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RESUMO GERAL

A literatura apresenta poucos estudos que investigaram o proteoma de ceco e rumen de bovinos
submetidos a estratégias alimentares com uso de aditivos. Essa proposta ¢ pioneira na
identificacdo, expressdo e compreensdo do perfil proteico ruminal e cecal de bovinos nelore
confinados. Artigo 1: Objetivou-se avaliar a expressdo proteica, a fim identificar possiveis
moléculas candidatas a biomarcadores e suas relagdes com fun¢des metabdlicas e nutricionais
aplicados a animais confinados com diferentes niveis de amido (25, 35 e 45%) e aditivos
(Monensina x blend de 6leos esséncias + amilase exdgena), as dosagens de monensina sddica,
blend de 6leos essenciais e amilase exdgena foram 26, 90 e 560 mg/kg MS, respectivamente.
Foram utilizados machos Nelore (n = 210) (Bos taurus indicus), nao castrados (Peso Inicial =
+ 380 kg). Ap6s o abate foram coletadas amostras de ceco e acondicionadas imediatamente em
nitrogénio liquido. Foi feito um pool de amostras utilizando 90 animais (15 animais/tratamento)
no processo de precipitacdo do pellet proteico. A separagdo e caracterizacdo do proteoma das
amostras biologicas foram feitas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e identificadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Os géis de
poliacrilamida foram analisados utilizando ImageMaster 2D Platinum 7.0 para verificar as
diferencas na expressao de proteinas, para as comparacdes do % volume normalizado dos spots.
Ap6s a identificacdo das proteinas foram analisadas as vias metabdlicas usando a fung¢ao da
Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG), analise de enriquecimento da via
Reactome para mapear as expressoes das proteinas que codificam enzimas e suas respectivas
fungdes nas vias afetadas. O uso de Blend de Oleo essenciais associado com a-Amilase como
aditivo alimentar promoveu maior expressao de enzimas na via da glicolise e gliconeogénese e
auséncia de proteina ligada a inflamagdo (Leukocyte elastase inhibitor). Por outro lado, o
incremento de amido nas dietas promoveu reducdo de enzimas ligadas a degradagdo de
carboidrato com aumento de respostas atribuidas a injurias inflamatdrias no rimen de bovinos
Nelore confinados. Artigo 2: Objetivou-se mapear o proteoma do epitélio ruminal de bovinos
nelore confinados (n=60) com diferentes niveis de amido (Baixo: 25 e Alto: 45%) e aditivos
(Monensina X blend de 6leos esséncias + amilase exdgena). As separagdes e fracionamento das
proteinas foram através da eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), e
posteriormente a identificacdo por espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida
(LC-MS/MS). Apos a identificag@o das proteinas foram utilizados os acessos das proteinas para
a classificagdo em suas fungdes moleculares, processos biologicos e componentes celulares

utilizando Blast2GO, posteriormente a andlise de enriquecimento via String para mapear as



redes e interacdo entres proteinas caracterizadas suas respectivas fun¢des no metabolismo de
glicose e acidos graxos. Dietas contendo blend de 6leos essenciais associados a amilase
exdgena promoveram maior expressdo de macromoléculas que participam da degradacdo de
carboidratos pela via glicolitica e cetogénica. Foram identificadas 14 proteinas com maior
expressao e presentes no tecido epitelial do ramen envolvidas na oxidagdo da glicose, a proteina
hidroximetilglutaril-CoA liase que catalisa parte do metabolismo metabdlico intermediério,
uma etapa fundamental na cetogénese. Nossos resultados sugerem que houve aumento da
glicolise a partir da oxidagdo do gliceraldeido-3-fosfato, que participa da primeira etapa da
producdo de acetato e butirato e da descarboxilagdo oxidativa no epitélio ruminal de bovinos
nelore confinados. A monensina melhora os precursores de propionato, a maior expressao de
metilmalonil-CoA mutase sugere sintese de propionato via propionil-CoA que participa do
ciclo do 4cido citrico através do succinil-CoA, que pode aumentar a energia metabolizavel e

reduzir a ingestdo de alimentos.

Palavras-chave: 2D-PAGE, amido, aditivos, espectrometria de massas, protedmica
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ABSTRACT

Few studies have investigated the proteome of cecum and rumen of cattle feeding different
strategies with the use of additives. This proposal is a pioneer in the identification, expression
and understanding of the ruminal and cecal protein profile of feedlot Nellore cattle. Manuscript
1: The objective was to evaluate protein expression in order to identify possible candidate
molecules for biomarkers and their relationships with metabolic and nutritional functions
applied to animals fed with different levels of starch (25, 35 and 45%) and additives (Monensin
x blend of essential oils + exogenous amylase), the dosages of sodium monensin, blend of
essential oils and exogenous amylase were 26, 90 and 560 mg/kg DM, respectively. Nellore
bulls (n = 210) (Bos taurus indicus) (initial weight = + 380 kg) were used. After slaughter,
cecum samples were collected and immediately placed in liquid nitrogen. Samples were pooled
using 90 animals (15 animals/treatment) in the protein pellet precipitation process. The
separation and characterization of the proteome of biological samples were performed by two-
dimensional electrophoresis (2D-PAGE) and identified by liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (LC-MS/MS). Polyacrylamide gels were analyzed using ImageMaster 2D
Platinum 7.0 to verify differences in protein expression for the % volume normalized spot
comparisons. After identifying the proteins, the metabolic pathways were analyzed using the
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) function, enrichment analysis of the
Reactome pathway to map the expressions of proteins encoding enzymes and their respective
functions in the affected pathways. The use of blend essential oil associated with a-Amylase as
a feedd additive promoted greater expression of enzymes in the glycolysis and gluconeogenesis
pathway and absence of protein linked to inflammation (Leukocyte elastase inhibitor). On the
other hand, the increase in starch in the diets reduced enzymes linked to carbohydrate
degradation with increased responses attributed to inflammatory injuries in the rumen of feedlot
Nellore cattle. Manuscript 2: The objective was to map the proteome of the ruminal epithelium
of feedlot Nellore cattle (n=60) with different levels of starch (Low: 25 and High: 45%) and
additives (Monensin X blend of essential oils + exogenous amylase) the dosages of sodium
monensin, blend of essential oils and exogenous amylase were 26, 90 and 560 mg/kg DM,
respectively. Protein separations were performed using two-dimensional polyacrylamide gel
electrophores (2D-PAGE), followed by identification by Liquid Chromatography Tandem
Mass Spectrometry (LC-MS/MS). After protein identification, protein accessions were used to
classify their molecular functions, biological processes and cellular component using

Blast2GO, then enrichment analysis pathways String to map the networks and interaction
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between proteins characterized and their respective functions in glucose and fatty acids
metabolic. Diets containing blend of essential oils associated with exogenous amylase
promoted greater expression of macromolecules that participate in carbohydrate degradation
via glycolytic and ketogenic pathways. We identified 14 proteins with greater expression and
present in the epithelial tissue of the rumen involved in glucose oxidation, the protein
hydroxymethylglutaryl-CoA lyase that catalyzes part of intermediary metabolic metabolism, a
fundamental step in ketogenesis. Our results suggest that there was an increase in glycolysis
from the oxidation of glyceraldehyde-3-phosphate, which participates in the first stage of
acetate and butyrate production and oxidative decarboxylation in the ruminal epithelium of
feedlot Nellore cattle. Monensin improves propionate precursors, the increased expression of
methylmalonyl-CoA mutase suggests propionate synthesis via propionyl-CoA that participates
in the citric acid cycle through succinyl-CoA, which can increase metabolizable energy and

reduce feed intake.

Keywords: 2D-PAGE, additives, starch, mass spectrometry, proteomic
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CONSIDERACOES INICIAIS

As atualidades e perspectivas da cadeia produtiva da carne nacional t€ém expressado
enorme potencial economico. O Brasil ¢ determinante na produc¢do de carne mundial, em 2021
as exportagdes totais do Brasil devem aumentar em 5% quando comparado ao ano anterior,
sendo o décimo ano consecutivo de alta, o que expressa competitividade e relevancia no
mercado global (USDA, 2021) Nota-se que em 10 anos, o crescimento ponderal foi de 39% na
série historica das exportagdes (ABIEC, 2021). Em contrapartida ao crescimento da demanda,
temos a necessidade de aperfeicoamento do sistema de producao, logo, o uso de estratégias que
busquem o encurtamento do periodo necessario para abate ¢ eficaz em um mercado promissor
como descrito.

A manipulagdo das dietas tem movido produtores e nutricionistas para busca de
ferramentas que maximizem, encurtem o ciclo e tragam eficiéncia a cadeia produtiva.
Preconiza-se entdo, abate de animais jovens, os quais sdo submetidos a dietas com alto
concentrado. Ao passo que a nutricdo caminha em busca de maximizagdo de respostas
produtivas, o limite fisioldgico ¢ testado, distirbios metabdlicos e limitagdes fisiologicas
surgem como principais impedimentos aos altos niveis de amido em dietas para bovinos de
corte.

Estratégias alimentares sdo adotadas para aumentar o metabolismo energético,
principalmente em ruminantes com alta demanda energética, que confere maior sensibilidade a
desordens metabolicas pelo excesso de fermentagdo de carboidratos. Majoritariamente,
suprimento de energia dos ruminantes ¢ obtido pela gliconeogénese hepatica através de
derivados da fermentacdo ruminal (propionato) e aminoacidos, porém had questionamentos
quanto ao entendimento do aproveitamento a nivel de intestino. O maior aporte de carboidratos
altamente fermentesciveis ¢ caracterizado por desordens digestivas em funcdo do acumulo de
acidos organicos, provocado pela assimetria entre a capacidade de absor¢do via limen ruminal
¢ taxa de sintese microbiana (NAGARAJA; TITGEMEYER, 2010; NASCEM, 2016).
Posteriormente, no intestino ha limitagdes fisiologicas que devem ser ressaltadas
principalmente em dietas com maiores niveis de amido, que aumenta o fluxo de glicose na
forma de amido para sofrer digestdo intestinal. Assim, falta clareza quanto a capacidade de
digestdo de enzimas pancredaticas, disponibilidade de transportadores limen-sistema aporta e
possiveis altera¢des nos tecidos trazidos pelo aumento de carboidratos nas dietas.

Assim, a partir de estudos protedmicos € possivel verificar a expressdo de centenas de
proteinas através do mapeamento do proteoma correspondente ao fendtipo do organismo

analisado, em que esse fendtipo pode ser em fungdo de diferentes estratégias alimentares ao
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qual os animais foram submetidos. Em estudo constatado por Loor et al. (2015) observaram
notavel tendéncia no uso de ferramentas protedmicos integradas a biologia de sistemas,
nutri¢do, fisiologia e metabolismo animal com o objetivo de elucidar como proteinas podem
regular vias metabolicas, e como a sintese e degradacdo dessas macromoléculas afetam
fenotipos complexos (nutrientes e/ou fatores dietéticos). Ao aprimorar mecanismos complexos
por meio da protedmica, com possibilidade de identificar biomarcadores vinculados ao estado
nutricional e doencas digestivas que a posteriori podem ser prevenidas e/ou evitadas,
aumentando a eficiéncia de sistemas produtivos.

No estudo proposto por Campos et al. (2020) utilizaram a protedmica pela técnica 2D-
PAGE (Gel de poliacrilamida) para caracterizar o perfil proteico de animais suplementados
com vitamina A e os possiveis efeitos na supressdo da deposi¢do de gordura intramuscular.
Assim nesse estudo foi possivel identificar a expressdo de proteinas do grupo HSP70 para os
animais que ndo receberam a suplementacao de vit. A, corroborando com a hipdtese que o uso
de vitaminas prejudica a expressdo dessas proteinas que estdo associadas ao metabolismo
energético e melhora a captagdo de glicose pelo tecido para uso do carbono na sintese de
gordura intramuscular. Foi identificada a proteina GAPDH para o grupo suplementado, essa ¢
uma enzima glicolitica que demonstra que houve glicolise ao invés de metabolismo oxidativo
e assim menor teor de gordura intramuscular.

Ferramentas bioquimicas tal como a protedmica sdo potencialmente aplicaveis a ciéncia
animal, com o intuito de compreender processos biologicos, identificar perfil proteico e suas
respectivas fungdes, permitem maior assertividade e inferéncia na nutrigdo e metabolismo
animal. Assim, objetiva-se nessa proposta caracterizar proteinas do ceco e rimen de bovinos

nelore confinados submetidos a modificagdes dietéticas e possiveis vias metabodlicas afetadas
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IMPLICACOES

Com a necessidade de dietas com alta densidade energética, progressivamente pesquisas
destinadas aos efeitos do uso de carboidratos fermentesciveis e aditivos alimentares serdo
necessarias. O presente estudo demonstra grande contribui¢do para elucidacdo do metabolismo
de carboidrato e uso de aditivos no aproveitamento ruminal e cecal.

Foi comprovada a hipdtese apresentada, encontrou-se macromoléculas envolvidas na
degradacdo de carboidratos em tecidos do ceco bovino, dietas com maiores teores de amido
demonstrando que o aproveitamento de energia a nivel de ceco ¢ afetado tanto para o nivel de
amido e/ou tipo de aditivo incorporado. Para o estudo do rumen, os dados utilizando a
protedmica com técnica 2D-PAGE demostram que a utilizagdo de diferentes aditivos nas dietas
de bovinos confinados proporciona distintas rotas e sintese energética. Destaca-se que talvez a
utilizagdo de fitas com pH 4-7 poderia favorecer melhor separacao dos spots proteicos no tecido
ruminal.

O trabalho fortalece a necessidade de estudos posteriores para melhor entendimento da
digestao e absor¢do de amido e efeitos de aditivos pos rimen e comprova elucida como a sintese
pode ocorrer no rumen. Para novos estudos ¢ necessario que haja redu¢do de grupos ou
tratamentos, pois, dificulta a andlise e conclusdo na expressdo de proteinas em estudos
utilizando eletroforese bidimensional, em contrapartida, essa técnica aliada a Shotgun (Gel

Free) pode dar robustez a estudos futuros.





