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IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA FECAL DE EQUINOS SUBMETIDOS A
SOBRECARGA DE AMIDO

RESUMO - A microbiota bacteriana intestinal dos equinos é
heterogénea e complexa, podendo ser alterada por variacdes introduzida na
dieta. A ingesté@o excessiva de carboidrato soluvel altera a microbiota intestinal
com possiveis consequéncias catastroficas sistémicas. Com este estudo,
buscou-se avaliar as implicagcbes da sobrecarga dietética experimental com
amido sobre a microbiota fecal, correlacionando-a com a inducédo de laminite
aguda. Foram utilizados 10 equinos (fémeas ou machos castrados) SRD, idade
média de 13+5,6 anos, e peso médio de 353+28 kg. Os animais foram
distribuidos num delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2x2
com medidas repetidas no tempo, sendo quatro grupos: controle (GC) - agua
(10L) por sonda nasogastrica e, ap0s oito horas, solucao fisiolégica 0,9% (5L)
pela canula cecal; controle-tampé&o (GCT) - agua (10L) por sonda nasogastrica
e, apos oito horas, solucéo alcalinizante (3,5g de Al(OH)3, 65,69 de Mg(OH),) e
1,2g de simeticona pela canula cecal; amido-controle (GAC) - amido (17,6g/kg)
diluido em agua (10L) e, apos oito horas, solugéo fisioldégica 0,9% (5L) pela
canula cecal; amido-tampéao (GAT) - amido (17,6g/kg) diluido em agua (10L) e,
apos oito horas, solucao alcalinizante (3,59 de Al(OH)s3;, 65,69 de Mg(OH),) e
1,2g de simeticona pela canula cecal. Amostras de fezes foram colhidas da
ampola retal em seis intervalos de tempo: TO (basal); T8; T12; T24; T48; T72
horas, respectivamente, apds a inducdo com amido. Em periodo imediato a
colheita, avaliaram-se claudicagéo, sinais de desconforto abdominal, ingestéo
de agua e feno, qualidade das fezes, temperatura e frequéncia cardiaca. Para
a extracdo de DNA metagendmico, amplificacdo e sequenciamento das regidoes
V4-V5 do gene 16S rRNA, empregaram-se “kits” especificos para sequenciador
lllumina. As analises das sequéncias foram feitas pelo programa QIIME.
Ocorreu proliferacdo de bactérias amiloliticas, principalmente das famililias
Streptococcaceae e Lactobacillaceae, entre 12 e 48 horas ap0s a ingestdo do
amido. Concomitantemente, houve diminuicdo da abundéancia relativa das
bactérias fibroliticas (Ruminococcus, Clostridum e Eubacterium). A sobrecarga
dietética com amido induziu alteracdes clinicas de laminite aguda a partir de 12
horas da indugdo. Conclui-se que ocorreu disbiose intestinal com a
predominéncia dos géneros bacterianos Streptococcus e Lactobacillus
associada ao aumento da sensibilidade dos cascos, visto que as alteragbes
clinicas e mudancas na microbiota fecal foram temporalmente coincidentes.
Palavras-chave: Cavalos, intestino, laminite, sequenciamento de nova
geracao, sobrecarga de amido



EQUINE FECAL MICROBIOTA IDENTIFICATION AFTER STARCH
OVERLOAD

ABSTRACT - The horses’ intestinal bacteria microbiota is
heterogeneous and complex and can variate according to diet changes. The
excessive intake of soluble carbohydrate changes the intestinal microbiota with
possible consequences systemic catastrophic. The goal of this study is to
evaluate possible changes by starch overload in the fecal microbiota,
correlating it with acute laminitis. Ten mixed breed horses (females and
geldings), with age 13+5,6 years and weighting 353+£28 kg, were used. They
were distributed in a completely randomized design in 2x2 factorial arrangement
with repeated measurements over time, being four groups: control (GC) - water
(10L) by nasogastric tube and, after eight hours, physiological solution 0,9%
(5L) by cecal cannula; buffer-control (GCT) - water (10L) by nasogastric tube
and, after eight hours, buffer solution (3,5g of Al(OH)3, 65,69 of Mg(OH),) and
1,2g of simethicone by cecal cannula; starch-control (GAC) - starch (17,6g/kg)
diluted in water (10L) and, after eight hours, physiological solution 0,9% (5L) by
cecal cannula; and buffer-starch (GAT) - starch (17,6g/kg) diluted in water (10L)
and, after eight hours, buffer solution (3,5g of Al(OH)3, 65,69 of Mg(OH),) and
1,2g of simethicone by cecal cannula. The fecal samples were collected from
rectal ampoule in six different times: TO (basal); T8; T12; T24; T48; T72 hours,
respectively, after the starch overload. Following this, the lameness, the
abdominal pain sings, the water and hay intake, the quality of the feces, the
rectal temperature and the heart rate were evaluated. Specifics “kits” for
lllumina plataform were used for extraction and amplification of the
metagenomic DNA, and sequencing of the V4-V5 regions of the gene 16S
rRNA. All the sequences analysis was performed on QUIIME program. There
was proliferation of amilolytic bacteria, mainly from Streptococcaceae and
Lactobacillaceae families, between 12 and 48 hours after starch overload. At
the same time, there was decrease of the relative abundance of fribolytic
bacteria (Ruminococcus, Clostridium and Eubacterium). The starch overload
induced clinical changes of acute laminitis 12 hours after induction. In
conclusion, there was gut disbiose with predominance of genera Streptococcus
and Lactobacillus in association with greater hoof sensitivity, since clinical and
fecal microbiota changes were concomitant.

Keywords: Horses, gut, laminitis, NGS, starch overload



1. INTRODUCAO

Os cavalos estao presentes por todo o mundo, e estiveram com 0s humanos
ao longo da histéria, servindo a uma variedade de propésitos praticos como meio de
transporte, animal de trabalho na agricultura e na guerra. Ainda que sejam utilizados
para a subsisténcia agricola, nos dias de hoje, devido a sua graciosidade e
agilidade, sao voltados principalmente para lazer e esporte, representando um setor
socioeconémico importante de um pais (Khadka et al., 2010).

Sabendo da importdncia do cavalo para a economia, reforca-se a
necessidade de cuidados diferenciados com essa espécie (Lima e Cintra, 2016),
tendo em vista que sua domesticacdo a tornou vulneravel a distlrbios
gastrintestinais com consequentes repercussdes sistémicas, como a laminite, e
outras condi¢les clinicas que apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade
(Archer e Proudman, 2006; Proudman et al., 2015). Estas alteracbes no trato
digestivo sdo as principais afec¢cdes que acometem o0s equinos, e, muitas vezes,
relacionam-se a dieta, condicdes de estresse e uso de anti-inflamatérios ou
antimicrobianos, os quais podem impactar negativamente a microbiota intestinal
(Perkins et al., 2012; Harlow et al., 2013).

Em um estudo com cavalos de corrida, associou-se que a mudanca dietética
induz alteracdes nas comunidades da microbiota intestinal e, consequentemente,
nos metabdlitos produzidos no intestino (Proudman et al., 2015). Nesse caso,
detectou-se que alguns componentes da dieta, ndo digeridos na porcédo inicial do
trato gastrintestinal, passam diretamente para os segmentos distais, interferindo na
homeostase microbiana por desequilibrio de promotores e inibidores de crescimento
bacteriano (Julliand e Grimm, 2017).

Garner et al. (1975) empregaram o modelo de inducdo experimental de
laminite pela ingestdo forcada de carboidrato solluvel, observando mudancas
significativas no microbioma do ceco e célon de cavalos, concomitantemente ao
guadro de laminite aguda. Desde entdo, outros estudos demonstraram esse
desequilibrio microbiano, utilizando técnicas de cultivo e isolamento, apés mudanca
dietética drastica por excesso de concentrado (Goodson et al., 1988; Moore e
Dehority, 1993; De Fombelle et al., 2001; Respondek et al., 2008).
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Sabe-se que os métodos de cultivo microbiologico, por vezes, ndo séo
suficientemente precisos no isolamento e identificagcdo bacteriana, visto que muitas
bactérias sao dificeis de serem cultivadas (Costa, 2014). Entretanto, o avan¢o das
técnicas moleculares favoreceu a caracterizagdo microbiana e trouxe novas
informacdes acerca da riqueza, diversidade e mudangas na microbiota intestinal
(Daly et al., 2012; Hansen et al., 2015; Venable et al, 2017).

Até o momento, os estudos experimentais invasivos relacionados a mudanca
da dieta nos equinos vém utilizando amostras de conteldo de segmentos intestinais
(ceco e célon). Por conta disso, Sherpherd et al. (2012) tém preconizado o uso de
técnicas moleculares para caracterizar as implicacdbes dessas mudancas na
microbiota do trato intestinal dos equinos. Com este estudo, considerou-se a
obtenc&do de amostras fecais como um método n&o invasivo e pratico (Julliand e

Grimm, 2017), ap0s a sobrecarga dietética de amido.
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