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RESUMO - O projeto objetiva explorar o perfil metabolomico das fezes de touros Gir no intuito de
compreender o fen6tipo de consumo alimentar residual. Para tanto, foram utilizadas informagées de
20 touros da raca Gir com idade média de 11 meses (+ 330 dias), pertencentes da Associacao
Brasileira dos Criadores de Gir (ASSOGIR) e do Programa Nacional de Fomento e Melhoramento
Genético para Producéo de Carne da Raca Gir (CARNEGIR). Os animais foram submetidos ao teste
de eficiéncia alimentar no ano de 2020 e permaneceram durante 77 dias no confinamento, sendo 21
dias para adaptacédo a dieta/instalacéo e 56 dias de teste propriamente dito. A baia foi equipada com
cochos e balancas eletrénicas, para avaliar os fenotipos de consumo de matéria seca (CMS, kg/dia),
ganho de peso diario (GPD, kg/dia) e peso vivo metabolico (PVM, kg). No inicio e final da prova, as
fezes foram coletadas da ampola retal de cada bovino para 0os ensaios de metaboldmica por meio
da Ressonancia Magnética Nuclear (1H RMN). O consumo alimentar residual (CAR, kg MS/dia) foi
calculado por meio da regressao linear do CMS em GPD e PVM. Os metabdlitos foram identificados,
no intuito de avaliar as vias metabolicas e elucidar os mecanismos envolvidos no CAR. Foram
identificados 58 metabdlitos, sendo 36,21% acidos organicos, 29,31% aminoacidos, 6,90% alcool,
animas e nucleotideos/purinas/pirimidinas, 5,17% cetonas, 3,45% acgUcares e compostos
organoheterociclicos, e 1,72% benzenoides. As novas tecnologias empregadas para identificar
biomarcadores para a eficiéncia alimentar poderédo auxiliar no processo de sele¢do dos animais da

raca Gir.
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ABSTRACT - The project aimed to explore the metabolomic profile of feces from Gir bulls in order
to understand the phenotype of residual feed intake. This study used information from 20 Gir bulls
with an average age of 11 months (x 330 days), belonging to the Brazilian Association of Gir Breeders
(ASSOGIR) and the National Program for the Promotion and Genetic Improvement for the Production
of Meat of the Breed. Gir (CARNEGIR). The animals were submitted to the feed efficiency test and
remained for 77 days in the confinement, considering 21 days to adapt to the diet/installation and 56
days of the test itself. The pen was equipped with troughs and electronic scales to evaluate the
phenotypes of dry matter intake (DMI, kg/day), daily weight gain (DWG, kg/day) and metabolic live
weight (MVW, kg). At the beginning and end of the test, feces were collected from the rectal ampulla
of each bovine for metabolomics assays using Nuclear Magnetic Resonance (1H NMR). Residual
feed intake (CAR, kg DM/day) was calculated using linear regression of DMI on DWG and MVP.
Metabolites were identified in order to evaluate the metabolic pathways and elucidate the
mechanisms involved in CAR. 58 metabolites were identified, being 36.21% organic acids, 29.31%
amino acids, 6.90% alcohol, animals and nucleotides/purines/pyrimidines, 5.17% ketones, 3.45%
sugars and organoheterocyclic compounds, and 1 .72% benzenoids. The new technologies used to

identify biomarkers for feed efficiency may help in the selection process of Gir animals.

Keywords: Bos taurus indicus, genes, metabolite

1. INTRODUCAO

No ano de 2021, o Brasil contava com um total de 252 milhdes de bovinos, permitindo ao pais

tornar-se o maior exportador, segundo produtor e terceiro maior consumidor de carne bovina do
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mundo (USDA, 2021). A raca Gir (Bos taurus indicus) e seus cruzamentos com a subespécie Bos
taurus taurus, além das outras ragas zebuinas sdo a base do rebanho nacional. Este fato se deve,
sobretudo em razdo da adaptabilidade ao clima tropical, resisténcia a parasitas e produtividade em
sistema extensivo sob pastejo (Carvalho et al., 2014; Cénsolo et al., 2016). Deste modo, ao
considerar o aumento da demanda por proteina animal aliada a diminui¢éo dos custos de producéo,
bem como impacto ambiental, a ado¢&o de tecnologias associadas ao bovino eficiente na converséo

do alimento em carne pode permitir incremento na produtividade nacional.

A raca Gir foi introduzida no pais por volta de 1900, com objetivo de sele¢éo para producao
de carne, entretanto, tornou-se de dupla aptidao (corte e leite) em decorréncia da selecdo ao longo
dos anos (Rosa et al., 2014). Portanto, ao considerar as caracteristicas selecionadas para producao
de carne, a inclusado dos fenoétipos de eficiéncia alimentar torna-se fundamental para os sistemas de

producéo intensivos atuais, a fim de aumentar a produtividade e consequentemente lucratividade.

Os fendtipos de eficiéncia alimentar podem auxiliar no aumento da produtividade do sistema
pecuario, por meio da selecao de reprodutores para a bovinocultura de corte. Estas caracteristicas
estdo associadas diretamente com o aumento da producdo de carne pela quantia de alimento
oferecido (Nkrumah et al., 2006; Hegarty et al., 2007; Arthur e Herd, 2008; Capper e Hayes, 2012;
Gerber et al., 2013; Robinson et al., 2016). Em vista disso, a selecdo de animais eficientes reduz a
demanda de alimento por individuo, além de mitigar o impacto gerado pela producdo de bovinos e
diminuir o intervalo de geracdo, consequentemente, podera aumentar 0 progresso genético para
essa caracteristica. Dessa forma, a adocdo dessas tecnologias pode resultar em beneficios
econdmicos, produtivos e sustentaveis (Waghorn e Hegarty, 2011; Freetly e Brown-Brandl, 2013;
Salleh et al., 2017).

Diversos indices sdo utilizados como alternativas para a selecdo para eficiéncia alimentar e
podem ser ponderados de forma indireta pelo consumo alimentar residual (CAR, kg MS/dia). O CAR
é definido como residuo obtido da diferenca do consumo alimentar observado e o predito (Koch et
al., 1963). Deste modo, os animais mais eficientes expressam valores de consumo observado menor
gue o predito e séo classificados com CAR negativo e o inverso ocorre com animais de CAR positivo
(Basarab et al., 2003).

O CAR é pouco aproveitado como critério de selegdo em programas de melhoramento
genético para bovinos, em funcdo da complexidade das caracteristicas analisadas. Estas
caracteristicas sdo controladas por inUmeros processos biolédgicos, reguladas por um grande nimero

de genes e, diferentes fatores ambientais (Capper e Hayes, 2012; Oliveira et al., 2014; Widmann et
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al., 2015; Tizioto et al., 2016; Tapio et al., 2017; Wallace et al., 2017). Além disso, existe a dificuldade
de registrar o consumo individual, devido aos custos com mao de obra especializada e equipamentos
(Williams, 2010).

Apesar das limitacbes apresentadas, pesquisas recentes com bovinos demonstraram
resultados importantes para a eficiéncia alimentar por meio de novas ferramentas biotecnologicas
desenvolvidas, chamadas “Omicas”, como a metabolémica (Karisa et al., 2014; Shabat et al., 2016;
Clemmons et al., 2017). Karisa et al. (2014) e Clemmons et al. (2017) em experimentos com bovinos
Angus confinados relataram metabdlitos sanguineos associados ao CAR. Novais et al. (2019)
identificaram assinatura molecular associada a eficiéncia alimentar em bovinos Nelore, com base na
metabolémica ndo direcionada, indicando a via do metabolismo da vitamina A como precursora

importante do CAR.

Contudo, a dificuldade de avaliar as 6micas, se deve em parte aos procedimentos invasivos
necessarios nos animais participantes de testes de eficiéncia alimentar. Ainda neste contexto, a
analise das fezes se torna util na caracterizacado de metabdlitos e na identificacdo de biomarcadores
associados ao consumo alimentar residual. Deste modo, a juncdo de informacBes do fendtipo
consumo alimentar residual e metabdlitos das fezes de touros Gir ainda ndo foram realizadas, e se

torna necessaria no intuito de contribuir com a selecéo de reprodutores.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais
O experimento foi realizado no Centro de Inovagcédo 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”, Botucatu, SP, situado a
22°53’09” de latitude sul e 48°26’42” de longitude oeste, em sistema de baias coletivas equipadas
com cochos eletrénicos da empresa Intergado® (Intergado Ltda., Contagem, Minas Gerais, Brasil).
Foram utilizados 20 touros da raga Gir com idade média de 11 meses (+ 330 dias),
provenientes de propriedades situadas nos Estados de S&o Paulo, Mato Grosso do Sul e Minas,
participantes da Associagdo Brasileira dos Criadores de Gir (ASSOGIR) e do Programa Nacional de
Fomento e Melhoramento Genético para Produgéo de Carne da Raca Gir (CARNEGIR).
O teste de eficiéncia alimentar teve inicio no més de setembro e término em novembro
de 2020. Os animais foram submetidos ao periodo de adaptacédo a dieta/instalagdes por 21 dias e
posteriormente submetidos ao teste propriamente dito por 56 dias, com acesso ad libitum a dieta e

agua. No inicio e final da prova, amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de
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cada bovino, imergidas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C para 0s ensaios de
metabolémica. Os animais que apresentaram problemas locomotores e/ou sanitarios foram excluidos
das avaliacoes.

A dieta fornecida foi formulada no software Large Ruminant Nutrition System v.1.0.3.3 (LRNS)
(Tabela 1) e ofertada duas vezes ao dia, as 08:00h e 16:00h. Semanalmente até o final do
experimento, amostras da dieta foram secas em estufas com ventilacéo 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 determina¢do da matéria seca (AOAC, 1995).

Tabela 1. Composicéo percentual dos ingredientes e nutrientes da dieta.

% Matéria seca

Ingredientes

Silagem de milho 27,58
Bagaco de cana 04,89
Milho grao imido 44,64
Farelo de amendoim 08,01
Polpa citrica 11,94
Ureia 01,16
Premix* 01,78
Nutrientes?

Matéria seca, % 60,00
Proteina bruta, % 15,60
Nutrientes digestiveis totais, % 77,00
Energia metabolizavel, Mcal/kg MS 02,77
Energia liquida de mantenca, Mcal/kg MS 01,84
Energia liquida de ganho, Mcal/kg MS 01,20
Fibra detergente neutro, % 26,90
Carboidratos nao fibrosos, % 54,00
Extrato etéreo, % 03,20
Calcio, % 00,60
Fosforo, % 00,38

1 Composicéo 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, 83333Ul Vitamina A, 10.333Ul Vitamina D, 266Ul Vitamina E, 1.000mg Monensina.

2Valores calculados pelo BCNRM (Nutrient Requirements of Beef Cattle) 2016.

2.2 Fenétipos de eficiéncia alimentar

2.2.1 Consumo de matéria seca

O consumo de matéria seca (CMS, kg/dia) foi calculado multiplicando-se o consumo
individual pela porcentagem de matéria seca (MS, %) da dieta total, para registro automatico do

consumo alimentar diario individual.
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2.2.2 Ganho de peso diario

Os animais foram pesados diariamente por intermédio das balancas VW 1000
(Intergado Ltda., Contagem, Minas Gerais, Brasil) instaladas em frente aos bebedouros. Assim, o
ganho de peso diarios (GPD, kg/dia) foi calculado utilizando a diferenca entre o peso vivo final (PVF,
kg) e inicial (PVI, kg) em funcédo dos dias em teste (DT):
Yi=a+p+*DT;+ e;

Onde:

Y; é 0 peso do animal na i-ésima observacao;

a € o intercepto, que representa o peso vivo inicial (kg);

B € o coeficiente de regressao linear, que representa o GPD;

DT; é os dias em teste na i-ésima observacao;

e; € 0 erro aleatdrio associado a cada observacéo.

2.2.3 Peso vivo metaboélico

A caracterizacdo do peso vivo foi realizada por meio do peso vivo metabdlico (PVM,
kg) que leva em consideracéo a taxa metabdlica basal, definida como a energia minima necesséria
para manter o animal vivo com determinado peso:

PVM; = [a+ (0,5 DT, * GPD;)]*7>

PVM; é o peso vivo metabdlico do teste do i-€simo animal;
a é o intercepto, que representa o peso vivo inicial (kg);
DT; é os dias em teste na i-ésima observagao;

GPD; é o ganho de peso diario do i-ésimo animal.

2.2.4 Consumo alimentar residual

O consumo alimentar residual (CAR, kg MS/dia) foi calculado por meio da regressao
fenotipicado CMS em GPD e PVM, por intermédio do procedimento PROC GLM (SAS Institute, Cary,
NC, USA, 2011), conforme Crews (2005), com incluséo do efeito de baia.

CMS = B, + B.(GPD)+ B, (PVM)+ CAR

Onde:

CMS; é o consumo de matéria seca predita para cada animal i;
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Bo € intercepto da regressao;
B1 € coeficiente de regressao parcial sobre GPD;
B2 € coeficiente de regressao parcial sobre PVM,;

CAR é o consumo alimentar residual de acordo com Koch et al. (1963) do animal i.

2.3 Metaboldmica

2.3.1 Extracdo dos metabdlitos

Aproximadamente 300 mg de fezes de cada animal foram homogeneizadas, no inicio e final
do teste de eficiéncia alimentar, com o tampao de fosfato de sédio 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 padrdao quimico de
deslocamento interno (TMSP-d4, SigmaAldrich). Os homogeneizados foram centrifugados a 13.000
xg por 10 min a 4 °C e um volume conhecido do sobrenadante foi coletado e transferido para novo
microtubo de 2 mL. O volume de 600 uL de sobrenadante: 6xido de deutério (3:1 vol/vol) foi

adicionado em tubo de RMN de 5 mm.

2.3.2 Aquisicdo dos espectros por 'H RMN

Os espectros por tHRMN foram adquiridos a 298 K em espectrometro de 14 T Bruker Avance
I11 (Bruker BioSpin, Alemanha) equipado com cabeca de 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 metabolicos de fezes (pulso de 90° calibrado e irradiacéo na frequéncia da agua),
e entdo este protocolo foi realizado em modo totalmente automatico usando a rotina Bruker (carga,
sintonia automatica, travamento, fase, shimming, aquisicdo e processo) 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
aquisicao 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 acimulo de ns = 16 transients.

A supressdo da agua foi obtida pela sequéncia de pulsos denominada 1D NOESY (Bruker 1D
noesygpprld), utilizando os mesmos dados, largura espectral e tempo de aquisicdo dos experimentos
com irradiacdo na frequéncia da agua (O1 em torno de 2821,41 Hz dependendo do CQ), com ganho
de receptor de 64, atraso de reciclagem de 4 s (delay), varreduras de 4 (scans), acumulo de ns = 256

transients e tempo de mistura de 0,005 s. Os FIDs foram multiplicados por funcdo de multiplicacdo
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exponencial de 0,3 Hz antes da transformacéo de Fourier, somente uma correcdo de fase de ordem
zero foi permitida, e o sinal de TMSP-d4 foi calibrado em 6 = 0,00 ppm.

Os experimentos de RMN bidimensional com as aquisigdes J-resolved (JRES) RMN, 1H-13C
HSQC e 1H-1H COSY foram realizados em amostras selecionadas. Além disso, a identificacdo dos
metabdlitos foi realizada por meio do programa Chenomx NMR Suite 8.2 (Chenomx, Edmonton,
Canada) e a quantificacdo sera realizada em relagcdo ao experimento de sinal ERETIC (Electronic
Reference To Access Concentragdes In Vivo), obtidos no padréo de sacarose (Bruker) com ganho de

receptor para as amostras.

2.3.3 Processamento de dados

Os dados de *H RMN (600 MHz) obtidos (espectros completos) foram agrupados (binning) a
cada 0,04 ppm. Em seguida, foram transformados em matriz de dados, usando o programa MNova
da MestReLab Research (www.mestrec.com). Os dados foram analisados na plataforma
MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca/faces/home.xhtml) por meio de anélise de
componentes principais (PCA), analise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) e
importancia variavel na projecéo (VIP score), no intuito de identificar os metabdlitos diferencialmente
expressos (p<0,05), conforme método proposto por Xia et al. (2009) e Xia et al. (2011).

A analise das vias metabdlicas foi realizada utilizando o banco de dados da espécie Bos
taurus. A identificacéo e visualizacdo de diferentes atuacdes das vias metabdlicas foram baseadas
no KEGG PATHWAY Database (http://www.genome.jp/kegg/). A importancia dos metabdlitos que
compdem a via metabdlica foi calculada por meio das medidas de centralidade (grau de centralidade
e interagdo com o centro) e foi mensurado o nimero de conexdes da via de interesse com outras
vias e suas distancias. O impacto das vias metabdlicas foi calculado por meio da soma das medidas
de importancia de cada metabdlito e posteriormente por meio da soma de importancia de todos os

metabdlitos em cada via.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises das amostras das fezes de touros da raca Gir (Bos taurus indicus) por 1H RMN
identificaram 58 metabdlitos, sendo 36,21% &cidos orgéanicos, 29,31% aminoacidos, 6,90% alcool,
aminas e nucleotideos/purinas/pirimidinas, 5,17% cetonas, 3,45% aclUcares e compostos

organoheterociclicos, e 1,72% benzenoides (Tabela 2).

Tabela 2. Descrigdo dos metabdlitos das fezes de touros Gir.
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METABOLITOS ID?

Acido organico derivado

2-Hidroxiisovalerato HMDB01149
2-Hidroxivalerato HMDB00450
3-Hidroxifenilacetato HMDBO00039
3-Hidroxiisobutirato HMDBO00042
Acetato HMDBO00087
Acetoacetato HMDB0304256
Butirato HMDBO00131
Citrato HMDB01525
Fenilacetato HMDB00892
Formato HMDBO00863
Fumarato HMDB0031257
Isobutirato HMDB00164
Isovalerato HMDBO00237
Lactato HMDB00243
Malonato HMDB0251386
N-acetilcisteina HMDB0255066
Pantotenato HMDB0303204
Piruvato HMDB00292
Propionato HMDBO00883
Succinato HMDB01149
Valerato HMDBO00161
Acucar

Glicose HMDBO00718
Maltose HMDB0260296
Alcool

Etanol HMDBO00172
Glicerol HMDBO00190
Isopropanol HMDB00209
Metanol HMDB00254
Amina

Cadaverina HMDB00123
Dimetilamina HMDB01873
Metilamina HMDB01878
N-acetilglucosamina HMDB0244379
Aminoacido

Alanina HMDB00142
Glicina HMDBO00687
Glutamato HMDB0250171
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Histidina HMDB00182
Isoleucina HMDBO00812
Leucina HMDBO00283
Lisina HMDB00271
Metionina HMDB00167
Ornitina HMDB0000214
Prolina HMDB0029113
Sarcosina HMDBO00020
3-alanina HMDB02322
Taurina HMDB0000251
Tiramina HMDBO0000306
Tirosina HMDBO0006050
Treonina HMDB00450
Valina HMDBO00517
Benzenoide

4-Hidroxi-3-Metoximandelato HMDB0000291
Cetona

Acetona HMDB00108
Colina HMDBO00157
N-nitrosodimetilamina HMDB0031419
Composto organoheterociclico

Imidazol HMDBO00696
1,3-Dihidroxiacetona HMDBO00020
Nucleotideo/Purina/Pirimidina

Cafeina HMDBO00177
Hipoxantina HMDB01875
Uracil HMDB01659
Xantina HMDBO00039

2D Human Metabolome Database (HMDB, http://www,hmdb,ca).

Logo, é possivel analisar diferentes categorias de compostos constituintes de processos
metabdlicos essenciais afim de demonstrar e distinguir critérios de selecdo para animais eficientes e
nao eficientes. A porcentagem (36,21%) majoritaria de acidos organicos, por exemplo, pode indicar
uma maior eficiéncia de vacas leiteiras conforme Shabat et al.,, (2016), devido ao maior
aproveitamento da energia proveniente das plantas (LIANG et al., 2016), visto que 0s principais
produtos da fermentacdo ruminal sdo os &cidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e
butirato), os quais atendem aproximadamente 70% das necessidades energéticas do bovino
(SEYMOUR et al., 2005).
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Apesar da auséncia de quantificacdo dos metabdlitos apresentados na tabela acima (Tabela
2), estudos demonstram efeitos de determinados compostos como a glicose, que quando encontrada
em concentracdes elevadas, tende a prejudicar as células espermaticas em sequencia de uma baixa
manutencéo da mobilidade e suporte no processo de balanco idnico (INSKEEP E HAMMERSTEDT,
1983).

Conforme Klemesrud et al., (2000), a presenca de lisina influencia no ganho médio diario
(GMD) de novilhos da raca Nelore, tornando-os mais eficientes quando comparados aos animais

com menor concentracdo da mesma.

4. CONCLUSAO
Os dados deste projeto permitiram identificar biomarcadores com o objetivo de auxiliar no
processo de selecdo para a eficiéncia alimentar, através de diferentes metabdlitos presentes nas
fezes de touros da raca Gir. Contudo, novas pesquisas sdo necessdrias para confirmar e integrar

informacdes referentes ao comportamento do perfil metabolémico das fezes de reprodutores.
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