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RESUMO

No experimento 1 avaliou-se os efeitos da suplementagdo com probidticos ou fitase sobre o desenvolvimento corporal
de 16 potros Mangalarga Marchador, dos 173+8 dias (desmame) aos 363+12 dias de idade, distribuidos em quatro
grupos experimentais: A-dieta (pastagem de Cynodon+1,2kg/100kg PV de concentrado+agua e sal mineral ad libitum),
B-dieta+5g/dia de 10° ufc/g S. cerevisiae; C-dieta+2g/dia de 10° ufc/g B. bifidum, E. faecium, L. acidophilus, L.
plantarum ¢ 10° ufc/g S. cerevisiae; e D- dieta+544 FTU/kg concentrado/dia de fitase. O delineamento foi inteiramente
casualizado, em arranjo de parcelas subdivididas, sendo os resultados de ganhos de peso vivo, medidas corporais,
indices de conformacdo, parametros sanguineos e indice cortical do metacarpo direito comparados pelo teste SNK e
por equagdes de regressdo. Os aditivos testados ndo afetaram as variaveis avaliadas (P>0,05), exceto ganho mensal de
indice cortical que foi maior no grupo B aos 273 dias (P<0,05). O probidtico composto por S. cerevisiae influenciou
positivamente na mineralizagdo 6ssea de potros aos 100 dias p6s desmame. No experimento 2 objetivou-se avaliar a
viabilidade de microorganismos presentes em probidticos comerciais, um composto por S. cerevisiae Sc47 (p6
liofilizado — probiotico 1) e outro por S. cerevisiae, B. bifidum, E. faecium, L. acidophilus e L. plantarum (pasta ou p6
por spray drying — probictico 2), armazenados em diferentes temperaturas (4°C ou ambiente); e produgao in vitro de
substancias antagonistas contra Salmonella spp. e E.coli. Os resultados foram analisados por estatistica descritiva e
equacgoes de regressdo. Houve diferengas na viabilidade de acordo com o modo de conservagdo, sendo a apresentagao
em pod, sem (probidtico 1) ou com resfriamento (probiotico 2), mais adequado para manutengdo de células viaveis por
12 meses ap0s fabricagdo. O probidtico 2 em pasta deve ter seu prazo de validade reduzido e ser armazenado a 4°C.
As bactérias avaliadas produziram substancias antagonistas in vitro, sendo necessarios estudos in vivo para futura
aplicacdo em equinos. No experimento 3 estudou-se a estabilidade enzimatica in vitro de fitase exdgena comercial em
diferentes pH e em condig¢des in vitro de digestdo péptica e pancreatica equina. Os resultados foram analisados por
teste de Tukey e equacdes de regressdo. A fitase manteve sua atividade catalitica em pH 2,3 a 7,0 e sob ataque de
enzimas presentes no estomago e intestino delgado equino.

Palavras-chave: aditivos, bactérias produtoras de acido latico, crescimento, enzimas, equinos, Saccharomyces
cerevisiae

ABSTRACT

In experiment 1, was assess the effects of probiotic or phytase supplementation on body development of 16
Mangalarga Marchador colts, of 17348 days (weaning) to 363+12 days of age, and allocated into four treatments
groups: A-diet (Cynodon pasture + 1.2 kg/100 kg BW of concentrate + water and mineral salt ad libitum); B-diet+5
g/day of yeast culture (10° CFU/g S. cerevisiae); C-diet+2g/day of bacteria (10° CFU/g B. bifidum, E. faecium, L.
acidophilus, L. plantarum) and yeast culture (105 CFU/g S. cerevisiae); and D-diet + 544 FTU/kg concentrate/day of
phytase. All foals were randomized, by replicated, using a split-plot arrangement, and results of body weight gains,
body measurements, conformation index, blood parameters, means and gains of cortical index of the right third
metacarpus were compared using SNK test (P<0,05) and regression equations (P<0.10). The additives tested did not
affect the variables evaluated (P>0.05), except cortical index gains that was higher in B group at 273 days. The
probiotic composed of S. cerevisiae had a positive influence on bone mineralization of foals at 100 days after weaning.
In experiment 2, was assess the viability of microorganisms in commercial probiotics used in horses, one composed of
S. cerevisiae Sc47 (lyophilized powder — probiotic 1) and another of S. cerevisiae, B. bifidum, E. faecium, L.
acidophilus e L. plantarum (paste or powder by spray drying — probiotic 2), and stored at two different temperatures
(4° C or room temperature), and to assess the in vitro production of antagonistic substances against Salmonella spp. e
E.coli.The results were evaluated by descriptive statistics and regression equations. There were differences in the
viability of microorganisms according to the method of preservation, being the powder presentation (lyophilized or by
drying spray), without (probiotic 1) or with (probiotic 2) cooling, the most appropriate for maintaining viable
microorganisms for 12 months after manufacturing. The probiotic 2 in paste should has reduced the validity and be
stored at 40C. The lactic acid producing bacteria produces antagonistic substances that inhibit the growth of
pathogens that cause diarrhea in horses, being necessary in vivo studies to future use on horses. In experiment 3, was
study the in vitro enzymatic stability of an commercial exogenous phytase on different pH ranges (2.3, 2.6, 2.9, 4.0,
5.0, 6.0 and 7.0) and on equine peptic and pancreatic digestion. The results were compared using Tukey test (P<0.05)
and regression equations. The commercial exogenous phytase retained the enzymatic activity on in vitro conditions of
pH variation and the attack of enzymes present in the stomach and small intestine of horses.

Keywords: additives, enzymes, growth, horses, lactic acid-producing bacteria, Saccharomyces cerevisiae
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INTRODUCAO GERAL

O rebanho equino brasileiro ¢ o quarto maior do mundo e as atuais pesquisas na
espécie estdo relacionadas as perspectivas dos segmentos do complexo do agronegocio cavalo no pais
(Almeida e Silva, 2010). Nutrigdo e alimentagdo sdo uma das principais areas estudadas, tendo em vista sua
importancia produtiva e econémica para adequado desempenho zootécnico e saude animal.

A utilizacdo de aditivos na nutri¢do animal vem crescendo nos tltimos anos, mas ainda
faltam trabalhos cientificos que comprovem todos os beneficios esperados para equinos (Nutrients..., 2007),
especialmente quando criados nas condigdes brasileiras. O Brasil ¢ um pais tropical onde os periodos de
chuva sdo bem definidos e a grande extensdo territorial das propriedades permitem a adocdo de sistema
produtivo diferenciado daquele preconizado nos paises de clima temperado (Carvalho e Haddad, 1987). Em
diversos criatdrios, os equinos permanecem soltos durante todo ano, sendo o pasto seu unico alimento e que
perde seu valor nutricional durante o periodo de seca.

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a satde do
hospedeiro, quando administrados em quantidades adequadas (Guidelines..., 2002). Na espécie equina,
esses aditivos s3o utilizados visando melhorias no aproveitamento da dieta, desenvolvimento corporal,
condicionamento fisico e prevengdo e/ou recuperagdo de doengas, embora haja poucos trabalhos que
comprovem seus possiveis efeitos benéficos para a espécie. Especificamente na producdo animal, existem
diversos trabalhos que comprovaram a melhoria da digestibilidade dos nutrientes com a utilizagdo de
probiodticos na dieta de equinos, especialmente sobre a fragdo fibrosa da dieta (Furtado et al., 2010; Jouany
et al., 2009; Moura et al., 2010, 2009; Hill e Gutsell, 1998; Moore et al., 1994; Kim et al., 1991), mas sdo
necessarios estudos para avaliacdo dos efeitos indiretos desse beneficio nutricional sobre o
desenvolvimento corporal de potros criados nas condigdes brasileiras.

A fitase exogena ¢ um aditivo enzimatico de interesse na nutricdo de monogastricos,
em virtude dos efeitos deletérios que os fitatos provocam na mineralizagdo desses animais. Poucos
trabalhos foram desenvolvidos para avaliagdo da suplementagdo com essa enzima na dieta de equinos
(Dunnett et al., 2009; Moura et al., 2009, 2010; Hainzea et al., 2004; Van Doorn et. al., 2004; Patterson et
al., 2002), especialmente em potros, uma categoria muito exigente em minerais.

Diante da necessidade de pesquisas sobre a utilizacdo desses dois aditivos como
possiveis estratégias alimentares para melhoria do desempenho zootécnico de potros, foi realizado este
trabalho de tese que teve como objetivos: avaliar os efeitos da suplementa¢do com probidticos ou fitase
exogena sobre o desenvolvimento corporal de potros desmamados Mangalarga Marchador criados em
condigdes semi-extensivas (experimento 1 — capitulo II); avaliar o efeito do modo de conservagdo sobre a
viabilidade de microorganismos probidticos presentes em formulas comerciais, bem como a producdo de
substincias antagonistas in vitro destes microorganismos contra agentes causadores de diarréia em equinos
(experimento 2 — capitulo III); estudar a estabilidade enzimatica in vitro de uma fitase exdgena usada na
dieta de equinos (experimento 3 — capitulo IV).
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CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA

1. DESENVOLVIMENTO CORPORAL DE POTROS MANGALARGA MARCHADOR

O Mangalarga Marchador ¢ a principal raga nacional criada no Brasil, com mais de
369.965 animais registrados, destacando-se pela rusticidade, docilidade e comodidade de seu andamento
(Lima et al., 2006). As principais caracteristicas morfologicas do equino adulto dessa raca sdo: animais
eumétricos e mediolineos; altura na cernelha entre 140 - 154 cm (ideal 146 cm) e 147 - 157 cm (ideal 152
cm) para fémeas e machos, respectivamente; cabeca triangular com perfil reto a subcdncavo; pescogo
piramidal; estrutura forte e bem proporcionada; andamento tipo marcha batida ou picada. Eles sdo
selecionados para participagdo em exposi¢des especializadas, concursos de marcha, enduros, lida com
gado, cavalgadas, provas funcionais e lazer em geral (Uma raga..., 2010).

Casiuch (1997), citado por Costa et al. (2005), explicou que as linhagens (principais
nucleos de criacdo) da raga Mangalarga Marchador estdo divididas em dois grupos, chamados de linhagens
antigas e linhagens de tradi¢do. As linhagens antigas tiveram origem nos criatorios onde se iniciou o
trabalho de selegdo a partir do século XIX, sendo elas: Favacho, Traituba, Narciso, Campo Lindo, Tropa
53, Angai, Engenho da Serra, Leme, Juca Carneiro, Criminosos, Silvestre-Goiabal ¢ Agua Limpa (as cinco
ultimas estdo extintas). As linhagens de tradi¢do foram aquelas que tiveram sua origem em animais
oriundos das linhagens antigas, sendo submetidas a selegdo artificial para fixacdo do andamento,
docilidade, conformagdo e caracterizacdo racial. Estas fornecem reprodutores para novas criagoes,
destacando-se: Ara, Bela Cruz, Catuni, Gargas, Caxambu, Gironda, Herdade, Itamotinga, Porto, Abaiba
(que engloba as linhas Providéncia ou AJ, Sama, Cachoeirinha, Pau D’Alho, Santo Antonio, Rima e
Santana), Alianca, Passa Tempo, Calciolandia, Tabatinga e km 47, do Instituto de Zootecnia. Algumas
dessas linhagens de tradicdo que influenciaram na formagdo da raga estdo praticamente extintas e
atualmente os animais oriundos das linhagens antigas, como Favacho, Traituba, Campo Lindo, tropa 53 e
Angali, estdo sendo muito valorizados, o que pode ser constatado nos leildes e julgamentos das exposi¢oes
especializadas realizadas no pais.

Na tabela 1 esta representado o percentual de peso vivo e altura na cernelha esperado
em potros Mangalarga Marchador, em relacdo ao adulto, onde pode ser observado o rapido
desenvolvimento corporal no primeiro ano de vida desses animais, semelhante as demais racas equinas de
sela (Nutrients..., 2007; Cabral et al., 2004b; Rezende et al., 1986).

Tabela 1. Percentual de peso vivo e altura na cernelha esperado nos potros Mangalarga Marchador, em relagdo aos
adultos

Peso vivo Altura cernelha
0, 0,
R (% adulto) (% adulto)
Nascimento 6 meses 12 meses Nascimento 6 meses 12 meses
Mangalarga 0.7 334 62,0 (macho) 61,6 (macho) 81,0 (macho) 88,0 (macho)
Marchador 71,0 (fémea) 63,2 (fémea) 82,8 (fémea) 90,0 (fémea)

Fonte: Adaptado do Nutrients... (2007), Cabral et al. (2004a) e Rezende et al. (1986).

A exigéncia nutricional diaria de potros ¢ influenciada pela taxa de crescimento do
animal, a qual varia entre as racas, porém a caréncia de trabalhos sobre o desenvolvimento da curva
especifica de crescimento para diversas ragas equinas ndo permite essa diferenciacdo nos requisitos
disponiveis nos guias nutricionais (Nutrients..., 2007). Existem diversas publicagdes sobre o crescimento de
animais da raga Puro Sangue Inglés (Jelan et al., 1996; Pagan et al.,1996), porém ainda sdo poucos os
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trabalhos com outras ragas equinas, especialmente as brasileiras (Pinto et al., 2005a,b; Santos et al., 2005;
Cabral et al., 2004a,b,c; Rezende et al., 2000a,b).

A altura maxima dos equinos adultos ¢é determinada geneticamente, mas o
desenvolvimento corporal (tamanho e taxa de crescimento) de animais jovens pode ser influenciado pelo
sexo, més de nascimento, condigdes climaticas, nutricdo e manejo (Vasconcelos et al., 2010; Heusner,
1992; Saastamoinen, 1990a). Varios fatores interferem no crescimento pré-natal dos animais, tais como:
tamanho materno, nimero de partos da égua, tamanho da placenta, nutricdo da matriz e estresse climatico;
sendo o tamanho materno o mais importante dentre estes (Jainudee e Hafez, 1982, citados por Pinto et al.,
2005b).

O desenvolvimento de equinos jovens, geralmente, é avaliado pelo peso e medidas
corporais, como altura na cernelha, altura na garupa, comprimento do corpo, comprimento da cabeca,
perimetro toracico e perimetro da canela (Pinto et al., 2005b; Cabral et al., 2004b; Rezende et al.; 2000a).
Cabral et al. (2004b) afirmaram que a largura da cabeca e as distancias joelho-boleto ¢ jarrete-boleto, por
apresentaram pequena variagdo do nascimento aos 12 meses de idade, poderiam ser outras medidas lineares
mensuradas para avaliagdo e selecdo fenotipica de potros.

A estimativa do peso vivo de potros, a partir dos valores esperados quando adultos, é
utilizada para se determinar a taxa de crescimento de equinos de diferentes ragas com diferentes pesos
vivos (Nutrients..., 2007). Na tabela 2 esta representada a relagdo entre idade e percentual de peso vivo
adulto de potros da raca Mangalarga Marchador, calculados através de quatro métodos disponiveis na
literatura (Nutrients..., 2007; Santos et al., 2005; Rezende et al., 1986; Nutrients..., 1989).

Tabela 2. Relagdo entre idade e percentual do peso vivo adulto de potros Mangalarga Marchador

Idade Rezende et al. Nutrients... Santos et al. Nutrients...
(dias) (1986)" (1989) (2005) (2007)

% Peso vivo adulto

Nascimento - - - 9,7
20 - - 13,7 14,8
40 - - 16,9 18,5
60 - - 20,2 22,6
80 - - 244 26,4
100 - - 27,8 30,1
120 - 36,3 31,2 33,6
140 - - 34,5 36,9
160 - - 38,5 40,1
180 33,4 45,0 - 432

270 51,3 - - 54,9
360 64,2 66,3 - 64,2

'Média dos pesos estimados para potros Mangalarga Marchador através das seguintes equagdes:
Peso macho (kg) = [400 - 449,2142%(¢****)]; onde X = idade em dias.

Peso fémea (kg) = [350 - 486,9200%(¢™*****")]; onde X = idade em dias.

*Porcentagem do peso vivo das mies (415-440 kg).

Y =97+ (100-9,7)*(1-(6(‘0‘0772 : X)) (R2=O,99); onde: Y= % do peso adulto e X = idade em meses.

Cabral et al. (2004a,b,c) avaliaram o crescimento de potros Mangalarga Marchador do
nascimento até 12 meses de idade, através de medidas lineares, medidas angulares, indices de conformacao
e proporcdes corporais. As medidas lineares dos animais ndo foram influenciadas por sexo, niimero de
animais no rebanho, regido de origem, manejo nutricional, més e ano de nascimento, sendo observado
percentual de altura na cernelha, no nascimento, aos seis meses e aos 12 meses de vida, em relagdo a idade
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adulta (151,5 cm), de 61,6%, 81,0% e 88,0% para machos e de 63,2%, 82,2% e 90% para fémeas,
respectivamente (Cabral et al., 2004b). Com relagdo as medidas angulares, Cabral et al. (2004a)
observaram que os valores das angulagdes corporais variaram em func¢do do crescimento, mas de forma néo
linear durante o periodo estudado, com valores de 79,6 a 93,5° para o angulo escapulo-umeral e de 69,9 a
86,7° para o angulo coxo-femural.

O Sistema Eclético de Propor¢des Lineares preconizado por Lesbre (1920) e citado
por Ribeiro (1993) padronizou internacionalmente as propor¢des corporais esperadas para equinos adultos
destinados as atividades de sela, utilizando o comprimento da cabega como referéncia (distdncia entre a
extremidade proximal da cabeca, que coincide com a crista da nuca, e a parte medial ou central da arcada
incisiva inferior). Cabral et al. (2004c) utilizaram essa metodologia, juntamente com o calculo de alguns
indices de conformagdo citados por Oom e Ferreira (1987), para estudo das propor¢des corporais de potros
Mangalarga Marchador do nascimento aos 12 meses de idade. Esses autores observaram que os potros
nasceram com altura na cernelha e na garupa maiores e comprimento corporal menor que o preconizado
pelo Sistema de Lesbre, mas essas proporgdes tendem a se aproximarem do esperado quando adulto a
medida que os animais crescem. Os animais ao nascimento foram classificados como brevilineos (indice
corporal de 81,36 para machos e 82,33 para fémeas), porém aos quatro meses de idade ja apresentaram
conformagdo mediolinea (indice corporal de 88,76 para machos e 88,24 para fémeas) semelhante aquela
observada nos adultos e esperada em animais destinados para sela. Quanto ao indice dactilo-toracico, que
indica relacdo entre a massa do animal e os membros que a suportam, os potros no nascimento até os 12
meses de idade foram classificados como hipermétricos (valores acima de 11,5), enquanto os animais
adultos apresentaram conformagdo eumétrica. O indice de carga de canela, que indica a capacidade das
extremidades de um animal deslocar sua massa (valores baixos significam membros fracos), apresentou
rapido decréscimo do nascimento (25,93 nos machos e 26,18 nas fémeas) ao terceiro més de vida (11,5
para machos e fémeas), em fun¢do do rapido ganho de peso em contraposi¢do a pequena variagdo do
perimetro de canela. Esse indice nos adultos foi de 4,16 nos machos e 4,96 nas fémeas.

Pinto et al. (2005a) avaliaram as medidas morfométricas de potros Mangalarga
Marchador utilizando analise multivariada de componentes principais, concluindo que as medidas corporais
que mais contribuem para explica¢do da variancia total observada em animais (machos e fémeas) recém-
nascidos foram comprimento do casco anterior, altura na garupa, largura do peito e comprimento do
pescoco; aos seis meses de idade foram a distancia do jarrete ao boleto, a distancia do codilho ao joelho e o
perimetro do antebrago e aos 12 meses de idade foi o perimetro do antebrago. Ao realizar analise
discriminante para definicdo de equagdes que identifiquem potros Mangalarga Marchador sub ou
superdesenvolvidos, do nascimento aos doze meses de idade, e para melhor caracterizacdo fenotipica dos
animais quanto ao sexo, Pinto et al. (2005b) observaram que as medidas lineares permitem maiores
percentuais de acerto na classificagdo de animais recém-nascidos e aos seis e 12 meses de idade, quando
comparadas com medidas angulares. Nos animais recém-nascidos, as medidas de perimetro do boleto,
comprimento do corpo, comprimento da cabeca, altura na cernelha, distancia da soldra ao jarrete e
perimetro do joelho possibilitaram discriminar os potros das potras. Os potros apresentaram valores médios
maiores que as potras em todas as seis medidas citadas, concordando com Saastamoinen (1990b). Aos seis
meses de idade, os machos foram maiores que as fémeas para as medidas de perimetro do joelho, perimetro
do boleto e comprimento do pescogo ¢ menores no perimetro toracico, em decorréncia, provavelmente, da
selecdo nas fémeas para maior profundidade do corpo e arqueamento de costelas. As medidas do perimetro
do joelho, perimetro toracico, altura na cernelha e altura na garupa foram as que apresentaram poder de
discriminar potros de potras aos 12 meses de idade, sendo os potros maiores do que as potras, exceto para
perimetro toracico.

Portanto, a avaliagdo morfologica de equinos em crescimento deve ser realizada
minuciosamente, pois a comercializacdo dos potros ocorre principalmente no primeiro ano de vida e
responde por grande parte da receita bruta dos criatorios. Além disso, conhecer o padrio de
desenvolvimento dos potros permite a estimativa de parametros que possibilitem selecionar com acuracia
animais ainda em idade precoce como no desmame (Pinto et al., 2005a).
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1.2 ADITIVOS NUTRICIONAIS USADOS NA PRODUCAO ANIMAL

1.2.1 Probidticos
1.2.1.1. Microbiota digestiva equina

Para entender e predizer os efeitos de mudancas alimentares, estresse, exercicio, idade,
doengas ou tratamentos com drogas sobre a microbiota digestiva equina, assim como 0s possiveis
beneficios com a utilizagdo de probidticos em equinos, € necessario um conhecimento basico sobre a
composi¢cdo microbioldgica e fungdes desse complexo ecossistema microbiano que habita o sistema
digestorio do hospedeiro (De Fombelle et al., 2003; Daly et al., 2001). Infelizmente, o estudo sobre a
composi¢do microbiologica da microbiota endégena presente no sistema digestorio equino tem recebido
pouca ateng@o nas pesquisas, quando comparado com os estudos sobre as bactérias presentes no rumen de
bovinos ou colon de humanos e suinos.

Todos os animais, inclusive invertebrados, possuem uma microbiota no tubo digestivo
que interage com eles por mutualismo. Os niveis populacionais dos microorganismos enddgenos podem
exceder 1 x 10" células viaveis por grama de material seco, sendo subdivididos em trés populagdes:
dominante (concentragdo acima de 10° ufc/g do conteudo), subdominante (concentragdo entre 10" a 10°
ufc/g do conteudo) e residual (concentragdo abaixo de 107 ufc/g do conteudo). Os dois primeiros grupos
permanecem relativamente constantes e estaveis no tempo e entre individuos, sendo a populacdo residual
bastante variavel. Coletivamente, a microbiota digestiva pode ser considerada como um “6rgao”
metabolicamente ativo, no qual os microorganismos dominantes e subdominantes sdo capazes de gerar
metabolitos que interferem com o organismo hospedeiro (Nicoli et al., 2003; Stappenbeck et al., 2002).

A colonizacdo das superficies e cavidades corporais, incluindo o trato gastrointestinal,
ocorre a partir do nascimento, tendo inicio dentro do canal do parto. Segundo Sakaitani et al. (1999),
citados por Yuyama et al. (2004), a coloniza¢do em potros neonatos ocorre numa sequéncia bem definida,
aparecendo primeiramente bactérias anaerdbias facultativas, seguidas por bactérias anaerobias obrigatorias
da familia Bacteroidaceae (géneros Fusobacterium e Bacteroides) e bactérias anaerdbias facultativas
produtoras de acido latico do género Lactobacillus, as quais passam a predominar na segunda semana de
vida. O Lactobacillus ¢ o microorganismo endégeno predominante no trato digestivo equino, com 178
cepas isoladas (Morotomi et al., 2002), sendo que as principais espécies que colonizam a regido aglandular
do estdmago sdo: L. salivarus, L. crispatus, L. reuteri e L. agilis (Yuki et al., 2000).

Alexander e Davies (1963) e Kern et al. (1973), ambos citados por Kern et al. (1974), e
Kern et al. (1974) foram os primeiros autores a publicarem dados referentes a microbiota digestiva equina.
Estes autores observaram presenca de 20 vezes mais bactérias viaveis na regido findica do estomago, em
relacdo a regido pildrica, o que evidenciou a ocorréncia de fermentacdo no estdmago (inclusive com
presenga de acetato e outros acidos graxos volateis), embora com limitada atividade celulolitica, devido ao
baixo pH, baixa concentragdo de bactérias celuloliticas e rapida taxa de passagem da dieta. De acordo com
esses pesquisadores, a atividade proteolitica ocorre em todas as areas do trato digestivo, principalmente no
intestino delgado. Quando avaliaram a produgdo de 4cidos graxos volateis, houve grande produgio de acido
isobutirico no estémago e intestino delgado, o que foi interessante pelo fato desse acido graxo volatel poder
agir como fator de crescimento para a microbiota do trato posterior. O nimero de bactérias celuloliticas por
grama de ingesta foi seis vezes maior no ceco em comparagdo ao célon. Porém, ao se considerar o peso da
ingesta, seis vezes maior no célon em relagdo ao ceco, o potencial de degradacdo da fibra se torna
importante nesses dois compartimentos do aparelho digestivo equino.

Maczulak et al. (1985) avaliaram a populag@o de bactérias cecais totais e encontraram
resultados semelhantes aos de Kern et al. (1974). Foram isolados 114 organismos no ceco equino, sendo
50,9% bacilos Gram negativos (Butyrivibrio, Bacteroides e ‘“Selenomonads”), 22,8% bacilos Gram
positivos (Lactobacillus, Eubacterium, Propionabacterium), 21,9% cocos Gram positivos (Streptococcus,
Staphylococcus) e 4,4% cocos Gram negativos. A concentragdo microbiana variou de 2,37 a 4,72 x 10°
células por mL de contetdo cecal (microscopia direta) a 3,6 + 0,44 x 10® ufe/mL (crescimento em meio que
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simulava o habitat, composto por 40% fluido ruminal com deplegdo de energia, 0,125% carboidratos totais,
peptonas tripticases, glicerol e hemina).

Lin e Stahl (1995) e Julliand et al. (1999) analisaram a microbiota anaerobia do
intestino grosso equideo (equinos e asininos), através do sequénciamento RNA ribossomal (rRNA) 16S
bacteriano, concluindo que Fibrobacter spp. € Ruminococcus spp. (especialmente R. flavefaciens) sdo
bactérias celuloliticas importantes no ceco, correspondendo por mais de 12% e 9% do rRNA total
analisado, respectivamente. No caso do Ruminococcus flavefaciens, foram observadas diferencas testadas
quanto a utilizagdo dos carboidratos e produtos finais da fermentagdo entre as cepas equinas ¢ as cepas
ruminais, pois aquelas produzem mais acetato, formato e etanol. A concentragdo de bactérias totais e
celuloliticas no ceco de equino foi cerca de 100 vezes menor que a concentragdo encontrada no ramen,
representando as bactérias celuloliticas 2,3% e 3,8% das bactérias anaerobicas totais nos jumentos e poneis,
respectivamente.

Daly et al. (2001) estudaram de forma mais ampla a diversidade bacteriana do intestino
grosso de equinos em pastejo, extraindo rRNA de amostras diretamente coletadas no contetido luminal e
parede celular do ceco e colon. A maioria das sequéncias recuperadas neste estudo ndo correspondeu com
nenhuma sequéncia gendmica previamente documentada nos bancos de dados disponiveis, indicando serem
novas espécies pertencentes a grupos filogenéticos ainda descaracterizados. Apenas 11% das sequéncias
recuperadas apresentaram mais de 97% de homologia com qualquer entrada documentada, onde apenas 5%
corresponderam a espécies conhecidas. Do material conhecido, 72% das sequéncias foram identificadas
como bactérias Gram positivas com baixo conteudo percentual de guaninatcitosina, especialmente do
cluster clostridial XIVa (Clostridium spp., Ruminococcus spp., Butyrivibrio spp. e Eubacterium spp.). Essa
predominancia também foi observada em estudos gendmicos realizados em outras espécies animais, como
humanos (Wilson e Blitchington, 1996) e bovinos (Tajima et al., 1999), sugerindo que esse grupo possui
atividade importante dentro do ecossistema digestivo. Davies (1964), citado por Julliand et al. (1999),
observou que a bactéria Bacillus cellulosae dissolvens também é componente da microbiota cecal equina.

Bonhomme (1986) estudou o mecanismo de adesdo das bactérias cecais equinas a
parede celular vegetal e observou o mesmo modo de agdo das bactérias ruminais. Esses microorganismos
possuem um envelope celular que confere protecdo e possui enzimas hidroliticas. Esse revestimento
externo, tipo capsula, permite sua adesdo através de fibras polissacarideas do glicocalix bacteriano para
liberagdo das enzimas por difusdo no ambiente.

Protozoarios e fungos estdo presentes no intestino grosso equino, mas parecem possuir
menor importancia que as bactérias para fermentacdo celulolitica. Segundo Brandi e Furtado (2009), os
protozodrios atingem cerca de 10 da populagdo microbiana, ou seja, de 0,5 a 5 x 10°/mL de contetdo,
sendo que foram descritas 72 espécies de protozoarios no intestino grosso equino, destacando-se os
géneros: Buetschilia, Cycloposthum, Blepharocorys e Paraisotricha.

Segundo Akin (1987), os fungos podem constituir até 8% da biomassa microbiana
ruminal de animais alimentados com dietas ricas em fibras e estdo envolvidos na degradagdo da parede
celular lignificada. Ankur et al. (2006) avaliaram a presenca de fungos anaerdbios provenientes de
caprinos e ovinos, identificando fungos de ciclo monocéntrico (zodsporos poliflagelados e filamentos com
rizomicélio abundante — género Neocallimastix) e policéntrico (zoosporos uniflagelados e filamentos com
rizomicélio — géneros Anaeromyces, Orpinomyces ¢ Piromyces). Esse resultado concordou com Abrdo et
al. (2010), que detectaram presenca de estruturas caracteristicas dos dois tipos de fungos anaerdbios no
conteudo ruminal de bovinos e caprinos de corte criados no Norte de Minas Gerais, os quais eram
mantidos em sistemas extensivos. Julliand et al. (1998) compararam as atividades metabolicas de fungos
isolados de bovinos e ovinos (Piromyces communis) e de equinos e jumentos (Piromyces citronii). As
cepas equideas cresceram mais rapidamente que as cepas ruminais na presenca de glicose e celobiose,
principalmente a cepa isolada de jumentos, sugerindo que os fungos também s3o importantes para
degradacdo da celulose em equideos.

De Fombelle et al. (2003) também avaliaram a populacdo microbiana dos diferentes
segmentos anatdomicos do trato digestivo equino (estdbmago até colon menor) e observaram que as
concentracdes de bactérias anaerdbicas totais variaram de 7,4 X 10" a 3,7 x 10’ ufc/mL, havendo interacdo
significativa entre dieta e segmento anatomico (tabela 3). As concentragdes pré-cecal e cecal de bactérias
celuloliticas foi de 3 x 10% ufe/mL e 5,9 x 10* a 1,6 x 10° ufc/mL, respectivamente. Nos equinos
alimentados com dieta rica em amido, as concentracdes pré-cecais de bactérias celuloliticas foram
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ligeiramente maiores que no intestino grosso, entretanto, foram homogéneas ao longo do trato digestivo
quando os animais receberam dieta rica em volumosos.

Tabela 3. Concentragdes microbianas das diferentes partes do trato digestivo de equinos alimentados com dietas ricas
em fibras ou amido

i FunEr s Bactérias Lactobacilli Streptococcus gt que uilam
Trato totais celuloliticas (Logio T o o & o/l lactato
digestivo (Logyo ufe/mL) ufo/mL) (Logio ufe/mL) (Logjo ufe/mL) (Logi ufe/mL)
Dl D2 DI D2 D1 D2 D1 D2 D1 D2
Estomago 9,19¢ 9,0¢ 1,4° 1,00 7.8  84% 7,3° 7,5 6,8 7,65
Jejuno 8’7c,d 8,6c,e 1,83* 0’93* 6’53 6,8b 8,1C 7,5c,d 6,7c,b 6,5C
fleo 7,9%% 8,8%x 177 1,00 64  72%ex  ggbex g odk g sbeds g odk
Ceco 7,6° 7,70 6,0 50k 622 6,1° 6,2° 6,3  6,17% 5,6
Célon ventral b de b ¢ a b b c,d a b
direito 8’1 * 8’9 * 650 555 655 7,0 7,1 7,6 5,8 6,0
Céldoirrleciltc;rsal 9,1 8, 1% 5,6b* 4’7b,,< 7’4b 7’0b 7’4b 6,9b 6,5b’c’d* 5,9a,b*
Reto 8,6° 83>  52° 50" 75" 7.4° 7,4° 7,8%4 6,3 6,2

Legenda: D1 = dieta rica em fibras; D2 = dieta rica em amido.

*Valores diferentes entre dietas entre cada grupo na mesma porgao digestiva (P<0,05).
“b.ede otras distintas na mesma coluna sio diferentes (P< 0,05).

Fonte: De Fombelle et al. (2003).

As principais fun¢des da microbiota digestiva sdo: resisténcia a instalagdo e
multiplicagdo de microorganismos exogenos (efeito barreira e/ou exclusdo competitiva), estimulacdo de
resposta imunologica mais rapida e adequada em caso de agressdo infecciosa (imunomodulagéo) e auxilio
na regulagdo da fisiologia digestiva e fornecimento de nutrientes (contribuig¢do nutricional).

A microbiota normal induz diversas mudangas na anatomia e fisiologia da parede das
células intestinais do hospedeiro, devido a presenca desses microorganismos e/ou producdo de acidos
graxos volateis, especialmente butirato. Os principais beneficios, que auxiliam na capacidade digestiva e
defesa contra patdégenos sdo: aumento no tamanho da borda em escova das células intestinais; aumento de
tecido linfoide e tecido conectivo; producdo de muco; vascularizacdo intestinal (através das células de
Paneth); acidificagdo do estdmago, produgdo enzimatica e produgdo de substancias que inibem ou matam
patogenos (Servin, 2004; Stappenbeck et al., 2002; Whiteley et al., 1996; Bergman, 1990; Savage, 1986).

Van der Wielen et al. (2000) estudaram a correlagdo dos acidos graxos volateis (AGV)
com o desenvolvimento da microbiota normal do ceco de frangos de corte mantidos em granjas comerciais
e observaram correlagdes negativas entre o numero de Enterobacteriaceae (incluindo Salmonella) e
acetato. As hipodteses levantadas pelos autores para essa reducdo bacteriana foram o efeito bacteriostatico
ou bactericida dos AGV produzidos, pois a forma ndo dissociada destes se difunde livremente pela
membrana bacteriana e, dentro da célula, sdo toxicos por causarem reducdo do pH interno. Como esse
efeito ndo ocorre no Lactobacillus, isso promove o mecanismo de exclusdo competitiva contra patégenos.

A microbiota digestiva exerce atividade imunomodulatoria no hospedeiro, mas ndo se
conhece, com precisdo, quais propriedades probidticas, tais como capacidade de aderéncia e colonizagdo,
sdo requeridas para que esse beneficio ocorra. A colonizagdo parece estar associada com a maturagdo dos
mecanismos de imunidade humoral, uma vez que ha relatos de que criancas recém-nascidas colonizadas
por Bacteroides fragilis e Bifidobacterium spp. apresentaram mais células secretoras de IgA e IgM
circulantes. Esse efeito parece estar relacionado a capacidade dos microorganismos de interagirem com as
placas de Peyer e células intestinais, estimulando as células B produtoras de IgA e migracdo de células T
para o intestino (Coppola e Turnes, 2004; Isolauri et al., 2004, citados por Saad, 2006).

Essa populacdo microbiana também age, especificamente, como componente do
sistema de defesa ndo imunoldgico animal, através da exclusdo de microorganismos potencialmente
patogénicos. Ela evita a colonizacdo de oportunistas através de competi¢ao por espago e nutrientes (Servin
e Coconnier, 2003) e pela producdo de substancias com a¢do antimicrobiana (Servin, 2004). Essa hipotese
explicaria a necessidade da administragdo continuada e em elevadas doses dos probidticos (Coppola e
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Turnes, 2004), além da importincia da manutencdo da viabilidade dos microorganismos vivos presentes no
produto.

O pH e potencial redox do sistema digestorio de animais com microbiota digestiva
normal é menor do que em animais dissociados de sua microbiota (axénicos ou isentos de germes) por
causa do metabolismo microbiano, com produgdo de AGV e consumo de oxigénio livre por bactérias
anaerobias facultativas. Newbold et al. (1996) observaram que a respiracdo de microorganismos aerobios,
como a levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada como probidtico em ruminantes, foi benéfica para a
microbiota ruminal, por reduzir a concentracdo de oxigénio livre que ¢ toxica e inibe a proliferagdo ou
adesdo dessas bactérias. Porubcan (1990) complementou citando que a redugdo do potencial redox age
como um fator inibitorio para patogenos, como Salmonella e Shigella, tendo uma agdo benéfica indireta
para as bactérias anaerobias e demonstrando novamente as relagdes de mutualismo entre microbiota-
hospedeiro.

A contribui¢ao nutricional ¢ um importante beneficio observado em equinos, pois estes
sdo capazes de aproveitar alimentos fibrosos como fonte alimentar através da fermentacdo realizada pela
microbiota celulolitica presente no intestino grosso. A degradacdo de substratos ndo-digeridos na porgao
pré-cecal do trato digestivo (hemiceluloses, celulose) e secre¢des enddgenas (muco, células de descamagao,
imunoglobulinas e enzimas digestivas) presentes no limen sio a principal fungdo metaboélica da microbiota
enddgena. Os principais produtos de tais oxidagdes anaerdbias sdo gases (metano), H,, CO,, AGV, acido
latico, etanol, acidos graxos de cadeia ramificada (oriundos da degradagdo de aminoacidos), amonia,
aminas, fendis e indoles (Roberfroid et al., 1995). O pico de produgdo de metano em equinos (menos de 3%
da ingestdo energética total) foi observado apods seis a oito horas da alimentagdo, sendo maior nos animais
alimentados com concentrados ou com uma alta ingestdo alimentar (Hintz e Cymbaluk, 1994).

Os AGV constituem a maior fonte de energia para os ruminantes, sendo que nos
equinos sdo responsaveis por 30 a 80% dos requisitos energéticos de mantenga (Nutrients..., 2007;
Bergman, 1990; Argenzio, 1975). Eles sdo absorvidos e utilizados como fonte de carbono e energia,
variando seu local de metabolizacdo de acordo com os niveis relativos de acetil-CoA, propionil-CoA e
butiril-CoA sintetases nos diferentes tecidos do hospedeiro. O butirato ¢ metabolizado primariamente pelo
epitélio intestinal, onde é convertido em corpos cetdnicos ou oxidado em CO, (representam 60-70% das
necessidades energéticas dos colondcitos). O propionato ¢ transportado para o figado via sistema porta,
sendo utilizado como precursor da gliconeogénese. E o acetato ¢ utilizado pelos tecidos periféricos, como
os musculos esquelético e cardiaco, podendo também ser utilizado pelos adipdcitos na lipogénese (Hooper
et al., 2002; Savage, 1986).

Na maioria dos mamiferos, inclusive equinos, a forma anidnica de acido acético, ou
acetato, ¢ o principal AGV produzido, variando as relagdes molares de acetato, propionato ¢ butirato de
75:15:10 a 40:40:20, dependendo da dieta (Bergman, 1990). A relacdo de acetato:propionato € importante
para os equinos, pois apenas o propionato ¢ convertido de forma significativa em glicose. Pethicket et al.
(1993), citados pelo Nutrients... (2007), estimaram que 30% da energia utilizada no membro posterior de
equinos em repouso ocorreu pela oxidagdo de acetato. Aproximadamente 7% da producdo de glicose total
em equinos provem do propionato produzido no ceco (Hintz e Cymbaluk, 1994), podendo esse AGV
corresponder por 57 a 68% da glicose oriunda do volumoso (Simmons e Ford, 1991).

Outra acdo observada, como a redugdo de componentes do alimento com possiveis
efeitos adversos, tais como fatores antinutricionais, ocorreria através da fermentagdo microbiana. Essa
degradagdo também seria benéfica por produzir vitaminas, e incrementar a digestibilidade de nutrientes,
esse ultimo gracas a produgdo de enzimas e alteracdo do metabolismo microbiano (Saad, 2006; Coppola e
Turnes, 2004; Hull et al., 1992; Vanbelle et al., 1990; Sissons, 1989).

A producdo de fitase enddgena pela microbiota digestiva equina seria outra
contribui¢do nutricional importante para espécie. Os fitatos (acido fitico ligado a moléculas de ions
metalicos bivalentes, aminoacidos e proteinas) constituem cerca de dois ter¢os do fosforo (P) presente nos
vegetais, principalmente cereais (soja, milho, trigo, arroz, etc). Esse quelante indisponibiliza minerais
bivalentes (P, Ca, Mg, Zn, Fe) para absor¢ao no intestino delgado de monogéastricos. Os suinos e aves sdo
praticamente incapazes de utilizar o P fitico presente na dieta, devido a baixa produg@o enddgena de fitase
em seus tratos digestivos. Nos poligastricos, as bactérias celuloliticas presentes no riimen produzem fitase
enddgena que torna o P fitico disponivel para absor¢@o no intestino delgado. Os equinos possuem um
intestino grosso com populagdo microbiana semelhante a do rimen, onde também ha producdo da fitase
endogena (Pagan, 1990), porém quando a dieta dos equinos ¢ rica em concentrados, a quantidade de fosforo



25

absorvido no intestino delgado aumenta muito (Lopes et al., 2003; Schryver et al., 1972), podendo
aparecer os efeitos deletérios dos fitatos na espécie.

Portanto, a microbiota digestiva exerce papel de extrema importancia na saide animal,
e, consequentemente, vem crescendo o interesse pela manipulagdo destes microorganismos para maximizar
sua agdo benéfica ao hospedeiro (Losada e Olleros, 2002).

1.2.1.2. Utilizacio de probidticos na espécie equina

Os probioticos foram classicamente definidos como suplementos alimentares a base de
microrganismos vivos, que afetam beneficamente o hospedeiro, promovendo o balanco de sua microbiota
intestinal (Fuller, 1989). Outras defini¢des foram publicadas nos ultimos anos, sendo internacionalmente
aceito que esses aditivos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a satde do hospedeiro, quando
administrados em quantidades adequadas (Guidelines..., 2002).

Os mecanismos de acdo propostos para explicar os efeitos benéficos dos probidticos
sdo basicamente os mesmos atribuidos a microbiota digestiva: produgdo de substincias antagonistas que
inibem ou matam patdégenos (Servin, 2004); competi¢do com patdgenos por sitios de adesdo e fontes
nutricionais (Servin e Coconnier, 2003); imunomodulagdo do hospedeiro (Ezendam e van Loveren, 2006);
e inibi¢ao da produ¢do ou agdo de toxinas bacterianas (Branddo et al., 1998). Os trés primeiros mecanismos
sdo normalmente atribuidos as bactérias produtoras de acido latico, enquanto os dois ultimos sdo mais
especificos de leveduras.

Os produtos probidticos comumente destinados aos equinos sdo compostos por culturas
bacterianas vivas de Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium e Bacillus subtilis, ¢ culturas das
leveduras vivas Saccharomyces cerevisiae € Aspergillus oryzae; sendo comumente utilizados no combate
de problemas associados com estresse, tais como falha na ingestdo de colostro, desmame, mudangas na
alimentacdo, transporte, clima adverso, doengas recorrentes, animais debilitados nutricionalmente, e
antibidticoterapia prolongada. Esses aditivos estdo disponiveis sob varias formas de apresentacdes, tais
como pos, pastas, gel, bolus, capsulas e drenches, sendo administrados via oral, sobre o alimento ou na
agua de bebida (Lewis, 2000; Montes e Pugh, 1993). Apesar de uma série de produtos comerciais a base de
probidticos serem vendidos para uso em equinos, ndo ha resultados publicados que justifiquem sua ampla
utilizacdo na espécie.

Weese et al. (2004) isolou um microorganismo equino-especifico (Lactobacillus
pentosus WET), com boa capacidade inibitoria in vitro contra patdgenos entéricos, mas que induziu diarréia
em potros neonatos quando utilizado como agente probiotico (Weese e Rousseau, 2005). Por outro lado,
Yuyama et al. (2004) ao avaliarem o efeito da colonizagdo precoce Lactobacillus espécie-especifico em
potros neonatos, fornecidos através de probidtico, quanto a peso corporal, caracteristicas fecais e ocorréncia
de diarréia, verificaram menor incidéncia de diarréias e melhoria no crescimento, achando diferengas
significativas quanto ao peso corporal em potros de com um més de idade e menor incidéncia de diarréias
até trés semamas de idade.

Parraga et al. (1997) observaram que a administragdo de probioticos durante o periodo
pos-operatério de equinos que sofreram colica e foram submetidos a cirurgia nao afetou na proliferacao de
Salmonella nas fezes, ocorréncias de diarréia, durag¢do da terapia antimicrobiana e tempo de hospitalizago.
Por outro lado, Ward et al. (2004) encontraram redugdo na presenca de Salmonella em equinos
hospitalizados sem doengas gastrointestinais suplementados com probiodtico. E Desrochers et al. (2005),
observaram que a administragdo de 10 x 10° Saccharomyces boulardii vivas, a cada 12 horas, durante 14
dias, resultou na redugdo da gravidade e duragdo dos sinais clinicos associados com enterocolite em
comparacdo com equinos do grupo placebo.

Diversos estudos comprovaram a melhoria da digestibilidade dos nutrientes com a
utilizacdo de probioticos na dieta de equinos, especialmente sobre a fragdo fibrosa dos alimentos (Furtado
et al., 2010; Jouany et al., 2009; Moura et al., 2009, 2010; Medina et al., 2002; Hill e Gutsell, 1998; Moore
et al., 1994; Kim et al., 1991). Alguns trabalhos observaram efeito dos probidticos sobre a disponibilidade
de minerais, como fosforo, calcio e magnésio (Moura et al.,, 2010; Switzer et al., 2003, citado no
Nutrients..., 2007; Pagan, 1990). No entanto, existe uma grande variacdo nos resultados observados nesses
estudos, provavelmente devido as diferencas na concentragao e dosagem dos aditivos testados, interagdo
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entre composi¢do da dieta, grupos experimentais e tempo de adaptagdo a dieta. Newbold et al. (1996) ao
estudarem o modo de agdo da levedura Saccharomyces cerevisiae como aditivo para ruminantes,
concluiram que a respiragdo desse microorganismo foi benéfica para as bactérias anaerobicas do rimen,
pois diminui a concentragdo de oxigénio, que é toxico e inibe o crescimento ou adesdo dessas bactérias.

O Nutrients... (2007) diferenciou os efeitos dos probioticos compostos por bactérias
produtoras de acido latico (Lactobacillus, Bifidobacterium e FEnterococcus) ou por leveduras
(Saccharomyces spp. e Aspergillus oryzae), sendo aqueles mais utilizados para fins terapéuticos, como
recuperagdo e/ou prevencao de distiirbios gastrointestinais. No caso das leveduras, estes sdo utilizados para
melhoria do aproveitamento da dieta, sendo necessario diferenciar qual tipo esta presente no produto:
levedura desidratada ativa (min. 15 x 10° UFC/g células vivas - min. 40% PB); cultura de levedura (produto
desidratado contendo células vivas e meio na qual foram cultivadas); extrato de levedura (prod. desidratado
ou concentrado de contetidos celulares mortos — min. 9% PB). De acordo com a defini¢do de probidticos,
apenas as duas primeiras categorias sdo consideradas aditivos probidticos por serem compostos por
Microorganismos vivos.

Com relag¢do aos efeitos dos probidtico sobre o desempenho zootécnico de potros,
Glade (1991a,b) avaliou os efeitos da suplementagdo com S. cerevisiae em éguas no tergo final de gestacao
e no inicio da lactac@o sobre a produgdo e composicao do leite materno e sobre a taxa de crescimento dos
seus respectivos potros nos primeiros 56 dias de idade. Os potros que eram filhos das éguas suplementadas
tiveram maiores taxas de ganho de peso a partir dos 28 dias de idade e maior crescimento de altura na
cernelha dos 42 aos 56 dias de idade, em fun¢do do aumento na producdo quantitativa ¢ qualitativa do leite
de suas maes. Glade e Sist (1990) observaram melhoria no ganho de peso, altura e eficiéncia alimentar de
potros recém desmamados suplementados com cultura de leveduras vivas.

A selecdo de bactérias probiodticas tem como base os seguintes pré-requisitos: ser
indcuo ao hospedeiro, ao homem e ao meio ambiente; ser habitante normal do trato digestivo de animais
saudaveis e espécie-especificos; ser capaz de produzir culturas viaveis em concentragdes efetivas e com
baixos requisitos para cultivo; ter sua eficiéncia comprovada no hospedeiro em questdo; tolerar o baixo pH
do suco gastrico, sais biliares e secrecdes pancredtica e intestinais; ser capaz de ser ativado e multiplicar
rapidamente, ap6s ingestdo do produto; ser capaz de se aderir as células epiteliais do intestino, a0 menos
temporariamente; produzir compostos antimicrobianos e ser metabolicamente ativo no intestino; nao
transportar genes transmissores de resisténcia a antibidticos, ndo possuindo propriedades anti-mutagénicas
e anti-carcinogénicas; assim como resistir a fagos e ao oxigénio; manter-se viavel durante a estocagem e
transporte (inclusive em longos periodos); resistir aos antibioticos, altas temperaturas de processamento e
outras condi¢des tecnolégicas. E desejavel que essas cepas sejam apropriadas para a producio industrial em
larga escala, resistindo a condigdes de processamento como a liofilizagdo ou secagem por spray drying
(Saad, 2006; Coppola e Turnes, 2004; Vanbelle et al.,1990).

Embora ainda ndo existam cepas probidticas que cumpram todos os critérios citados
anteriomente, 0 que se busca na pratica seria a utilizagdo de produtos que, apos ingestdo em doses efetivas,
fornegam microorganismos na forma viavel e que sejam capazes de se estabelecer n o trato digestivo,
agindo na manutencao e/ou modulagdo da microbiota digestiva normal, e prevenindo desordens digestivas
e/ou aumentando o desempenho zootécnico.
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1.2.2 Fitase exdgena

As fitases exogenas sdo mundialmente usadas como aditivos na dieta de
monogastricos. Essas enzimas podem aumentar a absor¢ao do fosforo fitico (Adebiyi et al., 2009 - frangos
de corte; Silversides e Hruby, 2009 - poederias; Chu et al., 2009 — suinos; Dunnett et al., 2009 - equinos), o
que é de grande interesse para nutricdo humana e animal, assim como para o meio ambiente. Por outro
lado, varios assuntos associados com o uso dessas enzimas permanecem ndo esclarecidos por causa de
resultados ambiguos e, as vezes, conflitantes observados na literatura.

1.2.2.1. Fundamentos para utilizacio da fitase exogena

O éacido fitico ¢ descrito quimicamente com uma molécula de hexaquifosfato de D-
mio-inositol (1,2,3,4,5,6), composta por um anel de inositol ligado com pelo menos um grupo fosfato,
sendo a forma quimica mais abundante nos vegetais. E o principal estoque de fosforo (P) nas sementes de
cereais, legumes, nozes e oleaginosas, correspondendo por 60-90% do P total e 1,5% da matéria seca
presente nelas. Sua biosintese inicia logo apos o florescimento da planta, havendo seu acimulo durante o
desenvolvimento até maturacdo e dessecacdo da semente, em vaclolos denominados globodides. A
localizagdo dos estoques do acido fitico varia nas plantas, estando acumulado nas células da camada
aleurona e apenas uma quantidade minima no embrido nos graos de trigo, cevada e arroz, enquanto no
milho essa distribui¢do € justamente oposta no milho (Bohn et al., 2008; Frontela et al., 2008; Raboy,
2003).

A solubilidade dos complexos acido fitico:metal sdo baixos no pH da maior parte dos
intestinos animais. Consequentemente, os fosfatos negativamente carregados do fitato ligam-se fortemente
a cations metalicos de Ca, Fe, K, Mg, Mn e Zn, tornando-os insoluveis e indisponiveis. Portanto, o acido
fitico € considerado um importante fator antinutricional na dieta de humanos e animais, por causa da
inabilidade destes em degradar e absorver minerais ligados ao fitato no sistema digestorio de
monogastricos. A concentragdo de fitato e fésforo sdo maiores no farelo de trigo do que no grao inteiro e
invariavelmente essa molécula estd presente em dietas de aves e suinos, em concentragdes de
aproximadamente 10 g/kg (Selle et al., 2009; Bohn et al., 2008).

Quando os principais ingredientes utilizados na dieta para monogastricos sdo trigo,
arroz e milho, o excesso de fitato presente nesses graos pode causar deficiéncias minerais e ma nutrigao.
Portanto, a remocao ou degradagdo do fitato pode aumentar a biodisponibilidade de minerais bivalentes e o
valor nutricional da dieta, bem como reduzir a poluigdo ambiental.

Uma primeira estratégia para remocdo do acido fitico seria através da ativacdo das
fitases endogenas presentes nas sementes. Isso pode ser alcancado por meio da moagem, encharcamento
dos cereais em solugdes aquosas ou germinagdo por 48 horas. As duas primeiras técnicas apresentam o
inconveniente de também causarem perda de minerais e outros componentes nutricionais. A germinagao
permite uma desfitinizagdo bem sucedida, podendo chegar a 40% do contetdo, mas sua eficiéncia
dependera da atividade de fitase da espécie vegetal. Trigo, cevada e centeio possuem mais atividade de
fitase nos grdos, enquanto milho, milheto e sorgo tém baixa atividade de fitase que aumenta rapidamente
apos a germinagdo (Bohn et al., 2008; Frontela et al., 2008).

Uma segunda estratégia seria a redugdo da concentracdo de acido fitico das sementes
por meio de modificagdo genética ou alteragdes transgénicas. Graos mutantes “Ipa” apresentaram redugéo
do contetdo de fitato através da remocgao de genes envolvidos com biosintese de acido fitico. Com excegdo
de um mutante de cevada que acumulou ferro, a composi¢do mineral ndo foi muito alterada nos mutantes
“lpa”, indicando ndo haver ligagdo direta entre distribui¢do mineral e biosintese de acido fitico. O problema
dessa alternativa foi o papel dos fosfatos de inositol no metabolismo celular vegetal, afetando
consequentemente na germinagdo quando reduzidos em mais de 50%. Pouco se sabe sobre o impacto
dessas mutacdes sobre pardmetros de qualidade agrondmica, tais como resposta ao estresse e
susceptibilidade dos vegetais as doengas (Bohn et al., 2008; Frontela et al., 2008). Holm et al., 2002, citado
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por Bohn et al. (2008), relatam o desenvolvimento de produtos trangénicos de trigo, modificados através da
introdugdo do gene phyA da enzima fitase produzida pelo Aspergillus niger.

Por fim, a terceira estratégia usada para redugdo dos efeitos antinutricionais do fitato
seria a adigdo de fitase exdgena no alimento ou dieta, sendo essas enzimas produzidas por bactérias ou
leveduras. Essa alternativa tem sido bastante estudada e aplicada na produgdo animal (Bohn et al., 2008,
Frontela et al., 2008; Singh, 2008; Bedford, 2000).

Segundo Bohn et al. (2008), o termo fitase (hexaquifosfato mio-inositol (1,2,3,4,5,6)
fosfohidrolase) é definido como uma classe de fosfatases com capacidade in vitro para liberar pelo menos
um grupamento fosfato do acido fitico e potencialmente minerais quelatados. A primeira pesquisa sobre
fitase remonta a sua descoberta por Suzuki e colaboradores em 1907 ¢ quando os produtos comerciais de
fitase foram inicialmente fabricados e langados no mercado por Gist Brocades (atual DSM em 1991.
Durante os tltimos 20 anos, as fitases e seus microorganismos produtores tem sido estudadas pela
comunidade cientifica e industrial ligada a nutricdo animal, protecdo ambiental e saude humana (Fu et al.,
2008).

As fitases exogenas sdo classificadas de acordo com sua origem, a posi¢ao inicial da
hidrolise no carbono do anel de mio-inositol e seu pH 6timo de agdo (tabela 4). As fitases sdo comumente
encontradas na natureza, podendo ser de origem microbiana, vegetal ou animal. As fitases de origem
microbiana sdo produzidas por espécies de fungos (Aspergillus), leveduras (Saccharomyces ¢ Peniophora)
e algumas bactérias (Bacillus, Enterobacter ¢ Pseudomonas). Com relacdo ao pH 6timo de agdo, as
enzimas podem ser classificadas em acidas ou alcalinas (Frontela et al., 2008).

Considerando-se a posi¢do do carbono no anél de mio-inositol do acido fitico por onde
comecara o processo de desfosforilacdo, as enzimas sdo classificadas em 3-fitase (E.C. 3.1.3.8), 6-fitase
(E.C. 3.1.3.26) e 5-fitase (E.C. 3.1.3.72). As 3-fitases sdo encontradas nos animais € microorganismos e as
6-fitases estdo presentes nos vegetais. As fitases de origem microbiana realizam a hidrolise da molécula de
fitato de forma coordenada, ou seja, depois de ser liberado o grupo fosfato da posi¢do 3 da molécula, a
reacdo continua na seguinte ordem: carbono 4, 5, 6 ¢ 2 (Frontela et al. 2008).
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A atividade da enzima fitase ¢ expressa em unidades de atividade de fitase (FTU),
sendo definida como a quantidade de fitase que libera 1 micromol (umol) de fosfato inorgénico por minuto
de uma solucao de 0,0051 mol por litro de fitato de s6dio em pH de 5.5 e temperatura de 37°C
(Phytase...,2005). A atividade enzimatica presente em diferentes cereais € alta no trigo (2078 FTU/kg),
centeio (5453 FTU/kg) e triticale (1100 FTU/kg), mediana na cevada (925 FTU/kg) e mais baixa no arroz
(120 FTU/kg), milho (12 FTU/kg), sorgo (24 FTU/kg), soja (31 FTU/kg) e aveia (42 FTU/kg) (Venekamp
e Somers, 1995; citados por Frontela et al., 2008). As fitases microbianas apresentam uma atividade
geralmente elevada, no minimo de 5000 FTU/g, embora existam variagdes segundo o microorganismo
produtor (Greiner e Farouk, 2007, citados por Frontela et al., 2008). Além dessa maior capacidade de
produgio, as fitases de origem microbiana possuem maior estabilidade fisico-quimica quando comparadas
com as de origem vegetal, tornando-as de melhor potencial tecnologico para industria alimenticia.

E de grande importancia conhecer as condigdes 6timas de atividade da enzima fitase
utilizada (pH, temperatura), tendo em vista que essas condigdes variam de acordo com o tipo de enzima
utilizada (vide tabela 4). Segundo Frontela et al. (2008), a maioria das fitases originarias de cereais
apresentam um pH 6timo de atividade entre 4,5 a 5,6, embora as oriundas de leguminosas apresentem pH
otimo na faixa igual ou superior a 7.

Outro fator importante que influencia na atividade da fitase ¢ sua afinidade e
especificidade ao substrato. Segundo Fu et al. (2008), as fitases do tipo fosfatases homologas ao “beta-
propelles” (BPPs) possuem alta especificidade para o complexo calcio-fitato e ndo possuem atividade
enzimatica para outros ésteres de fosfato. O calcio é exigido no substrato porque as BPPs s6 podem
hidrolisar o complexo célcio-fitato; mas o Ca®" livre e fitato, que ndo estdo complexados, sdo inibidores
competitivos. Portanto, os autores concluiram que o Ca’" atua tanto como ativador como inibidor dessa
classe de fitase.

A concentracdo de Ca e P dietético influencia na atividade da fitase, havendo uma
reducdo da acdo dessa enzima em dietas com elevado nivel de fontes inorganicas desses minerais, ou
relacdo Ca:P na proporcdo de 2:1 na dieta. Ha pelo menos trés hipoteses para explicagdo dos efeitos
nocivos do Ca sobre a acdo da fitase: 1) formagdo de complexo insolivel do mineral com fitase, evitando a
hidrdlise do fitato, 2) influéncia no pH intestinal, proporcionando um ambiente intestinal desfavoravel para
atividade da fitase microbiana, 3) supressdo da atividade da fitase, ao competir diretamente pelos sitios
ativos da enzima. A hidrolise do fitato também reduz em dietas com alto nivel de P inorganico, ocorrendo o
inverso (maior liberagdo de fosforo fitico) quando hd um nivel inferior desse mineral na dieta (Singh,
2008).

Segundo Konietzny e Greiner (2004), dependendo da aplicacdo tecnoldgica da fitase
exogena, esse aditivo deve apresentar os seguintes pré-requisitos: ser efetivo para liberar o P fitico no trato
digestivo; ser estavel para resistir a inativacdo pelo calor durante processamento e estocagem dos
alimentos; ser produzido em condi¢des economicamente viaveis. A termoestabilidade é particularmente um
assunto importante, uma vez que alimentos peletizados sdo comumente submetidos a temperaturas entre 65
a 95 °C e utilizados na nutri¢do animal.

A suplementacdo com fitase exdgena em ruminantes ndo se faz necessaria, uma vez
que microorganismos presentes na microbiota ruminal produzem fitase endégena, permitindo a hidroélise e
absorgdo do P fitico no trato digestivo posterior aos pré-estdmagos. Diversas fitases foram isoladas em
Pseudomonas sp., Bacillus sp., Raoultella sp., Escherichia coli, Citrobacter braakii, Enterobacter e
bactérias anaerdbicas ruminais, particularmente Selenomonas ruminantium, Megasphaera elsdenii,
Prevotella sp., Mitsuokella multiacidus e Mitsuokella jalaludinii (Konietzny e Greiner, 2004). Nakashima
et al. (2007) citaram a descoberta de uma classe unica de fitase isolada da cepa ruminal de Selenomonas
ruminantium JY 35, caracterizada pela presenca da proteina tirosina fosfatase (PTP) e sitio ativo
(HCXXGXGRT).

No caso dos animais monogastricos, devido a auséncia ou quantidade insuficiente de
fitase no trato digestivo, as fitases exogenas sdo frequentemente adicionadas nas ragdes para melhorar o
desempenho e diminuir a suplementacdo de fosfato inorgénico, com consequente reducdo da poluigdo de
foésforo nos sistemas de criagdo intensiva. Tais beneficios esperados (ambientais, econdmicos ¢
nutricionais) levaram ao notdrio crescimento nas vendas desse aditivo para nutrigdo de monogastricos,
atingindo quase US$ 500 milhdes em vendas em 2000 (Fu et al., 2008; Mullaney et al., 2000, citados por
Nakashima et al., 2007). Segundo Sabastian et al. (1998), citados por Adebiyi et al. (2009), a excregdo de
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P em monogastricos pode ser reduzida em aproximadamente 30% através da suplementagdo de fitase
exogena na dieta.

Dentre as espécies monogastricas de interesse zootécnico, o uso de fitases exdgenas
tendo sido melhor estudada e aplicada na avicultura. O P ¢ um dos minerais mais requisitados pelos frangos
de corte para um desenvolvimento 6sseo adequado e pelas poedeiras para formagdo da casca dos ovos.
Além disso, esse mineral ¢ um dos nutrientes mais caros na nutricdo animal, abaixo apenas das fontes de
energia e proteina. As doses testadas na avicultura variam de 250 a 1500 FTU/kg da dieta e geralmente
resultaram em aumento na absor¢do de P, com redugdo da quantidade da necessidade de suplementacdo
com P inorgénico, e consequente melhorias no ganho de peso, conversdo alimentar, mortalidade, ingestao
alimentar e mineralizagdo 6ssea (Adebiyi et al., 2009; Assuena et al., 2009; Tugba Bingol et al., 2009;
Singh, 2008).

1.2.2.3. Utilizacao de fitase exdgena na espécie equina

Poucos trabalhos foram desenvolvidos para avaliagdo da suplementa¢do com fitase
exogena na dieta de equinos. Patterson et al. (2002) avaliaram o efeito da suplementagdo de dosagens
crescentes dessa enzima na dieta de equinos e ndo observaram nenhum efeito desse aditivo sobre a
excrecdo fecal e urinaria de P, justificando esse resultado devido a grande quantidade de P contida nas
dietas, a relagdo Ca:P utilizada para equinos (1:1 a 6:1) ou dosagens insuficientes. Esses resultados
concordaram com o trabalho de Morris-Stoker et al. (2001), citado por Patterson et al. (2002), que também
nao observaram efeito da suplementacdo de fitase na excrec¢ao fecal e urinaria, digestibilidade verdadeira e
reten¢do de P em equinos alimentados com dietas com 50% de feno e concentrado.

Hainzea et al. (2004) também nao observaram efeito da fitase exdégena na
digestibilidade e excrecao fecal de P de equinos, embora tenha havido uma interagdo entre enzima e dieta,
sendo menor a excre¢do fecal de P na dieta composta por concentrado comercial a base de milho, aveia,
melago e farelo de soja.Van Doorn et. al. (2004) verificaram efeito benéfico da fitase na absor¢do do calcio,
e ndo do P, de animais alimentados com dietas ricas em fitato.

Moura et al. (2009, 2010) ndo observaram efeitos da suplementacao com 544 FTU/kg
de concentrado de fitase na dieta sobre a disponibilidade aparente de minerais ou eficiéncia alimentar
(ganho de peso ou conversao alimentar) de potros desmamados Mangalarga Marchador. Os autores
verificaram aumento na digestibilidade da fibra em detergente neutro desses animais, sugerindo que o
aditivo pode ter auxiliado na manutengdo da microbiota celulolitica ao neutralizarem os AGV derivados do
metabolismo bacteriano por meio da formacao de sais de acetato, butirato e lactato no ceco e colon.

Por outro lado, Dunnett et al. (2009) encontraram aumento na disponibilidade aparente
do P em equinos alimentados com concentrado contendo 0,4 kg fitase por tonelada (cerca de 600 FTU/kg
concentrado). A dieta fornecida aos equinos desse trabalho teve uma reducdo de 0,8% da inclusdo do
fosfato bicalcico e os autores justificaram o resultado encontrado pelo fato de utilizar metodologia
experimental que considerou um dos fatores que interferem na acdo da fitase (altos niveis de Ca:P
dietéticos), além do concentrado fornecido aos animais ter sido oferecido em trés pequenas porgdes diarias,
favorecendo a agdo dessa enzima no estdmago.
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CAPITULO 11

DESENVOLVIMENTO CORPORAL DE POTROS MANGALARGA MARCHADOR
ALIMENTADOS COM DIETA SUPLEMENTADA COM PROBIOTICOS OU FITASE
EXOGENA

Resumo: Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacdo com probidticos ou fitase sobre o
desenvolvimento corporal de 16 potros Mangalarga Marchador, dos 173+8 dias (desmame) aos 363+12
dias de idade. Os grupos experimentais foram: A- dieta (pastagem de Cynodon + 1,2kg/100kg PV de
concentrado + agua e sal mineral ad [libitum); B- dieta + 5g/dia de leveduras (10° ufc/g S. cerevisiae); C-
dieta + 2g/dia de bactérias (10° ufc/g B. bifidum, E. faecium, L. acidophilus, L. plantarum) e leveduras (10
ufc/g S. cerevisiae) e D- dieta + 544 FTU/kg concentrado/dia de fitase. O delineamento foi inteiramente
casualizado, em arranjo de parcelas subdivididas, sendo os resultados de ganhos de peso vivo, de medidas
corporais, indices de conformagdo, parametros sanguineos, médias e ganhos mensais de indice cortical do
metacarpo direito comparados pelo teste SNK (P<0,05) e calculos de regressdo (P<0,10). Os aditivos
testados ndo afetaram as variaveis avaliadas (P>0,05), exceto ganho mensal de indice cortical que foi maior
no grupo B aos 273 dias (P<0,05). O probidtico composto por S. cerevisiae influenciou positivamente na
mineralizagdo 6ssea de potros aos 100 dias pds desmame, sendo necessarias mais pesquisas para
confirmagdo dos efeitos dos probidticos ou fitase no crescimento de potros.

Palavras-chave: aditivos, bactérias produtoras de 4cido latico, crescimento, enzimas, equinos,
Saccharomyces cerevisiae

Abstract: The objective was to assess the effects of probiotic or phytase supplementation on body
development of 16 Mangalarga Marchador colts, of 173+8 days (weaning) to 363+12 days of age. Groups
were: A-diet (Cynodon pasture + 1.2 kg/100 kg BW of concentrate + water and mineral salt ad libitum);
B-diet+5 g/day of yeast culture (10° CFU/g S. cerevisiae); C-diet+2g/day of bacteria (10° CFU/g B.
bifidum, E. faecium, L. acidophilus, L. plantarum) and yeast culture (10° CFU/g S. cerevisiae); and D-diet
+ 544 FTU/kg concentrate/day of phytase. All foals were randomized, by replicated, using a split-plot
arrangement, and results of body weight gains, body measurements, conformation index, blood parameters,
means and gains of cortical index of the right third metacarpus were compared using SNK test (P<0,05)
and regression calculations (P<0.10). The additives tested did not affect the variables evaluated (P>0.05),
except cortical index gains that was higher in B group at 273 days. The probiotic composed of S. cerevisiae
had a positive influence on bone mineralization of foals at 100 days after weaning, and more research are
needed to confirm the effects of probiotics or phytase on growth of foals.

Keywords: additives, enzimes, growth, horses, lactic acid-producing bacteria, Saccharomyces cerevisiae
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2.1 Introduciao

O crescimento de equinos jovens ¢ avaliado através do ganho de peso vivo e de
medidas corporais, como altura na cernelha, altura na garupa, comprimento do corpo, comprimento da
cabeca, perimetro toracico e perimetro da canela (Nutrients..., 2007; Pinto et al., 2005b; Cabral et al.,
2004b; Rezende et al., 2000a; Saastamoinen, 1990b). A altura na cernelha maxima de equinos adultos ¢
determinada geneticamente, mas o desenvolvimento corporal (tamanho e taxa de crescimento) dos potros
pode ser influenciado por varios fatores, tais como: sexo, més de nascimento, condi¢des climaticas,
nutri¢do e manejo (Vasconcelos et al., 2010; Heusner, 1992).

Segundo Rezende et al. (2000a,b), as ragas equinas de sela alcangam cerca de 80% de
sua altura na cernelha esperada quando adultas aos seis meses de idade, época quando se realiza o desmame
na maioria dos criatorios, ¢ com 12 meses de idade os potros atingem 90% da altura esperada quando
adultos. Portanto, esse rapido desenvolvimento dos equinos exige que os potros sejam submetidos a um
programa nutricional adequado, para que possam crescer de acordo com seu potencial genético.

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a satde do
hospedeiro, quando administrados em quantidades adequadas (Guidelines..., 2002). Na espécie equina,
esses aditivos s3o utilizados visando melhorias no aproveitamento da dieta, desenvolvimento corporal,
condicionamento fisico e prevencdo e/ou recuperagdo de doencas; embora haja poucos trabalhos que
comprovem seus possiveis efeitos benéficos na espécie. Especificamente na produgdo animal, existem
diversos trabalhos que comprovaram a melhoria da digestibilidade dos nutrientes com a utilizagdo de
probidticos na dieta de equinos, especialmente sobre a fragdo fibrosa dos alimentos (Furtado et al., 2010;
Jouany et al., 2009; Moura et al., 2009, 2010; Hill e Gutsell, 1998; Moore et al., 1994; Kim et al., 1991),
mas sdo necessarios estudos para avaliacdo dos efeitos indiretos desse beneficio nutricional sobre o
desenvolvimento corporal de potros criados nas condi¢des brasileiras.

As fitases exdgenas sdo mundialmente usadas como aditivos na dieta de monogastricos
(aves e suinos), visando um aumento no aproveitamento de minerais ligados ao acido fitico (P, Ca, Mg, Zn,
Fe, Mn). Como o P é de grande importancia para o perfeito desenvolvimento dos 0ssos, o uso desse aditivo
enzimatico em potros poderia ser uma ferramenta nutricional para aumentar a disponibilidade do P fitico
presente nos grios, além de reduzir os custos das ra¢des e a poluicdo ambiental por reduzir a necessidade
de inclusdo de fosforo inorganico. No entanto, sdo escassos os estudos avaliando a eficacia da
suplementacdo dessa enzima na nutri¢do equina (Dunnett et al., 2009; Moura et al., 2009, 2010; Hainzea et
al., 2004; Van Doorn et. al., 2004; Patterson et al., 2002). Diante disso, a realizacdo de pesquisas sobre o
uso desses dois aditivos em equinos podera auxiliar no desenvolvimento de estratégias alimentares para
melhoria do desempenho zootécnico de potros, uma categoria muito exigente em minerais. Objetivou-se
nesse experimento avaliar os possiveis efeitos da suplementagdo com probidticos ou fitase exdgena sobre o
desenvolvimento corporal de potros Mangalarga Marchador criados em condigdes semi-extensivas.

2.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Santa Helena — Haras Catuni, situada no
municipio de Francisco S4 — MG, durante o periodo de 13 de abril a 22 de novembro de 2006.

O municipio de Francisco Sa estd localizado na regido norte do Estado de Minas
Gerais, a 70 km de Montes Claros e 420 km de Belo Horizonte, na bacia do Alto Médio Sao Francisco,
situada na area do “Poligono das Secas”. O clima da regido é semi-arido brando, com normais
climatoldgicas no municipio de Montes Claros-MG de: 22,4°C (temperatura média anual); 29,3 °C
(temperatura maxima anual); 16,7 °C (temperatura minima anual); 66,6 % (umidade relativa do ar) e
1082,3 mm (precipitagdo total anual) (Normais..., 1992). As chuvas ocorrem normalmente entre os meses
de outubro a marco, sendo a precipitacao anual na Fazenda Santa Helena, durante o ano do experimento, de
1797,5 mm (vide anexo — tabela 1).

Foram utilizados 16 potros da raca Mangalarga Marchador, filhos do mesmo garanhao
e nascidos no periodo de 05 de outubro a 16 de dezembro de 2005. Os animais foram desmamados por
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meio da retirada da mée do piquete ¢ em lotes, aos 173£8 dias de idade e 178+£20 kg de peso vivo (PV).
Eles permaneceram soltos em piquete de aproximadamente oito hectares, formado pelas gramineas “coast
cross” (Cynodon dactylon x Cynodon nlemfluensis) e estrela africana (Cynodon nlemfluensis), em sistema
de pastejo continuo. O concentrado foi fornecido em unidades de servigo, construidas no piquete de acordo
com modelo preconizado por Carvalho e Haddad (1987). Agua e sal mineral foram oferecidos em
bebedouro e cocho coberto, respectivamente.

A dieta era composta pelas gramineas do piquete, como alimento volumoso, e ragao
concentrada peletizadal. A suplementagdo concentrada foi fornecida na propor¢ao de 1,2 kg/ 100 kg PV,
segundo recomendagdes do Nutrients... (1989), sendo a quantidade diaria calculada de acordo com
pesagens realizadas no inicio do periodo experimental e mensalmente. O concentrado foi oferecido em duas
porgdes didrias, fornecidas as 7:30 e 15:30 horas. Agua e sal mineral® foram fornecidos 4 vontade
(consumo diario de sal mineral dos potros — vide anexo tabela 2).

Nas tabelas 1, 2, 3 e 4 estdo representadas as composi¢des quimicas do volumoso,
concentrado e sal mineral fornecidos aos animais do experimento.

Cada quatro potros nascidos cronologicamente o mais proximo possivel foram
sorteados para um dos seguintes grupos experimentais:
A: Grupo controle (1,2 kg concentrado/ 100 kg PV + volumoso, agua e sal mineral a vontade)
B: Grupo com dieta de A + suplementacio de leveduras vivas® (5 g/animal)

C: Grupo com dieta de A + suplementagdo de bactérias e leveduras vivas® (2 g/animal)

D: Grupo com dieta de A + suplementacio de fitase exogena’ (544 FTU/kg concentrado)

Tabela 1. Composi¢do quimica de matéria seca (MS), energia digestivel (ED), proteina bruta (PB), lisina, extrato
etéreo (EE) e oxalato dos alimentos fornecidos aos animais

Alimento Meés MS ED PB Lisina EE Oxalato
2006 % Mcal/kg MS % MS
Volumoso Abril 30,35 1,81° 8,47 3,00 0,39
Junho 43,96 1,80° 5,33 3,11 0,20
Agosto 60,27 1,15° 3,67 0,38° 1,65 0,30
Outubro 32,49 1,96* 11,15 3,76 0,39
Dezembro 28,06 1,98° 9,87 2,44 0,19
Concentrado* - 89,97 3,65 18,89 0,87 4,36 -

*Valor estimado através da formula (Nutrients..., 2007): ED = 2,118 + 0,01218*PB — 0,00937*FDA — 0,00383*(FDN-
FDA) + 0,04718*EE + 0,02035*CNF — 0,0262*MM

*Moura et al. (2010).
‘Nutrients... (1989).

Todos nutrientes analisados através de analise proximal, exceto lisina (nivel de garantia do fabricante).

! Equisul Lactagdo 16 Floc® - Total Alimentos S./A., Trés Corac¢des, Minas Gerais, Brasil.

2 Hiposal 80" - Total Alimentos S./A., Trés Coragdes, Minas Gerais, Brasil.

* Nivel minimo de garantia por g: 1 x 10° ufc Saccharomyces cerevisiae

* Niveis minimos de garantia por g: 1 x 10° ufc de 4 cepas bacterianas (Bifidobacterium bifidum, Enterococcus
faecium, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum) e 3,33 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae

> Nivel minimo de garantia por g: 5000 FTU
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Tabela 2. Composi¢do quimica de carboidratos da dieta fornecida aos animais

Alimento Meés 2006 Amido CNF* FDN HCEL FDA CEL Lig
% da MS
Volumoso Abril 16,25 8,14 70,79 35,71 35,08 28,19 6,89
Junho 26,33 9,23 73,13 37,05 36,08 28,61 7,47
Agosto 22,94 4,26 82,25 36,63 45,62 35,63 9,99
Outubro 27,70 9,09 68,01 34,85 33,16 26,23 6,93
Dezembro 10,56 12,92 66,11 37,47 28,64 22,82 5,82
Concentrado - 27,90 35,69 31,90 20,63 11,27 - -

Legenda: CNF (carboidratos nao fibrosos); FDN (fibra em detergente neutro); HCEL (hemiceluloses); FDA (fibra em
detergente acido); CEL (celulose); Lig (lignina).

*Carboidratos nfo fibrosos (CNF) = 100 - (%PB + %EE + %MM + %FDN)

Tabela 3. Composicdo quimica de minerais dos alimentos fornecidos aos animais (base MS)

. Més MM Ca P Mg Fe Zn Cu Mn

Alimento 2006 5

(%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

Volumoso Abril 9,60 0,47 0,39 0,18 70,33 31,38 6,45 44,36

Junho 9,20 0,55 0,34 0,23 76,90 40,07 3,23 43,32

Agosto 8,17 0,63 0,34 0,22 268,02 47,04 4,34 52,51

Outubro 7,99 0,52 0,34 0,17 576,20 38,77 5,13 60,31

Dezembro 8,66 0,38 0,35 0,14 576,56 27,61 4,03 86,01

Concentrado - 9,16 1,42 1,17 0,37 1432,70 132,27 30,01 144,49

Legenda: MM (matéria mineral); Ca (calcio); P (fosforo); Mg (magnésio); Fe (ferro); Zn (zinco); Cu (cobre); Mn
(manganés).

Os aditivos testados foram administrados diretamente na boca de cada animal, durante
o trato da manha. O probidtico de leveduras vivas (grupo B) era um p6 amarelado (desidratagcdo por
liofilizagao) de um unico lote, fabricado em 03/10/2005, armazenado em temperatura ambiente e ao abrigo
do sol e umidade. O probidtico de bactérias e leveduras vivas (grupo C) era uma pasta azulada, armazenada
em geladeira (4° C) e utilizada com até quatro meses de fabricacdo. A enzima fitase (grupo D) era um pod
branco (desidratacdo por spray drying) de um tUnico lote, que foi armazenado em geladeira (4° C) durante
todo experimento.

Previamente ao desmame, os animais eram mantidos soltos juntos com as maes em
piquetes e recebiam apenas suplementag¢do mineral propria para equinos. O desmame foi realizado em trés
lotes, durante os meses de abril e maio de 2006, quando os potros estavam com 173+8 dias de idade
(5,8+0,3 meses). Os primeiros 14 dias do experimento foram para adaptagdo dos animais as instalagdes,
manejo e dieta. O periodo experimental foi de 189+11 dias, totalizando 223 dias de experimento para
acompanhamento do desenvolvimento corporal de todos os animais até os 363+12 dias de idade.

Inicialmente foi realizado exame clinico dos animais no haras, para escolha e
identificagdo de 16 potros saudaveis e aptos para o experimento. Eles foram vermifugados® e banhados com
solugdo carrapaticida’, sendo os controles de endo e ectoparasitos repetidos em intervalos de dois meses e

6 Equimax® - Virbac do Brasil, Jurubatuba, Sao Paulo, Brasil.
7 Colosso pulverizac€10® - Ourofino Agronegdcio, Cravinhos, Sao Paulo, Brasil.
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mensalmente, respectivamente. Os potros receberam vacinagio anti-rabica aos 302 dias de idade, de acordo
com o calendario sanitario instituido na propriedade.

Tabela 4. Composi¢do quimica do sal mineral fornecido aos animais do experimento (base MS)

Parametro Concentracao
Calcio - % 19,78
Fosforo - % 7,72
Magnésio - % 5,92
Cobre — ppm 1041,94
Zinco — ppm 5880,96
Manganés — ppm 1575,25
Cobalto — ppm 117,38
Ferro — ppm 5727,82
Enxofre — ppm' 5168,49
Todo — ppm' 155,05
Selénio — ppm' 13,95
Potassio - % 0,10
Sédio - % 10,30
Fluor’ - maximo em ppm' 826,96
Solubilidade P,Os em écido citrico a 2% - % min. 90,00

'Niveis de garantia do fabricante

No desmame e em intervalos de aproximadamente 30 dias, até o final do experimento,
os potros foram pesados em balanga® e avaliados quanto ao escore corporal (Carrol ¢ Huntington, 1988).
Essas pesagens foram utilizadas para calculo da quantidade de concentrado a serem oferecidas diariamente
para cada animal e também para célculo dos ganhos de peso didrio (GDPV) dos potros.

b) GDPV (kg/dia) = Peso final — Peso inicial (kg)
N dias

Nos mesmos dias das pesagens, os potros foram mensurados com hipdmetro (altura na
cernelha, altura na garupa, comprimento corporal, altura no costado) e fita métrica (perimetro toracico,
perimetro de canela), segundo metodologia descrita por Camargo e Chieffi (1971).

Foram calculados os seguintes indices de conformagdo para classificagdo das
proporg¢des corporais dos potros segundo Bortoni (1991): indice corporal (IC), indice dactilo-toracico
(IDT); e Oom e Ferreira (1987), citado por Cabral et al. (2004b): indice de carga de canela (ICC).

¢) IC = Comprimento corporal x 100

Perimetro toracico

Onde: IC > 90 (animais longelineos); 86 < IC < 88 (animais mediolineos); IC < 85 (animais brevilineos). O
animal longilineo é mais adequado para atividades esportivas de velocidade (por exemplo, equinos da raca
Puro Sangue Inglés). O equino mediolineo apresenta proporgdes corporais equilibradas, sendo utilizado
para atividades de sela (por exemplo, equinos da raga Mangalarga Marchador). E o animal brevilineo ¢
robusto e destina-se a atividades de tragdo (por exemplo, equinos da raca Bretdo).

§ Balanga tipo romana composta modelo n® 1317 — Balangas A¢ores, Cambé, Parana, Brasil.
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d) IDT = Perimetro de canela x 100
Perimetro toracico

Onde: IDT > 10,8 (animais destinados a tragdo); 10,5 <IDT < 10,8 (animais destinados a sela); IDT < 10,5
(animais debilitados para um equino de sela).

e) ICC = Perimetro de canela x 100
Peso

Também foram coletadas nos mesmos dias das pesagens, amostras sanguineas dos
animais através de puncdo na jugular em tubos tipo vacuntainer sem anticoagulante. Estas foram
imediatamente centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos para separagdo do soro, acondicionadas em
eppendorf de 2 mL e congeladas a -20°C at¢ analises no Laboratorio de Patologia Clinica do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria da UFMG para: célcio, fosforo, magnésio,
fosfatase alcalina, uréia e creatinina utilizando-se kits colorimétricos’ e leitura em espectrofotdmetro
digital'’; concentragdes séricas de proteinas totais (metodologia do biureto’) ¢ de albumina, a-1 e a-2
globulinas, B-1 e B-2 globulinas, y-globulinas, por meio de eletroforese em fitas de acetato de celulose em
tampdo veronal (pH 8,6) e com tempo de corrida de 45 minutos (Naoum, 1990). A leitura das fitas
eletroforéticas foram realizadas com auxilio do software para densitometria por scanner'', conforme
ilustrado na figura 1.

»albumina

globulinas

] \ g-1 a2 B-1 P2 v
AN o
S \"\J//I/ + %—\+/ L

Figura 1. Fracionamento eletroforético das proteinas séricas equinas em acetato de celulose, tampao veronal pH 8,6
(leitura no software para densitometria por scanner)

Os animais foram radiografados na posi¢ao dorso-palmar do terco proximal do terceiro
metacarpo direito aos 235, 273, 308 e 368 dias de idade, com aparelho radiografico portatil'%, posicionado a
cerca de 50 cm do foco e regulado em 65 Kv e 20 mA por 0,8 segundos. As radiografias foram
imediatamente reveladas em laboratério montado na prépria fazenda e posteriormente utilizadas para
calculo do indice cortical, conforme metodologia descrita por Rezende et al. (2000b):

f) indice cortical (%) = Largura 6ssea total — Largura cavidade medular x 100
Largura dssea total

° Bioclin® - Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

' Coleman modelo 35D" - Coleman Equipamentos para Laboratorios Com. E Imp. Ltda, Santo André, Sdo Paulo,
Brasil.

" Software SDS-60" - Cia. Equipadora de Laboratorios Modernos (CELM), Barueri, Séo Paulo, Brasil.

"> FNX-85KV/25MA" - Rio de Janeiro, RJ, Brasil.
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Amostras representativas dos alimentos da dieta foram coletadas periodicamente. A
colheita da graminea foi realizada manualmente, simulando o habito de pastejo dos equinos (Gardner,
1986), no inicio do experimento e a cada dois meses, sendo congeladas até posteriores analises, juntamente
com amostras do concentrado e sal mineral, no Laboratorio de Nutrigdo Animal do Departamento de
Zootecnia da UFMG para: matéria seca (MS), proteina bruta (PB), amido, fibra em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE), matéria mineral (MM), célcio (Ca), fosforo
(P), magnésio (Mg), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn) e oxalato. Todos os parametros
citados, com excecdo de amido, FDN, FDA e lignina, foram analisados de acordo com AOAC International
(Cunniff, 1995). A concentragdo de amido foi determinada através da metodologia descrita por Saliba et al.
(2009), em aparelho para analise particular por difracdo a laser (Partica"). A concentragdo de FDN, FDA ¢
lignina foram avaliadas segundo Van Soest et al. (1991). Para a ED do volumoso em agosto de 2006 e do
concentrado, utilizou-se os valores citados por Moura et al. (2010). Os valores de ED da pastagem nos
demais meses estudados (abril, junho, outubro ¢ dezembro de 2006) foram estimados segundo formula'*
citada no Nutrients... (2007).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em arranjo de parcelas
subdivididas, sendo a parcela composta por quatro dietas e as subparcelas os meses de avaliacdo, com
quatro repeti¢des por tratamento.

A analise estatistica foi feita mediante analise de variancia e as médias dentro de cada
faixa etaria foram comparadas de acordo com o seguinte modelo matematico (SAEG, 2000):

Yikl=p+ Ti+ e + Ax + (TA)k + i
Onde:
Yikl = observagdo do grupo experimental i, no més k, na repeti¢ao 1.
u = efeito médio geral.
T; = efeito do grupo experimental i, sendo i = 1 (grupo A), 2 (grupo B), 3 (grupo C) e 4 (grupo D).
e; = efeito do erro aleatorio atribuido a parcela no grupo experimental i.
Ay = efeito do més k, sendo k = 1 (desmame) a 7.
(TA)y = efeito da interagdo entre grupo experimental e més.

o = efeito do erro aleatdrio atribuido a subparcela no grupo experimental i, no més k da repeticao 1.

Os resultados quantitativos (ganhos diarios de peso vivo, ganhos mensais das medidas
corporais, médias de indice de conformac¢do, médias dos pardmetros sanguineos, médias ¢ ganhos mensais
de indice cortical) foram comparados pelo teste SNK (P<0,05), sendo as médias de magnésio sérico
previamente transformadas por logaritmo ¢ as médias de 3-1-globulinas, B-2-globulinas e ganhos mensais
de indice cortical previamente transformadas por raiz quadrada, e usadas para andlise de regressdo
(P<0,10). As médias de escore corporal dos potros foram comparadas pelo teste Kruskall-Wallis (P<0,05).

Os procedimentos realizados nesse experimento foram aprovados pelo Comité de Etica
para Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo n® 27/2007).

" Modelo LA950V2 — Horiba, Kyoto, Japéo.

" ED = 2,118 + 0,01218*PB — 0,00937*FDA — 0,00383*(FDN-FDA) + 0,04718*EE + 0,02035*CNF — 0,0262*MM; onde ED =
energia digestivel (Mcal), PB = proteina bruta (%), FDA = fibra em detergente 4cido (%), FDN = fibra em detergente neutro (%), EE
= extrato etéreo (%), CNF = carboidratos ndo fibrosos (%) e MM = matéria mineral (%)



39

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Peso vivo, medidas corporais e indices de conformacao dos potros desmamados Mangalarga
Marchador

Os valores médios, desvios-padrao e percentuais em relagdo a idade adulta de peso
vivo (PV) dos potros alimentados com dietas suplementadas ou ndo com probidticos ou fitase, dos 173 dias
(desmame) aos 363 dias de idade, estdo descritos na tabela 5. Os resultados de PV em relagdo ao tempo
(idade em dias) se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de regressdo: Y = 99,0136 + 0,484437
X; onde Y = peso vivo (kg) ¢ X = idade (dias); R* = 98,53%. O percentual geral de desenvolvimento de PV
dos potros, em relagdo ao esperado para machos adultos da raga Mangalarga Marchador (400 kg), foi de
44,2% aos 173 dias e de 68,1% aos 363 dias de idade. Esses valores foram semelhantes aos citados para
equinos no Nutrients... (2007, 1989) e superiores ao observado por Rezende et al. (1986), os quais
estudaram potros Mangalarga Marchador criados no mesmo haras onde foi realizado o presente estudo.

Na comparagdo das dietas, nao houve diferenca das médias dos ganhos diarios de peso
vivo (GDPV) dos animais durante o periodo experimental (P>0,05), sendo as médias gerais observadas de:
0,69+0,17 kg/dia aos 205 dias (30 dias apds desmame); 0,70+0,23 kg/dia aos 232 dias (60 dias apods
desmame); 0,44+0,14 kg/dia aos 267 dias (90 dias ap6s desmame); 0,37+0,14 kg/dia aos 302 dias (120 dias
apos desmame); 0,44+0,13 kg/dia aos 332 dias (150 dias apds desmame) ¢ 0,46+0,18 kg/dia aos 363 dias
de idade (180 dias apos desmame). Esses valores foram semelhantes ao citado no Nutrients... (1989) para
potros desmamados com crescimento rapido, de 0,70 kg/dia aos seis meses e de 0,50 kg/dia aos 12 meses
de idade.

Conforme ilustrado na figura 2, os resultados de GDPV de todos os potros, em relagdo
ao tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de regressdo: Y = 3,0308 - 0,01647 X +
0,00002586 X*; onde Y = ganho de peso vivo (kg/dia) e X = idade (dias); R* 82,97%. A menor taxa de
GDPV, segundo a equacao de regressao, foi de 0,41 kg/dia aos 318 dias de idade.

O efeito negativo da deficiéncia nutricional da dieta sobre o desenvolvimento dos
potros ¢ mais acentuado sobre o ganho de peso (Hintz, 1992), seguido pelas medidas de circunferéncia e,
finalmente, de altura (Ellis e Lawrence, 1978, citados por Rezende et al., 2000a). Como o periodo de menor
GDPV coincidiu com cerca de 30 dias apos o término do periodo seco na regido norte de Minas Gerais
(setembro), esse resultado sugeriu que mesmo os aditivos nutricionais estudados apresentando efeito
benéfico sobre a fracdo fibrosa da dieta, conforme verificado por Moura et al. (2009, 2010), esses efeitos
nutricionais ndo foram suficientes para impedir a redugdo na taxa de crescimento dos animais, em fun¢do
da menor qualidade do volumoso no periodo mais seco da regido (3,67% PB e 9,99% lignina; vide tabelas
1 € 2), que no ano de 2006 foram nos meses de maio a agosto (vide anexo — tabela 1). O Nutrients... (2007)
salientou que na nutricdo equina, assim como de qualquer outra espécie, a énfase deve ser dada no
fornecimento de dietas balanceadas, pois os aditivos nutricionais auxiliam, porém ndo substituem a base da
alimenta¢do animal. No caso de potros, o oferecimento de outras forragens com melhor qualidade
nutricional, como, por exemplo, fenos de leguminosas, provavelmente, teriam auxiliado no
desenvolvimento continuo dos animais nessa época do ano.
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Tabela 5. Médias, desvios-padrao e percentuais de peso vivo, em relagdo ao adulto, de potros Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Idade Dieta Dieta com Dlet? com Dieta com Média
. bactérias e
(dias) controle leveduras fitase geral
leveduras
Peso vivo em kg (% adultol)
173 8 177,8 £ 19,6 165,5+16,9 190,0 £+ 16,1 173,0 £ 16,1 176,6 + 18,0
(desmame) (44,5) (41,4) (47,5) (43,3) (44,2)
205+ 8 201,5+22,8 188,5+ 17,7 210,3+ 15,9 196,3 + 14,6 199,1 + 18,1
(50,4) 47,1) (52,6) (49,1) (49,8)
232412 219,5+27,7 208,3 £20,3 230,3+ 18,5 210,3 +£20,8 217,1 +£21,7
(54,9) (52,1) (57,6) (52,6) (54,3)
267+ 11 231,0+ 27,4 224,5+21,6 246,0 £ 17,6 227,84+ 17,0 232,3+20,9
(57.8) (56,1) (61,5 (57) (58.1)
302+ 12 2448+304  2353%21,6  259,0+188  2408=150 2449218
(61,2) (58,8) (64,8) (60,2) (61,2)
259,0 £ 29,4 248,8 + 18,1 253,8+ 14,7 258,3 £ 20,6
332+12 (64.8) (62.2) 271,8 £ 17,9 (68) (63.5) (64.6)
363+ 12 275,0 £ 25,6 263,0 £ 15,1 286,3 16,3 265,3+ 13,6 272,4 + 18,9
(68.8) (65.8) (71,6) (66,3) (68.,1)

'Peso vivo adulto esperado para equinos machos da raga Mangalarga Marchador: 400 kg.
Equacdo de regressdo: Y = 99,0136 + 0,484437 X; onde Y = peso vivo (kg) e X = idade (dias); R* =98,53%.

1,0
0,9 1
0,8 1
0,7 1
0,6 1
0,5 1
0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1 1
0,0

Y =3,0308 - 0,01647 X +0,00002586 X?; R? 82,97%

(kg/dia)

Ganho de peso vivo

205 232 267 302 332 363
Idade (dias)

Figura 2. Ganho diario de peso vivo, em fun¢o da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador alimentados
com dieta suplementada ou ndo com probiéticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 31,64%.

Como Moura et al. (2010) observaram aumento na digestibilidade dos nutrientes da
dieta, especialmente da fracdo fibrosa e dos minerais, dos potros do presente experimento aos 267 dias de
idade, uma possivel hipotese que pode ter influenciado para que os aditivos testados ndo tenham
apresentado efeito benéfico sobre 0 GDPV seria a faixa etaria estudada. Glade (1991a,b) avaliou os efeitos
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da suplementacdo com S. cerevisiae em éguas no ter¢o final de gestacdo e no inicio da lactagdo sobre a
producdo e composi¢do do leite materno e sobre a taxa de crescimento dos seus respectivos potros nos
primeiros 56 dias de idade. Os potros que eram filhos das éguas suplementadas tiveram maiores taxas de
GDPYV a partir dos 28 dias de idade, em fun¢do do aumento na produgdo quantitativa e qualitativa do leite
de suas maes. Segundo Cabral et al. (2004b,c) e Rezende et al. (2000a,b), a taxa de desenvolvimento
corporal dos equinos ¢ mais acelerada no primeiro ano de vida, sendo que no primeiro més pds-nascimento
esse crescimento € ainda mais acelerado. Isto explicaria a divergéncia dos resultados do presente trabalho
em relagdo ao trabalho de Glade (1991a,b), o qual observou efeito benéfico dos probidticos no GDPV de
potros durante o periodo de aleitamento.

No entanto, mesmo com a pior qualidade do volumoso no periodo seco, os animais
mantiveram escore corporal acima de 2 (Carrol e Huntington, 1988) durante todo periodo experimental e
que nao foi diferente entre dietas (P>0,05), conforme pode ser observado na tabela 6. Esse resultado
sugeriu que a dieta formulada segundo recomendagdes propostas no Nutrients... (1989) foi satisfatoria para
manter a condi¢do nutricional avaliada através do escore corporal dos potros Mangalarga Marchador
criados nas condicdes brasileiras.

Tabela 6. Médias do escore corporal de potros Mangalarga Marchador alimentados com dieta suplementada ou nao
com probioticos ou fitase

Idade Dieta Dieta com Dieta com bactérias Dieta com Média
(dias) controle leveduras e leveduras fitase geral

1
Escore corporal

173 +8

(desmame) 3,0 2,9 3,0 2,8 2,9
205+8 3,1 3,0 2,9 3,0 3,0
232412 3,1 3,0 3,1 2,9 3,0
267+ 11 3,0 3.3 33 3,1 32
302412 2,9 3,2 34 3.3 32
332+ 12 3,1 3,1 3,1 3,2 3,1
363 £12 3,2 3.3 33 34 33

'Carrol e Huntington (1988).
Nao houve diferenca significativa entre dietas pelo teste Kruskal-Wallis (P>0,05).

Com relacdo as medidas corporais dos potros alimentados com dietas suplementadas
ou ndo com probiodticos ou fitase, dos 173 dias (desmame) aos 363 dias de idade, os valores médios,
desvios-padrdo e percentuais em relagcdo a idade adulta estdo representados nas tabelas 7 (altura na
cernelha), 8 (altura na garupa), 9 (comprimento corporal), 10 (altura no costado), 11 (perimetro
toracico) e 12 (perimetro de canela). Esses resultados se ajustaram significativamente em relacdo ao tempo
(idade em dias) com modelos de regressdo linear que estdo descritos nas tabelas acima citadas. Os potros
Mangalarga Marchador estudados apresentaram uma taxa de crescimento de 0,07 cm/dia de altura na
cernelha e na garupa; 0,11 cm/dia de comprimento corporal; 0,03 cm/dia de altura no costado; 0,09 cm/dia
de perimetro toracico e 0,01 cm/dia de perimetro de canela.

Os valores gerais médios de altura na cernelha, altura na garupa e comprimento
corporal dos animais foram, respectivamente: 121,5+3,7; 125,4+3,2 ¢ 115,0+4,7 cm aos 173 dias de idade e
135,04+3,2; 138,1+£2,9 e 135,443,8 cm aos 363 dias de idade (vide tabela 7, 8 € 9). Esses valores foram
semelhantes aos observados por Cabral et al. (2004b), os quais acompanharam o desenvolvimento de
potros machos Mangalarga Marchador pertencentes a criatorios localizados na regido Serrana e
Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro; e por Rezende et al. (2000a) ¢ Rezende et al. (1986), os quais
estudaram potros Mangalarga Marchador pertencentes ao mesmo haras onde foi desenvolvido o presente
trabalho, localizado na regido norte do Estado de Minas Gerais.

Os potros apresentaram médias gerais de altura no costado, perimetro toracico e
perimetro de canela de: 47,5+2,1; 130,1+4,9; 17,1+0,5 cm aos 173 dias; e 54,2+1,6; 149,3+3,7; 18,9+0,5
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cm aos 363 dias de idade, respectivamente (vide tabela 10, 11 e 12). Rezende et al. (1986) observaram
valores médios de 58 cm para altura no costado de potros Mangalarga Marchador aos 12,7 meses de idade,
superando os valores encontrados para animais de mesmo sexo, idade e raca no presente estudo e por
Cabral et al. (2004b), os quais observaram médias de 54,3+£2,1 cm.

A regido toracica, avaliada através da altura no costado e do perimetro toracico, ¢é
importante para um bom rendimento na atividade atlética desempenhada pelo equino, por proporcionar
adequada insercdo dos musculos dos membros toracicos e por alojar e servir de protecdo para os 6rgaos
vitais: corac¢do e pulmdes (Cabral et al., 2004b; Rezende et al., 2000a). Rezende et al. (2000a) estudaram os
efeitos de dois programas nutricionais sobre o desenvolvimento corporal de potros Mangalarga Marchador,
concluindo que apesar dos animais ndo suplementados no creeper conseguirem compensar sua altura na
cernelha apds o inicio do fornecimento de concentrado no desmame (166 dias de idade), eles apresentaram
menor perimetro toracico aos 12 meses quando comparados com os animais em periodo de aleitamento que
receberam concentrado balanceado acrescido de minerais (creep feeding) dos 3 aos 6 meses de idade.
Portanto, uma estratégia para se obter os efeitos benéficos esperados com os aditivos nutricionais testados
sobre o arqueamento toracico de potros seria sua inclusdo no creep feeding. Nesta faixa etaria os potros
apresentam maior desenvolvimento corporal (Santos et al., 2005; Cabral et al., 2004b; Rezende et al.,
2000a) e nos animais do presente experimento estes efeitos, provavelmente, ndo aconteceram em virtude do
periodo de avaliagdo dos potros, dos 173 aos 363 dias de idade, possuir uma taxa de crescimento menor em
relacdo aos primeiros seis meses de vida.

As médias de perimetro de canela dos potros suplementados ou ndo com probidticos ou
fitase exdgena (vide tabela 12) foram superiores as verificadas em potros machos Mangalarga Marchador
com seis (16,1 cm) e 12 meses (17,3 cm) por Cabral et al. (2004b) e de 14,68 aos 6 meses ¢ 16,73 cm aos
12 meses por Rezende et al. (2000a). Essas divergéncias podem ter ocorrido em fungdo das diferengas nas
dietas utilizadas em cada trabalho e/ou pelo local de mensura¢do dessa medida corporal. No presente
experimento a mensuragdo do perimetro de canela foi realizada segundo Camargo e Chieffi (1971), onde é
medida a circunferéncia da canela logo abaixo do joelho, e nos trabalhos citados a medida de perimetro foi
aferida no meio da canela.

Gongalves et al. (2009) caracterizaram morfometricamente equinos machos adultos
Mangalarga Marchador pertencentes ao haras onde foi realizado o presente trabalho, localizado na regido
de Montes Claros-MG, os quais apresentaram medidas lineares enquadradas no padrdo da raca: 148,310,04
de altura na cernelha; 147,3+0,04 de altura na garupa; 149,7+0,04 de comprimento corporal; 172,3+0,06 de
perimetro toracico e 18,0£0,01 de perimetro de canela. Considerando-se esses valores para calcular o
percentual de crescimento dos potros do presente experimento em relagdo ao esperado quando adulto, os
animais apresentaram percentual de crescimento aos 173 e 363 dias de: 81,9% e 91,0% para altura na
cernelha; 85,1% e 93,8% para altura na garupa; 76,8% e 90,4% para comprimento corporal; 75,5% e 86,7%
para perimetro toracico; 95,0% e 105,0% para perimetro de canela (vide tabelas 7 a 12). Verifica-se,
portanto, que o desenvolvimento corporal dos potros no presente trabalho concordou com o esperado para
essa faixa etaria, pois foi semelhante aos observados por Rezende et al. (2000a) e Cabral et al. (2004b), os
quais acompanharam o desenvolvimento de potros desmamados da mesma raga nacional.

Na comparagdo das médias dos ganhos mensais das seis medidas corporais estudadas,
nao houve diferenga no desenvolvimento corporal dos potros alimentados com dietas suplementadas ou nao
com probidticos ou fitase exdgena ou interacdo entre eles (P>0,05).

Com excecdo dos ganhos mensais de altura na cernelha (GAC) e perimetro de canela
(GPC), os resultados de todos os potros para ganhos mensais de altura na garupa (GAG), de comprimento
corporal (GCC), de altura no costado (GACo) e de perimetro toracico (GPT) se ajustaram
significativamente aos modelos matematicos de regressdo (vide figuras 3 a 8).

Os resultados de GAG de todos os potros, em relagdo ao tempo, se ajustaram
significativamente ao seguinte modelo de regressdo (figura 4): Y = -0,7291 + 0,02892 X - 0,00006423 X?;
onde Y = ganho de altura na garupa (cm/més) e X = idade (dias); R? 91,33%. A maior taxa de GAG,
segundo a equacdo de regressdo, foi de 2,53 cm/més aos 225 dias de idade. Conforme ilustrado na figura 5,
os resultados de GCC de todos os potros, em relagdo ao tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte
modelo de regressdo: Y = 6,9752 - 0,012605 X; onde Y = ganho de comprimento corporal (cm/més) e X =
idade (dias); R* 69,11%. Os resultados de GACo de todos os potros, em relagdo ao tempo, se ajustaram
significativamente ao seguinte modelo de regressdo (figura 6): Y = 2,5241- 0,004926 X; onde Y = ganho
de altura no costado (cm/més) e X = idade (dias); R? 67,67%. O GCC e GACo dos potros Mangalarga
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Marchador estudados apresentaram uma reducdo na taxa de crescimento de -0,012605 cm e de -0,0049 cm
ao més, respectivamente, justificado pelo aumento da idade dos animais.

Conforme ilustrado na figura 7, os resultados de GPT de todos os potros, em relacdo ao
tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de regressdo: Y = 39,6238 - 0,241526 X +
0,00038426 X?; ; onde Y = ganho de perimetro toracico (cm/més) e X = idade (dias); R* 96,48%. A menor
taxa de GPT, segundo a equagdo de regressao, foi de 1,67 cm/més aos 314 dias de idade, concordando com
a menor taxa de GDPV no mesmo periodo (0,41 kg/dia aos 318 dias de idade) e suas respectivas
consideragoes feitas anteriormente.

Novamente a faixa etaria estudada provavelmente limitou a avaliacdo dos possiveis
efeitos indiretos dos probidticos ou fitase exdgena sobre o desenvolvimento corporal de potros criados nas
condicdes brasileiras, pois Glade (1991a,b) verificou efeito indireto dos probiodticos sobre o crescimento em
altura na cernelha de potros filhos de éguas suplementadas com S. cerevisiae, os quais apresentaram valores
superiores ao grupo controle dos 42 aos 56 dias de idade.

Infelizmente a escassez de pesquisas publicadas sobre avaliagdo dos possiveis efeitos
indiretos dos probidticos ou fitase exogena sobre o desenvolvimento corporal de equinos limitou a
discussdo dos resultados encontrados no presente experimento. Além da faixa etdria, outras possiveis
hipéteses que deveriam ser consideradas como fatores que interferem na observacdo dos possiveis
beneficios esperados com a utilizagdo de um aditivo probiodtico seriam a utilizagdo de microorganismos
espécie-especificos (Yuyama et al., 2004) e a dose utilizada na suplementacdo da dieta fornecida aos
animais, especialmente uma concentragdo minima viavel acima de 7 log;o ufc/g para cada microorganismo
presente no produto (Martins et al., 2008a,b; Saad, 2006; Vanbelle et al., 1990). Com relacdo a fitase
exogena, a concentragdo de Ca dietético, bem como a relacdo Ca:P da dieta, inteferem negativamente no
potencial catalitico da enzima, sendo importante a realizacdo de trabalhos onde a dieta seja balanceada de
acordo com a quantidade esperada de P fitico liberado pelo aditivo enzimatico, concordando com a
afirma¢@o de Dunnett et al. (2009).
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Tabela 7. Médias, desvios-padrdo e percentuais de altura na cernelha, em relagdo ao adulto, de potros Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

. . Dieta com . N
Idade Dieta Dieta com . . Dieta com Média
. bactérias e
(dias) controle leveduras fitase geral
leveduras

Altura na cernelha em cm (% adulto')

173 £ § (desmame) 1214436 118,633 1239431 1190435  121,5+37
* (81,9) (80,0) (83,5) (80,2) (81,9)

20548 123,542,9 121,0+32 126,0 2,8 1229425 1239433
(83,3) (82,2) (85,0) (82,9) (83,5)

3211 1255432 1246 +3,7 1284 +23 1249426 126336
(84,6) (84,0) (86,6) (84,2) (85,2)

I 128,1 £2.8 127,6+3,7 1313422 1283+2,5  1292+35
(86,4) (86,0) (88.5) (86,5) 87,1)

300412 1313438 1299 +34 1339 +2,7 1305429  131,8+3,6
(88,5) (87.,6) (90,3) (88,0) (88,9)

332412 1324 +3.5 131,3 +3,1 1354427 1320427 1332435
(89,3) (88,5) (91,3) (89,0) (89,8)

363+ 12 1343+ 2,6 133,64 3,5 136,6 + 2,4 1344436 1350432
(90,6) (90,1) 92,1) (90,6) (91,0)

'Altura na cernelha de equinos machos adultos da raga Mangalarga Marchador criados na regido de Montes
Claros/MG: 148,3 + 0,04 cm (Gongalves et al., 2009).

Equagdo de regressdo: Y = 109,375 + 0,07227 X; onde Y = altura na cernelha (cm) e X = idade (dias); R’=
99,15%.
5,0 7
45
<
= 4,0
5 35
g2 30
EE 55
2 2
_q"; S 2,0+
) L5 A
<
§ 1,0 -
0,5 1
0,0
205 232 267 302 332 363
Idade (dias)

Figura 3. Ganho mensal de altura na cernelha, em fung@o da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 30,90%.

O resultado de ganho mensal de altura na cernelha em relagdo ao tempo (dias) ndo se ajustou significativamente a
nenhum dos modelos matematicos pré definidos na regressao.
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Tabela 8. Médias, desvios-padrao e percentuais de altura na garupa, em relagdo ao adulto, de potros Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probioticos ou fitase

Idade Dieta Dieta com Dieta com bactérias . Meédia
: Dieta com fitase
(dias) controle leveduras e leveduras geral
Altura na garupa em cm (% adulto")

173 £8 1253+3,0 123,4+3,0 127,1+£29 126,0 £ 3,8 1254+32
(desmame) (85,1) (83.,8) (86,3) (85,5) (85,1)

205 + 8 127,5+3,6 126,3 +3,0 129,3+29 128,5+3,3 127,9+3,1
(86,6) (85,7) (87,8) (87,2) (86,8)

2324 12 130,3+3,6 128,5+3,4 1319+ 1,9 131,0+4,2 130,4 +3,3
(88,5) (87,2) (89,5) (88,9) (88,5)

267 £ 11 1323 £3.,0 131,3+3,1 134,6+ 1,8 1340 £39 133,0 43,0
(89,8) (89,1) 91,4) (91,0) (90,3)

302 + 12 134,5+4,5 133,6 £29 136,8 +2.,5 135,5+3,7 135,1+3.3
(9L3) (90,7) 92,9) (92,0 L7

332+ 12 136,4 + 3,1 134,9 + 3,1 1383+ 1,9 137,3+£3,7 136,7+3,0
(92,6) (9L,6) (93,9 (93,2) (92,8)

363+ 12 137,4+2,6 136,5+3,0 139,6 £2,5 139,0+3,6 138,1+£29
(93,3) 92,7) (94,8) (94,4) (93.8)

'Altura na garupa de equinos machos adultos da raga Mangalarga Marchador criados na regido de Montes Claros/MG:
147,3 £ 0,04 cm (Gongalves et al., 2009).

Equagdo de regressdo: Y = 114,305 + 0,06753 X; onde Y = altura na garupa (cm) ¢ X = idade (dias); R’*=
98,68%.
5,0 1
4,5 4 Y =-0,7291 +0,02892 X - 0,00006423 X?; R?> 91,33%
< |
% 4,0
5 351
g2 30-
s Q ?
E g 2,5 - hd
N o
L= 201
] | *
s% 1,5 *
< 1,0 1
0,5
0,0
205 232 267 302 332 363
Idade (dias)

Figura 4. Ganho mensal de altura na garupa, em fungdo da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 19,27%.
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Tabela 9. Médias, desvios-padrdo e percentuais de comprimento corporal, em rela¢do ao adulto, de potros Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Idade Dieta Dieta com Dlet? com . Meédia
. bactérias e Dieta com fitase
(dias) controle leveduras geral
leveduras
Comprimento corporal em cm (% adulto")

1738 114,6 £ 6,0 113,4+2,6 117,4+5,6 114,5+4,7 115,0+4,7
(desmame) (76,6) (75,8) (78,4) (76,5) (76,8)

205+ 8 118,0+4,0 116,5+2,0 1219+ 4,4 119,8+4,0 119,0 +£3.,9
(78.8) (77.8) (31.4) (80,0 (79.5)

232412 123,8 + 5,7 122,0 + 3,8 125,5+ 5,1 123,3+2.8 123,6 4,2
(82,7) (81,5) (83,8) (82,4) (82,6)

267+ 11 128,0 + 4,7 126,0 + 3,7 129,9+4.3 126,0 + 3,9 127,5+4,1
(85,5) (84,2) (86,8) (84,2) (85,2)

302 4 12 130,3 £ 6,0 127,9+3.,6 131,9+3,7 129,1 £4,1 129,8 £ 4,2
(87,0) (85,4) (88,1) (86,2) (86,7)

332 4 12 1328 +4.4 131,3+3,7 135,1 £4,5 132,4+2,0 132,9 +£3,7
(88,7) (87,7 (90.,2) (88,4) (88.8)

363+ 12 135,3+5,8 133,4+2,7 137,5+4,1 1354+ 1,3 1354+3,8
(90,4) (89,1) 91,9) (90,4) (90,4)

'Comprimento corporal de equinos machos adultos da raga Mangalarga Marchador criados na regido de Montes
Claros/MG: 149,7 + 0,04 cm (Gongalves et al., 2009).

Equagdo de regressdo: Y = 97,7318 + 0,106213 X; onde Y = comprimento corporal (cm) e X = idade (dias);

98,16.

Ganho de comprimento corporal

(cm/més)

5,0 -
4,5
4,0
3,5 -
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0 -
0,5

*

Y =6,9752-0,012605 X; R? 69,11%

0,0
205

232

267

Idade (dias)

302

332

R’ =

Figura 5. Ganho mensal de comprimento corporal, em funcdo da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 34,68%.



Tabela 10. Médias, desvios-padrdo de altura no costado de potros Mangalarga Marchador alimentados com dieta
suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

47

. Dieta Dieta com Dieta com bactérias  Dieta com Média
Idade (dias)
controle leveduras e leveduras fitase geral
Altura no costado em cm
1738 47,8+3,1 46,6 +1,8 48,1 +1,3 473+23 47,5+2,1
(desmame)
205+ 8 49,1 £2,6 48,1 £1,8 50,8 +0,9 48,1 +1,4 490+1,9
232 +12 50,3+3,3 49.1+24 51,9+0,9 498+1,3 50,3+2,2
267 £ 11 51,4+22 50,4+1,3 53,3+0,9 52,0+1,2 51,8+1,7
302 +12 51,9+3,0 51,6 £1,8 54,3+0,6 52,6 £0,9 52,6 +1,9
332+12 53,3+2,1 52,1+1,8 55,1+0,5 52,8+ 1,0 53,3+ 1,8
363 +12 543+1,9 534+1,7 55,6 +0,6 53,6+ 1,5 542+ 1,6

Equacdo de regressdo: Y = 41,8868 + 0,03491 X; onde Y = altura no costado (cm) e X = idade (dias);

97,81%.

Ganho de altura no costado

(cm/més)

3,0
2,5
2,0
1,5
1,0

0,5

Y =2,5241- 0,004926 X; R? 67,67%

0,0

205

232

267 302
Idade (dias)

332

363

Figura 6. Ganho mensal de altura no costado, em fungdo da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase
Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV =41,51%.
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Tabela 11. Médias, desvios-padrao e percentuais de perimetro toracico, em relagdo ao adulto, de potros Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probioticos ou fitase

il (abes) Dieta Dieta com Dieta com bactérias Dieta com fitase Meédia
controle leveduras e leveduras geral
Perimetro toracico em cm (% adulto')

173 £ 8 130,5+3,8 127,1+£3,6 133,4+5,1 129,3+6,1 130,1 +49
(desmame) (75,7) (73,8) (77,4) (75,0) (75,5)

205+ 8 136,5+4.,8 133,9+6,0 140,4+3,9 1359+49 136,7 £ 5,1
(79.2) (77,7) (81,5) (78,9) (79.3)

232412 140,7£62  1368+55 145,7£29 138,8+5,1 140,5 5,7
(81,7) (79,4) (84,6) (80,6) (81,5)

267+11 141,8+6,5 1412+ 6.8 146,8 + 2,4 142,1 +3.8 143,052
(82,3) (82,0) (85,2) (82,5) (83,0)

302+ 12 144,7+ 7,8 143,054 147,6 £ 1,9 143,.8+£2,9 144,749
(84,0) (83,0) (85,7) (83,5) (84,0)

332412 147,753 1452%4.2 149,5+2,1 145,6 % 4,0 147,0 £ 4,0
(85,7) (84,3) (86,8) (84,5) (85,3)

363+ 12 150,6 +4,0 1473+49 151,4+23 1479+22 1493 +3,7
(87,4) (85,5) (87,9) (85,8) (86,7)

'Perimetro toracico de equinos machos adultos da raga Mangalarga Marchador criados na regido de Montes

Claros/MG: 172,3 £ 0,06 cm (Gongalves et al., 2009).

Equacdo de regressdo: Y = 117,006 + 0,0918974 X; onde Y = perimetro toracico (cm) e X = idade (dias);

93,36.

Ganho de perimetro toracico

(cm/més)

9,0

8,01 Y =39,6238-0,241526 X +0,00038426 X*; R? 96,48%

7,0
6,0 -
5,0
40 -

*

205

232

267 302

Idade (dias)

332

R’ =

Figura 7. Ganho mensal de perimetro toracico, em func¢ao da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenca significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV =40,07%.
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Tabela 12. Médias, desvios-padrdo e percentuais de perimetro de canela, em rela¢do ao adulto, de potros Mangalarga

Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

. Dieta Dieta com Dlet? com Dieta com Meédia
Idade (dias) bactérias e
controle leveduras 1 fitase geral
eveduras
Perimetro de canela em cm (% adulto')
173 +8 17,4+0,3 17,0+ 0,5 17,1£0,5
(desmame) 17,4+ 0,5(96,7) 16,7+0,6(92,8) (96,7) (94.4) (95,0)
17,8+0,5 17,2+ 0,7 17,4+ 0,6
205+8 17,6 £ 0,6 (97,8) 17,0+ 0,6 (94,4) (98.9) (95.6) (96.7)
17,7+ 0,3 17,7£0,5
232 +12 17,9+ 0,6 (99,4) 17,3+0,5(96,1) 18,1+0,4(100,6) (98,3) (98.3)
18,2+ 0,4 18,0+ 0,6 18,1+0,3 18,2+ 0,4
267+11 (101,1 (100,0) 8> E0LA028) 144 6 (101,1)
18,4+04 18,3+0,8 18,5+ 0,4 18,5+0,5
30212 (102,2) (101,7) 18,8+0,3(104.4) (102,8) (102,8)
18,5+ 0,4 18,5+ 0,8 18,7+ 0,3 18,7+0,5
332412 (102.8) (102.8) 19,1 +0,2 (106,1) (103.9) (103.9)
18,9+0,4 18,7+ 0,9 18,9+ 0,4 18,9+ 0,5
363 +12 (105.,0) (103.9) 19,2 + 0,3 (106,6) (105,0) (105,0)

'Perimetro de canela de equinos machos adultos da raga Mangalarga Marchador criados na regiio de Montes
Claros/MG: 18,0 £ 0,01 cm (Gongalves et al., 2009).

Equagdo de regressdo: Y = 15,4305 + 0,00984063 X; onde Y = perimetro de canela (cm) e X = idade (dias);

98,47%.
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Figura 8. Ganho mensal de perimetro de canela, em func¢do da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase
Nao houve diferenca significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV =71,15%.
O resultado de ganho mensal de perimetro de canela em relagdo ao tempo (dias) ndo se ajustou significativamente a
nenhum dos modelos matematicos pré definidos na regressao.
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As médias de indice corporal (IC), indice dactilo-toracico (IDT) e indice de carga de
canela (ICC) avaliados nos potros durante o periodo experimental também nio foram influenciadas pelas
dietas testadas (P>0,05).

De acordo com os valores médios observados para IC, os potros do presente trabalho
foram classificados como mediolineos aos 173 dias (88,40+2,80), 205 dias (87,14+2,06) e 232 dias de
idade (88,02+2,20); e como longelineos aos 332 dias (90,42+1,79) e 363 dias de idade (90,7+1,88). O IC
aos 267 dias (89,2142,28) e aos 302 dias de idade (89,69+2,13) foi considerado intermediario entre os dois
biotipos funcionais. Conforme ilustrado na figura 9, esses resultados se ajustaram significativamente ao
seguinte modelo de regressdo: Y = 84,5354 + 0,016993 X; onde Y = indice corporal e X = idade (dias); R*
81,28%. O IC dos potros Mangalarga Marchador estudados apresentou uma taxa de aumento de 0,017 ao
meés.

Como o IC esperado em equinos adultos da raca Mangalarga Marchador é mediolineo
(valores entre 86 e 88; Bortoni, 1991), a tendéncia de aumento desse indice de conformagao nesse periodo
de desenvolvimento corporal dos animais pode estar relacionado a taxa de crescimento ligeiramente maior
do comprimento corporal em relagdo ao perimetro toracico (0,1062 cm/dia vs. 0,09189 cm/dia).
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Figura 9. Indice corporal, em fungdo da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador alimentados com dieta
suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenca significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 5,29%.

O IDT dos potros suplementados ou ndo com probidticos ou fitase foi: 13,15+0,24 aos
173 dias; 12,72+0,30 aos 205 dias; 12,62+0,35 aos 232 dias; 12,72+0,28 aos 267 dias; 12,79+0,36 aos 302
dias; 12,71+0,31 aos 322 dias e 12,66+0,30 aos 363 dias de idade. De acordo com esses resultados, os
potros apresentaram propor¢des corporais encontradas em animais destinados a tragao durante todo periodo
avaliado (valores acima de 10,8). Cabral et al. (2004c) observaram que os potros Mangalarga Marchador,
segundo esse indice de conformacdo, sdo animais hipermétricos dos seis aos 12 meses de idade e com
relacdo ao sistema eclético de proporcdes lineares proposto por Lesbre (1920), citado por Ribeiro (1993),
0s potros nascem com as propor¢des maiores de altura na cernelha e altura na garupa e menor de
comprimento corporal em relagdo ao observado na fase adulta, mas & medida que eles crescem, essas
propor¢des tendem a se aproximar do esperado no animal adulto. Essa afirmagdo concorda com
crescimento das medidas corporais nos potros Mangalarga Marchador estudados, onde a taxa de
crescimento do comprimento corporal (0,11 cm/dia) foi superior a de altura na cernelha e na garupa (0,07
cm/dia).

Os resultados de todos os potros, em relagdo ao tempo, se ajustaram significativamente
ao seguinte modelo de regressdo (figura 10): Y = 24,7529 - 0,134072 X + 0,000486532 X* - 0,000000576
X3; onde Y = indice dactilo-toracico e X = idade (dias); R? 94,05%. O menor ¢ maior valores de IDT,
segundo a equacdo de regressdo, foram: 12,64 aos 240 dias ¢ 12,80 aos 323 dias de idade, respectivamente.
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Figura 10. indice dactilo-toracico, em fungdo da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador alimentados
com dieta suplementada ou ndo com probiéticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV =4,79%.

O ICC dos potros suplementados ou ndo com probidticos ou fitase foi: 9,76+0,8 aos
173 dias; 8,77+0,5 aos 205 dias; 8,22+0,6 aos 232 dias; 7,87+0,6 aos 267 dias; 7,60+0,6 aos 302 dias;
7,26+0,5 aos 322 dias e 6,96+0,4 aos 363 dias de idade. Esse resultado foi semelhante ao encontrado por
Cabral et al. (2004c) em potros Mangalarga Marchador, com exceg@o do valor observado aos seis meses de
idade (8,41). Essas diferencas podem ter ocorrido em fung¢do do manejo nutricional ou da composigdo
genotipica dos animais. O experimento desses autores foi conduzido em criatorios da raca Mangalarga
Marchador localizados na regido Serrana e Metropolitana do estado do Rio de Janeiro, sendo utilizados 98
potros (55 machos e 43 fémeas), filhos de 14 garanhdes diferentes e representantes das mais diversas
linhagens da raga Mangalarga Marchador. Com excec¢do de um haras que forneceu feno de alfafa para os
potros antes do desmame, nenhum haras adotou creep feeding e ap6s o desmame os animais receberam
capim elefante picado ad libitum e ragao comercial (aproximadamente 1 kg/dia).

Conforme ilustrado na figura 11, os resultados do ICC de todos os potros, em relacao
ao tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de regressdo: Y = 11,6472 - 0,013391 X;
onde Y = indice de carga de canela e X = idade (dias); R* 93,05%. Esse indice de conformacio dos potros
Mangalarga Marchador estudados apresentou uma taxa de decréscimo de -0,013 ao dia, justificado
pela maior taxa de crescimento de ganho de peso quando comparado ao perimetro de canela (0,4844 kg/dia
vs. 0,0098 cm/dia).
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Figura 11. Indice de carga de canela, em fungéo da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador alimentados
com dieta suplementada ou ndo com probiéticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 3,15%.

2.3.2 Parametros sanguineos dos potros desmamados Mangalarga Marchador

Na comparagdo das dietas, ndo houve diferenca das concentragdes séricas de calcio
(Ca), fosforo (P) e magnésio (Mg) dos potros Mangalarga Marchador estudados (P>0,05). As médias gerais
observadas durante todo periodo experimental estdo representadas na tabela 13 e foram semelhantes ao
encontrado por diversos autores (vide anexo — tabela 10). Houve diferencas na comparagdo das médias
entre meses de avaliacdo (P<0,05), sendo as concentracdes de Ca sérico maiores aos 232 dias de idade
(11,6 mg/dL). Isso sugeriu que houve melhoria no consumo mineral pelos potros apds instituigdo da dieta
experimental, pois previamente ao desmame os potros eram mantidos em sistema extensivo de criagdo e
recebiam apenas suplementac¢ao mineral em cochos.

Tabela 13. Concentragdes séricas de célcio, fosforo e magnésio de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

;g?:s(; Célcio Fésforo Magnésio
Concentragéo sérica (mg/dL)

( dlern :rie) 10,0¢ 6.3a 2,6a

205+ 8 10,3bc 6,la 2,2ab
232412 11,6a 5,8ab 2,4a
267 +11 11,3ab 5,9ab 1,8b
302 +12 10,5bc 5,5ab 1,9b
332+12 10,5bc 5,3bc 1,9b
36312 10,5bc 4,7c 1,9b

CV =10,6% (calcio); 14,88% (fosforo); 34,93% (magnésio).
Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05).
Meédias seguidas de letras distintas minusculas na coluna diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).
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Moura et al. (2010), ao estudarem os mesmos potros do presente trabalho aos 269 dias
de idade, observaram melhoria na disponibilidade aparente de Ca nos animais suplementados com
probidtico de leveduras (grupo B) e na disponibilidade aparente de Ca e P nos animais suplementados com
bactérias e leveduras (grupo C), no entanto esse beneficio ndo influenciou nos valores séricos desses
minerais no mesmo periodo. Esses resultados concordaram com Kim et al. (1991), os quais também néo
encontraram alteragdes nas concentragdes séricas desses minerais, apesar do aumento na disponibilidade
do P da dieta de equinos suplementados com probidtico de leveduras.

Os resultados observados para Ca sérico ndo se ajustaram significativamente a nenhum
modelo matematico de regressao polinomial, mas os resultados do P sérico de todos os potros, em relacdo
ao tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de regressdo (figura 12): Y = 7,63595 —
0,00740348 X; onde Y = P sérico (mg/dL) e X = idade (dias); R? 91,07%. A concentra¢do sérica desse
mineral apresentou uma taxa de decréscimo de -0,0074 mg/dL ao dia.
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Figura 12. Concentra¢do sérica de fosforo (mg/dL), em fun¢do da idade, de potros desmamados Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probioticos ou fitase

Nao houve diferenca significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 14,88%.

As concentracdes de Mg sérico de potros Mangalarga Marchador alimentados com
dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase foram menores dos 267 aos 363 dias de idade (1,8-1,9
mg/dL) quando comparadas com o periodo anterior (vide tabela 13). Esses valores ficaram abaixo do
preconizado por Kaneko et al. (2008), de 2,2 a 2,8 mg/dL, porém foram maiores do que os encontrados por
Rezende (1997) em potros Mangalarga Marchador dos 166 aos 301 dias de idade (1,4 mg/dL). Os
resultados do Mg sérico de todos os potros, em relacdo ao tempo, se ajustaram significativamente ao
seguinte modelo de regressdo (figura 13): Y = 4,90056 — 0,0179884 X + 0,0000266019 X*; onde Y = Mg
sérico (mg/dL) e X = idade (dias); R* 79,72%. A menor concentragdo de magnésio sérico, segundo a
equagdo de regressdo, foi de 1,86 mg/dL aos 338 dias de idade.
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Figura 13. Concentragdo sérica de magnésio (mg/dL), em funcdo da idade, de potros desmamados Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 34,93%.

Segundo o Nutrients... (2007) e Lewis (2000), os valores séricos de minerais sdo de
pequeno valor para um diagndstico conclusivo de deficiéncia mineral, sendo mais interessante realizar a
avaliacdo do histdrico da dieta. Como os potros foram mantidos em sistema de pastejo continuo, esta
representado na tabela 14 a quantidade diaria de Ca, P e Mg consumidos apenas por meio da ingestdo do
concentrado e sal mineral. Percebe-se que o consumo diario de minerais foi bastante superior ao
recomendado no Nutrients... (2007): 30,9 e 30,1 g/dia de Ca; 17,2 e 16,7 g/dia de P; 4,3 e 3,3 g/dia de Mg
para potros aos seis ¢ 12 meses de idade, respectivamente.

Tabela 14. Quantidade diaria de célcio (Ca), fosforo (P) e magnésio (Mg) consumidos através do concentrado e sal
mineral fornecidos aos potros

zg?:st; con((i:n(ifado (iiiﬁzr:ﬂ Ca total con(l:)eg:)rado fn(iir?e::ll P total corll\(/:lfn(tir(;do Ivrlr%ir(ligrjl Mg total
Consumo (g/dia)

( dgfn:rie) 29,82 3,19 33,01 24,57 125 2582 7,77 0,95 8,72

205+ 8 34,08 6,49 40,57 28,08 2,53 30,61 8,88 1,94 10,82
232+£12 36,92 6,61 43,53 30,42 2,58 33,00 9,62 1,98 11,6,0
267 +11 39,76 4,17 43,93 32,76 1,63 34,39 10,36 1,25 11,61
302 +12 41,18 4,85 46,03 33,93 1,89 35,82 10,73 1,45 12,18
332+12 44,02 4,27 48,29 36,27 1,67 37,94 11,47 1,28 12,75
363 £12 46,86 2,71 49,57 38,61 1,06 39,67 12,21 0,81 13,02

Devido as relagdes existentes entre os minerais, os quais podem influenciar na
absor¢do, metabolismo e/ou excre¢do um dos outros, a tendéncia de redugdo do P sérico durante o periodo
experimental e os menores valores de Mg sérico observados nos potros dos 267 aos 363 dias de idade,
provavelmente, podem ter acontecido em fungao de agdo antagonista do Ca na absor¢do daqueles minerais.
Para confirmagdo dessa hipdtese, seria interessante a realizagdo de outros exames complementares para
melhor avaliagdo da homeostase de minerais em equinos, tais como clearance fracional de P urinario,
dosagem de paratormonio e hormonios da tiredide.



55

As fitases exdgenas sdo mundialmente usadas como estratégia nutricional para redugdo
dos efeitos negativos do acido fitico, permitindo a diminui¢do da inclusdo de fontes inorganicas de P na
dieta de animais ndo ruminantes. Diferente dos resultados conclusivos sobre os beneficios da fitase na
avicultura (Adebiyi et al., 2009; Silversides ¢ Hruby, 2009), pesquisas ainda sdo necessarias para avaliacdo
do potencial de utilizacdo da fitase exdgena na dieta de equinos. A auséncia de efeitos desse aditivo
enzimatico sobre as concentragdes séricas de minerais concordou com Moura et al. (2010), os quais nao
observaram efeito dessa enzima sobre a disponibilidade aparente de Ca e P dietético dos mesmos potros
utilizados nesse experimento aos 269 dias de idade. Estes autores sugeriram como explicagdo para auséncia
de resultados, a utilizacdo de dosagem insuficiente ou inativacdo da enzima ao longo do trato digestivo dos
potros.

No Brasil, as dietas formuladas para equinos normalmente possuem relagdo Ca:P igual
ou superior a 2:1, sendo uma recomendacdo nutricional preventiva para quadros de hiperparatireiodismo
nutricional primario, causados pela ingestdo de forrageiras tropicais com altas concentra¢des de quelantes
de calcio (oxalatos), ou secundario, causado pela ingestdo de alimentos ricos em P fitico. Segundo Singh
(2008), a concentragdo de minerais inorganicos influencia na atividade da fitase exogena, havendo uma
reducdo da acdo dessa enzima em dietas com elevado nivel de Ca ou P inorgénico, ou relacdo Ca:P na
proporcao de 2:1. Portanto, a hidrdlise do fitato pela agdo da fitase exdgena fica reduzida em dietas com
alto nivel de P inorganico, ocorrendo o inverso (maior liberagdo de P fitico) quando ha um nivel inferior de
P inorgénico na dieta.

Outra caracteristica que também pode ter interferido no estudo da fitase em equinos
criados no Brasil ¢ o fato das exigéncias nutricionais de minerais usadas para formulagdes de ragdes
(Nutrients..., 2007; 1989) ainda serem baseadas em trabalhos antigos e com racas estrangeiras, sendo
necessarios estudos sobre exigéncias minerais para as ragas equinas brasileiras. Dunnett et al. (2009)
afirmaram que apenas adotando metodologias que levem em consideracdo os fatores que interferem no tipo
de fitase exdgena testada, tais como a concentragcdo de Ca e P inorganico da dieta, poderemos verificar o
potencial desse aditivo em equinos.

As médias de fosfatase alcalina (FA) ndo foram influenciadas pelas dietas (P>0,05),
sendo as médias gerais observadas de: 190,5+427,2 UI/L aos 173 dias; 156,2+24,5 UI/L aos 205 dias;
173,6£19,4 UI/L aos 232 dias; 151,9+40,3 UI/L aos 267 dias; 136,7+17,2 UI/L aos 302 dias; 141,2+18,0
UI/L aos 332 dias e 127,5+15,6 UI/L aos 363 dias de idade. Esses valores ficaram dentro dos valores de
referéncia para equinos segundo Kaneko et al. (2008), de 143 a 395 UI/L, exceto aos 363 dias de idade. Por
outro lado, as médias observadas nesse trabalho foram semelhantes as encontrados por Ramos et al. (2007)
em equinos Mangalarga Marchador com quatro e 48 meses de idade, sendo possivel admitir que existam
diferengas nesse pardmetro entre as ragas equinas.

Conforme ilustrado na figura 14, as médias de FA de todos os potros, em relacdao ao
tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de regressdo: Y = 231,171 — 0,288514 X; onde
Y = FA (UI/L) e X = idade (dias); R* 81,94%. A concentragdo sérica de FA dos potros Mangalarga
Marchador estudados apresentou uma tendéncia de reducdo de 0,29 UI/L ao dia, justificado pela taxa de
crescimento dos animais. Segundo Silveira (1988), a FA encontra-se normalmente em maiores
concentra¢des nos potros, em fungdo do alto indice de metabolismo 6sseo decorrente do crescimento,
havendo uma diminuic@o esperada a medida que os animais ficam mais velhos.
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Figura 14. Concentragdo sérica de fosfatase alcalina (UI/L), em funcdo da idade, de potros desmamados Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 7,95%.

Na comparagdo das dietas, também ndo houve diferenga das concentragdes séricas de
uréia e creatinina dos potros Mangalarga Marchador estudados (P>0,05).

As médias gerais das concentracdes séricas de uréia foram: 32,9+10,5 mg/dL aos 173
dias; 38,7+6,5 mg/dL aos 205 dias; 34,3+19,4 mg/dL aos 232 dias; 41,8+9,5 mg/dL aos 267 dias; 46,0£5,1
mg/dL aos 302 dias; 49,4+6,3 mg/dL aos 332 dias e 56,0+9,8 mg/dL aos 363 dias de idade. Esses
resultados ficaram dentro do esperado para espécie equina (Kaneko et al., 2008; de 21,4 a 51,5 mg/dL),
exceto aos 363 dias de idade; e se ajustaram significativamente em relagao ao tempo ao seguinte modelo de
regressdo (figura 15): Y = 11,8275+ 0,11552 X; onde Y = uréia (mg/dL) e X = idade (dias); R?91,15%. As
concentracdes séricas de creatinina observadas (0,8 a 1,4 mg/dL) ficaram dentro dos valores esperados para
espécie (Kaneko et al., 2008; de 1,2 a 1,9 mg/dL) e nfo se ajustaram significativamente a nenhum dos
modelos matematicos pré definidos na regressao, em relagéo ao tempo (dias).

A concentragdo sérica de uréia dos potros Mangalarga Marchador estudados apresentou
uma tendéncia de aumento de 0,115 mg/dL ao dia. Esse discreto aumento da uréia aos 363 dias de idade
provavelmente aconteceu pelo aumento no catabolismo protéico em virtude da melhoria da qualidade das
pastagens com o inicio da estagdo chuvosa nos ultimos meses de experimento (setembro, outubro e
novembro; vide anexo — tabela 1). Como a dieta experimental foi balanceada considerando as
recomendagdes do Nutrients... (1989), talvez ela possa ter excedido os requisitos protéicos necessarios para
crescimento de potros Mangalarga Marchador, sendo necessarias pesquisas sobre os reais requisitos
nutricionais dessa raca equina brasileira.

Além dos beneficios esperados através da melhoria no aproveitamento da dieta através
da suplementagdo com probidticos, este aditivo nutricional poderia potencializar o efeito imunomodulador
da microbiota digestiva (Coppola e Turnes, 2004). As proteinas plasmaticas possuem muitas fungdes
importantes para o organismo, sendo tradicionalmente analisadas por meio do método de biureto (proteinas
totais) e eletroforese para fracionamento das cinco zonas de proteinas séricas na espécie equina: albumina,
alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 e gama-globulinas; sendo esta ultima zona corresponde as trés classes
inumoglobulinicas - IgG, IgA e IgM (Kaneko et al., 2008; Naoum, 1990).
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Figura 15. Concentragdo sérica de uréia (mg/dL), em fun¢fo da idade, de potros desmamados Mangalarga Marchador
alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 18,07%.

Nao houve efeito dos aditivos testados sobre as concentragdes séricas de proteinas
totais e fracionadas (P>0,05), estando representadas na tabela 15 as médias de todos os animais durante os
seis meses de experimento. Considerado os valores de referéncia para proteinas séricas sugeridos por
Kaneko et al. (2008), houve redug@o da zona -2-globulina nos animais aos 302 dias de idade, o que pode
ser justificada pela vacinagdo anti-rabica que foi realizada nos potros neste periodo. Essa zona
eletroforética das proteinas plasmaticas esta relacionada com o complemento C3 (proteina que atua como
mediador de inlimeras reagdes imunologicas) e sua diminuigdo sdo uma expressdo de consumo e ativagao
desses fatores (Naoum, 1990).

Apenas as médias das proteinas séricas da zona a-1-globulinas, em relagdo ao tempo,
se ajustaram significativamente ao modelo de regressdo (figura 16): X = 0,878692 — 0,00863119 X +
0,0000313259 xX? - 0,0000000371456 X3; onde Y = concentracdo sérica de a-1-globulinas (g/dL) e X =
idade (dias); R” 96,83%. A menor e maior concentragio sérica de alfa-1-globulinas, segundo a equagdo de
regressdo, foi de 0,098 mg/dL aos 242 dias e de 0,107 mg/dL aos 321 dias de idade, respectivamente. A
proteina a-1-antitripsina € a principal responsavel pela coloragdo da zona a-1-globulina (componente mais
importante entre os “inibidores de protease”), aumentando em doengas de fase aguda (Naoum, 1990).
Portanto, as diferengas observadas pelo teste SNK (P<0,05), de diminuicdo dessa fragdo em fun¢do do
tempo, ndo apresentaram significado clinico.
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Tabela 15. Proteinas séricas totais, albumina e globulinas (fragdes a-1, a-2, B-1, B-2 e y) de potros Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada com ou sem probioticos ou fitase

zg?:s(; Proteinas totais Albumina a-1-globulinas a-2-globulinas
Concentracdo sérica (g/dL)
( s er) 5.9 32 0.131a 0,64
205+8 5,8 3,1 0,104 ab 0,63
232+ 12 5,7 3,0 0,098 b 0,66
267 + 11 5,9 3,1 0,103 ab 0,69
302+12 5,7 3,1 0,108 ab 0,68
332412 5,6 3,0 0,103 ab 0,65
363 +12 5,7 3,0 0,098 b 0,64
Idgde B-1-globulinas -2-globulinas y-globulinas
(dias)
Concentragdo sérica (g/dL)
( B nfe) 0,66 0542 075
205+8 0,66 0,47 ab 0,77
232 +12 0,66 0,50 ab 0,77
267 + 11 0,69 0,49 ab 0,86
302+ 12 0,7 0,40 ¢ 0,79
332412 0,64 0,44 be 0,76
363 +12 0,63 0,49ab 0,84

CV = 7,07% (proteinas totais); 10,87% (albumina); 27,47% (a-1-globulinas); 15,12% (a-2-globulinas); 7,41% (B-1-
globulinas); 8,34% (B-2-globulinas); 14,97% (y-globulinas).

Nao houve diferenca significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05).

Médias com letras diferentes na coluna diferem pelo teste SNK (P<0,05).

Alfa-1-globulinas
(g/dL)

0,18 7

Y =0,878692 - 0,00863119 X +0,0000313259 X2 - 0,0000000371456 X3;
0,16 7 R2 96,83%
0,14 -
0,12 -
0,10 | M
0,08 -
0,06

173 205 232 267 302 332 363
Idade (dias)

Figura 16. Concentracdo sérica de alfa-1-globulinas (g/dL), em fungdo da idade, de potros desmamados Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase
Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV =27,47%.
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2.3.3 indice cortical dos potros desmamados Mangalarga Marchador

Nédo houve diferenca na comparagdo das médias do indice cortical dos potros
alimentados com dietas suplementadas ou ndo com probidticos ou fitase exdgena durante o periodo
estudado (P>0,05). Os valores médios gerais observados foram: 54,8% aos 235 dias; 56,3% aos 273 dias;
57,5% aos 308 dias; 58,4% aos 339 dias e 60,2% aos 368 dias de idade. Esses resultados foram superiores
aos encontrados em potros Mangalarga Marchador por Rezende et al. (2000b), de 52,54% aos 311 dias de
idade, e como os animais utilizados no presente trabalho pertenciam ao mesmo haras onde aqueles autores
estudaram a curva de crescimento de potros, tais diferengas podem ter ocorrido pelas distintas dietas
fornecidas aos animais.

Os resultados do indice cortical de todos os potros, em relagdo ao tempo, se ajustaram
significativamente ao seguinte modelo de regressdo (figura 17): Y = 46,7146 + 0,0367598 X; onde Y =
indice cortical do metacarpo direito (%) e X = idade (dias); R* 96,84%. Portanto, os animais apresentaram
uma taxa de crescimento de 0,04% ao dia ou 1,1% ao més para essa variavel.

Moura et al. (2010), ao estudarem os mesmos potros do presente trabalho aos 269 dias
de idade, observaram melhoria na disponibilidade aparente de Ca (grupos B e C) e P (grupo C) dos
mesmos potros suplementados com probidticos e nenhum efeito nos animais suplementados com fitase
(grupo D). Portanto, esperava-se observar algum efeito benéfico dos probiodticos na mineralizagao 6ssea dos
animais. Como a dieta fornecida foi balanceada para suprir todas as exigéncias nutricionais de animais
(Nutrients..., 1989), o consumo da quantidade necessaria de minerais através dos alimentos da dieta seria
uma hipotese para ndo deteccdo dos beneficios esperados com probiodticos. Os resultados observados de
indice cortical nos animais suplementados com fitase exdgena concordaram com a auséncia de efeitos
desse aditivo na disponibilidade aparente de minerais.

64 -
62 1 Y =46,7146 +0,0367598 X; R? 96,84%
60 -
58 -
56 -

Indice cortical (%)

54
52 A
50

235 273 308 339 368
Idade (dias)

Figura 17. Indice cortical do terceiro metacarpo direito (%), em funcio da idade, de potros desmamados Mangalarga
Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probidticos ou fitase

Nao houve diferenga significativa entre dietas pelo teste SNK (P>0,05); CV = 9,23%.

Por outro lado, os animais suplementados apenas com S. cerevisiae (grupo B)
apresentaram maior ganho mensal de indice cortical (4,4%) aos 273 dias quando comparados aos demais
grupos (-0,1 a 1,5%), conforme pode ser observado na tabela 16. A maior deposi¢do dssea observada nos
potros do grupo B concordou com o aumento da disponibilidade aparente de Ca na dieta desses animais aos
269 dias de idade (Moura et al., 2010), no entanto esperava-se observar tais efeitos também nos animais
suplementados com bactérias e leveduras vivas (grupo C). Como a taxa de crescimento dos equinos dos
seis aos 12 meses de idade ¢ menor em relag@o ao seu desenvolvimento até os seis meses de idade (Cabral
et al., 2004b; Rezende et al., 2000a), provavelmente a faixa etaria estudada limitou a observagdo dos
possiveis efeitos esperados.
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Tabela 16. Valores médios dos ganhos mensais de indice cortical do terceiro metacarpo direito de potros desmamados
Mangalarga Marchador alimentados com dieta suplementada ou ndo com probioticos ou fitase

Dieta com

Idade (dias) Dieta controle Dieta com bactérias e Dieta com fitase e
leveduras Geral
leveduras
Ganho mensal de indice cortical do terceiro metacarpo direito (%)

273 0,9200B 4,4375A 1,5125B -0,1375B 1,6831

308 0,6200A -0,0625A 0,6700A 1,2950A 0,6306

339 1,0225A 1,8125A 2,0300A -0,1625A 1,1756

368 1,4825A 0,5525A 1,1950A 3,8375A 1,7669

CV =8,26%.

Meédias seguidas de letras distintas maitsculas na linha diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).
O resultado de ganho mensal de indice cortical em relagdo ao tempo (dias) nao se ajustou significativamente a nenhum
dos modelos matematicos pré definidos na regressao.

A defini¢do internacionalmente aceita na atualidade define probidticos como microrganismos vivos
que conferem beneficios a saude do hospedeiro, quando administrados em quantidades adequadas
(Guidelines..., 2002). Outra hipotese para auséncia de efeitos do probiodtico fornecido ao grupo C em
relacdo ao grupo B seria as diferentes concentragdes de S. cerevisiae nos aditivos. Segundo os niveis de
garantia do fabricante, o probidtico do grupo B possui 10° ufc/g da levedura e o probidtico do grupo C
possui 10° ufc/g. Além disso, o potencial probidtico pode diferir entre espécies ¢ até mesmo entre
diferentes cepas de uma mesma espécie microbiana, tornando-as incomparaveis (Maia et al., 2001; Weese,
2001). Portanto, seria interessante a realizacdo de futuras pesquisas para melhor estudo dos possiveis
beneficios dos aditivos testados na mineralizacdo 6ssea de equinos utilizando-se exames de densitometria
ossea (Frey et al., 1992), bem como inicio da avaliagdo a partir do nascimento e/ou da suplementacdo no
creep feeding de potros lactentes (90 dias de idade).

As deformidades flexurais (“contraturas de tenddes”) e displasias fiseais (fisites) em
equinos jovens sdo afec¢des de origem multifatorial e relacionadas com suspeita de ganho compensatdrio
apos mudanga de uma dieta marginal para abundante (Hintz et al., 1976, citado no Nutrients..., 2007). Nao
foi observada ocorréncia de deformidades flexurais nos animais do presente trabalho, concordando com
Rezende et al. (2000b) que também nio observaram essa anormalidade ortopédica em potros Mangalarga
Marchador alimentados com quantidade limitada de concentrado (1,5% PV) e mantidos em condigdes
extensivas.

Rezende et al. (2000b) verificaram que os potros desmamados que ndo foram
alimentados com concentrado acrescido de minerais (creep feeding) dos trés aos seis meses de idade,
apresentaram maior frequéncia de alteragdes na cartilagem epifisaria do boleto e joelho do membro
toracico direito. Nao foi possivel a avaliagdo de deformidades angulares ou displasias fiseais através dos
exames radiograficos realizados no presente trabalho, sendo uma sugestdo para avaliagdo do potencial dos
probidticos para maximizacdo da qualidade oOssea de potros, a realizagdo de seguintes exames
complementares a avaliagdo clinica dos animais: biopsia e/ou densitometria 6ssea (Frey et al., 1992);
avaliagOes radiograficas de alteragdes geométricas (angulacdo do desvio, determinacdo do “ponto pivo”) e
morfologicas (largura assimétrica da fise e epifise radial distal, presenca de “/ip” e multiplas linhas de
calcificagdo na placa de crescimento metafisario, observagdo de esclerose do osso subcondral, colapso,
fratura ou hipoplasia do osso carpal, deslocamento do osso carpal ¢ do osso metacarpal) 6sseas (Caron,
1988; Bertone et al., 1985).
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24 Conclusoes

Nas condigdes em que este experimento foi realizado, tendo em vista os resultados
obtidos, pode-se concluir que:

A utilizagdo de probidticos ou fitase exdgena nao influenciou no ganho de peso e
desenvolvimento de medidas corporais de potros Mangalarga Marchador desmamados aos seis meses de
idade e mantidos até o primeiro ano de vida em condi¢des semi-extensivas de criacao.

A suplementa¢do com probidtico composto apenas por S. cerevisiae influenciou
positivamente na mineralizacdo Ossea de potros aos 100 dias pdés desmame, sendo necessarias mais
pesquisas para confirmagdo dos efeitos desse aditivo no crescimento dsseo de potros.

Os aditivos testados nao afetaram os parametros sanguineos ligados ao status mineral e
nitrogenado de potros desmamados Mangalarga Marchador criados em condigdes semi-extensivas.

Os aditivos testados, especialmente os probiodticos, ndo afetaram na concentragdo de
imunoglobulinas séricas de potros desmamados Mangalarga Marchador criados em condi¢des semi-
extensivas.
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CAPITULO 3

VIABILIDADE E ANTAGONISMO IN VITRO DE MICROORGANISMOS PRESENTES EM
FORMULAS PROBIOTICAS COMERCIAIS USADAS EM EQUINOS

Resumo: Objetivou-se avaliar a viabilidade de microorganismos presentes em probidticos comerciais
usados em equinos, um composto por S. cerevisiae Sc47 (pd liofilizado — probiotico 1) e outro por S.
cerevisiae, B. bifidum, E. faecium, L. acidophilus e L. plantarum (pasta ou p6 por spray drying — probiotico
2), armazenados em duas diferentes temperaturas (4°C ou ambiente); ¢ a produgdo in vitro de substancias
antagonistas contra Salmonella spp. e E.coli. Inicialmente, e em intervalos de 90 dias, até término da
validade, aliquotas dos probiodticos foram retiradas, diluidas, plaqueadas e incubadas para contagem de
células viaveis (log;o ufc/g do produto). O teste de antagonismo in vitro foi realizado pelo método de
difusdo em dupla camada. Os resultados foram analisados por estatistica descritiva e equacdes de regressao.
Houve diferencas na viabilidade de acordo com o modo de conservagdo, sendo a apresentacdo em po, sem
(probidtico 1) ou com resfriamento (probidtico 2), a forma mais adequada para manutengdo de
microorganismos vidveis por 12 meses apods fabricacdo. O probiotico 2 em pasta deve ter seu prazo de
validade reduzido e ser armazenado a 4°C. As bactérias produtoras de acido latico produziram substancias
antagonistas in vitro que inibem o crescimento de patdgenos causadores de diarréias em equinos, sendo
necessarios estudos in vivo para futura aplicagcdo na espécie.

Palavras-chave: antagonismo, bactérias produtoras de acido latico, Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Salmonella, temperatura de estocagem

Abstract: The objective was to assess the viability of microorganisms in commercial probiotics used in
horses, one composed of S. cerevisiae Sc47 (lyophilized powder — probiotic 1) and another of S. cerevisiae

B. bifidum, E. faecium, L. acidophilus e L. plantarum (paste or powder by spray drying — probiotic 2), and
stored at two different temperatures (4° C or room temperature); and to assess the in vitro production of
antagonistic substances against Salmonella spp. e E.coli. Initially, and every 90 days until the validity
expiration, aliquots of probiotics were withdrawn, diluted, plated and incubated for viable cell count (in
log10 cfu/g product). The in vitro antagonistic test was determined by double diffusion layer metodology.

The results were evaluated by descriptive statistics and regression equations. There were differences in the
viability of microorganisms according to the method of preservation, being the powder presentation
(Ivophilized or by drying spray), without (probiotic 1) or with (probiotic 2) cooling, the most appropriate
form to maintaining viable microorganisms for 12 months after manufacturing. The probiotic 2 in paste
should has reduced the validity and be stored at 40C. The lactic acid producing bacteria produces
antagonistic substances that inhibit the growth of pathogens that cause diarrhea in horses, being necessary
in vivo studies to future use on horses.

Keywords: antagonism, Escherichia coli, lactic acid producing bacteria, Saccharomyces cerevisiae,
Salmonella, storage temperature
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3.1 Introducio

A defini¢do internacionalmente aceita na atualidade define probidticos como
microrganismos vivos que conferem beneficios a saude do hospedeiro, quando administrados em
quantidades adequadas (Guidelines..., 2002). Os probidticos comerciais destinados para equinos sdo
preparagdes de bactérias (Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Escherichia, Lactobacillus e
Streptococcus) e/ou leveduras (Aspergillus e Saccharomyces) nao patogénicas (Lewis, 2000), sendo seus
mecanimos de agdo basicamente os mesmos atribuidos a microbiota digestiva enddgena: produgdo de
substincias antagonistas que inibem ou matam patdgenos (Servin, 2004); competicdo com patdgenos por
sitios de adesdo e fontes nutricionais (Servin e Coconnier, 2003); imunomodulagdo do hospedeiro
(Ezendam e van Loveren, 2006); inibi¢do da producdo ou agdo de toxinas bacterianas (Branddo et al.,
1998). Os trés primeiros mecanismos sdo normalmente atribuidos as bactérias produtoras de acido latico,
enquanto os dois ultimos sdo mais especificos de leveduras. Portanto, o potencial probidtico difere entre
espécies e até mesmo para diferentes cepas de uma mesma espécie microbiana, tornando-as incomparaveis
(Isolauri et al., 2004, citados por Saad, 2006; Maia et al., 2001; Weese, 2001; Nicoli et al., 2000, citado por
Martins 2008a).

A concentracdo e viabilidade microbiana em produtos comerciais humanos e
veterinarios vém sendo questionadas, pois para que um microorganismo probidtico possa expressar todos
os beneficios esperados, ele deve chegar vidvel, metabolicamente ativo e em quantidade suficiente no
ecossistema onde se espera que ele deva atuar (Weese, 2001).

Em ecologia microbiana, espera-se que um microorganismo procariota (bactérias)
possa agir no ecossistema onde ele habita somente quando presente em concentragdo igual ou superior 10’
ufc de células viaveis/g do conteudo. No caso de leveduras (células eucariotas), essa concentracao pode ser
de 10 a 100 vezes inferior, devido seu tamanho maior quando comparado com células procaridticas. A
concentracdo de células viaveis do probidtico deve ser, portanto, ajustada na preparagio inicial, levando-se
em conta a capacidade de sobrevida do microorganismo sem se multiplicar no sistema digestério do
hospedeiro ¢ o efeito de diluigdo intestinal, para que possa atingir a concentragdo minima funcional (10° a
10° ufc/g). Além do niimero adequado de células viaveis no produto original e da capacidade de sobreviver
no trato gastrointestinal, uma prepara¢do probidtica deve apresentar um tempo longo de sobrevida nas
condi¢des de armazenamento até sua utilizagdo. Portanto, é importante que os produtos probidticos
apresentem, quando comercializados, todas as caracteristicas necessarias para sua atuacgdo, tanto para
beneficio do consumidor como para a credibilidade do conceito desse aditivo nutricional (Martins e tal.,
2008a,b; Saad, 2006).

Martins et al. (2008a) avaliaram a concentragdo de células vivas de seis probidticos
liofilizados compostos pela levedura Saccharomyces boulardii comercializados no Brasil, sendo que
apenas trés produtos apresentaram contagens iguais ou superiores ao indicado pelo fabricante (10° ufc/100
mg do produto), os quais se mantiveram estaveis durante seis meses. Ao avaliarem o efeito da temperatura
de estocagem (4° C ou ambiente) sobre a viabilidade de probidtico composto pela levedura S. cerevisiae em
suspensdo aquosa, Martins et al. (2008b) observaram concentracdo viavel quase mil vezes menor que o
esperado (10° ufc/mL), independente da temperatura de armazenamento. Isso refletiu negativamente na
capacidade de reativacdo das células probioticas de S. cerevisiae e resposta imunomoduladora avaliada
através da proliferagao de células de Kiipffer no figado de camundongos isentos de germes associados com
essa levedura.

Maia et al. (2001) avaliaram a produgdo de substancias antagonistas in vitro entre
microorganismos (Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium e S. cerevisiae) presentes em
probidtico para cdes e gatos, e destes contra Sal/monella Typhimurium, e observaram que o L. acidophilus
apresentou acdo antagonista contra o patogeno testado e E. faecium. Ao realizarem testes in vivo com
camundongos isentos de germes, apenas o E. faecium promoveu prote¢ao contra Sa/monella, demonstrando
a importancia da realizacdo de testes cientificos para comprovacdo da eficicia de formulas comerciais
disponiveis.

Tendo em vista que a manutengdo da viabilidade durante estocagem do produto e a
acdo antagonista de microorganismos probidticos contra patdégenos sdo pré-requisitos importantes para
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obtencdo de resultados em experimentos produtivos ou clinicos com equinos, objetivou-se avaliar o efeito
do modo de conservagdo (apresentagdo e temperatura de estocagem) sobre a viabilidade de
microorganismos presentes em probidticos comerciais usados na espécie equina; e estudar a producao de
substancias antagonistas in vifro dos microorganismos isolados nesses produtos contra dois agentes
causadores de diarréia em equinos (Salmonella spp. e Escherichia coli).

3.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Ecologia e Fisiologia de
Microorganismos do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG,
durante o periodo de 31 de maio de 2008 a 01 de dezembro de 2009.

Para realizacdo do teste de viabilidade, foram testadas duas formulas probidticas
comerciais disponiveis no Brasil: probidtico 1 — produto composto pela levedura Saccharomyces cerevisiae
cepa Scd7; probidtico 2 — produto composto por bactérias produtoras de acido latico (Lactobacillus
acidophilus, L. plantarum, Enterococcus faecium, Bifidobacterium bifidum) e pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. Foram utilizadas oito amostras do probidtico 1 na apresentagdo em p6 por liofilizagdo e com
dois meses de fabricagdo; duas amostras do probidtico 2 na apresentagcdo em pasta e com dois meses de
fabricag@o; oito amostras do probiotico 2 na apresentagao em po por spray drying e com um més de
fabricacdo. Os probioticos foram adquiridos diretamente com seus fabricantes ou distribuidores, sendo
todas amostras de lotes diferentes. Na tabela 1 estdo apresentados os niveis de garantia descritos nos rotulos
dos produtos probioticos testados.

Tabela 1. Niveis de garantia de duas formulas probidticas comerciais utilizadas em equinos

‘ _ “PROBIOTICO 1” “PROBIOTICO 2~
Microorganismo
apresentacao em po apresentacao em po apresentacdo em pasta
Concentragdo minima (log;, ufc/g)"
Lactobacillus acidophilus - 6,52 7,52
Lactobacillus plantarum - 6,22 7,22
Enterococus faecium - 6,22 7,22
Bifidobacterium bifidum - 6,22 7,52

Total de bactérias produtoras de

4cido latico - 6,99 7,99

Saccharomyces cerevisiae 10 5,52 5,52

'Prazo validade do produto estocado em ambiente seco e ao abrigo do sol e umidade: 12 meses apos fabricago
(probidtico I); 18 meses ap6s fabricagdo (probidtico 2).

Inicialmente os produtos foram identificados, aliquotados e armazenados em duas
diferentes temperaturas: refrigerado em geladeira (4°C) e temperatura ambiental. Segundo Normais...
(1992), as condig¢des climaticas do municipio de Belo Horizonte sdo: 21,1°C (temperatura média anual);
27,1°C (temperatura maxima anual); 16,7°C (temperatura minima anual); 72,2% (umidade relativa do ar); e
1491,3 mm (precipitagdo total anual).

No inicio do experimento e em intervalos de 90 dias, até oito meses (probiotico 2 em
pasta), 12 meses (probiotico 1) e 17 meses (probidtico 2 em pd) apos fabricacdo, aliquotas de cada amostra
dos produtos comerciais foram retiradas e submetidas a dilui¢des decimais em salina tamponada. Aliquotas
das dilui¢des adequadas foram plaqueadas pelo método pour plate em dgar MRS (Difco) acrescido de 100
mg/L de ciclohexamida, para enumeragao bacteriana, e pelo método spread plate em agar Sabouraud
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dextrose (Acumedia) acrescido de 100 mg/L de cloranfenicol, para enumeragdo das leveduras. Apds 48
horas de incubagdo aerdbica (Sabouraud) e anaerdbica (MRS) a 37°C, as col6nias foram contadas e o
resultado expresso em logaritmo de unidades formadoras de colonias por grama (logy ufc/g), sendo as
repeti¢des realizadas em duplicata. Nao foi possivel a contagem diferencial das espécies bacterianas
presente no probidtico 2 durante o teste de viabilidade, tendo em vista a grande semelhanga das colonias
apos plaqueamento das amostras em meio MRS.

A fim de verificar possiveis atividades inibitdrias entre as cepas de bactérias produtoras
de 4cido latico e da levedura probidtica estudada contra microorganismos causadores de diarréia em
equinos, foi realizado o método de difusdo em dupla camada para produgdo de substancias inibitorias
difusiveis, adaptado de Nardi et al., (1999) e Silva et al. (2001).

Os microorganismos utilizados como amostras produtoras de substincias antagonistas
foram as mesmas cepas probidticas presentes nas férmulas comerciais usadas no teste de viabilidade, sendo
que as espécies presentes no probiotico 2 foram isoladas pelo fabricante e encaminhadas na forma
liofilizada para utilizagdo no presente experimento. A levedura S. cerevisiae cepa Sc47 do probiético 1 foi
isolada a partir de amostras do produto comercial, por meio de aliquotas das coldnias cultivadas em agar
Sabouraud, as quais foram transferidas para crescimento em caldo YPG e depois transferidas para tubo tipo
eppendorf com 50 pL de glicerol esterilizado e congeladas a — 20°C, para posterior utilizagdo nos testes de
antagonismo in vitro.

Como espécies reveladoras da produgao de substancias inibitorias difusiveis, foram
utilizadas duas cepas isoladas de equinos com quadros de diarréia'® (Salmonella enterica subsp. enterica
ser. Saintpaul e E. coli) e duas cepas de referéncia (S. Typhimurium ATCC 14028 e E. coli ATCC 4238). A
caracterizagdo antigénica somatica e flagelar do sorovar da Salmonella isolada de equinos foi realizada por
meio da técnica de soro-aglutinagéo rapida, em lamina, com antissoros poli ¢ monovalentes, no Laboratdrio
de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ). A identifica¢do do sorovar especifico
seguiu o esquema de Kauffmann-White, de acordo com os critérios de Popoft (2001). O sorovar
identificado concordou com Hofer et al. (2000), os quais verificaram presenga de Salmonella ser. Saintpaul
em amostras de carne de equideos abatidos no nordeste brasileiro. Os autores caracterizaram 98 sorovares,
predominantemente classificados na subspécie I (ser. Anatum, ser. Carrau, ser. Saintpaul, ser. Agona e ser.
Typhimurium), provavelmente observadas devido o contato das carcacas com excretas dos animais
abatidos.

A ativagdo das bactérias produtoras para o teste de antagonismo in vitro foi feito em
caldo MRS, a 37°C, durante 48 horas em cdmara anaerdbica (Forma Scientific, Marietta, EUA), contendo
uma atmosfera de 85% N,, 10%H, e 5%CO,. Apo6s ativagao, as culturas bacterianas foram cultivadas em
caldo MRS, a 37°C, durante 24-48 horas em condi¢des anaerdbicas. Em seguida, uma microgota de 5 pL
da cultura de cada bactéria produtora de acido latico crescida em caldo MRS por 24 horas, a 37°C, em
anaerobiose, foi colocada no centro da placa contendo agar MRS (“spot™).

Apds incubagdo, a 37°C, por 48 horas em anaerobiose, as placas foram colocadas em
posigdo invertida, sendo colocado 1,0 mL de cloroférmio em cada tampa. Apos 30 minutos, as placas
foram abertas para evaporacao do cloroférmio residual € uma sobrecamada de 3,5 mL de 4gar BHI semi-
sélido (0,75% de agar), inoculado com 10’ ufc da cepa reveladora foi colocada sobre o dgar. Apds
incubagdo, a 37°C, por 24-48 horas em aerobiose, foi efetuada a leitura dos possiveis halos de inibi¢do ao
redor do “spot”. O critério de avaliagdo dos resultados foi a presenga ou auséncia do halo de inibigao,
independentemente do seu tamanho. As repeticdes foram realizadas em triplicata e o didmetro dos halos
medido com paquimetro digital (Digimatic Calipar, Mitutoyo, Japao).

O teste de antagonismo in vitro utilizando as duas cepas de S. cerevisiae foi realizado
da mesma forma descrita anteriormente, diferenciando apenas pela utilizagdo de caldo YPG (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%) para cultivo e ativacdo das coldnias de leveduras, e agar Sabouraud,
em condi¢des de aerobiose a 37°C, para crescimento e producdo das possiveis substincias antagonistas
difusiveis no meio de cultura.

" IPEVE - Instituto de Pesquisas Veterinarias Especializadas Ltda (Belo Horizonte — MG).
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Os resultados dos testes de viabilidade do probidtico 1 (pd) e probidtico 2 (pasta ou pd)
foram analisados por meio de estatistica descritiva quantitativa (médiatdesvio padréo) e usados para
calculos de regressao. Os resultados do teste de antagonismo in vitro foram estudados por meio de
estatistica descritiva qualitativa (producdo positiva = presenga de halo de qualquer didmetro; produgao
negativa = auséncia de halo de inibi¢do de crescimento).

3.3 Resultados e Discussiao

3.3.1. Teste de viabilidade

Na figura 1 estd representada a concentragdo de células vivas (logj ufc/g produto) da
levedura S. cerevisiae cepa Sc47 presente no probidtico 1 estocado em diferentes temperaturas, durante o
prazo de validade estipulado pelo fabricante. Segundo o rétulo do produto, a levedura deveria apresentar
concentracdo minima de 10 log;y ufc/g, concordando com os valores encontrados no produto aos dois
meses apds fabricacdo. No entanto, a concentragdo de leveduras vivas reduziu um logaritmo decimal de
ufc/g do produto aos seis meses apds fabricagdo, tanto nas amostras estocadas em geladeira (9,84+0,07
log;o ufc/g) ou em temperatura ambiente (9,40+0,15 log; ufc/g), permanecendo nessa ordem de grandeza
até os 12 meses de fabricacdo (término da validade).

10,0 A P===x Nivel de garantia

Concentragdo de células vivas
(logio ufc/g)
~
k=

2 6 9 12

Meses ap0s fabricacao
— —— — Geladeira (valores observados) —0— Ambiente (valores observados)

Figura 1. Concentragdo de leveduras vivas (S. cerevisiae Sc47) presentes no probiotico 1 estocado em duas diferentes
temperaturas

O resultado de viabilidade da levedura S. cerevisiae Sc47 presente no probiotico 1, em relagdo ao tempo (meses apos
fabricagdo), ndo se ajustou significativamente a nenhum dos modelos matematicos pré definidos na regressao.

Os resultados demonstraram que independente da temperatura de estocagem do
probiotico 1, houve uma discreta redugdo na contagem de células vivas da levedura, mas ndo superior a
10% do valor garantido pelo fabricante. Era esperado que a estocagem na geladeira (4° C), em associagdo
ao fato do produto ser liofilizado, retardasse a queda da viabilidade da levedura, porém isso ndo foi
observado. Como Martins et al. (2008b) observaram concentra¢do viavel quase mil vezes menor que o
esperado (10° ufc/mL) de probidtico composto pela levedura S. cerevisize em suspensio aquosa,
independente da temperatura de estocagem (4° C ou ambiente), provavelmente a liofilizagdo ¢ uma forma
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de conservagdo suficiente para manutengdo da viabilidade de leveduras, dispensando a necessidade de
resfriamento. Segundo informagdes do fabricante, além do processo de liofilizacdo realizado na
apresentagdo em po do probiotico 1, o produto recebeu uma camada de leveduras mortas para protecao das
células vivas (processo denominado como “esferas”), visando potencializar a manutengdo do
microorganismo vivo até sua ingestao pelo animal.

Na figura 2 estdo representadas a viabilidade das bactérias produtoras de acido latico
presentes no probiotico 2 (apresentagdo em pasta ou po), armazenadas em duas diferentes temperaturas de
estocagem. Na apresentacdo em pasta, a concentragdo de bactérias produtoras de acidos laticas do
probiotico 2 ficou abaixo do valor minimo esperado durante todo periodo avaliado (7,99 log ufc/g do
produto), mantendo-se em niveis estiveis quando armazenado a 4°C (na ordem de 6,0 log;, ufc/g) e
reduzindo progressivamente nas amostras armazenadas em temperatura ambiente. Os resultados de
viabilidade das bactérias produtoras de acido latico presente no probiotico 2 em pasta estocado em
temperatura ambiente, em relacdo ao tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de
regressdo (figura 2a): Y = 6,4573 - 0,431418 X; onde Y = concentracdo de bactérias vivas no produto (log;o
ufc/g) e X = meses apbs fabricagio do probidtico 2 em pasta; R 59,03%. A concentragio de bactérias
vivas no probiotico 2 em pasta armazenado em temperatura ambiente, segundo a equacdo de regressao,
reduziu numa taxa de -0,43 log;o ufc/g para cada meses apds fabricacdo do produto. A avaliagdo da
viabilidade no probidtico 2 em pasta foi interrompido com oito meses ap6s fabricagdo, tendo em vista que
nesse periodo ja foram observadas concentragdes muito abaixo do garantido pelo fabricante e recomendado
pela literatura para obtengdo de beneficios probioticos (10° a 107 ufc/g — Vanbelle et al., 1990).

No probidtico 2 em po, as concentragdes de bactérias produtoras de acido latico vivas
observadas foram semelhantes ao garantido pelo fabricante (6,99 log ufc/g do produto) e permaneceram
estaveis a 4° C durante 17 meses apods fabricagdo. No entanto, quando o mesmo produto foi armazenado em
temperatura ambiente, as concentragcdes de células vivas também decresceram progressivamente. Os
valores observados de viabilidade das bactérias produtoras de acido latico presentes no probictico 2 em pd
estocado em temperatura ambiente, em relacdo ao tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte
modelo de regressdo (figura 2b): Y = 7,35215 - 0,297237 X; onde Y = concentragdo de bactérias vivas no
produto (log10 ufc/g) e X = meses apos fabricagdo do probidtico 2 em po; R* 98,61%. A concentragdo de
bactérias vivas no probidtico 2 em pd armazenado em temperatura ambiente, segundo a equacgdo de
regressdo, reduziu numa taxa de -0,30 log;o ufc/g para cada meses apds fabricagdo do produto. Esses
resultados demonstraram que a secagem por spray drying associado ao resfriamento ¢ o método de
conservacao mais recomendado para que as bactérias produtoras de acido latico presentes no probiotico 2
possam ser mantidas na forma viavel durante estocagem para posterior administragdo em equinos.

Na figura 3 estd representada a viabilidade da levedura S. cerevisiae armazenada em
duas diferentes temperaturas de estocagem do probiotico 2 (pasta ou pd). O produto em pasta, quando
estocado em geladeira apresentou concentragdes vivas de S. cerevisiae dentro do esperado (5,52 log ufc/g),
mas houve uma queda progressiva na contagem de células vivas da levedura no mesmo produto estocado
em temperatura ambiente. Os resultados de viabilidade das leveduras presente no probidtico 2 em pasta
estocado em temperatura ambiente, em relacdo ao tempo, se ajustaram significativamente ao seguinte
modelo de regressdo (figura 3a): Y = 7,11042 - 0,539188 X; onde Y = concentragdo de leveduras vivas no
produto (logl0 ufc/g) e X = meses apos fabricagdo do probidtico 2 em pasta; R* 81,35%. A concentragdo
de leveduras vivas no probiotico 2 em pasta armazenado em temperatura ambiente, segundo a equacdo de
regressdo, reduziu numa taxa de -0,54 logo ufc/g para cada meses apos fabricagdo do produto.

O probidtico 2 em pd armazenado em geladeira também apresentou concentragdes
viaveis de S. cerevisiae dentro do esperado durante todo periodo estudado, mas quando armazenado em
temperutura ambiente ficou abaixo do nivel de garantia do fabricante a partir dos sete meses apds
fabricag@o. Os resultados de viabilidade da levedura presente no probidtico 2 em pd, em relagdo ao tempo,
se ajustaram significativamente ao seguinte modelo de regressao (figura 3b): Y = 5,64654 + (0,078585 X) -
(0,0133184 X%); onde Y = concentragio de leveduras vivas no produto (logl0 ufc/g) e X = meses apos
fabricagdo do probidtico 2 em po; R* = 89,62%. A maior concentragio de S. cerevisiae na forma viavel
presente no probiotico 2 em pd armazenado em temperatura ambiente, segundo a equacao de regressdo, foi
de 5,76 log;, ufc/g aos 3 meses apds fabricagdo do produto.

Como os métodos de mais eficientes para conservagdo de microorganismos sio
desidratacdo, por liofilizagdo ou secagem por spray drying, e resfriamento, provavelmente a maior
atividade de agua na apresentacdo na pasta, mantendo alta a taxa metabdlica microbiana, e oscilagdes nas
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condi¢bes ambientais, sofridas pelos produtos estocados em temperatura ambiente, ocasionaram na morte
mais rapida das bactérias produtoras de acido latico e da levedura S. cerevisiae no probiodtico 2, o que
justificaria as diferencas nas contagens de células vivas entre as duas apresentagcdes do mesmo produto, que
era composto pelas mesmas cepas de bactérias e levedura.

A manutengdo da viabilidade dos probidticos ¢ muito importante, pois a agdo
antagonista contra patdgenos, através da exclusdo competitiva por sitios de fixacdo, nutrientes e/ou
producdo de substancias antimicrobianas, depende do cumprimento desse pré-requisito do aditivo.



69

Fig.2a - pasta

9,0 -
§ 8,0 - Nivelt(?e
= antia
> 7,0 | g
2]
=
=5~ 4
gz
3 L‘E; 5,0 4
o S
5 E‘J 4,0 -
s =
= 3,0 4
(o]
=
o 2,0 4
O
1,0
0,0
2 3 4 5 6 7 8
Meses ap0s fabricagao
— —— — Geladeira (valores observados) o Ambiente (valores observados) ——— Ambiente (valores estimados)
Fig.2b - po
9,0 -
8,0 4
—— Nivel de
____________ - —— -
7,0 4 & . 4 * T LT * garantia
>
22}
i; = 5,0 4
88
B 401
8 =
g 2 3,04
8
2 2,0 4
S
&)
1,0
0,0
1 2 5 7 10 13 17
Meses apos fabricagdo
— —— — Geladeira (valores observados) O  Ambiente (valores observados) Ambiente (valores estimados)

Figura 2. Viabilidade de bactérias produtoras de acido latico (Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, Enterococcus
faecium, Bifidobacterium bifidum) presentes no probidtico 2 em pasta (2a) e em pd (2b), armazenado em duas
diferentes temperaturas

Os resultados de viabilidade das bactérias produtoras de acido latico presente no probiotico 2 (pasta ou po)
armazenado em geladeira, em relagdo ao tempo (meses apds fabrica¢do), ndo se ajustaram significativamente a
nenhum dos modelos matematicos pré definidos na regressao.

Os modelos previstos para concentragao de bactérias produtoras de acido latico vivas presente no probidtico 2 (pasta
ou po6) armazenado em temperatura ambiente foram calculados pelas seguintes formulas:

Apresentacdo em pasta: Y = 6,4573 - 0,431418 X; onde Y = concentracdo de bactérias vivas no produto (logl0 ufc/g)
e X = meses apos fabricacdo do probiético 2 em pasta; R* 59,03%.

Apresentacdo em po: Y = 7,35215 - 0,297237 X; onde Y = concentrag@o de bactérias vivas no produto (logl0 ufc/g) e
X = meses ap06s fabricagdo do probiotico 2 em po; R’ 98,61%.
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Figura 3. Viabilidade da levedura S. cerevisiae presente no probidtico 2 em pasta (3a) e em po6 (3b), armazenado em
duas diferentes temperaturas

Os resultados de viabilidade de S. cerevisiae presente no probidtico 2 (pasta ou po) armazenado em geladeira, em
relagdo ao tempo (meses ap0s fabricagdo), ndo se ajustaram significativamente a nenhum dos modelos mateméticos
pré definidos na regressao.

Os modelos previstos para concentracdo de leveduras vivas presente no probidtico2 (pasta ou p6) armazenado em
temperatura ambiente foram calculados pelas seguintes formulas:

Apresentagdo em pasta: Y = 7,11042 - 0,539188 X; onde Y = concentracdo de leveduras vivas no produto (logl0
ufc/g) e X = meses apos fabricagdo do probidtico 2 em pasta; R” 81,35%.

Apresentagdo em pd: Y = 5,64654 + 0,078585 X - 0,0133184 X% onde Y = concentragdo de leveduras vivas no
produto (log10 ufc/g) e X = meses apos fabricagdo do probidtico 2 em po; R 89,62%.
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3.3.2. Teste de antagonismo in vitro

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados do teste de antagonismo in vitro dos
microorganismos presentes no probiotico 1 e probidtico 2, contra Salmonella ssp. ¢ E. coli. Como nao
houve uma padronizacdo do didmetro e quantidade de meio de cultura distribuido nas placas utilizadas
neste experimento, a interpretacdo dos dados consistiu na observagdo da presenca ou auséncia de halo de
inibicdo, independentemente de seu tamanho. Com exce¢do das duas cepas de S. cerevisiae, todas as
bactérias produtoras de acido latico testadas produziram substincias antagonistas contra Salmonella ¢ E.
coli, em condicdes in vitro.

Tabela 2. Presenca de halo de inibicdo de crescimento de patdgenos por microorganismos isolados de probidticos
comerciais

S. enterica subsp. enterica Escherichia coli

Microorganismo probidtico ser. Typhimurium ser. Saintpaul
ATCC 14028 (isolado equino)

Presenca de halo de inibicdo de crescimento
(tamanho em mm)

+ + + +
(43,86 £ 3,12) (39,60 +3,61) (38,094 1,82) (33,93 +5,76)

ATCC 4238 Isolado equino

L. acidophilus

+ + + +

L. plantarum (54,39 + 0,33) (51,41 £2,08) (47,66 £0,55) (42,86 + 1,43)

. + + + +
E. faecium (29,22 + 6,37) (27,65+7,32)  (32,88+021) (25,78 + 1,86)
B. bifidum * * * ¥

(49,81 + 4,49) (52,02+£347)  (47,07+0,79) (44,49 +1,32)

S. cerevisiae - - - -

S. cerevisiae Sc47 - - - -

Legenda: presenca de halo de inibi¢do de qualquer diametro (+); auséncia de halo de inibigdo de crescimento (-).

Existem varios mecanismos para justificar a agdo protetora dos probidticos contra
patogenos: resisténcia a colonizagdo, por meio da competicao por sitios de adesdo e/ou nutrientes; agdo
imunomoduladora no hospedeiro; producdo de substincias antimicrobianas; e inibi¢do da agdo de toxinas
bacterianas (Ezendam e van Loveren, 2006; Brandao et al., 2005; Servin, 2004; Servin e Coconnier, 2003).
Como a producdo de substancias antimicrobianas ndo ¢ um mecanismo antagonista comum nas leveduras, a
auséncia de halos de inibi¢do no teste in vitro ndo ¢ suficiente para concluir sobre o potencial antagonista
das duas cepas S. cerevisiae contra os patdogenos testados. Pérez-Sotelo et al. (2005) explicaram que varias
cepas de bactérias potencialmente patogénicas se aderem na parede celular da S. cerevisiae, sendo um
importante mecanismo para prote¢ao contra infecgdes em animais suplementados com essa levedura. Esses
autores avaliaram a capacidade de adesdo de 45 isolados de Salmonella enterica subsp. enterica (sorovares
Typhimurium, Choleraesuis, Anatum, Bredeney, Agona, Reading, Monofasica, London e Enteritidis) na
parede celular da levedura S. cerevisiae cepa Sc47 e observaram que 57,7% (26/45) dos isolados e 66,6%
(6/9) dos serovares de Salmonella aderiram-se na levedura. A afinidade por cepas de Salmonella que
expressam fimbrias tipo 1 ocorre através dos mananoligossacarideos (MOS) presentes na parede celular.
Outro mecanismo de protecdo promovido por leveduras probidticas ¢ a imunomodulagdo, onde as
betaglucanas presentes na parede celular estimulam aumento de tecido linféide (placas de Peyer) e
respostas do sistema imune, como producdo de imunoglobulinas A e células de Kiipffer (Martins et al.,
2007; Nordmo, 2009).
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3.4 Conclusoes

Nas condi¢des em que este experimento foi realizado, tendo em vista os resultados
obtidos, pode-se concluir que:

A apresentagdo em po, por liofilizagdo ou secagem por spray drying, sem (probidtico
1) ou com (probidtico 2) estocagem em temperatura de resfriamento (4°C), é o modo de conserva¢do mais
adequado para manutengdo da viabilidade de microorganismos presentes nos probioticos testados durante o
prazo de validade informado pelos fabricantes.

Especificamente para o probidtico 2 na apresentacdo em pasta, sugere-se a redugdo do
seu prazo de validade e recomendacdo de armazenamento em temperatura de refrigeracdo, visando a
garantia da ingestdo de células vivas no momento da administragdo para equinos.

As bactérias produtoras de acido latico (Lactobacillus acidophilus, L. plantarum,
Enterococcus faecium, Bifidobacterium bifidum) produzem substincias antimicrobianas que inibem o
crescimento de patdgenos causadores de diarréias em equinos (E. coli e Salmonella ser. Saintpaul), sendo
necessarios estudos in vivo para melhor avaliagdo destas, juntamente com a levedura S. cerevisiae, para
futura aplicagdo na espécie equina.
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CAPITULO 4

ESTABILIDADE ENZIMATICA IN VITRO DE UMA FITASE EXOGENA USADA NA DIETA DE
EQUINOS

Resumo: Objetivou-se estudar a estabilidade enzimatica de fitase exdgena comercial em diferentes faixas
de pH (2,3; 2,6; 2,9; 4,0; 5,0; 6,0 ¢ 7,0) e em condicdes in vitro de digestdo estomacal (péptica) e pré-cecal
(péptica e pancredtica) equina. No ensaio para avaliacao dos efeitos do pH, a dose testada da enzima foi de
500 FTU e nos demais ensaios foram testadas trés diferentes dosagens (0, 500 e 1250 FTU). A digestdo
péptica foi realizada em trés faixas de pH (2,3; 2,6 e 2,9), seguida pela digestdo pancreatica em quatro
tempos (1, 2, 3 ou 4 horas). A atividade enzimatica foi avaliada indiretamente através da quantidade de
fosforo fitico liberado, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05) e equacdes de regressao.
A atividade catalitica da fitase foi observada nas diferentes faixas de pH testadas, sendo maior (P<0,05) a
liberagdo de P em pH 2,3 quando comparada com pH neutro. Na digestdo péptica, houve maior liberagido
de P nos tratamentos com inclusdo da fitase, sendo maior a concentracdo de P com o aumento da dose da
enzima (P<0,05). A enzima também nao foi inativada na digestio pré-cecal e teve sua atividade aumentada
quando o tempo de retencdo foi acima de duas horas. A fitase exdgena estudada manteve sua atividade
enzimatica em condicdes in vitro de oscilacdo de pH e ataque de enzimas presentes no estdmago e intestino
delgado equino.

Palavras-chave: aditivo, acido fitico, fésforo, pH, pepsina, pancreatina

Abstract: The objective was to study the enzymatic stability of an commercial exogenous phytase on
different pH ranges (2.3, 2.6, 2.9, 4.0, 5.0, 6.0 and 7.0) and on simulated in vitro conditions of stomach
(peptic) and pre-cecal (peptic and pancreatic) equine digestion. In the trial to assess the effects of pH, was
used the dosage of 500 FTU of enzyme and in the other trials were used three different dosages (0, 500 and
1250 FTU). The peptic digestion was performed in three pH ranges (2.3, 2.6 and 2.9), followed by
pancreatic digestion in four times (1, 2, 3 or 4 hours). The enzyme activity was assessed indirectly through
the amount of fitic phosphorus released, and results were compared using Tukey test (P<0.05) and
regression equations. The catalytic activity of phytase was observed throughout different pH ranges, with
the highest (P<0.05) P release at pH 2.3 when compared with neutral pH. In peptic digestion, there were
greater release of P in all pH ranges tested in treatments with addition of phytase, having a higher P
concentration with the increase of enzyme dosages (P<0.05). The enzyme was not inactivated in the pre-
cecal digestion and had its activity increased when the retetion time was above two hours. The commercial
exogenous phytase retained the enzymatic activity on in vitro conditions of pH variation and the attack of
enzymes present in the stomach and small intestine of horses.

Keywords: additive, pancreatin, pepsin, pH, phosphorus, phytic acid
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4.1 Introducao

A utilizagdo da fitase exogena (hexaquifosfato mio-inositol (1,2,3,4,5,6)
fosfohidrolase) como aditivo na dieta de monogastricos ¢ uma estratégia nutricional para redugdo dos
efeitos antinutricionais do acido fitico sobre a absor¢@o dos minerais quelatos nessa molécula (P, Ca, Fe, K,
Mg, Mn e Zn).

Segundo Frontela et al. (2008), as fitases microbianas sdo produzidas por espécies de
fungos (Aspergillus), leveduras (Saccharomyces e Peniophora) e algumas bactérias (Bacillus, Enterobacter
e Pseudomonas), sendo classificadas como enzimas acidas do tipo 3-fitase (E.C. 3.1.3.8), ou seja, possuem
atividade 6tima em pH acido e iniciam a hidrélise da molécula de acido fitico no grupo fosfato da posigdo 3
da molécula. Elas possuem maior estabilidade fisico-quimica quando comparadas com as fitases vegetais,
tornando-as de melhor potencial tecnologico para industria alimenticia. Sua atividade enzimatica ¢ expressa
em unidades de atividade de fitase (FTU), sendo definida como a quantidade de fitase que libera 1
micromol (umol) de fosfato inorganico por minuto de uma solugdo de 0,0051 mol por litro de fitato de
sodio em pH de 5.5 e temperatura de 37°C (Phytase...,2005).

Poucos experimentos testaram a aplicagdo in vivo de fitase exdgena na espécie equina
(Dunnett et al., 2009; Moura et al., 2009, 2010; Hainzea et al., 2004; Van Doorn et. al., 2004; Patterson et
al., 2002; Morris-Stoker et al., 2001, citado por Patterson et al., 2002), com resultados insuficientes para
recomendagdo pratica desse aditivo. As hipdteses levantadas na literatura para auséncia de melhorias no
aproveitamento de P e, consequentemente, no desempenho de equinos foram: desnatura¢do da enzima no
sistema digestorio equino; utilizagdo de dosagens insuficientes; grande quantidade de Ca e/ou P de origem
inorganica nas dietas fornecidas para equinos, com relagdo Ca:P variando de 1:1 a 6:1; ou interagdo da
enzima com diferentes dietas usadas para equinos.

Diante das vantagens nutricionais esperadas com a suplementagdo de fitase exdgena na
dieta de monogastricos, sdo necessarios estudos que auxiliem na compreensao dos fatores que afetam na
obtencdo destes beneficios também na espécie equina. Nesse experimento objetivou-se avaliar a
estabilidade enzimatica de uma fitase exdgena de origem microbiana usada na dieta de equinos, por meio
de ensaios para avaliacdo dos efeitos de pH e da presenca de enzimas endogenas presentes no sistema
digestorio equino.

4.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutrigdo Animal do Departamento de
Zootecnia da Escola de Veterinaria da UFMG, sendo dividido em trés ensaios: 1. teste de estabilidade da
fitase sob varia¢do do pH; II. teste de estabilidade da fitase em condi¢des in vitro de digestdo estomacal
(péptica); III. teste de estabilidade da fitase em condigdes in vitro de digestdo pré-cecal (péptica e
pancreatica).

Em todos os ensaios foi utilizada uma fitase exdgena (mio-inositol-hexafosfatase [3-
fosfohidrolase) produzida comercialmente'® através de fermentagio com fungos Aspergillus niger e fitato
de s6dio'” como substrato enzimatico. A atividade enzimatica da fitase foi determinada indiretamente por
meio da porcentagem de P fitico liberado e quantificado por meio de colorimetria a 750 nm (Cunniff,
1995).

No ensaio | foi testada a agdo da fitase exdgena nos seguintes valores de pH: 2,3; 2,6;
2,9; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0; adaptado de Simons e Versteegh (1990) e Liu et al. (1997). Segundo Kern et al.
(1974), o pH da regido fundica e pilérica do estdmago, e do ileo de equinos alimentos com volumosos ¢:

"Minimo por g: 5000 FTU.
' Sal de hidrato de 4cido fitico sodico de arroz (P 8810) — Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA.
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5,4; 2,6 e 7,4, respectivamente. Brandi e Furtado (2009) afirmaram que o pH na regido média do estdbmago
varia entre 5 e 6, enquanto na regido pilorica pode atingir 2,6 em dietas exclusivas de volumosos.

Foram pesados 0,1 g (500 FTU) de fitase e diluidos em tubos de ensaio contendo 0,01
g de fitato de sddio e 2 mL da solug@o do pH de cada um dos valores pré-determinados. Os sete valores de
pH estudados foram obtidos por tentativa e erro, com a adicdo de HCI e/ou NaOH. Foram feitas cinco
repeti¢des por pH. Em seguida, os tubos foram levados para incubagio em aparelho shaking'® (130 rpm) a
38°C, por uma hora, e analisados quanto a concentracdo de P liberado no sobrenadante. O delineamento
estatistico foi inteiramente ao acaso, sendo as médias das concentragdes de P comparadas pelo teste Tukey
(P<0,05) e usadas para analise de regressao.

A estabilidade enzimatica da fitase nos ensaios II e III foi testada sob condigdes in vitro
da digestdo equina estomacal (péptica) e pré-cecal (péptica e pancredtica), respectivamente, adaptado de
Liu et al. (1997) e Abdouli e Ben Attia (2007).

No ensaio II foi realizada a digestdo péptica em trés valores de pH (2,3; 2,6; 2,9),
simulando o pH fisiologico do estdmago do equino. Foram utilizados tubos de ensaio contendo 5 mL de
solugdo com 3000 unidades de pepsina'® (6% p./v.), 2 ml de HCI 0,2 N, 0,01 g de fitato de so6dio sem ou
com adigao de 0,1 g (500 FTU) ou 0,25 g (1250 FTU) de fitase. A concentragdo de pepsina utilizada foi
definida de acordo com Furuya et al. (1979), os quais afirmaram que a digestibilidade da proteina in vitro
em suinos foi similar com concentragdes de pepsina variando de 2.000 a 40.000 unidades por grama da
dieta. As amostras foram homogeneizadas em agitador™ e incubadas ao aparelho shaking® (130 rpm) a 38
°C, por 30 minutos. O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 3 x 3 (trés
valores de pH e trés concentra¢des de fitase), com cinco repeti¢des por faixa de pH testada, totalizando 45
observacgoes.

Ao final da digestdo péptica do ensaio II, foi realizada a digestdo pré-cecal (péptica
seguida pela pancreatica). Nessa etapa, foi adicionado ao material digerido 0,65 ml de NaHCO; 1 M, para
ajuste do pH para 7,0, e 3,7 mg de pancreatina'~/ mL (2,4mg de pancreatina / 0,01g de fitato de sédio). O
residuo da digestdo pancredtica foi transferido para erlermeyer de 100 mL contendo 0,05 M de tampao
succinato (pH 6.0) e NaCl 0,1 M, sendo em seguida levado para aparelho shaking® (130 rpm) a 38°C, por 1,
2, 3 ou 4 horas. A quantidade de P liberado foi determinada através de colorimetria (750nm) (Cunniff,
1995).

Os tempos de digestdo pancreatica foram estipulados de acordo com Wolter (1975), o
qual afirmou que o tempo médio de retencdo da digesta no intestino delgado equino é de duas a trés horas.
Segundo Brandi e Furtado (2009), o tempo médio de esvaziamento do intestino delgado ¢ de 1,5 a 2 horas,
para alimentos sélidos, enquanto para liquidos o tempo pode variar de 45 minutos a 1 hora.

O delineamento utilizado no ensaio II foi inteiramente ao acaso, em arranjo de parcelas
subdivididas, sendo a parcela composta por uma combinagdo fatorial 3 x 3 (trés valores de pH e trés
concentracdes da fitase), e as subparcelas os quatro tempos de digestdo pancreatica. Foram feitas cinco
repetigdes por tempo, totalizando 180 observacgdes. As variancias foram analisadas e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).

' Controlled epvironment incubator shaker (New Brunswick Scientific).
" VETEC QUIMICA FINA LTDA.
* Mixer Thermoline Corporation, modelo nimero M-16715.
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4.3 Resultados e Discussao

Na tabela 1 e figura 1 estdo apresentadas os percentuais de liberagao de P fitico sob
acdo da enzima fitase em diferentes faixas de pH (2,3 a 7,0). Foi observada atividade catalitica em todo
intervalo de pH avaliado, sendo a liberagdo de P maior em pH 2,3 (P<0,05) quando comparada com pH
neutro. Esse resultado era esperado, pois as fitases microbianas sendo classificadas como enzimas acidas do
tipo 3-fitase (E.C. 3.1.3.8) (Bohn et al., 2008; Frontela et al., 2008), ou seja, possuem atividade enzimatica
otima em pH acido.

Tabela 1. Efeito do pH sobre a atividade enzimatica de fitase exdgena comercial

pH % Foésforo fitico liberado
2,3 1,70*
2,6 1,558
2,9 1,548
4,0 1,462
5,0 1,538
6,0 1,602
7,0 1,408

CV=_8,16 %.
Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

1,80 -
1,70 -
1,60 -
1,50 -

1,40

% Liberacao de P

1,30 ~

1,20 T T T T T
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0

pH da solucio

Figura 1. Percentual de fosforo fitico liberado sob ag@o da enzima fitase em diferentes faixas de pH
O modelo previsto foi calculado pela formula: Y = 4,10 - 1,84 X + 0,41 X - 0,029 X3; onde Y = % de liberacdo de
fosforo e X = pH da solug@o. R?*=0,96. DMS= 0,2682.

Os resultados encontrados concordaram com Simons e Versteegh. (1990), os quais
avaliaram a atividade in vitro da fitase na faixa de pH entre 1,0 e 7,0. Estes autores observaram que essa
enzima foi ativa em uma ampla faixa de pH e que permaneceu estavel no estdmago dos animais com pH
entre 2,0 e 5,0, sendo os valores 6timos de pH para atividade da enzima de 2,5 ¢ 5,5.

Segundo Valente et al. (2000), os aditivos enzimdticos podem sofrer desnaturacao
durante o processo de digestdo, pois estdo sujeitas as variagdes de pH e agdo das enzimas endogenas
secretadas no sistema digestorio do animal. Na tabela 2 estdo apresentadas as quantidades de P fitico
liberado em solugdo péptica (digestdo péptica), sob efeito de diferentes concentragdes de fitase exodgena e
nos trés valores de pH testados. Na auséncia da fitase observou-se liberagdo de P, podendo esse resultado
ser explicado pela presenga de P nos reagentes utilizados ou solubilizagdo de minerais em pH acido. A
variagdo de pH testada ndo afetou a atividade enzimatica da fitase exdgena, sendo maior a liberagdo de P
fitico com o aumento da dosagem da enzima utilizada.
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Tabela 2. Concentrag@o de fosforo (P) fitico liberado em solugdo péptica e sob efeito de diferentes dosagens de fitase
exogena e variagdes de pH

P fitico liberado (%)
Fitase (FTU)
2,3pH 2,6 pH 2,9 pH
0 0,0655Bc¢ 0,0677Bc¢ 0,0994Ac
500 0,2646Ab 0,2817Ab 0,2629Ab
1250 0,4375Aa 0,4175Aa 0,4100Aa

Letras distintas, maiusculas nas linhas e mintisculas na coluna, indicam médias diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

CV =17.23%.

Nao houve intera¢do entre pH, dosagens da fitase exodgena e tempo de digestdo pré-
cecal (péptica e pancreatica) (P>0,05), sendo apresentado na tabela 3 as concentragdes de P fitico liberado
nas tres dosagens da fitase exdgena de acordo com o tempo de digestdo pancreatica (P<0,05). A presenca
das enzimas digestivas (pancreatina e pepsina) nao inativaram a fitase, mantendo o aditivo enzimatico sua
atividade catalitica ao longo do tempo e das doses testadas. Esse resultado concordou com Liu et al. (1997),
os quais verificarem aumento linear da liberagdo de P ao simular in vitro a digestdo de suinos alimentados
com dietas a base de milho e soja na presenca de fitase.

Tabela 3. Concentrag@o de fosforo (P) fitico liberado em diferentes dosagens de fitase exdgena e submetidos a quatro
tempos de digestdo pancreatica

P fitico liberado (%)
Fitase Tempo da digestdo pancreatica (horas)
(FTU) 1 2 3 4
0 0,0258Bb 0,0409Ac 0,0380Ac 0,0388Ab
500 0,0529Ca 0,0613Bb 0,0644Bb 0,0805Aa
1250 0,0573Da 0,0667Ca 0,0735Ba 0,0801Aa
Letras distintas, maiusculas nas linhas e mintsculas na coluna, indicam médias diferentes pelo teste de Tukey
(P<0,05).
CV =19,14%.

Segundo Brandi e Furtado (2009), o tempo médio de esvaziamento do intestino
delgado de equinos é de 1,5 a 2 horas, para alimentos sélidos, de 45 minutos a 1 hora para alimentos
liquidos. No ensaio III (digestdo péptica e pancredtica) observou-se que o aumento do tempo de digestao
pancreatica aumentou progressivamente a liberagdo do P fitico, concordando com Liu et al. (1997) que
também observaram aumento na liberacdo do P, em resposta ao aumento do tempo de digestdo pancreatica
de uma para cinco horas.

Esses resultados in vitro do presente experimento concordam com a hipdtese de
Dunnett et al. (2009), de que o maior fracionamento do concentrado seria uma manejo estratégico para
obten¢do de resultados sobre o aproveitamento de P fitico através da suplementagdo com fitase exogena.
Essses autores observaram aumento na digestibilidade aparente do P em equinos alimentados com
concentrado com uma redugdo de 0,8% de fosfato bicalcico e contendo cerca de 600 FTU/kg concentrado
de fitase exdgena, justificando os resultados obtidos através da reducgdo niveis de Ca:P da dieta e oferecido
da rag¢do concentrada em trés pequenas porgdes diarias, favorecendo a acdo dessa enzima no estdmago
(local onde o pH ¢é mais favoravel para sua acao).
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4.4 Conclusoes

Nas condi¢des em que este experimento foi realizado, tendo em vista os resultados
obtidos, pode-se concluir que:

A fitase exdgena comercial estudada mantém sua atividade enzimatica em condigdes in
vitro de oscilagdo de pH e ataque de enzimas presentes no estdmago e intestino delgado de equinos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A grande disponibilidade de probidticos comerciais no Brasil ndo tem sido
acompanhada por pesquisas que comprovaram cientificamente seus possiveis beneficios esperados, o que
pode trazer confundimentos para os criadores de equinos quando estes buscarem estratégias nutricionais
para melhoria do desempenho zootécnico de potros.

Como o Mangalarga Marchador apresenta acelerado desenvolvimento corporal até os
seis meses de idade, uma outra forma de investigagdo dos possiveis efeitos benéficos dos probidticos em
potros seria seu fornecimento para os animais antes dessa faixa etaria, para melhor avaliagdo de seu
desenvolvimento corporal e 6sseo. Os probidticos auxiliariam na melhoria do aproveitamento da dieta,
havendo possivelmente algum efeito no crescimento dos animais e na manutengdo e/ou prevengdo de
distarbios na microbiota digestiva. Portanto, uma estratégia a ser testada para obtencdo de efeitos dos
aditivos nutricionais testados sobre o desenvolvimento corporal dos potros seria sua inclusdo nas dietas
para éguas lactantes (Glade, 1991a,b) e/ou para potros lactentes dos trés aos seis meses de idade.

A realizacdo dos experimentos 2 e¢ 3 confirmou a importancia e necessidade de
pesquisas sobre pré-requisitos necessarios para utilizacdo de probioticos e fitase exdgena na espécie equina.

Como os probioticos testados nos potros Mangalarga Marchador eram dos mesmos
fabricantes dos produtos avaliados no teste de viabilidade, pode-se verificar que a temperatura e tempo de
estocagem utilizados durante o experimento 1 provavelmente permitiram a manuten¢do de células vivas
nos produtos testados. No entanto, a utilizacdo de probidticos que exigem sua estocagem em temperatura de
refrigeragdo (4° C) pode ser um fator limitante para obtengdo dos beneficios esperados com esse aditivo em
criatorios brasileiros, especialmente quando localizados em regides com condigdes ambientais quentes.

As dietas utilizadas para equinos no Brasil apresentam inclusdo de grandes quantidades
de calcio e fosforo inorganico, com relagdo Ca:P que varia de 2:1 a 3:1, e isso pode ser um fator inibidor
para acdo da fitase exdgena. A interferéncia da microbiota digestiva equina sobre a estabilidade enzimatica
desse aditivo também deveria ser pesquisada, uma vez que a fitase pode ser degradada pelos
microorganimos endogenos. Novas pesquisas in vivo sdo necessarias para confirmar a agdo da fitase
exogena na espécie equina, utilizando-se dietas com redugdo do fosforo inorganico (Dunnett et al., 2009).

A produgdo de substincias antagonistas in vitro pelas bactérias produtoras de acido
latico testadas demonstrou potencial de utilizacdo desses microorganismos na prevengdo de diarréias
causadas por Salmonela spp. e E. coli em equinos, sendo necessarias pesquisas in vivo para estudo de
outros mecanismos relacionados com antagonismo (exclusdo competitiva/efeito barreia e
imunomodulacdo), incluindo a levedura S. cerevisiae. O desenvolvimento de animais gnotobidticos
comegou na virada do século XX, sendo a produgdo de ratos e camundongos isentos de germes (IG)
estabelecida na década de 50. A técnica consiste na obtengdo, manutengao ¢ utilizacdo de modelos animais
dissociados de sua microbiota endogena (ax€nicos) ou associados intencionalmente com alguns poucos
componentes conhecidos da propria microbiota da espécie (mono-, dixénicos, etc) ou de outras espécies
animais (heteroxénicos). O animal IG ¢ uma extrapola¢do do conceito de “cultura pura” tdo utilizado em
microbiologia, permitindo o estudo in vivo das caracteristicas e capacidade dos microorganismos
interagirem com seu hospedeiro. A gnotobiologia permitiria a realizacdo de ensaios para avaliagdo de
diversas combinagdes de microorganismos e contribuiria para selecdo de probidticos mais especificos para
controle de patdgenos em equinos, por utilizar modelo animal mais acessivel e com curto periodo
experimental.
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5. ANEXOS

Tabela 1. Precipitagdes pluviométricas do ano de 2006 na Fazenda Santa Helena, Montes Claros-MG

s Precipitacdo
(mm)
Janeiro 3,0
Fevereiro 237,0
Margo 414,0
Abril 35,5
Maio 0
Junho 0
Julho 0
Agosto 5,0
Setembro 105,0
Outubro 192,0
Novembro 416,0
Dezembro 380,0

Total 1787,5




Tabela 2. Consumo diério de sal mineral dos potros durante o experimento

Més Quantidade (g/dia)
Abril 2006 11,91
Maio 2006 20,34
Junho 2006 45,26
Julho 2006 21,62
Agosto 2006 20,66
Setembro 2006 28,39
Outubro 2006 14,75
Novembro 2006 12,62
Média 21,94

O consumo didrio de sal mineral dos potros (tabela 2) foi quantificado através do seguinte célculo:

N° animais

a) Consumo sal (g/dia) = ’/PSall — PSal2 1

TN dias

Onde: PSall = peso do sal oferecido (g); PSal2 = peso das sobras de sal oferecido (g).



Tabela 3. Ganho médio diario de peso vivo dos animais utilizados no experimento (em kg/dia)

Dias ap6s desmame”

Ganho total

D] 30 60 90 120 150 180 no perfodo
Controle 0,73 £0,15 0,69+0,13 0,34+0,10 0,40+0,22 0,47+0,12 0,52 £0,30 97,25
Leveduras 0,70 £ 0,05 0,80+ 0,29 0,48 +£0,16 0,32+0,15 0,45+0,23 0,47+0,13 97,50
Bactérias e leveduras 0,62 +0,32 0,79 £0,24 0,46 £0,15 0,38 +0,09 0,42 +0,10 0,48 £0,15 96,25
Fitase 0,71 +0,11 0,54 +£0,24 0,50+0,11 0,39+0,13 0,43 +£0,09 0,38+0,76 92,25
Média 0,69 +0,17 0,70 £ 0,23 0,44+0,14 0,37+0,14 0,44 +0,13 0,46 £0,18 95,81
CV =31,64%

Nao houve diferenca significativa entre dietas e meses de avalia¢ao pelo teste SNK (P>0,05)

"Desmame aos 173 + 8 dias de idade
Tabela 4. Ganho médio mensal de altura na cernelha dos animais utilizados no experimento (em cm/més)

Dicta Dias apds desmame® Ganho total

30 60 90 120 150 180 no periodo

Controle 2,13+1,11 2,00+ 0,41 2,63 + 0,85 3,13+1,11 1,13+0,75 1,88 +1,25 12,88
Leveduras 325+1,55 2,75+1,32 3,00 + 1,08 2,25+ 0,96 1,38+ 1,11 2,38 +0,75 15,00
Bactérias e leveduras 2,13+0,48 2,38+ 0,85 2,88 +0,25 2,63+ 1,38 1,50 + 0,58 1,25+ 0,65 12,75
Fitase 2,00+ 1,22 2,63 +0,95 3,00+0,91 2,25+ 1,66 1,75+ 0,96 1,75+ 1,19 13,38
Média 2,38+ 1,16 2,44 + 0,39 2,88+ 0,76 2,56 +1,22 1,44 £ 0,81 1,81 +£0,98 13,50
CV =30,90%

Nao houve diferenca significativa entre dietas e meses de avalia¢ao pelo teste SNK (P>0,05)

"Desmame aos 173 % 8 dias de idade
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Tabela 5. Ganho médio mensal de altura na garupa dos animais utilizados no experimento (em cm/més)

Dias apds desmame®

Dieta

Ganho total

30 60 90 120 150 180 no periodo
Controle 2,25+0,65 2,75 £0,65 2,00£0,71 2,25+1,71 1,88 £ 1,93 1,00 £ 0,71 12,13
Leveduras 2,88 £0,85 2,25+1,32 2,75+ 0,87 2,38+1,25 1,25+0,87 1,62 £ 0,85 13,13
Bactérias e leveduras 2,13+£0,75 2,63 +£1,03 2,75 +£0,50 2,13+£0,85 1,50 £ 1,08 1,38 £0,95 12,50
Fitase 2,50+0,91 2,50+1,22 3,00 £ 1,08 1,50 £ 1,47 1,75+ 0,87 1,75+ 0,29 13,00
Meédia 2,44 +£0,77 2,53+0,99 2,63 +0,83 2,06+ 1,26 1,59 £1,16 1,44+0,73 12,69
CV =19.27%
Nao houve diferenca significativa entre dietas e meses de avaliacdo pelo teste SNK (P>0,05)
“Desmame aos 173 + 8 dias de idade

Tabela 6. Ganho médio mensal de comprimento corporal dos animais utilizados no experimento (em cm/més)
' Dias apo6s desmame Ganho total

Dieta 7

30 60 90 120 150 180 no periodo
Controle 3,38+£2,95 5,75+ 2,10 4,25+£1,26 2,25+1,76 2,50+ 1,68 2,50 £ 1,41 20,63
Leveduras 3,13+ 1,03 5,50 + 1,96 4,00+ 0,41 1,88 £0,75 3,38+ 1,31 2,13+1,84 20,00
Bactérias e leveduras 4,50 £ 1,47 3,63+ 1,31 4,38+1,75 2,00+ 0,71 3,25+1,32 2,38+£1,55 20,13
Fitase 5,30+£2,95 3,50+ 3,34 2,75+222 3,13+2,39 3,25+2,33 3,00+ 0,91 20,93c
Meédia 4,08+2,23 4,59+232 3,84+ 1,55 2,31 +£1,49 3,09+1,57 2,50+ 1,35 20,42
CV =34,68%

Nao houve diferenca significativa entre dietas e meses de avaliagdo pelo teste SNK (P>0,05)

“Desmame aos 173 % 8 dias de idade
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Tabela 7. Ganho médio mensal de altura de costado dos animais utilizados no experimento (em cm/més)

Dias apos desmame

Dieta Ganho 'total
30 60 90 120 150 180 no periodo

Controle 1,38+ 1,31 1,13+ 0,85 1,13+ 1,11 0,50+ 1,00 1,38+ 1,03 1,00+ 0,41 6,50
Leveduras 1,50 £ 0,41 1,00+ 0,91 1,25+ 1,19 1,25+0,65 0,50 + 0,41 1,25+ 0,65 6,75
Bactérias e leveduras 2,63+ 1,31 1,13+ 1,31 1,38 +0,48 1,00 + 0,82 0,88 + 1,03 0,50+ 0,71 7,53
Fitase 0,83 +0,99 1,63 +0,63 2,25+0,50 0,63 +£0,48 0,13+£0,25 0,88 £ 0,63 6,33
Média 1,58 +1,17 1,22+0,89 1,50+ 0,91 0,84 +£0,75 0,72+ 0,84 0,91 +0,61 6,78
CV =41,51%
Nao houve diferenca significativa entre dietas e meses de avaliacao pelo teste SNK (P>0,05)
*Desmame aos 173 + 8 dias de idade
Tabela 8. Ganho médio mensal de perimetro toracico dos animais utilizados no experimento (em cm/més)

. Dias ap6s desmame” Ganho total
Dieta no periodo

30 60 90 120 150 180

Controle 598+ 1,11 4,23 +£2,01 1,08 + 0,97 2,90 + 1,54 3,03 +£2,73 2,90 £ 1,66 20,10
Leveduras 6,75+4,20 2,98 £ 3,85 4,33+£3,13 1,85+1,92 2,20+1,31 2,05+1,24 20,15
Bactérias e leveduras 6,93 +1,26 5,38 + 3,45 1,10+ 1,31 0,73 +0,75 1,95+1,39 1,88 £ 1,36 17,95
Fitase 6,60 + 3,52 2,90 £ 1,00 3,23+1,65 1,70+ 1,14 1,80+ 1,04 2,33 +1,88 18,55
Média 6,56 +2,59 3,87+£2,73 2,43 +£2.26 1,79 £ 1,49 2,24+ 1,63 2,29+ 145 19,19
CV =40,07%

Nao houve diferenca significativa entre dietas e meses de avalia¢ao pelo teste SNK (P>0,05)

"Desmame aos 173 % 8 dias de idade

84



Tabela 9. Ganho médio mensal de perimetro de canela dos animais utilizados no experimento (em cm/més)

Dias ap6s desmame”

Ganho total

Dieta ,

30 60 90 120 150 180 no periodo
Controle 0,20+ 0,23 0,30+ 0,41 0,35+0,33 0,23 + 0,26 0,10 + 0,08 0,35 + 0,24 1,53
Leveduras 0,30 + 0,32 0,30+ 0,23 0,7+0,16 0,33 £0,46 0,15+0,13 0,28 £0,22 2,05
Bactérias e leveduras 0,38 0,43 0,30+0,22 0,43 + 0,40 0,30+ 0,32 0,28 + 0,29 0,10+0,14 1,78
Fitase 0,23 +0,39 0,48 + 0,43 0,35+0,17 0,48 + 0,43 0,15+0,17 0,18 +0,17 1,85
Média 0,28 +0,32 0,34 +0,31 0,46 + 0,30 0,33 +0,35 0,17+0,18 0,23 + 0,20 1,80
CV=171,15%

Nao houve diferenca significativa entre dietas e meses de avaliagdo pelo teste SNK (P>0,05)

*Desmame aos 173 % 8 dias de idade
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Tabela 10. Valores de referéncia para concentragdes séricas de calcio, fosforo e magnésio em equinos, segundo

diversos autores

86

Autores Calcio

Concentragdo sérica (mg/dL)

Kaneko et al (2008) 11,2-13,6
Garcia Lopez (2001), citado no Nutrients... (2007) 10,8 - 13,5
Rezende (1997)* 9,21-10,42
Meyer, Coles e Rich (1995) 11,2-13,6
Bauer et al. (1984)° 12,8+1,0
Meyer e Ahlswede (1977), citado no Nutrients... )
(2007)

Meyer (1963), citado por Wolter (1975) 9,0 -13,0

Fosforo Magnésio
3,1-56 2,2-28
6,22 - 8,88 1,55-1,76

5,0-6,0° -
4,7+£0,8 -
- 1,6 -2,0
- 1,8-2,5

*Potros de 1,5 a 12 meses de idade.
®Potros de 6 a 12 meses de idade.

“Potros do nascimento aos 12 meses de idade.
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