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RESUMO - A alimentacéo representa o maior custo de producdo da bovinocultura de corte, o que
faz da sele¢do de animais com alta eficiéncia alimentar uma alternativa viavel para reduzir os custos
de produgdo. A medida de eficiéncia alimentar mais utilizada € o consumo alimentar residual (CAR),
o qual permite comparar a diferenca entre a ingestdo de matéria seca observada e estimada, com
base nos requisitos de crescimento e manutencdo do animal. Assim, 0 objetivo desse estudo foi
identificar potenciais biomarcadores para eficiéncia alimentar por meio da analise protedmica do
plasma de bovinos Caracu. Para o teste de eficiéncia alimentar, 61 machos tiveram seu consumo
alimentar registrado em cochos eletrénicos durante 71 dias. A andlise prote6mica foi realizada por
espectrometria de massa de alta resolugdo a partir de 500 pL de plasma dos animais que
apresentaram fenétipos extremos para CAR (4 animais CAR>0 e 4 animais CAR<0). As proteinas
identificadas exclusivamente em animais mais eficientes (CAR<0) foram investigadas quanto as suas
fungbes nos bancos de dados Uniprot, Gene Ontology e KEGG. Foram detectadas 806 proteinas no
plasma dos animais Caracu, das quais 132 foram identificadas em ambos os grupos de CAR, 255
apenas em animais CAR>0 e 419 apenas em animais CAR<O0. Entre as proteinas identificadas
apenas em animais CAR<0, destacam-se 16 proteinas que atuam nas vias metabélicas de digestao
e absorcdo de proteinas, secre¢do de insulina, acido gastrico, salivar, biliar e pancreatica. Tais
proteinas sdo potenciais biomarcadores, os quais poderdo ser utilizados na deteccdo precoce e

selecdo de animais mais eficientes.
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ABSTRACT - Feeding is the highest cost of beef cattle production, which makes the selection of
animals with high feed efficiency a good alternative to reduce production costs. Residual feed intake
(RFI) is the most applied measure of feed efficiency, which allows to compare observed and estimated
dry matter intake, based on the animal's growth and maintenance requirements. The aim of this study
was to identify potential biomarkers for feed efficiency through plasma proteomic analysis of Caracu
beef cattle. A total of 61 Caracu males had their food consumption recorded in electronic troughs
during the feed efficiency test for 71 days. Proteomic analysis was performed by high-resolution mass
spectrometry from 500 pL of plasma obtained from animals that exhibited extreme phenotypes for
RFI (4 animals RFI>0 and 4 animals RFI<0). The proteins identified exclusively in the most efficient
animals (RFI<0) had their functions investigated through the Uniprot, Gene Ontology and KEGG
databases. A total of 806 proteins were detected in the plasma of Caracu, of which 132 were identified
in both RFI groups, 255 only in RFI>0 group and 419 only in RFI<O group. Among the proteins
identified only in RFI<O group, 16 proteins have important functions in the following metabolic
pathways: protein digestion and absorption, insulin secretion, gastric secretion, salivary secretion,
biliary secretion and pancreatic acid secretion. These proteins are potential biomarkers, which could

be used in early detection and selection of efficient animals.

Keywords: Bos taurus taurus, metabolic pathways, proteomics, residual feed intake.
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1. INTRODUCAO

A raca Caracu (Bos taurus taurus) se formou no Brasil ap6s quatro séculos de cruzamentos
ndo controlados entre bovinos europeus introduzidos a partir de 1534. Esses animais passaram por
intenso processo de selecdo natural ao enfrentar as adversidades do clima tropical (LIMA et al.,
1992). Em 1900 a raca Caracu era uma das mais expressivas da pecudria nacional devido,
principalmente a sua tripla aptiddo (MERCADANTE, 2005). Porém, a raga quase foi extinta na
década de 60 devido a alta endogamia, a introducdo de ragas zebuinas e ao fechamento do livro de
registros. No entanto, em 1976 o Instituto de Zootecnia reativou o programa de selecdo da raga
Caracu visando a conservagao desse material genético adaptado o qual deu origem ao rebanho atual
da Estacdo Experimental de Zootecnia de Sertdozinho — SP (PEREIRA et al., 2005), cujo os touros
sdo selecionados dentro do rebanho para peso a um ano corrigido para 378 dias, 0 qual € obtido ao
final de um teste de desempenho de 168 dias, conduzido em confinamento enquanto que as novilhas
de reposicdo sao selecionadas para alto peso corporal corrigido para 550 dias em pasto (BONILHA
et al., 2008). Estudos de parametros genéticos populacionais evidenciam que tal plantel apresenta
variabilidade genética em decorréncia da introducéo de material genético esporadico, ao controle da
endogamia nos acasalamentos no decorrer das geragdes e a manutencgéo no plantel de, no maximo,
dois filhos de cada reprodutor por ano (PEREIRA et al., 2005; 2006).

Por sua historia e caracteristicas, a raga Caracu € um patrimdnio da pecuaria nacional, uma
vez que sustentou a producao brasileira antes da chegada dos zebuinos e atualmente apresenta o
maior rebanho efetivo para explora¢éo pecuaria entre as ragas Crioulas. Apesar de se tratar de uma
raca taurina, o Caracu apresenta uma excelente adaptagéo ao clima tropical e subtropical brasileiro,
e possui as caracteristicas de qualidade de carne de um taurino (maciez), combinada com a
habilidade de se desenvolver em qualquer regido do pais, que é uma caracteristica tipica dos
zebuinos (MCMANUS et al., 2010).

A carne de animais de racas taurinas apresenta maior maciez do que a carne de animais
zebuinos, o que tem favorecido o destaque da raca Caracu em cruzamentos industriais
principalmente com animais zebuinos, e em menor quantidade com animais taurinos ou em
cruzamentos com taurinos e zebuinos, produzindo animais com alto grau de heterose e excelentes
caracteristicas produtivas, melhorando a eficiéncia nutricional e a qualidade da carne (SOUZA et al.,
2009; FERNANDES et al., 2014; REIS et al., 2015; MENEZES et al., 2016). O principal cruzamento
é feito a partir do reprodutor Caracu com fémea zebuina (Nelore, Guzerd ou Tabapud) visando o

aumento de peso a desmama dos bezerros e maciez da carne. No sul do Brasil, o Caracu ¢ utilizado
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como reprodutor para cobertura de fémeas taurinas (Angus, Hereford, Braford e Devon), gerando
alto grau de heterose com animais mais adaptados as regides com intensa infestacéo de carrapatos
e topografias irregulares (ABC CARACU, 2021). A preservagéo da raca Caracu mantida em rebanhos
puros também é importante, pois 0s genétipos nativos podem se tornar mais produtivos em seus

proprios ambientes que racas exéticas melhoradas, por terem sofrido rigorosa selecao natural.

A eficiéncia na conversdo alimentar € um dos principais fatores utilizados para aumentar a
eficiéncia de producédo pecuaria, uma vez que o custo com alimentacao representa em torno 50%-
70% do custo total de producdo. O consumo alimentar residual (CAR) é uma das principais
caracteristicas para avaliar eficiéncia alimentar. Por definicdo, o CAR é calculado como a diferenca
entre o consumo alimentar real e o esperado com base nos requisitos de crescimento e manutencao
do animal (BASARAB et al., 2003). Os animais com baixo CAR s&o considerados eficientes para
alimentacgdo, pois consomem menos do que o esperado, enquanto os animais com alto CAR séo
menos eficientes pois consomem mais do que o predito (BASARAB et al., 2003). A selecdo para 0os
animais mais eficientes ndo sé reduz o custo de producgéo, mas também apresenta impacto ambiental

pela reducéo de metano e estrume (NKRUMAH et al., 2006).

Diversos processos bioldgicos que sé&o influenciados por fatores genéticos e ambientais
influenciam o CAR. Os processos fisiolégicos que contribuem para a variacdo no CAR incluem os
associados a ingestéo alimentar, digestao, metabolismo e estresse (HERD et al., 2009; Richardson
et al.,, 2004). No entanto, os mecanismos moleculares subjacentes ao CAR sdo amplamente
desconhecidos e, como essa caracteristica é extremamente complexa, provavelmente varios genes
de diversas vias metabdlicas estdo envolvidos (PERKINS et al., 2014; TIZIOTO et al., 2015;0LIVIERI
et al., 2016). Descobrir as diferengas em nivel molecular permite a identificacdo de biomarcadores

gue possam ser utilizados na selecdo de animais mais eficientes.

Diante do panorama apresentado, 0 projeto proposto teve como objetivo identificar
biomarcadores para eficiéncia alimentar em bovinos da raca Caracu por meio de analise protedmica

a partir de plasma.
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro de Pesquisas em Bovinos de Corte do Instituto de
Zootecnia de Sertdozinho-SP, o qual foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Instituto de Zootecnia (protocolo n° 292-19) por estar de acordo com a Lei n° 11.794, do Decreto

n° 6.899 e com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentac&do Animal (CONCEA).
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Foram utilizados 61 machos da raca Caracu com média de 9 meses de idade e pertencentes
ao mesmo grupo de contemporaneos. Todos os animais foram colocados em um piquete com cochos
coletivos para a adaptacao a dieta 30 dias antes do inicio do teste de eficiéncia. Os animais foram
submetidos ao teste de eficiéncia alimentar durante o periodo de 31 de maio a 15 de agosto de 2019.
A duracao do teste de eficiéncia alimentar visou a obtencéo de 70 dias de teste validos.

Para o teste de eficiéncia foi utilizado o sistema de cochos eletronicos Intergado®. Os animais
receberam brinco de identificagdo os quais foram ligados ao sistema de medicdo dos cochos

eletrénicos para avaliagdo do consumo alimentar residual.

A dieta foi composta por silagem de sorgo (60%), milho quebrado (25%), farelo de soja (13%),
sal mineral (1,75%) e ureia (0,2%), formulada para atender as exigéncias dos animais em mantenca
e crescimento (NRC, 2001), utilizando o software RLM 3.3 (ESALQ, Piracicaba, Brasil). A ragéo foi
fornecida aos animais duas vezes ao dia (8:00 e 15:00), com ajuste diario do volume para manter
cerca de 10% de sobras em todos os cochos. Os animais foram pesados em jejum de alimento e

agua por 16 horas antes e apos o teste de eficiéncia alimentar.

Amostras da dieta foram colhidas semanalmente, as quais foram pré-secas a 65°C por 72
horas em estufa com ventilacdo forgada, e posteriormente moidas em moinho de facas (Thomas
Scientific) com peneira de 1 mm, para determinagdo do teor da primeira matéria seca.
Posteriormente, 2g de cada amostra moida foram secos a 105°C em estufa com ventilagao forgada,
seguido de pesagem para determinacdo da segunda matéria seca (AOAC Oficial Método 934.01,
1990). Amostras de cada ingrediente da dieta também foram colhidos semanalmente para analise

do conteldo de matéria seca.

O consumo de matéria seca (CMS) foi calculado contabilizando todos os dias vélidos de
consumo de alimento (71 dias), multiplicado pelo teor de matéria seca semanal da dieta fornecida.
O ganho de peso médio diario (GMD) foi obtido pela equacao 1, em que y; € o peso do animal na
iésima observacdo; « € o intercepto da equacao de regressao e representa o peso inicial; g é o
coeficiente de regresséo linear e representa o GMD; DET; é o dia em teste na iésima observacao e

g; € 0 erro aleatorio associado a cada observacao.

yi = a+ B *DET; + ¢ (1)
O peso corporal médio metabdlico (BW®®) foi obtido para cada periodo, conforme a equacéo
2, em que a é o intercepto da equacao de regressao e representa o0 peso inicial, GMD é o ganho

médio diario e DET é dias em teste.
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BWO7 = |a + (36MD « DET)]O'75 )

Os valores de consumo de alimentar residual (CAR), foram obtidos como proposto por Koch
et al. (1963), através da equacado 3, em que CcMS refere-se ao consumo de matéria seca observado,
B, ao intercepto da equagdo, BW®7°> ao peso vivo médio metabdlico, B,,07s ao coeficiente de
regressao do BW°7>, GMD ao ganho médio diario, B,p; ao coeficiente de regressédo do GMD e ¢ ao
residuo (CAR). A partir dos valores de CAR obtidos, os animais foram classificados em duas
categorias: alta (CAR<O) e baixa eficiéncia alimentar (CAR>0).

CMS = By + (Bgyy07sBW°7%) + (BupcGMD) + ¢ 3)

Amostras de 5 mL de sangue foram coletadas em tubos a vacuo com o0 anticoagulante
KsEDTA, a partir da veia jugular dos animais que apresentaram fenétipo extremo para CAR (4
animais mais eficientes e 4 animais menos eficientes). Cerca de 500 pL de plasma de cada amostra
foi utilizada para a identificacdo de proteinas por espectrometria de massa de alta resolucéo, cuja
metodologia consistiu em cinco etapas: remocao de albumina, quantificagdo de proteinas, SDS-
PAGE, preparacdo das amostras para andlise protedmica e andalise por espectrometria de massas

avancada.

A preparacdo das amostras para a espectrometria de massas avancada consistiu em trés
etapas principais: i) reducéo e alquilacéo das proteinas, ii) digestdo enzimatica das proteinas com
tripsina e iii) limpeza/dessalinizacdo das amostras. As amostras foram em seguida secas a vacuo e
aplicadas no equipamento de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex) acoplado ao
espectrometro de massas Q-Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific). As
amostras foram analisadas individualmente e a intensidade dos ions foi utilizada como indicativo

aproximado de abundancia.

Informacdes sobre a fungdo das proteinas identificadas, bem como o tecido que séo
secretadas, foram obtidas no Uniprot (https://www.uniprot.org/). As funcdes moleculares e processos
biologicos que as proteinas estdo envolvidas foram identificados via Gene Ontology
(http://geneontology.org/) e vias metabdlicas foram identificadas via KEGG
(https://www.genome.jp/kegg/). Proteinas com concentracdes acima de 2X em um dos grupos foram

consideradas super expressas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise protedmica de amostras de plasma é desafiadora por conter alta quantidade de
albumina, a qual representa cerca de 60% das proteinas plasmaticas, interferindo assim na
identificacdo das demais proteinas. No presente estudo, grande parte da albumina foi removida de
forma eficiente por meio de resina empacotada em colunas, o que permitiu maximizar a identificacéo
das demais proteinas por meio de analise protedmica.

As analises protedmicas permitiram identificar 806 proteinas presentes no plasma de bovinos
Caracu, das quais apenas 132 foram identificadas em ambos os grupos de CAR, 255 foram
identificadas apenas em animais com baixa eficiéncia alimentar (CAR>0) e 419 proteinas foram
identificadas apenas em animais com alta eficiéncia alimentar (CAR<0). Entre as 132 proteinas
identificadas em ambos os grupos de CAR, 26 e 45 proteinas foram consideradas super expressas

em animais com baixa e alta eficiéncia alimentar, respectivamente.

As proteinas identificadas exclusivamente no plasma de bovinos com alta eficiéncia alimentar
podem ser utilizadas para prever e categorizar 0s animais com base na eficiéncia alimentar de
maneira econdmica, uma vez que esses potenciais biomarcadores apresentaram alta sensibilidade
e especificidade. Entre esses potenciais biomarcadores, destacam-se aqueles relacionadas com
digestéo e absorgéo de proteinas, secre¢éo de 4cido gastrico, salivar, pancreatica, biliar e de insulina
(Tabela 1).

Tabela 1. Vias metabdlicas que atuam as proteinas identificadas exclusivamente no plasma de bovinos Caracu
com alta eficiéncia alimentar.

Via metabdlica Simbolo do gene (nome da proteina)
bta04970: ADRB3 (beta-3 adrenergic receptor)
Secrecéo salivar ATP1A2 (sodium/potassium-transporting ATPase subunit a-2)

ATP2B3 (calcium-transporting ATPase)
PLCB4 (1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase (3-4)
SLC12A2 (solute carrier family 12 member 2)

bta04972: ATP1A2 (sodium/potassium-transporting ATPase subunit a-2)

Secregdo pancreética ATP2B3 (calcium-transporting ATPase)
PLCB4 (1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase (3-4)
RYR2 (ryanodine receptor 2)
SLC12A2 (solute carrier family 12 member 2)
SLC4A4 (anion exchange protein)

bta04911: ATP1A2 (sodium/potassium-transporting ATPase subunit a-2)

Secrecéo de insulina CACNA1C (voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha)
CREB3L4 (cyclic AMP-responsive element-binding protein 3-like protein 4)
PLCB4 (1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase -4)
RYR2 (ryanodine receptor 2)

bta04976: ATP1A2 (sodium/potassium-transporting ATPase subunit a-2),

Secrecao biliar LDLR (low-density lipoprotein receptor)
LOC515333 (multidrug resistance-associated protein 4)
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NROB2 (nuclear receptor subfamily 0 group B member 2)
SLC4A4 (anion exchange protein)

bta04971.: ATP1A2 (sodium/potassium-transporting ATPase subunit a-2)

Secrecao de 4cido gastrico PLCB4 (1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase 3-4)
bta04974: ATP1A2 (sodium/potassium-transporting ATPase subunit a-2)

Digestao e absorcdo de COL11AL1 (collagen alpha-1(XI) chain)

proteinas COLA4AL (collagen alpha-1(1V) chain)

COLBAZ2 (collagen type VI alpha 2 chain)
MEP1B (meprin A subunit)

Mecanismos associados aos processos de digestao dos alimentos afetam a capacidade de
ingestdo, o processo de absor¢cdo e também a utilizacdo de nutrientes pelos animais (ARTHUR,;
HERD, 2008; RICHARDSON; HERD, 2004). A digestdo e absorcdo de proteinas (bta04974)
representa um processo critico de utilizacdo de nutrientes para fins produtivos, como a producéo de
carne, o que faz com que as proteinas envolvidas nessa via metabdlica sejam importantes

candidatos a biomarcadores para eficiéncia alimentar.

As proteinas que atuam na secrecdo salivar (bta04970) também s&o importantes
biomarcadores, uma vez que a saliva esta associada a ingestao de alimentos, taxa de passagem de
alimentos, circulagdo de nutrientes, motilidade e funcdo ruminal, além de disturbios digestivos,
representando um importante tampao de pH para ruminantes, especialmente para bovinos
alimentados com dietas ricas em concentrado que promovem a acidificagéo ruminal (BEAUCHEMIN
et al., 2008; RICCI et al., 2021).

A secrecdo pancreatica (bta04972), composta de agua, enzimas, nucleotidases e grande
guantidade de ions bicarbonato, é responsavel pela hidrélise da maioria das moléculas presentes no
alimento, como carboidratos, proteinas e gorduras. Entre as secre¢des pancreaticas, a secrecao de
insulina (bta04911) se destaca, uma vez que a insulina € um horménio anabdlico que apresenta
diversas funcfes no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, além de ser um potente
regulador da ingestao de alimentos (HAYIRLI, 2006). A acao de proteinas relacionada a secrecao de
insulina resulta em diferengas nos mecanismos de fome e saciedade devido a homeostase
energética e ao crescimento (NASCIMENTO et al., 2015), e na energia total extraida de alimento,
gue pode causar variagao no ganho de peso, apesar de ndo haver diferenga no consumo de alimento
(RODRIGUEZ-NUNEZ et al.,, 2017). Animais com baixo CAR apresentam maior sensagdo de
saciedade devido a sinalizacdo da insulina (KELLY et al., 2011), e as concentragfes séricas desse

hormdnio podem ser utilizadas como indicadores de eficiéncia alimentar em bovinos.

A bile é uma secrec¢do vital, essencial para a digestdo e absor¢cédo de lipidios e vitaminas

lipossolUveis no intestino delgado. A via metabdlica secre¢éo biliar (bta04976) esta relacionada a
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dieta e atua na solubilizacdo das gorduras e posteriormente aumenta a absorcdo (RESHETNYAK,

2013), afetando o consumo de ra¢do e o0 ganho de peso em bovinos (PARSAIE et al., 2007).

O &cido gastrico € o &cido hidrocloridrico presente no suco géastrico, que € um fator chave nas
funcbes gastrointestinais, incluindo digestdo de proteinas e absorcdo de calcio e ferro, além de
fornecer protegéo contra infec¢des bacterianas. Assim, as proteinas que atuam na secrec¢do de acido
gastrico (bta04971) também séo potenciais biomarcadores para eficiéncia alimentar em bovinos.

4. CONCLUSAO

Embora a validacéo dos resultados apresentados por meio da utilizacdo de um nimero maior
de animais seja necessaria, os resultados apresentados sao robustos e sugerem que as proteinas
identificadas no plasma podem ser utilizadas para categorizar os bovinos Caracu com base na
eficiéncia alimentar de maneira econbémica, uma vez que esses biomarcadores apresentaram alta
sensibilidade e especificidade para distinguir animais com alta eficiéncia alimentar de animais com

baixa eficiéncia alimentar.
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