, segundo a curva de crescimento proposta para caes filhotes saudaveis
(Salt et al., 2017).

Com isso, a dieta para filhotes deve apresentar alta digestibilidade para
prevenir transtornos digestivos, especialmente devido a imaturidade do SGl,
garantindo que o alto consumo de alimentos ndo sobrecarregue o SGI (Debraekeleer
et al., 2010). Além disso, é necessario fornecer uma quantidade adequada de lipidios,
pois esses nutrientes sdo compostos por acidos graxos essenciais para o
desenvolvimento saudavel dos filhotes. (Case et al., 2011). O acido graxo 6mega 3
poli-insaturado, acido docosahexaendico (DHA), € necessario ao desenvolvimento
cognitivo e da fungao da retina dos filhotes (Kelley et al., 2004; Heinemann et al., 2005;
Zicker et al., 2012). Ainda, existe necessidade de maior aporte proteico para caes
filhotes, uma vez que, proteinas fornecem aminoacidos, que sdo os elementos basicos
para o crescimento do cao, pois este necessita assegurar o desenvolvimento de novos
tecidos, especialmente o muscular (Case et al., 2011). Portanto, devem receber niveis
corretos dos aminoacidos essenciais e também aporte eficaz de nitrogénio para a
producéo dos aminodacidos n&o essenciais (NRC, 2006).

Ainda, os caes filhotes necessitam de quantidades adequadas dos minerais,
sendo que em excesso pode causar complicacbes (Case et al., 2011). O calcio e
fésforo em niveis 6timos e em uma proporg¢ao de aproximadamente 1:1, € fundamental
para o eficaz desenvolvimento ésseo e formagao do esqueleto (Lazzarotto, 2000;
FEDIAF, 2021). O cobre e o zinco, dois minerais que trabalham em sinergia, também
sdo importantes a serem considerados durante a fase de crescimento, considerando

queo cobre é vital para a atividade dos osteoblastos durante o crescimento do
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esqueleto e para absorver e transportar ferro (Case et al, 2011), e o zinco € importante
para a sintese de proteinas.

A FEDIAF divide os estagios de crescimento dos filhotes em periodos iniciais e
finais devido as distintas necessidades nutricionais em diferentes fases do
crescimento, como apresentado na tabela 1. O crescimento inicial, ou periodo de
desmame, concentra-se no rapido desenvolvimento dos tecidos, sistemas de 6rgaos
e sistema imunoldgico. Dietas ricas em nutrientes com quantidades adequadas de
proteinas, gorduras, vitaminas e minerais sao cruciais durante esse periodo para dar
suporte a esse rapido crescimento e desenvolvimento. A medida que os filhotes fazem
a transigao para o estagio de crescimento tardio, sua taxa de crescimento diminui,
mas eles ainda precisam de uma dieta balanceada para garantir o desenvolvimento

esquelético adequado e a saude geral.

Tabela 1: Niveis recomendados de nutrientes para alimento completo para caes em crescimento inicial

e tardio. Unidade por 100 g de matéria seca (MS).

Nivel minimo recomendado

Crescimento inicial Crescimento tardio
Nutriente Unidade (<14 semanas) (214 semanas)
Proteina g 25,00 20,00
Arginina g 0,82 0,74
Histidina g 0,39 0,25
Isoleucina g 0,65 0,50
Leucina g 1,29 0,80
Lisina g 0,88 0,70
Metionina g 0,35 0,26
Metionina + cistina g 0,70 0,53
Fenilalanina g 0,65 0,50
Fenilalanina + tirosina g 1,30 1,00
Treonina g 0,81 0,64
Triptofano g 0,23 0,21
Valina g 0,68 0,56
Gordura g 8,50 8,50
Acido linoleico (w-6) g 1,30 1,30
Acido araquidénico (w-6) mg 30,00 30,00
Acido alfa-linolénico (w-3) g 0,08 0,08
EPA + DHA (w-3) g 0,05 0,05
Minerais g
Célcio g 1,00 0,80-1,00
Fésforo g 0,90 0,70
Relacao Ca/P g 11 11
Potassio g 0,44 0,44
Sadio g 0,22 0,22
Cloro g 0,33 0,33
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Magnésio g 0,04 0,04
Oligoelementos

Cobre mg 1,10 1,10
lodo mg 0,15 0,15
Ferro mg 8,80 8,80
Manganés mg 0,56 0,56
Selénio (dieta umida) Mg 40,00 40,00
Selénio (dieta seca) Mg 40,00 40,00
Zinco mg 10,00 10,00
Vitaminas

Vitamina A U 500,00 500,00
Vitamina D U 55,20 50,00
Vitamina E U 5,00 5,00
Vitamina B1 (tiamina) mg 0,18 0,18
Vitamina B2 (riboflavina) mg 0,42 0,42
Vitamina B5 (acido

pantoténico) mg 1,20 1,20
Vitamina B6 (piridoxina) mg 0,12 0,12
Vitamina B12 (cobalamina) Mg 2,80 2,80
Vitamina B3 (niacina) mg 1,36 1,36
Vitamina B9 (acido félico) Mg 21,60 21,60
Vitamina B7 (biotina) Mg

Colina mg 170,00 170,00
Vitamina K Mg

g: gramas; mg: miligramas; ug: microgramas; w: 6mega.

2.2 Digestibilidade dos nutrientes da dieta

2.2.1 Efeito da idade e do consumo alimentar

O conhecimento sobre a utilizagdo dos nutrientes na fase de crescimento é
essencial para garantir a saude, o desenvolvimento adequado e a longevidade dos
caes (Sabchuk et al., 2019). Além dos caes filhotes logo apés o desmame ainda
estarem desenvolvendo seu SGI e ndo estarem com o microbioma intestinal maduro
(Garrigues et al., 2022), eles possuem maior demanda energética para atender suas
necessidades de crescimento (NRC, 2006; FEDIAF, 2021) e sustentar a curva de
crescimento saudavel (Salt et al., 2017). Isso resulta em um consumo alimentar
proporcionalmente maior por quilograma de peso corporal em comparagao aos caes
adultos, principalmente quando alimentados com uma dieta de moderada densidade
caldrica (FEDIAF, 2021).

Muitos tutores de caes permitem acesso livre ao alimento e acabam fornecendo

quantidade excessiva de ragao, contribuindo para a superalimentagao (Downes et al.,
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2017). Além disso, a supernutricdo durante a fase de crescimento pode estar
associada a disturbios musculoesqueléticos do desenvolvimento (Kealy et al., 1992;
LaFond et al., 2002). Também pode levar ao ganho de peso indesejado e, isso
predispde os caes a obesidade mais tarde na vida (Glickman et al., 1995). Esse maior
consumo, tanto por caes filhotes quanto por caes adultos, pode sobrecarregar o SGI
e aumentar a taxa de passagem da digesta para o intestino grosso, impactando
negativamente na digestibilidade da dieta (Hussein et al., 2000; Sabchuk et al., 2019;
Ephraim et al., 2020).

A maioria dos autores que conduziram trabalhos avaliando o efeito da idade na
digestibilidade dos nutrientes da dieta encontraram resultados divergentes, relatando
falta de diferenca entre as idades ou maior digestibilidade em caes adultos, devido a
maturidade do SGI (Lloid e Mccay, 1955; Taylor et al., 1995; Weber et al., 2002;
Swanson et al., 2004). Ja em relagéo ao efeito do consumo, estudos comparando o
efeito do consumo na digestibilidade das dietas em cées adultos, relataram menor
digestibilidade da proteina bruta quanto maior o consumo (Nery et al., 2012; Hang et
al., 2013; Herstad et al., 2017; Pinna et al., 2018; Jackson et al., 2018; Ephraim et al.,
2020). Isso pode ser explicado, devido a ingestdo de maiores quantidades de
proteinas ultrapassar a capacidade de absor¢do do SGI dos caes (Hussein et al.,
2000).

Além disso, caes filhotes podem apresentar maior digestibilidade do EEA
quando comparados aos adultos. A maior digestibilidade aparente de lipidios
observada em cades mais jovens pode ser atribuida a maior ingestdo diaria de EEA
por kg®"®/dia, que a de caes adultos (Sabchuk et al., 2019). Desse modo, ocorre menor
participacao relativa das perdas endogenas de lipidios, em relagdo ao consumido, no
calculo da digestibilidade aparente do EEA (Sabchuk et al., 2019). Esse fato também
foi observado em outros estudos comparando a digestibilidade do EEA entre caes
adultos e filhotes (Zanatta et al., 2011; Félix et al., 2013; Marx et al. 2017; Sabchuk.,
2019). Além disso, o maior consumo alimentar por quilo de peso metabdlito (kg%7%)
pode influenciar negativamente caracteristicas como maior producao fecal e menor
matéria seca e consisténcia fecal nos caes (Weber et al., 2003; Félix et al., 2013).
Estudos encontrados avaliando o CDA da dieta e caracteristicas fecais estédo citados

na tabela 2.
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Tabela 2: Estudos sobre o efeito da idade na digestibilidade da dieta e caracteristicas fecais de caes.

Referéncia Idade Principais resultados

O CDA do EE e a EM foi maior em caes filhotes. O
CDA dos demais nutrientes foi superior em adultos.

5 meses vs. 6 anos  Filhotes apresentaram menor MSf, pior escore fecal,
maior produgdo de fezes e maior concentragdo de
amonia fecal.

Sabchuk et al
(2019)

O CDA do EE e MS foi maior em caes filhotes. Nao
houve diferenca no CDA dos demais nutrientes.

5.1 meses vs. 5,8 Filhotes apresentaram menor MSf, pior escore fecal,

Félix et al (2013)

anos . ~ \
maior producdo de fezes, menor pH e maior
concentragao de amonia fecal.
O CDA do EE foi maior em caes filhotes. Ndo houve
5-6 meses vs. 5 diferengca no CDA dos demais nutrientes. Filhotes
Zanatta et al (2011) .
anos apresentaram menor MSf, pior escore fecal, menor
pH fecal e maior concentragao de amoénia fecal.
Swanson et al 2 meses vs. 11 anos O CDA de todos os nutrientes da dieta foi maior em
(2004) ’ adultos do que em filhotes.

Weber et al (2003) 11vs.21vs.35vs. O CDAdaMS, PB e MO aumentou conforme os caes

60 semanas ficaram mais velhos.
Lloyd & Mccay 3 Meses vs. 2 anos O CDA dos nutrientes da dieta ndo diferiu entre as
(1995) ' idades estudadas.

CDA: coeficiente de digestibilidade aparente; MS: matéria seca; MO: matéria organica; EE: extrato
etéreo; PB: proteina bruta; MSf: matéria seca fecal.
2.2.2 Digestibilidade medida in vivo e in vitro

A analise da composigao quimica e da digestibilidade dos nutrientes sao fatores
essenciais para a avaliagdo qualitativa dos alimentos. Esses aspectos permitem
determinar a disponibilidade dos diferentes nutrientes que compéem uma dieta, o que
tem impactos consideraveis para a saude dos animais (NRC, 2006). A industria de pet
food utiliza uma variedade de fontes de nutrientes, tanto de origem animal quanto
vegetal. No entanto, variagdes na qualidade dos ingredientes e nos métodos de
processamento dos alimentos podem afetar diretamente a disponibilidade de
nutrientes, de maneira positiva ou negativa (Case et al., 2011).

As analises nutricionais para a avaliacao da digestibilidade dos nutrientes da
dieta em cées sao geralmente realizadas com animais de laboratério, seguindo
protocolos especificos estabelecidos pela Association of American Feed Control

Officials (AAFCO, 2016). Para determinar a digestibilidade dos nutrientes in vivo, um
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dos métodos mais utilizados € a coleta total de fezes. Esse método envolve alimentar
os caes com uma dieta teste e coletar todas as fezes produzidas durante um periodo
determinado. A AAFCO recomenda um periodo de adaptacédo a nova dieta de cinco
dias, seguido por um periodo de coleta de fezes de cinco dias, para assegurar
medig¢des precisas da digestibilidade. A diferenca entre a quantidade de nutrientes
ingeridos e a quantidade de nutrientes excretados nas fezes é usada para calcular a
digestibilidade aparente (AAFCO, 2016). Com isso, ndo é feita distingdo entre
nutrientes dietéticos ndo digeridos e nutrientes endégenos secretados no SGI que ndo
sdo reabsorvidos. Os valores de digestibilidade calculados, entdo, devem ser referidos
como “aparentes” (Godoy et al., 2016).

No entanto, apesar de ser um procedimento ndo invasivo, pode induzir estresse
nos animais em fungao do confinamento (Ramos et al., 2020) e potencialmente levar
a alteragdes no microbioma intestinal (Yang et al., 2022). Esse estresse pode ser mais
expressivo em cées filhotes, visto que sdo animais mais sensiveis ao isolamento que
os caes adultos (Majecka et al., 2020). Diante da preocupacgédo com o bem-estar de
caes utilizados em experimentacao cientifica, surgem métodos alternativos aos
ensaios de digestibilidade in vivo (Biagi et al., 2016). Foi desenvolvido um método in
vitro para prever a digestibilidade aparente de alimentos extrusados secos para caes
(Hervera et al., 2007), baseado no ensaio de incubagédo multienzimatica (Boisen et al.,
1991). Algumas modificagdes foram feitas para adaptar as condigdes de incubagao as
caracteristicas da fisiologia digestiva canina, ajustando concentracdes de enzimas e
tempos de incubagao para obter resultados mais precisos (Hervera et al., 2007). O
método consiste em duas fases de incubagao: a primeira simula a digestdo gastrica,
na qual a amostra do alimento € incubada por 2 horas com pepsina em pH 2,0; e a
segunda simula a digestao no intestino delgado, adicionando pancreatina e incubando
por 4 horas em pH 6,8 (Hervera et al., 2007). Além disso, com os dados obtidos in
vitro, & possivel utilizar equacdes para estimar a digestibilidade in vivo das fragdes de
matéria seca, matéria organica e proteina bruta (Hervera et al., 2007; Biagi et al.,
2016).
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2.3 Microbioma e metabdlitos de fermentacgao intestinal

2.3.1 Desenvolvimento do microbioma intestinal

A microbiota intestinal desempenha diversas fungdes importantes na saude do
hospedeiro, incluindo a promogéao da maturagdo do sistema imunologico através da
estimulacao de respostas imunes inatas e adaptativas, a manutencao da integridade
da mucosa, a producido de metabdlitos importantes para a funcionalidade intestinal e
a utilizacao de nutrientes (Suchodolski et al., 2011; Blake e Suchodolski., 2016). A
composicédo da microbiota do SGI pode ser influenciada por fatores intrinsecos, como
raca, idade, peso ao nascer, fisiologia e patologias, e fatores extrinsecos, como
nutricdo, ambiente e uso de medicamentos (Hasan et al., 2019; Blake et al., 2020).
Entre esses fatores, a idade € um dos que mais impacta a composicdo microbiana
(You et al., 2021).

O desenvolvimento do microbioma intestinal comega logo no nascimento e
continua a evoluir ao longo das diferentes fases da vida do cao (Garrigues et al., 2022).
O periodo de crescimento € uma janela critica para a colonizagdo da microbiota,
devido ao desenvolvimento do SGI (Han et al., 2018). Mudangas na composigédo da
microbiota durante esse periodo podem proporcionar beneficios a funcionalidade
intestinal ou induzir disturbios gastrointestinais, doengas sistémicas metabdlicas e
autoimunes na vida adulta (Tilocca et al., 2017; Moffa et al., 2019). Portanto, o
desenvolvimento adequado da microbiota intestinal em caes filhotes € fundamental
para promover saude e longevidade (Schwarzer et al., 2018).

Apos o0 nascimento, o sistema gastrointestinal do recém-nascido € rapidamente
colonizado por microrganismos e € altamente instavel. Nos primeiros dois dias de vida,
Firmicutes representam cerca de 60% das comunidades bacterianas (Guard et al.,
2017). No entanto, a baixa abundéncia e diversidade microbiana facilitam a
colonizacdo por bactérias externas, especialmente anaerdbias facultativas e
obrigatérias, devido a presenca de oxigénio no SGI (Sanidad et al., 2020). Os filos
Proteobacteria e Bacteroidota sao os primeiros colonizadores significativos,
consumindo oxigénio e preparando o intestino para a colonizagdo subsequente de
anaerobios estritos (Shin et al., 2015; Moon et al., 2018; Pereira et al., 2020). O filo
Bacteroidota aumenta de menos de 1% de abundéancia no dia 2 para 39% no dia 56 e
continuaa a crescer até a idade adulta (Guard et al., 2017; Omatsu et al., 2018; Pereira

et al., 2020; You et al., 2021). Em geral, o filo Firmicutes, inicialmente dominante,
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diminui em abundancia relativa ao longo das primeiras semanas de vida, entretanto a
familia Lactobacillaceae aumenta, possivelmente influenciada pela ingestao de leite
(Buddington et al., 2003; Guard et al., 2017). Essas mudangas no microbioma ocorrem
antes da introducdo de alimentos sélidos, impulsionadas por eventos metabdlicos
neonatais (Buddington et al., 2003).

O desmame marca um passo importante no estabelecimento da populagao
bacteriana intestinal dos filhotes, pois a introdu¢do de novos alimentos ao SGI
promove a abundancia e atividades de certos grupos bacterianos (Buddington et al.,
2003; Guard et al., 2017). A crescente abundéancia de Bacteroidota durante o
crescimento dos caes pode ser atribuida ao consumo de alimentos secos extrusados,
ricos em carboidratos complexos (Garrigues et al., 2022). O filo Fusobacteriota
também aumenta em abundancia apos o desmame, o qual é correlacionado
positivamente com a idade dos cées, possivelmente devido ao consumo de produtos
de origem animal contidos no alimento seco (You et al., 2020; Pilla et al., 2020). Ainda,
Firmicutes permanece abundante apos o desmame, mas com variagdes internas
significativas (Guard et al., 2017; You et al., 2021).

As comunidades bacterianas continuam a diversificar-se apés o desmame,
substituindo bactérias essenciais para a digestdo do leite por outras que
desempenham papéis mais essenciais na digestao de dietas complexas (Garrigues et
al., 2022). Uma vez estabilizadas as mudangas microbianas induzidas pela nova dieta
e ambiente, a composi¢cao da microbiota torna-se mais estavel a medida que o cao
envelhece, uma vez que a maioria dos fatores que induzem mudangas microbianas ja
ocorreram (Garrigues et al., 2022). Apesar disso, € descrita alta variabilidade
individual na abundancia e composi¢cao da microbiota intestinal em cées saudaveis
(Suchodolski et al., 2005; Handl et al., 2011; Scarsella et al., 2020).

O perfil bacteriano central dos caes é composto por cinco filos principais:
Firmicutes, [Fusobacteriota, Bacteroidotas Proteobacteria e Actinobacteriota
(Middelbos et al., 2010; Hand et al., 2013; Guard et al., 2017; Blake et al., 2020).
Dentro da comunidade bacteriana intestinal dos caes, muitos dos taxons principais
pertencem ao filo Firmicutes. A classe Clostridia € uma das mais abundantes,
incluindo os grupos Clostridium IV (familia Ruminococcaceae, Faecalibacterium
prausnitzii), XI (familia Peptostreptococcaceae) e XlVa (familia Lachnospiraceae,
Blautia spp.) (Handl et al., 2011; Garcia-Mazcorro et al., 2012; Vazquez-Baeza et al.,

2016). Além dos Clostridia, as classes Bacilli (principalmente ordem Lactobacillales,
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géneros Streptococcus e Lactobacillus) e Erysipelotrichi (géneros Turicibacter,
Catenibacterium e Coprobacillus) também sao prevalentes (Garcia-Mazcorro et al.,
2011; Garcia-Mazcorro et al., 2012). O filo Bacteroidota € outro grupo abundante nas
amostras fecais de cées adultos, abrangendo os géneros Prevotella, Bacteroides e
Megamonas (Garcia-Mazcorro et al., 2012; Hand et al., 2013). A abundancia de
Bacteroides e Prevotella varia bastante entre os caes. Curiosamente, suas
abundancias combinadas parecem estar inversamente relacionadas com a do filo
Fusobacteriota, sugerindo que ocupam o mesmo nicho ecolégico (Vazquez-Baeza et
al., 2016). No filo Fusobacteriota, o género Fusobacterium € mais comum em caes
saudaveis (Vazquez-Baeza et al., 2016).

Uma microbiota saudavel € descrita como em homeostase no intestino do
hospedeiro (eubiose), contendo equilibrio entre bactérias sentinelas e potencialmente
patogénicas. Alteragbes subitas na composicdo da microbiota intestinal podem
quebrar esse equilibrio, levando a mudangas nas atividades metabdlicas e tornando
o intestino mais vulneravel a patdgenos oportunistas. Esse desequilibrio, denominado
disbiose, esta implicado em muitas doengas gastrointestinais, como doenca
inflamatadria intestinal ou diarreia aguda (Guard et al., 2015; DeGruttola et al., 2016).

Um indice de disbiose da microbiota canina foi criado com base na abundéncia
de sete taxons bacterianos com maior poder discriminatério entre caes saudaveis e
doentes, sendo eles: Faecalibacterium, Turicibacter, Streptococcus, E. coli, Blautia,
Fusobacterium e C. hiranonis (AlShawaqgfeh et al., 2017). Em caes adultos, um valor
abaixo de 0 indica eubiose intestinal, enquanto um ID de 2 ou superior indica disbiose
(Minamoto et al., 2015; Guard et al., 2015; Vazquez-Baeza et al., 2016). Evidéncias
crescentes tém associado desequilibrios no ecossistema microbiano intestinal a varias
doencgas, incluindo enteropatia inflamatoéria crénica, doencga inflamatdria intestinal,
sindrome do intestino irritavel, obesidade e diabetes em animais (Kelsen e Wu, 2012;
Handl et al., 2013; Gevers et al., 2014; Cox e Blaser, 2015). Foi observado que
Faecalibacterium, Turicibacter, Blautia, Fusobacterium e Clostridium hiranonis s&o
significativamente menos abundantes nas fezes de caes doentes, enquanto
Esquerichia coli e Streptococcus sao mais abundantes (AlShawaqfeh et al., 2017).

O indice de disbiose em cées filhotes saudaveis de 1 a 6 semanas é
significativamente maior do que em adultos, com um indice médio de 6 vs. -4 (Blake
et al., 2020). As sete espécies bacterianas envolvidas no calculo do indice de disbiose

tém abundancias significativamente diferentes em caes jovens comparados aos
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adultos, principalmente Escherichia coli, Faecalibacterium e Clostridium hiranonis
(Hand et al., 2013; Guard et al., 2017; Blake et al., 2020). Por volta das nove semanas
de idade, o indice de disbiose dos filhotes comeca a obter valores mais proximos do
valor de referéncia de caes adultos, com indice abaixo de zero. Isso implica que o
calculo do indice de disbiose, definido para cdes adultos, pode nao ser adequado para
avaliar disturbios de saude em filhotes. Devido a evolugao dindmica da microbiota dos
caes com a idade, a definicdo do indice de disbiose de um filhote provavelmente

exigiria um calculo por semana e redefini¢des de limiares (Garrigues et al., 2022).

2.3.2 Efeito da idade e do consumo alimentar

Os metabodlitos de fermentacdo encontrados nas fezes sdo moléculas
sintetizadas pela microbiota do intestino grosso apdés a digestdo bacteriana de
nutrientes, principalmente carboidratos e proteinas (Louis et al., 2017). A proporgao
desses compostos depende do equilibrio de bactérias e dos substratos disponiveis no
célon para fermentacéo.

Os carboidratos nao digeridos da dieta sao fermentados pelas bactérias em
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), que, quando presentes em quantidades
adequadas, possuem efeitos benéficos para a funcionalidade intestinal e a saude
geral dos cdes. Os AGCC mais comuns sao o acetato, propionato e butirato,
representando proporg¢des intraluminais de aproximadamente 60%, 20% e 20%,
respectivamente (Den Besten et al., 2013; Louis et al., 2017). O acetato é usado na
sintese de colesterol e acidos graxos no figado, aumenta o fluxo sanguineo colénico
e a captacédo de oxigénio, além de melhorar a motilidade ileal (Nishina et al., 1990;
Scheppach, 1994; Lin et al., 1995). O propionato fornece energia constante para as
células e tecidos, regula os niveis de insulina, melhora a sensibilidade a insulina e
contribui para o controle da glicose no sangue, além de inibir a sintese de colesterol
no figado, promovendo a saude cardiovascular (Hosseini et al., 2011). O butirato € a
principal fonte de energia para os colonécitos, mantém a integridade da barreira
intestinal, possui propriedades anti-inflamatérias e modula a resposta imunoldgica
(Canani et al., 2011; Riviére et al., 2016).

Por outro lado, a fermentacao de proteinas pela microbiota intestinal produz
diversos metabdlitos, incluindo acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) como
isobutirato, valerato e isovalerato, além de amdnia, fendis, inddis e cresois (Hendriks

et al., 2012). Esses compostos sao influenciados pela concentragéo e digestibilidade
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das proteinas na dieta e pelos aminoacidos endégenos do hospedeiro (Swanson et
al., 2002). A fermentagéo proteica pode resultar em compostos potencialmente toxicos
para a mucosa intestinal, associados a inflamagdes e doengas sistémicas (Windey et
al., 2012).

A idade é um dos fatores que mais impactam a diversidade da microbiota, sua
composigao e metabdlitos (You et al., 2021). Nos primeiros meses de vida, os filhotes
apresentam uma microbiota em desenvolvimento, caracterizada pela menor
abundancia de géneros bacterianos e metabdlitos relacionados a eubiose
gastrointestinal, como os AGCC. Em contraste, a microbiota dos caes filhotes, quando
comparada a dos adultos, tende a apresentar maiores quantidades de géneros
potencialmente patogénicos, além dos seus metabdlitos (Blake et al., 2020; Garrigues
et al., 2022). Apesar do SGI imaturo, a dieta desempenha um papel importante no
desenvolvimento da microbiota saudavel e longevidade dos caes (Sandri et al., 2016;
Hasan et al., 2019; Sandri et al., 2019; Scarsella et al., 2020). Além disso, a
necessidade de maior consumo alimentar por kg®’® pelos caes filhotes ou a
superalimentagdao em caes adultos pode impactar negativamente na microbiota e seus
metabdlitos (Opetz et al., 2023).

A maior ingestdo de proteina por kg%’ pelos cdes pode aumentar a
disponibilidade de proteina fermentavel no célon, principalmente quando alimentados
com uma dieta de moderada densidade caldrica e digestibilidade. Isso favorece o
crescimento de bactérias consideradas potencialmente patogénicas, como
Streptococcus spp, Escherichia coli e Clostridium perfringens, além de diminuir a
abundancia de bactérias consideradas sentinelas da funcionalidade intestinal. Isso
pode favorecer a producgao de diversos metabdlitos putrefativos (Sandri et al., 2016;
Herstad et al., 2017; Pinna et al., 2018; Jackson et al., 2019). Esses compostos,
quando em altas concentracdes, sao associados com disbiose e aumentarem o odor
das fezes (Windey et al., 2012).

3. Consideragoes finais

Com base na revisao de literatura, pode-se concluir que os caes filhotes
possuem um microbioma intestinal imaturo e em desenvolvimento, que se torna mais
estavel e equilibrado ao longo do crescimento. Esse processo aumenta a abundéancia
das bactérias sentinelas e seus metabdlitos associados a eubiose intestinal. Em

contraste, o maior consumo alimentar por kg®’® dos cdes pode sobrecarregar o
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sistema digestorio, influenciando negativamente a digestibilidade dos nutrientes da
dieta, o microbioma e seus metabdlitos de fermentacao intestinal e as caracteristicas
fecais dos cédes. Além disso, o método de digestibilidade in vitro pode ser uma
alternativa para predizer a digestibilidade in vivo e reduzir o estresse dos animais

utilizados em experimentacéo.
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CAPITULO II - ESTUDO LONGITUDINAL SOBRE AS ALTERAGOES NA
DIGESTIBILIDADE DA DIETA IN VIVO E IN VITRO E NO MICROBIOMA E
METABOLITOS DE FERMENTAGAO INTESTINAL EM CAES EM CRESCIMENTO

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da idade e do consumo alimentar nos
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da dieta (in vivo e in vitro), microbioma
e metabdlitos de fermentagdo intestinal e caracteristicas fecais ao longo do
crescimento de caes. Para isso, foram realizados os experimentos 1 e 2. Os céaes
foram alimentados com a mesma dieta seca extrusada durante todo o estudo. No
experimento 1 foram utilizados 8 cées da raga Beagle aos 2, 5, 8, 11 e 14 meses de
idade. Houve redugao do CDA da matéria seca (MS), extrato etéreo (EEA) e energia
metabolizavel (EM) dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05). Houve aumento no CDA
da proteina bruta (PB) dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05). Os valores estimados
in vitro se aproximaram dos observados in vivo, exceto para matéria organica (MO). A
matéria seca fecal (MSf) e o escore fecal foram menores e a produgao fecal foi maior
nos caes mais jovens, em relagdo aos mais velhos (P<0,05). Houve aumento na
concentracgao fecal de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e indois e redugéo nos
acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05).
Os caes com 2 a 5 meses de idade apresentaram maior abundancia relativa fecal dos
géneros Streptococcus e Escherichia coli e menor abundancia de Turicibacter e
Peptacetobacter (P<0,05). No experimento 2, foram utilizados 12 cédes da raga Beagle
e avaliados dois grupos experimentais: caes adultos com o consumo (g/dia) de adulto
(CA =130 x peso?®’) e caes adultos com o consumo de filhote (CF = 210 x peso?®7°).
Houve reducédo do CDA da MS, MO, PB e EM em céaes CF quando comparado aos
caes CA (P<0,05). A MSf e o escore fecal foram maiores e a produgéao fecal foi menor
nos caes CA, em relacdo aos caes CF (P<0,05). Observou-se maior concentragao
fecal de amoénia, AGCR totais e putrescina nos cdes CF em comparagao aos caes CA
(P<0,05). Os caes do grupo CF apresentaram maior abundancia fecal de
Streptococcus e menor de Blautia, em relagdo ao grupo CA (P<0,05). Portanto, os
CDA da dieta, o microbioma e metabdlitos de fermentacgao intestinal sdo alterados
tanto pela idade quanto pelo consumo alimentar, sugerindo que a microbiota se
estabiliza a partir dos 8 meses de idade. Esses resultados permitem estabelecer
estratégias de manejo nutricional para otimizar a digestibilidade e a funcionalidade
intestinal em caes ao longo de seu desenvolvimento.

Palavras-chave: consumo, filhotes, funcionalidade intestinal, idade.
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1. Introducgao

O conhecimento sobre a utilizagao dos nutrientes na fase de crescimento é
essencial para garantir a saude, o desenvolvimento adequado e a longevidade dos
caes. A maior parte dos ensaios de digestibilidade e avaliagao da microbiota intestinal
e seus metabolitos de fermentacao intestinal em caes analisa os efeitos da incluséo
de ingredientes ou aditivos na dieta sobre essas variaveis (Domingues et al., 2019;
Sabchuk et al., 2019; Li et al., 2024). Contudo, n&o leva em consideragao a influéncia
da idade ou do consumo alimentar. Embora existam estudos publicados sobre o
assunto, as informacgdes disponiveis ainda apresentam divergéncias, especialmente
sobre a utilizacdo de nutrientes e a producao de metabdlitos de fermentacao intestinal
em caes, tanto em filhotes quanto em adultos (Zanatta et al., 2011; Félix et al., 2013;
Sabchuk et al., 2019).

Caes filhotes apresentam algumas particularidades importantes em relagao a
sua fisiologia gastrointestinal. Logo apds o desmame, o sistema gastrointestinal dos
filhotes ainda estd em desenvolvimento e a microbiota intestinal é imatura,
caracteristica de disbiose (Blake et al., 2020; Garrigues et al., 2022). Isso é
caracterizado pela abundancia reduzida de géneros bacterianos relacionados a
eubiose, enquanto géneros potencialmente patogénicos estdo aumentados, em
comparagao com caes adultos saudaveis (Blake et al., 2020).

Além disso, os filhotes tém demanda energética maior para atender as
necessidades de crescimento (NRC, 2006; FEDIAF, 2021). Isso resulta em consumo
alimentar proporcionalmente maior por quilograma de peso metabdlico em
comparacao aos caes adultos, especialmente quando alimentados com uma dieta de
moderada densidade caldrica. Esse aumento no consumo pode sobrecarregar o
sistema gastrointestinal, acelerando a taxa de passagem da digesta, o que pode
impactar negativamente na digestibilidade da dieta e na produgéo de metabdlitos de
fermentacao intestinal (Hussein et al., 2000; Sabchuk et al., 2019; Ephraim et al.,
2020).

A avaliacdo da digestibilidade da dieta em cdes é comumente conduzida
mediante protocolos especificos in vivo de acordo com a Association of American
Feed Control Officials (AAFCO, 2016). No entanto, apesar de ser considerado um
procedimento n&o invasivo, ele pode eventualmente induzir estresse aos animais em
fungdo do confinamento individual (Ramos et al., 2020), e potencialmente levar a

alteragdes no microbioma intestinal (Yang et al., 2022). Esse estresse pode ser mais
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significativo em caes filhotes, visto que sdo animais mais sensiveis ao isolamento que
0s caes adultos (Majecka et al., 2020). Diante da preocupagao com o bem-estar de
caes utilizados em experimentacado cientifica, surgem métodos alternativos aos
ensaios de digestibilidade in vivo (Biagi et al., 2016). Nesse cenario, destaca-se a
avaliacao da digestibilidade in vitro, método baseado na incubagdo multienzimatica
com concentragdes e tempo compativeis aqueles da fisiologia canina (Hervera et al.,
2007). Embora estudos tenham demonstrado resultados de digestibilidade de dietas
equiparaveis entre os métodos in vivo vs in vitro em caes adultos (Penazzi et al., 2021;
Kara et al., 2020; Biagi et al., 2016; Hervera et al., 2007), n&o foram encontrados
estudos similares em caes filhotes.

Dessa forma, um estudo abrangendo a fase de crescimento dos caes permite
identificar o ponto critico de transicao a partir do qual a digestibilidade da dieta, bem
como parametros como a composicao e diversidade da microbiota e seus metabolitos
de fermentacao, se estabilizam e se tornam equiparaveis aos observados em caes
adultos. Portanto, o objetivo desse estudo foi comparar o efeito da idade e do consumo
alimentar na digestibilidade medida in vivo e in vitro e energia metabolizavel (EM) da
dieta em caes em crescimento. Além disso, pretendeu-se investigar como a idade e o
consumo alimentar influenciam o microbioma e seus metabdlitos de fermentacido

intestinal e as caracteristicas fecais de caes em diferentes fases do crescimento.

2. Material e métodos

O uso de animais para este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana,
Curitiba, PR, Brasil, sob o protocolo n. 035/2022. O estudo foi realizado no Laboratorio
de Estudos em Nutricdo Canina - LENUCAN em Curitiba, Parana, Brasil (250 25' 40"
S, 490 16' 23" W).

2.1 Experimento 1
2.1.1 Animais e instalagoes

Foram utilizados 8 cées da raga Beagle (4 machos e 4 fémeas) aos 2 meses
(56 + 17,90 dias), 5 meses (147 £ 17,90 dias), 8 meses (238 + 17,90 dias), 11 meses
(329 + 17,90 dias) e 6 caes da raga Beagle (3 machos e 3 fémeas) aos 14 meses (424

1 17,90 dias) de idade, com peso corporal médio de 5,27 + 1,48 kg (2 meses), 7,83
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1,47 kg (5 meses), 9,61 + 0,61 kg (8 meses), 10,10 + 0,61 kg (11 meses) e 10,65 +
0,90 kg (14 meses). Foram utilizados os mesmos animais dos 2 aos 14 meses de
idade, com excecéao de dois caes que foram removidos do grupo 14 meses. Todos o0s
animais foram submetidos a avaliacao clinica prévia e foram considerados saudaveis.

Os caes foram alojados individualmente em canis de alvenaria (5 m de
comprimento x 2 m de largura), com uma cama e acesso livre a agua fresca. Durante
a maior parte do experimento, os caes tiveram livre acesso a uma area externa de
1,137 m2 por 4 h/dia para exercicios voluntarios e socializagdao. Durante o periodo de
coleta, quando os animais completaram 2, 5, 8, 11 e 14 meses de idade, os cées
foram alojados individualmente em canis. As instalagdes tinham barras nas paredes
laterais que permitiam interagao visual e limitada com os céaes vizinhos, além de
receberem atengao redobrada e enriquecimento ambiental dentro do canil durante
esse periodo. A temperatura ambiente variou de 16 °C a 28 °C, com um ciclo claro-
escuro de 12 horas (luz das 6:00 as 18:00).

2.1.2 Manejo alimentar

Os caes foram alimentados com o mesmo alimento completo seco extrusado
para caes em crescimento ao longo do estudo. Os animais foram pesados
semanalmente e alimentados duas vezes ao dia de acordo com as suas necessidades
de energia metabolizavel (NEM) para crescimento ou manutencéao (dependendo da
idade), recomendadas pela FEDIAF (2021) e ajustadas segundo a curva de
crescimento proposta para caes filhotes saudaveis (Salt et al., 2017). A equacao
utilizada foi: NEM (kcal/dia) = 210-135 (ajustados segundo a curva de crescimento) x
[peso corporal atual (kg)/peso esperado a maturidade (kg)] x peso atual (kg)%"®
(FEDIAF, 2021).

A dieta continha os seguintes ingredientes em sua composigdo: Farinha de
carne e 0ssos, quirera de arroz, farinha de visceras de aves, milho, farelo de trigo,
gluten de milho, 6leo de frango, hidrolisado de figado de frango e suino, cloreto de
sodio, acido propidnico, BHT e premix vitaminico mineral. A dieta ndo continha aditivos
funcionais que pudessem interferir com a funcionalidade intestinal dos animais. A
composi¢cao quimica analisada da dieta esta descrita na tabela 1. A agua foi fornecida

a vontade.
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Tabela 1: Composigao quimica analisada da dieta experimental com base na matéria seca (%).

Item Dieta (%)
Matéria seca 94,34
Proteina bruta 24,16
Extrato etéreo em hidrdlise acida 11,74
Matéria mineral 10,52
Fibra dietética total 6,43
Calcio 2,44
Fosforo 1,68
Energia Bruta (Kcal/kg) 4601,85

2.1.3 Digestibilidade in vivo e caracteristicas fecais

O ensaio de digestibilidade seguiu o método de coleta total de fezes
recomendado pela Association of American Feed Control Officials (AAFCO, 2016),
com no minimo 15 dias de adaptacéao, seguido por 5 dias de coleta total de fezes por
periodo de avaliagao.

Os animais foram alimentados duas vezes ao dia (08:00 e 16:00 horas) em
quantidades suficientes para suprir a necessidade de EM de caes em crescimento ou
manutengdo, como comentado anteriormente. As fezes foram coletadas pelo menos
duas vezes ao dia durante cinco dias correspondentes aos 2, 5, 8, 11 e 14 meses de
idade, respectivamente. As fezes foram armazenadas em embalagens plasticas
individuais previamente identificadas, tampadas e congeladas em freezer (-14 °C)
para serem analisadas posteriormente.

No final do periodo de coleta, as fezes foram descongeladas em temperatura
ambiente e homogeneizadas separadamente, formando uma amostra composta de
cada animal. As fezes foram secas em uma estufa de ventilagao forgcada (320-SE,
Fanem, Sao Paulo, Brasil) a 55 °C por 72 h ou até atingirem um peso constante. Apos
a secagem, as fezes e a dieta experimental foram moidas usando uma peneira de 1
mm em um moedor (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA, EUA) e analisadas
quanto a MS a 105 °C por 12 h, proteina bruta (PB, nitrogénio x 6,25, método 954.01),
matéria mineral (método 942.05) e extrato etéreo em hidrdlise acida (EEA, método

942.05). Todas as analises seguiram as recomendagdes da Association of Official
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Analytical Chemists (AOAC, 1995). A fibra dietética total da dieta foi analisada de
acordo com Prosky et al. (1988). A energia bruta (EB) foi determinada em bomba
calorimétrica (IKA C2000 Basic, IKA - Werke, Staufen, Germany).

As caracteristicas fecais foram avaliadas durante o periodo de coleta pelo
conteudo total de MS (MSf), produgéo, escore e pH. O escore fecal foi sempre
avaliado pelo mesmo pesquisador, atribuindo pontos de 1 a 5, sendo: 1 = fezes macias
e sem forma definida; 2 = fezes moles e malformadas; 3 = fezes moles, formadas e
umidas; 4 = fezes bem formadas e consistentes; 5 = fezes bem formadas, duras e
secas, de acordo com Carciofi et al (2009). O pH fecal foi aferido com um medidor de
pH digital (331, Politeste Instrumentos de Teste Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), usando

3,0 g de fezes frescas diluidas em 30 mL de agua destilada.

2.1.4 Digestibilidade in vitro

Os coeficientes de digestibilidade in vitro foram determinados de acordo com o
método descrito por Gonzalez et al. (2023), adaptado de Hervera et al. (2007),
modificada pela n&o adicdo do antibiotico (cloranfenicol). A digestibilidade in vitro foi
analisada em quadruplicata.

Um grama da dieta seca extrusada moida foi pesada em frascos Erlenmeyer
de 125 mL e submetida as seguintes etapas:

1. Primeira etapa: simulagao da digest&do gastrica.

Foram adicionadas 25 mL de tampao fosfato (0,1 M, pH 6) a cada frasco, a
amostra e o tampao foram homogeneizados por meio de agitagdo magnética. A esta
solugao foi adicionada 10 mL de 0,2 M de HCI e o pH foi ajustado para pH 2 com uma
solugdo de 1M HCI e 1M NaOH. Em seguida, 1 mL de solugdo de pepsina
recentemente preparada foi adicionada, contendo 10 mg de pepsina (3651 U / mg).
Os frascos, entdo foram fechados e as amostras incubadas em um banho-maria a
39°C durante 2 horas sobre agitagdo constante.

2. Segunda etapa: simulacao digestao pos-gastrica

Apos 2 horas de incubacéo, os frascos Erlenmeyer foram resfriados e foi
adicionado 10 mL de tampé&o fosfato (0,2 M, pH 6,8) e 5 mL de NaOH 0,6 M. O pH foi
ajustado a 6,8 com a solugédo de HCIl e NaOH descrita no passo anterior. Em seguida,
1 mL de solucéo de pancreatina preparada na hora, contendo 100 mg de pancreatina
em po, foi adicionada em cada baldo. Posteriormente, os frascos foram incubados

novamente em banho-maria a 39°C, durante 4 horas, sobre agitagdo constante.
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Apos a segunda fase de incubagao, o frasco Erlenmeyer foi resfriado e foi
adicionado 5 mL de acido sulfosalicilico 20%. As proteinas solubilizadas, mas nao
digeridas foram precipitadas durante 30 min. a temperatura ambiente. O residuo nao
digerido foi entdo recolhido em uma unidade de filtragao, utilizando-se cadinhos de
filtro de vidro. A mistura foi transferida com agua para o cadinho. Apds lavagens
sucessivas (a cada 3 min.), duas vezes com 10 mL de etanol a 96% e duas vezes com
acetona a 99%, o residuo nao digerido foi separado para posterior analises.

As anadlises para obter os valores de digestibilidade da MO, MS, PB e EB
seguiram as recomendagdes da Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1995).

2.1.5 Metabdlitos de fermentacao e microbiota fecal

Nos dias em que os caes completaram 2, 5, 8, 11 e 14 meses de idade,
amostras de fezes frescas foram coletadas individualmente, apés no maximo 15 min
de defecacgao, para analise de aménia, fendis, inddis, cresois, acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e de cadeia ramificada (AGCR) e microbiota. Apenas a microbiota fecal
também foi avaliada aos 3 meses de idade.

A concentragao de amoénia fecal foi determinada de acordo com Brito et al.
(2010). Para a determinacao dos AGCC (acetato, propionato, butirato e valerato) e
AGCR (isobutirato e isovalerato) e outros compostos volateis (acidos 4-metil valerato,
heptandico e hexandico), 10 g de amostra de fezes foram pesadas e misturadas com
30 mL de acido férmico a 16%. Essa mistura foi homogeneizada e armazenada em
uma geladeira a 4 °C por um periodo de 3 a 5 dias. Apds esse periodo, as solugoes
foram centrifugadas a 2500 rpm (2K15, Sigma, Osterode am Hans, NI, Alemanha) por
15 min. No final da centrifugacéo, o sobrenadante foi separado e submetido a nova
centrifugagdo. Cada amostra foi submetida a trés centrifugagdes e, ao final da ultima,
parte do sobrenadante foi transferida para um tubo eppendorf devidamente
identificado para congelamento subsequente a -14 °C. Em seguida, as amostras foram
descongeladas e submetidas a uma nova centrifugagédo a 18.000 rpm por 15 min.
(Rotanta 460 Robotic, Hettich, Tuttlingen, BW, Alemanha). Ambas as centrifugacdes
foram realizadas sob refrigeracao (aproximadamente 5 °C). Os AGCC e AGCR fecais
foram analisados por cromatografia gasosa (Shimadzu, modelo GC-2014, Kyoto,
Honshu, Jap&o), usando uma coluna de vidro (Agilent Technologies, HP INNO wax -

19.091 N, Santa Clara, CA, Estados Unidos da América) com 30 m de comprimento e
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0,32 mm de largura. O volume injetado do sobrenadante foi definido como 1 pL. O
nitrogénio foi usado como gas de arraste com uma taxa de fluxo de 3,18 mL/min. As
temperaturas de trabalho foram 200 °C no injetor, 240 °C na coluna (a uma velocidade
de 20 °C/min) e 250 °C no detector de ionizagdo de chama.

Os fendis e inddis foram analisados por cromatografia, com um cromatdgrafo
de gas GCMS2010 Plus (Shimadzu®), acoplado a um espectrdmetro de massa
TQ8040 com um auto-amplificador AC 5000 e um injetor sem fendas. As separagdes
cromatograficas foram obtidas na coluna SH-Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm -
Shimadzu®) com um caudal de 1,0 mL min-1, e hélio como gas de arrastamento a 5,0
velocidade. A linha de transferéncia e as temperaturas da fonte de ionizagdo foram
mantidas a 40°C e 220°C, respectivamente, o volume de inje¢ao de 1 L foi mantido no
modo split (taxa 1:10). A temperatura do forno GC foi mantida a 220°C (5 min), com o
aumento de 40°C min-1 para 280°C (5 min). O tempo total de analise foi de 31 min e
o espectrometro de massa funcionou nos modos de varrimento total (m/z = 40 a 400)
e monitoramento seletivo de ions (SIM), ionizacao eletrénica a 70 eV. O software
utilizado na analise de dados foi o GCMSsolution®.

Para a avaliagdo da microbiota fecal, aproximadamente 2 g de amostra foram
retiradas do interior das fezes recém-coletadas, colocados em um micro tubo
eppendorf estéril e armazenado em um freezer a -80 °C até o momento da analise.

Para a analise de microbiota, o DNA das amostras foi extraido. Para isso, foi
empregado o kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrep® (Zymo Research, Irvine, CA)
seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi
quantificado por espectrofotometria a 260nm utilizando-se o espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 (ThermoScientific). Para avaliar a integridade do DNA extraido,
todas as amostras foram corridas por eletroforese em gel de agarose 1%, coradas
com uma solucdo de brometo de etideo 1% e visualizadas com luz ultravioleta em
transiluminador. Foi amplificado um segmento de 460 bases da regido hipervariavel
V3V4 do gene ribossomal 16S rRNA utilizando-se os primers universais 515F e 806R
e as seguintes condi¢des de PCR: 95°C por 3 min; 25 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C
por 30 seg e 72°C por 30 seg; seguido de 72°C por 5 min. A partir destes amplificados
foi construida a biblioteca metagendémica utilizando-se o kit comercial “Nextera DNA
Library Preparation Kit” da lllumina®. Os amplificados foram reunidos em pools e
posteriormente sequenciados no sequenciador “MiSeq” da lllumina® (Degnan e

Ochman, 2011). As leituras ou “reads” obtidos no sequenciador foram analisadas na
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plataforma QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al.,
2010), seguindo-se um fluxo de trabalho desde a remogédo de sequéncias de baixa
qualidade, remogao de quimeras e classificacao taxonémica. As sequéncias foram
classificadas em géneros bacterianos através do reconhecimento de variantes de
sequenciamento de amplicons (ASVs), nesse caso a homologia das sequéncias
quando comparadas contra uma base de dados. Para comparar as sequéncias foi
utilizada a atualizagdo GTDB 202 do ano de 2021 do banco de dados de sequéncias
ribossomais Genome Taxonomy Database (Parks et al., 2021).

Para gerar a classificacdo das comunidades bacterianas por identificacdo de
ASVs, foram utilizadas 12.293 leituras por amostra, com a finalidade de normalizar os

dados e nao comparar amostras com diferente numero de leituras.

2.1.6 Calculos e analise estatistica

A matéria organica (MO%) foi calculada por: 100 - MM% e a MSf foi obtida por:
(MS55 x MS105) / 100. A EM foi estimada segundo a AAFCO (2016): EM (kcal g -1)
= {kcal g - 1 EB ingerida - kcal g - 1 EB das fezes - [(g PB ingerida - g PB das fezes) x
1,25 kcal g -1]}/g racdo ingerida. Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram
determinados os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes,
conforme equacdo: CDA% = [(nutriente ingerido - nutriente excretado)/ nutriente
ingerido] x 100.

O estudo foi analisado segundo delineamento inteiramente ao acaso com
medidas repetidas no tempo, totalizando 8 repeticbes dos 2 aos 11 meses e 6
repeticdbes aos 14 meses de idade. Inicialmente, os dados de digestibilidade,
caracteristicas fecais e metabdlitos de fermentagcdo foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro Wilk e quando atendida as premissas iniciais, foram
submetidos a analise de regresséo, considerando 5% de significancia.

Os dados de digestibilidade in vitro foram submetidos as equagdes propostas
por Hervera et al (2007), Hervera et al (2009) e Biagi et al (2016) para estimativa dos
CDA da MS, MO e PB. Os resultados foram apresentados de modo descritivo.

Para avaliar os géneros bacterianos com maior poder discriminatorio entre as
idades, os dados de abundancia relativa do microbioma fecal foram avaliados pela
Analise Discriminante Linear do Tamanho do Efeito (LEfSe), com valor de
probabilidade ajustado para false discovery rate < 0,05. Dados de indices de

diversidade alfa (Shannon, Chao1 e ASV’S) foram analisados pelo teste de Kruskal-



39

Wallis (P<0,05). A beta-diversidade foi aferida pela analise das coordenadas principais
(PCoA), utilizando o método de dissimilaridade de Bray-curtis. As diferengas entre o
perfil geral da microbiota entre os tratamentos foram analisadas pelo teste de
PERMANOVA, considerando P<0,05.

2.2 Experimento 2

2.2.1 Animais e instalagoes

Foram utilizados os mesmos 8 caes da raga Beagle do experimento 1, aos 14
meses (424 + 17,90 dias) de idade (4 machos e 4 fémeas). Ainda, foram utilizados
outros 4 cées (2 machos e 2 fémeas) da ragca Beagle aos 14 meses (424 + 17,90 dias)
de idade, com peso corporal médio de 10,59 * 0,98 kg, para compor o experimento 2,
totalizando 12 caes. Os caes apresentaram escore de condigéo corporal de 4 a 5, em
uma escala de 1 a 9 (Laflamme, 1997). Todos os animais foram submetidos a
avaliacao clinica prévia e foram considerados saudaveis. Os cées foram alojados nas

mesmas instala¢des descritas no experimento 1.

2.2.2 Grupos experimentais e avaliagoes

Foram avaliados dois grupos experimentais: caes adultos com o consumo de
adulto (CA) e caes adultos com o consumo de filhote (CF). Os caes foram alimentados
com o0 mesmo alimento seco extrusado para caes em crescimento utilizado no
experimento 1. Os caes CA receberam quantidade de alimento para suprir as suas
necessidades de EM para a manutencao, conforme o NRC (2006) e histérico dos
animais, sendo de aproximadamente 130 kcal/kg®’®/dia. Os cédes CF foram
alimentados com a mesma quantidade em g de MS por kg %7 dos caes com 2 meses
de idade do experimento 1, sendo aproximadamente 210 kcal/kg®’®/dia. A agua foi
fornecida a vontade.

Foram avaliados os CDA e EM da dieta, caracteristicas fecais e metabdlitos de

fermentacao e microbiota fecal dos grupos, conforme descrito para o experimento 1.

2.2.3 Calculos e analise estatistica

Os dados foram analisados segundo delineamento inteiramente ao acaso, com
seis repeticdes por grupo. Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de

normalidade de Shapiro Wilk. Os dados com distribuigdo normal foram submetidos ao
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teste t-Student (P<0,05). Os dados de microbiota fecal foram submetidos as mesmas

analises descritas no Experimento 1.

3. Resultados
3.1 Experimento 1
3.1.1 Digestibilidade e caracteristicas fecais
Nao foram observadas reacdes adversas as dietas, como episodios de vomito,
diarreia ou recusa alimentar ao longo do estudo. Houve comportamento quadratico na
ingestdo de MS, MO, PB, FDT, EEA e EM por kg®"%/dia, com menores valores a partir
dos 8 meses de idade (P<0,05, Tabela 2). Os caes ingeriram toda a ra¢ao oferecida,
sem a presenca de sobras. A idade nao alterou os CDA da MO e EB (P>0,05, Tabela
2). Por outro lado, o CDA da MS e EM diminuiu linearmente dos 2 aos 14 meses de
idade (P<0,05, Tabela 2). O CDA da PB aumentou linearmente dos 2 aos 14 meses
de idade (P<0,05, Tabela 2). Entretanto, houve um comportamento quadratico no CDA
do EEA, com maiores valores aos 2 meses de idade (P<0,05, Tabela 2). Ainda, a
idade aumentou linearmente a MSf e o escore fecal (P<0,05, Tabela 2). Além disso,
diminuiu linearmente a produgao de fezes (g/animal/dia) (P<0,05, Tabela 2). Ainda,

nao houve influéncia da idade no pH fecal (P>0,05, Tabela 3).

Tabela 2: Médias de ingestao, coeficientes de digestibilidade aparente (CDA), energia metabolizavel
(kcal/kg) e caracteristicas fecais de caes aos 2, 5, 8, 11 e 14 meses de idade.

Idade (meses)

ltem EPM P-L P-Q
2 5 8 11 14
Ingestio em g na matéria seca/kg®’®/dia
Matéria seca 59,8 59,8 421 37,9 37,9 1,65 0,005 <0,001
Matéria organica 53,9 53,8 37,9 34,3 34.3 1,49 0,005 <0,001
Proteina bruta 14,4 14,4 10,2 9,1 9,1 0,41 0,005 <0,001
Extrato etéreo 7,0 7,0 4,9 4,5 4,5 0,20 0,005 <0,001
Fibra dietética total 3,8 3,8 2,7 24 24 0,71 0,004 <0,001
Energia metabolizavel 2101 207,5 1446 1299 127,7 6,18 0,143 <0,001
CDA (%)
Matéria seca 71,9 70,1 68,2 68,5 67,5 0,43 <0,001 0,208
Matéria organica 75,4 74,3 741 75,0 73,0 0,31 0,103 0,982
Proteina bruta 76,0 75,7 77,3 79,3 77,1 0,31 0,001 0,521
Extrato etéreo 86,0 83,0 81,2 84,0 83,5 0,37 <0,001 <0,001
Energia bruta 76,2 75,3 75,4 75,6 73,7 0,31 0,059 0,616
Energia metabolizavel 3512,7 3469,2 3434,3 3427,0 3370,2 15,00 0,002 0,990

Caracteristicas fecais

Matéria seca (%) 269 284 320 337 355 058 <0,001 0,921
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Producdo de fezes (g/dia) ~ 269,2 3134 231,7 2012 2020 7,64 <0,001 0,063
Escore fecal 3,0 3,1 3,6 3,8 39 009 <0001 0,888

Extrato etéreo: em hidrdlise acida; EPM: erro padrao da média; P-L: probabilidade para efeito linear
(P<0,05); P-Q: probabilidade para efeito quadratico (P<0,05).

Foram observados maiores CDA in vitro da MS, MO e PB e EB, em comparacéao
com a analise in vivo (Tabela 3). No entanto, ao utilizar as equagdes para estimar os
valores dos CDA in vivo a partir dos valores obtidos in vitro, os valores estimados se

aproximaram mais dos observados in vivo (Tabela 3).

Tabela 3: Médias dos valores dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) in vitro e estimados

in vivo.
Item CDA in vitro CDA estimado in vivo
MS 74,40 73,25
MO 72,16 67,34
PB 84,50 78,69
EB 81,39 -

3.1.2 Metabdlitos de fermentacao e microbiota fecal

Observou-se um comportamento quadratico nas concentragcbes fecais de
acetato, propionato, butirato e AGCC totais, com maiores valores em caes a partir dos
5 meses de idade (P<0,05, Tabela 4). Além disso, houve comportamento quadratico
nas concentragoes fecais de isovalerato, isobutirato e acido hexandico, com menores
valores em caes mais velhos (P<0,05, Tabela 4). O valerato, heptandico e os AGCR
totais diminuiram linearmente nas fezes dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05, Tabela
4). Nao foi observado efeito da idade sobre as concentragdes fecais de amdnia e do
acido 4-metilvalerato (P>0,05, Tabela 4).

Nao foi observada diferenga de idade para as porcentagens de picos de fendis
nas fezes (P>0,05, Tabela 4). Entretanto, observou-se um comportamento quadratico
nas porcentagens de picos de inddis, com os maiores valores em caes a partir dos 5
meses de idade (P<0,05, Tabela 4). As porcentagens de picos de p-cresois

aumentaram linearmente nas fezes dos 2 aos 14 meses de idade (P<0,05, Tabela 4).

Tabela 4: Médias de pH e metabdlitos de fermentacéo das fezes de cdes com 2, 5, 8, 11 e 14 meses de idade.

Idade (meses)
2 5 8 11 14

Item EPM P-L P-Q

pH 6,5 6,6 6,8 6,7 6,4 0,07 0,993 0,916

AGCC (pmol/g)

Acetato 634 764 1761 1420 1350 821 <0,001 <0,001
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Propianato 26,3 29,9 61,2 56,0 50,5 2,70 <0,001 <0,001
Butirato 7,9 9,1 15,1 12,8 13,0 0,53 <0,001 <0,001
AGCC total 97,6 112,0 2429 210,8 198,5 10,90 <0,001 <0,001
Valerato 55 53 4,9 4,6 4,8 0,08 <0,001 0,177
AGCR e voléateis (umol/g)

|sovalerato 5,9 5,7 5,3 5,6 5,1 0,09 0,069 0,039
Isobutirato 5,8 5,6 5,9 5,6 5,2 0,07 0,019 0,044
AGCR total 11,7 11,3 11,2 11,4 10,3 0,23 <0,001 0,184
4-metilvalerato 0,6 0,5 0,6 0,6 0,6 0,01 0,067 0,165
Hexanodico 0,7 0,6 0,7 0,6 0,6 0,02 0,063 0,006
Heptandico 5,6 5,3 4,7 4.5 4,2 0,09 <0,001 0,167
Fendis e indois (% area de pico)

Fenol 1,0 3,2 1,0 0,9 2,0 0,28 0,76 0,83
Indol 26 114 19,1 23,1 155 1,56 <0,001 <0,001
P-cresol 1,7 2,3 6,8 4,2 8,9 0,61 <0,001 0,87
Ambénia 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,01 0,097 0413

AGCC: acidos graxos de cadeia curta; AGCR: acidos graxos de cadeia ramificada; EPM: erro padrdo da média;

P-L: probabilidade para efeito linear (P<0,05); P-Q: probabilidade para efeito quadratico (P<0,05).

A analise da beta-diversidade demonstrou diferengas gerais no perfil das

comunidades bacterianas intestinais entre os meses 2, 3 € 5 e em comparagdo com

8, 11 e 14 meses (P<0,05). As comunidades bacterianas dos cdes nos meses 8, 11 e

14 nao diferiram entre si (P>0,05, Figura 1).

Em relacdo a alfa diversidade, foi observado redugdo no indice de Chao1 e

ASVs nos meses 3, 5, 8, 11 e 14 quando comparado aos 2 meses de idade (P<0,05,
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Figura 1: Beta-diversidade por dissimilaridade de Bray-curtis ilustrando a diferenciacdo das
comunidades bacterianas dos cdes com 2, 3, 5, 8, 11 e 14 meses de idade (P<0,05 por PERMANOVA).

Tabela 5). O indice de Shannon nao apresentou diferenca significativa entre as idades
estudadas (P>0,05, Tabela 5).

Tabela 5: Médias dos indices de alfa-diversidade (ASV's, Chao1 e Shannon) de cées com 2, 3, 5, 8,
11 e 14 meses de idade.

Item Idade (meses) EPM P-valor
2 3 5 8 11 14

Chao1 318,082 203,84t 22239b 200,515 167,77° 158,52° 23,36 <0,001

ASVs 268,582 190,25bc 200,82b 198,71bc 167,17bc 157,68¢ 1594 <0,001

Shannon 3,772 3,79° 3683  377a 3,662 3592 003 0,680

EPM: erro padrdo da média; P: probabilidade pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Os principais filos bacterianos encontrados nas fezes dos caes foram
Firmicutes, Bacteroidota, Fusobacteriota, Actinobacteriota e Proteobacteria (P<0,05,
Figura 2). Dentre eles, os mais predominantes aos 2 e 3 meses de idade foram
Bacteroidota e Fusobacteriota, e aos 5 meses de idade, Fusobacteriota e
Actinobacteriota (P<0,05, Figura 2). J& aos 8 meses de idade, o principal filo

bacteriano encontrado foi Firmicutes; aos 11 meses de idade foram Firmicutes,
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Actinobacteriota e Proteobacteria; e aos 14 meses de idade foram Proteobacteria e
Firmicutes (P<0,05, Figura 2).
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Actinobacteriota ° ONECEDE
Protecbacteria ® BECOOEN LY
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Figura 2: Filos bacterianos fecais enriquecidos nos cées com 2, 3, 5, 8. 11 e 14 meses de idade. P
ajustado <0,05 pelo teste LEfSe.

De modo geral, os resultados da LEfSe demostraram que os géneros mais
abundantes nos caes com 2 a 5 meses de idade, em relacdo aos caes com 8 a 14
meses de idade foram, Ligilactobacillus, Ruminococcus e Enterococcus (2 meses);
Prevotella (2 e 3 meses) e Veilonella, Fusobacterium, Prevotellamassilia,
Streptococcus, Bacteroides, Edwardiiplasma, Catenibacterium, Megamonas e
Escherichia (2 a 5 meses) (P<0,05, Figura 3). Em contrapartida, os géneros mais
abundantes nas fezes dos cdes com 8 a 14 meses de idade, em relacao aos mais
novos, foram: Allobaculum, Holdemanella, Collinsella, Adlercreutzia e Faecalibacillus
(8 e 11 meses); Clostridium, Turicibacter, Peptacetobacter,
Lachnospiraceae_UBA9414 e Dubosiella (8 a 14 meses) e Faecalitalea (11 e 14
meses) (P<0,05, Figura 3). A abundancia de Fusobacterium, Turicibacter, Escherichia,
Blautia e Streptococcus nas fezes dos caes com 2 a 14 meses de idade estao

representadas na figura 4 (P<0,05).
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Figura 3: Principais géneros bacterianos fecais enriquecidos nos caes com 2, 3, 5, 8. 11 e 14 meses de
idade. P ajustado <0,05 pelo teste LEfSe.
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Figure 4: Abundancia (log DNA) dos géneros Blautia, Turicibacter, Fusobacterium, Peptacetobacter,
Streptococcus e Escherichia nas fezes dos caes com 2, 3, 5, 8, 11 e 14 meses de idade.
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3.2 Experimento 2
3.2.1 Digestibilidade e caracteristicas fecais

Nao foram observadas reagdes adversas as dietas, como episodios de vomito,
diarreia ou recusa alimentar ao longo do estudo. A ingestdo de MS, MO, PB, FDT,
EEA e EM por kg®’®/dia foi maior no grupo CF, quando comparada a ingestdo dos
caes CA (P<0,05, Tabela 6). O CDA da MS, MO, PB e EB foi menor para os caes CF
em relacéo ao CA (P<0,05, Tabela 6). Em contrapartida, o CDA do EEA e EM néo
diferiu entre os grupos (P<0,05, Tabela 6). A MSf e o escore fecal foram maiores e a

producao fecal foi menor nos caes CA, em relagcao aos caes CF (P<0,05, Tabela 6).

Tabela 6: Médias de ingestao, coeficientes de digestibilidade aparente (CDA), energia metabolizavel e
caracteristicas fecais de caes dos grupos consumo adulto (CA) e consumo filhote (CF).

tom Grupos EPM P
CA CF
Ingestdo em g na matéria seca/kg®’®/dia
Matéria seca 37,9 59,9 3,32 <0,001
Matéria organica 33,6 54,0 3,07 <0,001
Proteina bruta 9,1 14,7 0,83 <0,001
Extrato etéreo em hidrdlise acida 4,4 7,0 0,40 <0,001
Fibra dietética total 2,4 3,9 0,22 <0,001
Energia metabolizavel (kcal) 127.7 196.4 13,20 <0,001
CDA (%)
Matéria seca 67,5 65,7 0,34 0,003
Matéria organica 73 71,0 0,38 0,006
Proteina bruta 77,1 74,2 0,60 0,017
Extrato etéreo em hidrélise acida 83,5 82,5 0,43 0,283
Energia bruta 73,7 71,7 0,44 0,017
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3370,2 3279,1 18,60 0,190
Caracteristicas fecais
Matéria seca (%) 35,5 33,1 0,51 0,012
Produgao de fezes (g/cao/dia) 202 363,7 25,30 <0,001
Escore fecal 3,9 3,4 0,10 0,012

EPM: erro padrdo da média; P: probabilidade pelo teste t-Student (P<0,05)

3.2.2 Metabdlitos de fermentagcao e microbiota fecal

A concentracao de aménia fecal foi maior nos caes CF em comparacao aos
caes CA (P<0,05, Tabela 7). Observou-se maior concentragao fecal de butirato,

isobutirato, acidos valerato, hexandico e heptandico e AGCR totais nos caes CF em
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comparagao aos caes CA (P<0,05, Tabela 7). No entanto, ndo houve diferenga
significativa no pH fecal, propionato, AGCC totais, isovalerato e 4-metilvalerato
(P>0,05, Tabela 7). Além disso, nao foi observada diferenga entre os grupos nas

porcentagens das areas de picos de fendis, indois e p-cresois (P>0,05, Tabela 7).

Tabela 7: Médias de pH e metabdlitos de fermentacao das fezes de caes dos grupos consumo adulto
(CA) e consumo filhote (CF).

Item Grupos EPM P
CA CF

pH 6,40 6,7 0,09 0,074
AGCC (pmol/g de matéria seca)

Acetato 135,0 136,0 577 0,936
Propianato 50,5 46,6 1,98 0,351
Butirato 13,0 14,6 0,35 0,012
AGCC total 198,5 197,2 7,38 0,936
Valerato 4,8 6,2 0,25 0,001
AGCR e volateis (umol/g de matéria seca)

Isovalerato 51 5,3 0,09 0,382
Isobutirato 5,2 5,7 0,08 0,002
AGCR total 10,3 11,0 0,01 0,106
4 metil valerato 0,6 0,6 0,04 0,009
Hexandico 0,6 0,8 0,07 0,008
Heptandico 4,2 4.6 0,24 0,005
Fendis e indois (% area de pico)

Fenol 1,3 2,0 0,37 0,396
Indol 18,2 15,5 1,39 0,361
P-cresol 9,1 8,9 1,26 0,952
Amonia 0,1 0,2 0,02 0,021

AGCC: acidos graxos de cadeia curta; AGCR: acidos graxos de cadeia ramificada; EPM: erro padrao
da média; P: probabilidade pelo teste t-Student.

A andlise da beta-diversidade demonstrou diferengas gerais no perfil das
comunidades bacterianas intestinais entre os grupos CF e CA (P<0,05, Figura 5). Em
relacdo a alfa-diversidade, o numero de ASV's e os indices de Chao1 e Shannon
foram maiores no grupo CF em comparagao ao grupo CA (P<0,05, Tabela 8). Nao
foram observadas diferengas significativas na distribuigdo dos filos entre os grupos
estudados (P>0,05, Tabela 8).
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Tabela 8: Médias dos indices de alfa-diversidade (ASV’'S, Chao1 e Shannon) de caes dos grupos
consumo adulto (CA) e consumo filhote (CF).

Item Grupos EPM P-valor
CA CF
Chao1 152,09 185,03 6,75 0,003
ASVs 151,29 184,00 6,55 0,002
Shannon 3,35 3,69 0,06 0,001

CA= consumo adequado; CF= consumo filhote; EPM: erro padrao da média; P: probabilidade pelo teste

t-Student.
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Figura 5: Beta-diversidade por dissimilaridade de Bray-curtis ilustrando a diferenciagcdo das
comunidades bacterianas dos caes dos grupos consumo adulto (CA) e consumo filhote (CF) (P<0,05
por PERMANOVA).

Os resultados da LEfSe demostraram que os géneros mais abundantes nas
fezes dos cdes do grupo CF foram  Romboutsia,  Dubosiella,
Bacteroidaceae  CAG_462, Peptostreptococcus, Dwaynesavagella, Alloiococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Mediterraneibacter, Megamonas,
Lachnospiraceae_ CHKCI001, Lachnospiraceae 14 2, Schaedlerella, Mesorhizobium
e Anaerofustis, em relacédo ao CA (P<0,05, Figura 6). Enquanto os géneros mais

abundantes no grupo CA foram Brevundimonas, Acinetobacter, Lactobacillus,
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Anaerobutyricum, Jeotgalicossu, Paracoccus, Bacillus, Faecalitalea e Blautia, em
relagdo ao CF (P<0,05, Figura 6).
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Figura 6: LDA score dos principais géneros bacterianos que diferiram nas fezes de cdes dos grupos
consumo adulto (CA) e consumo filhote (CF). P ajustado <0,05 pelo teste LEfSe.

4. Discussao

O periodo de desenvolvimento dos caes € critico para o estabelecimento da
microbiota intestinal, a qual & importante para a funcionalidade do sistema
gastrointestinal. No entanto, € perceptivel a escassez de estudos que abordem a
comparagdo da digestibilidade dos nutrientes, metabdlitos de fermentagdo e

microbioma intestinal entre caes adultos e filhotes, bem como e efeito do consumo
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sobre esses parametros. Nesse cenario, o presente estudo evidenciou que a idade e
o consumo podem afetar a digestibilidade das fragées nutricionais da dieta, assim
como os metabdlitos de fermentacdo e o microbioma intestinal dos caes. Até onde
temos conhecimento, este é o primeiro estudo longitudinal avaliando esses fatores
juntos em caes durante a fase de crescimento.

Como esperado, os caes mais jovens apresentaram maior consumo por
kg®"®/dia de MS, MO, PB, FDT, EEA e EM, em relagédo aos adultos. Devido a esse
maior consumo, foi realizado o experimento 2, para verificar se as diferencas
observadas entre cédes adultos e filhotes s&do devidas ao estadio fisiolégico ou a
ingestao de alimento. Nesse sentido, foi possivel observar que provavelmente alguns
resultados observados em filhotes foram influenciados pelo maior consumo e nao
apenas pela idade, como a menor MSf e pior consisténcia e maior producao fecal, os
quais foram semelhantes entre caes filhotes e aos adultos no grupo CF. Cées em
crescimento apresentam maior demanda energética e nutricional, que caes adultos.
Quando um cao filhote atinge até 50% de seu peso corporal adulto, sua exigéncia
caldrica é aproximadamente 1,6 vezes superior aquela observada em caes adultos
(FEDIAF, 2021).

Nao foram encontrados estudos que comparassem a mesma faixa etaria dos
caes filhotes e adultos utilizados no presente estudo, mas a maioria dos autores que
conduziram trabalhos semelhantes encontraram resultados divergentes, relatando
nenhuma interferéncia da idade sobre os CDA das fragdes nutricionais ou maior
digestibilidade da dieta em cdes adultos (Lloid et al., 1995; Weber et al., 2002;
Swanson et al., 2004 ). Por outro lado, estudos comparando o efeito do consumo sobre
a digestibilidade das dietas em céaes adultos, relataram menor digestibilidade da PB
quanto maior o seu consumo (Nery et al., 2012; Hang et al., 2013; Herstad et al., 2017;
Pinna et al., 2018; Jackson et al., 2018; Ephraim et al., 2020). Isso pode ser explicado
pois a ingestdo de maiores quantidades de PB pode ultrapassar a capacidade
absortiva do trato gastrointestinal dos caes, resultando na redug¢ao da digestibilidade
(Hussein et al., 2000), como observado em caes mais jovens quando comparados aos
mais velhos e em caes do grupo CF quando comparados aos do grupo CA. A menor
digestibilidade da PB também foi observada em estudos que investigaram céaes
alimentados com dietas com altas concentragbes proteicas, em relacdo as com
menores concentragdes (Nery et al., 2012; Hang et al., 2013; Herstad et al., 2017;
Pinna et al., 2018; Jackson et al., 2018; Ephraim et al., 2020).
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O maior CDA do EEA nos caes mais novos quando comparados aos caes mais
velhos pode ter contribuido para a maior digestibilidade da MS e maior EM da dieta
observadas nesse grupo. A maior digestibilidade aparente de lipidios observada em
caes mais jovens pode ser atribuida a maior ingestao diaria de EEA por kg®’%/dia, que
a de caes adultos (Sabchuk et al., 2019). Desse modo, ocorre menor participagao
relativa das perdas enddgenas de lipidios, em relagdo ao consumido, no calculo da
digestibilidade aparente do EEA (Sabchuk et al., 2019). Esse fato também foi
observado em outros estudos comparando a digestibilidade do EEA entre caes
adultos e filhotes (Zanatta et al., 2011; Félix et al., 2013; Marx et al. 2017; Sabchuk.,
2019). No entanto, no experimento 2, ao comparar duas quantidades de consumo, foi
observado que nao houve diferengca no CDA do EEA e no conteudo de EM da dieta.
Isso indica que possivelmente a maior digestibilidade de lipidios € uma caracteristica
especifica da digestdo de filhotes, sendo independente dos niveis de consumo
alimentar avaliados.

Em relagdo a digestibilidade dos nutrientes da dieta encontrados in vitro,
observa-se que essa metodologia tende a superestimar os valores da digestibilidade
in vivo. Esse resultado pode ser atribuido ao fato de que os ensaios in vitro
pressupdem que todos os componentes solubilizados sao potencialmente digestiveis
e absorviveis in vivo. No entanto, in vivo, nem todos os nutrientes solubilizados
durante o ensaio in vitro serao efetivamente digeridos e absorvidos pelo organismo do
animal (Hervera et al., 2007; Biagi et al.,, 2016). Para reduzir essa discrepancia,
utilizamos as equacdes para estimar os valores dos CDA in vivo a partir dos valores
obtidos in vitro. Essas estimativas se aproximaram mais dos observados in vivo,
demonstrando que o método in vitro pode ser um sistema alternativo para prever a
digestibilidade dos nutrientes de uma dieta seca extrusada. Além disso, possui a
vantagem de reduzir a necessidade da utilizagdo de animais experimentais para esse
tipo de analise (Hervera et al., 2007; Biagi et al., 2016).

A digestibilidade da dieta também pode afetar a modulagdo do microbioma
intestinal dos caes nas fases de crescimento e adulta. O estabelecimento do
microbioma intestinal comega logo no nascimento e continua a evoluir ao longo das
diferentes fases da vida do cédo (Guard, 2017; Garrigues et al., 2022). Com isso, as
comunidades bacterianas continuam a diversificar-se apés o desmame, substituindo
bactérias importantes para a digestao do leite, por outras que desempenham papéis

na digestédo de dietas complexas (Garrigues et al., 2022).
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No presente estudo, foi observada alteragdo da microbiota fecal dos cées ao
longo do crescimento, a qual se estabilizou aos 8 meses de idade. O mesmo foi
observado em outros estudos em caes em crescimento (Blake et al., 2020; Garrigues
et al., 2022). Nos primeiros meses de vida, os filhotes apresentam microbiota intestinal
imatura, caracteristica de disbiose (Blake et al., 2020). Isso é evidenciado pelo
aumento na abundancia de microrganismos potencialmente patogénicos, como
Streptococcus e Escherichia coli, conforme observado em cdes com até 5 meses de
idade. Inclusive, a diminuicdo na abundancia relativa de E. coli ao longo do
crescimento pode ser indicativa da transicdo de um ambiente aerdbico para um
ambiente suficientemente anaerobico (Guard et al., 2017). A mudanga para um
ambiente intestinal anaerdbio contribui para o crescimento de bactérias associadas a
eubiose, como Turicibacter, Peptacetobacter (Clostridium hiranonis) e Blautia
(AlShawagfeh et al., 2017), as quais aumentaram em caes a partir dos 8 meses de
idade.

Essas diferengas no perfil da microbiota interferem no ambiente intestinal por
diferentes mecanismos, sendo um deles pela modificagcdo nos metabdlitos de
fermentacao produzidos. A maior abundéancia fecal de bactérias proteoliticas, como o
Streptococcus e Escherichia coli nos filhotes mais novos, pode ser relacionada as
maiores concentracdes de isobutirato, isovalerato, acidos hexandico e heptandico e
AGCR totais encontrados nas amostras fecais desse grupo. Esses compostos em
altas concentragdes podem ter efeitos inflamatérios para a mucosa intestinal e
contribuem para o aumento do odor fecal (Windey et al., 2011). Ainda, o Streptococcus
e a E. coli, além de estarem associados a disbiose intestinal (AlIShawaqgfeh et al.,
2017), também estao presentes em maiores concentracdes em caes com enteropatias
cronicas (Vazquez-Baeza et al., 2016; Xu et al., 2016; White et al., 2017).

Além da maior concentracdao de metabdlitos oriundos da fermentacao de
compostos nitrogenados, caes filhotes também apresentaram menor concentragao
fecal de AGCC. Esse resultado pode ser relacionado a menor abundancia de bactérias
produtoras de AGCC, como o Turicibacter e Blautia, observada em caes filhotes.

Maiores concentracdes fecais de AGCC observadas em caes adultos podem
ser positivamente associadas a saude intestinal (Alshawaqgfeh et al., 2017). Os AGCC
contribuem com a eubiose da microbiota intestinal, atenuam a inflamacéao e o estresse
oxidativo e participam do crescimento e da diferenciagao celular normal (Vinolo et al.,

2011; Tolhurst et al., 2012). O acetato, AGCC mais abundante, € importante para o
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crescimento de bactérias associadas com a eubiose intestinal. Ja, o butirato é
considerado um dos metabdlitos fermentativos mais importantes para a saude
intestinal, sendo a principal fonte de energia para os colonécitos e auxiliando no
controle de processos inflamatérios no intestino (Chen e Vitetta, 2018; Zhong et al.,
2019).

Ainda, foi observado aumento de inddis em caes mais velhos. Os indois tém
um papel importante na funcionalidade intestinal, como o fortalecimento da mucosa e
a regulagédo negativa da expressao de citocinas proé-inflamatérias, sendo que seus
efeitos positivos ou negativos dependem da sua concentragdo (Oliphant e Allen-
Vercoe, 2019). Assim, parece que o aumento das concentragdes de indodis nas fezes
dos cées adultos esta associado a efeitos positivos, uma vez que esses achados estao
em consonancia com o aumento observado nas bactérias relacionadas a eubiose e
seus metabdlitos.

Embora o Fusobacterium seja frequentemente associado a eubiose em caes
(Alshawaqgfeh et al., 2017), ele também é reconhecido como um género proteolitico
(Louis e Flint, 2016). A reduc&o de Fusobacterium em cées mais velhos pode estar
associada a diminuicdo do consumo alimentar, que, por sua vez, resultou na maior
digestibilidade da PB, como observado nos experimentos 1 e 2. Isso resulta em
quantidade menor de substrato n&o digerido disponivel no colon (Ephraim et al.,
2020), reduzindo a abundancia de géneros proteoliticos, incluindo o Fusobacterium.

Do mesmo modo, outros géneros proteoliticos também reduziram nas fezes de
caes adultos com menor consumo de PB kg®"5/dia (CA), quando comparado com o
grupo com maior consumo (CF) no experimento 2, como Peptostreptococcus,
Enterococcus e Streptococcus. Assim como observado em filhotes, em relacdo aos
adultos (Experimento 1), cdes com maior consumo de PB no experimento 2 também
apresentaram maiores concentragdes fecais de metabdlitos de fermentacéo
nitrogenada, como amdnia, isobutirato, acidos hexandico e heptandico e AGCR totais.
Curiosamente, houve também aumento da concentracdo fecal de butirato nesse
grupo. Embora o butirato seja um metabdlito associado a eubiose intestinal e a
fermentacdo sacarolitica (Anshory et al., 2023), algumas bactérias proteoliticas
especificas, como o Fusobacterium, também sao capazes de produzir esse composto
através das vias de degradacao do glutamato e da lisina (Louis e Flint, 2016).

Céaes adultos com menor consumo também apresentaram maior abundancia

de Blautia nas fezes. Como comentado anteriormente, esse género é conhecido por



54

produzir AGCC (Suchodolski et al., 2012; Alshawaqfeh et al., 2017; Félix et al., 2022).
Apesar disso, nédo foi observado aumento de AGCC no grupo CA, o que
provavelmente pode ser atribuido ao fato de que esses metabdlitos sao rapidamente
absorvidos no lumen intestinal, antes de atingir o célon distal, o que pode reduzir sua
concentragao nas fezes (Strompfova et al., 2017 , Lima et al., 2020).

Com base nos resultados observados, recomenda-se a utilizagdo de fontes
proteicas de alta digestibilidade, associadas a maior densidade calérica da dieta para
cdes em crescimento. Essa abordagem, além de favorecer a maior absorg¢do de
aminoacidos essenciais ao crescimento dos filhotes e reduzir a quantidade consumida
de alimento, também pode contribuir para melhora da eubiose da microbiota e para a

reducao da producédo de metabdlitos com potencial toxico para mucosa intestinal.

5. Conclusoes

As necessidades energéticas dos cades variam ao longo do crescimento,
influenciando a digestibilidade da dieta, devido ao maior consumo por quilo de peso
metabdlico por dia em cédes mais jovens. Caes mais novos apresentaram maiores
valores de CDA do EEA e EM, bem como menor CDA da PB quando comparados
com caes mais velhos. Assim como cées do grupo CF apresentaram menor CDA da
PB quando comparados aos caes do grupo CA. A partir de aproximadamente 8 meses
de idade, a microbiota dos caes assemelha-se a encontrada em adultos saudaveis,
mantendo-se estavel na idade adulta, visto que apresentam maior abundancia de
géneros relacionados a eubiose intestinal e maiores concentragées de AGCC. Em
contraste, cdes mais novos apresentam abundancia reduzida de géneros
relacionados a eubiose intestinal e maiores concentracbes de AGCR. Esses
resultados permitem estabelecer estratégias de manejo nutricional para otimizar a
digestibilidade e a funcionalidade intestinal em c&es ao longo de seu desenvolvimento.
Ainda, ao usar equacoes para estimar os CDA in vivo a partir de dados in vitro, as
estimativas se aproximaram dos valores in vivo, sugerindo que o método in vitro € uma

alternativa viavel para prever a digestibilidade de dietas secas extrusadas.
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Certificamos que o protocolo nimero 035/2022, referente ao projeto de pesquisa “Efeito da idade e do método
de avaliacio (in vivo e in vitro) sobre a digestibilidade dos nutrientes e energia metabolizavel da dieta e
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Espécie/Linhagem Canis lupus familiaris (canino)

Numero de animais 8
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Origem Laboratorio de Estudos em Nutricdo Canina da UFPR em Curitiba, Parana,
Brasil

*A autorizacdo para inicio da pesquisa se toma vélida a partir da data de emisso deste certificado.
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evaluation (in vivo and in vitro) on nutrient digestibility and metabolizable energy of diet and intestinal
fermentation products in growing dogs” under Ananda Portella Félix — which includes the production,
maintenance and/or utilization of animals from Chordata phylum, Vertebrata subphylum (except Humans), for
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Origin Laboratory of Studies in Canine Nutrition of UFPR in Curitiba, Parana, Brazil
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