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Resumo

O aumento da populacéo, expectativa de vida e poder aquisitivo representa uma
maior demanda de agua, energia e alimentos. A industria pecuaria representa um
importante papel socioecondmico no Brasil, e a eficiéncia na producdo animal esti
diretamente relacionada com um bom manejo nutricional e sanitario. O rimen é uma
grande camara de fermentacdo e apresenta ecossistema complexo e a simbiose
realizada com o hospedeiro. A degradacdo e fermentacdo ruminal culmina no
fornecimento de nutrientes e metabdlitos para o animal. Assim, explorar as
interacOes e funcionalidades do microbioma ruminal é fundamental para melhorar a
eficiéncia alimentar, diminuir emissdo de metano e descobrir novas enzimas e
agentes antimicrobianos. Os animais utilizados receberam uma dieta especifica por
21 dias. O liquido ruminal foi coletado e centrifugado e os metabdlitos foram
extraidos pela associacdo de diferentes métodos. A analise metabolémica foi feita a
partir de UHPLC-MS/MS em associacdo a ferramenta Molecular Networking.
Metabolitos como enterolactona e alguns acidos graxos dicarboxilicos foram
identificados. Os resultados obtidos contribuem para a investigacdo do papel de
compostos quimicos envolvidos na manutencdo e modulacdo do ecossistema do
rimen, bem como na saude e producédo animal.

Introducao

Os ruminantes constituem um dos grupos de maior importancia econémica na pecuaria
moderna. A capacidade Unica na conversao de forragens e subprodutos em alimentos
de alta qualidade como leite e carne, se deve pela simbiose com a microbiota ruminal,
onde as enzimas provenientes dos microrganismos atuam de forma sinérgica,
promovendo a degradacdo dos materiais lignocelulésicos (Hobson e Stewart, 1997).
Explorar as interagcdes e funcionalidades microbianas do rdmen € fundamental para
melhorar a eficiéncia alimentar, diminuir a emissdo de metano e para a prospeccao de
novas enzimas e compostos bioativos. Pouco se conhece sobre a composi¢do quimica
dos metabdlitos do rimen e o recente avanco das tecnologias “6micas” impulsiona o

avanco na compreensdo da ecologia no ambiente ruminal. Dessa forma, investigacéo
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metabodlica a partir de uma abordagem abrangente, assim como a associacdo de
diferentes métodos de extracdo, torna-se capazes de representar as caracteristicas
guimicas existentes em uma amostra complexa.

Os estudos metabolémicos nao direcionados sdo baseados em cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS). A
instrumentacdo empregada exibe alta sensibilidade e rapidez na deteccdo de
compostos em baixa concentracdo. Os dados gerados por tal analise requerem 0 uso
de ferramentas de bioinformatica. Neste estudo foi aplicado o Molecular Networking,
gue permite a avaliacao visual e estrutural de metabdlitos relacionados com padréo de
fragmentacdo semelhantes. Assim, as familias moleculares podem ser agrupadas em
um mapa quimico, proporcionando a possibilidade de interpretar os conjuntos de dados
de metabolémica.

Materiais e métodos

Para a realizacédo do presente estudo, foi coletado 300 mL de liquido ruminal de uma
vaca Holstein multipara, ndo lactante. O conteddo foi filtrado em gaze estéril,
seguido de centrifugacdo a 13.000 g durante 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante
livre de células foi filtrado usando filtros de membrana com tamanho de poro 0,45
pm e 0,22 um. As aliquotas foram extraidas pelo método de extracao liquido-liquido,
empregando os solventes acetato de etila, acetato de etila acidificado (1% de acido
férmico) e acetato de etila basificado (1% de hidréxido de amdnio). Em todos os
métodos, adicionou-se 1,0g de NaCl e as amostras foram agitadas em vortex
durante 2 minutos. Apos separacdo das fases, a camada organica foi reservada e a
camada inferior foi novamente extraida. Os extratos foram analisados por
cromatografia (Shimadzu, Nexera X2, Japao) acoplada a espectrometria de massas
(Impact 1l, Bruker Daltonics Corporation, Alemanha), equipado com fonte de
ionizacdo por eletrospray. O mapa quimico no MN foi gerado com os dados
espectrais de fragmentacdo MS/MS. Os espectros foram comparados com o banco
de dados do GNPS (Global Natural Products Social), e o mapa quimico foi
visualizado no Cytoscape.

Resultados e Discussao

Os meétodos de extracdo liquido-liquido sdo amplamente empregados em estudos
metabolémicos e resultaram em 1166 entidades quimicas identificadas. O mapa
quimico (Figura 1) gerado com auxilio da ferramenta MN forneceu informacdes
sobre a distribuicdo dos ions e também propiciou a identificacdo de alguns
compostos que corresponderam ao banco de dados do GNPS.

A partir da andlise, foi possivel observar o uso da monensina ((M+Na]® m/z 693,415
como aditivo alimentar no ruminante, que é comumente utlizado para aumentar a
eficiéncia através da regulacdo da fermentacdo ruminal (Van Nevel e Demeyer, 1977)
(Figura 2).
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metabalitos ruminais analisados por UHPLC-MS/MS

Além disso, compostos como a enterolactona ([M+H]" m/z 299.126), a principal
enterolignana de mamiferos produzido no rimen, foi identificada a partir desta analise.
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Figura 2: Espectros de MS/MS de metabdlitos identificados no liquido ruminal. (A)
Espectro da monensina, ion foi identificado como [M+Na]" e com 0,93 ppm de erro. (B)
Espectro da enterolactona, ion foi identificado como [M+H]" com 1,79 ppm de erro.

A formagéao de clusters possibilitou identificar, de acordo com a biblioteca do GNPS, a
familia dos éacidos dicarboxilicos (Figura 3), sendo o acido decanedidico ([M+H]" m/z
203,127) e &cido dodecanodioico ((M+H]" m/z 231,159) . Estes &acidos s&o derivados da
hidrogenacdo microbiana dos acidos dienodicos formados a partir do acido linoleico
(Goularte, et al., 2011).
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Figura 2: Espectros de MS/MS de metabdlitos identificados no liquido ruminal. (A)
Espectro de MS/MS do &cido decanodidico, o ion foi identificado como [M+H]" com 3,61
ppm de erro. (C) Espectro de MS/MS do acido dodecanodidico, o ion foi identificado
como [M+H]" com 1,88 ppm de erro.

Conclusbes

Os resultados do estudo metabolomico possibilitou a identificagdo de compostos
quimicos presentes no rumen. Isso auxilia a investigacdo de metabdlitos envolvidos
na manutencao e modulagdo do ecossistema ruminal e sobre como a variacao neste
ecossistema tem influéncia direta na saude animal e na eficiéncia alimentar e
producdo animal. Ainda, o emprego da ferramenta Molecular Networking propiciou a
analise de modo mais eficiente.

Agradecimentos
CNPq, FINEP, COMCAP — UEM

Referéncias

GOULARTE, S., ITAVO, L., SANTOS, G., et al. Acidos graxos volateis no rimen de
vacas alimentadas com diferentes teores de concentrado na dieta. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia , Belo Horizonte, v. 63, n. 6,
p.1479-1486, 2011.

HOBSON, P.N., STEWART, C.S. The rumen microbial ecosystem. Springer Science &
Business Media , Holanda, 1997.

VAN NEVEL, C.J., DEMEYER, D.I. Effect of monensin on rumen metabolism in vitro.
Applied and Environmental Microbiology , Estado Unidos, v. 34, n. 3, p. 251-257,
1977.

a8 Universidade 0O FUNDACAO X
9, U E M Estadual d @ NP
_4 e L C rq A Acf”-‘,," _ GOVERNO
Clent e Tec ‘arand ISR C T A I

DO ESTADO DO PARANA




