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Registro de Impacto

O presente estudo identificou metabolitos nas fezes de bovinos da raga Nelore
em ambos os periodos, pré e pos-confinamento, bem como em grupos de
eficiéncia alimentar, eficientes e néo eficientes. Essas descobertas destacam o
potencial do metaboloma fecal, com foco na concentracdo dos acidos graxos
volateis, como promissores biomarcadores. Eles podem ser empregados na
avaliacdo de protocolos nutricionais e na condugédo do processo seletivo de

bovinos da raca Nelore.

Impact Statemen

The present study identified metabolites in the feces of Nelore cattle in both pre
and post confinement periods, as well as in different groups of feed efficiency,
efficient and non-efficient animals. These findings underscore the potential of the
fecal metabolome, with a focus on the concentration of volatile fatty acids, as
promising biomarkers. They can be used in the evaluation of nutritional protocols

and in the selection process of Nelore cattle.
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METABOLOMA FECAL DE BOVINOS DA RACA NELORE: PRE E POS-
CONFINAMENTO E ASSOCIACAO COM O CONSUMO ALIMENTAR
RESIDUAL

RESUMO - O aproveitamento eficiente dos nutrientes na bovinocultura de corte
€ essencial para reduzir o consumo de alimentos, diminuir 0s custos e promover
uma producdo sustentavel. Isso se deve ao fato de que a alimentacdo
desempenha papel fundamento nos sistemas de producdo, representando
parcela substancial, que pode variar de 60% a 80%, dos custos totais e exerce
influéncia direta sobre a lucratividade do sistema. Nesse contexto, 0os objetivos
do presente estudo foram: (i) avaliar os perfis metaboldomicos das fezes de
animais da raca Nelore no pré e poés-confinamento; (ii) investigar o perfil
metabolémico das fezes de touros da raca Nelore, selecionados para distintos
grupos de consumo alimentar residual (CAR, em kg MS/dia). Para isso, foram
utilizados 108 bovinos da raca Nelore. Durante a fase de pré-confinamento, os
animais foram submetidos a uma dieta rica em carboidratos fibrosos, e amostras
de fezes foram coletadas de 21 bovinos durante essa fase. Na fase de
confinamento, os animais foram submetidos a dieta rica em carboidratos ndo-
fibrosos. O CAR foi calculado, e dois grupos experimentais foram selecionados:
bovinos eficientes (CAR negativo = -1,19 + 0,34 kg MS/dia; N=15) e bovinos ndo
eficientes (CAR positivo = +1,09 = 0,27 kg MS/dia; N=15). Amostras de fezes
desses bovinos foram coletadas. A analise de metabolémica por Ressonancia
Magnética Nuclear (1H RMN) foi realizada em todas as amostras coletadas,
tanto na fase pré-confinamento quanto na fase pés-confinamento. Durante a fase
de pré-confinamento, foram identificados e quantificados 57 metabdlitos,
enquanto no pés-confinamento foram identificados 55 metabolitos. Oito
metabdlitos foram exclusivamente encontrados na fase de pré-confinamento (2-
fenilpropionato, caprilato, fumarato, desaminotirosina, = gama-glutamil
fenilalanina, NADH, timidina, pantotenato), enquanto seis compostos estavam
presentes apenas na fase de pods-confinamento (acetamida, 2-oxoglutarato,
uracila, xantina, trimetilamina, dimetil sulfonas). As principais vias metabdlicas

observadas incluiram a sintese e degradacéo de corpos cetdnicos, a biossintese



da fenilalanina, tirosina e triptofano, o metabolismo da glicina, serina e treonina,
e 0 metabolismo da tirosina e biossintese da histidina. Nas fezes dos touros
eficientes e néo eficientes, foram identificados e quantificados 56 metabdlitos.
Desses, 36 metabdlitos foram diferencialmente expressos entre 0S grupos
experimentais para o CAR (p<0,05). O grupo de touros eficientes exibiu
concentracfes mais elevadas de butirato, propionato e valerato, em contraste, o
grupo de touros nao eficientes apresentou uma concentracdo mais alta de
acetato. Os resultados das vias metabdlicas revelaram significativo
enriguecimento nas vias de sintese e degradacdo de corpos cetdnicos,
biossintese da fenilalanina, tirosina e triptofano, metabolismo da glicina, serina e
treonina, ciclo do acido citrico e metabolismo do piruvato entre os grupos
eficientes e ndo eficientes. E relevante ressaltar que o acetato, butirato e o
propionato foram identificados como metabodlitos com concentracbes mais
elevadas nas fezes de bovinos da raca Nelore, tanto no pré quanto no pos-
confinamento, independentemente da eficiéncia alimentar dos animais. Esses
resultados enfatizam o potencial do metaboloma fecal, especialmente a
concentracdo dos acidos graxos volateis, como promissores biomarcadores para

avaliar protocolos nutricionais e conduzir a selecdo de animais.

Palavras-chave: biomarcadores, bos indicus, eficiéncia alimentar, metabdlitos,

nutricdo animal.



FECAL METABOLOME OF NELLORE CATTLE: PRE AND POST
CONFINEMENT AND ASSOCIATION WITH RESIDUAL FEED INTAKE

ABSTRACT - Efficient nutrient utilization in beef cattle farming is essential for
reducing feed consumption, lowering costs, and promoting sustainable
production. Feed plays a crucial role in production systems, representing a
significant portion of 60% to 80% of total costs and exerting a direct influence on
system profitability. In this context, the objectives of this study were: (i) to evaluate
the fecal metabolomic profiles of Nellore cattle in the pre and post confinement
phases; (ii) to investigate the fecal metabolomic profile of Nellore bulls selected
for different residual feed intake (RFI) groups (in kg DMI/day). For this, 108
Nellore cattle were used. During the pre-confinement phase, the animals were
subjected to a diet rich in fibrous carbohydrates, and fecal samples were collected
from 21 cattle during this phase. In the confinement phase, the animals were fed
a high-non-fiber carbohydrate diet. The RFI was calculated, and two experimental
groups were selected: efficient cattle (low RFI = -1.19 + 0.34 kg DMI/day; N=15)
and inefficient cattle (hight RFI = +1.09 £ 0.27 kg DMI/day; N=15). Fecal samples
from these cattle were collected. Metabolomic analysis using Nuclear Magnetic
Resonance (*H NMR) was performed on all collected samples, both in the pre-
confinement and post-confinement phases. (i) During the pre-confinement phase,
a total of 57 metabolites were identified and quantified, while in the post-
confinement phase, 55 metabolites were identified. Eight metabolites were
exclusively found in the pre-confinement phase (2-phenylpropionate, caprylate,
fumarate, desaminotyrosine, gamma-glutamylphenylalanine, NADH, thymidine,
pantothenate), while seven compounds were present only in the post-
confinement phase (acetamide, 2-oxoglutarate, uracil, xanthine, trimethylamine,
dimethyl sulfones). The major observed metabolic pathways included ketone
body synthesis and degradation, biosynthesis of phenylalanine, tyrosine, and
tryptophan, glycine, serine, and threonine metabolism, and tyrosine metabolism
and histidine biosynthesis. (ii) In the feces of efficient and inefficient bulls, a total
of 56 metabolites were identified and quantified. Among them, 36 metabolites

showed differential expression between the experimental groups for RFI



(p<0.05). Butyrate, propionate, and valerate had higher concentrations in the
efficient bull group, while acetate showed higher concentration in the inefficient
bull group. The results of the metabolic pathways revealed significant enrichment
in the pathways of ketone body synthesis and degradation, biosynthesis of
phenylalanine, tyrosine, and tryptophan, glycine, serine, and threonine
metabolism, citric acid cycle, and pyruvate metabolism among the groups. It is
worth noting that acetate, butyrate, and propionate were identified as metabolites
with higher concentrations in the feces of Nellore cattle, both in the pre- and post-
confinement phases, regardless of the animals' feed efficiency. These results
highlight the potential of the fecal metabolome, especially the concentration of
volatile fatty acids, as promising biomarkers for evaluating nutritional protocols

and animal selection.

Keywords: biomarkers, bos indicus, feed efficiency, metabolites, animal

nutrition.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior exportador, segundo maior produtor e terceiro maior
consumidor de carne bovina do mundo. O pais possui um rebanho comercial
estimado em 196,47 milhdes de cabecas, sendo que aproximadamente 80% é
composto por Bos taurus indicus (ABIEC, 2022). A producdo de animais
zebuinos predomina no pais, principalmente devido & sua adaptabilidade ao
clima tropical, rusticidade, resisténcia aos ecto/endoparasitas e baixa exigéncia
nutricional para manutencéo (Carvalho et al., 2014; Cénsolo et al., 2015).

Nas ultimas quatro décadas, a pecudria bovina do pais passou por uma
revolucdo marcada por avancgos significativos no ambito tecnoldgico dos
sistemas de producdo (extensivo, semi-intensivo e intensivo), bem como na
organizacdo da cadeia produtiva. Esses fatores ndo apenas impulsionaram a
produtividade, mas também aprimoraram a qualidade do produto brasileiro,
ampliando, assim, sua competitividade e alcance no mercado internacional. No
entanto, € importante destacar que ainda ha muito a ser feito para aumentar a
produtividade do rebanho nacional, com énfase na adocao de tecnologias que
visem a reducédo dos custos nas propriedades.

Um dos grandes entraves € o sistema de produ¢éo ser em sua maior parte
extensivo (84,4%), o qual esta relacionado ao baixo investimento dos produtores
(ABIEC, 2021). Esse cenario tem como consequéncia ganhos reduzidos, o que
posiciona a viabilidade financeira da atividade em risco. Uyeh et al. (2018)
afirmaram que os custos relacionados a alimentacdo, independentemente do
nivel tecnoldgico, constituem de 60 a 80% dos custos totais de producao. Além
disso, a intensa demanda por terras para producdo de pastagens e de gréos
compete com areas que poderiam ser destinadas a producgéo de alimentos para
consumo humano. Portanto, novas ferramentas que busquem mitigar o custo da
alimentacédo e aumentar a eficiéncia na utilizacao do alimento, componente mais
dispendioso e relevante no processo de producéo de bovinos de corte, devem
ser elucidados (Lowe et al., 2009; Arthur et al., 2014; Wei et al., 2022).



Associada aos sistemas de producdo nacional, pecuaristas da
bovinocultura de corte buscam inovacdes tecnolOgicas para estar a frente no
mercado agropecuario. Desta forma, a eficiéncia alimentar de bovinos deve ser
explorada na identificacdo e selecdo de animais geneticamente superiores em
relacdo ao uso de alimentos para a producao de carne. Esta caracteristica pode
ser estimada com base no consumo alimentar residual (CAR, kg MS/dia), o qual
é definido como residuo obtido da diferenca do consumo alimentar observado e
0 predito de cada animal, e esta diretamente relacionado com aumento da
producao de carne por quantidade de alimento oferecido (Koch et al., 1963).

No Brasil, até o ano de 2023, somente um programa de melhoramento
genético da raga Nelore utiliza o CAR como critério de sele¢do. Esse fato se
deve ao alto custo da tecnologia e a necessidade de méo de obra especializada
(Williams, 2010; Damiran et al.,, 2018). Além disso, essa caracteristica €
controlada por inumeros processos biolégicos, regulada por grande nimero de
genes e fatores ambientais (Widmann et al., 2015; Tizioto et al., 2016; Wallace
et al.,, 2017). Estudos que investigaram o CAR em bovinos da raca Nelore,
oriundos de programas de melhoramento, destacaram a presenca de
variabilidade genética nos fenétipos de CAR, que se manifesta em diferentes
ambientes e faixas etarias. Estimativas de herdabilidade moderadas, variando
de 0,24 a 0,33, foram obtidas em tais estudos (Polizel et al., 2018; Moraes et al.,
2019; Oliveira et al., 2022). Essas pesquisas sugerem a viabilidade de adotar o
CAR como critério de selecéo, visando aprimorar a eficiéncia alimentar e reduzir
0s custos de producdo. A variacdo nas estimativas de herdabilidade pode ser
atribuida a vérias fontes, incluindo a relacéo do fenétipo CAR com alteracées no
metabolismo animal, diferencas nas estruturas populacionais e diferentes
métodos de mensuracao da caracteristica.

Apesar das dificuldades de mensuracao do CAR, ciéncias biotecnolégicas
chamadas “6micas” estdo sendo rotineiramente utilizadas em pesquisa de
diversas areas da producéo animal. Estudos recentes em bovinos por meio de
amostras de musculo, sangue, figado, fluido ruminal e fezes investigaram o CAR
por meio da genémica (Olivieri et al., 2016; Pszczola et al., 2018), transcriptdmica
(Zarek et al., 2017; Benedeti et al., 2018), protedmica (Montanholi et al., 2016;



Jung et al., 2017) e metaboléomica (Novais et al., 2019; Malheiros et al., 2021)
com resultados em relacdo as funcdes bioldgicas relacionadas aos processos
metabdlicos, metabolismo de lipidios/proteinas e carboidratos, utilizacdo de
energia, crescimento muscular e adiposo, transporte de ions, sistema olfativo e
imunologico, secrecao e atividades celulares.

Atualmente a metabolémica tem se mostrado uma importante ferramenta
para esclarecer os mecanismos subjacentes dos sistemas bioquimicos e
fisioldgicos dos organismos, principalmente, no rimen e nas fezes, quando
levado em consideracéo a alimentacao, seja no regime de pastagens e/ou graos
(Novais et al., 2019; Malheiros et al., 2021; Sidney et al., 2023). Os metabdlitos
séo efetivamente os produtos de reac¢des bioquimicas complexas no organismo
(Fontanesi et al., 2016), e quando avaliados em conjunto com resultados de
outras 6micas, aumentam a acuracia da predicdo de caracteristicas de interesse
econdmico (Karisa et al., 2014; Fontanesi et al., 2016).

A combinagéo de informagdes referentes a metabolémica em bovinos de
corte da raca Nelore necessita ser esclarecida, com intuito de desenvolver
analises entre os metabdlitos presentes no pré e pds confinamento, bem como
0s metabdlitos associados com o fenétipo CAR. Uma dificuldade de avaliar esta
associacdo, em sua maior parte, se deve aos procedimentos invasivos
necessarios na coleta das amostras dos bovinos. Dentro desse cenério, a
integracdo da metabolomica fecal com as informagbes provenientes do
melhoramento genético tradicional emerge como uma ferramenta de relevancia
crucial. Essa abordagem oferece a capacidade de caracterizar metabdlitos,
identificar potenciais biomarcadores e elucidar as vias metabdlicas que
desempenham papéis significativos tanto no pré quanto no pds-confinamento,

assim como aquelas relacionadas ao CAR.



2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os perfis metabolémicos das fezes de animais da raca Nelore no
pré e pdés confinamento, além de comparar dois grupos (eficientes e néo
eficientes) para consumo alimentar residual, com o intuito de identificar
biomarcadores das fezes que possam ser utilizados na selecdo de animais

eficientes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Predizer o consumo alimentar residual (CAR, kg MS/dia) de touros
Nelore participantes de teste de eficiéncia alimentar no sistema confinado;

- Identificar e quantificar os metabdlitos dos animais submetidos ao pré e
pés confinamento;

- lIdentificar e quantificar os metabdlitos de grupos experimentais
classificados pelo consumo alimentar residual: (i) animais eficientes (CAR

negativo); (ii) animais néo eficientes (CAR positivo).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PANORAMA DA BOVINOCULTURA DE CORTE NO BRASIL

No ano de 2021, os sistemas de producéo nacional englobaram 196,47
milhdes de bovinos, distribuidas nos ambientes extensivos, semi-intensivos e
intensivos (ABIEC, 2022). Esse fato permitiu que o Brasil se tornasse o maior
exportador, segundo maior produtor e terceiro maior consumidor de carne bovina
do mundo (USDA, 2022). A raca Nelore € a mais representativa dentro do
rebanho brasileiro (Millen et al. 2009; ABCZ, 2022), sendo base para
cruzamentos com racgas taurinas (Bos taurus taurus), a fim de produzir animais
adaptados ao clima tropical sob pastejo, rusticos e resistentes aos
ecto/endoparasitas, quando comparados com a subespécie Bos taurus taurus
(Silva et al., 2012; Carvalho et al., 2014; Consolo et al., 2015).

Deste modo, a bovinocultura de corte é atividade de grande impacto
econdbmico nacional e internacional, responsavel pela geracdo de inumeros
empregos diretos e indiretos, devido a alta producéo e comércio de carne bovina.
O que tudo indica, a bovinocultura nacional continuara nessa posi¢do nos
préoximos anos, consolidando-se tanto como produtora de alimento nobre para o
mercado interno e como elemento importante para o pais, por sua inser¢cao no
mercado mundial de carne bovina (ABIEC, 2022). No entanto, os indices
zootécnicos e econdmicos relacionados as caracteristicas de producdo e
reproducao que caracterizam essa atividade estdo muito distantes daqueles que
poderiam garantir sua competitividade e consequente permanéncia como
empreendimento economicamente atraente.

O presente cenario da pecuéria de corte € impulsionado principalmente
pelo aumento substancial do consumo humano de proteina de origem animal,
por essa razéo, o Brasil devido a sua grande extensao territorial associada a
diversidade climética pode suprir essa demanda aumentando a produtividade
das areas ja estabelecidas com investimentos na genética e ambiente dos
rebanhos (Forbes, 2007; Cabral et al., 2011). Entretanto, devido a grande
variabilidade nacional, & possivel o desenvolvimento de diversos sistemas de
producédo e dificilmente existira um unico na bovinocultura de corte, que varia

entre os extensivos, semi-intensivos e/ou intensivos (Sartorello et al., 2018).



O sistema extensivo leva em consideracdo a criacdo dos animais
exclusivamente em regime de pastagens naturais sem suplementacdo, em sua
maior parte, formadas por pastagens nativas, as quais demandam de pouca mao
de obra e instala¢gbes para o manejo dos animais (Waterhouse, 1996). O sistema
semi-intensivo necessita de alguma especializa¢cdo com equipamentos e mao de
obra, instalac6es minimas, baixa utilizacdo de pastagem e suplementos ao longo
do ano (Metawi et al., 1999). O sistema intensivo, exige desenvolvimento
tecnolégico e méo de obra especializa, os animais séo criados em pastagens
devidamente adubadas e irrigadas. Além disso, ocorre a suplementacdo mineral
e/ou proteica, e 0s bovinos podem ser mantidos em confinamentos com acesso
a 4gua e alimento ad libitum (Araujo et al., 2014). O presente sistema diferencia-
se dos demais por gerar resultados zootécnicos adequados, tornando a pecuéria
mais produtiva e de ciclo curto.

Neste contexto, a adocdo de tecnologias nos diferentes sistemas de
producdo nacional, pode reduzir os custos e proporcionar maior incremento
produtivo de animais da raca Nelore. Atrelada a este fato, a utilizacdo do
melhoramento genético de caracteristicas de importancia econémica, também
pode contribuir na mitigacdo dos custos com a alimentacéao, pois esta representa
o componente mais dispendioso e relevante no processo de producdo de
bovinos de corte (Lowe et al., 2009; Arthur et al., 2014; Wei et al., 2022).



3.2 CONSUMO ALIMENTAR RESIDUAL

O consumo alimentar de bovinos envolve complexo processo bioldgico,
genético e de interagcbes com o meio ambiente (Arthur e Herd, 2008). O termo
eficiéncia pode ser compreendido como a razdo da producdo e o que foi
necessario para produzir (Hall et al.,, 1995). De acordo com a afirmacédo, a
alimentacdo representa fator de grande importancia no sistema produtivo de
bovinos de corte nacional, principalmente na terminagao, fase em que 0s custos
com alimentos tém grande impacto sobre o montante total da producgéao (Lopes,
et al., 2011). Assim, a lucratividade é altamente dependente da quantidade de
produto produzido para cada unidade de racdo consumida (Nielsen et al., 2013).

Deste modo, para que animais eficientes sejam introduzidos no rebanho
torna-se necessario a identificacdo destes por meio das medidas de eficiéncia
alimentar. Posteriormente, a selecdo genética associada as condicfes
ambientais favorecera os indices de eficiéncia alimentar (Herd et al., 2003). Essa
caracteristica é constituida de varias medidas, mas a identificacéo e selecdo de
animais eficientes continua sendo um desafio. Em bovinos de corte sabe-se que
ha variacdo individual na eficiéncia alimentar entre animais do mesmo sexo,
raca, idade e submetidos a mesma intervencao nutricional, porém as causas
dessa variacdo ainda ndo sdo bem compreendidas (Maddock et al., 2015;
Oliveira et al., 2022; Brunes et al., 2022).

Neste contexto, a selecéo para caracteristicas de eficiéncia alimentar € de
suma importancia, uma vez que cerca de 65% a 70% da energia metabolizavel
necessaria para a producao de carne € destinada para atender as exigéncias de
mantenca de bovinos de corte (Ferrell e Jenkins, 1985; Magnabosco et al., 2020).
Assim, a eficiéncia alimentar esta diretamente relacionada com aumento da
producao de carne por quantidade de alimento oferecido (Capper e Hayes, 2012,
Gerber et al., 2013; Robinson et al., 2016). O aumento do consumo de matéria
seca (CMS), acarreta maior emissdo de metano entérico (CH4), uma vez que o
substrato estara disponivel para fermentacdo no rimen e consequentemente
mais hidrogénio encontra-se livre para a metanogénese (Beauchemin et al.,
2005; Grainger et al.,, 2007). A selecdo de reprodutores eficientes, nesta

perspectiva, reduz a demanda de alimento por individuo e pode reduzir a



producado/intensidade de emissdo de gases do efeito estufa, como o CH4 e
demais residuos oriundos do metabolismo das fezes (Basarab et al.,, 2003;
Nkrumah et al., 2006; Herrero et al., 2013). A selecdo para animais eficientes
pode resultar em beneficios econdémicos, produtivos e sustentaveis (Waghorn e
Hegarty, 2011; Freetly e Brown-Brandl, 2013; Salleh et al., 2017). No entanto,
nao esta claro na literatura, se as diferencas nas concentracdes de CH4 séo
devidas a variagdo na eficiéncia digestiva entre animais eficientes e néo
eficientes, ou, ao resultado do menor CMS associado a animais mais eficientes
(Kelly et al., 2010; Lawrence et al., 2011; Sakamoto et al., 2021).

Alternativas para a selecdo de animais eficientes, desse modo, sao
estudadas por meio de inUmeros indices, como a conversdo alimentar (CA),
eficiéncia alimentar bruta (EAB), ganho médio diario residual (GMDR), consumo
ganho residual (CGR) e CAR (Gunsett, 1984; Koch et al., 1963; Berry, 2008;
Berry e Crowley, 2012). Entretanto, o CAR tornou-se um dos fendtipos de
eficiéncia alimentar mais estudado na raca Nelore (Consolo et al., 2021; Paz et
al., 2022; Oliveira et al., 2022; Brunes et al., 2022). Esse fato se deve,
principalmente, pela caracteristica ndo estar diretamente correlacionada com a
taxa de ganho e o peso vivo do animal, o que permite identificar animais com
menores exigéncias de manutencdo sem interferir no peso a idade adulta ou
ganho de peso (Grion et al, 2014; Berry e Pryce, 2014).

O CAR (kg MS/dia) é definido como residuo obtido da diferenca do
consumo alimentar observado e o predito, e pode ser calculado pela equacédo de
regressao linear do consumo de matéria seca (CMS, kg/dia) em funcéo do peso
vivo metabdlico (PVM, kg) e do ganho médio diario (GMD, kg/dia) (Koch et al.,
1963). Em vista disso, o CAR torna-se independente (em termos fenotipicos) das
variaveis ou caracteristicas de regressdo parcial incluidas no modelo de
estimacao. Além disso, os animais podem ser classificados como mais e menos
eficientes, sendo que os mais eficientes apresentam consumo observado menor
que o predito e séo classificados com CAR negativo e o inverso ocorre com
animais menos eficientes com CAR positivo (Basarab et al., 2003).

O CAR de touros jovens Nelore criados no Brasil (x 540 dias de idade)

possui herdabilidade moderada, com valores entre 0,21 + 0,06 e 0,30 £ 0,02, o



gue demonstra variabilidade genética na raca, porém, com maior influéncia da
acao nao aditiva e do ambiente na sua expressao (Ceacero et al., 2016; Polizel
etal., 2018, Oliveira et al., 2022). Esses valores sugerem que diferentes modelos
de analise para o CAR (Rolfe et al., 2011), bem como diferencas entre estruturas
populacionais e padrées de mensuracdo dessa caracteristica, contribuem para
a obtencao de diferentes estimativas de herdabilidade.

Ademais, o CAR permite identificar animais que apresentam diferencas
entre a exigéncia nutricional estimada e observada (Koch et al., 1963). Deste
modo, a selecdo de bovinos eficientes em sistemas intensivos resultard na
diminuicdo do CMS sem comprometer o desempenho dos animais (Arthur et al.,
2014; Oliveira et al., 2022). Além disso, no sistema extensivo foram obtidas
melhoras na taxa de crescimento e conversao alimentar dos animais (Arthur et
al., 2014). Portanto, o CAR se apresenta como critério de selecado, no intuito de
melhorar a eficiéncia alimentar, reduzir em até 30% das emissfes de CH4
(Nkrumah et al., 2006) e até 20% da produgdo de residuos oriundos do
metabolismo fecal (Hegarty et al., 2007).

Os dados fenotipicos do CAR, entretanto sdo poucos, devido a dificuldade
do registro do consumo individual, em razdo dos custos com equipamentos e
mao de obra especializada (Williams, 2010). Além disso, esta caracteristica pode
ser classificada como complexa, uma vez que € controlada por inUmeros
processos bioldgicos, regulada por inimeros genes e diferentes fatores
ambientais (Capper e Hayes, 2012; Oliveira et al., 2014; Widmann et al., 2015;
Tizioto et al.,, 2016; Wallace et al.,, 2017). Estes fatores dificultam a
implementacdo do CAR como critério de selecdo nos programas de

melhoramento genético.
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3.3 METABOLOMICA ASSOCIADA A EFICIENCIA ALIMENTAR

As ciéncias 6micas fazem parte da biologia molecular, e compreende a
gendmica, transcriptbmica, protedbmica, metabolémica e outras. Além disso,
oferece uma viséo holistica dos processos que ocorrem em um sistema dindmico
(Smirnova et al., 2016). A metabolémica surgiu como estratégia analitica para o
estudo do metaboloma de um dado sistema biologico (Fiehn et al., 2000).

A metabolémica pode ser estudada por técnicas avancadas de quimica
analitica e possui capacidade de detectar e quantificar rapidamente dezenas,
centenas ou milhares de metabdlitos, moléculas de baixo peso molecular (até
1.500 daltons), envolvidos em distintas vias metabdlicas em células, tecidos e
biofluidos (Gondansaz et al., 2017; Kim et al., 2021). Além disso, vale ressaltar
que os metabdlitos sdo efetivamente os produtos finais de interacdes entre o
genoma e 0 meio ambiente, o que possibilita descrever com maior precisao o
fendtipo (Fontanesi, 2016). Os metabdlitos sao divididos em dois grupos,
primarios e secundarios. Os que pertencem ao grupo primario sdo os metabdlitos
diretamente envolvidos nas rotas de sintese e degradacao das macromoléculas
em qualquer ser vivo (Dixon, 2001), e os secundarios sdo mais comuns em
plantas e fungos (Challis e Hopwood, 2003; Hall, 2006).

A metabolémica pode ser analisada por tecnologias de ressonancia
magnética nuclear (RMN) (Nicholson et al., 1983), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (Tanaka, 1982) e cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) (Vandergreef, 1986). A
RMN é ferramenta eficaz na andlise de composicdo molecular de uma amostra.
Além disso, possui a capacidade de ndo destruir as amostras e nédo ha
necessidade de etapas de derivatizagdo, o que caracteriza alta reprodutibilidade
e resolucdo (Fontanesi, 2016; Serkova et al., 2019; Crook e Powers, 2020).

Como mencionado anteriormente, o0 consumo alimentar residual (CAR) é
caracteristica poligénica e pode ser influenciada por componentes metabdlicos,
fisiologicos, genéticos, moleculares e ambientais (Herd e Arthur, 2009). Desse
modo, estudos em bovinos por meio de amostras de musculo, sangue, figado,
fluido ruminal e fezes investigaram o CAR por meio das diferentes 6micas, como:

gendmica (Oliveira et al., 2014; Widmann et al., 2015; Olivieri et al., 2016; Bingjie
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et al., 2019; Duarte et al., 2019), transcriptdmica (Paradis et al., 2015; Alexandre
et al., 2015; Tizioto et al., 2015; Tizioto et al., 2016; Weber et al., 2016; Khansefid
et al.,, 2017; Salleh et al.,, 2017; Zarek et al.,, 2017; Benedeti et al., 2018),
protedmica (Montanholi et al., 2016; Jung et al., 2017) e metabolémica (Karisa
et al., 2014; Shabat et al., 2016; Clemmons et al., 2017; Novais et al., 2019).

Na area da gendmica, estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS)
de animais da raca Nelore, relatam genes candidatos associados ao CAR, como
por exemplo, os genes HRH4, ALDH7A1, APOA2, LIN7C, CXADR, ADAM12,
MAP7, GOLIM4, RFX6, CACNG7, CACNG6, CAPN8, CAPN2, AKT2, GPRC6A
e GPR45 (Oliveira et al.,, 2014; Olivieri et al., 2016). Os autores puderam
observar genes associados ao CAR com func¢des biologicas relacionadas a
processos metabolicos, metabolismo de lipidios/proteinas, utilizagédo de energia,
crescimento, transporte de ions, sistema olfativo/imunolégico, secrecdo e
atividades celulares.

A andlise da expressao génica pela transcriptbmica também tem sido
amplamente difundida, com diversos tipos de amostras, relacionando diferencas
na expressao e redes de interacao génica a este fenotipo (Alexandre et al., 2015;
Benedeti et al., 2018; Khansefid et al., 2017; Paradis et al., 2015; Salleh et al.,
2017; Tizioto et al., 2015, 2016; Weber et al., 2016; Zarek et al., 2017). Estes
estudos confirmaram a relacdo entre o CAR e processos relacionados ao
metabolismo proteico e lipidico, com énfase no metabolismo do colesterol e na
resposta do sistema imunolégico, confirmando a complementaridade entre
dados gendmicos e transcriptdmicos. Por outro lado, a protedmica tem sido
aplicada a passos lentos no estudo da eficiencia alimentar em bovinos
(Montanholi et al., 2016; Jung et al., 2017).

A metabolébmica na producdo animal também pode ser utilizada para
investigar o metaboloma e suas rela¢cdes com distintos fendétipos de importancia
para o melhoramento genético (Aliakbari et al., 2019). Em um experimento com
bovinos da raca Angus, Clemmons et al. (2017) relataram quatro metabdlitos
sanguineos (homocisteina, pantotenato, carnitina e glutamato) divergentes entre
animais eficientes e nao eficientes com fungbes importantes na utilizagdo de

nutrientes. Em experimentos com bovinos cruzados divergentes para CAR,
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Karisa et al. (2014), descreveram dozes metabdlitos sanguineos (creatina,
hipurato, carnitina, histidina, succinato, oxobutirato, 4-hidroxibutirato, prolina,
alantoina, glutamina, uridina, trans-4-hidroxi-L-prolina) responsaveis por 98,5%
da variagéo fenotipica do CAR. Portanto, estes metabdlitos podem ser utilizados
para desenvolver ferramenta de selecdo baseada em biomarcadores. Shabat et
al. (2016), analisaram o metaboloma ruminal em vacas da raca Holandesa
distintas para eficiéncia alimentar e emissdao de metano, e propuseram que,
animais com menor riqueza e diversidade no microbioma, sdo menos complexos
e resultam na producdo de metabdlitos relevantes para as necessidades
energéticas do animal. Novais et al. (2019) encontraram assinatura molecular
para o CAR com base na metaboldomica n&o-direcionada, sendo que essa
assinatura indicou a via do metabolismo da vitamina A como uma via importante
para a eficiéncia alimentar.

Além disso, o metaboloma fecal também tem sido utilizado na associacéo
com o metaboloma ruminal de bovinos da raga Nelore (Malheiros et al., 2021).
No entanto, dentre as bioamostras utilizadas, sdo poucos o0s estudos sobre
metabdlitos fecais em bovinos, mesmo sendo evidente que € mais facil acessar
amostras fecais durante as rotinas de producdo animal (Zhu et al., 2019; Valerio
et al., 2020; Malheiros et al., 2021). Neste contexto, informacdes referentes a
metabolomica ndo sdo totalmente elucidados e necessitam ser esclarecidas na
raca Nelore, com o intuito de fornecer informacdes bioldgicas cruciais sobre as

complexas interacdes dos fendtipos CAR e o perfil metabolémico.
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CAPITULO 2 — ANALISE DO METABOLOMA FECAL DE BOVINOS NELORE
NO PRE E POS-CONFINAMENTO

Resumo - A alimentacao tem um papel fundamental nos sistemas de producao,
representando uma parcela significativa de 60% a 80% dos custos totais, 0 que
exerce influéncia direta sobre a lucratividade do sistema. O objetivo deste estudo
foi identificar e quantificar os metabdlitos fecais de bovinos da raga Nelore (Bos
taurus indicus) que apresentaram diferencas no pré e pds-confinamento.
Durante a fase de pré-confinamento, um grupo de 21 bovinos Nelore foi
submetido a uma dieta rica em carboidratos fibrosos por 15 dias. Posteriormente,
esses animais foram alimentados com uma dieta rica em carboidratos nao-
fibrosos durante 77 dias, até o término do periodo de confinamento. Amostras
de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de cada bovino ao final
das fases pré e pés-confinamento. Os metabdlitos fecais foram extraidos e seus
espectros foram obtidos por meio da anélise de Ressonéancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (*H RMN). Durante o pré e pés-confinamento, foram identificados
57 e 55 metabdlitos, respectivamente. Oito metabdlitos foram encontrados
exclusivamente na fase de pré-confinamento (2-fenilpropionato, caprilato,
fumarato, desaminotirosina, gama-glutamil fenilalanina, NADH, timidina,
pantotenato), enquanto sete metabdlitos estavam presentes apenas na fase de
pos-confinamento (acetamida, 2-oxoglutarato, uracila, xantina, trimetilamina,
dimetil sulfonas). Os metabdlitos identificados forneceram informacdes sobre as
principais vias metabdlicas, incluindo a sintese e a degradacdo de corpos
cetbnicos, biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano, metabolismo de
glicina, serina e treonina, metabolismo do piruvato e metabolismo da histidina.
Esses resultados sugerem que o aumento da densidade energética e proteica
da dieta teve um impacto significativo nas concentracdes de metabdlitos fecais
em bovinos Nelore. As alteracdes observadas indicam que a composicdo da
dieta desempenha um papel crucial na composicdo e concentracdo do

metaboloma fecal.

Palavras-chave: biomarcadores, Bos taurus indicus, carboidratos fibrosos,

carboidratos nao-fibrosos, metabdlitos
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CHAPTER 2 - ANALYSIS OF THE PRE AND POST CONFINEMENT FECAL
METABOLOME OF NELORE CATTLE

Abstract - Feeding plays a crucial role in production systems, representing a
considerable portion of 60% to 80% of total costs and exerting a direct influence
on system profitability. The objective of this study was to identify and quantify
fecal metabolites of Nelore cattle (Bos taurus indicus) that showed differences in
the pre- and post-confinement phases. During the pre-confinement phase, a
group of 21 Nelore cattle was subjected to a high-fiber carbohydrate diet for 15
days. Subsequently, these animals were fed a high-non-fiber carbohydrate diet
for 77 days until the end of the confinement period. Fecal samples were collected
directly from the rectal ampulla of each bovine at the end of the pre- and post-
confinement phases. Fecal metabolites were extracted, and their spectra were
obtained through Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR) analysis. A
total of 57 and 55 metabolites were identified during the pre- and post-
confinement phases, respectively. Eight metabolites were found exclusively in
the pre-confinement phase (2-phenylpropionate, caprylate, fumarate,
desaminotyrosine, gamma-glutamylphenylalanine, NADH, thymidine,
pantothenate), while seven compounds were present only in the post-
confinement phase (acetamide, 2-oxoglutarate, uracil, xanthine, trimethylamine,
dimethyl sulfones). The identified metabolites provided information about key
metabolic pathways, including synthesis and degradation of ketone bodies,
biosynthesis of phenylalanine, tyrosine, and tryptophan, glycine, serine, and
threonine metabolism, pyruvate metabolism, and histidine metabolism. These
results suggest that the increase in energy and protein density of the diet had a
significant impact on fecal metabolite concentrations in Nelore cattle. The
observed changes indicate that diet composition plays a crucial role in the
composition and concentration of the fecal metabolome

Keywords: biomarkers, Bos taurus indicus, fibrous carbohydrates, metabolites,

non-fibrous carbohydrates.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo do confinamento no Brasil tem aumentado nos ultimos anos,
visto que o numero de animais confinados em 2017 foi de 5,25 milhes de
cabecas, e em 2021 ocorreu um acréscimo para 6,70 milhdes de cabecas
(ABIEC, 2022). A intensificacdo dos confinamentos tem sido considerada uma
alternativa promissora, pois pode ocasionar um melhor desempenho dos
animais, possibilitar o abate dos animais mais jovens e suprir tanto a demanda
interna quanto a externa do mercado de carne (Millen et al., 2009).

No confinamento, a alimentacdo pode representar 60-80% dos custos
totais de producédo e impactar diretamente na lucratividade do sistema (Uyeh et
al., 2018). Portanto, compreender a relagédo entre o alimento ofertado e o trato
gastrointestinal, em destaque para o rimen, e implementar manejo nutricional
adequado sao fatores decisivos para aumentar a eficiéncia dos sistemas de
terminacédo de bovinos de corte (Savietto et al., 2014). Isso permite a construcéo
de estratégias nutricionais que contribuem para intensificar a producao da carne
bovina.

O rumen possui ecossistema microbiano dinamico, e a relagdo simbidtica
entre o0 hospedeiro e a microbiota desempenha papel importante na digestéao e
absorcdo dos nutrientes (Hobson et al.,, 2012; Artegoitia et al., 2017). A
fermentacdo ruminal realizada pela biodiversidade microbiana resulta na
producdo de &cidos graxos volateis (AGVs), gases (diéxido de carbono e
metano), amoénia e proteinas microbianas (Janssen, 2010). De acordo com a
intervencao nutricional, os AGVs podem constituir a maior fonte de energia (65-
70%) necessaria para o hospedeiro (Bannink et al., 2008). No entanto, a
producdo de diéxido de carbono e metano acarreta perdas de energia dos
alimentos. Portanto, a adocdo de estratégias de alimentacdo baseadas em
principios tecnologicos pode possibilitar o aumento da eficiéncia de utilizagdo do
alimento por unidade de produto produzida, além de contribuir para a
sustentabilidade.

No Brasil, durante o pré-confinamento, geralmente os bovinos séo
alimentados com dietas ricas em volumosos, as quais sdo compostas por

carboidratos fibrosos, como celulose e hemicelulose (Kozloski, 2011). Essa
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alimentacdo promove aumento na propor¢cdo de acetato em relacdo ao
propionato e butirato no raimen (Van Soest,1994). No entanto, no confinamento
ocorre a substituicdo de carboidratos fibrosos por carboidratos néo-fibrosos,
como amido e agUcares. Essa mudanca na dieta altera a producdo de AGVs e
promove aumento na proporcdo de propionato em relacdo ao acetato e butirato
(Van Soest,1994). Desse modo, dietas com diferentes proporcdes de
carboidratos fibrosos e néo fibrosos podem alterar o ambiente ruminal.

Estudos recentes indicaram que a microbiota e os metabdlitos ruminais
estdo parcialmente representados na microbiota e metaboloma fecal (Andrade
et al., 2020; Malheiros et al., 2021). Dessa forma, a metaboldémica fecal pode
auxiliar na compreensdo dos mecanismos subjacentes ao rimen, e contribuir no
entendimento dos compostos oriundos da fermentagdo ruminal em diferentes
regimes alimentares (Wallace et al., 2017). Além disto, torna-se mais viavel a
obtencdo de amostras fecais em comparacdo com as ruminais nos
procedimentos de rotina na producdo animal. Portanto, a identificacdo de
possiveis vias metabdlicas e biomarcadores potenciais nas fezes bovinas
apresentariam significativos potenciais para aplicacdes praticas. Nesse contexto,
o estudo teve como objetivo identificar e quantificar os metabdlitos fecais de
bovinos da raca Nelore (Bos taurus indicus) que diferiram entre o pré e pos-
confinamento, a fim de compreender como a alimentacéo afeta o metaboloma

fecal.

2. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
diretrizes de bem-estar animal e abate humanitario, conforme a Lei Estadual n°
11.977 do Estado de Séao Paulo, Brasil.

2.1 ANIMAIS E COLETA DE DADOS

Foram utilizados 21 animais da raca Nelore oriundos de 6 propriedades
com niveis tecnoldgicos equivalentes e situadas nos Estados do Mato Grosso (4
propriedades e 14 animais) e Goias (2 propriedades e 7 animais). As fazendas

sdo participantes do Programa de Melhoramento Genético Nelore Qualitas®, que
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utiliza indice de selecdo empirico, com as seguintes ponderactes: 20% da
diferenca esperada na progénie (DEP) para peso a desmama direto, 40% da
DEP para ganho de peso pés-desmama, 20% da DEP para perimetro escrotal e
20% da DEP para musculosidade.

Os animais foram alojados no Centro de Inovacéo em Genética e Nutricao
Animal (CIGNA), localizado na Fazenda Experimental Lageado, pertencente a
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Botucatu - SP, em sistema de baia
coletivas. Durante o periodo de pré-confinamento, os animais passaram 15 dias
se adaptando as instalacdes, aos outros animais e ao inicio do confinamento.
Nesse momento, apresentavam um peso vivo médio inicial de 534,47 + 34,23 kg
e uma idade média de 666,09 + 68,35 dias. J& no periodo de confinamento, os
animais foram mantidos por 77 dias, também em sistema de baias coletivas, com
um peso vivo médio inicial de 546,05 + 41,23 kg e uma idade média de 681,09 +
48,37 dias.

As dietas no pré-confinamento e no confinamento foram formuladas no
programa Large Ruminant Nutrition System v.1.0.3.3 (LRNS) e fornecidas de
acordo com o protocolo “step by step” na forma de racao total misturada (Tabela
1). A alimentacéo foi ofertada duas vezes ao dia, as 08:00 e as 16:00h, com
ganho médio diario estimado em 0,60 kg/dia, no pré-confinamento e, em 1,70
kg/dia durante o confinamento. Além disso, o acesso a dieta e 4gua foram ad
libitum. No final do periodo pré-confinamento quanto apos o confinamento, foram
coletadas amostras de fezes diretamente da ampola retal de cada bovino. Estas
amostras foram imersas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas

em um freezer a -80 °C, para serem utilizadas nos ensaios de metaboldémica.
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Tabela 1. Composicéo percentual dos ingredientes e nutrientes da dieta utilizada

no pré e pos-confinamento.

Ingredientes i s

%MS  %MO %MS %MO

Silagem de milho 79,22 82,09 32,30 49,49

Bagaco de cana 20,78 1791 490 4,95

Milho gréo umido - - 51,21 38,67

Farelo de amendoim - - 8,92 543

Ureia - - 0,89 0,49

Premix* - - 1,78 0,98
Nutrientes? Pré Pés
Matéria seca, % 49,40 60,00
Proteina bruta, % 8,74 15,60
Nutrientes digestiveis totais, % 76,00 77,00
Energia metabolizavel, Mcal/kg MS 1,56 2,77
Energia liquida de mantenca, Mcal/kg MS 1,52 1,84
Energia liquida de ganho, Mcal/kg MS 0,92 1,20
Fibra detergente neutro, % 45,80 26,90
Carboidratos nao fibrosos, % 42,00 54,00
Extrato etéreo, % 2,19 3,20
Célcio, % 0,50 0,60
Foésforo, % 0,18 0,38

%MS, porcentagem de matéria seca; %MO, porcentagem de matéria organica
Composicso do premix (kg do produto) 170g Ca, 20g P, 26g Mg, 120g Na, 30g S, 16mg Co, 834mg Cu, 40mg I,
1530mg Mn, 8mg Se, 2276mg Zn, 83333UI Vitamina A, 10.333UI Vitamina D, 266Ul Vitamina E, 1.000mg Monensina.
2valores calculados pelo BCNRM (Nutrient Requirements of Beef Cattle) 2016.
2.2 METABOLOMICA
2.2.1 Extracdo dos metabdlitos

Para extracdo dos metabdlitos, aproximadamente 300 mg de cada uma
das amostras de fezes colhidas ap6s o pré e poés-confinamento, foram
homogeneizadas com tampao de fosfato de s6dio em 6xido de deutério (0,10 M,
pD 7,4) contendo 0,050% de 3-trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propionato de sédio de
padrao quimico de deslocamento interno (TMSP-d4, SigmaAldrich). As amostras
homogeneizadas foram agitadas por 60 segundos, centrifugadas a 13.000 x g
(10 min a 4 °C). O volume de 450 uL de sobrenadante foi adicionado em tubo de
RMN de 5 mm juntamente com 150 uL de 6xido de deutério (Malheiros et al.,

2021).



28

2.2.2 Aquisicao dos espectros por 1H RMN

Os espectros por *H RMN foram obtidos a 298 K em espectrometro de 14
T Bruker Avance Il (Bruker BioSpin, Alemanha) equipado com sonda PABBO de
5 mm. Primeiramente, o protocolo foi estabelecido para as amostras de controle
de qualidade (CQ) constituida por um pool de aliquotas dos extratos metabdlicos
de fezes (pulso de 90° calibrado e irradiacdo na frequéncia da agua), e entéo
este protocolo foi realizado em modo automético usando a rotina Bruker por
interface ICON-NMR (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany).

Os espectros foram adquiridos para proton RMN utilizando pulso de 90°
(sequéncia zg), 64 K data points, com largura espectral de 20,0276 ppm e tempo
de aquisicdo dl1 de 2,726 s. Foram adquiridos ganho de 225, atraso de
reciclagem de 1 seg (delay), varredura de 0 (scans) e acumulo de ns = 16
transients. A supressao da agua foi obtida pela sequéncia de pulsos denominada
1D NOESY (Bruker 1D noesygpprld), utilizando os mesmos dados. Os FIDs
foram multiplicados por fungéo de multiplicagéo exponencial de 0,3 Hz antes da
transformacao de Fourier, somente uma correcdo de fase de ordem zero foi
permitida, e o sinal de TMSP-d4 foi calibrado em & = 0,00 ppm por meio do
software Topspin Versdo 3.6 para analise de RMN (Bruker Inc., Karlsruhe,
Alemanha). Os experimentos de RMN bidimensional com as aquisicdes J-
resolved (JRES) RMN, 1H-13C HSQC e 1H-1H COSY foram realizados em
quatro amostras aleatérias, sendo duas de cada grupo.

2.2.3 ldentificacdo e quantificacdo dos metabdlitos

Os espectros obtidos por meio do *H RMN de cada animal no pré e p6s-
confinamento foram analisados. Os metabdlitos foram identificados e
qguantificados por meio do software Chenomx NMR Suite 8.2 (Chenomkx,
Edmonton, Canada). A RMN bidimensional foi utilizada para confirmar os
metabdlitos presentes nas amostras. Metabdlitos que n&o foram identificados
nessa etapa foram removidos das analises seguintes. Os metabolitos
identificados foram definidos com base no banco de dados publico Bovine
Metabolome Database (BMDB, https://bovinedb.ca).
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2.2.4 Processamento de dados

Os dados foram analisados na plataforma MetaboAnalyst 5.0
(http://www.metaboanalyst.ca), por meio de andlise de componentes principais
(PCA), analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) e
importancia variavel na projecédo (VIP, do inglés, Variable importance in the
projection), conforme método proposto por Xia et al. (2009) e Xia et al. (2011).
Os metabolitos foram analisados pelo procedimento MIXED disponivel no
programa estatistico SAS (SAS Institute, Cary, NC, EUA, 2011). A andlise das
vias metabdlicas foi realizada no banco de dados depositado da espécie Bos
taurus taurus. A identificacdo e a visualizacdo das vias metabodlicas foram

realizadas no KEGG PATHWAY Database (http://www.genome.jp/kegg).

3. RESULTADOS

No pré-confinamento 57 metabdlitos foram identificados e quantificados,
sendo: acidos organicos derivados (28,07%), aminoacidos (28,07%),
cetoacidos/hidroxiacidos (12,28%), nucleotideos/purinas/pirimidinas (5,26%),
acucar (8,77%), aminas (3,51%), alcool (5,26%), fenol (3,51%) e outros (5,26%)
(Tabela 2). No entanto, no pés-confinamento foram observados 55 compostos,
sendo: acidos organicos derivados (25,45%), aminoacidos (25,45%),
cetoacidos/hidroxiacidos (14,55%), nucleotideos/purinas/pirimidinas (5,45%),
acucar (9,09%), aminas (5,45%), alcool (3,64%), fenol (3,64%) e outros (7,27%).
Os acidos organicos derivados, como acetato, butirato, propionato, isobutirato,
isovalerato e valerato, juntamente com acgucares (glicose) e alcool (etanol) foram
0s metabdlitos mais abundantes nas fezes em ambos 0s grupos experimentais.

Oito metabdlitos foram exclusivamente identificados no pré-confinamento
(2-fenilpropionato, caprilato, fumarato, desaminotirosina, gama-glutamil
fenilalanina, NADH, timidina, pantotenato) e sete compostos estavam presentes
apenas no poés-confinamento (acetamida, 2-oxoglutarato, uracila, xantina,
trimetilamina, dimetil sulfonas). Trinta e nove metabolitos foram identificados
entre 0Ss grupos experimentais pré e pos-confinamento (p<0,05). Os animais no
pré-confinamento apresentaram maiores concentracfes de 2-hidroxivalerato,

histidina, metionina, tirosina, lactato, fucose e maltose em relacdo ao pos-
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confinamento (p<0,05). No entanto, 32 compostos pertencentes as classes
de acidos organicos derivados, aminoacidos, cetoacidos/hidroxiacidos,
nucleotideo/purina/pirimidina, acucar, aminas, alcool, fenol e outros
apresentaram maiores concentragcdes quando os animais estavam no poés-

confinamento (p<0,05).



Tabela 2. Concentracédo dos metabdlitos das fezes obtidos no pré e pos-confinamento de bovinos Nelore.
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Metabdlitos Férmula |Da Pré (N = 21)b Pds (N = 21)P p-valor
Acido organico derivado

2-Hidroxivalerato CsH100s3 BMDB0001863 31,03 +6,17 12,01 + 3,08 <0,001
3-Hidroxiisovalerato CsH100s3 BMDB0000754 1,80 +0,42 11,73 £5,06 <0,001
2-Fenilpropionato CoH1002 BMDB0011743 7,10 £ 0,90 - -
Caprilato CsH1602 BMDB0000482 31,86 + 11,06 - -
Acetamida C2HsNO BMDB0031645 - 91,48 + 15,64 -
Acetato C2H402 BMDBO0000042 8.735,75 + 2.513,94 14.733,32 £ 2.552,35 <0,001
Butirato C4HsO> BMDBO0000039 472,18 + 113,59 1.815,08 + 539,86 <0,001
Citrato CeHsgO7 BMDBO0000094 10,60 + 1,86 13,87 £ 2,64 <0,001
Fenilacetato CgHsO> BMDB0000209 24,73 £9,80 34,36 £11,03 0,004
Formato CH202 BMDB0000142 23,56 + 8,74 26,36 + 6,54 0,246
Fumarato C4H404 BMDB0000134 2,95+ 0,64 - -
Isobutirato C4HsO> BMDB0001873 132,96 + 33,22 159,00 + 23,99 0,005
Isovalerato CsH1002 BMDB0000718 100,29 + 22,55 100,89 + 25,21 0,935
Propionato C3HeO2 BMDBO0000237 2.131,79 + 464,07 3.510,39 + 714,78 <0,001
Succinato CeHeO4 BMDB0000254 14,50 + 5,31 49,32 +12,96 <0,001
Timol C10H140 BMDB0062038 7,60 + 3,02 7,52 +255 0,069
Valerato CsH1002 BMDB0000892 169,21 + 28,47 181,15 + 65,68 0,449
Aminoacido

Alanina C3H7NO:2 BMDB0000161 27,53 +8.31 46,35 +8.19 <0,001
Betaina CsH12NO2 BMDB0000043 8,55 + 3,20 14,24 + 5,02 0,018
Creatina C4H9N302 BMDB0000064 12,28 £+ 2,71 13,67 + 4,82 0,258
Creatina fosfato CsH10N3OsP  BMDB0001511 10,10 + 2,33 18,96 + 5,93 <0,001
Creatinina C4H7N30O BMDB0000562 12,73 +2,55 15,41 + 3,52 0,019
Desaminotirosina CoH100s3 BMDB0002199 23,36 + 3,63 - -
Gama-Glutamil Fenilalanina C14H18N20s5 BMDBO0000594 27,49 + 0,09 - -
Glicina C2HsNO:2 BMDB0000123 29,17 + 10,05 39,39 +£ 9,63 <0,001




32

Histidina CesH9aN3O2
Isoleucina CsH13NO2
Leucina CsH13NO2
Metionina CsH11NO2S
Sarcosina C3H7NO2
Treonina C4H9NO3
Tirosina CoH11NO3
Valina CsH11NO2
Cetoacido/Hidroxiacido

2-Hidroxibutirato C3HsgOs3
2-Hidroxiisobutirato C4HsgO3
2-Oxoglutarato CsHeOs
3-Hidroxibutirato C4HsO3
Acetoacetato C4HeO3
Lactato C3HeO3
Levulinato CsHsO3
Piruvato C3H403
Nucleotideo/Purina/Pirimidina

Cafeina CsH10N4O2
NADH C21H29N7014P2
Timidina C10H14N205
Uracila C4HsN202
Xantina CsHaN4O2
Acucar

1,3-Diidroxiacetona C3HeOs3
Fucose CsH1205
Glicose CsH1206
Maltose C12H22011
Ribose CsH1005

BMDB0000177
BMDB0000172
BMDB0000687
BMDB0000696
BMDB0000271
BMDB0000167
BMDB0000158
BMDB0000883

BMDB0000008
BMDB0000729
BMDB0000208
BMDBO0000357
BMDB0000060
BMDB0001311
BMDBO0000720
BMDB0000243

BMDB0001847
BMDB0001487
BMDBO0000273
BMDBO0000300
BMDB0000292

BMDB0001882
BMDB0000174
BMDB0000122
BMDB0000163
BMDB0000283

7,83+1,84

12,59 + 3,64
12,22 + 3,65
15,81 + 3,04
3,68 +1,47

18,73 £ 6,99
46,19 + 14,88
12,82 + 3,55

38,88 + 14,64
2,00+ 0,75

10,78 = 3,40
6,49 + 2,14
67,33 +19,21
15,01 £ 3,75
11,12 + 3,73

2,21+0,88
4,10 + 1,59
3,13+1,20

7,00 + 1,60
34,39 + 15,78
108,60 * 38,10
27,70 £ 40,03
64,24 + 15,17

6,14 + 1,88

15,36 + 3,25
19,16 + 5,39
13,07 + 4,37
5,57 +2,19
35,10 + 10,57
35,53 £ 6,63
22,16 + 6,79

66,96 + 11,28
7,55+ 2,05
39,33 +11,21
23,60 + 8,70
17,94 + 6,58
46,82 + 9,73
13,90 + 3,94
16,40 + 3,32

4,50 + 1,80

24,72 +7,50
13,49 + 6,50

7,76 + 3,03
2,50+ 0,76
132,25 + 21,41
1,60 + 0,62
93,30 + 37,22

0,326
<0,001
0,017
<0,001
0,005
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Amina
Dimetilamina
Metilamina
Trimetilamina
Alcool

Etanol
Metanol
Pantotenato
Fenol

3-Hidroximandelato
3-Hidroxifenilacetato

Outros®
Acetona
Imidazol
Colina

Dimetil sulfona

C2H7N
CHsN
CsHoN

C2HeO
CH40O

CoH17NOs

CsHgOa
CsHsO3

C3HeO3
CsH4N2

CsH14NO
C2He02S

BMDB0000087
BMDB0000164
BMDB0000906

BMDB0000108
BMDB0001875
BMDB0000210

BMDB0000750
BMDB0000440

BMDB0001659
BMDBO0001525
BMDBO0000097
BMDB0004983

5,73+1,64
45,17 + 21,56

334,76 + 75,63
29,19 + 6,29
7,10 + 2,08

18,43 + 5,30
14,80 + 2,65

9,47 +1,86
9,66 + 2,39
4,53+1,31

6,90 + 1,68 0,028
67,94 + 15,22 <0,001
11,88 + 3,90 -
431,40 + 189,06 0,035
32,15+6,11 0,130
24,60 + 4,39 <0,001
26,00 + 4,80 <0,001
9,81 +1,38 0,502
30,04 + 6,76 <0,001
4,54 + 1,33 0,981
3,78+ 1,55 -

2D Bovine Metabolome Database (BMDB).

bMédia + desvio padréo.
°Metabolitos = cetonas, alcaloide, sais de am6nio quaternarios e sulfona, respectivamente.
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A analise de componentes principais (PCA) e analise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) foram aplicadas aos dados de espectros
de *H NMR para visualizar diferencas no metaboloma fecal dos animais no pré
e pés-confinamento (Figura 1A e B). Os dois componentes principais do PCA
explicaram 86,1% da variancia total dos dados (CP1 = 77,6%; CP2= 8,5%). Da
mesma forma, o PLS-DA explicou 85,5% da variancia dos dados com os dois
primeiros componentes. Os valores observados nas andlises PCA e PLS-DA
demonstram baixa sobreposi¢&o ou similaridade entre os grupos experimentais
e explicam que grande parte da variagdo obtida nos metabdlitos esta associada
com o pré e pés-confinamento. Para o primeiro e segundo componentes da PLS-
DA, estatisticas descritivas de acuracia de predicdo do modelo, qualidade do
ajuste (R?) e predicao da qualidade (Q?) foram: 0,95; 0,73 e 0,71 e 1,00, 0,84 e
0,83, respectivamente.

Com base nas pontuacdes de projecdes do grafico VIP (VIP>1,0) (Figura
1C), trés metabdlitos contribuiram para maior porcentagem dos residuos
explicados no grafico PLS-DA entre os animais no pré e pos-confinamento:

acetato, butirato e proprionato.
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Figura 1. Metaboloma das fezes de animais Nelore no pré e pés-confinamento.
(A) Andlise de componentes principais (PCA) dos metabdlitos identificados e
quantificados nas fezes por *H NMR (cada ponto corresponde a um animal, e a
cor vermelha do ponto corresponde ao pré-confinamento e cor verde ao pos-
confinamento). (B) Grafico de pontuacdo da analise discriminante de minimos
quadrados, parciais (PLS-DA) das fezes de animais Nelore (cada ponto
corresponde a um animal, e a cor vermelha do ponto corresponde ao pré-
confinamento e cor verde poés-confinamento). (C) Gréafico da importancia da
variavel na projecéo (VIP scores) dos metabolitos fecais que diferiram entre os

grupos preé e pos-confinamento.
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Foram detectadas cinco vias metabdlicas (p<0,05 e impacto >0,2) como
sendo as principais para diferenciar o pré e poés-confinamento dos bovinos
Nelore: sintese e degradacdo de corpos cetbnicos (bta00088); biossintese da
fenilalanina, tirosina e triptofano (bta00400); metabolismo da glicina, serina e
treonina (bta00260); metabolismo do piruvato (bta00620); metabolismo da
histidina (bta00340) (Figura 2 e Tabela 3).
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Figura 2. Integragéo do metaboloma das fezes de animais da raca Nelore. Vias
metabdlicas dos distintos metabdlitos observados nas fezes dos animais Nelore.
O eixo x representa o valor do impacto da via calculado a partir da analise
topologica da via, e 0 eixo y é o logaritmo do p-valor obtido da analise de
enriquecimento da via. A cor do ponto € baseada no p-valor e o raio do ponto é
determinado com base em seus valores de impacto de caminho (visualizar a
Tabela 3).



Tabela 3. Analise das vias metabdlicas das fezes de animais Nelore no pré e pés-confinamento.
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Compostos Compostos

p_

Letra® Via metabdlica totaish observados®  valord -log(p)® Impactof
a Metabolismo do butanoato 15 4 <,0001 13,2100 0,1111
b Ciclo do acido citrico (Ciclo de Krebs) 20 3 <,0001 12,3840 0,1695
C Glicdlise e gliconeogénese 26 5 <,0001 8,6520 0,1297
d Metabolismo do glioxilato e dicarboxilato 32 4 <,0001 8,6700 0,1376
e Metabolismo da tirosina 42 3 <,0001 8,2920 0,1397
f Metabolismo do piruvato 22 3 <,0001 8,6579 0,2675
g Metabolismo da glicina, serina e treonina 34 4 <,0001 5,9919 0,3819
h Sintese e degradacdo de corpos cetdnicos 5 2 <,0001 5,5978 0,6000
i Metabolismo da histidina 16 1 <,0001 4,8858 0,2213
j Biossintese primaria de acidos biliares 46 1 0,004 2,3013 0,0224
k Metabolismo da glutationa 28 1 0,004 2,3013 0,0887
I Biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano 4 1 0,004 2,3307 0,5000
m Metabolismo da cisteina e metionina 33 2 0,007 1,1391 0,1045

aLetra corresponde as informacdes mostradas na Figura 2.
bCompostos totais corresponde ao nimero total de compostos na via metabdlica.

¢Compostos observados corresponde ao numero realmente correspondido dos dados enviados pelo usuario.

dp-valor foi calculado a partir da andlise de enriquecimento.
€-log(p) corresponde ao logaritmo do p-valor.

fimpacto corresponde ao valor de impacto do caminho calculado a partir da anélise de topologia do caminho.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, investigamos o metaboloma das fezes de bovinos da
raca Nelore submetidos ao pré e ao pés-confinamento, com dietas ricas em
carboidratos fibrosos e ndo-fibrosos, respectivamente. Até 0 momento, apenas
um estudo descreveu o metaboloma fecal de bovinos Nelore (Malheiros et al.,
2021). No entanto, ha relatos na literatura sobre metabdlitos fecais em outras
ragas de bovinos como Angus, Angus X Simental, Luxi Yellow x Wagyu e laque
(Zhu et al., 2019; Valeiro et al., 2020; Chen et al., 2022).

A composicdo metabdlica das fezes pode revelar informacgdes preciosas
sobre a complexa interacdo entre os ruminantes e o ecossistema ruminal (Zhu
et al.,, 2019). Nas fezes, encontram-se dados relevantes relacionados ao
hospedeiro, & microbiota e aos componentes da alimentacdo. E importante
destacar que a diversidade da microbiota ruminal em bovinos pode ser
influenciada por varios fatores, sendo a dieta e a raca 0s principais determinantes
(Abaker et al., 2019; Lengowski et al., 2020; Lima et al., 2021). Além disso,
fatores como idade, sexo, estado fisiolégico e ambiente também desempenham
papel importante nessa modulacéo. Por fim, todas essas interacdes complexas
podem influenciar a composicao dos metabdlitos fecais nos bovinos.

Desse modo, distintas intervencdes nutricionais podem levar a variacoes
na fermentacdo microbiana no trato gastrointestinal, o que resulta na producéo
de metabdlitos distintos (Abaker et al., 2019; Lima et al., 2021). Além disso,
caracteristicas genéticas dos bovinos podem afetar a composicdo da microbiota
ruminal e a fermentacéo dos alimentos (Lengowski et al., 2020). Nossos dados
de metaboloma revelaram notavel diversidade de metabdlitos nas fezes,
resultado da atividade dos microrganismos ruminais, como descrito em estudos
anteriores (Zhu et al., 2019; Foroutan et al., 2020; Eom et al., 2021; Malheiros et
al., 2021), associado a raca Nelore e ao protocolo nutricional adotado,
enfatizando a influéncia desses fatores na composi¢cdo dos metabolitos fecais
em bovinos.

A fermentacdo ruminal em bovinos é um processo complexo que envolve
a acédo de diversos microrganismos na degradacao das fibras e dos carboidratos

presentes na dieta. A degradacdo dos carboidratos fibrosos ocorre em varias
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etapas, com microrganismos especializados atuando na quebra da fibra em
componentes mais simples, como celulose e hemicelulose, por meio de enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas (McAllister et al., 1997). Esses componentes sdo
posteriormente fermentados pelos microrganismos ruminais, 0 que resulta na
producdo de AGVs, como acetato, propionato e butirato (McAllister et al., 1997,
Liang et al., 2016). Geralmente, o acetato € o0 AGVs com maior propor¢cao em
relacéo ao propionato e butirato no rimen nesse tipo de fermentacéo (Van Soest,
1994; Kozloski, 2011). Além disso, também no ramen, ocorre a fermentacao de
dietas que contém altos teores de carboidratos ndo fibrosos, nos quais o amido,
0S acucares simples e outros carboidratos solUveis sdo decompostos pelos
microrganismos ruminais. As amilases produzidas pelos microrganismos sao
responsaveis pela degradacao do amido em moléculas menores, como dextrinas
e glicose (Russell et al., 2001). Essas moléculas sdo entdo fermentadas,
resultando na producdo de AGVs (Russell et al., 2001; Nagaraja et al., 2016).
Nesse tipo de fermentacao, o propionato é geralmente o AGVs predominante em
relacdo ao acetato e butirato (Van Soest, 1994; Kozloski, 2011; Saleem et al.,
2013).

Portanto, independentemente da dieta fornecida, a fermentacéo resulta
na producdo AGVs, que desempenham papel fundamental na obtencédo de
energia (Van Soest, 1994; Seymour et al., 2005; Liang et al., 2016). Em nosso
estudo, foram observadas concentracbes mais elevadas desses acidos nos
grupos experimentais estudados, o que destaca sua importancia no metabolismo
ruminal. O acetato € convertido pelos microrganismos ruminais em acetil-CoA,
uma molécula que pode ser utilizada no ciclo do acido citrico para a producao de
energia por meio da fosforilagcdo oxidativa (Van Soest, 1994). Da mesma forma,
0 propionato e o butirato podem ser diretamente empregados no ciclo do acido
citrico, onde sdo convertidos em succinil-CoA e, posteriormente, utilizados para
a producéo de energia (Van Soest, 1994). Aléem disso, uma parte do propionato
pode ser convertida em glicose por meio do processo de gliconeogénese,
fornecendo importante fonte de energia para o animal (Liang et al., 2016).

Esses processos metabdlicos desempenham papel crucial na obtencéo

de energia a partir dos acidos organicos derivados da fermentacao ruminal (Van
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Soest, 1994; Liang et al., 2016). Uma parte significativa dessa energia é utilizada
pelos microrganismos ruminais para 0 seu proprio crescimento e atividades
metabolicas (Van Soest, 1994). Outra parte € absorvida pelo epitélio ruminal,
onde é empregada na manutencéo e proliferacdo das células nessa regiao (Van
Soest, 1994). Adicionalmente, uma parcela da energia € absorvida pelo animal,
passando da parede do rimen para o trato digestivo e, subsequentemente, para
a corrente sanguinea (Van Soest, 1994, Liang et al., 2016)

Estudos realizados em bovinos da raca Nelore por Malheiros et al. (2021),
assim como em Bos taurus taurus por Foroutan et al. (2020) e Eom et al. (2021),
encontraram concentragcdes menores de acetato, propionato e butirato nas
bioamostras fecais em comparagdo com os resultados do nosso estudo. Essa
diferenca indica que as dietas ricas em carboidratos fibrosos e n&o-fibrosos
utiizadas em nossa pesquisa modificaram o ambiente ruminal e,
consequentemente, o perfil metabodlico das fezes dos bovinos, principalmente
em relacao a producéo de AGVs.

No presente estudo, durante o periodo de pré-confinamento com o
fornecimento de uma dieta rica em carboidratos fibrosos, foram detectados
exclusivamente o0s metabdlitos 2-fenilpropionato, caprilato, fumarato,
desaminotirosina, gama-glutamil fenilalanina, NADH, timidina e pantotenato.
Embora a fermentacdo exata do 2-fenilpropionato ainda nao esteja
completamente elucidada, estudo sugere que ele pode ser convertido em outros
compostos, como AGVs, por meio de diferentes rotas metabolicas (Martin et al.,
2010). Uma possivel rota de fermentacdo envolve a degradacdo do 2-
fenilpropionato em AGVs, como propionato e acetato, que sao fontes
importantes de energia para os bovinos (Van Soest, 1994). Essa degradacéo é
mediada por bactérias ruminais especificas que possuem enzimas capazes de
metabolizar o 2-fenilpropionato. Além disso, o 2-fenilpropionato pode atuar como
substrato para a microbiota ruminal, estimulando a atividade e o crescimento
microbiano no ramen, além de estar relacionado ao metabolismo dos
aminoacidos fenilalanina e tirosina (Martin et al., 2010). Em estudos conduzidos
por Hino et al. (2008) com bovinos de leite alimentados com uma dieta rica em

carboidratos fibrosos, assim como em nosso estudo, foi observada a presenca
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de caprilato no rimen. Isso evidencia a consisténcia dos resultados encontrados,
fortalecendo a associacdo entre a dieta rica em carboidratos fibrosos e a
producdo de caprilato no ambiente ruminal. As bactérias ruminais possuem
enzimas especificas capazes de degradar compostos fendlicos, como lignina e
taninos, que sao considerados anti-nutricionais para os animais. Durante a
fermentacdo ruminal, essas bactérias metabolizam os compostos fendlicos em
AGVs, incluindo o caprilato (Hino et al., 2008). O caprilato esta diretamente
relacionado a eficiéncia da fermentacdo ruminal e a capacidade das bactérias
ruminais em degradar os compostos fendlicos presentes na dieta fibrosa (Hino
et al., 2008). Portanto, fica evidente que a presenca de uma dieta rica em
carboidratos fibrosos estimula a producao de caprilato no ramen, proporcionando
uma fonte adicional de energia para os bovinos.

O fumarato desempenha um papel importante na fermentacdo ruminal
como um aceptor de hidrogénio. Durante a fermentacéo de carboidratos fibrosos
no rumen, o fumarato pode ser reduzido a succinato por meio da transferéncia
de elétrons, resultando na producdo de NADH (Van Soest, 1994). O NADH é
produzido como resultado das reacdes de reducdo que ocorrem durante a
fermentacao de carboidratos, sendo necessario reoxida-lo para que o processo
de fermentacdo nao seja inibido. Em condicGes anaerodbicas no rimen, o NADH
deve ser reoxidado por meio da transferéncia de elétrons para receptores que
ndo sejam oxigénio. Além disso, o NADH é um dos principais sumidouros,
juntamente com sulfato, nitrato e fumarato, na reducdo de CO2 a CH4 (Morgavi
et al., 2010). Portanto, uma dieta rica em fibra promove a producédo de caprilato
no rimen devido a participacdo do fumarato como aceptor de hidrogénio e ao
metabolismo anaerdbico dos AGVs, incluindo a reoxidagdo do NADH.

A presenca de timidina na fermentacdo ruminal pode afetar a sintese de
DNA dos microrganismos ruminais, essencial para o crescimento e reprodugao
desses organismos (Hungate, 1975). Embora n&o seja um componente dietético
comum, a timidina pode estar presente na fermentacao ruminal devido a fatores
especificos, como dietas ricas em carboidratos fibrosos ou outros processos
metabdlicos (Wang et al., 2015). O pantotenato, também conhecido como

vitamina B5, desempenha papel crucial na fermentac¢ao ruminal, mesmo quando
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a dieta € rica em carboidratos fibrosos. Durante a fermentacao, o pantotenato é
necessario para a sintese de coenzimas, incluindo a coenzima A (CoA), que
desempenha um papel fundamental na degradacao e sintese de acidos graxos.
A presenca adequada de pantotenato na fermentacdo ruminal & essencial para
manter a atividade enzimatica necessaria para a degradacéo eficiente da fibra e
producdo de AGVs. Quando a dieta é rica em fibras, é importante garantir que
0S microrganismos ruminais tenham acesso suficiente ao pantotenato para
sustentar seu metabolismo e atividade enzimatica (Nocek, 1997).

Por fim, a desaminotirosina e a gama-glutamil fenilalanina presentes na
fase pré-confinamento sdo aminoacidos que estdo presentes na composicao
proteica da dieta dos bovinos. No entanto, até o0 momento, a literatura cientifica
ndo apresenta relatos especificos sobre o metabolismo desses aminoacidos no
rimen bovino. A investigacdo aprofundada da degradacdo e metabolismo dos
aminoacidos no rimen é uma area complexa e em constante progresso. Embora
exista entendimento geral da fermentacdo ruminal e da utlizagdo de
aminoacidos pelos microrganismos ruminais, ha ainda lacunas no conhecimento
referentes a aminoacidos especificos, como a desaminotirosina e a gama-
glutamil fenilalanina. A existéncia dessas lacunas destaca a importancia de
pesquisas futuras para uma investigacao mais aprofundada da interacéo entre a
dieta rica em fibras e o metabolismo dos aminoacidos no rimen, com o objetivo
de preencher as lacunas existentes e alcancar uma compreensdo mais
abrangente dos processos bioguimicos envolvidos.

Durante o periodo pés-confinamento, quando uma dieta rica em
carboidratos néo-fibrosos foi fornecida, foram exclusivamente detectados o0s
metabdlitos acetamida, 2-oxoglutarato, uracila, xantina, trimetilamina e dimetil
sulfonas. Esses metabolitos podem surgir como resultado da fermentacéo
ruminal devido as especificidades da dieta fornecida. A acetamida é um
composto organico que pode ser produzido na fermentacdo ruminal a partir da
modificacdo de um aminoacido especifico ou pela condensacdo de grupos
amino, como resultado da degradacdo de componentes da dieta, como proteinas
(Belasco, 1954; Simon et al., 1973). Quando metabolizada no ramen, a

acetamida pode ser convertida pelas enzimas amidase em acetato e amoénio, e
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posteriormente utilizada como fonte de nitrogénio ndo proteico para a microflora
ruminal (Mor et al., 2019). Estudos sugerem que a acetamida pode ser absorvida
pela parede ruminal e entrar na corrente sanguinea (Kijora et al., 1975).
Consequentemente, a acetamida pode ser depositada na carne e/ou leite de
bovinos (Vismeh et al., 2017), podendo estar presente como um residuo
potencialmente detectavel. No entanto, € importante ressaltar que a presenca de
acetamida na carne ou no leite de bovinos pode depender de varios fatores,
como a quantidade consumida, a taxa de metabolizacdo e a presencga de outros
compostos na dieta.

O 2-oxoglutarato, também conhecido como a-cetoglutarato, é um
metabalito intermediario do ciclo do acido citrico e desempenha papel importante
no metabolismo energético e na biossintese de aminoacidos (Clemmons et al.,
2020). Na fermentacao ruminal, o 2-oxoglutarato pode ser produzido a partir da
degradacédo de diferentes substratos, incluindo carboidratos ndo-fibrosos, como
o amido. Quando uma dieta rica em amido é fornecida, ocorre maior
disponibilidade desse substrato para 0s microrganismos ruminais. Como
resultado, a fermentacéo ruminal é estimulada e ocorrem alteracdes nos perfis
metabdlicos. Estudos mostram que o0 2-oxoglutarato pode ser um dos
metabalitos produzidos durante a fermentacao ruminal de dietas ricas em amido
(Russell e Rychlik, 2001; Li et al.,, 2012). A presenca de 2-oxoglutarato na
fermentacao ruminal em dietas ricas em amido pode ter implicacdes na sintese
de aminoacidos pelos microrganismos ruminais. O 2-oxoglutarato serve como
precursor para a sintese de glutamato e glutamina, aminoacidos essenciais para
0 metabolismo dos microrganismos ruminais e para a producdo de proteinas
microbianas.

A trimetilamina e a xantina sdo produtos intermediarios da degradacao de
acidos nucleicos por bactérias ruminais (Trent et al., 2006). A trimetilamina é um
composto organico volatil que se forma a partir da decomposicéo da colina e
outros compostos nitrogenados presentes na dieta pelos microrganismos
ruminais. J& a xantina € um produto resultante da degradag¢do da purina, um
componente encontrado em nucleotideos presentes em células vegetais. A

concentracdo desses metabdlitos no rimen pode aumentar quando os bovinos
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sao alimentados com dietas ricas em graos (Kozloski et al., 2009; Dai et al., 2015;
Lopes et al.,, 2019). Estudos mostraram a presenca de trimetilamina na
fermentacao ruminal de bovinos alimentados com diferentes dietas (Kozloski et
al., 2009). Da mesma forma, a presenca de xantina foi observada em estudos
qgue investigaram a fermentacdo ruminal de dietas ricas em amido (Dai et al.,
2015). A trimetilamina pode ser convertida em metilamina, a qual serve como
fonte de carbono e energia para alguns microrganismos ruminais (Rode et al.,
1987). Por sua vez, a xantina pode ser metabolizada pelos microrganismos
ruminais para a producéo de acido Urico e, posteriormente, acido alantoico, que
é utilizado como fonte de nitrogénio pela microbiota ruminal (Joblin et al., 1989).

A uracila é um nucleotideo que faz parte da estrutura dos acidos
nucleicos, como o RNA. Na fermentacao ruminal, a uracila pode ser encontrada
como resultado da degradacéo de acidos nucleicos provenientes da dieta, como
o RNA presente em células vegetais (Holley et al., 1965). Quando uma dieta rica
em amido é fornecida, ocorre um aumento na disponibilidade de carboidratos
nao-fibrosos para 0s microrganismos ruminais. Esses microrganismos Ss&o
capazes de degradar o RNA presente na dieta, liberando nucleotideos como a
uracila. Além disso, maiores quantidades de acidos nucléicos no rimen podem
ser indicativas da renovacao genética microbiana ou do material vegetal em
fermentacdo (Clemmons et al., 2020), aumentando também a sintese e a
disponibilidade de proteina microbiana bruta (Leng e Nolan, 1984; O'Callaghan
et al., 2018). Estudos realizados por McAllan e Smith (1973) analisaram a
degradacdo de DNA e RNA no liquido ruminal in vitro e descobriram que, embora
muitos componentes do DNA e do RNA sejam completamente ou em sua maioria
degradados, hipoxantina, uracila e timina resistiram a degradacdo apdos quatro
horas de incubacao. Dos compostos mencionados, a uracila foi a mais resistente
a degradacgédo, com aproximadamente 60% da uracila original.

As dimetil sulfonas séo produzidas na fermentacdo ruminal de dietas ricas
em carboidratos nao-fibrosos, como resultado da degradacdo de compostos
sulfurados, como a metionina e cisteina, presentes em proteinas produzidas por
gualquer organismo vivo. Estudos conduzidos por Chalupa et al. (1984)

investigaram a producdo de gases sulfurados no riumen e observaram a
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presenca de dimetil sulfonas. Além disso, Choct et al. (1996) estudaram a
formacdo de gases e compostos sulfurados no rimen de ovinos e relataram a
producéo de dimetil sulfonas como um dos produtos resultantes da fermentacao.

Por fim, os AGVs produzidos na fermentacao ruminal, independentemente
da dieta fornecida, desempenham um papel crucial na sintese e regulacao dos
aminoacidos essenciais no ramen. Os microrganismos ruminais utilizam os
AGVs como fonte de carbono, juntamente com compostos nitrogenados, para a
producdo de novos aminoacidos (Sauer et al., 1975; Atasoglu et al., 1998;
Kajikawa et al., 2022). Isso é evidenciado pelas vias metabdlicas enriquecidas
observadas no estudo, como a biossintese da fenilalanina, tirosina e triptofano,
0 metabolismo da glicina, serina e treonina, e o metabolismo da histidina. Essas
descobertas ressaltam a importancia da interacdo complexa entre a fermentacao
ruminal, a dieta e 0 metabolismo dos microrganismos ruminais na regulacéao da
sintese de aminoacidos essenciais. A presenca de altas concentracdes de AGVs
no rimen durante a alimentacdo pode contribuir significativamente para a
biossintese desses aminoacidos, fornecendo o0s blocos de construcdo
necessarios para a sintese de proteinas e o funcionamento adequado do
organismo. Portanto, compreender e otimizar a producdo de AGVs na
fermentacdo ruminal pode ter impactos importantes na nutricio e no
desempenho dos bovinos.

Em resumo, realizamos a primeira caracterizacado da biodiversidade do
metaboloma fecal do Nelore em dietas ricas em carboidratos fibrosos e néo
fibrosos, revelando que a maioria dos metabdlitos fecais € comum aos grupos
experimentais. Os microrganismos ruminais demonstram uma alta
adaptabilidade a diferentes tipos de carboidratos, gracas a presenca de uma
ampla variedade de enzimas capazes de degradar e fermentar diferentes
estruturas de carboidratos. Independentemente do tipo de carboidrato presente
na dieta, esses microrganismos sao capazes de produzir metabdlitos
semelhantes (Henderson et al., 2015a). Uma caracteristica importante dos
microrganismos ruminais é a conservacao das vias metabdlicas envolvidas na
degradacéao e fermentacao de carboidratos. Isso significa que eles possuem as

mesmas vias metabolicas para converter os substratos em produtos finais, como
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0s AGVs. Essa conservacao das vias metabolicas contribui para a producao de
metabodlitos semelhantes, independentemente da composicdo da dieta
(Henderson et al., 2015b; Wang et al., 2020).

No entanto, € importante destacar que, embora existam semelhancas nos
metabdlitos produzidos, as proporcdes e concentracfes especificas desses
metabdlitos podem variar dependendo da composicdo da dieta e das condicbes
ruminais. Além disso, certos compostos podem ser mais abundantes em dietas
especificas, mas a presenca e a influéncia de outros metabdlitos também devem
ser consideradas para obter maior compreensdo completa do metaboloma fecal

dos bovinos Nelore.

5. CONCLUSAO

O aumento da densidade energética e proteica da dieta exerceu impacto
significativo nas concentracfes dos metabdlitos fecais em bovinos Nelore. Essas
mudangas sugerem que a composicédo da dieta desempenha papel crucial na
composicdo e concentracdo do metaboloma fecal, refletindo adaptacdes
fisiologicas e bioguimicas dos bovinos em confinamento, com o objetivo de

otimizar a absorcao e utilizacdo dos nutrientes fornecidos pela dieta.
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CAPITULO 3 - METABOLOMICA FECAL DE TOUROS DA RACA NELORE
ASSOCIADA AO CONSUMO ALIMENTAR RESIDUAL

Resumo - O aproveitamento eficiente dos nutrientes na bovinocultura de corte €
essencial para reduzir o consumo de alimentos, diminuir os custos e promov
erproducdo sustentavel. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi
investigar o perfil metaboldbmico das fezes de touros da raca Nelore,
selecionados para distintos grupos de consumo alimentar residual (CAR, kg
MS/dia). Cento e oito touros da raca Nelore foram alojados em baias coletivas
(Intergado®) para a realizacéo do teste de eficiéncia alimentar, com duracéo de
77 dias. O CAR dos 108 animais foi calculado e posteriormente selecionados
dois grupos experimentais, animais eficientes (CAR negativo = -1,19 + 0,34 kg
MS/dia; N=15) e néo eficientes (CAR positivo = +1,09 £ 0,27 kg MS/dia; N=15)
para os ensaios de metabolédmica. Os metabdlitos fecais foram extraidos e os
espectros obtidos por meio da analise de Ressonancia Magnética Nuclear (*H
RMN). 56 metabdlitos foram identificados e quantificados nas amostras fecais
dos touros eficientes e ndo eficientes. Desses, 36 metabdlitos apresentaram
expressao diferencial entre os grupos experimentais (p<0,05). Observou-se que
os metabdlitos butirato, propionato e valerato apresentaram maiores
concentracdes no grupo de touros eficientes, enquanto o acetato mostrou maior
concentracdo no grupo de touros nao eficientes. Os metabdlitos identificados
fornecem informacdes relevantes sobre as principais vias metabdlicas, como a
sintese e degradacédo de corpos cetbnicos, biossintese de fenilalanina, tirosina
e triptofano, metabolismo de glicina, serina e treonina, ciclo do acido citrico e
metabolismo do piruvato. E importante destacar que touros eficientes e ndo
eficientes apresentaram diferencas significativas na concentracdo de
metabolitos fecais, especialmente em relacdo aos acidos graxos volateis
(AGVs). Esses resultados destacam o potencial do metaboloma fecal, em
particular a concentracdo dos AGVs, como biomarcadores promissores para

avaliar e selecionar animais mais eficientes.

Palavras-chave: biomarcadores, Bos taurus indicus, eficiéncia alimentar,

metabdlitos.
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CHAPTER 3 - FECAL METABOLOMICS OF NELORE BULLS ASSOCIATED
WITH RESIDUAL FEED INTAKE

Abstract - Efficient nutrient utilization in beef cattle farming is essential for
reducing feed consumption, lowering costs, and promoting sustainable
production. In this context, the aim of this study was to investigate the
metabolomic profile of feces from Nellore breed bulls selected for different
residual feed intake (RFI) groups (kg DMI/day). One hundred and eight Nelore
bulls were housed in collective pens (Intergado®) for a 77-day feed efficiency test.
RFI was calculated for all 108 animals, and subsequently, two experimental
groups were selected: efficient animals (low RFI = -1.19 = 0.34 kg DMIl/day;
N=15) and inefficient animals (hight RFI = +1.09 + 0.27 kg DMl/day; N=15) for
metabolomics assays. Fecal metabolites were extracted, and spectra were
obtained through Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR) analysis. A total of 56
metabolites were identified and quantified in fecal samples from efficient and
inefficient bulls. Among them, 36 metabolites showed differential expression
between the experimental groups (p<0.05). It was observed that the metabolites
butyrate, propionate, and valerate had higher concentrations in the efficient bull
group, while acetate showed higher concentration in the inefficient bull group.
The identified metabolites provide relevant information about key metabolic
pathways such as synthesis and degradation of ketone bodies, phenylalanine,
tyrosine, and tryptophan biosynthesis, glycine, serine, and threonine metabolism,
citric acid cycle, and pyruvate metabolism. Importantly, efficient and inefficient
bulls exhibited significant differences in fecal metabolite concentrations,
particularly in relation to volatile fatty acids (VFASs). These results highlight the
potential of fecal metabolome, particularly VFAs concentrations, as promising

biomarkers for assessing and selecting more efficient animals.

Keywords: biomarkers, Bos taurus indicus, feed efficiency, metabolites.
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1. INTRODUCAO

O eficiente aproveitamento de nutrientes na bovinocultura de corte
desempenha um papel fundamental na redugédo do consumo de alimento, na
diminuicdo dos custos e no fomento da producdo sustentavel, como destacado
por Nkrumah et al. (2006) e Willams et al. (2013). Nesse contexto, a avaliacao
da eficiéncia alimentar em bovinos é de extrema importancia e pode ser estimada
por meio do conceito de consumo alimentar residual (CAR, em kg MS/dia),
conforme proposto por Koch et al. (1963). O CAR € calculado a partir da
diferenca entre o consumo de alimento observado e o consumo estimado,
conforme a metodologia estabelecida por Koch et al. (1963). Bovinos eficientes
demonstram um consumo observado menor do que o consumo estimado, sendo,
portanto, classificados com CAR negativo, conforme descrito por Basarab et al.
(2003). Por outro lado, os animais nao eficientes apresentam um CAR positivo.

No Brasil, apenas um programa de melhoramento genético utiliza o CAR
como critério de selecdo dos touros (Williams, 2010; Damiran et al., 2018). No
entanto, o CAR é caracteristica poligénica, regulada por inUmeros processos
bioldgicos e influenciada por diferentes fatores ambientais (Capper e Hayes,
2012; Oliveira et al., 2014; Widmann et al., 2015; Tizioto et al., 2016; Wallace et
al., 2017). Esses fatores incluem interacbes complexas entre a microbiota
ruminal, o metabolismo dos bovinos, a composicdo da dieta, a digestdo e a
absorcao dos alimentos (Herd et al., 2004; Myer et al., 2015; Artegoitia et al.,
2017; Andrade et al., 2020; Lopes et al., 2021; Xue et al., 2022) entre outros.

nAa

Nos ultimos anos, as abordagens "6micas" tém desempenhado um papel
crucial na ampliacdo do conhecimento sobre os fenétipos de eficiéncia alimentar
em bovinos (Jung et al., 2017; Benedeti et al., 2018; Duarte et al., 2019). Dentre
essas abordagens, a metabolémica tem se mostrado particularmente Gtil na
caracterizacdo do metaboloma em diferentes bioamostras, como sangue, liquido
ruminal, urina e fezes, além de permitir a associacado desses metabdlitos e vias
ao consumo alimentar residual (CAR) em bovinos (Karisa et al., 2014; Shabat et
al., 2016; Clemmons et al., 2017; Novais et al., 2019; Welch et al., 2020; Liu et
al., 2022; Taiwo et al., 2022; Sidney et al., 2023). Essas tecnologias também tém

revelado que a microbiota e 0 metaboloma ruminal estdo parcialmente refletidos
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nas fezes dos bovinos (Andrade et al., 2020; Malheiros et al., 2021). Além disso,
0 acesso as fezes dos touros durante o periodo de confinamento tem se
mostrado uma alternativa viavel para evitar procedimentos invasivos e obter
determinadas bioamostras, como o liquido ruminal.

Os estudos relacionados ao metaboloma fecal de bovinos séo limitados
(Zhu et al., 2019; Valerio et al., 2020; Chen et al., 2022; Luo et al., 2022; Wang
et al., 2022). Além disso, ha uma escassez de informacdes sobre a associagao
dos metabdlitos das fezes e via metabodlicas com o CAR de bovinos. Com o
objetivo de preencher essa lacuna, o presente estudo investigou o perfil
metabolémico das fezes de touros da raca Nelore, selecionados para distintos
grupos de consumo alimentar residual (CAR, kg MS/dia), no intuito de identificar
possiveis biomarcadores fecais que possam contribuir para o processo de

selecéo de bovinos eficientes.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro de Inovacdo em Genética e
Nutricdo Animal (CIGNA), localizado na Fazenda Experimental Lageado,
pertencente a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Botucatu - SP. O teste de
eficiéncia alimentar foi conduzido de acordo com as diretrizes de bem-estar
animal, conforme a Lei Estadual n® 11.977 do Estado de S&o Paulo, Brasil e

realizado por rebanhos de selecdo comercial.

2.1 PRODUQAO DOS ANIMAIS E COLETA DAS AMOSTRAS

108 touros da raca Nelore provenientes de propriedades situadas nos
estados de Rondbnia, Mato Grosso, Tocantins, Goias, Distrito Federal, S&o
Paulo e Minas Gerais, participantes do Programa de Melhoramento Genético
Nelore Qualitas® foi utilizada no presente estudo. O programa utiliza indice de
selecdo empirico com as seguintes ponderacgdes: 20% da diferenca esperada na
progénie (DEP) para peso a desmama direto, 40% da DEP para ganho de peso
pos-desmama, 20% da DEP para perimetro escrotal e 20% da DEP para

musculosidade aos 450 dias.
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Os animais com peso médio (+ DP) de aproximadamente de 525,00 +
56,45 kg e idade de 662,03 £ 34,24 dias foram alojados em quatro baias coletivas
(N=27 animais/baia), as quais eram equipadas com cochos eletronicos da
empresa Intergado® (Intergado Ltda., Contagem, Minas Gerais, Brasil). Os
bovinos foram submetidos ao periodo de adaptacédo a dieta/instalacdes por 21
dias e posteriormente submetidos ao teste de eficiéncia alimentar por 56 dias. A
dieta foi formulada no programa Large Ruminant Nutrition System v.1.0.3.3
(LRNS) e fornecida de acordo com o protocolo “step by step” na forma de racéo
total misturada, em duas refeicoes ao dia, as 08:00h e 16:00h (Tabela 1), com
acesso ad libitum. Durante o experimento, amostras da dieta foram coletadas
semanalmente, secas em estufas com ventilagdo forcada a temperatura de 55
°C por 72h e moidas em moinhos tipo Willey (peneiras com malhas de 1mm).
Posteriormente, foram levadas a estufa por 24 horas a 105 °C para determinacgao
da matéria seca (AOAC, 1995). Ao término do teste, uma amostra de fezes foi
coletada diretamente da ampola retal de cada bovino. Essas amostras foram
imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para posterior analise de

metabolémica

Tabela 1. Composicdo da dieta utilizada no teste de eficiéncia alimentar.

Ingredientes %MS %MO
Silagem de milho 32,30 49,49
Bagaco de cana 4,90 4,95
Milho grdo umido 51,21 38,67
Farelo de amendoim 8,92 5,43
Ureia 0,89 0,49
Premix! 1,78 0,98
Nutrientes?

Matéria seca, % 60,00
Proteina bruta, % 15,60
Nutrientes digestiveis totais, % 77,00
Energia metabolizavel, Mcal’kg MS 2,77
Energia liquida de mantenca, Mcal/kg MS 1,84
Energia liquida de ganho, Mcal/lkg MS 1,20
Fibra detergente neutro, % 26,90
Carboidratos nao fibrosos, % 54,00
Extrato etéreo, % 3,20
Célcio, % 0,60
Fosforo, % 0,38

%MS, porcentagem de matéria seca; %MO, porcentagem de matéria organica.
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1Composigdo do premix (kg do produto) 170g Ca, 20g P, 26g Mg, 120g Na, 30g S, 16mg Co, 834mg Cu,
40mg |, 1530mg Mn, 8mg Se, 2276mg Zn, 83333UI Vitamina A, 10.333UI Vitamina D, 266Ul Vitamina E,
1.000mg Monensina ?Valores calculados pelo BCNRM (Nutrient Requirements of Beef Cattle) 2016.

2.2 FENOTIPOS E SELEQAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais receberam dieta com a proporcao volumoso:concentrado de
40:60 para ganho médio diario estimado (GMD, kg/dia) de 1,700 kg/dia. O
consumo de matéria seca (CMS, kg MS/dia) nos sistemas de baias coletivas foi
obtido pelo registro automatico do consumo diario individual e calculado pela
multiplicacdo do consumo individual pela porcentagem de matéria seca (MS, %)
da dieta total.

O ganho médio diario (GMD, kg/dia) foi estimado como o coeficiente de
regressao linear dos pesos em fungéo dos dias em teste (DIT, dias):

vi=a+f* DIT; + ¢;

Em que: yi é o peso do animal na i-ésima observacao; a € o intercepto
que representa o peso inicial; B é o coeficiente de regressdo linear que
representa o GMD; e; € o erro aleatdrio.

O peso vivo metabolico (PVM, kg) foi obtido por meio da equacéo:

PVM = [a + (DIT;/2 * GMD;)]°7®

Em que: a é o intercepto; DIT; € o dia em teste para cada animal i; GMD;
€ 0 ganho médio diario predito para cada animal i.

O consumo alimentar residual (CAR, kg MS/dia) proposto por Koch et al.
(1963) foi calculado por meio da regresséao fenotipica do consumo de matéria
seca (CMS, kg/dia) em funcdo do ganho médio diario (GMD, kg/dia) e peso vivo
metabdlico (PVM, kg):

CMS; = By + B1(GMD;) + B, (PVM;) + € (i.e.,CAR;),

Em que, o CMS; é o consumo de matéria seca predito para cada animal i;
GMD; é o ganho médio diario do animal i; PVM; é o peso vivo metabdlico do
animal i; g, € o intercepto da regressao; g, € o coeficiente de regresséo parcial

do GMD; g, € o coeficiente de regressdo parcial do PVM e ¢ € o residuo da

equacao do animal i (isto é, consumo alimentar residual).
O ganho médio diario residual (GMDR, kg/dia), proposto MacNelil et al.
(2011), foi calculado por meio da regresséo fenotipica do ganho médio diario
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(GMD, kg/dia) em funcao do consumo de matéria seca (CMS, kg/dia) e peso vivo
metabdlico (PVM, kg):
GMD; = By + B1(CMS)) + B, (PVM,) + ¢ (i.e., GMDR;),

Em que, GMD; é o ganho médio diario predito para cada animal i; CMS;
0 consumo de matéria seca do animal i; PV M; é o peso vivo metabdlico do animal
i; B, € ointercepto da regressao; g, € o coeficiente de regressao parcial do CMS;
B, € o coeficiente de regresséo parcial do PVM e ¢ € o residuo da equacgéo do
animal i (isto é, ganho médio diario residual).

A conversao alimentar (CA, kg) foi calculada pela relacdo do consumo de
matéria seca (CMS) por ganho médio diario de cada animal (CMS/GMD) (Brody,
1945), e a eficiéncia alimentar bruta (EAB, kg) é essa relacdo inversa, ou seja,
GMD/CMS (Schenkel et al.,, 2004). A CA e EAB sao consideradas medidas
brutas por ndo levarem em consideracdo as diferencas das exigéncias de
mantenca e crescimento dos animais (Mrode et al., 1990; Bishop et al., 1991,
Arthur et al., 1996).

Os fenodtipos foram analisados com o procedimento PROC GLM
disponivel no programa estatistico Statistical Analysis System® (SAS Institute,
Cary, NC, EUA, 2011). Os resultados foram considerados significativos quando
p<0,05. O CAR dos 108 touros foi calculado e utilizado na separacao dos dois
grupos contrastantes para a analise metabolémica: (1) touros eficientes (<média
do CAR -0,5 desvio padrdo) (CAR negativo = -1,19 *+ 0,34 kg MS/dia; n = 15); e
(2) touros néo eficientes (>média do CAR +0,5 desvio padrao) (CAR positivo =
+1,09 + 0,27 kg MS/dia; n = 15).

2.3 METABOLOMICA
2.3.1 Extracdo dos metabdlitos

Aproximadamente 300 mg de fezes de cada animal foi homogeneizada
com o tampao de fosfato de sodio em oOxido de deutério (0,10 M, pD 7,4)
contendo 0,050% de 3-trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propionato de sodio (TMSP-d4,
SigmaAldrich). As amostras homogeneizadas foram agitadas por 60 segundos,
centrifugadas a 13.000 x g por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi filtrado com

membrana de polietersulfona de 25 mm de didmetro e transferido para novo
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microtubo de 2 mL. O volume de 450 uL de sobrenadante foi adicionado em tubo
de RMN de 5 mm juntamente com 150 uL de 6xido de deutério como descrito
em Malheiros et al. (2021).

2.3.2 Aquisicdo dos espectros por *H RMN

Os espectros por H RMN foram adquiridos a 298 K em espectrometro de
14 T Bruker Avance Ill (Bruker BioSpin, Alemanha) equipado com a sonda
PABBO de 5 mm. Primeiramente um protocolo foi estabelecido para as amostras
de controle de qualidade (CQ) constituida por um pool de aliquotas dos extratos
metabdlicos de fezes (pulso de 90° calibrado e irradiacédo na frequéncia da agua),
e entdo este protocolo foi realizado em modo totalmente automatico usando a
rotina Bruker por interface ICON-NMR (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany).

Os espectros foram adquiridos para préton RMN utilizando pulso de 90°
(sequéncia zg), 64 K data points, com largura espectral de 20,0276 ppm e tempo
de aquisicéo d1 de 2,726 s. Foram adquiridos um ganho de 225, um atraso de
reciclagem de 1 seg (delay), varredura de 0 (scans) e um acumulo de ns = 16
transients. A supressao da agua foi obtida pela sequéncia de pulsos denominada
1D NOESY (Bruker 1D noesygpprld), utilizando os mesmos dados. Os free
induction decays foram multiplicados por uma funcdo de multiplicacdo
exponencial de 0,3 Hz antes da transformacdo de Fourier, somente uma
correcdo de fase de ordem zero serd permitida, e o sinal de TMSP-d4 ser&a
calibrado em & = 0,00 ppm por meio do software Topspin Versao 3.6 para analise
de RMN (Bruker Inc., Karlsruhe, Alemanha). Os experimentos de RMN
bidimensional com as aquisi¢des J-resolved (JRES) RMN, 1H-13C HSQC e 1H-
1H COSY foram realizados em quatro amostras aleatérias, sendo duas de cada

grupo.

2.3.3 Processamento dos dados
Os metabolitos foram identificados e quantificados por meio do software
Chenomx NMR Suite 8.2 (Chenomx, Edmonton, Canada). A RMN bidimensional

foi utilizada para confirmar os metabdlitos presentes nas amostras. Os
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metabalitos identificados foram definidos com base no banco de dados publicos
Bovine Metabolome Database (BMDB, https://bovinedb.ca).

As concentragcbes dos metabdlitos foram analisadas na plataforma
MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca) por meio de analise de
componentes principais (PCA), analise discriminante parcial dos minimos
quadrados (PLS-DA) e importancia variavel na projecao (VIP score), no intuito
de identificar os metabdlitos (p<0,05) (Xia et al., 2009 e Xia et al., 2011). A
andlise das vias metabdlicas foi realizada utilizando o banco de dados da espécie
Bos taurus taurus. A identificacdo e visualizacdo das vias metabdlicas foram
realizadas no KEGG PATHWAY Database (http://www.genome.jp/kegg).

3. RESULTADOS

O peso inicial (PESOI), final (PESOF), ganho médio diario (GMD) e peso
vivo metabdlico (PVM) ndo apresentaram diferenca (p>0,05) entre os grupos
experimentais (Tabela 2). Os touros eficientes apresentaram menor consumo de
matéria seca (CMS) e converséao alimentar (CA) (p<0,05) em comparacao aos
touros nao eficientes, diferenca de 2,29 kg/dia e 1,36 kg entre os tratamentos,
respectivamente. A eficiéncia alimentar bruta (EAB) e o ganho médio diério
residual (GMDR) também apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre
0S grupos experimentais, sendo que touros eficientes apresentam desempenho

superior em comparagao aos touros nao eficientes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8516271/table/pone.0257964.t003/
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Tabela 2. Médias ajustadas das caracteristicas de eficiéncia alimentar de touros

da raca Nelore eficientes (CAR negativo) e nédo eficientes (CAR positivo).

Variaveis Eficientes Nao eficientes p-valor
(n =15) (n=15)
PESOI, kg 515,39 + 64,94 517,46 + 46,95 0,5994
PESOF, kg 617,14 £ 64,19 616,86 + 44,14 0,9777
GMD, kg 1,81+0,42 1,77 £ 0,37 0,7882
PVM, kg 115,96 + 9,66 116,16 + 6,79 0,8971
CMS, kg/dia 9,23 + 0,96° 11,52 + 0,692 <,0001
CA, kg 5,28 +1,11° 6,64 + 1,102 0,0038
EAB, kg 0,19 + 0,032 0,15 + 0,02 <,0001
CAR kg MS/dia -1,19 + 0,34b 1,09 + 0,272 <,0001
GMDR kg/dia 0,26 + 0,362 -0,19 + 0,28P 0,0013

*Médias seguidas de letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. PESOI, peso no inicio do teste; PESOF, peso no final do teste; GMD, ganho médio
diario; PVM, peso vivo metabdlico; CMS, consumo de matéria seca; CA, conversédo alimentar;
EAB, eficiéncia alimentar bruta; CAR, consumo alimentar residual; GMDR, ganho médio diario

residual.

Os espectros de 'H RMN foram analisados e 56 metabdlitos foram
identificados e quantificados nas amostras fecais. O metaboloma foi composto
por acido organico derivado (28,57%), aminoacido (25,00%),
cetoacido/hidroxiacido (14,29%), purina/pirimidina (5,36%), amina (5,36%),
acucar (5,36%), alcool (3,57%), cetona (3,57%), fenol (3,57%), alcaloide, sais de
amonio quaternario e sulfona contribuiram com 1,79% cada grupo (Tabela 3).
Os metabdlitos mais abundantes nas fezes dos touros Nelore independente do
grupo experimental, foram os acidos graxos volateis de cadeia curta, que incluem
acetato, butirato, propionato e valerato.

No presente estudo, 36 metabdlitos foram diferencialmente expressos
entre 0s grupos experimentais de touros eficientes e nédo eficientes (p<0,05). O
grupo de touros eficientes apresentou maior concentracdo dos metabdlitos
presentes nas seguintes classes dos &acidos organicos derivados (3-
hidroxiisovalerato, acetamida, butirato, citrato, formato, isobutirato, propionato,
succinato, timol e valerato), aminoacidos (alanina, creatina, creatinina, glicina,
isoleucina, leucina, treonina e tirosina), cetoacidos/hidroxiacidos (2-

hidroxibutirato, 2-hidroxiisobutirato, 2-oxoglutarato, 3-hidroxibutirato,
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acetoacetato, lactato e piruvato), purina/pirimidina (uracila), aminas
(dimetilamina) e alcaloide (imidazol) em relacéo a touros nao eficientes (p<0,05).
No entanto, os metabdlitos presentes na classe dos acidos organicos derivados
(acetato, fenilacetato e isovalerato), aminoacidos (betaina e valina),
cetoacidos/hidroxiacidos (levulinato), aminas (metilamina) e acucar (1,3-
diidroxiacetona) apresentaram maiores concentracdes nos touros nao eficientes
(p<0,05).



Tabela 3. Concentracdo dos metabdlitos das fezes obtidos para os grupos de touros eficientes (CAR negativo) e néo eficientes

(CAR positivo) raca Nelore.

Metabolitos Formula ID2 Eficientes (n = 15)° N&o eficientes (n = 15)P p-valor
Acido organico derivado

2-Hidroxiisovalerato CsH1003 BMDB0000407 13,42 £ 2,70 11,45 £ 4,49 0,157

3-Hidroxiisovalerato CsH1003 BMDBO0000754 15,67 £ 3,04 7,76 £ 3,29 <0,001
Acetamida C2HsNO BMDB0031645 99,49 +17,14 86,43 + 14,09 0,030

Acetato C2H402 BMDB0000042 13.974,92 + 2607,51 14.368,60 * 2.806,87 0,029

Butirato C4HsO2 BMDB0000039 2.271,19 + 562,82 1.424,08 + 151,04 <0,001
Citrato CsHsO7 BMDB0000094 15,74 £ 2,28 11,37 +1,71 <0,001
Fenilacetato CsHsO2 BMDB0000209 29,56 + 7,16 40,41 + 10,38 0,002

Formato CH20:2 BMDB0000142 29,94 + 7,46 23,74 £ 4,50 0,010

Fumarato C4H404 BMDB0000134 2,38 £ 0,57 2,66 + 0,80 0,394

Isobutirato C4HsO2 BMDB0001873 168,14 + 21,72 148,51 + 22,07 0,020

Isovalerato CsH1002 BMDB0000718 86,49 + 17,71 115,11 £ 19,62 <0,001
Maleato C4H404 BMDB0000176 1,79+ 0,49 1,39 + 0,57 0,105

Propionato C3HsO2 BMDB0000237 4.137,71 £ 1.037,60 3.208,75 £ 670,75 0,007

Succinato CsHs04 BMDB0000254 58,31 + 8,88 39,94 + 6,64 <0,001
Timol C10H140 BMDB0062038 9,01+1,93 6,60 + 2,03 0,002

Valerato CsH1002 BMDB0000892 213,59 + 67,86 144,48 + 28,93 <0,001
Aminoécido

Alanina CsH7NO:2 BMDB0000161 49,78 £ 7,16 42,51 + 7,69 0,012

Betaina CsH12NO2 BMDB0000043 524 +1,14 6,64 +2,12 0,033

Creatina C4HoN3O2 BMDB0000064 17,74 + 3,62 9,91+1,69 <0,001
Creatina fosfato C4H10N3OsP  BMDB0001511 21,75+ 5,24 18,14 £ 6,62 0,108

Creatinina C4H7N3O BMDB0000562 18,93 + 1,90 13,34 +1,91 <0,001
Glicina C2HsNO2 BMDB0000123 42,27 £ 10,05 35,42 + 7,07 0,039

Histidina CesHoN30O2 BMDB0000177 6,88 £ 1,32 557+1,73 0,136

Isoleucina CsH1sNO2 BMDB0000172 17,59 + 3,52 13,71 + 2,17 <0,001
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Leucina
Metionina
Sarcosina
Treonina
Tirosina
Valina

CsH13NO2
CsH11NO2S
C3H7NO2
C4H9NO3
CoH11NO3
CsH11NO2

Cetoacido/Hidroxiacido

2-Hidroxibutirato
2-Hidroxiisobutirato

2-Oxoglutarato

3-Hidroxibutirato

Acetoacetato
Lactato
Levulinato
Piruvato

Purina/pirimidina

Cafeina
Uracila
Xantina
Amina
Dimetilamina
Metilamina
Trimetilamina
Acucar

1,3-Diidroxiacetona

Glicose
Ribose
Alcool
Etanol

C3HsgO3
C4HsgO3
CsHeOs
C4HsgO3
C4HeO3
C3HeO3
CsHsOs3
C3H403

CsH10N4O2
C4H4N202
CsH4N4O2

C2oH7N
CHsN
CsHoN

C3He03
CeH1206
CsH1005

C2HeO

BMDB0000687
BMDB0000696
BMDB0000271
BMDB0000167
BMDB0000158
BMDB0000883

BMDB0000008
BMDB0000729
BMDB0000208
BMDBO0000357
BMDB0000060
BMDB0001311
BMDB0000720
BMDB0000243

BMDB0001847
BMDB0000300
BMDB0000292

BMDB0000087
BMDB0000164
BMDB0000906

BMDB0001882
BMDB0000122
BMDB0000283

BMDB0000108

22,59+4,61
13,41 + 3,40
5,74 + 2,53
41,93 £ 8,78
41,91 +10,40
17,34 £ 7,17

70,59 +12,31
8,33+ 1,55
46,97 + 8,57
31,97 £ 4,47
23,51+ 3,25
50,97 +9,48
11,77 £ 3,37
18,43 £ 1,39

4,07 +1,40
29,14 + 9,13
13,25 + 3,86

7,98 £1,23
59,02 + 19,00
12,40 £ 2,16

5,65+ 1,68
135,49 + 14,68
92,51 + 30,75

431,25 + 143,84

15,07 + 2,97
13,66 + 4,77
5,28+1,72
28,71+ 4,70
32,58 + 4,45
26,32 + 3,76

61,01 + 6,27
6,39 +1,84
29,04 + 4,82
16,04 + 3,53
12,39 + 3,19
41,55 + 8,69
15,87 +£2,81
14,09 + 3,41

4,33 +1,94
22,53 £ 6,47
1292 + 7,61

6,13+1,79
71,21 + 13,00
9,86 + 4,46

9,73 +2,09

130,79 + 25,32

81,89 +£42,72

426,84 + 225,11

<0,001
0,868
0,565
<0,001
0,003
<0,001

0,012
0,004
<0,001
<0,001
<0,001
0,008
<0,001
<0,001

0,677
0,030
0,880

0,002
0,049
0,057

<0,001
0,538
0,440

0,949
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Metanol CH40O
Cetona

Acetoina C4HgO2
Acetona C3HeO3
Fenol

3-Hidroxmandelato CgHsgOs4
3-Hidroxifenilacetato CgHsgO3
Alcaloide

Imidazol Cs3HsN2
Sais de ambnio quaternérios
Colina CsH14NO
Sulfona

Dimetil sulfona C2HeO2S

BMDB0001875

BMDB00O00039
BMDB0001659

BMDB0000750
BMDB0000440

BMDB0001525

BMDB0000097

BMDB0004983

30,85 + 8,16

14,07 £ 3,12
10,29+ 1,64

26,05 + 3,05
27,34 £ 6,65

33,60 +£ 5,91
4,32+ 1,07

3,67+1,41

33,17 + 7,68

14,55 + 5,69
9,60 + 1,50

23,25+ 4,78
26,70 + 3,10

25,79+ 2,74
4,73 +1,44

3,95+1,58

0,429

0,776
0,243

0,065
0,738

<0,001
0,380

0,605

2D Bovine Metabolome Database (BMDB).

bMédia + desvio padréo.
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A analise de componentes principais (PCA) e a analise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) foram aplicadas aos espectros de 'H
RMN para visualizar diferencas no perfil metabodlico fecal entre os grupos
experimentais (Figura 1A e B). Os dois primeiros componentes principais do PCA
explicaram 82,7% da variancia total. O PLS-DA indicou cobertura de 61,5%
definida pelos dois primeiros componentes. Além disso, os parametros de
validacdo cruzada (acurécia = 0,78, Q2 = 0,33 e R2 = 0,55 para o componente 1
e acuracia = 0,88, Q2 = 0,58 e R2 = 0,66 para o0 componente 2) demonstram
uma separacdo parcial entre as concentracdes dos metabolitos pertences as
fezes dos grupos experimentais.

As pontuacdes do VIP scores > 1,0 com base no modelo de PLS-DA
indicaram 4 metabdlitos influentes (Figura 1C). Dentre esses compostos,
maiores concentracfes de butirato, propionato e valerato foram observadas no
grupo de touros eficientes, porém o acetato apresentou maior concentracdo no

grupo de touros néo eficientes.
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Figura 1. Metaboloma das fezes de touros Nelore separados em eficientes (EF)

e ndo eficientes (NEF). (A) Andlise de componentes principais (PCA) dos

metabdlitos identificados e quantificados nas fezes dos touros por *H NMR (cada

ponto corresponde a um animal). Ponto vermelho corresponde a touros

eficientes e ponto verde equivale a touros nao eficientes. (B) Grafico de

pontuacdo da analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA)

das fezes de touros Nelore (cada ponto corresponde a um animal). Ponto

vermelho corresponde a touros eficientes e ponto verde equivale a touros néo

eficientes. (C) Grafico da importancia da variavel na projecdo (VIP scores) dos

metabdlitos fecais que diferiram entre os grupos de touros eficientes (CAR

negativo) e nédo eficientes (CAR positivo).
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A andlise de enriquecimento das vias metabdlicas foi realizada para
avaliar as vias mais relevantes associadas a metabolitos diferenciais nas fezes
de touros eficientes e ndo eficientes. Os metabalitos diferenciais abrangem cinco
principais vias bioquimicas (p>0,05 e impacto>0,2), que podem revelar os
mecanismos metabolicos das fezes relacionados ao CAR: sintese e degradacao
de corpos cetbnicos (bta00088), biossintese da fenilalanina, tirosina e triptofano
(bta00400); metabolismo da glicina, serina e treonina (bta00260); ciclo do &cido
citrico (bta00020) e metabolismo do piruvato (bta00620) (Figura 2 e Tabela 4).
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Figura 2. Integracdo do metaboloma das fezes de touros da raca Nelore. Vias
metabdlicas dos distintos metabdlitos observados nas fezes dos touros Nelore.
O eixo x representa o valor do impacto da via calculado a partir da analise
topologica da via, e 0 eixo y € o logaritmo do P-valor obtido da analise de
enriquecimento da via. A cor do ponto é baseada no p-valor e o raio do ponto é
determinado com base em seus valores de impacto de caminho (visualizar a
Tabela 4).
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Tabela 4. Analise das vias metabdlicas das fezes de touros Nelore pertencentes aos grupos contrastantes para 0 consumo

alimentar residual (CAR).

, 1 Compostos Compostos -

Letra® Via metabdlica to{)aisb obseR/adosc va[IJord -log(p)¢ Impacto’
a Sintese e degradacédo de corpos cetdnicos 5 2 <0,001 14,5470 0,60000
b Metabolismo da arginina e prolina 38 2 <0,001 10,1600 0,01212
c Metabolismo da alanina, aspartato e glutamato 28 5 <0,001 10,0400 0,04808
d Metabolismo da tirosina 42 3 <0,001 19,0502 0,13972
e Ciclo do acido citrico (Ciclo de Krebs) 20 4 <0,001 19,4576 0,22801
f Metabolismo da glicina, serina e treonina 34 5 <0,001 7,0996 0,34180
g Metabolismo do butanoato 15 5 <0,001 5,7633 0,11111
h Metabolismo do glioxilato e dicarboxilato 32 4 <0,001 3,6579 0,13757
[ Glicdlise e gliconeogénese 26 2 <0,001 3,1049 0,10044
| Metabolismo do piruvato 22 2 <0,001 3,1049 0,20684
k Biossintese da fenilalanina, tirosina e triptofano 4 1 <0,001 2,4622 0,50000
I Biossintese primaria dos acidos biliares 46 1 0,0394 11,4037 0,02239
m Metabolismo da pirimidina 38 1 0,0300 1,5222 0,09182
n Metabolismo da glutationa 28 1 0,0394 11,4037 0,08873

aLetra corresponde as informac6es mostradas na Figura 2.
bCompostos totais corresponde ao niimero total de compostos na via metabdlica.

¢Compostos observados corresponde ao numero realmente correspondido dos dados enviados pelo usuario.

dp-valor foi calculado a partir da analise de enriquecimento.
€-log(p) corresponde ao logaritmo do p-valor.

fimpacto corresponde ao valor de impacto do caminho calculado a partir da analise de topologia do caminho.
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4. DISCUSSAO

A eficiéncia alimentar pode ser mensurada de diferentes formas, como CA
e EAB. No entanto, é importante ressaltar que essas medidas sdo brutas e nédo
consideram as diferencas das exigéncias de mantenca e crescimento dos
animais (Nascimento, 2011). Além disso, essas caracteristicas sao altamente
correlacionadas com o crescimento e tamanho corporal (Arthur et al., 2001).
Portanto, se utilizadas como critério de selecdo, essas caracteristicas podem
auxiliar na identificacdo de animais eficientes, mas a longo prazo podem
ocasionar o desenvolvimento de caracteristicas indesejaveis ao rebanho (Grion
et al., 2014).

Diante disso, outras medidas de eficiéncia, como o CAR e GMDR, foram
propostas e tém sido amplamente utilizadas em estudos cientificos (Oliveira et
al., 2022; Brunes et al., 2023). No entanto, é importante observar que o0 GMDR
pode acarretar um aumento nos gastos com a alimentacdo, por nao ser capaz
de identificar diferencas no consumo de alimento (Crowley et al., 2010). Nesse
contexto, o CAR tem se destacado em programas de melhoramento animal.
Esse fato ocorre, uma vez que é possivel identificar animais com menores
exigéncias de mantenca, resultantes do menor CMS, além de manter a
constancia do GMD (Paulino et al.,, 2004). Além disso, o CAR apresenta
independéncia em relacao as caracteristicas de crescimento e tamanho corporal,
devido a sua equacéao de predicdo. Isso se deve porque as correla¢des entre o
CAR, GMD e PVM séo nulas, de acordo com a definicdo estatistica, onde a
covariancia entre o residuo e as variaveis preditoras € zero (Branco et al., 2009).

No presente estudo, os animais eficientes (CAR negativo) apresentaram
melhores desempenhos em termos de CA, EAB e GMDR. Isso indica que esses
touros foram capazes de converter a quantidade de alimento consumido em
ganho de peso de forma mais eficiente em comparag&o aos touros nao eficientes
(CAR positivo). Adicionalmente, os touros eficientes também demonstraram um
menor CMS. Esse resultado reforca a informacao anterior de que esses animais
conseguiram obter um bom ganho de peso consumindo menores quantidades
de alimento em comparagéo ao outro grupo experimental. No entanto, nao foi

observado diferencas nas caracteristicas de crescimento como PESOI, PESOF,
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GMD e PVM entre os grupos experimentais. Esses resultados podem ser
explicados pela baixa correlacdo existente entre essas caracteristicas com o
CAR (Arthur et al., 2001; Del Claro et al., 2012).

No entanto, o CAR é uma caracteristica complexa e influenciada por uma
ampla gama de genes. Devido a essa complexidade, estudos recentes tém se
dedicado a identificar associacfes entre os metabdlitos e vias metabdlicas
relacionadas ao CAR em bovinos (Karisa et al., 2014; Shabat et al., 2016;
Clemmons et al., 2017; Novais et al., 2019; Welch et al., 2020; Liu et al., 2022;
Sidney et al.,, 2022; Taiwo et al.,2022). Entretanto, muitos desses estudos
utilizam métodos invasivos para obtencdo das amostras, ou realizam coletas
apos o abate dos animais (Shabat et al., 2016; Welch et al., 2020; Liu et al., 2022;
Sidney et al., 2022). Desse modo, no intuito de adotar uma metodologia n&o
invasiva em touros, optamos por trabalhar com amostras de fezes. Embora os
estudos que exploram o metaboloma fecal ainda sejam escassos, pesquisas
anteriores ja demonstraram relagédo entre o microbioma e o metaboloma ruminal
e fecal de bovinos (Andrade et al., 2020; Malheiros et al., 2021).

Dentre os metabdlitos observados, os acidos graxos de cadeia curta
(AGVs) como acetato, butirato, propionato e valerato, desempenham um papel
fundamental no metabolismo de ruminantes, pois sdo importantes precursores
da sintese de glicose e gordura. Esses séo responsaveis por fornecer até 80%
da exigéncia diéria de energia dos ruminantes (Bergman, 1990). No presente
estudo, a dieta utilizada era rica em carboidratos néo-fibrosos de fécil
fermentacdo. Esses carboidratos, podem auxiliar no aumento da atividade
microbiana no rimen, e acarretar na reducéo do pH ruminal, resultando em uma
maior producdo desses metabdlitos (Church, 1988; Bergman, 1990; Pinedo et
al., 2008). Devido a diminui¢cdo do pH ruminal, ocorre um aumento na proporcao
de acidos graxos livres e, consequentemente, uma maior absor¢ao desses AGVs
para a corrente sanguinea (Quigley et al., 1991). No entanto, ha um ponto de
saturacdo em que a absorcao desses AGVs é limitada, o que pode levar a uma
maior excrecao desses metabdlitos nas fezes dos touros.

Como mencionado anteriormente, o0s estudos que investigam a

associacao entre o CAR e o metaboloma fecal sdo escassos. Devido a esse fato,
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os resultados aqui observados podem ser comparados a estudos similares que
avaliaram a associacdo do metaboloma do liquido ruminal com o CAR. Os
nossos resultados corroboram aos obtidos por Shabat et al. (2016) em amostras
de liquido ruminal de bovinos da raca Holandés, no qual os AGVs, butirato,
propionato e valerato foram observados em maiores concentragcdes em animais
eficientes. Por outro lado, Liu et al. (2022) ndo encontraram diferencas nos
metabolitos de animais eficientes e néo eficientes ao avaliar o liquido ruminal de
novilhas da raca Angus. Além disso, um estudo realizado por Welch et al. (2020)
analisou bioamostras de liquido ruminal e fezes de bovinos da raca Angus.

Estudos indicaram relacdo direta entre a eficiéncia alimentar e a
disponibilidade de energia para os ruminantes, influenciada pela microbiota
ruminal. Essa microbiota é responsavel pela atividade fermentativa e
consequentemente producédo de AGVs (Jeweel et al., 2015; Kenny et al., 2018;
Liu et al., 2022). Esses acidos graxos sao importantes fontes de energia para o
animal e desempenham um papel crucial na eficiéncia do processo de
fermentacao ruminal e na utilizag&o dos nutrientes da dieta.

No presente estudo, observou-se que o butirato estava presente em
maiores concentracfes nos animais eficientes. Segundo Jeweel et al. (2015) e
Shabat et al. (2016), animais eficientes apresentam maior populacdo de
Lachnospiraceae, as quais séo grandes produtoras de butirato (Meehan e Beiko,
2014). Além disso, de acordo com Zhang et al. (2013), dietas com altos teores
de carboidratos nao-fibrosos prontamente fermentaveis tém sido associadas ao
favorecimento do crescimento de microrganismos pertencentes a essa familia.
No entanto, esses estudos utilizaram distintas intervenc¢des nutricionais e ragas,
0 que pode ter acarretado alteracdes nos metabdlitos de bovinos eficientes e ndo
eficientes. Dietas ricas em carboidratos-fibrosos, como a utilizada por Liu et al.
(2022), ndo apresentaram diferengas significativas nos metabdlitos entre animais
eficientes e ndo eficientes. Por outro lado, estudos como o de Shabat et al.
(2016) e Welch et al. (2020), os quais utilizaram dietas ricas em carboidratos
nao-fibrosos, revelaram diferencas nos metabdlitos identificados entre animais

eficientes e ndo eficientes. Esses achados ressaltam a importancia de considerar
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a composicao da dieta ao investigar a associagcao entre os metabdlitos fecais e
a eficiéncia alimentar dos bovinos.

Animais nao eficientes apresentaram maior concentracao de acetato em
comparacao aos animais eficientes. Esse resultado pode ser explicado pela
ordem de metabolizacdo dos acidos graxos volateis no raimen, onde o acetato €
metabolizado primeiro, seguido pelo propionato e, por fim, o butirato (Barcroft et
al., 1994; Sehested et al., 1999a; Sutton et al., 1963). Portanto, € possivel que
o0s touros eficientes ja tivessem metabolizado o acetato e o propionato, estando
em estagio de metabolizacdo do butirato, enquanto os animais ndo eficientes
ainda estavam no processo de metabolizacdo do acetato. Esses resultados
indicam que os animais eficientes apresentaram uma taxa de metabolizacao
mais rapida em comparacao aos nao eficientes, o que pode contribuir para uma
melhor utilizacdo dos AGVs e, consequentemente, para uma maior eficiéncia
alimentar.

O CAR é um indicador de eficiéncia metabdlica, uma vez que esta
relacionado as necessidades energéticas basicas e as diferencas na eficiéncia
de crescimento. Quanto mais eficiente for a conversdo de nutrientes em energia,
mais eficiente sera o animal (Baldwin et al., 1980; Richardson e Herd, 2004). No
presente estudo, identificamos cinco vias metabdlicas principais associadas a
metabolitos distintos nas fezes de touros eficientes e ndo eficientes (conforme
apresentado na Tabela 4).

Dentre essas vias, destaca-se a via da sintese e degradacédo de corpos
cetbnicos. Os corpos cetbnicos sdo produtos da degradacdo dos AGVs, que
foram encontrados em maior concentragdo em ambos 0S grupos experimentais.
No entanto, é possivel que esses corpos cetbnicos tenham sido metabolizados
de forma mais rapida nos animais mais eficientes. Alta eficiéncia nessa via
metabdlica pode indicar maior capacidade da utilizagdo de reservas de gordura
como fonte de energia (Marzzoco e Torres, 2007). Isso pode levar a uma melhor
eficiéncia alimentar, uma vez que a gordura € uma fonte mais densa de energia,
fornecendo 2,25 Mcal/kg a mais do que os carboidratos (Medeiros et al., 2015).
Desta forma, os bovinos podem converter mais eficientemente a energia

armazenada em ganho de peso.
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A via da biossintese da fenilalanina, tirosina e triptofano também foi
identificada em nosso estudo. Tanto a fenilalanina quanto a tirosina
desempenham papel fundamental na sintese de neurotransmissores, horménios
e pigmentos (Corsino, 2009). J& o triptofano, um aminoacido essencial, € um
precursor importante para a producdo de serotonina, melatonina e niacina
(vitamina B3) (Alves, 2004; Corsino, 2009). A fenilalanina é um aminoacido
essencial e limitante, onde a sua disponibilidade pode limitar a sintese proteica,
e consequentemente, o crescimento do animal (Alves, 2004; Kaufman e Lupping,
1982). A disponibilidade adequada desses aminoacidos € essencial para o
crescimento e desenvolvimento dos animais, bem como para a sintese de
moléculas importantes em varias vias metabdlicas (Rossi e Tirapegui, 2003).

A via do metabolismo da glicina, serina e treonina desempenha um papel
importante no fornecimento de aminodacidos glicogénicos, que podem ser
convertidos em glicose e utilizados como fonte de energia. Além disso, esses
aminoacidos estdo envolvidos em diversas outras vias metabdlicas e processos
fisiologicos essenciais, como a sintese de proteinas e a atuacdo como
precursores na sintese de outros compostos (Gonzéalez e Silva, 2022). Outras
vias observadas foram a do ciclo do &cido citrico, também conhecida como ciclo
de Krebs, e a via do metabolismo do piruvato. O ciclo do acido citrico ocorre nas
mitocondrias das células e esta envolvida na oxidacdo completa de moléculas
de carboidratos, gorduras e aminoacidos. Durante esse ciclo, o piruvato, produto
final da glicdlise, presente em maior concentragcdo nos animais eficiente desse
experimento, € convertido em acetil-CoA, o qual entra no ciclo para a producéo
de energia na forma de ATP (Gonzélez e Silva, 2022). O metabolismo do piruvato
desempenha um papel fundamental na conversdo do piruvato em diversos
produtos metabdlicos, como o acetil-CoA, lactato, oxaloacetato e alanina, de
acordo com as condicbes metabodlicas e as demandas energéticas da célula
(Gonzalez e Silva, 2022).

As vias metabdlicas evidenciadas no presente estudo indicam uma maior
eficiéncia nos processos de sintese de aminoacidos e producdo de energia.
Esses processos sao essenciais para sustentar as atividades metabdlicas,

promover a sintese de proteinas e fornecer a energia necessaria para o
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crescimento muscular. Os aminoacidos desempenham um papel crucial como
substratos na construcéo das proteinas, que por sua vez sdo fundamentais para
o0 crescimento muscular. Dessa forma, a eficiéncia desses processos
metabolicos sugere que animais mais eficientes tém maior aproveitamento de
energia, proporcionando melhores condicbes para o ganho de peso e
crescimento. Esses achados destacam a importancia de promover a eficiéncia
metabolica na pecuéria, visando otimizar a producdo animal de forma

sustentavel.

5. CONCLUSAO

Touros eficientes e nao eficientes da raca Nelore apresentam diferencas
significativas na concentracdo de metabdlitos fecais, especialmente nos acidos
graxos volateis acetato, butirato e propionato. Animais eficientes demonstraram
uma taxa de metabolizacdo mais acelerada em comparacao aos nao eficientes,
indicando uma maior capacidade de aproveitamento desses acidos graxos
volateis e, consequentemente, uma maior eficiéncia alimentar.

Esses resultados ressaltam o potencial do metaboloma fecal,
especialmente a concentracdo dos acidos graxos volateis, como biomarcadores
para avaliar e selecionar animais com maior eficiéncia na conversao de
alimentos. Essas descobertas sdo de suma importdncia para a industria
pecuaria, uma vez que viabilizam a identificacdo de animais com maior
capacidade de aproveitamento dos nutrientes da dieta, o que resulta em uma

producdo animal eficiente e sustentavel.
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