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SORGO COMO FONTE DE CARBOIDRATO EM ALIMENTOS EXTRUSADOS
PARA GATOS: USO DE DIFERENTES VARIEDADES E MOAGENS E EFEITOS
SOBRE A DIGESTIBILIDADE, PRODUTOS DE FERMENTACAO, IMUNIDADE
INTESTINAL E MICROBIOTA.

RESUMO - O obijetivo deste estudo foi avaliar o efeito de duas variedades de
sorgo, processadas diferentemente, na palatabilidade, digestibilidade dos nutrientes,
produtos de fermentacédo fecal e microbiota em gatos adultos. Quatro dietas com
composic¢des similares foram formuladas com milho (Mi), arroz integral (Al), sorgo
vermelho (SV) ou sorgo branco (SB) como principal fonte de carboidrato. As dietas Mi
e Al foram moidas apenas com peneira de 1,0 mm (média), enquanto que as dietas
SV e SB foram moidas com peneiras de 0,8 mm (fina), 1,0 mm e 1,6 mm (grossa),
totalizando oito dietas. O experimento foi delineado em blocos casualizados, com
quatro blocos de 16 gatos, dois gatos por dieta em cada bloco, totalizando oito
repeticdes por tratamento e 64 unidades experimentais. Apés o periodo de adaptacéo,
a digestibilidade dos nutrientes foi calculada pelo método de coleta fecal total e o
escore fecal foi avaliado. Amostras fecais frescas foram coletadas para analise dos
produtos de fermentacdo, medicdo do pH, aminas biogénicas e microbiota. Valores
de P <0,05 foram considerados significativos. A palatabilidade foi maior nas dietas SV
e SB na moagem média do que nas dietas Mi e Al (P <0,01), e a dieta SB apresentou
maior consumo que SV (P <0,05). Para a dieta SV, a maior granulometria apresentou
melhor consumo do que a menor granulometria (P <0,05). Ndo houve diferenca
significativa na digestibilidade aparente dos nutrientes entre as dietas, exceto uma
reducdo na digestibilidade da matéria seca para a dieta SB com moagem grossa
(P=0,007). A producéo fecal, escore fecal e amonia foram semelhantes entre as dietas
(P>0,05). O pH fecal foi menor apds o consumo das dietas Al e SV e SB com moagem
grossa (P<0,05). Maior producao de butirato nas fezes foi observada na dieta SB com
maior granulometria (P=0,002), com potencial beneficio para a saude intestinal. A
concentragdo de aminas biogénicas nas fezes nado diferiu entre os tratamentos
(P>0,05). As dietas a base de sorgos vermelho e branco em maior granulometria
apresentaram menor beta diversidade que todas as dietas, com excec¢do do sorgo
branco em granulometria média. Conclui-se que dietas com SV ou SB foram mais
palataveis do que aquelas com Mi ou Al. Com teores semelhantes de fibra, a
digestibilidade, producdo e o escore fecais foram semelhantes entre as diferentes
fontes de carboidratos, independentemente da moagem. A maior granulometria
aumentou a palatabilidade do SB e SV e o butirato fecal no SB. Entretanto, maior
granulometria diminuiu a diversidade beta nas duas variedades de sorgo e
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, familias conhecidas por suas bactérias
benéficas. SV em menor granulometria aumentou Faecalibacterium prausnitzii, uma
produtora de butirato.

Palavras-chave: amido resistente, felino, intestino, prebidtico
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SORGHUM AS A CARBOHYDRATE SOURCE IN EXTRUDED CAT FOODS: USE
OF DIFFERENT VARIETIES AND GRINDINGS AND EFFECTS ON
DIGESTIBILITY, FERMENTATION PRODUCTS, INTESTINAL IMMUNITY AND
MICROBIOTA

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effect of two
sorghum varieties, processed differently, on palatability, nutrient digestibility and fecal
fermentation products in adult cats. Four diets with similar compositions were
formulated with corn (C), brown rice (BR), red sorghum (RS) or white sorghum (WS)
as the main carbohydrate source. The C and BR diets were ground with 1.0 mm
(medium) screen sieve; RS and WS were ground with sieve sizes of 0.5 mm (fine), 1.0
mm and 1.6 mm (coarse) each, totaling eight diets. The experiment was a randomized
complete block design with four blocks of 16 cats, two cats per diet in each block,
totaling eight replicates per treatment and 64 experimental units. After the adaptation
period the nutrient digestibility was calculated by the total fecal collection method and
the fecal score was evaluated. Fresh fecal samples were collected for analysis of
fermentation products, pH measurement, biogenic amines and microbiota. Values of
P <0.05 were considered significant. Palatability was higher for RS and WS diets at
medium particle size than C and BR diets (P <0.01) and WS presented higher intake
than RS (P <0.05). For RS, bigger particle size had better consumption than small
particle size (P <0.05). There were no differences in apparent digestibility of the
nutrients between the diets, except lower DM for WS with bigger particle size (P =
0.007). Fecal production, score and ammonia were similar between diets (P> 0.05).
Fecal pH was lower after consumption of the BR and RS and WS diets with bigger
particle size (P <0.05). Likewise, the production of butyrate was increased, an
important source of energy for the colonocytes, in WS with bigger particle size (P =
0.002), which may improve intestinal health. There were no differences between
treatments in fecal concentrations of biogenic amines (P>0,05). Beta diversity in both
sorghum diets with bigger particle size was reduced in comparison to all diets, except
WS with medium particle size. In conclusion, diets with RS or WS were more palatable
than those with C or BR. With similar fiber contents, digestibility, fecal production and
score were similar among the different carbohydrate sources, regardless of grinding.
Bigger particle size has increased palatability of RS and WS and fecal butyrate in WS.
However, bigger particle size reduced beta diversity in both sorghum varieties and
Lachnospiraceae and Ruminococcaceae, families known for their beneficial bacteria.
RS diet with small particle size increased Faecalibacterium prausnitzii, a butyrate
producer.

Keywords: resistant starch, feline, intestine, prebiotic
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1 INTRODUCAO

Os alimentos extrusados para cdes e gatos possuem 0S grdos como sua
principal fonte de amido (Spears e Fahey, 2004). Entre estes, 0 Sorgo possui
vantagens como uma maior resisténcia a seca e pragas (Rooney e Serna-Saldivar,
2000), maior produtividade por area produzida e, consequentemente, menor custo em
comparacao com fontes mais tradicionais como milho e arroz (Awika, 2011).

Durante a producgéo de alimentos extrusados para animais de estimag&o, 0s
cereais sdo moidos finamente em moinhos de martelos e cozidos extensivamente nos
sistemas de extrusao, visando uma alta digestibilidade e consisténcia adequada das
fezes (Bazolli et al., 2015). E possivel que uma moagem mais grossa e um cozimento
limitado possam aumentar o teor de amido resistente (AR) do alimento extrusado,
possivelmente alterando seu padrdo digestivo e absortivo, e por consequéncia
impactando o metabolismo de carboidratos. O amido resistente é um potencial
prebibtico, composto por amido e seus produtos da degradacéo que nao sao digeridos
e absorvidos no intestino delgado, sendo fermentados no intestino grosso (Nugent,
2005; Fuentes-Zaragoza et al., 2010). Poucos estudos analisaram a digestibilidade de
alimentos extrusados para gatos contendo diferentes fontes de carboidratos ou formas
de processamento desses ingredientes (De-Oliveira et al., 2008; Goncalves, 2016).

Os AGCC foram envolvidos na regulacdo da expresséo de genes e de eventos
celulares especificos, lancando nova luz sobre o envolvimento de sua producéo sobre
adipogénese, desenvolvimento de resisténcia insulinica, status inflamatério e sobre a
manutencdo da integridade da barreira intestinal em estudos com seres humanos e
ratos (Belobrajdic et al., 2012). Nao existem estudos para gatos sobre AR advindos
de cereais, mas trabalhos j& demonstram que a geracdo de AR é efetiva durante o
processamento por extrusdo e que este apresenta efeitos benéficos quando
consumidos pelos cées (Peixoto et al., 2017; Ribeiro et al., 2019).

Menos estudadas, mas igualmente importantes, aminas biogénicas sé&o
produtos da degradacdo de aminoacidos pela microbiota intestinal (Rooks e Garrett,
2016). Estas tém diferentes ag0es fisiologicas, algumas deletérias, como a histamina,
e outras benéficas, como a espermina (Minois et al., 2011). As poliaminas séo

importantes para a manutencdo da taxa de proliferacdo celular e melhora na



integridade da barreira celular do epitélio intestinal (Timmons et al., 2014; Rogers et
al., 2015), além de poderem apresentar efeito antinflamatério (Minois et al., 2011).

Estudos recentes estdo considerando que o intestino pode ter uma parte central
em muitas doencas, além de suas funcdes de absor¢cdo de nutrientes e atuar como
uma barreira entre o hospedeiro e os patdégenos e toxinas externos (Deng e Swanson,
2015), j& que as bactérias intestinais desempenham um papel fundamental na
manutencdo da saude e bem-estar do hospedeiro, seja humano ou animal de
estimacgao (Bermingham et al., 2018).

Assim, é possivel que a absor¢cdo de AGCC derivados da fermentacdo do
amido resistente, bem como o consumo de uma dieta com cereais menos
processados, possam modular o metabolismo microbiano, alterando a concentragéo
de produtos de fermentacao nas fezes desses animais, com potenciais beneficios a
salde intestinal e do organismo.

Com base no exposto, foi avaliado em gatos adultos o consumo de alimentos
extrusados, balanceados para apresentar composicdo quimica semelhante,
formulados com sorgo branco ou sorgo vermelho, moidos em diferentes
granulometrias, comparados com o0s controles arroz integral e milho quanto a
formacdo de amido resistente durante a extruséo, palatabilidade, digestibilidade dos
nutrientes, formacao de fezes, produtos de fermentacéo e microbiota das fezes.

O projeto foi realizado em parceria com a Kansas State University e financiado
parcialmente pelo United Sorghum Checkoff Program, ambas com sede nos EUA.
Desta forma, a escolha dos ingredientes foi baseada principalmente no mercado pet
food norte-americano.

Foram hipéteses do presente estudo que os alimentos extrusados com sorgo
como fonte de carboidrato teriam adequada digestibilidade e palatabilidade para
gatos. O emprego de sorgo moido mais grosseiramente geraria alimento com maior
teor de amido resistente, em fungéo das caracteristicas naturais do granulo de amido
deste cereal. O consumo de alimento com maior teor de amido resistente iria resultar
em menor digestibilidade do amido e outros nutrientes no intestino delgado,
aumentando a fermentac&o microbiana de carboidratos no intestino grosso dos gatos,
resultando em maior concentragcdo de produtos de fermentacdo e alteracbes na

microbiota das fezes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sorgo

O sorgo é um cereal Unico devido a sua resisténcia a seca e adaptacédo a climas
tropicais (Rooney e Serna-Saldivar, 2000). E o quinto mais produzido no mundo, atras
de milho, trigo, arroz e cevada, com producdo de mais de 57 milhées de toneladas
(FAO, 2017). E utilizado com frequéncia para alimentacdo humana, principalmente na
Asia, mas também para alimentacdo animal no ocidente (Reddy et al., 2010).

O sorgo é considerado ingrediente de baixa digestibilidade do amido (Svihus et
al., 2005) em comparacao com o arroz e o milho, o que se justifica pela complexa
relacdo entre o amido e a matriz proteica que envolve os granulos de amido deste
cereal (Rooney e Pflugfelder, 1986). O conteudo de amilose estad diretamente
relacionado a digestibilidade do amido (Biliaderis, 1991) e inversamente relacionado
com a resposta glicémica (Goddard et al., 1984). Por isso, 0 sorgo, que possui maior
proporcao de amilose em comparacdo com o arroz € o milho, apresenta digestao
diferenciada (De-Oliveira et al., 2008). Dietas contendo lentilha e ervilha (duas
leguminosas) como fontes de carboidrato induzem menor glicemia e maior insulinemia
em gatos adultos em comparacdo com o0s grdos arroz e milho, comportamento
semelhante ao observado para o sorgo (De-Oliveira et al., 2008).

Todavia, sabe-se que o processamento, tanto por moagem quanto por extrusao
(Svihus et al., 2005; Mahasukhonthachat et al., 2010), aumenta a digestibilidade do
sorgo, reduzindo o conteudo de amido resistente e podendo anular os potenciais
beneficios atribuidos & uma menor e mais lenta digestdo. Bazolli et al. (2015)
compararam diferentes moagens de arroz, milho e sorgo em racdes extrusadas para
cées e seus efeitos sobre a digestibilidade e produtos da fermentacédo nas fezes, e
demonstraram que o maior tamanho de particula diminuiu a gelatinizacdo do amido
em todos ingredientes, porém reduziu a digestibilidade do amido, da proteina e da
gordura apenas nas dietas com milho ou sorgo. Consequentemente, apenas as dietas
com milho ou sorgo com maior tamanho de particula aumentaram a concentragéo de
butirato e lactato nas fezes, com potencial beneficio para a saude. Estudos similares

nao foram encontrados para felinos.



Além do valor nutritivo, 0 sorgo possui potencial antioxidante através de seus
compostos fendlicos, principalmente os taninos condensados. As variedades de sorgo
podem ser classificadas de acordo com o teor de tanino (em mg de equivalente de
catequina/g de amostra), em: Tipo | (0 a 1,8), Tipo Il (6,4 a 15,5) ou Tipo Il (11 a 50,2)
(Xiong et al., 2019). Entretanto, o potencial antioxidante, assim como potenciais
efeitos negativos para o consumo devido a menor palatabilidade, ndo estdo presente
nas variedades modernas utilizadas normalmente na alimentacdo animal devido a

selecéo para reducao dos taninos (Arapitsas, 2012).

2.2 Amido resistente

Ao se avaliar uma fonte de carboidrato, a presenca de amido resistente (AR)
também deve ser levada em consideracdo. O AR refere-se a soma do amido e de
seus produtos de degradacédo que néo séao digeridos e absorvidos no intestino delgado
de individuos sadios, sendo fermentados por bactérias no intestino grosso (Lobo e
Silva, 2003). Dessa maneira, 0 AR apresenta comportamento similar ao da fibra
alimentar fermentavel e tem sido relacionada com efeitos benéficos locais e sistémicos
(Muir e O’dea, 1992). Como substrato importante para a microbiota gastrointestinal, o
AR tem sido estudado para modular a microbiota pelo aumento de populacfes de
bactérias amiloliticas e microrganismos produtores de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC,; acidos acético, propidnico e butirico) (Kovatcheva-Datchary et al., 2009).

O amido resistente pode ser classificado em cinco tipos: tipo 1 é fisicamente
inacessivel e ocorre em gréos, por exemplo; tipo 2 € caracterizado por granulos de
amido cru, como na batata ou banana; tipo 3 € formado apds a retrogradagédo do amido
apos tratamento térmico, como ocorre com batata cozida ap0s resfriar; tipo 4 é
produzido através de modificacdes quimicas no amido; e o tipo 5 é a complexacao
amilose-lipideo, que pode ocorrer em ingredientes com amilose (Raigond et al., 2015).

Apesar de sua natureza carnivora, gatos digerem e absorvem carboidratos de
forma adequada, variando a digestibilidade aparente em funcdo da fonte e do
processamento (Morris et al., 1977). Como adaptacdes anatdmicas de um carnivoro,
possuem intestino delgado curto, ceco rudimentar e célon bastante reduzido (Sunvold
et al., 1995).



Poucos estudos avaliaram o uso de diferentes fontes de carboidrato e seus
impactos sobre o metabolismo e respostas sistémicas de gatos, sendo 0s primeiros
conduzidos por Kienzle (1993; 1994a). Kienzle (1994b) ndo observou mudangas na
glicemia pos-prandial de gatos apoés inclusao de diferentes fontes de amido (batata ou
milho crus e milho cozido) nas dietas. De-Oliveira et al. (2008) avaliaram seis fontes
de carboidrato (farinha de mandioca, quirera de arroz, milho, sorgo, ervilha e lentilha)
em alimentos extrusados sobre a digestibilidade e respostas pds-prandiais de glicose
e insulina. A dieta & base de sorgo apresentou menor digestibilidade da matéria seca
(MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), amido e energia bruta (EB) em
comparacao com a dieta a base de quirera de arroz. No entanto, apesar de menor, a
digestibilidade do amido do sorgo foi elevada (93,9%), n&do caracterizando um fator
negativo. Apesar da dieta a base de sorgo ter produzido fezes com menor MS (maior
umidade) em compara¢do com quirera de arroz, ndo houve diferenca no escore, pH e
producao de fezes. Com relagéo a resposta pés-prandial, as concentracbes médias e
maximas e a area abaixo da curva de glicose foram menores para a dieta a base de
sorgo em comparagao com a a base de milho. Fato interessante é que os estudos de
Kienzle (1994b) e De-Oliveira et al. (2008) sugerem gue carboidratos possuem menor
efeito na resposta pés-prandial de glicose e insulina em gatos do que os verificados
para caes ou seres humanos. Mesmo assim, outros fatores fisiolégicos ndo avaliados
podem estar em envolvidos, pois ao avaliar o fornecimento ad libitum de dieta a base
de arroz para gatos com sobrepeso e resisténcia insulinica resultou em maior
consumo energético e ganho de peso, quando comparado com a dieta a base de
milho-sorgo (Appleton et al., 2004).

Além disso, o AR tem sido considerado um potencial prebi6tico. Dentre seus
efeitos positivos na saude do célon estdo o aumento da taxa de producdo das células
da cripta e reducdo da atrofia do epitélio do célon em comparacdo com dieta sem
adicao de fibra (Sajilata et al., 2006), favorecimento da vasodilatagcdo, aumento da
absorcdo de agua e eletrolitos, prevencédo de colite ulcerativa, diminuicdo do risco de
cancer de célon, reducao da constipacéo, inibicdo da sintese de colesterol e melhor
controle do diabetes, devido ao baixo indice glicEmico (Polesi, 2011). Os efeitos de
carboidratos fermentaveis, como o AR, sobre a microbiota intestinal s&o um dos

pontos de grande relevancia atualmente em estudos nutricionais (Barry et al., 2012;



Hang et al., 2012). Todavia, o tipo de amido resistente pode influenciar a resposta,
afetando a producao de AGCC (Martinez et al., 2010).

Mais de 90% dos alimentos industrializados para felinos produzidos no mundo
correspondem a produtos secos extrusados. Estes, para adquirirem caracteristicas
importantes de processamento e formatacdo, como dureza e crocancia adequados a
palatabilidade e comportamento alimentar dos gatos, incluem determinada quantidade
de amido em sua composicao (Hullar et al., 2001; Spears e Fahey, 2004; De Groot e
Schrijver, 2008). Portanto, explorar a presenca deste amido tanto em relacdo a sua
contribuicdo ao processo de extrusdo em si como suas implicacdes metabdlicas e

nutricionais aos gatos torna-se relevante.

2.3 Microbiota intestinal

A microbiota gastrointestinal consiste em uma combinacdo complexa de
microrganismos como bactérias, archea, fungos, protozoarios e virus, com uma
populacédo estimada de 10 a 10** microrganismos, cerca de 10 vezes mais 0 nimero
de células do hospedeiro (Suchodolski, 2011). A microbiota comensal € benéfica para
o hospedeiro de diversas formas: pode impedir a colonizacao por patégenos, auxiliar
no processo digestivo e fornecer energia para o hospedeiro, além de auxiliar o
desenvolvimento e servir como estimulo constante para o sistema imune (Minamoto
et al,, 2012). O desenvolvimento de técnicas moleculares tem permitido maior
conhecimento da estrutura do microbioma (Bermingham et al., 2013; Hooda et al.,
2013). Entretanto, as diferentes metodologias apresentam vantagens e desvantagens,
com diferentes sensibilidades e especificidades para os diferentes grupos (Minamoto
et al., 2012), devendo-se levar este fator em consideracdo quando da comparacao de
diferentes estudos.

O trato gastrointestinal de neonatos € estéril, mas imediatamente apds o
nascimento inicia-se a colonizagdao (Round e Mazmanian, 2009). Desde o
desenvolvimento das técnicas moleculares, diversos trabalhos avaliaram o impacto
da dieta sobre a microbiota de gatos filhotes, principalmente testando diferentes
relacdes proteina:carboidrato em racdes secas (Vester et al., 2009; Jia et al., 2011;
Hooda et al., 2013; Deusch et al., 2014) ou comparando alimento seco com Uumido

(Young et al., 2016; Bermingham et al., 2018). Da mesma forma, diferentes relagdes



proteina:carboidrato foram avaliadas em gatos adultos com alimentos comerciais
(Lubbs et al., 2009) ou dieta a base de aves cruas em comparacdo com alimento
comercial seco (Kerr et al., 2014). Alteracbes decorrentes da idade foram descritas
por Patil et al. (2000), que observaram reducédo de bifidobactérias em gatos idosos em
comparacao com gatos mais jovens.

Em estudo que comparou os efeitos de diferentes combinacdes de alimento
comercial, seco ou umido, em diferentes fases da vida, pré- e pds-desmame, sobre a
microbiota fecal de gatos, Bermingham et al. (2018) identificaram diferengas
associadas a dieta, a idade e interacdes dieta x idade. As dietas apresentavam
composicdo de macronutrientes diferente, sendo que o alimento seco apresentava
teores moderados (proteina:gordura:carboidrato 35:20:30%, MS) e o alimento Umido
altas proteina e gordura e baixo carboidrato (proteina:gordura:carboidrato 45:37:2%,
MS).

Apesar da diversidade de trabalhos avaliando a microbiota, a interpretacéo dos
resultados apresenta limitagcbes em funcdo das dietas estudadas terem grande
variacdo nos ingredientes utilizados e na composi¢cdo quimica. Desta forma, a
variacdo muitas vezes pode estar relacionada a diversos fatores que ndo séo
considerados. Nao foi encontrada informacao na literatura cientifica sobre como fontes
de carboidrato sob diferentes processamentos podem influenciar estas populagées. A
combina¢cdo das mudancas na composi¢cdo microbiana com dados sobre as dietas e
efeitos fisiologicos (digestibilidade e producdo de metabdlitos, por exemplo) é
necessaria para compreender as consequéncias das alteracdes nas populacdes

microbianas em uma nutricdo Otima para caes e gatos (Deng e Swanson, 2015).

2.4 Produtos do metabolismo bacteriano

Fibras sdo compostos ndo digestiveis pelas secrecbes e enzimas do trato
gastrointestinal que chegam ao intestino grosso e sédo fermentadas pela microbiota,
gerando como principal produto AGCC (Roy et al., 2006; den Besten et al., 2013). Sao
rapidamente absorvidos pelos colondcitos, sendo que cerca de 5% séo excretados
nas fezes (Ruppin et al., 1980; Topping e Clifton, 2001). A quantidade e o tipo de fibra
consumidos impactardo na composi¢céo da microbiota e consequentemente no tipo de

acido graxo de cadeia curta produzido (den Besten et al., 2013).



Os AGCC séao promotores da saude intestinal e integridade, principalmente o
butirato, que é a principal fonte de energia para os colondcitos (Suzuki et al., 2008).
Além de servirem como energia, 0s AGCC participam de fungdes como regulagéo da
motilidade e circulagcdo sanguinea do célon e do pH do trato gastrointestinal (Tazoe et
al., 2008). Em humanos, enfermidades como alergias (Bottcher et al., 2000) e doenca
inflamatoria intestinal (Marchesi et al., 2007) foram relacionadas a concentracdes
reduzidas de AGCC nas fezes.

O lactato é outro produto da fermentacdo bacteriana que serve normalmente
como intermediario no metabolismo microbiano, podendo ser convertido a acetato ou
butirato (Duncan et al., 2004). Esta conversdo previne o acumulo de lactato e a
acidificacado excessiva, estabilizando o pH intestinal (Koh et al., 2016), motivo pelo
qual sua concentracdo normalmente é mais baixa em comparagdo com os AGCC
(Flint et al., 2012).

A amodnia € um composto toxico que lesa as células e reduz a altura das
vilosidades (Nousiainen, 1991), podendo promover tumorigénese (Lin e Visek, 1991).
A falta de carboidratos fermentéveis no intestino grosso pode aumentar a fermentacéo
proteolitica, o que aumenta a producao de amonia (Russell et al., 1983). Conlon et al.
(2012) observaram correlacdo inversa entre o pH intestinal e a concentracdo de
amonia. A inclusdo de amido resistente na dieta de ratos que consumiam alta proteina
reduziu a amonia das fezes (Winter et al., 2011), evidenciando a importancia de
substrato para a microbiota para minimizar potenciais efeitos deletérios.

Menos estudadas, mas igualmente importantes, aminas biogénicas sao
produtos da degradacdo de aminoacidos pela microbiota intestinal (Rooks e Garrett,
2016). As poliaminas espermina, espermidina e putrescina sdo importantes para a
manutencdo da taxa de proliferacdo celular e melhora na integridade da barreira
celular do epitélio intestinal (Timmons et al., 2014; Rogers et al., 2015), além de
poderem apresentar efeito antinflamatério (Minois et al., 2011). Dependendo do
receptor ativado, a histamina pode ter efeito pré ou antinflamatorio (Frei et al., 2013;
Smolinska et al., 2014).

As aminas biogénicas também sdo essenciais para o0 crescimento e
multiplicacdo bacterianos, sendo produzidas e excretadas em concentracbes muito

maiores que nas células de eucariotos (Shah e Swiatlo, 2008). Putrescina, cadaverina,



espermidina e espermina sao as principais aminas encontradas nas bactérias
(Michael, 2018). Polissacarideos ndo digestiveis chegam ao intestino grosso, sao
fermentados e reduzem o pH, o que pode modificar o metabolismo e a composi¢cao
microbiana, e estimular a sintese de aminas biogénicas (Noack et al., 1998). A
influéncia da producédo e degradacdo de aminas biogénicas no hospedeiro € pouco

estudada.

3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Sajid H. Alavi, do
Departamento de Ciéncias de Gréos da Universidade Estadual do Kansas, EUA, com
financiamento de pesquisa obtido junto ao Sorghum Checkoff Program. As dietas
foram produzidas no Laboratério de Extrusdo da Universidade Estadual do Kansas, e
o estudo com animais foi realizado no Laboratoério de Pesquisa em Nutricdo e Doencas
Nutricionais de Cées e Gatos, FCAV/Unesp.

Todos os procedimentos com animais seguiram 0s principios éticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo que o estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, Séo

Paulo, Brasil (processo numero 011491/17).

3.1 Dietas

O estudo das variedades de sorgo branco e sorgo vermelho incluiu o efeito de
moagem, com trés niveis dentro de cada variedade (moagem fina, média e grossa),
resultando em seis dietas teste. Estas foram comparadas junto a duas dietas controle,
a base de arroz integral ou milho, que foram avaliadas em apenas um nivel de
moagem (média), totalizando oito dietas completas e balanceadas com composi¢ao
guimica semelhante.

Foi objetivo comparar as fontes de carboidrato em dietas com composicéo
guimica semelhante. Para isto, foram adquiridas no mercado americano amostras de
arroz integral, milho, sorgo branco, sorgo vermelho, polpa de beterraba, farelo de

gluten de milho e farinha de visceras de aves, as quais foram analisadas quanto a
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matéria seca (MS), matéria mineral (cinzas), proteina bruta (PB), extrato etéreo por
hidrolise acida (EEHA) e fibra dietética total (FDT), de acordo com AOAC (2012). Com
base nos resultados (Tabela 1), quatro dietas foram balanceadas para apresentar
composic¢ao nutricional semelhante, segundo as recomendacdes da AAFCO (2016)
para manutencdo de gatos (Tabela 2). Adquiridas as matérias primas, estas foram
misturadas e moidas em moinho de martelos (Fitzmill, Modelo Das06, Fitzpatrick,
Elmhurst, IL, EUA). As formula¢gBes com sorgo branco e sorgo vermelho foram moidas
em peneiras com crivos de 0,8 mm, 1,0 mm e 1,6 mm, de modo a se obter misturas
de matérias primas com trés diferentes diametros geométricos meédios. As
formulacdes controle (arroz integral e milho) foram moidas apenas com peneira de 1,0
mm de didmetro dos furos. Apés a moagem, o tamanho geométrico médio de cada
mistura farelada de dieta experimental foi determinado pelo método descrito por
Zanotto e Bellaver (1996), usando conjunto de peneiras com telas de 3,36 mm, 2,37
mm, 1,70 mm, 1,18 mm, 0,85 mm, 0,60 mm, 0,43 mm, 0,30 mm, 0,21 mm, 0,15 mm,
0,11 mm, 0,08 mm, 0,05 mm e o fundo. Os valores finais foram calculados com o
software Granocalc (Embrapa-CNPSA, Concordia, Brasil). As racfes foram
produzidas no Laboratério de Extrusdo do Departamento de Ciéncias de Graos da
Universidade Estadual do Kansas. Foi utilizada uma extrusora de rosca simples (X-
20, Wenger Manufacturing, Sabetha, KS, EUA) equipada com uma matriz circular com
abertura de 3,85 mm de diametro. As condicdes de operacao foram mantidas estaveis
com taxa de alimentacao de 120 kg/h de rac¢éo farelada, velocidade do cilindro do pré-
condicionador de 13 rpm, velocidade das facas de corte de 3.600 rpm e velocidade de
rotacdo da rosca extrusora de 413 rpm. Estes parametros foram mantidos constantes
para todos os tratamentos. A composi¢do quimica analisada das dietas experimentais

apos extrusdo e recobrimento encontra-se na Tabela 3.

Tabela 1. Composicdo quimica das fontes de carboidrato empregadas na producao
das racdes experimentais para gatos.

Item, % na matéria seca Arroz Integral  Milho  Sorgo vermelho  Sorgo Branco
Umidade 13,05 13,54 11,58 11,20
Proteina bruta 10,80 9,32 10,70 10,40
Extrato etéreo 5,54 4,30 3,24 3,56
Matéria mineral 1,53 1,89 1,74 1,56

Fibra dietética total 4,10 12,40 9,70 9,70
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Tabela 2. Formulas das dietas experimentais com diferentes fontes de carboidratos
para gatos.

Dieta
Ingrediente, % matéria natural Arroz . Sorgo Sorgo
Milho

Integral Vermelho Branco
Sorgo vermelho - - 46,70 -
Sorgo branco - - - 49,60
Arroz integral 38,90 - - -
Milho - 46,10 - -
Farinha de aves 36,50 36,50 36,50 36,50
Farelo de glaten de milho 3,70 4,90 3,00 2,40
Polpa de beterraba 8,90 1,30 2,40 1,90
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto de potassio 0,50 0,50 0,50 0,50
Premix mineral* 0,15 0,15 0,15 0,15
Premix vitaminico? 0,25 0,25 0,25 0,25
Cloreto de colina 0,40 0,40 0,40 0,40
Taurina 0,12 0,12 0,12 0,12
Antifngico® 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante* 0,05 0,05 0,05 0,05
Oleo de peixe 0,04 0,04 0,04 0,04
Oleo de frango 8,00 7,20 7,30 5,50
Palatabilizante liquido® 2,00 2,00 2,00 2,00

! Fornecido por kg de dieta: ferro, 100 mg; cobre, 9.25 mg; manganés, 6,25 mg; zinco, 150
mg; iodo, 1,87 mg; selénio, 0,13 mg.

2 Fornecido por kg de dieta: vitamina A, 18.750 Ul; vitamina D, 1.500 UI; vitamina C, 125 mg;
vitamina K, 0,15 mg; tiamina, 5 mg; riboflavina, 16 mg; acido pantoténico, 35,75 mg; niacina,
62,5 mg; piridoxina, 7,5 mg; cobalamina, 45 ug; acido félico, 0,75 mg.

3 Myco Curb (Kemin AgriFoods North America Inc., Des Moines, IA, EUA): &cido propionico,
carbonato de sddio, hidréxido de calcio, didxido de silicio amorfo, 6leo de lim&o, hidroxido de
amonio, acido benzoico, acido fosfoérico, acido so6rbico, propilparabeno, metilparabeno,
hidroxianisole butilado e butil hidroquinona terciaria.

4 Naturox (Kemin AgriFoods North America Inc., Des Moines, IA, EUA): diéxido de silicio
amorfo, acido citrico, tocoferdéis naturais mistos, 6leo vegetal e extrato de alecrim.

5 D'TECH 10L (SPF do Brasil Ind. e Com. Ltda.).
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Tabela 3. Composi¢cdo quimica analisada, diametro geométrico médio da mistura

farelada, densidade aparente dos kibbles e teores de taninos totais e amido resistente

das racdes para gatos com diferentes fontes de carboidratos e graus de moagem.
Dietas experimentais

Item Arroz
Integral

Tamanho dos crivos 4 10 08 1,0 1,6 08 1,0 1,6
da peneira (mm)

Composicdo quimica, % na matéria seca

Milho Sorgo Vermelho Sorgo Branco

Matéria seca 93,9 945 94,1 935 93,2 93,7 93,6 93,5
Matéria organica 90,6 91,2 90,9 90,5 90,8 915 0914 90,9
Amido 26,5 28,6 27,4 26,7 26,2 29,9 294 27,5
Proteina bruta 35,7 359 36,2 353 35,1 34,8 35,8 36,0

Extrato etéreo por 15,6 158 16,0 15,3 15,8 15,0 15,7 151
hidrélise acida

Matéria mineral 9,4 8,8 9,1 9,5 9,2 8,5 8,6 9,1

Fibra bruta 2,5 2,1 3,0 2,5 3,0 3,1 2,4 2,6

Amido resistente 0,11 0,92 0,36 1,02 2,49 0,40 1,70 2,34
Gelatinizagdo do 78,7 81,4 86,7 76,7 70,4 85,8 77,2 72,6
amido, %

Densidade aparente 403 347 348 357 370 363 347 363
dos kibbles, g/L

DGM da mistura 252 270 227 273 338 218 255 318
farelada, pm?
Desvio padréo 1,86 1,87 169 1,81 2,08 1,67 1,85 2,04
geométrico médio
Taninos totais? - - 0,46 0,27

1 DGM: diametro geométrico médio.
2Taninos totais em mg de equivalente de Catequina/g.

3.2 Gatos e delineamento experimental

O estudo incluiu 64 gatos adultos (33 machos e 31 fémeas), sem raca definida
(SRD), saudaveis, com idade média de 3,44+0,46 anos, peso corporal inicial de
4,24+0,09 kg e escore de condicdo corporal de 5,6+0,16 em escala de nove pontos
(Laflamme, 1997). Os gatos eram provenientes do Laboratdrio de Pesquisa em
Nutricdo e Doengas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”,
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, FCAV/UNESP - Campus Jaboticabal,
e foram considerados saudaveis ap0s exames fisico, hematolégico e bioquimicos
séricos.

O experimento seguiu delineamento em blocos casualizados com quatro blocos
de 16 gatos cada. Em cada bloco, dois gatos foram alimentados com cada dieta,
totalizando oito repeticbes por dieta. O tempo foi o fator de bloco, devido a
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impossibilidade de conduzir o experimento com todos os animais de uma vez. Cada
bloco durou 30 dias: os dias 1 a 17 foram utilizados para adaptacéo as dietas; dias 18
a 20 para coleta de fezes frescas para determinagédo do pH, acidos graxos volateis,
aminas biogénicas, amonia e lactato; dias 23 a 29 para coleta total de fezes para
analise de digestibilidade e escore fecal; e dia 30 para coleta de fezes frescas para
analise de microbiota fecal.

Durante o periodo de adaptacao, das 16 h as 8 h, os gatos ficaram restritos as
gaiolas metabdlicas individuais em aco inoxidavel (0,80 m x 0,80 m x 1,0 m), com
acesso as dietas experimentais e agua. Das 8 h as 16 h, os gatos foram mantidos em
gatil coletivo de 50 m? para exercicios e socializacédo, onde tinham acesso a agua,
mas ndo aos alimentos. Durante os periodos de coleta fecal, os gatos ficaram restritos
em suas gaiolas em periodo integral. A quantidade diaria de alimento foi definida
individualmente, de acordo com as necessidades energéticas para manutencéo de
gatos adultos (100 kcal/kg®®7/dia; NRC, 2006). O conteldo de energia metabolizavel
dos alimentos foi estimado a partir de sua composi¢do quimica (NRC, 2006).
Diariamente, os alimentos eram pesados e oferecidos as 16 h, e deixados disponiveis
até as 8 h, quando sobras eram recolhidas, pesadas e o consumo registrado. A agua

foi fornecida ad libitum.

3.3 Digestibilidade dos nutrientes e anédlises quimicas dos alimentos e fezes

O teste de digestibilidade foi realizado pelo método de coleta total de fezes,
segundo as recomendacfes da AAFCO (2016). Ap6s a adaptacdo as dietas, foi
realizada coleta quantitativa de fezes durante sete dias consecutivos. As amostras
fecais foram pesadas e congeladas (-20°C) a medida em que foram coletadas, sendo
armazenadas em embalagens individuais por animal. No final do periodo de coleta,
as fezes foram descongeladas, homogeneizadas e secas em estufa de ar forcado a
55 °C por 72 h (Fanem, Sdo Paulo, Brasil). Fezes secas e ra¢des foram moidas em
moinho de facas (MOD 340, ART LAB, Sao Paulo, Brasil) com peneira de 1,0 mm
antes das analises laboratoriais. As fezes e os alimentos foram analisados quanto a
matéria seca (MS; método 934.01), extrato etéreo em hidrélise acida (EEHA; método
954.02), teor de matéria mineral (MM, cinzas) por incineracdo em mufla (método
942.05) e proteina bruta (PB) em analisador de nitrogénio/proteina LECO (FP-528,
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LECO Corporation, Saint Joseph, MI, EUA; método 990.03). A matéria organica (MO)
foi calculada como MS menos MM. O conteudo de energia bruta (EB) foi determinado
em bomba calorimétrica (IKA C2000 Basic, IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, BW,
Alemanha). As dietas também foram analisadas com relacdo ao teor de amido
resistente, utilizando-se kit comercial (K-RSTAR, Megazyme, Wicklow, Irlanda)
recomendado pela AOAC (2002), e quanto a gelatinizacdo do amido, utilizando o
método da amiloglicosidase (Hoseney, 1994) com modificacdes de Sa et al. (2013).
Foi realizado um pool das formula¢cées com diferentes granulometrias de sorgo branco
e outro pool de sorgo vermelho, que foram analisados quanto aos teores de taninos
totais no Laboratorio de Nutricdo Experimental, Departamento de Nutricdo e Saude,
Universidade Federal de Vigosa, segundo Price et al. (1978). Todas as amostras
foram analisadas em duplicata e repetidas quando a variagédo entre as replicatas foi
maior do que 5%.

Durante o ensaio de digestibilidade, as fezes foram classificadas de acordo com
Carciofi et al. (2008): 0 = fezes liquidas; 1 = fezes moles e nao formadas; 2 = fezes
moles e mal formadas, que assumem a forma do recipiente; 3 = fezes formadas,
amolecidas e umidas, que mantém a forma; 4 = fezes bem formadas e consistentes,
gue ndo aderem ao chéao; 5 = fezes secas e duras, com volume reduzido. Os escores

3 e 4 séo considerados adequados.

3.4 pH e produtos da fermentagao nas fezes

Amostras de fezes frescas (coletadas e processadas dentro de 15 min apds a
defecacao) foram utilizadas para medir o pH e os produtos de fermentacdo. Para isto,
0s animais foram continuamente monitorados até obtencdo das amostras de fezes. O
pH foi determinado utilizando-se 2 g de fezes diluidas em 6 mL de dgua deionizada,
sendo o resultado obtido com pHmetro com precisdo de 0,01 (DM20, Digimed
Analitica, Séo Paulo, SP, Brasil). Para a determinagédo de &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), 10 g de fezes foram
misturadas em 30 mL de solucéo de &cido formico a 4,2 N (1:3 p/v) e precipitadas a 4
°C por 72 h, e o sobrenadante centrifugado trés vezes (5.000 g a 4 °C por 15 min). As

analises foram realizadas por cromatografia gasosa (GC-2014, Shimadzu
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Corporation, Kyoto, OP, Japao), seguindo os procedimentos descritos por Erwin et al.
(1961).

A amonia das fezes foi dosada nos extratos preparados para AGCC utilizando
0 método sugerido por Fenner (1965), com modificacdes de Vieira (1980). Os extratos
foram descongelados em temperatura ambiente, diluidos com agua ultrapura (2:13
v/v) e a amonia foi destilada em sistema para analise de nitrogénio (Tecnal TE-036/1,
Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil).

Para a determinacdo de &cido latico, foram utilizados cerca de 3 g de fezes
frescas, rapidamente homogeneizadas e misturadas com 9 mL de agua destilada
(w/v). Esta mistura foi mantida sob refrigeracdo (4 °C) por um dia, sendo, entao,
centrifugada por trés vezes a 4.500 g a 15°C por 15 min. Foi aproveitado o
sobrenadante e desprezado o sedimento. O acido latico foi analisado de acordo com
Pryce (1969) pelo método espectrofotométrico com leitura a 565nm (500 a 570nm).
Foi utilizado branco reagente para calibrar o espectrofotémetro (QUICK-Lab, DRAKE,
Sao José do Rio Preto, Brasil). As amostras foram quantificadas comparando-as com
padrdo de &cido latico a 0,08%.

A concentracdo de aminas nas fezes foi analisada no Laboratério de
Bioquimica de Alimentos, Departamento de Alimentos, Faculdade de Farméacia,
Universidade Federal de Minas Gerais. Para tal, 5 g de fezes frescas foram
homogeneizados e misturados a 7 mL (5:7 p/v) de acido tricloroacético (TCA) a 5%,
agitados por 3 min em voértex e centrifugadas a 10.000 g durante 20 min a 4 °C
(Centrifuga Modelo RC 5C plus, Sorvall Products, Newtown, CT, EUA). O
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo e o residuo extraido por mais
duas vezes, empregando-se respectivamente volumes de 7 mL e 6 mL de TCA, sendo
os sobrenadantes filtrados e combinados, e anotado o volume final obtido. Utilizou-se
o método de cromatografia liquida de alta performance (HPLC, Shimadzu modelo LC-
10AD, Kyoto, Japdo) por par ibnico, derivacdo poés-coluna com o-ftalaldeido e

deteccéo fluorimétrica, de acordo com Vale e Gloria (1997).

3.5 Teste de palatabilidade das dietas
Comparacbes de preferéncias alimentares foram realizadas no Centro de

Mensuracao da Palatabilidade, Panelis (Descalvado, Sdo Paulo, Brasil), utilizando um
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painel de gatos qualificados. Foram realizados sete testes de preferéncia. Para
comparacao das fontes de carboidratos, empregou-se as ragcdes com moagem em
peneira de 1,0 mm, tendo sido conduzidos os seguintes desafios: arroz vs. sorgo
branco, arroz vs. sorgo vermelho, milho vs. sorgo branco, milho vs. sorgo vermelho e
sorgo branco vs. sorgo vermelho. Para efeito da moagem dentro das fontes de
carboidrato, foram comparados sorgo vermelho moido 0,8 mm vs. sorgo vermelho 1,6
mm e sorgo branco 0,8 mm vs. sorgo branco 1.6mm.

A primeira escolha (primeiro produto consumido) e o produto preferido (produto
consumido em maior quantidade) foram determinados pelo método de duas tigelas
(Griffin, 2003). Foram utilizados 40 gatos adultos SRD, alojados individualmente,
sendo o teste realizado em duas refeigcbes consecutivas. Pela manha, apos 12 h de
jejum, os gatos receberam a primeira refeicdo em duas tigelas, cada uma contendo
uma das dietas experimentais, e foram possibilitados a comer por 30 min. A posi¢ao
das tigelas foi alterada na refeicdo seguinte para evitar lateralizacdo. A quantidade
oferecida de alimento em cada tigela ultrapassou a capacidade de consumo do animal
para garantir que houvesse sobras para medir. Apos 30 min, as tigelas foram
removidas, as sobras pesadas e o consumo calculado considerando a diferenca na
guantidade oferecida e na quantidade restante. Devido as diferencas no peso

corporal, os resultados foram calculados como o consumo relativo de cada dieta.

3.6 Extracédo de DNA fecal, amplificacdo e sequenciamento

No dia 30, amostras fecais foram coletadas de cada gato dentro de 15 min apés
a defecacdo. Para isto, os animais foram continuamente monitorados, até a obtencéo
das amostras de fezes. Assim que obtidas, estas foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80 °C até a andlise. O DNA total foi extraido com o kit ZR
Fungal/Bacterial DNA MicroPrep (D6007 - Zymo Research, Irvine, CA, EUA), de
acordo com as instru¢des do fabricante.

As reacdes de amplificacdo da regido 16S foram feitas com um volume final de
20 pl, contendo 10 yl de GoTag Colorless Master Mix 2x (Promega, Madison, WI,
EUA), 0,3 uM de oligonucleotideo forward e 0,3 uM de oligonucleotideo reverse, 1 pl
de DNA genbmico, e agua ultrapura estéril suficiente para completar 20 pyL. O

programa de amplificacéo consistiu em desnaturacéo inicial a 94 °C por 3 min, seguida
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de 29 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 45 s, anelamento a 50 °C por 60 s, extenséo
a 72 °C por 90 s e uma extensao final a 72 °C por 10 min. As reacdes de amplificacado
foram conduzidas no termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). Para a amplificagcdo foram utilizados os primers descritos por
Caporaso et al. (2011). A reacdo de amplificacdo foi comprovada através de
eletroforese em gel de agarose a 2% corado com GelRed (Uniscience, Osasco, SP,
Brasil). O tamanho do fragmento amplificado foi de aproximadamente 300 pares de
bases (pb).

As reacBes em cadeia da polimerase (PCRs) foram submetidas a etapas de
purificacdo usando esferas magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter,
Brea, CA, EUA), para remover fragmentos muito pequenos da populacdo total de
moléculas e residuos de oligonucleotideos. Posteriormente, a quantificacdo foi
realizada pela metodologia de PCR quantitativa em Tempo Real, utilizando
termociclador QuantStudio 3 Real Time (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e
Kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit - Illumina/Universal, San Diego, CA,
EUA), de acordo com as instrugcbes dos fabricantes. Para a realizacdo do
sequenciamento, gerou-se um pool equimolar de DNA, através da normalizacdo de
todas as amostras a 2 nM, e utlizou-se o sistema llluminaTM MiSeq de
sequenciamento de nova geracdo e MiSeq Reagent Kit V2 300 ciclos (lllumina, San
Diego, CA, EUA) e duas leituras de 150 pb. Estas andlises, a partir da extracdo do
DNA, foram conduzidas no laboratério BPI (Biotecnologia, Pesquisa e Inovacgéo,
Botucatu, SP, Brasil).

Para a interpretacédo dos resultados de microbioma de fezes, os dados foram
compartilhados com o Gastrointestinal Laboratory, da Texas A&M University — EUA,
e as andlises realizadas sob supervisdo do Prof. Jan Suchodolski. As sequéncias
foram processadas e analisadas usando o Quantitative Insights Into Microbial Ecology
2 (QIIME 2) (Bolyen et al., 2019), pipeline v 2018.6. Resumidamente, as sequéncias
foram demultiplexadas e a tabela da unidade taxonémica operacional (UTO) foi criada
usando o DADAZ2 (Callahan et al., 2016). As UTOs foram definidas como sequéncias
com pelo menos 97% de similaridade com o banco de dados Greengenes v 13.8
(DeSantis et al., 2006). Antes da analise downstream, as sequéncias designadas

como cloroplasto, mitocondrias e UTOs de baixa abundancia, contendo menos de



18

0,01% do total de leituras no conjunto de dados, foram removidas. Todas as amostras
foram equilibradas para a profundidade de sequenciamento, com base na

profundidade de leitura mais baixa, para 20.923 sequéncias por amostra.

3.7 Procedimentos de célculo e analise estatistica

Para o ensaio com 0s gatos, previamente a analise estatistica, foram avaliadas
as hipéteses de normalidade dos erros pelo teste Cramér-von Mises e a
homocedasticidade da variancia pelo teste de Levene. O experimento seguiu
delineamento em blocos casualizados, com quatro blocos de 16 gatos, dois gatos por
dieta em cada bloco, totalizando oito repeticbes (gatos) por dieta. A unidade
experimental foi considerada um gato. Os dados foram analisados por analise de
variancia utilizando o procedimento mixed do software SAS (verséo 9, SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, EUA). No modelo, a soma dos quadrados foi separada nos efeitos de dieta,
blocos e animais. Quando foram detectadas diferencas no teste F, comparacfes de
médias foram realizadas usando o teste de Tukey. A variavel escore fecal foi analisada
pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn. Os dados de palatabilidade foram comparados
usando o teste qui-quadrado. Valores de P <0,05 foram considerados significativos.

A diversidade alfa foi medida com as métricas Chaol (riqueza), diversidade de
Shannon e UTOs observadas. A diversidade beta foi avaliada com a métrica de
distancia UniFrac baseada em filogenia ponderada (Lozupone et al., 2005) e
visualizada usando graficos de andlise de coordenadas principais (PCoA).

O teste ANOSIM (Analysis of Similarity) no pacote de software PRIMER 6
(Primer-E Ltd., Luton, BFD, Reino Unido) foi utilizado para analisar diferencas
significativas nas comunidades microbianas entre os grupos. Todos 0s conjuntos de
dados foram testados quanto a normalidade usando o teste Shapiro-Wilk (JMP Pro
11, SAS Inc., Cary, NC, EUA). Os testes de Kruskal-Wallis, Wilcoxon ou Friedman
foram realizados (JMP Pro 11, SAS Inc. ou Prism v.8.2.1, Graphpad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA) e ajustado para comparacdo mudltipla usando a taxa de
descoberta falsa (FDR, False Discovery Rate) de Benjamini e Hochberg (Benjamini et
al.,, 1995) em cada nivel taxondbmico e um valor de P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. O teste post hoc de Dunn para comparagdo multipla foi

usado para determinar as diferencas entre 0s grupos nos taxons bacterianos. O
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tamanho do efeito da analise discriminante linear (Linear discriminant analysis Effect
Size — LEfSe) foi utilizado para identificar os taxons bacterianos associados com 0s
diferentes tratamentos. LEfSe foi utilizado online na estrutura de fluxo de trabalho
Galaxy.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producado e composicao nutricional dos ingredientes e das dietas

De maneira geral, a composicdo quimica das fontes de carboidrato foi préxima,
com pequenas diferencas (Tabela 1). O arroz integral foi o cereal mais proteico, com
maior extrato etéreo e menor fibra dietética total. O milho apresentou o menor valor
de proteina bruta e o maior teor de fibra dietética total. As variedades de sorgo branco
e vermelho apresentaram composicao similar entre si, com valores de proteina bruta
e fibra alimentar intermediarios e menor extrato etéreo. Em funcéo destas diferencas,
ajustes foram realizados na formulacdo com diferentes inclusdes das fontes de
carboidrato, do farelo de glaten de milho para ajuste da proteina e principalmente da
polpa de beterraba, cuja incluséo variou de 1,3% a 8,9% para ajuste da fibra alimentar
(Tabela 2). Estas alteracdes foram necessarias pois foi objetivo do presente estudo
comparar as diferentes fontes de carboidrato em dietas completas e balanceadas de
composi¢ao quimica similar. Os ajustes na formulagéo foram efetivos, como verificado
pela composicdo quimica das dietas experimentais, que apresentaram composicoes
guimicas similares (Tabela 3). Os teores de taninos das formulacdes com sorgo foram
baixos, dentro da classificagéo de Xiong et al. (2019).

Em funcdo das diferencas nas moagens, o DGM das misturas fareladas variou
elevando-se em aproximadamente 100 um dentro de cada variedade de sorgo. Isto
influiu na gelatinizacdo do amido, que se reduziu aproximadamente 15 pontos
percentuais com a elevacédo do DGM da matéria prima. Esta relacdo entre o DGM da
matéria prima e a gelatinizacdo do amido ja havia sido observada (Bazolli et al., 2015).
A associacao entre menor gelatinizacdo do amido e maior DGM originou nas dietas
maior proporcao de amido resistente, que se elevou de 0,36% para 2,49% na dieta

com sorgo vermelho e de 0,40% para 2,34% para sorgo branco. De forma
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interessante, a dieta controle milho apresentou valor mais elevado de amido resistente
gue a dieta controle arroz integral, diferenca que pode ser decorrente, dentre outras
caracteristicas proprias dos amidos destes cereais, ao maior DGM observado para a
mistura farelada da dieta milho.

4.2 Palatabilidade, ingestao de nutrientes e digestibilidade das dietas

Nos testes de palatabilidade, as dietas a base de sorgo vermelho e branco
apresentaram maior consumo quando comparadas as dietas a base de milho (Figuras
1 e 2) ou arroz integral (Figuras 3 e 4) (P <0,05). Este é um resultado positivo ja que,
geralmente, questdes de palatabilidade sdo atribuidas ao sorgo devido ao seu teor de
taninos (Arapitsas, 2012). No presente estudo, os dados sugerem maior preferéncia
por gatos pelas dietas extrusadas a base de sorgo, demonstrando que as variedades
modernas de sorgo, muito baixas em taninos, sdo palataveis e prontamente
consumidas quando adicionadas em formula¢des balanceadas para gatos. Nenhuma
exigéncia especial com relacdo as tecnologias de palatabilidade foi identificada, e o
uso da quantidade de palatabilizante recomendada pelo fabricante comercial foi
suficiente ndo apenas para 0s gatos consumirem as dietas, mas preferindo as dietas
baseadas em sorgos branco ou vermelho do que as baseadas em milho ou arroz
integral, cereais mais tradicionais nos alimentos comerciais de cées e gatos. Um
estudo recente com caes também demonstrou aceitagdo semelhante entre dietas com
sorgo ou suas fragcBes em comparacao com uma dieta controle a base de trigo, arroz

e milho como fontes de carboidrato (Di Donfrancesco et al., 2018).
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Figura 1. Proporcédo de ingestéo total entre dietas a base de milho (1,0 mm) ou sorgo

vermelho (SV, 1,0 mm) por gatos. NS = nao significativo; *** P <0,01.
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Figura 2. Proporcédo de ingestéo total entre dietas a base de milho (1,0 mm) ou sorgo
branco (SB, 1,0 mm) por gatos. *** P <0,01.
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Figura 3. Proporcéo de ingestao total entre dietas a base de arroz integral (Al, 1,0 mm)
ou sorgo vermelho (SV, 1,0 mm) por gatos. *** P <0,01.
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Figura 4. Proporcao de ingestao total entre dietas a base de arroz integral (Al, 1,0 mm)
ou sorgo branco (SB, 1,0 mm) por gatos. *** P <0,01.

Comparando as duas variedades de sorgo, a dieta a base de sorgo branco (1,0
mm) apresentou maior consumo do que a dieta a base de sorgo vermelho (1,0 mm),
efeito consistente nas duas refeicoes avaliadas (Figura 5, P <0,05). Apesar da baixa
concentracao de taninos totais nas dietas a base de sorgo, o menor valor na variedade
branca em comparacdo com a vermelha (0,27 vs. 0,46 mg de equivalente de
Catequina/g, respectivamente) pode ser uma das possiveis explicagbes para sua

melhor palatabilidade. Esta caracteristica poderia ser explorada em dietas
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coadjuvantes, principalmente em condi¢cdes que sabidamente cursam com alteracbes

no apetite, justificando mais estudos para avaliar este potencial.
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Figura 5. Proporcao de ingestéo total entre dietas a base de sorgo vermelho (SV, 1,0
mm) ou sorgo branco (SB, 1,0 mm) por gatos. * P <0,05. *** P <0,01.

Na comparacdo das variedades de sorgo em diferentes moagens, a dieta a
base de sorgo vermelho moido grosseiramente (1,6 mm) foi mais consumida pelos
gatos do que a mesma variedade moida finamente (0,8 mm) (Figura 6) (P <0,01).
Entretanto, o tamanho das particulas da matéria-prima ndo teve efeito sobre a
ingestdo das dietas a base de sorgo branco em moagem fina (0,8 mm) ou grossa (1,6
mm) (P> 0,05) (Figura 7). A interpretacdo destes resultados é complexa tendo em
vista que os diferentes tamanhos de particula obtidos afetaram a gelatinizacdo do
amido, que por sua vez influenciou a densidade dos kibbles. Sabe-se que a
palatabilidade é influenciada por fatores como aparéncia, temperatura, tamanho e
textura do alimento, assim como experiéncias anteriores (Aldrich e Koppel, 2015), e
provavelmente uma combinacdo destes fatores levou a esta diferenca entre as
variedades estudadas.
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Figura 6. Proporcdo da ingestéo total entre dietas a base de sorgo vermelho (SV)
moido com peneiras de 0,8 mm ou 1,6 mm por gatos. *** P <0,01.
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Figura 7. Proporcao da ingestao total entre dietas a base de sorgo branco (SB) moido
em peneiras de 0,8 mm ou 1,6 mm por gatos. NS = néo significativo.

Estes resultados de palatabilidade sdo relevantes para a utilizacdo do sorgo em
alimentos para gatos. Foi possivel verificar ndo apenas a preferéncia dos sorgos
branco e vermelho sobre o arroz integral e o milho, mas também que o sorgo branco
€ mais palatavel que o sorgo vermelho, ndo sendo necessaria uma moagem
diferenciada. A reducdo do tamanho de particula € um custo importante na industria
de alimentacdo animal (Amerah et al., 2007) e, como as particulas maiores podem ser
igualmente ou até mais palataveis do que os alimentos preparados com sorgo moido
finamente, a industria ndo precisaria dar atencdo especial para a moagem ou

minimizar custos para a producéo de alimentos. Outro fato a ser considerado é que a
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gordura foi adicionada por cobertura em diferentes quantidades para que o0s
tratamentos apresentassem valores semelhantes. Desta forma, as dietas a base de
sorgo apresentaram menor adi¢éo, o que corrobora a melhor palatabilidade de ambas
as variedades deste ingrediente.

Os gatos ingeriram prontamente as dietas e mantiveram o peso corporal, com
pesos inicial (4,24+0,05kg) e final (4,23+0,06kg) semelhantes (P=0,785). Nao foram
observados episddios de rejeicdo da dieta ou consumo reduzido, bem como episodios
de vomito ou diarreia. A ingestdo diaria para manter o peso corporal constante (dados
nao demonstrados) também nao diferiu entre as dietas (P=0,844). A ingestdo de
nutrientes durante o teste de digestibilidade e a digestibilidade total aparente dos
nutrientes também nao diferiram entre as dietas, com excecédo da ingestao de amido
resistente (P<0,0001) (Tabela 4). Como esperado, o maior consumo de amido
resistente ocorreu nas dietas a base de sorgo com maior granulometria, enquanto as
dietas com menor granulometria apresentaram 0 menor consumo.

O fato de apresentarem a mesma ingestao de nutrientes € uma caracteristica
importante para comparar as diferentes fontes de carboidrato, levando em
consideracdo suas propriedades ou condicbes de processo, sem uma grande
influéncia de suas composicdes de macronutrientes. Além disso, esse resultado &
relevante ja que estudos anteriores identificaram o sorgo como menos digestivel que
0 arroz ou a quirera de arroz por caes (Twomey et al., 2002; Carciofi et al., 2008) e
gatos (De-Oliveira et al., 2008). Contudo, nestes estudos o arroz ou o milho foram
substituidos pelo sorgo, sem levar em consideracdo o teor de fibras das dietas. A
simples substituicdo do cereal resultou em dietas mais ricas em fibras quando o sorgo
foi utilizado, interferindo nos resultados da digestibilidade. No presente estudo, as
matérias-primas foram analisadas quanto ao teor de fibra alimentar e a polpa de
beterraba foi adicionada para que os alimentos apresentassem contetdo semelhante
de fibra. Esta abordagem é justificada pois sabe-se que a fibra reduz a digestibilidade
dos nutrientes nos gatos (Fekete et al., 2004; Fischer et al., 2012; Loureiro et al.,
2017), e o equilibrio adequado da quantidade de fibra no presente estudo permitiu
uma melhor comparacéo entre as variedades de sorgo e arroz integral e milho.

A digestibilidade da proteina (maior que 82%) e da gordura (maior que 90%)

dos alimentos a base de sorgo foram altas, destacando a falta de interferéncia do
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ingrediente na digestibilidade destes nutrientes por gatos. Houve tendéncia de
reducdo da digestibilidade da matéria organica (P=0,055) e do amido (P= 0,063) de
ambas as dietas a base de sorgo com maior granulometria. Em estudo que avaliou
diferentes fontes de cereais com diferentes granulometrias em ragfes extrusadas para
cées, Bazolli et al. (2015) observaram que a dieta a base de sorgo na menor
granulometria apresentou melhor digestibilidade que as dietas com granulometrias
maiores. E importante destacar que os resultados obtidos no presente estudo s&o de
digestibilidade total aparente, o que poderia ser diferente caso fossem analisados os

nutrientes através de digestibilidade ileal.
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Tabela 4. Ingestao de nutrientes, digestibilidade total aparente dos nutrientes e energia metabolizavel de formulacdes de racéo

para gatos com diferentes fontes de cereais e tamanhos de particulas de matérias-primas.

Dieta experimental

ltem? Arroz Integral  Milho Sorgo vermelho Sorgo branco EPM? Valor de P
1,0 1,0 0,8 1,0 1,6 0,8 1,0 1,6
mm mm mm mm mm mm mm mm
Ingestéo de nutriente, g/kg®®’/d
Ingestdo de alimento, matéria natural 17,28 16,91 15,97 17,77 16,91 17,69 16,99 17,27 0,199 0,844
MS 15,66 14,8 14,78 15,48 1546 1554 14,79 15,08 0,234 0,969
MO 4,33 384 393 380 390 403 408 39 0,100 0,941
Amido 4,29 458 4,12 443 413 496 4,67 4,62 0,082 0,110
PB 5,69 537 534 567 547 566 540 553 0,083 0,933
EEHA 2,60 250 251 253 262 249 248 2,44 0,039 0,949
EB 83,01 77,92 80,14 84,83 84,14 83,30 77,60 80,11 1,278 0,778
Amido resistente 0,02¢ 0,15° 0,05¢ 0,17¢ 0,392 0,07¢ 0,27° 0,38 0,018 <,0001
Digestibilidade total aparente, %
MS 82,60 83,93 80,49 81,77 79,59 83,37 8294 80,76 0,441 0,151
MO 87,22 88,16 85,64 86,23 84,11 87,91 87,48 8520 0,372 0,055
Amido 99,40 99,82 99,72 99,70 98,22 99,93 99,85 98,82 0,161 0,063
PB 84,87 84,94 83,27 8358 83,45 84,00 84,72 82,47 0,443 0,843
EEHA 91,26 91,64 90,73 89,72 90,86 90,03 92,09 90,06 0,322 0,569
EB 87,88 88,25 86,23 87,07 84,80 88,43 87,36 85,79 0,361 0,121

1 MS - matéria seca; MO — matéria organica; PB —proteina bruta; EEHA — extrato etéreo por hidrélise acida; EB — energia bruta

2 Erro padrao da média (n = 8 gatos por dieta).
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4.3 Producdo, caracteristicas e produtos da fermentacéao fecais

A producdo de fezes, tanto na matéria natural (P = 0,595) quanto na matéria
seca (P = 0,298), foi semelhante entre as dietas. O escore fecal também nao diferiu
entre as dietas (P = 0,774) e permaneceu dentro do ideal para gatos (entre 3 e 4). Isto
demonstra que os diferentes cereais e tamanhos de particulas das matérias-primas
apresentaram digestibilidade semelhante e induziram a producdo de quantidade
semelhante de fezes (Tabela 5). Apesar dos escores fecais néo diferirem e ficarem
dentro da normalidade, os gatos alimentados com a dieta a base de arroz integral
apresentaram fezes com maior teor de umidade do que os gatos alimentados com o
milho e com as dietas a base de sorgo finamente moidas (0,8 mm) (P = 0,036),
enquanto as outras dietas apresentaram resultados semelhantes. Uma possivel
explicacdo para a maior umidade das fezes apds o consumo da dieta a base de arroz
integral seria devido a maior inclusdo de polpa de beterraba nesta formulacdo, uma
fonte de fibra soluvel e fermentavel. Estudo anterior com gatos também observou uma
menor matéria seca das fezes nos gatos que receberam dieta suplementada com
polpa de beterraba em comparacédo com as dietas controle e as suplementadas com
farelo de trigo ou fibra de cana (Fischer et al., 2012). As caracteristicas de solubilidade
e fermentabilidade deste ingrediente podem induzir maior producédo de acidos graxos
de cadeia curta pela microbiota intestinal, o que resultaria em reducéo do pH fecal. De
fato, o pH fecal foi menor nos gatos alimentados com as dietas a base de arroz integral
e a base de sorgos branco e vermelho com maior granulometria (P <0,0001; Tabela
5).
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Tabela 5. Producéo e caracteristicas fecais de gatos alimentados com dietas formuladas com diferentes fontes de cereais e
tamanhos de particulas de matérias-primas.

Dieta experimental

ltem Arroz Integral ~ Milho Sorgo vermelho Sorgo branco EPM! Valorde P
1,0 1,0 0,8 1,0 1,6 0,8 1,0 1,6
mm mm mm mm mm mm mm mm
Caracteristicas fecais
g/kg®®’/d, matéria natural 8,92 6,97 7,08 8,40 9,07 7,63 8,80 8,63 0,297 0,595
g/kg®®’/d, matéria seca 2,90 2,54 3,05 3,0 3,41 2,77 2,72 3,12 0,086 0,298
Umidade, % 68,522 59,90° 60,38> 66,26 63,792 63,123 63,012 63,273* 0,688 0,036
Escore? 3,60 3,40 3,62 3,42 3,65 3,27 3,14 3,55 0,044 0,776
pH 5,89P 6,382 6,302 6,12a0 5,89° 6,262 6,132 6,08° 0,029 <,0001

1Erro padrdo da média (n = 8 gatos por dieta).

2 Classificadas de acordo com o seguinte sistema: 0 = fezes liquidas; 1 = fezes moles e nédo formadas; 2 = fezes moles e mal formadas,
que assumem a forma do recipiente; 3 = fezes formadas, macias, imidas e que mantém a forma; 4 = fezes bem formadas e consistentes,
que ndo aderem ao chéo; 5 = fezes secas e duras, com volume reduzido.

abMédias na mesma linha que ndo compartilham sobrescrito diferem entre si (P<0.05).
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As concentracdes de produtos de fermentacéo nas fezes de acordo com a dieta
estdo descritas na Tabela 6. A concentracdo fecal de acetato foi menor nos gatos
alimentados com a dieta a base de milho do que com a dieta a base de arroz integral
(P = 0,041), com valores semelhantes para as dietas a base de sorgo. Gatos
alimentados com as variedades de sorgo vermelho e branco com maior tamanho de
particula apresentaram maior concentracdo fecal de butirato do que os gatos
alimentados com a dieta a base de milho (P = 0,002). A ingestao de dietas com maior
tamanho de particulas de matéria-prima (moagem mais grossa), dentro de cada
variedade de sorgo, aumentou a concentracao fecal de butirato (P = 0,002). Esses
resultados, juntamente com a reducdo do pH fecal, mostram que o sorgo moido
grosseiramente promove maior fermentacdo no célon dos gatos, modulando o
metabolismo da microbiota intestinal, com potenciais beneficios a salde do intestino
(Moreau et al., 2003). A concentracdo de butirato aumentou aproximadamente 52%
nas fezes, sugerindo um potencial efeito prebidtico. O aumento do butirato fecal apés
a ingestdo de sorgos branco ou vermelho grosseiramente moidos é relevante devido
a suas importantes funcdes fisioldgicas para a mucosa colbnica e saude intestinal
(Moreau et al., 2003; Fuentes-Zaragoza et al., 2010; Haenen et al., 2013), justificando
mais estudos. Uma limitacdo do presente estudo é a falta de comparacdo dos
diferentes tamanhos de particula nas dietas a base de arroz integral e milho, pois ha
evidéncia de aumento na producéo de butirato com o consumo de dietas extrusadas
a base de milho com maior tamanho de particula por cées (Bazolli et al., 2015; Peixoto
et al., 2018; Ribeiro et al., 2019).

O lactato fecal ndo diferiu entre as dietas (P=0,2337). Algumas bactérias
utilizam o lactato e outros produtos intermediarios da fermentacdo como substrato
para a formacdo de &cidos graxos de cadeia curta (Macfarlane e Gibson, 1995).
Quando a concentracdo de lactato aumenta muitas vezes, ocorre reducédo do pH, o
que acaba limitando a multiplicagdo de bactérias patogénicas (Swanson et al., 2002).
Em cées foi observado o aumento do lactato fecal apos consumo de dieta com fruto-
oligossacarideos (Swanson et al., 2002).

A amodnia fecal ndo diferiu entre as dietas (P=0,720). A amdnia € produzida por
bactérias proteoliticas e pode ser considerada um biomarcador do microambiente

intestinal devido a sua toxicidade para os colonécitos e potencial carcinogénico
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(Birkett et al., 1996; Blachier et al., 2007). Baseado no periodo de consumo das dietas
pelos gatos no presente estudo, pode-se indicar que nao ha diferenca entre os cereais
avaliados quanto a formagdo de amoénia e seus potenciais efeitos no intestino.
Justifica-se a necessidade de novos estudos para avaliar o consumo de amido
resistente por prazo maior e/ou em condi¢cdes de maior alteracdo do microambiente
intestinal, como processos inflamatérios, para identificar possiveis variacdes deste
metabdlito. Estudo anterior com gatos também néo observou efeito apds consumo de
dietas suplementadas com fruto-oligossacarideos de cadeia curta, galacto-
oligossacarideos ou a combinacdo de ambos (Kanakupt et al., 2011), assim como o
consumo de fibra de batata também n&o apresentou efeito em cées (Panasevich et
al., 2015). Em estudos que avaliaram o consumo de fruto-oligossacarideos por cées
e seu efeito sobre a amonia fecal, h4 relato tanto de aumento (Pinna et al., 2018)
guanto de reducao (Swanson et al., 2002).

O valerato foi o Unico dos acidos graxos de cadeia ramificada que diferiu entre
as dietas, sendo menor nas fezes dos gatos que consumiram dietas a base das duas
variedades de sorgo em menor granulometria em comparacao com a dieta a base de
sorgo branco em maior granulometria (P=0,004). A fermentacdo de aminoacidos de
cadeia ramificada € a principal forma de producdo dos acidos graxos de cadeia
ramificada (Cardona et al., 2005). O papel do valerato na saude intestinal ndo é bem
definido, mas demonstrou-se benéfico para estimulagéo do epitélio intestinal em aves
(Onrust et al., 2018) e em afec¢Bes inflamatdrias em roedores (Liang et al., 2019).
Apesar dos resultados promissores, faltam estudos para avaliar os potenciais efeitos

do valerato para o intestino em gatos.
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Tabela 6. Concentracdo de produtos de fermentacé&o nas fezes de gatos alimentados com dietas formuladas com diferentes
fontes de cereais e tamanhos de particulas de matéria-prima.
Dieta experimental

Item, mmol/kg Arroz Integral Milho Sorgo vermelho Sorgo branco EPM! Valor de P
fezes na MS 1,0 1,0 0,8 1,0 1,6 0,8 1,0 1,6

Mm Mm mm mm Mm Mm mm Mm
Acido acético 331,342 200,91 222,832 271,112 215,822b 258,162b 231,582 206,762 11,148 0,041
Acido propiénico 151,28 93,71 100,72 135,99 105,26 123,62 124,69 87,64 6,252 0,117
Acido butirico 78,3620 58,87° 53,20P 74,3020 117,532 53,42b 61,63 143,442 7,103 0,002
AGCC totais 560,98 353,49 376,74 481,40 438,61 435,20 417,91 437,83 18,170 0,142
Acido isobutirico 5,54 6,25 6,15 6,04 4,78 6,57 5,54 6,16 0,229 0,606
Acido isovalérico 7,39 9,70 8,93 10,18 7,36 9,52 8,20 9,63 0,456 0,656
Acido valérico 30,4620 24,6820 18,95P 27,243b 44,94¢2b 21,80 26,202p 49,272 2,391 0,004
AGCR totais 43,38 40,63 33,33 43,47 57,08 37,89 39,93 65,06 2,816 0,074
AGYV totais 604,36 394,12 410,77 524,86 495,69 473,08 457,84 502,89 19,188 0,160
Acido lactico 0,15 0,12 0,13 0,13 0,14 0,10 0,11 0,14 0,005 0,234
Amonia 113,01 111,42 105,37 106,65 90,38 111,83 96,21 118,43 3,867 0,720

! Erro padrdo da média (n = 8 gatos por dieta)
b Médias na mesma linha que ndo compartilham sobrescrito diferem entre si (P<0.05).
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N&o houve diferenca na concentracdo de aminas biogénicas (tiramina,
putrescina, cadaverina e histamina) nas fezes dos gatos alimentados com as
diferentes dietas (P>0,05) (Tabela 7). As aminas biogénicas serotonina, agmatina,
espermidina, feniletilamina, triptamina e espermina tiveram valores abaixo do limite de
deteccdo da analise (0,4 mg/kg). Quando a microbiota do intestino grosso recebe
carboidrato como substrato de forma limitada, ocorre maior fermentacao de peptideos
e aminodcidos, levando ao aumento da formacgéo de produtos da fermentacao proteica
como aminas biogénicas, acidos graxos de cadeia ramificada, fenol e indol
(Macfarlane et al., 1992). De forma similar ao presente estudo, Pinna et al. (2018)
avaliaram o fornecimento de fruto-oligossacarideos para cédes e ndo observaram
alteracdo nas concentracdes fecais de aminas biogénicas. Entretanto, ndo ha
consenso na literatura, com estudos observando aumento na concentragcao de aminas
biogénicas nas fezes apos incluséo de fibras e prebidticos nas dietas de gatos (Barry
et al., 2010; Kanakupt et al., 2011; Santos et al., 2018). Apesar da limitacdo do tempo
no presente estudo para avaliar efeitos de longo prazo, as dietas a base das duas
variedades de sorgo em diferentes granulometrias, assim como as dietas a base de

arroz integral e milho, ndo interferiram com as aminas biogénicas avaliadas.
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Tabela 7. Concentragédo de aminas biogénicas nas fezes de gatos alimentados com dietas formuladas com diferentes fontes
de cereais e tamanhos de particulas de matéria-prima.

Dieta experimental

Item, mg/100 g de fezes na MS Arroz Integral ~ Milho Sorgo vermelho Sorgo branco EPM!  Valor de P
1,0 1,0 0,8 1,0 1,6 0,8 1,0 1,6
mm mm mm mm mm mm mm mm
Tiramina 21,68 17,11 11,18 24,78 22,95 24,92 23,75 32,27 2,198 0,4178
Putrescina 17,58 19,99 8,77 2495 20,02 2583 17,46 29,37 2435 0,5282
Cadaverina 40,78 49,29 30,67 62,66 47,68 67,38 43,24 70,02 4,472 0,2696
Histamina 5,29 2,16 2,21 3,32 6,08 7,34 5,75 595 0,668 0,5685

! Erro padrdo da média (n = 8 gatos por dieta)
b Médias na mesma linha que ndo compartilham sobrescrito diferem entre si (P<0.05).
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4.4 Microbiota fecal

A analise de 61 amostras gerou um total de 3.663.319 sequéncias de qualidade
(mediana por amostra: 58.982; intervalo: 20.923-92.544). Devido a problemas
técnicos, nao foi possivel realizar a analise de microbiota em trés amostras dos
tratamentos Sorgo Vermelho 1,6 mm, Sorgo Branco 1,0 mm e Sorgo Branco 1,6 mm.
A diversidade alfa, em uma rarefacdo de 20.923 sequéncias, descrita pelo nimero de
UTOs, Diversidade de Shannon e Chaol, foi significativamente menor nas fezes do
grupo alimentado com a dieta contendo sorgo vermelho de maior granulometria em
comparacdo com dieta a base de milho (P=0,0164; P=0,0033; P=0,0173,
respectivamente; Figura 8). A Diversidade de Shannon também indicou menor
diversidade alfa para a dieta contendo sorgo vermelho de maior granulometria em
comparacao com as dietas contendo sorgo vermelho (P=0,0007) ou contendo sorgo

branco (P=0,0103) de menor granulometria.
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Figura 8. Diversidade alfa — Rarefacdo de 20.923 sequéncias. Niumero de unidades
taxonOGmicas operacionais observadas (UTOs) observadas de acordo com a dieta.

A diversidade beta, que considera a abundancia das amostras, foi menor para
as dietas contendo sorgo vermelho e sorgo branco de maior granulometria em
comparacdo com as dietas a base de arroz integral (P=0,016; P=0,014,
respectivamente), milho (P=0,01; P=0,023, respectivamente), sorgo vermelho 0,8 mm
(P=0,02; P=0,03, respectivamente), sorgo vermelho 1,0 mm (P=0,047; P=0,043,
respectivamente) e sorgo branco 0,8 mm (P=0,02; P=0,01, respectivamente) (Figura

9). Tendo em vista que a diversidade bacteriana é importante para a saude do
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organismo (Heiman e Greenway, 2016; Summers et al., 2018), podemos considerar
que as dietas com maior granulometria limitaram a diversidade, provavelmente
selecionando os microrganismos mais adaptados a condicdo de menor pH em funcao

da fermentagédo do amido resistente no intestino grosso dos gatos.

Axis 2 (8.134 %)

1.08 %)

Figura 9. Diversidade beta — Andlise das coordenadas principais (PcoA) da parcela
ponderada da fracdo Unica métrica (Unifrac), de acordo com a dieta consumida pelos
gatos.

A composicdo da microbiota fecal dos animais de acordo com as dietas
encontra-se detalhada na Tabela 8, que apresenta dados estatisticos de P-valor, e
também dados de Q-valor, aplicado a fim de minimizar a ocorréncia de falso positivos

em funcéo do grande nimero de dados analisados (Storey e Tibshirani, 2003).



Tabela 8. Presenca de taxons significativamente diferentes (P-valor) nas fezes de gatos alimentados com dietas extrusadas
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com diferentes cereais e tamanhos de particula antes da correcao por FDR (Q valor). Valores apresentados em % (intervalo).

Dieta experimental

Arroz Integral Milho Sorgo vermelho Sorgo branco Valor Valor
Grupos bacterianos de P de Q
1.0 1,0 0,8 1,0 1,6 0,8 1,0 1,6
Mm mm
mm mm Mm mm mm mm
Filo
Actinobacteria 3,262 6,192 3,982 3,682 7,192 4,332 5,712 13,982 0,0363  0,0726
(0,65-21,64) (3,01-13,04) (2,07-7,31) (2,55-7,77) (1,5-11,47) (3,25-6,89) (3,7-9,22) (3,08-35,09)
Bacteroidetes 25,952 18,042 21,372 19,442 9,212 22,812 18,262 9,52 0,0164  0,0525
(1,81-38,41) (4,8-23,33) (13,57-28,93)  (9,17-31,38) (2,5-24,88)  (11,08-33,17)  (4,91-25,33) (1,68-23,82)
Deferribacteres 0,01 0,01 0,02 0,04 0,03 0 0 0 0,641 0,641
(0-0,26) (0-0,06) (0-0,5) (0-0,67) (0-0,25) (0-0,29) (0-0,02) (0-0,44)
Firmicutes 53,36 60,81 64,89 53,96 61,34 52,78 57,55 60,63 0,5416 0,641
(41,45-72,09)  (49,28-73,52)  (42,24-68,69)  (41,63-76,87) (45,1-86,51) (37,28-65,92)  (41,88-79,43)  (51,54-74,88)
Fusobacteria 1,572 0,952 1,512 0,692 0,062 1,932 0,472 0,022 0,0175  0,0525
(0-4,89) (0,02-3,04) (0,12-5,85) (0-2,25) (0-0,49) (0,49-3,82) (0-3,94) (0-2,52)
Proteobacteria 12,93 16,34 10,75 16,0 21,23 15,23 14,94 13,92 0,3159 0,4739
(4,46-19,45) (5,58-28,07) (6,74-19,63) (5,18-27,73) (3,7-33,33) (8,91-23,36) (6,44-34,78) (3,18-19,26)
Classe
Actinobacteria 0,652 0,42ab 0,09° 0,03 2,720 0,492b 0,66aP 6,562 0,0076 0,07
(0-5,96) (0,02-3,63) (0-1,46) (0-1,32) (0-3,78) (0,04-1,83) (0,06-3,59) (0,07-18,27)
Bacteroidia 25,952 18,042 21,372 19,442 9,212 22,812 18,262 9,52 0,0164 0,07
(1,81-38,41) (4,74-23,33)  (13,57-28,93)  (9,17-31,38) (2,5-24,88)  (11,08-33,17)  (4,91-25,33) (1,68-23,82)
Bacilli 0,362 0,562 1,782 2,672 6,622 0,132 0,574 4,722 0,0403 0,12
(0,03-6,59) (0-8,25) (0-6,84) (0,17-8,82) (0-43,79) (0-1,82) (0,01-8,69) (0,2-11,4)
Fusobacteriia 1,572 0,952 1,512 0,692 0,062 1,932 0,472 0,022 0,0175 0,07
(0-4,89) (0,02-3,04) (0,12-5,85) (0-2,25) (0-0,49) (0,49-3,82) (0-3,94) (0-2,52)
Ordem
Bifidobacteriales 0,192 0,42ab 0,09° 0,03 2,720 0,132b 0,662 5,932 0,0073  0,0511
(0-5,96) (0,02-1,27) (0-1,46) (0-1,03) (0-3,78) (0-1,15) (0,06-3,27) (0,07-18,27)
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Bacteroidales
Fusobacteriales
Enterobacteriales
Familia
Bifidobacteriaceae
Bacteroidaceae
Prevotellaceae
S24-7
Odoribacteraceae
FND?
Clostridiaceae
Lachnospiraceae
Peptococcaceae
Ruminococcaceae
Veillonellaceae
Mogibacteriaceae
Fusobacteriaceae

Enterobacteriaceae

25,952
(1,81-38,41)
1,572
(0-4,89)
ob
(0-0)

0,192
(0-5,96)
2,612
(0-3,82)
21,282
(1,74-28,1)
0,072b
(0-0,16)
0,152
(0-0,41)
0,652
(0-1,12)
11,01°
(3,29-12)
14,61ab
(10,02-18,91)
l’sa,b
(0,43-1,8)
6,12ab¢
(3,42-9,9)
11,620
(4,5-43,24)
0,122
(0-0,34)
1,572
(0-4,89)
Ob
(0-0)

18,042
(4,74-23,33)
0,952
(0,02-3,04)
0,092
(0-1,33)

0,422.b
(0,02-1,27)
2,532
(0,48-4,6)
10,24ab
(3,61-14,71)
0,132
(0-0,68)
0,28
(0-0,79)
0,742b
(0-2,54)
8’5a,b
(4,38-11,38)
12,82b
(10,08-25,76)
1,592b
(0,75-2,27)
9,34b¢
(2,07-13)
15,492b
(7,72-31,09)
0,68°
(0,22-2,22)
0,952
(0,02-3,04)
0,092
(0-1,33)

21,372
(13,57-28,93)
1,512
(0,12-5,85)
Oa,b
(0-1,55)

0,09°
(0-1,46)
4,432
(0,91-8,77)
12,94ab
(5,5-16,14)
0,243b
(0-1,36)
0,442
(0,09-0,72)
1,632
(0,42-3,54)
8,27°
(6,15-14,78)
15,042
(12,63-29,44)
1,942
(1,6-2,24)
9,61°
(7,33-11,98)
10,052
(2,27-21,64)
0,66°
(0,21-1,49)
1,512
(0,12-5,85)
oa,b
(0-1,55)

19,442
(9,17-31,38)
0,692
(0-2,25)
Oa,b
(0-0,43)

0,03°
(0-1,03)
2,752
(0,57-9,18)
12,062
(3,67-23,31)
0,122b
(0,03-0,43)
0,272
(0,12-0,9)
0,512b
(0,16-1,05)
5,972
(3,61-8,66)
12,2620
(7,5-14,07)
1,26ab
(0,78-1,86)
5,7a,b,c
(3,91-10,91)
19,142b
(6,1-35,26)
0,322b
(0,12-0,61)
0,692
(0-2,25)
Oa,b
(0-0,43)

9,212
(2,5-24,88)
0,062
(0-0,49)
Ob
(0-0)

2,7a,b
(0-3,78)
0,832
(0,03-3,76)
7,143
(2,22-17,24)
0,042
(0-0,22)
0,052
(0-0,26)
0,452
(0,11-1,07)
3,962
(1,84-5,53)
6,86°
(4,11-15,4)
0,622
(0,5-1,22)
2,792
(0,91-5,24)
35,6220
(9,16-51,5)
0,212b
(0-0,74)
0,062
(0-0,49)
Ob
(0-0)

22,812
(11,08-33,17)
1,932
(0,49-3,82)
Oa,b
(0-1,31)

0,132
(0-1,15)
4,232
(1,1-6,38)
12,932b
(8,34-22,01)
0,262
(0-0,97)
0,382
(0-1,44)
0,9a,b
(0,03-1,65)
8,520
(5,39-12,67)
13,47ab
(8,81-19,09)
1,51ab
(0,91-3,25)
7,750¢
(5,65-12,06)
12,492b
(4,64-24,58)
0,372P
(0,25-0,65)
1,932
(0,49-3,82)
Oa,b
(0-1,31)

18,262
(4,91-25,33)
0,472
(0-3,94)
Ob
(0-0,01)

0,662P
(0,06-3,27)
2,182
(0,28-6,2)
10,02ab
(4,13-19,93)
0,072b
(0,02-0,24)
0,092
(0-0,61)
1,012b
(0,08-3,48)
7,992b
(1,47-9,84)
13,532b
(9,13-22,57)
1,13ab
(0,94-2,29)
5,64a,b,c
(3,29-11,3)
14,6320
(4,82-40,34)
0,292b
(0-0,73)
0,472
(0-3,94)
Ob
(0-0,01)

9,52
(1,68-23,82)
0,022
(0-2,52)
0,032P
(0-0,76)

5,932
(0,07-18,27)
1,082
(0-4,2)
4,31
(1,32-14,69)
0,03
(0-0,08)
0,072
(0-0,15)
0,2b
(0-0,28)
4,650
(2,41-8,01)
7,620
(3,53-10,53)
1,01b
(0,38-1,71)
2,842¢
(0,42-9,08)
33,260
(15,2-46,8)
0,282b
(0,08-0,87)
0,022
(0-2,52)
0,032b
(0-0,76)

0,0164
0,0175

0,0037

0,0073
0,0258
0,0176
0,0084
0,0104
0,0027
0,0009
0,0002
0,0016
0,0002
0,0104
0,0015
0,0175

0,0037

0,0613
0,0613

0,0511

0,0292
0,0590
0,0433
0,0299
0,0303
0,0144
0,0096
0,0032
0,0102
0,0032
0,0303
0,0102
0,0433

0,0169
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Género
Bifidobacterium

GND?,
Coriobacteriaceae
GND,
Coriobacteriaceae
Bacteroides

Prevotella

GND, S24-7
Odoribacter
Paraprevotella
GND, FND,
Clostridiales
GND, Clostridiaceae
GND,
Lachnospiraceae
Blautia

Dorea
Ruminococcus
Peptococcus
GND,

Ruminococcaceae
Faecalibacterium

0,192b
(0-5,96)
o2
(0-0,12)
0,1°
(0-8,8)
2,612
(0-3,82)
21,282
(1,74-28,1)
0,072b
(0-0,16)
0,152
(0-0,41)
0,012
(0-0,14)
0,652
(0-1,12)
10,84°
(3,21-12,93)
2,262
(0,37-4,85)
7,740
(6,11-11,07)
0,042
(0-0,25)
0,632b
(0,31-1,14)
1'3a,b
(0,43-1,8)
3,012b
(1,59-5,93)
2,162b¢
(0,05-6,39)

0,422.b
(0,02-1,27)
0,022
(0-0,09)
0,352
(0,18-0,81)
2,532
(0,48-4,6)
10,24ab
(3,61-14,71)
0,132
(0-0,68)
0,22
(0-0,79)
0,052
(0-0,22)
0,742
(0-2,54)
6,762
(4,38-11,38)
2,630
(1,09-6,98)
7,372
(4,54-9,27)
0,032
(0-0,21)
0,492
(0-0,9)
1,592b
(0,75-2,27)
4’9a,b
(1,54-7,13)
1,622bc
(0,28-4,06)

0,09P
(0-1,46)
0,052
(0-0,13)
0,152b
(0-0,57)
4,432
(0,91-8,77)
12,9425
(5,5-16,14)
0,242b
(0-1,36)
0,442
(0,09-0,72)
0,192
(0-1,64)
1,632
(0,42-3,54)
8,06"
(6,15-13,44)
3,52
(1,6-6,47)
8,92
(5,64-12,31)
0,142
(0-0,84)
1,12
(0,66-2,47)
1,942
(1,6-2,24)
4,792
(3,35-6,95)
2,662¢
(0,34-4,77)

0,03P
(0-1,03)
0,022
(0-0,08)
0,14P
(0,02-0,34)
2,752
(0,57-9,18)
12,060
(3,67-23,31)
0,122b
(0,03-0,43)
0,272
(0,12-0,9)
0,072
(0-0,53)
0,512
(0,16-1,05)
5,842b
(2,65-7,81)
1,512b
(0,77-3,72)
6,842b
(2,67-8,43)
0,032
(0-0,62)
0,372b
(0,29-1,25)
1,262b
(0,78-1,86)
3,5620
(1,65-5,51)
1,9a¢
(0,57-6,17)

2,7a,b
(0-3,78)
02
(0-0,02)
0,332
(0-3,98)
0,832
(0,03-3,76)
7,14ab
(2,22-17,24)
0,042b
(0-0,22)
0,052
(0-0,26)
0a
(0-0,35)
0,452
(0,11-1,07)
3,662
(1,84-5,48)
0,87°
(0,57-3,98)
4,740
(2,27-6,45)
02
(0-0,25)
O,Za’b
(0,11-1,38)
0,622
(0,5-1,22)
2,39°
(0,59-3,66)
0,15°
(0,07-0,49)

0,132
(0-1,15)
02
(0-0,01)
O,Za'b
(0,08-0,37)
4,232
(1,1-6,38)
12,932b
(8,34-22,01)
0,262
(0-0,97)
0,382
(0-1,44)
0,192
(0-0,61)
0,92
(0,03-1,65)
8,520
(5,39-12,67)
3,032p
(1,08-6,35)
6,9a,b
(4,04-9,74)
0,152
(0-0,3)
0,582
(0,24-1,57)
1,512b
(0,91-3,25)
4,632b
(2,26-8,21)
2,172be
(0,17-3,87)

0,662b
(0,06-3,27)
Oa
(0-0,11)
0,222b
(0,1-1,41)
2,182
(0,28-6,2)
10,0225
(4,13-19,93)
0,072b
(0,02-0,24)
0,092
(0-0,56)
0,042
(0-0,53)
1,012
(0,08-3,48)
7,6920
(1,47-9,84)
1,642b
(1,09-6,57)
7,9820
(3,71-11,3)
0,122
(0-0,73)
0,650
(0,25-1,37)
1,132b
(0,94-2,29)
4,425
(1,85-4,53)
0,742be
(0,3-3,54)

5,932
(0,07-18,27)
Oa
(0-0,11)
0,812
(0,23-14,05)
1,082
(0-4,2)
4,31
(1,32-14,69)
0,03
(0-0,08)
0,072
(0-0,15)
Oa
(0-0,02)
0,22
(0-0,28)
4,622b
(1,98-7,86)
1,350
(0,17-2)
4,05b
(2,11-7,49)
Oa
(0-0,09)
0,26°
(0-1,4)
1,01b
(0,38-1,71)
2,052b
(0,42-7,84)
0,215
(0-0,8)

0,0073
0,0313
0,0039
0,0258
0,0176
0,0084
0,0101
0,0429
0,0027
0,0011
0,0038
0,0013
0,0319
0,0269
0,0016
0,0071

0,0006

0,0417
0,0957
0,0307
0,0892
0,0652
0,0417
0,0455
0,1176
0,0284
0,0202
0,0307
0,0202
0,0957
0,0892
0,0202
0,0417

0,0189
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Oscillospira
Megasphaera

GND,
Mogibacteriaceae
GND,
Mogibacteriaceae
Fusobacterium

GND,
Enterobacteriaceae

Espécie

ENDS3,
Bifidobacterium
END,
Coriobacteriaceae
END,
Coriobacteriaceae
END, Bacteroides

END, Prevotella
Prevotella copri
END, S24-7

END, Odoribacter
END, Paraprevotella
END, Clostridiales

END, Clostridiaceae

0,465
(0,09-1,09)
5,732
(1,51-33,45)
oa
(0-0,13)
0,112
(0-0,27)
1,572
(0-4,89)
oa
(0-0)

Oa,b
(0-4,78)
02
(0-0,12)
0,1°
(0-8,8)
2a
(0-3,54)
0,282
(0,09-0,65)
20,94ab
(1,64-27,45)
0,072
(0-0,16)
0,152
(0-0,41)
0,012
(0-0,14)
0,652
(0-1,12)
10,84°
(3,21-12)

1’57a,b,c
(0,06-4,12)
10,22
(4,2-18,23)
0,33°
(0,09-0,72)
0,52
(0-1,5)
0,952
(0,02-3,04)
0,042
(0-1,33)

0,1420
(0-1,11)
0,022
(0-0,09)
0,350
(0,18-0,81)
2,192
(0,27-3,83)
0,842
(0,19-4,25)
8,452
(3,42-13,48)
0,132
(0-0,68)
0,22
(0-0,79)
0,052
(0-0,22)
0,74ab
(0-2,54)
6,760
(4,38-11,38)

1,242
(0,97-2,95)
6,342
(1,21-14,48)
0,21ab
(0-0,51)
0,42
(0,11-1,35)
1,512
(0,12-5,85)
Oa
(0-0,23)

Ob
(0-0,53)
0,052
(0-0,13)
0,152b
(0-0,57)
3,812
(0,72-8,36)
1,382
(0,05-2,63)
11,632P
(4,47-15,1)
0,242
(0-1,36)
0,442
(0,09-0,72)
0,192
(0-1,64)
1,632
(0,42-3,54)
8,06°
(6,15-13,44)

0165a,b,c
(0,41-0,92)
10,232
(0,92-23,69)
0,182
(0-0,53)
0,172
(0-0,36)
0,692
(0-2,25)
02
(0-0,05)

Ob
(0-0,52)
0,022
(0-0,08)
0,14b
(0,02-0,34)
2,012
(0,57-4,67)
0,522
(0,07-2,87)
11,542b
(3,47-20,43)
0,122
(0,03-0,43)
0,272
(0,12-0,9)
0,072
(0-0,53)
0,512b
(0,16-1,05)
5,842b
(2,65-7,81)

0,25P
(0,04-1,02)
28,822
(6,97-47,42)
0,052b
(0-0,34)
Oa
(0-0,74)
0,062
(0-0,49)
Oa
(0-0)

2,4625
(0-3,78)
Oa
(0-0,02)
0,332b
(0-3,98)
0,482
(0,03-2,82)
0,132
(0,02-0,52)
7,012b
(2,13-17,22)
0,042
(0-0,22)
0,052
(0-0,26)
Oa
(0-0,35)
0,4520
(0,11-1,07)
3,662
(1,84-5,48)

1,442°
(0,5-2,21)
6,592
(3,14-15,24)
0,082b
(0-0,13)
0,282
(0,13-0,6)
1,932
(0,49-3,82)
Oa
(0-0,17)

ob
(0-0,14)
02
(0-0,01)
072a.b
(0,08-0,37)
2,762
(0,88-5,35)
1,358
(0,27-2,83)
11,792b
(7,88-19,57)
0,262
(0-0,97)
0,382
(0-1,44)
0,192
(0-0,61)
0,9a,b
(0,03-1,65)
8,520
(5,39-12,67)

0,9a'b’°
(0,35-3,05)
9,542
(2,06-30,03)
0,1a,b
(0-0,3)
0,042
(0-0,73)
0,472
(0-3,94)
02
(0-0,01)

0,242b
(0-3,11)
Oa
(0-0,11)
0,222b
(0,1-1,41)
1,32
(0,09-5,25)
0,62
(0,06-1,74)
8,01ab
(3,56-18,59)
0,072
(0,02-0,24)
0,092
(0-0,56)
0,042
(0-0,53)
1,012b
(0,08-3,48)
7,692b
(1,47-9,84)

0,35P¢
(0-1,1)
27,662
(8,62-42,6)
0,182b
(0-0,61)
0,082
(0-0,41)
0,022
(0-2,52)
Oa
(0-0,03)

5,712
(0-17,85)
Oa
(0-0,11)
0,812
(0,23-14,05)
0,912
(0-2,16)
0,152
(0-0,91)
3,4b
(1,32-14,47)
0,032
(0-0,08)
0,072
(0-0,15)
Oa
(0-0,02)
0,2b
(0-0,28)
4,622b
(1,98-7,86)

0,0003

0,0074

0,0086

0,0136

0,0175

0,0406

0,0044
0,0313
0,0039
0,0418
0,0022
0,0161
0,0084
0,0101
0,0429
0,0027

0,0011

0,0189

0,0417

0,0417

0,0571

0,0652

0,1163

0,0317
0,1094
0,0312
0,1236
0,0264
0,0644
0,0442
0,0485
0,1236
0,0278

0,0230
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END,
Lachnospiraceae
END, Blautia

END, Dorea
END, Ruminococcus

Ruminococcus
gnavus
END, Peptococcus

END,
Ruminococcaceae
Faecalibacterium
prausnitzii

END, Oscillospira

END, Megasphaera

END,
Mogibacteriaceae
END,
Mogibacteriaceae
END, Fusobacterium

END,
Enterobacteriaceae

2,262
(0,37-4,85)
4,582
(3,03-9,17)
0,042
(0-0,25)
ob
(0-0,1)
0,432
(0,18-0,86)
1,320
(0,43-1,8)
3,013b
(1,59-5,93)
2,1620¢
(0,05-6,39)
0,462b¢
(0,09-1,09)
5,732
(1,51-33,45)
02
(0-0,13)
0,112
(0-0,27)
1,572
(0-4,89)
02
(0-0)

2,632P
(1,09-6,98)
4,852
(3,73-6,05)
0,032
(0-0,21)
Ob
(0-0,07)
0,162
(0-0,72)
1,592b
(0,75-2,27)
4,920
(1,54-7,13)
1,62ab¢
(0,28-4,06)
1,57abc
(0,06-4,12)
10,22
(4,2-18,23)
0,33°
(0,09-0,72)
0,52
(0-1,5)
0,952
(0,02-3,04)
0,042
(0-1,33)

3,5
(1,6-6,47)
4,462
(3,23-6,36)
0,142
(0-0,84)
0,172
(0-0,89)
0,432
(0,34-1,06)
1,942
(1,6-2,24)
4,79
(3,35-6,95)
2,662
(0,34-4,77)
1,242
(0,97-2,95)
6,342
(1,21-14,48)
0,21ab
(0-0,51)
0,42
(0,11-1,35)
1,512
(0,12-5,85)
Oa
(0-0,23)

1,51ab
(0,77-3,72)
3,432
(1,82-6,96)
0,032
(0-0,62)
Ob

0,22
(0-0,76)
1,2625
(0,78-1,86)
3,5620
(1,65-5,51)
1,92¢
(0,57-6,17)
0,652b
(0,41-0,92)
10,232
(0,92-23,69)
0,182b
(0-0,53)
0,172
(0-0,36)
0,692
(0-2,25)
Oa
(0-0,05)

0,87°
(0,57-3,98)
3,332
(1,48-4,77)
02
(0-0,25)
Oa,b

0,112
(0-0,93)
0,62°
(0,5-1,22)
2,390
(0,59-3,66)
0,15°
(0,07-0,49)
0,25P
(0,04-1,02)
28,822
(6,97-47,42)
0,052b
(0-0,34)
oa
(0-0,74)
0,062
(0-0,49)
Oa
(0-0)

3,032
(1,08-6,35)
3,82
(2,29-6,41)
0,152
(0-0,3)
Ob

0,32
(0,11-1,19)
1,512
(0,91-3,25)
4,630
(2,26-8,21)
2,17a,b,c
(0,17-3,87)
1,443¢
(0,5-2,21)
6,592
(3,14-15,24)
0,082
(0-0,13)
0,282
(0,13-0,6)
1,932
(0,49-3,82)
02
(0-0,17)

1,642b
(1,09-6,57)
3,242
(1,81-10,04)
0,122
(0-0,73)
Ob

0,522
(0-1,28)
1,13ab
(0,94-2,29)
4,4a,b
(1,85-4,53)
0,7430¢
(0,3-3,54)
Olga,b,c
(0,35-3,05)
9,542
(2,06-30,03)
0,12b
(0-0,3)
0,042
(0-0,73)
0,472
(0-3,94)
0a
(0-0,01)

1,35°
(0,17-2)
1,962
(1,24-6,41)
0a
(0-0,09)
Ob

0,092
(0-1,02)
1,012b
(0,38-1,71)
2,052b
(0,42-7,84)
0,21b¢
(0-0,8)
0,35P
(0-1,1)
27,662
(8,62-42,6)
0,182b
(0-0,61)
0,082
(0-0,41)
0,022
(0-2,52)
Oa
(0-0,03)

0,0038

0,0468

0,0319

0,0015

0,0386

0,0016

0,0071

0,0006

0,0003

0,0074

0,0086

0,0136

0,0175

0,0406

0,0312

0,1296

0,1094

0,0230

0,1236

0,0230

0,0442

0,0216

0,0216

0,0442

0,0442

0,0612

0,0663

0,1236

1 END: Familia ndo determinada.
2 GND: Género néo determinado.
3 END: Espécie ndo determinada.
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A microbiota fecal dos gatos foi composta principalmente pelo filo Firmicutes,
em acordo ao observado em estudos prévios (Handl et al., 2011; Garcia-Mazcorro et
al., 2017), seguido por Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria. Fusobacteria e
Deferribacteres apresentaram menor abundancia nas amostras. Com relagdo a
classe, a dieta a base de sorgo branco de maior granulometria induziu maior
abundéancia de Actinobacteria em comparacdo com as dietas a base de sorgo
vermelho de baixa e média granulometrias (P=0,0076; Q=0,07). As demais classes
ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos. A classe Actinobacteria é
considerada benéfica e estimulada pelo consumo de prebiodticos (Barczynska et al.,
2016). Contudo, pelo menos em humanos, pode ocorrer diferenga na resposta devido
ao tipo de amido resistente utilizado, sendo que, em diferentes estudos, ficou
demonstrado que o consumo de amido resistente do tipo 4 (modificado quimicamente)
induziu o aumento de Actinobacteria, enquanto que os tipos 2 (granulos de amido
bruto) e 3 (amido retrogradado) néo o fizeram (Martinez et al., 2010; Walker et al.,
2011). No presente estudo, o principal tipo de amido envolvido é o do tipo 1, que se
caracteriza por ser fisicamente inacessivel a digestdo enzimética (Fuentes-Zaragoza
et al., 2010), o que poderia explicar, pelo menos em parte, a diferenca na resposta
entre as dietas com maior granulometria. Esta resposta diferenciada justifica a
avaliacao de outros tipos de amido resistente em dietas para gatos, bem como em
maiores teores do que o avaliado no presente estudo, para melhor compreensao dos
efeitos do mesmo sobre a microbiota intestinal e seu metabolismo em gatos.

A ordem Bifidobacteriales foi mais abundante nas fezes dos gatos apds o
consumo da dieta a base de sorgo branco com maior granulometria do que das dietas
a base de sorgo vermelho nas granulometrias baixa e média. As demais dietas
apresentaram valores intermediarios e nao diferiram estatisticamente. Em estudos
anteriores, esta ordem foi mais abundante em gatos obesos (Kieler et al., 2019) e em
gatos positivos para o virus da imunodeficiéncia felina (Weese et al., 2015). Por sua
vez, a ordem Enterobacteriales ocorreu mais abundantemente nas fezes dos gatos
alimentados com a dieta a base de milho em comparacdo com as dietas a base de
arroz integral, sorgo vermelho em maior granulometria e sorgo branco em

granulometria média. A ocorréncia de bactérias da ordem Enterobacteriales € maior
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no intestino delgado (Suchodolski, 2012), o que justifica os baixos valores encontrados
nas fezes.

A familia Bifidobacteriaceae foi mais abundante nas fezes dos gatos
alimentados com a dieta a base de sorgo branco com maior granulometria do que com
as dietas a base de sorgo vermelho nas granulometrias baixa e média. Trabalhos
anteriores descrevem que gatos infectados com FIV apresentaram maior abundancia
desta familia (Weese et al., 2015), que também € mais abundante na microbiota de
em gatos saudaveis qguando comparados com a microbiota de gatos com enteropatias
cronicas (Marsilio et al., 2019).

A familia Prevotellaceae foi menos abundante nas fezes dos gatos alimentados
com a dieta a base de sorgo branco em maior granulometria do que a base de arroz
integral. Estudo anterior demonstra que gatos alimentados com alimento Umido
apresentaram maior abundancia de género nao identificado da familia Prevotellaceae
em comparag¢ao com os que receberam alimento seco (Bermingham et al., 2013). Isto
demonstra que o filo Bacteroidetes possui variedade de membros capazes de utilizar
tanto proteinas quanto carboidratos como substrato (Thomas et al., 2011). Gatos
obesos castrados apresentaram menor abundancia de Prevotellaceae em
comparacao com gatos igualmente castrados, mas com peso ideal (Fischer et al.,
2017). Ainda, cdes com doenca intestinal inflamatoria apresentaram reducdo desta
familia (Suchodolski et al., 2012).

A familia S24-7 reduziu sua abundancia nas fezes dos gatos apds o consumo
da dieta a base de sorgo branco com maior granulometria em comparacdo com a
sorgo branco com menor granulometria. De forma semelhante, o consumo de amido
resistente da batata por suinos reduz a ocorréncia de S24-7 (Sun et al., 2015). Esta
familia possui dados limitados na literatura, apesar de estar presente no trato
gastrointestinal de diversos animais (Ormerod et al., 2016).

A familia Clostridiaceae foi consistentemente menos abundante nas fezes dos
gatos ap6s o consumo da dieta a base de sorgo vermelho na maior granulometria em
comparacdo com as dietas a base de sorgos vermelho e branco na menor
granulometria e de arroz integral (P=0,0009; Q=0,0096). Clostridiaceae € uma familia
diversa, que inclui desde géneros importantes para a digestibilidade quanto

patogénicos (Rajilic-Stojanovic & De Vos, 2014). Estudos anteriores relacionaram a
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abundancia de Clostridiales com o teor de proteina da dieta de gatos (Bermingham et
al., 2013; Hooda et al., 2013). Em caes, Clostridiaceae foi mais abundante apés o
consumo de dieta a base de carne crua em comparacdo com alimento extrusado seco
(Bermingham et al.,, 2017). Estes autores observaram correlacdo positiva de
Clostridiaceae com o teor e a digestibilidade da proteina, energia bruta e o escore
fecal. Isto pode indicar que Clostridiaceae participa ho metabolismo proteico no trato
gastrointestinal ou que consegue multiplicar-se em um ambiente com escassez de
carboidratos (Bermingham et al., 2017). Os dados do presente estudo reforcam este
conceito pois a abundancia de Clostridiaceae foi menor em ambas dietas a base de
sorgo com menos amido resistente (menor granulometria). Correlacdo negativa foi
observada entre a presenca de Clostridiaceae e excrecao de gordura, producdo de
fezes e acidos graxos de cadeia curta (Bermingham et al., 2017).

A familia Lachnospiraceae foi menos abundante nas fezes dos gatos
alimentados com dietas a base de sorgos vermelho e branco com maior granulometria
(1,6 mm) em comparagcdo com a dieta sorgo vermelho em baixa granulometria
(P=0,0002; Q=0,0032). Os membros desta familia sdo abundantes no intestino de
mamiferos, sendo importantes produtores de acidos graxos de cadeia curta (Meehan
& Beiko, 2014) e comumente associados a saude intestinal (Louis et al., 2004; Biddle
et al., 2013; Honneffer et al., 2014). Considerando o exposto acima e os resultados do
presente estudo, é possivel que o amido resistente tipo 1, principal forma presente
nas dietas de maior granulometria, ndo tenha sido um bom substrato para
Lachnospiraceae. Entretanto, estudos observaram aumento de Lachnospiraceae nas
fezes de gatos alimentados com dietas com teores altos de proteina e baixos de
carboidrato, seja a base de aves cruas (Kerr et al.,, 2014) ou alimentos secos
(Bermingham et al., 2013; Hooda et al., 2013). Diarreia crénica hemorragica em gatos
foi associada a Lachnospiraceae em comparacdo com diarreia aguda hemorragica
(Suchodolski et al., 2015). Ainda, afecgfes intestinais estdo associadas a reducéo de
Lachnospiraceae em cées (Suchodolski et al., 2010; 2012a) e humanos (Frank et al.,
2007; Sokol et al., 2008). Entretanto, devido a grande diversidade na funcionalidade
de seus membros (Seshadri et al., 2018), o entendimento sobre potenciais

consequéncias da colonizacdo por Lachnospiraceae é limitado (Jarett et al., 2019).
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Peptococcaceae foi mais abundante nas fezes dos gatos alimentados com a
dieta a base de sorgo vermelho em menor granulometria do que na dieta a base de
sorgo branco em maior granulometria (P=0,0016; Q=0,0102). Sua presenca é
associada com digestibilidade da proteina e seus produtos da fermentacéo
(Bermingham et al.,, 2018). Caes que consumiram dieta crua com alta proteina
também tiveram maior abundancia de Peptococcaceae nas fezes em comparacéo
com 0s que consumiram alimento extrusado seco (Bermingham et al., 2017). Caes
com diarreia responsiva ao alimento apresentaram aumento desta familia (Kalenyak
et al., 2018).

Ruminococcaceae foi menos abundante nas fezes de gatos alimentados com
dietas a base de sorgos vermelho e branco em maior granulometria em comparacéo
com a dieta a base de sorgo vermelho em menor granulometria (P=0,0002;
Q=0,0032). A dieta a base de sorgo vermelho em maior granulometria também induziu
diminuicdo de Ruminococcaceae nas fezes em comparacdo com a dieta a base de
milho. De forma semelhante a Lachnospiraceae, estes resultados aparentam uma
limitacdo do amido resistente tipo 1 como substrato para Ruminococcaceae ja que
esta familia é produtora de acidos graxos de cadeia curta (Honneffer et al., 2014).
Gatos alimentados com dieta Umida apresentaram aumento de Ruminococcaceae nas
fezes em comparacdo com dieta seca extrusada (Bermingham et al.,, 2013),
entretanto, a composicdo e os ingredientes das dietas eram diferentes, o que
provavelmente também influenciou neste resultado. Dieta a base de aves cruas
também aumentou a ocorréncia de Ruminococcaceae em comparacdo com dieta
extrusada seca (Kerr et al., 2014). Dieta com alta proteina e baixo carboidrato também
aumentou Ruminococcaceae em gatos filhotes (Hooda et al., 2013). Caes com
diarreia hemorragica aguda e enteropatias crbnicas apresentaram reducdo de
Ruminococcaceae (Suchodolski et al., 2012b).

Veillonellaceae foi mais abundante nas fezes de gatos alimentados com a dieta
a base de sorgo branco em maior granulometria em comparagéo com a dieta a base
de sorgo vermelho em menor granulometria (P=0,0104; Q=0,0303). Esta familia foi
associada com a producdo de acidos graxos de cadeia curta (Lin et al., 2011) e
associada negativamente com as concentracbes de isovalerato e isobutirato

(Bermingham et al., 2018). O consumo de prebidtico (FOS) em caes e gatos (Garcia-
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Mazcorro et al.,, 2017) e inulina em caes (Beloshapka et al.,, 2013) aumentou
Veillonellaceae, assim como a incubacao in vitro com prebidticos, especialmente com
producdo de acetato (Van den Abbeele et al., 2020). Esta familia também aumentou
em gatos que consumiram alimento seco em comparagdo com alimento Umido
(Bermingham et al., 2013) e alimento com moderada proteina e moderado carboidrato
em comparacao com alta proteina e baixo carboidrato (Hooda et al., 2013). Com base
nos resultados do presente estudo e da literatura citada, pode-se considerar que o
amido resistente da dieta & base de sorgo branco em maior granulometria foi utilizado
como substrato pelos membros da Veillonellaceae.

Mogibacteriaceae foi mais abundante nas fezes de gatos alimentados com
dietas a base de sorgo vermelho em menor granulometria ou milho em comparacéao
com a dieta a base de arroz integral (P=0,0015; Q=0,0102). C&es que consumiram
dietas menos processadas (crua ou assada e refrigerada) apresentaram menor
abundéancia em comparacdo com dieta extrusada (Algya et al., 2018). O consumo de
fiboras menos fermentaveis aumentou Mogibacteriaceae em comparacao com fibras
mais fermentaveis (Fouhse et al., 2017). Em pacientes humanos com Doenca de
Crohn foi observado menor abundéancia de Mogibacteriaceae (Imhann et al., 2018).
Devido aos dados conflitantes tornam-se necessarios mais estudos para melhor
compreensao da Mogibacteriaceae na microbiota de gatos.

Enterobacteriaceae foi mais abundante nas fezes de gatos alimentados com
dieta a base de milho em compara¢édo com as dietas a base de arroz integral e sorgos
vermelho em maior granulometria e branco em granulometria média (P=0,0037; Q=
0,0169). Em cées e gatos, o numero de Enterobacteriaceae € maior em filhotes pré-
desmame, reduz apds o desmame e na fase adulta e volta a aumentar com o avancar
da idade (Masuoka et al., 2016; Masuoka et al., 2017). Foi identificado correlagéo
negativa entre Enterobacteriaceae e o escore fecal (Ramadan et al., 2013) e aumento
de Enterobacteriaceae na mucosa do duodeno em cées (Xenoulis et al., 2008) e gatos
(Janeczko et al., 2008) com doenca intestinal inflamatéria e diarreia (Suchodolski et
al., 2015). A adicéo de fibra (lactosacarose) reduziu Enterobacteriaceae nas fezes de
gatos (Terada et al., 1993), enquanto o tipo de alimento, imido ou seco, nao teve
influéncia (Bermingham et al., 2013). Cdes com diarreia responsiva a dieta

apresentaram reducdo de Enterobacteriaceae ap0s o inicio do tratamento,
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independente da utilizacdo ou ndo de probidtico (Sauter et al., 2006). Considerando
gue patdgenos como Escherichia coli e Salmonella s&o membros desta familia (Pinna
etal., 2014), vale ressaltar que no presente estudo 0s gatos nao apresentaram diarreia
ou outros sinais de doenca e que o aumento identificado de Enterobacteriales € muito
menor que os valores encontrados nos estudos com enteropatias.

O género Bifidobacterium foi mais abundante nas fezes de gatos alimentados
com dieta a base de sorgo branco em maior granulometria em comparagdo com as
dietas a base de sorgo vermelho em granulometrias menor e média (P=0,0073;
Q=0,0417). De forma geral, espécies deste género sao consideradas benéficas por
limitarem patdégenos através da producdo de seus metabdlitos e sdo comumente
utilizadas em probioticos (Buddington & Sunvold, 1998; Rastall, 2004; Ogué-Bon et
al., 2010). Masuoka et al. (2017) observaram que gatos mais velhos (idade média de
17 anos) apresentaram maior abundancia de Bifidobacterium em comparacdo com
gatos mais jovens (médias de 2,5 e 11,4 anos). Menor abundéancia de Bifidobacterium
foi observada apds o consumo de dietas com alta proteina por gatos adultos (Lubbs
et al., 2009) e filhotes (Hooda et al., 2013; Deusch et al., 2014; Kerr et al., 2014).
Doenca intestinal inflamatéria causou reducéo de Bifidobacterium em gatos (Inness et
al., 2007) e humanos (Sokol et al., 2009). Contudo, Beloshapka et al. (2014) ao
comparar diferentes dietas a base de carnes cruas observaram aumento de
Bifidobacterium apenas na dieta suplementada com prebiético (parede celular de
levedura). O consumo de FOS ou simbidtico aumentou Bifidobacterium nas fezes de
gatos (Barry et al., 2010; Kanakupt et al., 2011) mas sem 0os mesmos efeitos em cées
e gatos (Garcia-Mazcorro et al., 2011). Considerando os dados do presente estudo e
da literatura, torna-se interessante avaliar o sorgo branco em maior granulometria
como prebidtico em condi¢cBes de possivel reducao de Bifidobacterium, como doencas
intestinais crénicas e dietas com alta proteina, para minimizar ou melhorar possiveis
efeitos deletérios.

Prevotella foi 0 género mais abundante nas fezes dos gatos, independente da
dieta consumida. Ao comparar os tratamentos, foi menos abundante nas fezes de
gatos alimentados com dieta a base de sorgo branco em maior granulometria em
comparacdo com dieta a base de arroz integral (P=0,0176; Q=0,0652). Gatos

alimentados com dieta com alta proteina apresentaram reducdo de Prevotella nas
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fezes em comparacdo com dieta com proteina moderada (Deusch et al., 2014). O
consumo de dietas a base de aves cruas em comparagao com alimento extrusado
seco também reduziu Prevotella nas fezes de gatos (Kerr et al., 2014). Fischer et al.
(2017) observaram reducdo de Prevotella em gatos castrados magros em
comparacao com gatos castrados obesos. Caes com doenca intestinal inflamatoria
também apresentaram reducdo de Prevotella (Suchodolski et al., 2012a). Como a
atividade de Prevotella esta ligada a fermentacdo de carboidratos, gerando lactato e
AGCC, (Suchodolski, 2011) sua reducéo nos estudos que forneceram dieta com alta
proteina era esperada. Contudo, no presente estudo a dieta a base de sorgo branco
com maior teor de amido resistente apresentou menor abundancia deste género. Uma
possivel explicagdo seria uma limitagdo na utilizacdo do amido resistente pelas
espécies deste género. Ao comparar diferentes formas de alimento (seco e Umido)
para gatos, mas com menor diferenca entre os teores de proteina, ndo foi observada
alteracéo de Prevotella (Bermingham et al., 2013).

Blautia foi menos abundante nas fezes de gatos alimentados com dietas a base
de sorgos vermelho e branco em maior granulometria em comparacdo com dieta a
base de sorgo vermelho em baixa granulometria (P=0,0013; Q=0,0202). Este género
faz parte da familia Lachnospiraceae, produtora de butirato, e sua abundéancia foi
associada a este metabdlito em caes (Sandri et al., 2017) e utilizada para verificar
indice de disbiose em caes (AlShawagqfeh et al., 2017). Consumo de dietas com alta
proteina e moderado carboidrato (Bermingham et al., 2013, 2018; Hooda et al., 2013),
e a perda de peso associada ao consumo de dieta com moderada proteina e alta fibra
(Pallotto et al., 2018) aumentaram Blautia nas fezes de gatos. Em caes, diarreia
hemorragica aguda foi associada com a reducao deste género (Suchodolski et al.,
2012b). Na LEfSe (Tabela 6), a dieta RS0,8 foi associada a maior presenca do género
Blautia, incluindo B. producta que tem o acetato como principal produto da
fermentacao (Liu et al., 2008).

Peptococcus foi menos abundante nas fezes de gatos alimentados com dieta a
base de sorgos branco e vermelho em maior granulometria em comparagcao com dieta
a base de sorgo vermelho em baixa granulometria (P=0,0016; Q=0,0202). Este género
realiza descarboxilacdo e desaminagdo de aminoacidos, produzindo amoénia

(Suchodolski, 2011), sendo associada a digestibilidade da proteina e marcadores de
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sua fermentacdo em gatos (Bermingham et al., 2018; Butowski et al., 2019). O
consumo de dieta a base de aves cruas, com alta proteina, aumentou Peptococcus
(Kerr et al., 2014) em comparacao com dieta extrusada, bem como o emagrecimento
de gatos obesos com dieta com proteina moderada e alta fibra (Pallotto et al., 2018).
Caes com diarreia responsiva a dieta apresentaram aumento de Peptococcus apos
inicio do tratamento (Kalenyak et al., 2018).

Faecalibacterium, especificamente F. prausnitzii, foi mais abundante nas fezes
dos gatos apds o consumo da dieta contendo sorgo vermelho de baixa granulometria
[2,66% (0,34 a 4,77%)] do que nas contendo sorgo vermelho de alta granulometria
[0,15% (0,07 a 0,49%)] e sorgo branco de alta granulometria [0,21% (0 a 0,8%)] (P =
0,0006; Q = 0,0216). Esta espécie pode utilizar glicose, frutose e fruto-
oligossacarideos, além de moléculas mais complexas como pectina e N-
acetilglicosamina, para produzir butirato, lactato e formato (Duncan et al., 2002;
Lopez-Siles et al., 2012). Também possui importancia para a manutencdo da
homeostase da microbiota intestinal, tendo demonstrado efeito antinflamatério em
camundongos (Sokol et al., 2008). Em humanos, sua reducdo esta associada a
doenca de Crohn (Kang et al., 2010) e cancer de colon (Chen et al., 2012) enquanto
em caes foi associada ao linfoma (Gavazza et al., 2018). O aumento de cepas de F.
prausnitzii que produziam menos butirato e propionato foi associado a dermatite
atopica (Song et al., 2016), reforcando o carater antinflamatério dos acidos graxos de
cadeia curta (Vinolo et al., 2011). O consumo de fibras fermentaveis, como polpa de
beterraba (Middelbos et al., 2010) e fibra de batata (Panasevich et al., 2015), por caes
aumentou F. prausnitzii nas fezes. O consumo de amido resistente tipo 3, na forma de
amido de mandioca retrogradado e teor de 34% da dieta, por suinos induziu aumentou
de F. prausnitzii (Haenen et al., 2013). Isto demonstra o potencial do amido resistente
como prebidtico, entretanto o tipo de amido resistente e a quantidade foram muito
maiores que o presente estudo.

Oscillospira foi mais abundante nas fezes de gatos alimentados com as dietas
contendo sorgo vermelho 0,8 mm e sorgo branco 0,8 mm quando comparado com a
dieta composta por sorgo vermelho 1,6 mm (P=0,0003; Q=0,0189). A dieta contendo
sorgo branco 1,6 mm também reduziu este género em comparacdo com a dieta

contendo sorgo vermelho de baixa granulometria. De forma semelhante, o consumo
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de amido resistente na dieta através de amido de batata cru para suinos reduziu
Oscillospira (Sun et al., 2015). Em humanos, é associada a manutencao de peso ideal,
inclusive em comparacgfes de gémeos em que apenas um € obeso (Tims et al., 2013;
Goodrich et al., 2014). De forma similar, Pallotto et al. (2018) observaram aumento de
Oscillospira apdés emagrecimento de gatos obesos com consumo de dieta com
moderada proteina e alta fibra. Enteropatias crénicas reduziram sua abundancia em
gatos (Marsilio et al.,, 2019), o que também foi identificado por meta-analise em
humanos (Walters et al., 2014).

De acordo com Garcia-Mazcorro et al. (2017), € comum que os efeitos dos
prebiodticos sejam discretos devido as baixas dosagens (em torno de 1% da matéria
seca). Ao se utilizar ingredientes com dosagens altas os resultados tornam-se mais
expressivos: a suplementacdo de 4% de fruto-oligossacarideo ou pectina em gatos
(Barry et al., 2010) reduziu Escherichia coli e aumentou Bifidobacterium spp.; em céaes,
7,5% de polpa de beterraba na dieta diminuiu Fusobacteria e aumentou Firmicutes
(Middelbos et al., 2010). E possivel que novos ou maiores efeitos possam ser
observados em doses maiores de amido resistente, como foi observado em cées por
Bazolli et al. (2015) em que a maior granulometria, independente da dieta, aumentou
a concentracdo de butirato nas fezes. Uma limitacdo deste estudo € que, a fim de
tornar as dietas com teor similar de fibra, utilizou-se a polpa de beterraba, que é uma
fonte moderadamente fermentavel, o que pode ter afetado os resultados de
fermentacdo e alteragcbes da microbiota. Entretanto, através deste procedimento
atingiu-se o objetivo de equilibrar a fibra para avaliar a digestibilidade, que néo diferiu

entre os tratamentos.

5 CONCLUSOES

Neste trabalho, ndés demonstramos que dietas formuladas a base das
variedades de sorgo branco e vermelho apresentaram melhor palatabilidade quando
comparadas as dietas contendo milho ou arroz integral como fontes de carboidratos.
Ainda, a digestibilidade dos nutrientes com as dietas apresentando o mesmo teor de
fibras ndo diferiu entre as fontes de cereais. A ingestao de dietas com sorgo branco

com maior tamanho de particula modificou a atividade metabodlica da microbiota
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intestinal, reduzindo o pH e aumentando o butirato nas fezes. Entretanto, a maior
granulometria diminuiu a diversidade nas duas variedades de sorgo e a abundancia
das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, que possuem diversos membros
produtores de AGCC, o que pode ser considerada uma limitagdo do uso destas fontes
de carboidratos em maior granulometria. O sorgo vermelho em menor granulometria,
por outro lado, aumentou a abundancia de Faecalibacterium prausnitzii, espécie
produtora de butirato, apresentando potencial beneficio para a saude intestinal.
Estudos posteriores sdo necessarios para determinar os efeitos de longo prazo da
utilizacdo dos sorgos em dietas extrusadas sobre a microbiota e saude intestinal de

gatos, determinando assim seus reais beneficios e limitacdes.
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