Influéncia daidade e do consumo alimentar sobre a digestibilidade da dieta e

metabdlitos de fermentacdo intestinal em céaes

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da idade e do consumo alimentar
sobre os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) e energia metabolizavel (EM)
da dieta e metabdlitos de fermentacdo intestinal em caes. Foram utilizados oito caes
filhotes com dois meses de idade (grupo filhote com consumo de filhote - FCF), além
de oito caes adultos com consumo de adulto (ACA) e oito cdes adultos com consumo
de filhote (ACF). Todos os cédes eram da raca Beagle e foram alimentados com a
mesma dieta seca extrusada para cdes em crescimento durante 15 dias, variando
apenas as quantidades, sendo 60 g de matéria seca (MS)/kg®’®/dia para os grupos
FCF e ACF e 38 g de MS/kg®75/dia para o grupo ACA. Foi feita a colheita total de fezes
durante 5 dias para os filhotes e adultos para andlises dos CDA e EM da dieta,
metabdlitos de fermentacéao intestinal e caracteristicas fecais. O CDA da MS, matéria
organica, extrato etéreo em hidrdlise acida, energia bruta e a EM da dieta foram
maiores para os cades FCF, em relacdo aos ACF e ACA (P<0,05). Ainda, o CDA da
proteina bruta (PB) foi maior nos cdes FCF e ACA, quando comparado aos caes ACF
(P<0,05). A MS e o escore fecal foram maiores e a producéo fecal foi menor nos caes
ACA, em relacdo aos cédes ACF e FCF (P<0,05). A concentracdo de amoénia fecal foi
maior nos caes ACF quando comparado aos caes FCF e ACA (P<0,05). Houve maior
concentracéo fecal de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) nos cdes ACA e ACFem
comparacao ao FCF (P<0,05). Contudo, a concentracdo fecal de acidos graxos de
cadeia ramificada (AGCR) totais foram maiores nos cdes FCF e menores nos caes
ACA (P<0,05). Os resultados mostram que cdes com 2 meses de idade podem
apresentar maiores CDA da dieta, que caes com 14 meses de idade, com excec¢éo do
CDA da PB. Esses resultados nao parecem estar relacionados ao maior
consumo/kg®” em cées filhotes, uma vez que em adultos, 0 aumento no consumo
reduz os CDA da maioria das fragdes nutricionais da dieta. Além disso, cées filhotes

apresentam menor concentracéo fecal de AGCC e maior de AGCR, que caes adultos.



1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre a utilizacdo dos nutrientes na fase de crescimento é
essencial para garantir a saude, o desenvolvimento adequado e a longevidade dos
cées (Sabchuk et al., 2019). A maior parte dos ensaios de digestibilidade e avaliacado
dos metabdlitos da fermentacéo intestinal em caes observa os efeitos da inclusao de
ingredientes ou aditivos na dieta sobre essas variaveis, contudo, ndo considera a
influéncia da idade ou do consumo alimentar. Embora existam estudos publicados
sobre o assunto, as informacdes disponiveis ainda apresentam divergéncias,
especialmente sobre a utilizagdo de nutrientes e a producdo de metabdlitos de
fermentacado intestinal em cédes em crescimento ou adultos (Weber et al.,, 2002;
Swanson et al., 2004; Zanatta et al., 2011; Gomes, 2013; Félix et al., 2013).

Além dos cées filhotes logo apds o desmame ainda estarem desenvolvendo seu
sistema gastrointestinal 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). Isso resulta em um
consumo alimentar proporcionalmente maior por quilograma de peso corporal em
comparacao aos caes adultos, principalmente quando alimentados com uma dieta de
moderada densidade calérica. Esse maior consumo poderia sobrecarregar o sistema
gastrointestinal e aumentar a taxa de passagem da digesta, impactando
negativamente na digestibilidade da dieta e nos metabdlitos de fermentacao intestinal
produzidos (Hussein et al., 2000; Sabchuk et al., 2019; Ephraim et al., 2020). Portanto,
0 objetivo desse estudo € comparar o efeito da idade e do consumo alimentar na
digestibilidade e energia metabolizavel (EM) da dieta em cées adultos e filhotes. Além
disso, busca-se investigar como os efeitos da idade e consumo influenciam nos

metabdlitos de fermentacao intestinal e nas caracteristicas fecais dos céaes.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e instalagdes
O uso de animais para este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso
de Animais, sob o protocolo n.035/2022. Foram utilizados 8 cées filhotes da raca
Beagle (4 machos e 4 fémeas), com idade inicial de 2 meses (56 + 17,90 dias) e peso



corporal médio de 5,27 + 1,48 kg e 16 cades adultos da raca Beagle (8 machos e 8
fémeas), com 14 meses de idade (424 + 15,28 dias), peso corporal de 10,62 + 0,89 kg
e escore de condi¢ao corporal de 4,8 £ 0,6 (Laflamme et al., 1997). Os cées foram
alojados individualmente em canis de alvenaria durante o periodo de coleta, com uma
cama e acesso livre a 4gua fresca.

2.2 Grupos experimentais

Foram avaliados trés grupos experimentais: cées filhotes ndo castrados com
consumo de filhote (FCF), caes adultos com o consumo de adulto (ACA) e caes adultos
com o consumo de filhote (ACF). Todos os cées adultos eram castrados. Os cées
foram alimentados com um alimento seco extrusado para caes em crescimento com
densidade calérica moderada durante 15 dias. A composi¢do quimica analisada do
alimento (com base na matéria seca — MS) foi: 24,44% de proteina bruta (PB), 11,76%
de extrato etéreo em hidrélise acida (EE), 10% de matéria mineral (MM), 6,43% de
fibra dietética total (FDT), 2,29% de célcio e 1,62% de fosforo.

Os cades FCF foram alimentados de acordo com as suas necessidades
especificas de EM para crescimento, segundo o NRC (2006), levando em
consideracdo peso a maturidade estimado em 11 kg. J& os cdes ACA receberam
guantidade de alimento para suprir as suas necessidades de EM para a manutencéo,
conforme o NRC (2006) e historico dos animais, sendo de aproximadamente 140
kcal’kg®7>. Os cdes ACF foram alimentados com a mesma quantidade em g de MS por
quilo de peso metabdlico (kg °7®) do grupo FCF. Todos os cédes foram alimentados
duas vezes ao dia, as 8:30h e 16:00h. A agua foi fornecida a vontade.

2.3 Digestibilidade, caracteristicas fecais e metabdlitos de fermentacéo

O ensaio de digestibilidade seguiu 0 método de coleta total de fezes, sendo as
fezes colhidas pelo menos duas vezes ao dia, pesadas e congeladas individualmente
por animal (AAFCO, 2016). As andlises das dietas e fezes de MS, PB, EE, MM e
energia bruta (EB) para calculo da digestibilidade seguiram as recomendagfes da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). A EM foi estimada sem
coleta de urina segundo a AAFCO (2016). As caracteristicas fecais foram avaliadas
durante o periodo de coleta pelo contetdo total de matéria seca fecal (MSf), producéo

fecal e consisténcia fecal, por escore (1 = fezes liquidas a 5 fezes secas, Carciofi et



al., 2009). NO 15° dia, fezes frescas (no maximo 15 min apds a defecacéo espontanea)
foram coletadas para analises de pH (medido em pHmetro digital), aménia (Brito et al.,
2010), acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR) (medidos em
cromatografia gasosa).

2.4 Anédlise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro Wilk. Os
dados com distribuicdo normal foram submetidos a Analise de variancia (ANOVA),
totalizando 8 repeticdes por grupo experimental. Quando o teste F da ANOVA indicou

diferenca (P<0,05) as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

3. RESULTADOS

N&o foram observadas reacdes adversas as dietas, como episédios de vomito,
diarreia ou recusa alimentar ao longo da pesquisa e todos 0s caes consumiram
totalmente as quantidades ofertadas. A ingestdo de MS, MO, PB, EE, EB e EM/kg®"®
foi maior nos cdes FCF e ACF, qguando comparada a ingestao dos cdes ACA (P<0,05,
Tabela 1). O CDA da MS, MO, EE, EB e a EM da dieta foram maiores para os caes
FCF, em relacdo aos ACF e ACA (P<0,05, Tabela 1). Ainda, o CDA da PB foi maior
nos cdes FCF e ACA, quando comparado aos caes ACF (P<0,05, Tabela 1). AMS e
o escore fecal foram maiores e a producéo fecal foi menor nos cdes ACA, em relacéo
aos cades ACF e FCF (P<0,05, Tabela 1).

A concentracdo de amonia fecal foi maior nos cades ACF quando comparado
aos cées FCF e ACA (P<0,05, Tabela 2). O pH fecal nao diferiu entre os tratamentos
(P>0,05, Tabela 2). Houve maior concentracéo fecal de AGCC nos cdes ACA e ACF
em comparacdo ao FCF (P<0,05, Tabela 2). Quando comparado apenas os caes
adultos, houve maior concentracao fecal de butirato no grupo ACF, em relacdo ao ACA
(P<0,05, Tabela 2). A concentracéo fecal de AGCR totais foram maiores nos caes FCF
e menores nos cades ACA (P<0,05, Tabela 2). Quando comparado apenas 0s caes
adultos, o grupo ACF apresentou maior concentracéo fecal de AGCR totais do que o
grupo ACA (P<0,05, Tabela 2).



Tabela 1: Médias de ingestio, coeficientes de digestibilidade aparente (CDA), Tabela 2: Médias de pH, ambnia (%), dcidos graxos de cadeia curta (AGCC,
energia metabolizavel (EM) e teristicas fecais de cées filhotes (FCF) e adultos mMol/g) e ramificada (AGCR, mMol/g) das fezes de caes filhotes (FCF) e adultos
com consumo de adultos (ACA) e de filhotes (ACF). com consumo de adultos (ACA) e de filhotes (ACF).
Item Grupos Item Grupos 1 " 2
FCF ACA ACF EPM" P-valor* = prvster
FCF ACA ACF
Ingestaol/kg® “Idia
Amdbnia 014 b 0,14 b 021a 0,01 0,002
MS, g 606 a 379b 500a 241 <0,001
H 6,54 6,39 6,73 0,09 0,376
MO, g 536a 336b 540a 2,22 <0,001 R
PB, g 148a 91b 147a 0,60 <0,001 Acetato 6343 b 13496 a 135,97 a 886 =0,001
EE, g 71a 44b 70a 0,29  <0,001 Propionato 26,29b  5053a 46,60 a 2,78 <0,001
FDT.g 38a 24b 39a 016 <0001 Butirato 7.87c  1298b  1463a 0,71 <0,001
EB, keal 2812a 1732b 2780 a 11,40 <0,001
AGCC total 97,60 b 19850 a 197,20 a 12,20 <0,001
EM, keal 2129a 1443 b 2316a 8,40 <0,001
CDA (%) ato 593a 510b 527b 0,11 <0,001
S 7193  675b  657c 065 <0001 Valérico 555b  4,79¢ 6,22a 015  <0,001
MO 75,4 a 730b 710¢c 0,47 <0,001 Isobutirato 584a 524b 570a 0,08 0,001
i f60a 771a  742b 036 0,004 4 metil valerato 056b 058ab  063a 0,01 0,014
EE 86,0a 835b 825b 044 <0001
Hexandico 068 b 063b 082a 0,02 0,001
EB 76,2a 73.7b M7c 0,50  <0,001
EM (kcallkg) 3512,7a 33702b 33109b 24,00 <0,001 Heptansico 558a  422c 4560 014 <0,001
Caracteristicas fecais AGCR total 18,59 a 1576 ¢ 16,97 b 0,31 <0,001
Matéria seca (%) 269¢c 355a 331b 0,89 <0,001 EPM = erro padrdo da média; ?Probabilidades; abc. Médias com letras distintas
Produgao® (g/dia) 2692 b 202.0 ¢ 363.7 a 1510  <0,001 foram estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).
Escore 30¢ 39a 34b 0.09 <0,001

'EPM = erro padrao da média; “Probabilidades; “Produgdo = g fezes produzidas na
matéria natural/animalidia; abc. Médias com letras distintas foram estatisticamente
diferentes pelo teste de Tukey (F<0,05).

4. DISCUSSAO

Compreender os possiveis efeitos da fase de crescimento e do consumo
alimentar sobre a digestibilidade dos nutrientes da dieta € essencial para compreender
0 seu impacto na funcionalidade intestinal. No entanto, é perceptivel a escassez de
estudos que abordem a comparac¢éao da digestibilidade dos nutrientes e metabdlitos de
fermentacao intestinal entre cdes adultos e filhotes, bem como e efeito do consumo
sobre esses parametros. Nesse cenario, o presente estudo evidenciou que a idade e
o consumo podem afetar a digestibilidade das fracbes nutricionais da dieta, assim
como os metabdlitos de fermentacao intestinal dos cdes. Com o intuito de atender a
maior demanda energética para o crescimento, as recomendacdes de fornecimento
alimentar por kg0,75 para cées filhotes exibem uma disparidade em relacdo aos
individuos adultos, podendo chegar a 1,6 vezes a necessidade de EM/kg0,75 de cées
adultos em manutencéo (FEDIAF, 2021). Desse modo, como esperado, os cades FCF
apresentaram maior consumo por kg0,75 de MS, MO, PB, EE, EB e EM para sustentar

a curva de crescimento saudavel (Salt et al., 2020).



N&ao foram encontrados estudos que comparassem a mesma faixa etaria dos
cées filhotes e adultos utilizados no presente estudo, mas a maioria dos autores que
conduziram trabalhos semelhantes encontraram resultados divergentes, relatando
falta de diferenca entre as idades ou maior digestibilidade em caes adultos (Lloid et
al., 1995; Weber et al., 2002; Swanson et al.,, 2004). Por outro lado, estudos
comparando o efeito do consumo na digestibilidade das dietas em cées adultos,
relataram menor digestibilidade da PB 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). O maior CDA do EE nos cédes FCF quando comparados aos cédes ACA e
ACF pode ter contribuido para a maior digestibilidade da MS, MO e energia observada
no mesmo grupo. Considerando essas diferencas entre cdes adultos e filhotes, os
resultados foram distintos quando comparados aos adultos independentes do
consumo, como observado nos cdes ACA e ACF. Embora esse fato também ja tenha
sido observado em outros estudos utilizando caes mais novos (Zanatta et al., 2011,
Félix et al.,, 2013; Marx et al. 2017; Sabchuk., 2019), a explicacdo sobre esses
resultados ndo estd claramente elucidada em cées. Por outro lado, a ingestdo de
maiores quantidades de proteinas pode ultrapassar a capacidade de absor¢ao do trato
gastrointestinal de caes, resultando na reducédo da digestibilidade do nutriente pelo
préprio organismo, como observado em caes FCF e ACF (Hussein et al., 2000). Isso
pode estar relacionado com o menor CDA da PB nos cdes ACF. A menor
digestibilidade da PB também foi observada em estudos que investigaram céaes
alimentados com dietas ricas em proteinas (Nery et al., 2012; Hang et al., 2013;
Herstad et al., 2017; Pinna et al., 2018; Jackson et al., 2018; Ephraim et al., 2020). A
elevada concentracao fecal de aménia nos cdes ACF pode ser atribuida ao menor
CDA da PB obtida no mesmo grupo, resultando em maior disponibilidade de proteina
fermentavel no coélon, conforme constatado em estudos anteriores que também
evidenciaram essa relagdo em cées adultos (Celi et al., 2019; Bastos., 2023).

A idade é um dos fatores que mais impactam a diversidade da microbiota, sua
composicdo e metabolitos (You et al., 2021). Nos primeiros meses de vida, os filhotes
apresentam uma microbiota ainda em desenvolvimento (Blake et al., 2020; Garrigues

et al., 2022). Isso porque, essas comunidades apresentam abundancia reduzida de



géneros bacterianos e metabdlitos relacionados a eubiose, como por exemplo 0s
AGCC. Em contrapartida, de forma geral, a microbiota de caes filhotes, quando
comparada com a de cées adultos, apresenta maiores quantidades de géneros
potencialmente patogénicos e seus metabolitos, como AGCR (Blake et al., 2020). Isso
explica os resultados observados, como a maior concentracdo fecal de AGCC e menor
de AGCR nos caes adultos, independente do consumo, quando comparado aos
filhotes. Essas particularidades influenciaram negativamente caracteristicas como
matéria seca, producdo e escore fecal nos cées filhotes quando comparados aos
adultos. Esses sdo parametros importantes para os tutores ao comprarem um alimento
comercial e de acordo com esses resultados, estao provavelmente relacionados a um
ambiente intestinal equilibrado. Além da idade, o consumo também parece influenciar
negativamente as caracteristicas fecais e o ambiente intestinal. Isso foi observado com
o0 aumento de AGCR nas fezes e a menor digestibilidade da proteina bruta dos grupos
de maior ingestdo alimentar. Nessa situacdo, a ingestdo de proteina € maior,
aumentando a quantidade de substrato no célon, que sera posteriormente fermentado
por bactérias proteoliticas, produzindo compostos nitrogenados. Esses compostos,
quando em altas concentracdes, sdo associados com disbiose, por serem toxicos para
a mucosa e aumentarem o odor das fezes (Windey et al., 2012). Apesar do butirato
ser um metabolito relacionado a eubiose e a fermentacéo de fibras (Swanson et al.,
2001), algumas bactérias proteoliticas especificas como Fusobacterium spp. também
sdo capazes de produzir esse composto através das vias de degradacado do glutamato
e da lisina, o que explica a maior concentracdo de butirato observada nos cées ACF

em comparacao com 0os ACA (Louis e Flint., 2016).

5. CONCLUSAO
Os resultados mostram que caes com 2 meses de idade podem apresentar
maiores CDA da dieta, que cades com 14 meses de idade, com excecdo do CDA da
PB. Esses resultados ndo parecem estar relacionados ao maior consumo/kg®’®> em
caes filhotes, uma vez que em adultos, 0 aumento no consumo reduz os CDA da
maioria das fragdes nutricionais da dieta. Aléem disso, caes filhotes apresentam menor

concentracéo fecal de AGCC e maior de AGCR, que caes adultos.
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