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Introducao

Os ruminantes sdo mamiferos herbivoros que compéem uma proporgao sig-
nificativa das espécies de animais domesticados em todo o mundo e, entre os
animais de criagao, sao os mais adaptados a utilizagao das paredes celulares
das plantas (Hungate, 1966). Eles possuem esta capacidade devido a grande
variedade de espécies de microrganismos que habitam o seu trato gastroin-
testinal, degradando a lignocelulose das forragens e convertendo nitrogénio
nao proteico em proteina microbiana. Os produtos da fermentagao ruminal
sao utilizados por estes animais como fontes de energia, aminoacidos e vi-
taminas, bem como para o seu crescimento, mantencga e produgao de carne,
leite ou 4. Por causa disso, os ruminantes, quando usados para transfor-
mar alimentos fibrosos produzidos, principalmente, em terras ndo adequadas
para cultivo primario, contribuem enormemente com a demanda global de ali-
mentos, fornecendo proteina de alta qualidade, além de vitaminas e minerais
(Schader et al., 2015).

Existem, atualmente, 7,8 bilhdes de humanos no planeta (Worldometer, 2020)
e, se as tendéncias atuais continuarem, o numero de pessoas com fome che-
gara a 840 milhdes até 2030, de acordo com o Mapa da Fome do Programa
Mundial de Alimentos (World Food Programme Hunger Map - WFP, 2020). Ha
previsdes que estimam que a populagdo mundial atingira 8,5 bilhdes de pes-
soas em 2030, 9,7 bilhdes em 2050 e 10,9 bilhées em 2100 (United Nations,
2019). Com a demanda de proteina animal crescendo, alguns modelos suge-
rem que a produgao global de carne e leite tera de aumentar em 76% e 63%,
respectivamente (Huws et al., 2018). Consequentemente, a capacidade dos
ruminantes de degradar paredes vegetais € de grande importancia econdmi-
ca tanto para os paises desenvolvidos quanto para os que estdo em desen-
volvimento, nos quais, em muitas situagdes, a forragem é a principal fonte
de nutricdo. Mesmo em sistemas intensivos de terminagéo a lignocelulose é
incorporada a ragao dos bovinos, por ser relativamente barata e necessaria
para o funcionamento saudavel do rumen (Krause et al., 2003).

No entanto, enquanto a fermentagédo microbiana desempenha um papel cen-
tral na capacidade dos ruminantes de utilizar substratos fibrosos, este pro-
cesso também apresenta consequéncias potencialmente deletérias, em par-
ticular aquelas associadas com emissdes de gases de efeito estufa (GEE),
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por meio da produgéo de dioxido de carbono (CO,) e metano (CH,), e com
0 excesso de nitrogénio (N) excretado na urina e nas fezes, bem como com
a possibilidade de influenciar adversamente o valor nutricional dos produtos
fornecidos pelos ruminantes, como carne e leite (Scollan et al., 2011).

A produgéo de CH,, que € o gas entérico que mais contribui com o aqueci-
mento global, tem relagdo direta com a eficiéncia da fermentagéo ruminal,
em virtude da perda de carbono e, consequentemente, da perda de energia
bruta ingerida pelo animal. Estima-se que cerca de 2% da energia da dieta
pode ser perdida para a produgado de metano, podendo chegar a até 18%
quando o animal esta sendo alimentado com dietas fibrosas de baixa qua-
lidade (Pedreira & Primavesi, 2011; Patra et al., 2017). A produgcédo de GEE
também esta diretamente ligada a qualidade da alimentagdo que o animal
recebe, sendo que quanto melhor a digestibilidade do alimento, maior sera a
emiss&o diaria de CH,. Entretanto, apesar do aumento das emissdes diarias,
melhorar a produtividade por meio do fornecimento de forragem com melhor
digestibilidade permite diminuir o tempo de permanéncia do animal no sis-
tema e, consequentemente, diminuir a emissdo de CH, por quilo de carne
produzido, sendo esta pratica de mitigagao altamente recomendada (De Zen
et al., 2008).

O microbioma ruminal também é fundamental para a eficiéncia do uso de
nitrogénio devido ao seu papel na protedlise e catabolismo de aminoacidos,
resultando em N microbiano, que contribui com 60% a 90% da proteina ab-
sorvida no duodeno. Desta forma, a eficiéncia do uso do N em ruminantes
também precisa ser melhorada para otimizar a producdo de carne e leite
e reduzir a pegada ambiental das industrias, pois 0os ruminantes excretam,
aproximadamente, 70% do N ingerido na urina e nas fezes, como ureia e
amdnia, causando poluigdo da agua e do solo. Uma vez no solo, uma porgao
do N excretado pode ser convertida por bactérias em oxido nitroso (N,O),
um GEE com potencial de aquecimento global 296 vezes maior do que o
CO, (Kingston-Smith et al., 2010).

Devido as restrigdes de terra e a preocupagado mundial com os impactos am-
bientais, o numero de ruminantes pastando ndo pode aumentar e, portanto,
os esforgos de pesquisa devem ser direcionados para melhorar a eficiéncia
da producdo. Uma das abordagens que pode ser utilizada para atender es-
tes desafios € manipular a microbiota ruminal para degradar de forma mais
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eficiente a biomassa vegetal, resultando, assim, em maior disponibilidade
de nutrientes para o hospedeiro. Apesar de muitos trabalhos ja terem sido
desenvolvidos neste sentido, a compreensao do microbioma ruminal ainda
€ bastante limitada, sendo a atuacdo dessa microbiota afetada por fatores
extrinsecos e intrinsecos ao animal (Huws et al., 2018).

De acordo com Krauser et al. (2003), nos ultimos 50 anos ocorreram melho-
rias significativas em nossa compreensao sobre a digestdo das fibras vege-
tais no rimen e muitas destas informagées foram traduzidas em estratégias
de manejo nutricional, como por exemplo, a inclusao de suplementos de ureia
como fonte de nitrogénio na dieta dos ruminantes com o intuito de aumentar
a degradacéo das fibras (Hungate, 1966) e a elaboracao de tratamentos me-
canicos e quimicos de forragens para melhorar a sua digestibilidade (Wilkins
& Minson, 1970).

Outra estratégia de manejo nutricional que tem sido utilizada pelos produ-
tores é o fornecimento de suplementos energéticos e proteicos para os ani-
mais, garantindo, assim, uma produgdo mais estavel durante o ano todo. A
suplementagao possibilita maior eficiéncia de uso da energia dos alimentos,
representada pela menor perda de CH, como parte da energia ingerida por
unidade de produto produzido (carne ou leite). Alguns trabalhos tém explo-
rado o resultado da composicao destes suplementos e do uso de aditivos,
como leveduras e acidos graxos insaturados, sobre a fermentagdo ruminal,
visando identificar efeitos associativos entre os ingredientes da dieta e a pro-
dugéo de CH, entérico (Pedreira & Primavesi, 2011).

Provavelmente, um dos meios mais eficazes de explorar informagdes sobre
microbiologia e o processo de fermentacdo ruminal tem sido a constru¢ao
de modelos computacionais que preveem o desempenho animal a partir das
caracteristicas dos ingredientes presentes nos alimentos (Fox et al., 1995).
Estes modelos tém a capacidade de fazer melhorias significativas na formu-
lagdo da dieta e, embora ndo manipulem diretamente a digestao das fibras
no rumen, otimizam a utilizagdo de nutrientes escassos pela microbiota ru-
minal. Os modelos sdo exemplos ideais de como avangos incrementais em
nosso conhecimento sobre 0s processos microbianos foram utilizados para a
obtencao de resultados significativos no metabolismo ruminal e na producao
animal (Krause et al., 2003).
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Cabe ressaltar que na producdo de ruminantes, os gastos com a nutricao
correspondem entre 50% a 60% do custo total e o desempenho animal é
decorrente, principalmente, do reflexo do manejo nutricional (Oliveira et al.,
2007b). Desta forma, identificar animais mais eficientes também é uma estra-
tégia bastante vantajosa para a bovinocultura, levando a diminuigdo do con-
sumo de matéria seca e maximizando, assim, o lucro dos produtores. Além
disso, 0 uso de animais mais eficientes ajuda a diminuir os impactos ambien-
tais que possam ser causados pelos sistemas produtivos (Huws et al., 2018).

Neste contexto, tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (Next
Generation Sequencing - NGS) empregadas em estudos de diferentes micro-
biomas estdo se tornando fundamentais para a geragdo de conhecimentos
sobre a fisiologia e o metabolismo ruminal, sem a necessidade de cultivo
prévio dos microrganismos. Os métodos associados a este tipo de analise
incluem o sequenciamento de amplicons do rRNA 16S e do espacgador inter-
no transcrito (Internal Transcribed Spacer - ITS), usados para comunidades
bacterianas e fungicas, respectivamente, e o sequenciamento metagenémico
shotgun, onde fragmentos de DNA s&o sequenciados aleatoriamente, inde-
pendentemente do microrganismo de origem (Matthews et al., 2019).

O sequenciamento shotgun oferece a vantagem da identificagdo taxonémica
em nivel de espécie e a estimativa de vias metabdlicas a partir de diferentes
amostras ambientais. Assim, é possivel identificar no conteido amostral, a
fungéo de cada microrganismo e estabelecer hipdteses sobre as interacdes
fisioldgicas entre os diferentes membros da comunidade. Além disso, este
método também é util para identificar microrganismos de baixa abundancia,
ou seja, das espécies que estdo pouco ativas em um determinado ambiente
(Matthews et al., 2019).

A nanotecnologia é outra ferramenta cientifica que pode ser utilizada para
melhorar o processo de decomposi¢cdo da biomassa vegetal, por meio da
manipulagdo dos microrganismos ruminais, fazendo com que o animal seja
mais eficiente no aproveitamento do alimento consumido. A palavra nano-
tecnologia esta associada ao estudo da manipulagdo da matéria visando a
construgdo de materiais ou estruturas a partir dos proprios atomos em uma
escala extremamente reduzida, a do nanédmetro (nm), que corresponde a bi-
lionésima parte do metro (10-°m) (Riboldi, 2009).
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Na medicina humana, a nanotecnologia tem possibilitado o desenvolvimento
de novos medicamentos baseados em nanoestruturas complexas altamente
seletivas, além de ser uma esperanga no desenvolvimento de novos pro-
dutos, como por exemplo, maquinas moleculares (nanobots, nanossondas,
nanossensores) que poderdo propiciar métodos precoce de diagndstico para
o cancer; para enfermidades infecciosas; terapias; sistemas para adminis-
tracao de farmacos; monitoramento dos niveis de colesterol, hormdnios ou
glicose, entre outros beneficios. Além disto, esta tecnologia ja possibilitou o
desenvolvimento de cosméticos com maior poder de absorgao e estabilidade;
de medidores de niveis de glicose para diabéticos; de tintas com poderes
abrasivos; produtos capilares com ativos nanoencapsulados que conseguem
penetrar mais profundamente e reestruturar os fios; produtos com agao bac-
tericida, fungicida, para protecao ultravioleta e antiodores; suplementos ali-
mentares, entre outros (Lazzaretti & Hupffer, 2019).

Com relagéo a industria alimenticia, a nanotecnologia esta presente em toda
a cadeia produtiva, desde o cultivo dos alimentos, o processamento e, pos-
teriormente, nas embalagens por meio da utilizagdo de nanoparticulas ou
de técnicas que empregam ferramentas nanotecnoldgicas. Desta forma, evi-
dencia-se o emprego de nanofilmes para protecdo e conservacgao dos ali-
mentos (cor, sabor, aroma), nanossensores para verificar a deterioragéo dos
produtos e o uso de embalagens com nanoparticulas capazes de aumentar
o tempo de vida util dos alimentos, atuando como barreira contra umidade e
microrganismos, além de serem utilizadas como agentes funcionais, ou seja,
antioxidantes, corantes e conservantes. Ja, na agricultura, as nanoparticulas
engenheiradas sao aplicadas para ampliar o rendimento da produgéo de ali-
mentos e reduzir o uso de defensivos agricolas, sem causar danos ao solo e
a agua (Singh, 2017; Resch & Farina, 2015).

Na area de diagnostico de enfermidades, a promessa do uso de biossensores
baseados em nanoparticulas é de aumentar em até 1.000 vezes o limite de de-
tecgéo de patdgenos de interesse veterinario e humano realizada por métodos
convencionais que, geralmente, sdo demorados, trabalhosos e requerem o uso
de equipamentos sofisticados e mao de obra especializada, como por exem-
plo, os ensaios de imunoabsorgédo enzimatica (Enzyme-linked Immunosorbent
Assays - ELISA) e os testes que utilizam a reagdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR) (Mello Brandéo & Gern, 2018).



12 DOCUMENTOS 283

Em 2017, em uma ampla revisdo de literatura, Vidic e colaboradores des-
creveram o desenvolvimento de diferentes abordagens biotecnoldgicas que
utilizaram a nanotecnologia e que foram capazes de detectar precocemente
patdgenos causadores de enfermidades em bovinos e em outras espécies
de animais domésticos, que acarretam em perdas econémicas significativas
devido ao enfraquecimento dos sistemas de produgéo e aumento dos custos
veterinarios, além de representar uma ameaca direta a seguranga alimen-
tar global. Neste trabalho, sdo apresentados biossensores precisos, simples
e de facil acesso para deteccao de Escherichia coli, Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Mycoplasma bovis e ou-
tros patdgenos causadores de diarreia em bezerros recém-nascidos, mastite
aguda em vacas leiteiras e pneumonia em bovinos; da bactéria Clostridium
perfringens que pode produzir varias toxinas e infectar diferentes espécies
de animais; do protozoario intracelular Eimeria, causador da coccidiose em
aves; dos virus causadores de influenza aviaria, lingua azul, febre aftosa e
doenca epizodtica hemorragica; entre outros agentes infecciosos.

Embora a maioria dos dispositivos analiticos apresentados por Vidic et al.
(2017) sejam usados apenas em laboratorios de pesquisa, espera-se que no
futuro proximo mais biossensores sejam desenvolvidos e disponibilizados ao
mercado, devido a rapida disseminagao de doengas infecciosas, incluindo va-
rias zoonoses. Dessa forma, existe uma grande necessidade da comunidade
cientifica em desenvolver dispositivos portateis e miniaturizados que possam
ser usados diretamente no campo por veterinarios ou por autoridades nacio-
nais responsaveis pela organizacao do controle e erradicacédo de doencas.

Com relagédo a interface microbiologia e nanotecnologia, existe um grande in-
teresse dos pesquisadores no potencial uso de bactérias, leveduras e fungos
como nanofabricas para a sintese de nanoparticulas metalicas. Dentre estes
microrganismos, os fungos apresentam uma série de vantagens, pois sdo
relativamente faceis de isolar, de cultivar e secretam grandes quantidades
de enzimas extracelulares. Essas particulas sdo normalmente produzidas
como resultado de reagbes entre a biomassa fungica e as solugbes aquosas
de sais metalicos, resultando na produgdo de nanoparticulas de forma mais
rapida do que alguns métodos de sinteses fisica e quimica. Em pesquisas
recentes protocolos simples foram desenvolvidos e tém sido usados para a
producao de nanoparticulas metalicas de ouro, prata, platina, silica, titania e
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zircbnia, considerando tanto procedimentos extracelulares quanto intracelu-
lares (Mandal et al., 2006; Rai et al., 2009).

Utilizar fungos pra produzir enzimas exdgenas € outra estratégia que também
pode ser utilizada para manipular a fermentagao ruminal, por meio de hidro-
lise direta, aumento na ades&o microbiana, estimulagdo da populagéo micro-
biana, acdo bactericida e sinergismo com as enzimas microbianas existentes
no rumen. A utilizagdo do fungo Aspergillus orizae para produgado destas en-
zimas tem gerado muito interesse, mas ainda existem poucas informacdes
sobre o seu modo de acao (Berchielli et al., 2011).

Apesar de ser uma area de pesquisa ja bem consolidada em diversos cam-
pos, a aplicagéo de ferramentas nanotecnoldgicas na manipulagdo dos mi-
crorganismos ruminais ainda € muito limitada. Certamente, a médio e a longo
prazos produtos originados de diferentes espécies microbianas estarao dis-
poniveis, a medida que a industria de biotecnologia for incorporando novos
conhecimentos gerados em todo o mundo. Consequentemente, sdo neces-
sarias inumeras pesquisas para o desenvolvimento de insumos biolégicos
eficazes e que sejam seguros para a saude humana, animal e para o meio
ambiente.

Em funcédo do exposto, a presente revisao tem como objetivos descrever, de
forma geral, os principais microrganismos que habitam o rimen de bovinos,
seus possiveis efeitos no metabolismo ruminal e no desempenho animal, e
como a utilizagdo de abordagens metagendmicas e nanotecnoldgicas podem
contribuir para o melhor aproveitamento do processo digestivo, aumentando,
assim, a eficiéncia dos sistemas de producgéo, a saude dos rebanhos e a
sustentabilidade ambiental.

Digestao dos ruminantes

A principal funcao do aparelho digestivo é converter os alimentos ingeridos
pelo animal em componentes quimicos capazes de serem absorvidos pe-
las células, para uso em uma variedade de necessidades fisiolégicas, como
mantenga corporal, crescimento, engorda, produgéo de leite e reprodugao.
Além disso, o trato digestivo também deve excretar os produtos e metabdlitos
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que nao sao aproveitados pelo organismo, fazendo com que a digestdo de
cada ser vivo esteja adaptada aos seus habitos alimentares (Farabee, 2010).

Durante o processo evolutivo, os ruminantes, como bovinos, bubalinos, ca-
prinos, ovinos, e outros, que se alimentam exclusivamente de vegetais, de-
senvolveram caracteristicas anatdmicas e simbioticas que |lhes permitiram
utilizar eficientemente carboidratos estruturais como fonte de energia e com-
postos nitrogenados n&o proteicos como fontes de proteina. Nestes animais,
o estdbmago é bastante desenvolvido e multicavitario, se dividindo em quatro
compartimentos chamados de rimen, reticulo, omaso e abomaso (Furlan et
al., 2011; Oliveira et al., 2019).

Os compartimentos rumen, reticulo e omaso sdo camaras de fermentacao
consideradas como pré-estdmagos, com tamanhos e funcgdes diferentes e
que abrigam diferentes tipos de microrganismos. Estas trés camaras de fer-
mentagao retém o alimento para que os microrganismos possam fermenta-
lo, fornecendo-lhes condigbes ideais de pH, temperatura, pressao osmotica,
equilibrio ibnico e anaerobiose. Assim, quanto maior o tempo de permanéncia
da digesta nos pré-estdbmagos, mais intenso sera o processo fermentativo
(Furlan et al., 2011; Oliveira et al., 2019).

E importante salientar que o desenvolvimento destas estruturas ocorre em
fungéo do tipo de alimento no qual o animal é submetido. Considerando que
o volume do rumen-reticulo esta associado ao seu papel funcional, ou seja,
de fermentacdo de nutrientes, o seu tamanho sera tanto maior quanto mais
forragem for adicionada a dieta do animal. Desta forma, caso o bovino seja
alimentado com uma dieta rica em concentrado, o tamanho do rumen-reti-
culo, comparado ao animal alimentado somente com forragem, sera menor
(Furlan et al., 2011).

O quarto compartimento, chamado de abomaso, é similar ao estdmago dos
nao ruminantes, possuindo epitélio revestido por mucosa com glandulas se-
cretoras de acido, muco e hormébnios e com grande capacidade de digestao
dos nutrientes. Ao nascer, os pré-estdmagos do bezerro sdo pequenos, nao
funcionais e sem microrganismos. As estruturas rimen-reticulo em conjunto
permanecem em colapso e sem funcionamento enquanto a dieta for limitada
ao leite. Deste modo, durante a lactagdo o abomaso é o compartimento de
maior volume, sendo que, apds a introdugao da dieta solida, os pré-estdbmagos
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apresentam desenvolvimento acentuado e com capacidade adaptativa ao tipo
de alimento ingerido, conforme anteriormente descrito (Furlan et al., 2011).

Durante o periodo de transi¢do (trés a oito semanas), os bezerros, além do
leite, comegam a ingerir maiores quantidades de alimentos fibrosos, os quais
sao responsaveis pelo inicio da secregéo salivar e desenvolvimento rumino
reticular. Nesta fase, o rimen-reticulo acelera a colonizagéo de microrganis-
mos, principalmente, pelo contato da saliva, eructacao, bolo ruminal e fezes de
animais mais velhos. Ao final deste periodo, o rimen-reticulo ja apresenta as
caracteristicas, proporcdes, frequéncias e formas dos ciclos de motilidade da
vida adulta, sendo que em animais adultos, a propor¢ao média em tamanho
dos quatro compartimentos do estdmago complexo é de cerca de 80% rumen,
5% reticulo, 7% omaso e 8% abomaso (Furlan et al., 2011; Schmitt et al., 2011).

A denominagéo de ruminante destes animais advém de particularidades exis-
tentes em cada uma das fases do processo de digestéo, na qual o alimento
que ja sofreu a primeira etapa de digestdo no rumen é regurgitado e nova-
mente mastigado e deglutido, para entédo sofrer nova fermentagao (Schmitt et
al., 2011). Assim, a ruminagéo exerce um efeito importante sobre a redugao
do tamanho das particulas dos alimentos e sobre o movimento do material
solido através do rumen (Furlan et al., 2011).

O processo de mastigagéo € dividido em duas etapas, a mastigagéo inicial
e a ruminagao. A primeira é rapida e sua fungéo € conferir ao alimento um
tamanho que permita a degluticdo, enquanto na segunda etapa o bolo ali-
mentar é regurgitado e remastigado até atingir o tamanho adequado para
posterior fermentac¢ao ruminal (Furlan et al., 2011). Como pode ser observado
na Figura 1, uma vez deglutido, o alimento é parcialmente mastigado, passa
pelo esdfago e vai para o rimen, onde é prensado e submetido a agao de
microrganismos que degradam os carboidratos soluveis e fibrosos, as protei-
nas e os acidos graxos encontrados na biomassa ingerida (Van Soest, 1994).

Em seguida, o conteudo do rumen passa para o reticulo, onde sera macerado
e triturado, para depois voltar a boca e ser mastigado novamente, no proces-
so de ruminacgao. No reticulo ha glandulas salivares e varios microrganismos
que tém a funcgdo de continuar a degradacao da celulose iniciada no ramen.
Uma vez no reticulo, o alimento é misturado a saliva, e, entdo, volta para a
boca para ser mastigado novamente (Van Soest, 1994).
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Intestino Omaso

Esofago

Reticulo I
R I -ual.i.‘n-- A ’

Rumen Abomaso

=ty Trajeto dos alimentos antes da ruminagéo
————- Trajeto dos alimentos durante a ruminagao

m———p Trajeto dos alimentos depois da ruminagdo

Figura 1. Representacéo do sistema digestivo dos ruminantes mostrando os trajetos
percorridos pelos alimentos apds sua ingestdo. Adaptado de: http://anatomiaanimal-
descritiva.blogspot.com/.

O inicio da ruminagdo ocorre entre meia e uma hora e meia apds a ingestao
do alimento. O nimero e a duragdo dos ciclos de ruminagdo dependem da
estrutura (teor de fibra, tamanho das particulas), do nimero de refei¢cdes e da
quantidade de alimento ingerido. Assim, podem ser observados, por dia, de
quatro a 24 periodos de ruminagao, com duragao de 10 a 60 minutos cada,
de maneira que até sete das 24 horas podem ser gastas com este processo
(Furlan et al., 2011). De acordo com Van Soest (1994), o tempo despendido
com a ruminacgédo é influenciado pela natureza da dieta, na qual alimentos
concentrados reduzem o tempo de ruminag&o, enquanto forragens, com alto
teor de parede celular, tendem a aumenta-lo.

Quando o alimento esta bem triturado, é deglutido e passa diretamente para
0 omaso, onde a maior parte da agua do bolo alimentar é absorvida (Figura
1). Posteriormente, o bolo alimentar, contendo os nutrientes ndo degradados
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no rumen, como carboidratos, proteinas e gorduras, além da proteina micro-
biana, segue para o abomaso para que ocorra a agado do suco gastrico e a
digestao propriamente dita. A partir dai, a digestdo ocorre como em qualquer
outro animal, com a absorg¢ao de substancias pelo intestino delgado e absor-
¢ao de agua pelo intestino grosso, com a produgao e a eliminagéo das fezes
(Van Soest, 1994).

Assim, a digestéo é definida como a quebra fisica e quimica de substancias
complexas em moléculas simples, que serao, posteriormente, absorvidas
pelo epitélio intestinal e utilizadas pelos animais para a manutencéo de suas
atividades vitais, crescimento e reproducgéo (Furlan et al., 2011). De acordo
com Schmitt et al. (2011), as principais vantagens do processo digestivo dos
ruminantes sdo: (1) bom aproveitamento de dietas muito fibrosas; (2) capa-
cidade de desdobrar a celulose, sendo esta a principal fonte de energia da
dieta; (3) permite a sintese de proteinas microbianas de alto valor bioldgico a
partir de proteinas vegetais de baixo valor biolégico; e, (4) garante todos os
componentes das vitaminas do complexo B.

Depois de fermentados, os carboidratos vegetais (celulose, amido e aguca-
res) irdo produzir acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente, acé-
tico, propidnico e butirico, que poderao ser utilizados como fonte de energia
para as células dos tecidos digestivos e/ou absorvidos pelas papilas ruminais
encontradas na parede ruminal para, posteriormente, servir de fonte para sin-
tese de energia, proteinas e vitaminas para o animal hospedeiro. Enquanto
as células microbianas, resultantes do processo fermentativo, irdo fornecer
a maioria dos requisitos do animal em aminoacidos essenciais, apds serem
absorvidos no intestino delgado (Pedreira & Primavesi, 2011).

A fermentagao dos carboidratos fibrosos também gera um excesso de hidro-
génio (H,) e CO, que precisam ser retirados do meio ruminal. Este processo
¢ feito, principalmente, pelas arqueias metanogénicas que, de forma simbi6-
tica com microrganismos fibroliticos, utilizam o H, para reduzir o CO, a gas
metano, que é constante e gradativamente eliminado para o meio ambiente
por via oro-nasal, através do processo de eructagdo (Pedreira & Primavesi,
2011). De maneira que, quanto mais H, é retirado do meio, maior € a propor-
¢do de NADH (Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina) oxidado e maio-
res séo os rendimentos de acetato e ATP (Trifosfato de Adenosina). Se o H,
nao for utilizado pelos microrganismos metanogénicos ele ira se acumular no
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meio ruminal, impedindo a re-oxidagao do NADH e, deste modo, impedindo a
continuidade do catabolismo intracelular e interferindo no processo de degra-
dagéo da porgéo fibrosa da biomassa vegetal (Valadares Filho & Pina, 2011).

Além de fungdes nutritivas, fisiolégicas e de remogao dos subprodutos da
fermentagéo, o rimen também desempenha fungdes imunoldgicas e de pro-
tecdo do hospedeiro, fazendo com que este compartimento do estdmago
complexo dos ruminantes seja o 6rgdo mais estudado no que se refere a
interacdo simbidtica entre hospedeiro e microbiota residente no trato digesti-
vo (Furlan et al., 2011). Desta forma, para atender os objetivos desta revisao
sera detalhado abaixo o papel do rimen e dos microrganismos na digestéo e
na producao sustentavel de carne bovina.

Rumen

Como ja mencionado, o rimen é uma camara de fermentagcao anaerdbica e
metanogénica que contém diversas espécies de microrganismos (microbiota
ruminal) capazes de degradar alimentos celuloliticos e, no caso dos bovinos,
fibras de baixa ou nenhuma digestibilidade, interferindo, assim, diretamente
na produtividade e no desempenho animal. Em contraste com a microbiota, na
qual cada espécie pode ser estudada separadamente, 0 microbioma ruminal
€ composto por todos os membros que interagem entre si, ocupam um habitat
bem definido e apresentam propriedades fisico-quimicas distintas, resultando
na formacgao de um ecossistema dindmico e interativo, propenso a mudangas
no tempo e no espago. Dessa forma, o microbioma do rimen envolve todo o
espectro de moléculas produzidas pelos microrganismos, incluindo elementos
estruturais (acidos nucleicos, proteinas, lipidios e polissacarideos), metabé-
litos (moléculas de sinalizacdo, toxinas, moléculas organicas e inorganicas),
elementos genéticos moveis (transposons, plasmideos, fagos e virus) e DNA
extracelular derivado de células mortas (Berg et al., 2020).

Em bovinos adultos o rimen apresenta um volume de, aproximadamente, 100
litros (L), ocupando uma grande proporgéo da cavidade abdominal e apresen-
tando um ecossistema microbiano estavel e ao mesmo tempo dinamico. Este
ecossistema ¢é estavel porque o rimen de animais saudaveis nao sofre con-
taminac&o externa, apesar da entrada diariamente no seu interior de milhdes
de microrganismos por meio da alimentacédo, da dgua e do ar. E é dindmico
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porque a populagdo de microrganismos muda consideravelmente devido a
alteragdes que podem ocorrer na dieta do animal (Robson & Stewart, 1997).

O animal hospedeiro ndo tem controle direto sobre o metabolismo dos mi-
crorganismos no seu sistema digestério, mas sao capazes de manter dentro
deste condi¢gdes que promovam o crescimento de diferentes espécies, favo-
recendo, assim, o processo fermentativo. Estas condi¢cdes incluem auséncia
de oxigénio, manutengéo da temperatura, do pH e dos padrdes de motilidade
caracteristicos do segmento rumino reticular. Assim, dentro do rimen ha a
presenca permanente de substratos e de atividades fermentativas, com a
temperatura se mantendo relativamente constante, em torno de 39°C a 42°C,
e o pH variando entre 5,5 a 7,0 (Furlan et al., 2011). Para manter o pH cons-
tante, o tamponamento ruminal é facilitado por uma grande quantidade de
saliva (60 a 180 L/d em bovinos) produzida pelo ruminante, sendo esta rica
em bicarbonato de sédio, potassio e ureia (Matthews et al., 2019).

As condi¢des anaerdbicas sdo mantidas pelos gases gerados durante a fer-
mentagdo, como CO, CH, e H,; por bactérias anaerdbias facultativas que
consomem o oxigénio (O,) que entra no rumen aprisionado nos alimentos
ingeridos com a agua ou por difusdo através dos vasos sanguineos; e/ou pela
eliminagdo de O, pela eructagéo (Furlan et al., 2011). Desta forma, somente
microrganismos capazes de tolerar um baixo potencial redox (entre - 250 mV
e - 450 mV) s&o capazes de sobreviver neste ecossistema (Kamra, 2005). Em
virtude desta caracteristica, as op¢des metabdlicas dos microrganismos se
tornam limitadas, sendo que estes sao obrigados a trabalhar com excesso de
equivalentes redutores (NADH), utilizando-os em uma variedade de reagoes.
Assim, os microrganismos reduzem todos os compostos disponiveis, sendo
o CO, reduzido a CH,, sulfatos a sulfetos, nitratos a aménia e acidos gra-
xos insaturados a saturados. Apesar deste excesso de compostos redutores,
o crescimento microbiano permanece limitado pela disponibilidade de ATP
(Owens & Goetsch, 1993; Valadares Filho & Pina, 2011).

A fermentagao normal processa-se numa faixa de osmolaridade, variando entre
260 e 340 mOsm, quando € mantida razoavelmente constante e proxima a 280
mOsm. A pressao osmatica proxima de 260 mOsm é mais favoravel aos proto-
zoarios ciliados e, acima de 350 mOsm é prejudicial para a maioria das espécies,
pois ocorre a inibicdo da digestao da fibra vegetal e do amido por efeito direto
sobre o metabolismo microbiano. O fluxo resultante de agua através da parede
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do rumen é pequeno em condigbes normais de pressdo osmética, mas um in-
fluxo de agua para o rimen é detectado em condigbes de elevagao da pressao
osmotica e um efluxo em condig¢des de diminuigdo em relagao a pressédo normal
(Owens & Goetsch, 1993; Valadares Filho & Pina, 2011).

Para abrigar uma extensa diversidade bioldgica, que apresenta alta densida-
de populacional e complexas interagdes, existem no rimen trés microambien-
tes cruzados: (1) a fase liquida, representando 25% da massa microbiana; (2)
a fase solida, representando 70%; e (3) as células epiteliais e de protozoarios
que compreendem 5% da massa microbiana (Ishler et al., 1996; Brulc et al.,
2009; Matthews et al., 2019). Muitos dos produtos finais da fermentacao séo
absorvidos diretamente na parede ruminal na fase liquida, sendo as particu-
las de maiores tamanhos retidas por mais tempo para que sofram a degrada-
¢ao (Oliveira et al., 2007a).

A interacao existente entre o hospedeiro e o microbioma ruminal é sinérgica,
com o animal fornecendo calor, umidade e alimentos, e os microrganismos
produzindo proteina microbiana e subprodutos da digestdo, como, por exem-
plo, os AGCCs que serdo utilizados pelo hospedeiro. Desta forma, alterar a
fermentacdo em diregdo a rotas metabdlicas mais eficientes e direcionar o
crescimento de microrganismos especificos sdo focos principais de estudos
recentes relacionados ao desenvolvimento de solugdes de inovagao que vi-
sam aumentar a produtividade, garantindo a saude dos rebanhos e a susten-
tabilidade ambiental (Matthews et al., 2019). Consequentemente, qualquer
estratégia de otimizar a fermentagao ruminal deve levar em consideragao as
caracteristicas fisicas e quimicas do rimen e os aspectos ecoldgicos existen-
tes entre as diversas populagdes de microrganismos e o animal hospedeiro,
como simbiose, predagao, competicdo, mutualismo e antibiose.

Diversidade microbiana ruminal

Como mencionado previamente, os microrganismos presentes no rdmen
produzem um arsenal de enzimas que desconstroem os polissacarideos ve-
getais fornecendo nutrientes essenciais ao hospedeiro e utilizam proteinas
e carboidratos do alimento ingerido pelo hospedeiro para crescer e se mul-
tiplicar. Apos usarem esses substratos, esta microbiota, que inclui bactérias,
arqueias, protozoarios, fungos e bacteriéfagos (Figura 2), produz metabdlitos
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resultantes de processos de fermentacéo (proteinas microbianas e AGCC),
sendo estes metabdlitos os principais nutrientes utilizados pelos ruminantes
(Matthews et al., 2019).

Figura 2. Tipos de microrganismos encontrados no sistema digestivo dos ruminan-
tes. Adaptado de: Bactérias: http://zootecniaativa.com/tag/rumen; Bacteriéfagos:
https://www.biologianet.com/biodiversidade/bacteriofagos.htm; Fungos: https://www.
researchgate.net/publication/273693783; Protozoario: https:/pt.wikipedia.org/wiki/
Protozo%C3%A1rio#/media/Ficheiro:Balantidium_coli_wet_mount.jpg; Arqueias:
https://static.mundoeducacao.uol.com.br/mundoeducacao/conteudo_legenda/51fc90
2ad8663943da7744b26688420a.jpg.

Apesar da existéncia destes diferentes grupos de microrganismos no rimen,
bactérias e protozoarios sdo os grupos mais importantes e juntos represen-
tam mais de 90% de toda biomassa microbiana. Entretanto, apenas cerca de
8% destes microrganismos foram isolados até o momento (Weimer, 2015).
Dessa forma, o sinergismo e o0 antagonismo destes diferentes grupos sao
diversos e ainda pouco compreendidos, sendo a qualidade e a quantidade
dos produtos obtidos pela fermentagdo dependentes do tipo e das atividades
enzimaticas destes seres vivos (Russel et al., 1992).
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Abaixo sera apresentada uma breve descrigdo das principais populagdes
componentes da microbiota ruminal, o estabelecimento destas no rumen,
suas exigéncias para seu adequado crescimento, sua distribuicao espacial e
algumas espécies que ja foram descritas.

Bactérias

As bactérias representam a principal populacdo de microrganismos presen-
tes no conteudo ruminal, sendo os seres mais diversos tanto em numero
quanto em atividade metabdlica. A densidade de bactérias no rimen é uma
das maiores encontradas em qualquer outro ecossistema conhecido, sendo,
frequentemente, observados valores na grandeza de 10 células/grama de
conteudo ruminal (Stewart et al., 1997). Os primeiros estudos relacionados a
identificagdo e metabolismo das bactérias surgiram apds a Segunda Guerra
Mundial, com a ampliagdo de pesquisas e técnicas de cultivo bacteriano em
ambiente anaerébio (Hungate, 1966). Anteriormente a este periodo, os estu-
dos relacionados a microbiota e a fermentagéo ruminal eram escassos.

Elas constituem de 60% a 90% da massa microbiana e s&o de suma impor-
tancia no processo de fermentacao e na degradacéo da lignina, celulose, he-
micelulose, como também da proteina, do amido e do éleo contidos nos ali-
mentos. A simbiose entre as bactérias e entre outros microrganismos ruminais
promove a formacao de AGCCs e de proteina microbiana ruminal (Teixeira,
2001; Kozloski, 2011). Desta forma, sobrevivem e predominam no ambiente
ruminal as espécies que possuem em seu material genético as informagdes
para sintese de enzimas que compdem as vias metabdlicas mais eficientes no
aproveitamento da energia contida no substrato (Stewart et al., 1997).

As espécies bacterianas podem variar quanto a forma, podendo apresentar-
se como cocos, bacilos, espirilos, vibrides, entre outras. Além desta classifi-
cacao baseada em morfologia, as bactérias podem ser classificadas ainda
em micoplasmas (bactérias que nao possuem parede celular), gram-positivas
e gram-negativas. As gram-positivas apresentam parede celular com uma
Unica e espessa camada de peptidoglicano e as gram-negativas sdo mais
complexas e apresentam dupla membrana externa, as quais sao conectadas
por uma camada de glicopeptideos (Purves et al., 2002; Kozloski, 2011).
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A classificacdo das bactérias também é fundamentada no tipo de substrato
no qual estes microrganismos agem e nos produtos finais da fermentagao.
Desta forma, s&do denominadas como fermentadoras de carboidratos estru-
turais (celuloliticas ou fibroliticas), fermentadoras de carboidratos ndo-estru-
turais (amiloliticas e pectinoliticas), metanogénicas, proteoliticas, lipoliticas
e laticas, além das bactérias anaerdbias facultativas (Arcuri et al., 2011). De
acordo com Matthews et al. (2019), a composigéo bacteriana ruminal é ditada
por varios fatores, incluindo a preferéncia por certos substratos (dieta), ne-
cessidades de energia e resisténcia a certos produtos finais metabdlicos, que
podem ser toxicos para algumas espécies.

Segundo Kamra (2005), a maioria das bactérias ruminais degradadoras de
carboidratos estruturais sdo gram-positivas, degradando a celulose, por meio
de complexos enzimaticos denominados celulases, e formando acetato, suc-
cinato, formato, butirato, H, e CO,. Elas também disponibilizam substratos
para as demais bactérias, sobretudo as metanogénicas (gram-positivas), que
utilizam CO, e H, para a produgdo de metano. Embora existam muitas bac-
térias degradadoras de celulose, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens e R. albus s&o as espécies mais desejaveis, pois sua capacidade
de digerir celulose é muito maior do que a de outras bactérias celuloliticas
conhecidas até o momento (Arcuri et al., 2011). Isto ocorre, provavelmente,
pelo fato destas espécies possuirem varios genes que codificam enzimas
envolvidas na degradacgéao das fibras (Matthews et al., 2019).

Para as bactérias celuloliticas, a diminuigdo do pH ruminal (< 6,0) minimiza
a atividade destes microrganismos e quando os niveis decrescem mesmo
em pequenas quantidades, pode ocorrer a inibicdo da digestdo da celulo-
se. Estudos comprovam que em baixo pH intracelular, estes microrganismos
cessam a atividade de crescimento, ocasionando uma toxicidade na célula
bacteriana pelo acumulo de anions (Russel & Wilson, 1996). A atividade celu-
lolitica também pode ser inibida devido a inclusdo de amido na alimentagao,
0 que induz o desenvolvimento de bactérias amiloliticas (gram-negativas) e
altera a digestao da fibra, em decorréncia da competi¢cdo existente entre es-
tes distintos grupos (Steenbakkers et al., 2008).

Bactérias ruminais que degradam carboidratos de natureza néo estrutural
sao fundamentais na quebra do amido, sendo este processo realizado pela
enzima amilase (Kamra, 2005). A fermentagéo do amido é realizada por es-
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pécies do género Bacteroides, principalmente, pela Bacteroides amylophilus,
que utiliza amido, mas é incapaz de utilizar glicose ou outros monossacari-
deos. As espécies Streptococus bovis e Selenomonas ruminantium fermen-
tam amido e acucares sollveis, produzindo acetato, um importante AGCC
para o metabolismo bovino. Entretanto, se as quantidades destes carboidra-
tos forem elevadas, podem ser sintetizados também formato, etanol e propio-
nato (Russell, 1988).

Algumas bactérias anaerdbias adquirem energia a partir da degradagao da
pectina, que representa 10% a 20% do total de carboidratos n&do estruturais
nas forragens utilizadas na nutricdo de ruminantes. A pectina é fermentada
por bactérias e protozoarios, sendo as espécies pectinoliticas Prevotella
ruminicola, Lachnospira multiparus, B. ruminicola e Butyrivibrio fibrisolvens
as principais bactérias que desempenham essa fungao. As pectina-liases
s&o as principais enzimas que hidrolisam a pectina em oligogalacturonoides,
produzindo grandes quantidades de acetato (Duskova & Marounek, 2001). Os
subprodutos citricos, como a polpa citrica, também sdo amplamente utilizados
nos sistemas de alimentacéo de ruminantes e contém uma alta porcentagem
de substancias pécticas. Esses subprodutos podem ser utilizados como
uma alternativa aos graos altamente fermentaveis, impedindo o crescimento
excessivo de S. bovis e a acidose ruminal associada (Santos et al., 2001).

De acordo com Arcuri et al. (2011), a caracteristica proteolitica das espécies
B. amylophilus, B. ruminicola, Butyrivibrio sp. € S. ruminantium se tornou
conhecida desde a década de 1960. Além disso, sabia-se que, apesar de
grande numero de bactérias presentes no rimen fermentarem aminoacidos,
a maioria delas é incapaz de crescer tendo aminoacidos como o Unico
substrato (Nocek, 1988). Entretanto, na década de 1980, o cultivo in vitro
de liquido ruminal enriquecido com produto da cocgéo de carnes (tripticase)
permitiu o isolamento de trés espécies de bactérias fermentadoras estritas
de aminoacidos, que foram classificadas como Peptostreptococcus sp.,
Clostridium aminophilum e C. sticklandi (Paster et al., 1993). Estas espécies
nao utilizam carboidratos como fonte de energia para crescimento e
desaminam aminoacidos em taxas 20 vezes superiores as observadas em
outras bactérias ruminais (Lima et al., 2009).

Aimportancia deste grupo de bactérias, chamado de Proteobacteria, se deve
ao fato da proteina dietética, ao ser degradada pelos microrganismos do ru-
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men, liberar AGCC e amoénia (Teixeira, 2001). Consequentemente, se a taxa
de desaminacao excede a taxa de utilizacdo de amdnia para sintese micro-
biana, pode ocorrer perda de eficiéncia na conversao alimentar (Tedeschi et
al., 2000). As Proteobacterias tém sido descritas na literatura como represen-
tando cerca de 2% do total da populagéo bacteriana ruminal a partir da quan-
tificagdo do rDNA (DNA ribossomal). Entretanto, utilizando técnicas de men-
suracao do RNA, McSweeney (2009) afirma ter encontrado que este grupo
representava até 28% dos clones sequenciados a partir de uma biblioteca de
16S rDNA. De modo similar, por meio da técnica de microarrays, a partir de
RNA, indicou ser este grupo cerca de oito vezes maior do que os resultados
obtidos a partir de amostras de DNA. Estes resultados indicam que o grupo
Proteobacteria pode representar um papel bem mais significativo no metabo-
lismo ruminal do que aquele considerado para este grupo (Arcuri et al., 2011).

Bactérias proteoliticas também s&o responsaveis pela degradacéo de lipi-
deos, gerando nitrogénio em forma de amdnia para as bactérias celuloliticas
(Robson & Stewart, 1997). Porém, o grupo de organismos capaz de hidrolisar
lipidios no rimen n&ao é muito numeroso, pelo fato deste ambiente apresentar
potencial de 6xido redugéo muito baixo, caracteristico de ambientes anaero-
bios (Dehority, 2003). A espécie Anaerobivrio lipolytica hidrolisa lipidios e,
concomitantemente, utiliza ribose, frutose, glicerol e lactato como fonte de
carbono e de energia. Esses substratos séo fermentados a acetato, propio-
nato e CO,, enquanto o glicerol € fermentado a propionato e succinato. Todos
0s substratos resultam em produgéo de H, (Stewart et al., 1997).

Associado, principalmente, a parede do rumen encontra-se um grupo de bac-
térias totalmente distinto dos demais. Este grupo, formado por microrganis-
mos anaeroébios facultativos, como os Lactobacillus sp., Streptococcus sp.,
além de varios outros géneros, digere células epiteliais mortas e apresentam
importante atividade ureolitica em um ambiente situado na interfase entre o
tecido bem oxigenado e o conteudo ruminal anaerdbico. Estas bactérias apa-
rentemente desempenham papel importante na manutengao de baixos niveis
de oxigénio dissolvido no conteudo ruminal, embora ndo compreendam mais
que 1% da microbiota total encontrada no rimen (Arcuri et al., 2011).

Devido a enorme variedade de géneros e espécies e a complexidade de in-
teracdo existente entre 0s microrganismos ruminais, 0 numero exato de es-
pécies bacterianas existentes no rimen ainda permanece desconhecido. No
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entanto, mais de 200 espécies ja foram identificadas por técnicas convencio-
nais baseadas em cultura (Matthews et al., 2019).

Arqueias ou Metanégenos

Arqueias sdo organismos procariontes, estritamente anaerébicos, morfologi-
camente semelhantes as bactérias, mas genética e bioquimicamente distin-
tas, possuindo caracteristicas que podem ser encontradas em eucariontes ou
em bactérias, sendo os Unicos microrganismos presentes no rimen capazes
de produzir o gas metano, que viabiliza o funcionamento do rimen por servir
como o principal dreno de hidrogénio (Hook et al., 2010; Mosoni et al., 2011).

A semelhanca das bactérias, as arqueias possuem um Unico Cromossomo
circular, auséncia de introns spliceossémicos, muitos genes estruturados em
operons e organizagao celular simples. Entretanto, possuem RNAs polime-
rases mais parecidas com organismos eucariontes ha composi¢cao e na se-
quéncia das subunidades do que com as bactérias; compartilham com os eu-
cariotos alguns recursos de tradugéo e apresentam insensibilidade a maioria
dos antibiéticos antibacterianos. Esses microrganismos séo conhecidos por
habitar ambientes considerados extremos, como aqueles ricos em sais e com
temperaturas elevadas, entretanto, existem espécies que vivem em ambien-
tes moderados (Walsh & Doolittle, 2005).

A maioria das espécies de arqueias cultivaveis sdo membros de trés filos
principais: o Euryarchaeota, no qual se encontram todos os metanogénicos e
muitos haldfilos extremos; o Crenarchaeota, que inclui a maioria das espécies
termofilicas; e, o Korarchaeota, que inclui organismos termofilicos extremos
pouco conhecidos (Lurie-Weinberger & Gophna, 2015). No grupo dos extre-
mofilos, incluem-se os (1) haldfitos extremos: microrganismos que vivem em
ambientes ricos em sal, geralmente localizados em regides quentes e secas,
onde ha alta evaporacdo. Algumas dessas espécies toleram o ambiente rico
em sal; outras, no entanto, dependem desse ambiente para sua sobrevivén-
cia, como, por exemplo, Halobacterium, que é incapaz de sobreviver quando
a salinidade cai abaixo de 9%; e, (2) termdfilos extremos: microrganismos
que vivem em ambientes extremamente quentes, o que seria mortal para
grande parte dos seres vivos. Sdo exemplos de termofilos extremos arqueias
do género Sulfolobus, que sobrevivem em fontes vulcanicas com tempera-
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tura em torno de 90 °C (Lurie-Weinberger & Gophna, 2015). Em relagéo as
arqueias que vivem em ambientes moderados, destacam-se as metanogéni-
cas, grupo mais conhecido do dominio Archaea e que representa menos de
4% da comunidade microbiana ruminal (Lin et al., 1997).

De acordo com bancos de dados publicos, 90% dos metanégenos ruminais
identificados pertencem a 10 géneros conhecidos, com Methanobrevibacter
sendo representado por 63,2% das sequéncias analisadas, seguido por
Methanomicrobium (7,7%), Methanosphaera (9,8%) e Methanobacterium
(1,2%). A ordem Thermoplasmatales, anteriormente denominada como clus-
ter C ruminal (Rumen Cluster C - RCC), é representada por 7,4% do total de
sequéncias analisadas (Matthews et al., 2019).

Como ja citado anteriormente, a fermentagdo ruminal envolve um processo
oxidativo, gerador de cofatores reduzidos (NADH, NADPH e FADH). Para
que a atividade fermentativa ndo seja paralisada, estes cofatores s&o entdo
re-oxidados (NAD+, NADP+ e FAD+) através de reacdes de desidrogenacgao,
liberando H, no rimen, que € continuamente removido do meio pela me-
tanogénese. Desta forma, a formacdo de metano é essencial para o 6timo
desempenho do ecossistema ruminal, evitando o acimulo de H, no rumen,
-oxidag&o dos cofatores reduzidos. Além disso, a remogéo eficiente do H, do
rimen auxilia na manutengéo das condig¢des ideais de pH ruminal, permitindo
o desenvolvimento dos microrganismos fermentadores de fibras e o aumento
da taxa de fermentagéo pela eliminagao do seu efeito inibitério na degrada-
¢éo microbiana de materiais vegetais (Mosoni et al., 2011).

Entretanto, bovinos podem produzir até 17 litros de CH,/hora e como este
gas nao pode ser absorvido pelo hospedeiro ele é emitido para o meio am-
biente, constituindo, desta forma, uma perda substancial de energia oriunda
da alimentagédo (Johnson & Ward, 1996; Arcuri et al., 2011). Além disso, o
metano liberado pelo animal pode ser prejudicial para o meio ambiente, pois
sua emiss&o € responsavel por cerca de 17% da emisséo global de CH,,
contribuindo, assim, para o aumento do efeito estufa e da poluicdo atmosfé-
rica (Patra et al., 2017). Segundo Mosoni et al. (2011), nos ruminantes 80%
do metano é gerado durante a fermentagéo das fibras e 20% € gerado pela
decomposicao das fezes dos animais, sendo que essas porcentagens podem
variar dependendo da composi¢édo da dieta.



28 DOCUMENTOS 283

Apesar dos efeitos benéficos da metanogénese ruminal, como aumento da
proteina microbiana e remogdo de H, do rimen, estima-se que ha perda
de 2% a 18% da energia dos alimentos por meio da produ¢do de metano,
sendo maior esta perda em animais alimentados com forragem (Pedreira &
Primavesi, 2011; Patra et al., 2017). Isto significa que essa energia nédo é
direcionada para atividades metabdlicas basicas como, por exemplo, cres-
cimento, prenhez, lactacdo, manutencao, entre outras. Assim, manipular a
dieta dos ruminantes para reduzir o nimero de metanégenos podera auxiliar
na redugao do impacto negativo gerado ao meio ambiente e na melhoria da
eficiéncia da producéo pecuaria.

Outra forma de reduzir a produgao de metano é aumentar a eficiéncia produ-
tiva dos sistemas, visto que em sistemas que visam a produgéo de carne, o
aumento da eficiéncia produtiva do animal reduz seu tempo de permanéncia
no sistema de produgéo, diminuindo, desta forma, a produgdo de CH, durante
seu ciclo de vida. Como a produgéo intensiva de carne exige o abate precoce
dos animais, fazem-se necessarias melhorias genéticas no rebanho, acom-
panhadas do fornecimento de dietas nutricionalmente mais completas. Neste
contexto, a utilizagdo de aditivos na alimentacdo dos ruminantes € um meio
pelo qual isso pode ser conseguido.

Aditivos quimicos, como os ionéforos, comegaram a ser utilizados como alter-
nativa para reduzir a produgéo de CH, na década de 1970. Esses aditivos sdo
antibiéticos que agem de forma seletiva sobre a microbiota do rimen e o seu
uso tem por objetivo manipular a fermentagao ruminal, aumentando a propor-
¢ao molar de propionato e reduzindo a de acetato e butirato e, consequente-
mente, diminuindo a produgado de metano (Mourthe et al., 2011). Esses aditi-
vos sdo produtos da fermentagdo de espécies de actinomicetos produzidos,
principalmente, por bactérias do género Streptomyces spp e Actinomadura
spp. Atualmente, sdo conhecidos mais de 120 tipos de iondforos, mas, ape-
nas a monensina (S. aureofaciens), a lasalocida (S. cinnamonensis), a sali-
nomicina (S. albus) e a laidomicina propionato s&o aprovados para inclusao
em dietas de ruminantes (Machado et al., 2011). Entretanto, a utilizagdo de
ionoforos vem sendo criticada por consumidores e por autoridades gover-
namentais, 0s quais questionam sobre o fato de residuos de medicamentos
presentes em produtos de origem animal serem ou nao prejudiciais a saude
dos consumidores e se 0 uso de antibidticos na alimentagdo animal poderia
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contribuir para o aumento da incidéncia/prevaléncia de resisténcia microbia-
na na medicina humana (Salman et al., 2006).

A metanogénese é o unico mecanismo de sintese de ATP disponivel nas
arqueias metanogénicas. A metil coenzima A redutase (McrA, codificada pelo
gene mcrA) catalisa a etapa final da metanogénese, o que significa que essa
enzima e os genes associados a ela podem ser bons marcadores para a
presenga de metanégenos (Janssen & Kirs, 2008). Além disso, antimetané-
genos, como o bromoclorometano, podem ser usados para inibir a produgao
de metano. O bromoclorometano reage com a vitamina B12 reduzida e inibe
a via metabdlica da metil transferase dependente de cobamida, responsa-
vel pela sintese da coenzima McrA. Dessa forma, desenvolver mecanismos
para alterar esta via podera interromper este passo e inibir a produgao desta
coenzima.

Em um estudo recente, Kinley et al. (2016) investigaram in vitro o uso de
espécies de macroalgas de agua doce e marinha como forma de reduzir as
emissdes de metano. As algas marinhas vermelhas Asparagopsis taxiformis
suprimiram consistentemente a produgé&o in vitro de CH, em até 99% quando
adicionadas como suplemento (2% de matéria organica), sendo o bromofor-
mio o antimetanogénico presente em concentragédo suficiente na biomassa
para ser eficaz na inibicdo da metanogénese. Os autores ndo observaram
efeitos adversos na degradabilidade do substrato ou na produgédo de AGCC
totais para a biomassa de Asparagopsis (2% de matéria organica) ou de bro-
moférmio (< 10 yM).

O bromoférmio é semelhante ao bromoclorometano na sua capacidade de
diminuir a atividade metanogénica. Assim, as algas marinhas vermelhas e,
provavelmente, outras plantas ricas em organobromina podem oferecer uma
abordagem natural potencialmente pratica para mitigar a emisséo de CH,
(Machado et al., 2014). Entretanto, estudos in vivo ainda sdo necessarios
para determinar as doses ideais e avaliar o efeito no microbioma ruminal, na
fermentagéo da racdo e os possiveis efeitos toxicos. Além disso, a produgéo
e o transporte em larga escala desses produtos para mitigar as emissdes
entéricas de metano globalmente também serdo um desafio.

Perdas substanciais de energia pelos animais e possiveis prejuizos ambien-
tais ocasionados pela emisséo de CH, ruminal sdo desvantagens que ocor-
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rem no processo de produgao de ruminantes, especialmente se alimentados
com dietas ndo balanceadas e ricas em fibras, como ocorre na maioria dos
casos em regides tropicais (Arcuri et al., 2011). Entretanto, a pecuaria de ru-
minantes, incluindo bovinos, ovinos, caprinos e camelideos, € uma atividade
cuja vantagem competitiva é exatamente a de transformar produtos de pouca
utilidade para a humanidade, como vastas regides cobertas por gramineas,
em produtos nobres, como carne, leite, 1a e forga motora (Van Soest, 1994),
gerando, assim, a necessidade de intensificar esforgos de pesquisa para me-
Ihorar o desempenho animal, a produtividade, mitigar as perdas de energia
proveniente dos alimentos e a poluicdo ambiental.

Neste sentido, a ciéncia zootécnica e o melhoramento animal associados
a microbiologia e as novas metodologias moleculares, como as ferramen-
tas 6micas e nanotecnolégicas, poderao oferecer alternativas para pecuaria
sustentavel de ruminantes. Para isso, o primeiro passo € aumentar o conhe-
cimento existente sobre a diversidade e a estrutura populacional dos meta-
ndgenos, sua relagdo com outros microrganismos ruminais, com a eficiéncia
alimentar do hospedeiro e com a emiss&o de CH, para o meio ambiente.

Protozoarios

Os protozoarios sédo eucariontes, unicelulares, ndo patogénicos e heterotré-
ficos, ou seja, ndo possuem a capacidade de produzir seu préprio alimen-
to, utilizando as bactérias como principal fonte de aminoacidos e nitrogénio
(Hungate, 1966). Essa predacao reduz a biomassa bacteriana livre no liquido
ruminal; aumenta a reciclagem intrarruminal e a perda de nitrogénio pelo hos-
pedeiro; e, reduz o fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado do
hospedeiro, tanto pela menor populagéo bacteriana quanto pela retengéo dos
protozodrios no rimen (Leng & Nolan, 1984). Apesar disto, eles s&o impor-
tantes no processo de fermentagéo ruminal e sdo habilitados para a digestao
da maioria dos componentes dos alimentos, sobretudo na digestibilidade das
fibras, sendo responsaveis por 30% a 40% da degradacéo do material fibroso
(Kamra, 2005).

Estes microrganismos apresentam organizagao interna complexa e altamen-
te diferenciada, com estruturas funcionais similares a boca, eséfago, esto-
mago, reto e anus. Em algumas espécies, ocorre ainda uma placa rigida,
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semelhante a um exoesqueleto e variam em tamanho de 20 a 200 ym, sendo
cerca de 10 a 100 vezes maiores do que as bactérias (Dehority, 1993). Em
consequéncia do seu tamanho, a concentragdo de protozoarios no rumen,
em geral, representa de 40% a 60% da biomassa microbiana total, fazendo
com que sua presenga no rumen tenha efeitos benéficos e outros adversos
para a produgéo animal.

Como efeitos benéficos podem ser citados aumentos na estabilidade da fer-
mentagao e do pH; no aspecto fisico do animal; na concentragdo de AGCCs;
na degradacao da matéria seca e da fibra; e, na digestdo do amido; dimi-
nuicdo na concentragao de acido latico e na susceptibilidade a acidose; nos
niveis de cobre no plasma sanguineo e no figado; e, nas susceptibilidades
a toxidez por cobre e a diarreias. Como efeitos adversos podem ser citados
aumentos na concentragdo de amoénia; na atividade proteolitica; na metano-
génese; nos niveis plasmaticos de acidos graxos saturados; na susceptibi-
lidade ao timpanismo; e, na gordura na carcacga; diminuicdo da populacao
bacteriana; na sintese de proteina bacteriana; no fluxo de nitrogénio para o
intestino delgado; nos niveis plasmaticos de acidos graxos insaturados; no
ganho de peso; no crescimento de 13; e, na eficiéncia da converséo alimentar
(Arcuri et al., 2011).

De acordo com o seu meio de locomogao, os protozoarios séo divididos em
quatro grupos: ciliados, flagelados, rizépodos e esporozoarios. Os ciliados
se locomovem na agua por meio do batimento de cilios numerosos e curtos,
sendo, geralmente, encontrados em agua doce e salgada, e em ambientes
onde existe matéria vegetal em decomposicao; os flagelados sdo de vida
livre, utilizam o movimento de um unico e longo flagelo para sua locomogao,
sendo muitos deles parasitas de seres humanos; os rizépodos utilizam pseu-
dopodos (“falsos pés”), moldando a forma do seu préprio corpo para se loco-
moverem e, 0S esporozoarios, que nao possuem organelas locomotoras nem
vacuolos contrateis e séo parasitas obrigatorios (Brusca & Brusca, 2003).

Embora existam alguns flagelados, a maior parte dos protozoarios encontra-
dos no rumen sao da classe dos ciliados e transformam uma variedade de
constituintes vegetais e bacterianos em componentes celulares e em me-
tabdlitos que sado usados pelo hospedeiro (Barnes, 1990). Calcula-se que
os ciliados representem cerca de 2% do peso do conteudo ruminal, 40% do
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nitrogénio microbiano e proporcionem 60% dos produtos da fermentagéo mi-
crobiana neste 6rgéo (Yokayama & Johnson, 1988).

Os protozoarios ciliados podem ser classificados como utilizadores de agucar,
os que degradam amido e os que hidrolisam lignina e celulose. Eles também
séo relativamente ativos na hidrolise lipidica e podem produzir hidrogénio
através de seus hidrossomos (Matthews et al., 2019). Estes microrganismos,
diferentemente das bactérias, sao dificeis de cultivar in vitro por longos pe-
riodos (Williams, 1986). Dependendo das suas caracteristicas morfoldgicas,
eles sao divididos em dois grupos, Entodinia e Holotrichia (Leng & Nolan,
1984; Oliveira et al., 2007a).

Os entodiniomorfos ingerem, preferencialmente, particulas insoluveis sus-
pensas no fluido ruminal e estdo presentes em maior nimero quando a dieta
€ a base de forragem. Enquanto os holotrichias sdo capazes de se fixarem
a parede do reticulo e migrar em direcdo ao rumen logo apds a alimentacao
do hospedeiro, possivelmente em fungao da presencga de agucares sollveis.
Apresentam maior capacidade de ingerir materiais sollveis e granulos de
amido, estando presentes em maior numero quando a dieta é rica em graos
de cereais (Oliveira et al., 2007a). O género Entodinium é o mais dominante
em dietas ricas em graos, degradando rapidamente o amido, absorvendo-o e
convertendo-o em um polimero de armazenamento (Matthews et al., 2019).
De acordo com Dehority (2003), as espécies pertencentes a esse género pre-
dominam na fauna ruminal da maioria dos ruminantes de diferentes paises,
chegando a compreender entre 80% a 90% da populagéo total.

Apesar das arqueias serem responsaveis pela produgéo de CH,, um dos prin-
cipais fornecedores de substrato para a agdo destes microrganismos sdo os
protozodrios. Eles contribuem com o processo de metanogénese por meio
do fornecimento de H,durante a fermentagéo dos carboidratos. Protozoarios
e fungos anerébios, dentre eles os ruminais, apresentam uma organela de
elevada atividade metabdlica, produtora de H,, denominada de hidrogenos-
soma. Esta organela possui papel semelhante as mitocdndrias de eucariotos,
pois possui membranas internas, produzindo também acetato, CO, e ATP,
pela acao combinada de diferentes enzimas. A associagdo somatica das me-
tanogénicas com protozoarios ciliados representa uma tipica relagao simbié-
tica de transferéncia de H, interespécies, em que ambos s&o favorecidos.
As metanogénicas, por utilizarem o H, produzido pelos ciliados, favorecem a
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manutengao de um ambiente ruminal adequado ao desenvolvimento sauda-
vel dos protozoarios (Pedreira et al., 2005; Arcuri et al., 2011).

Ainda que o papel dos protozoarios na fermentagéo ruminal seja inquestiona-
vel (Hungate, 1966), a verdade é que o ruminante ndo necessita deles para
viver, podendo a sua eliminagéo representar, em alguns casos, um beneficio
adicional para o animal. Neste sentido, estudos tém sido conduzidos no intui-
to de suprimir a atividade dos protozoarios ciliados, como forma de mitigar a
metanogénese e de melhorar o desempenho produtivo dos animais. Dessa
forma, uma das estratégias utilizadas nesses estudos é a defaunagao, que
implica na remogao dos protozoarios do rimen usando uma extensa varieda-
de de técnicas quimicas e fisicas (Williams & Coleman, 1997).

Uma das técnicas de defaunagao que pode ser realizada envolve a remocgéao
total do conteudo ruminal do hospedeiro, sendo este um método invasivo
pelo qual a mucosa é cuidadosamente lavada e o conteudo ruminal é tratado
por aquecimento ou congelamento para eliminar os protozoarios. Em segui-
da, o conteudo ruminal é retornado ao rumen. Esta técnica é aplicada espe-
cialmente quando se quer estudar o papel dos protozoarios na fermentacao
ruminal (Hook et al., 2010). Cabe ressaltar que os dados obtidos, neste caso,
precisam ser interpretados com cautela, pois a defaunagédo também leva a
grandes mudangas na popula¢cdo microbiana do rumen, que por sua vez po-
dem alterar a producéo de AGCC e resultar em uma diminuicdo na produgao
de metano, pois menos H, metabdlico estara disponivel como substrato para
a metanogénese (Demeyer, 1991; Williams & Coleman, 1997).

De acordo com Fortaleza et al. (2009), estudos com animais defaunados evi-
denciaram que esses microrganismos exercem efeito positivo no metabolis-
mo ruminal, melhorando o ganho de peso do hospedeiro, provavelmente,
devido a maior digestibilidade ruminal e total, juntamente com niveis mais
altos de AGCC produzidos no rumen. Segundo Nigri et al. (2017), varios tra-
balhos mostraram que a exclusdo desses eucariotos trouxe efeito benéfico
sobre a taxa de crescimento e eficiéncia de conversao alimentar de animais
em condig¢des especificas de alimentagdo, como confinamentos. Resultados
observados na redugado da emissdo de metano sédo da ordem de 10% a 13%
para ensaios realizados in vivo e in vitro, evidenciando que a eliminagao da
populagéo de protozoarios do rimen para a mitigagédo de CH, pode ser uma
abordagem interessante (Hegarty, 1999; Morgavi et al., 2010).
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Contrariamente a esses beneficios, alguns estudos concluiram que os pro-
tozoarios representam componente essencial do ecossistema microbiano no
rimen e que a sua exclusao tem efeito negativo sobre a produtividade dos ru-
minantes e a digestibilidade da fibra e da celulose (Nigri et al., 2017). Assim,
o papel dos protozoarios ruminais na moderagao da concentragdo de H, e
da fermentagédo no rumen ainda ndo esta claramente compreendido para os
diferentes tipos de dietas ou de categorias de ruminantes.

Fungos

Os fungos estabelecem intimas relagbes com outros organismos vivos, coe-
voluindo com representantes de todas as formas de vida, de bactérias ao
homem. Na interagdo com os outros organismos, eles invadem as células
em busca de nutrientes, abrigo ou transporte, estabelecendo uma relagéo de
parasitismo ou de patogenicidade. Entretanto, eles também podem mediar a
interface entre este organismo e seu ambiente fisico e bioldgico, em troca de
mecanismos que lhes garantam a sobrevivéncia, caracterizando uma relagao
mutualista ou simbionte. S&o organismos microscépicos, heterotroficos e eu-
cariontes, com um so6 nucleo, como as leveduras, ou multinucleados, como
os filamentosos ou bolores (Pirozynski & Hawksworth, 1988).

Esses organismos sédo conhecidos desde o século IV a.C., quando Aristételes,
fildsofo grego, organizou os seres vivos em dois reinos, Animalia e Plantae.
Nesta classificagdo, os fungos juntamente com as algas e as plantas foram
incluidos no reino Plantae, devido a semelhangas nos seus modos de vida.
Tanto os fungos como as plantas sdo na sua maioria imoveis e apresen-
tam semelhangas na morfologia geral e no habitat em que se desenvolvem.
Durante um longo tempo eles permaneceram neste reino e apenas em 1969,
Whittaker, cientista norte americano, prop0s a separacgéo e elegeu um grupo
especifico para os fungos, o reino Fungi (Baldauf & Palmer, 1993).

A principal caracteristica que separa os fungos dos outros seres vivos é a
formacgao da sua parede celular. Eles sdo os Unicos seres vivos que possuem
nesta estrutura quitina e glucanos ao mesmo tempo. Outros organismos po-
dem possuir um ou outro polissacarideo desses, mas nao os dois a0 mesmo
tempo, por exemplo, glicanos também sao encontrados em plantas e quitina
nos exoesqueletos de artropodes. A estrutura e a biossintese de uma parede
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celular fungica sao Unicas e, portanto, sdo um excelente alvo para o desen-
volvimento de drogas antifungicas (Bowman & Free, 2006).

Apesar de serem invisiveis a olho nu, os fungos podem ser vistos quando
frutificam, ou seja, em formas de cogumelos, trufas, bolores, mofos, e ou-
tras formas. Se reproduzem de forma sexuada (cariogamia e meiose), paras-
sexual (cariogamia seguida de aneuploidia) ou assexuada (divisdo nuclear
mitotica). Apresentam distribuicdo mundial e desenvolvem-se em uma enor-
me variedade de habitats como ar, solo, agua do mar, agua doce, desertos,
areas com elevadas concentragdes de radiagdes ionizantes, sedimentos em
mar profundo, bem como podem viver associados a animais, insetos, plan-
tas e detritos (Takahashi et al., 2017). A grande biodiversidade das espécies
fungicas reflete-se em suas caracteristicas macroscopicas, em diferentes
propriedades bioldgicas, em variados sistemas enzimaticos e em uma vasta
produgcao metabdlica. Contudo, pouco se sabe sobre a verdadeira biodiversi-
dade deste reino, que se estima incluir 1,5 milhdes de espécies, com apenas
cerca de 5% destas formalmente classificadas (Hawksworth, 2001; Takahashi
etal., 2017).

De acordo com Hibbett et al. (2007), nao existe um sistema uUnico de aceita-
¢ao geral para os niveis taxondmicos mais elevados e frequentes mudangas
ocorrem nos nomes em todos os patamares acima de espécie. Além disso,
as espécies de fungos também podem ter multiplos nomes cientificos de-
pendendo do seu ciclo de vida e modo de reproducéo. Dessa forma, existem
esforgos entre varios pesquisadores no mundo todo para estabelecer e enco-
rajar o uso de uma nomenclatura unificada e mais consistente. Alguns sitios
da internet como Index Fungorum (www.indexfungorum.org/) e ITIS (https://
www.itis.gov/) listam os nomes atuais das espécies de fungos fazendo refe-
réncias cruzadas para os sindbnimos mais antigos.

Em 2007, foi feita uma classificacao para o reino Fungi a partir de um trabalho
de investigagao colaborativa em grande escala envolvendo dezenas de mi-
cologistas e outros cientistas que trabalham com taxonomia. Esta classifica-
cao reconhece sete filos (Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia e Neocallimastigomycota).
Os filos Ascomycota e Basidiomycota tém um ancestral comum exclusivo
e, por isso, sdo mais préximos filogeneticamente do que os outros grupos
(Hibbett et al., 2007).
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Esses organismos sao de extrema importancia para a cadeia alimentar e para
varios ecossistemas, sendo, ao lado das bactérias, os principais decomposi-
tores de matérias mortas. Na agricultura, sdo conhecidos, principalmente, por
serem componentes da microbiota do solo, capazes de formar associagdes
simbidticas com as plantas (fungos micorrizicos), gerando varias vantagens
como biofertilizagado, bioregulagao e protecao contra fungos fitopatogénicos.
Espécies fungicas tém sido cada vez mais utilizadas como bioinseticidas e
bioherbicidas no controle bioldgico de pragas de forma inécua ao ambiente
por serem capazes de produzir substancias fungicidas, que podem ser uti-
lizadas como alternativa para substituir pesticidas sintéticos, diminuindo a
incidéncia da resisténcia de fungos fitopatogénicos e toxicidades potenciais
para o ambiente e para os mamiferos (Takahashi et al., 2017).

Na medicina, destacam-se pela produgcédo de medicamentos, como antibidticos
(Penicillium chrysogenum) e imunossupressores (Tolypocladium inflatum),
sendo que um vasto numero de metabdlitos bioativos tem sido descrito a
cada ano, aumentando muito o potencial e o escopo de aplicacédo destas
substancias como farmacos. Na industria de alimentos, onde a atuagéo dos
fungos é mais conhecida, estes séo historicamente utilizados na produgao
de alimentos como pdes (Saccharomyces cerevisiae), shoyo (Aspergillus
oryzae), queijos (Penicillium roqueforti) e bebidas fermentadas, como
cervejas, vinhos e cachagas (Saccharomyces cerevisiae) (Takahashi et al.,
2017).

No caso dos ruminantes, a importancia dos fungos ruminais esta em sua ca-
pacidade de colonizar e penetrar tecidos vegetais, pois seus rizoides rompem
fisicamente as células vegetais possibilitando que outros microrganismos
possam se nutrir e finalizar a digestao das fibras. Resumidamente, zodsporos
moveis aderem-se aos fragmentos das forragens, invadindo os tecidos vege-
tais por meio de talos e rizéides. Apds o periodo de crescimento vegetativo,
ocorre a formacgao de estruturas reprodutivas denominadas de esporangios,
que liberam zodésporos maduros que irdo repetir o ciclo, colonizando material
vegetal recém ingerido pelo hospedeiro (Dehority, 2003).

A importancia deste rompimento fisico no incremento da degradacao da pa-
rede celular foi demonstrada in vivo de forma pioneira para fungos ruminais
por Lee et al. (2000b). Estes autores compararam o efeito de culturas de fun-
gos ruminais com o efeito apenas das enzimas produzidas por estas culturas
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em parametros de fermentag¢ao ruminal, populagdes microbianas e atividade
enzimatica no rumen de carneiros que receberam dietas a base de feno de
gramineas e concentrado proteico. Apenas o tratamento que continha células
viaveis de fungos, ou seja, 200 mL da cultura de fungos de sete dias contendo
tanto enzimas quanto fungos, resultou no aumento da digestibilidade de dife-
rentes componentes da dieta, evidenciando que a adigao de microrganismos
vivos na dieta dos animais, com capacidade fibrolitica elevada, pode aumen-
tar a eficiéncia de utilizagao de nutrientes por ruminantes.

Embora os fungos constituam a menor parte da biomassa dos microrganis-
mos ruminais, eles possuem uma ampla gama de enzimas capazes de hi-
drolisar a maioria dos polissacarideos estruturais que ocorrem nas paredes
das células vegetais. Sua atividade enzimatica é variavel, dependendo de
sua origem filogenética e, especialmente, de sua estrutura rizoidal, mas foi
postulado que algumas espécies, como Neocallimastix frontalis, Piromyces
joyonii e Orpinomyces communis, podem digerir polissacarideos estruturais
mais eficientemente do que as espécies de bactérias celuloliticas em mono-
cultura. A biomassa de fungos ruminais aumenta substancialmente em dietas
ricas em forragens fibrosas, principalmente, altamente lignificadas e ficam
praticamente ausentes em dietas ricas em concentrados a base de grédos de
cereais (Castillo-Gonzélez et al., 2014).

Fungos ruminais sdo  anaerdbicos, pertencentes a  classe
Neocallimastigomycetes, que é composta por cinco géneros (Anaeromyces,
Caecomyces, Neocallimastix, Orpinomyces e Piromyces) que abrangem 21
espécies conhecidas (Hibbett et al., 2007). Estima-se que estes microrganis-
mos representem cerca de 8% a 12% da biomassa microbiana total existente
no rumen e parece que sao eles que iniciam o processo de decomposigao
dos alimentos consumidos pelos ruminantes. Embora as bactérias sejam os
microrganismos mais importantes encontrados neste ambiente, os fungos
sdo os melhores degradadores. Eles produzem altos niveis de celulases e
hemicelulases, além de possuirem a capacidade de decompor a xilana, que
€ um polissacarideo existente nas paredes celulares, devido a produgéo de
enzimas xilanases (Nam & Garnsworthy, 2007).

Mesmo que a importancia dos fungos anaerébicos na digestado de carboidra-
tos esteja bem estabelecida, o papel que eles desempenham no metabolismo
das proteinas ruminais ainda n&o esta claro, pois a atividade de proteases de
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isolados de fungos anaerdbicos varia significativamente (Michel et al., 1993)
Essas proteases fungicas fornecem aminoacidos para o crescimento de fun-
gos, ajudam na penetragdo do material vegetal e exibem atividade catalitica
comparavel as proteases altamente ativas produzidas por inumeras bacté-
rias ruminais (Bonnemoy et al., 1993; Michel et al., 1993). Além de produzir
enzimas, os proprios fungos anaerdbicos contribuem para o suprimento de
proteinas do hospedeiro, servindo como fonte de proteina microbiana de alta
qualidade sintetizada no rimen, passando para o abomaso e os intestinos
para subsequente digestao e absorgao pelo hospedeiro (Atasoglu & Wallace,
2002).

A capacidade dos fungos em reduzir o tamanho dos fragmentos de plantas
sugere que a atividade fungica pode afetar o tempo de permanéncia das par-
ticulas no rumen, ja que apenas as menores particulas sao varridas para fora
do riumen. Por outro lado, a remogéao de fungos anaerdbicos do rumen resulta
em uma diminui¢cdo na ingestao voluntaria de alimentos e na degradacéo da
matéria seca, indicando que a digestdo dos alimentos é prejudicada nesses
animais (Gordon & Phillips, 1998). Além disso, estudos ja demonstraram que
a eliminagdo dos fungos ruminais de ovelhas também reduziu significativa-
mente a degradacédo de matéria seca, de fibra em detergente neutro (FDN) e
em detergente acido (FDA) e a atividade da carboximetilcelulase (Ford et al.,
1987; Gordon & Phillips, 1993). Em 1993, Gordon e Phillips relataram que a
ingestao de alimentos pode aumentar em até 40% em animais que apresen-
tam fungos anaerébios no ruimen quando comparada aos animais que nao
possuem estes fungos.

Em contraste com um grande numero de estudos baseados no funciona-
mento do rumen, pouco se sabe sobre o papel e as interagdes microbia-
nas dos fungos anaerdbios nos outros 6rgaos do trato gastrointestinal dos
ruminantes. Verificou-se que estes fungos estdo presentes em todo o trato
alimentar de bovinos e ovinos, desde as secregoes salivares até as porgoes
finais, apresentando quantidades mais elevadas no rimen e omaso e depois
diminuindo exponencialmente mais abaixo no trato, nos intestinos delgado e
grosso (Rezaeian et al., 2004).

InteracGes microbianas positivas ou negativas, que resultem em efeitos be-
néficos para o hospedeiro, por meio do incremento da digestibilidade e da
utilizagao dos alimentos ingeridos, podem ser observadas entre os microrga-
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nismos existentes no rumen, especialmente entre as bactérias, os protozoa-
rios e os fungos (Kamra, 2005). Estas interacées podem ser de mutualismo,
quando ambos se beneficiam; de comensalismo, quando um se beneficia,
mas nao ha efeitos negativos nem positivos sobre o outro; ou de parasitismo,
quando um se beneficia em detrimento do outro (Dehority, 2003).

No caso dos fungos, essas interagdes dependem do local de ocupagao den-
tro do ambiente ruminal, pois os fungos na forma vegetativa tém maior afi-
nidade pela fase de digesta sdlida, enquanto os zodsporos, em seu estagio
de vida livre, sdo mais frequentes na fase liquida. Portanto, é esperado que
0s zodsporos interajam com microrganismos presentes na porgao fluida da
digesta ruminal, e fungos, em estagio vegetativo, com os microrganismos
abundantes na fase solida (Gordon & Phillips, 1998).

Evidéncias apontam para uma relacao de predagao dos fungos pelos proto-
zoarios, uma vez que se tem observado aumentos significativos na concen-
tracao de fungos e/ou zodsporos em animais defaunados (Gordon & Phillips,
1998). A incubagao de fungos anaerdbicos com protozoarios inibe a degra-
dagdo mediada por fungos da parede celular de tecidos vegetais, presumi-
velmente, devido a predagao protozoaria de zodsporos e possiveis danos
causados a parede celular dos fungos por enzimas protozoarias (Morgavi et
al., 1994; Lee et al., 2000a).

Os efeitos da interagéo entre protozoarios e fungos sdo mais bem avaliados
quando esses microrganismos sdo cultivados em coculturas. Morgavi et al.
(1994), relataram um aumento efetivo na quantidade de celulose por unidade
de biomassa de fungo, apesar da diminuigdo da populagao fungica devido a
predacéo por protozoarios. Os efeitos negativos da atividade predatéria no
crescimento dos fungos e, consequentemente, na quantidade de celulose
degradada por esses fungos, foi parcialmente atenuada pela atividade fibroli-
tica dos protozoarios ou por um aumento na atividade fungica devido ao meio
mais favoravel.

No caso de interagdes entre fungos e bactérias, alguns desses microrganis-
mos competem pelos mesmos nichos na superficie das particulas de alimen-
to e, para isso, cada um deles utiliza mecanismos proprios para sobressair.
No caso de bactérias fibroliticas, a interagcdo com fungos promove incremen-
to na atividade quando se compara a atividade isolada da bactéria ou do
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fungo (Gordon & Phillips, 1998). Alguns fungos estdo envolvidos na nutricdo
cruzada com as bactérias, disponibilizando agucares como resultado de seu
metabolismo. Por outro lado, os fungos necessitam das bactérias para suprir
as suas necessidades de vitaminas do complexo B, aminoacidos e outros
substratos (Williams et al., 1994).

A adicao de substancias na dieta, como enzimas, ionoéforos, antibiéticos e
aditivos alimentares microbianos tem melhorado, potencialmente, o desem-
penho animal. Aditivos a base de fungos mostraram importante papel na
degradacgéo das fibras vegetais, podendo ser considerados facilitadores da
degradacgéo. Segundo Gées e Marson (2004), dentre os beneficios que po-
dem ser atribuidos a inclusdo de leveduras e de outros fungos nas dietas de
ruminantes, destacam-se: o aumento das proporcdes dos AGCC, do pH rumi-
nal e da digestibilidade de nutrientes, principalmente, das fibras; a redugéo da
concentragcao de amdnia; aumento do numero de bactérias ruminais, princi-
palmente, as celuloliticas; aumento do numero de protozoarios; alteragéo do
fluxo de nitrogénio; aumento do fluxo de proteina microbiana para o duodeno;
aumento na ingestdo de matérias seca; aumento na producéo de leite em
vacas leiteiras; aumento da porcentagem de gordura no leite; diminuicéo da
producdo de metano; melhoras no ganho de peso e nas caracteristicas de
carcaca.

Todavia, o resultado desses aditivos microbianos na produgéo de ruminantes
ainda é inconsistente e a sua ineficiéncia é frequentemente observada. Nem
todas as culturas de Saccharomyces cerevisiae adicionadas na dieta modifi-
cam, efetivamente, a populagao bacteriana ruminal, pois os efeitos da utiliza-
¢ao de leveduras sao altamente dependentes da dose e da dieta fornecida.
De maneira geral, em todas as pesquisas conduzidas, a adicado de leveduras
a dieta ndo produziu nenhum efeito que fosse prejudicial a performance do
animal ou a sua eficiéncia na utilizagao dos alimentos (Gdes & Marson, 2004).

De acordo com Almeida (2009), a habilidade dos microrganismos para degra-
dar polissacarideos, como a celulose, € uma caracteristica de grande interes-
se, tanto na microbiologia industrial quanto na ecologia microbiana geral. A
determinagédo do numero e do tipo de microrganismos celuloliticos presentes
em um complexo sistema, como é o rimen, entretanto, € uma questao dificil
de ser resolvida. Dessa forma, pesquisas vém sendo realizadas com o obje-
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tivo de melhorar a digestibilidade de alimentos de baixa qualidade, ricos em
ligninocelulose, usando aditivos alimentares microbianos ou quimicos.

A manipulagado da fermentagao do rimen, seja pelo incremento no nimero de
microrganismos ligninoceluloliticos, seja pela alteracédo na atividade desses
microrganismos, é considerada como uma das melhores alternativas para
tornar mais eficiente a degradagéo de polissacarideos. Neste contexto, os
fungos anaerdbicos, dentre os microrganismos ruminais, sdo considerados
promissores, porque produzem enzimas extracelulares com elevadas ativida-
des celulolitica e ligninocelulolitica.

Bacteriofagos e outros virus

Outro grupo de microrganismos que pode ser encontrado no rimen é o de
bacteriéfagos ou fagos. Os bacteriéfagos sao virus que infectam somente as
bactérias. Esses virus se aderem a bactéria, perfuram sua parede celular e
injetam na célula hospedeira o seu conteudo genético, sendo que 0 nimero
de particulas virais encontradas ultrapassa o niumero de células bacterianas
(3x10°— 1,6x10"°) por mililitro de fluido ruminal (Klieve & Swain, 1993).

Os bacteriéfagos sdo especificos para diferentes bactérias presentes no ru-
men e sdo considerados patégenos obrigatorios. Entretanto, estes patégenos
ajudam no turnover da massa bacteriana no rumen, por disponibilizar, atra-
vés da lise, proteina bacteriana como fonte de aminoacidos para o animal
(Kamra, 2005). Os primeiros estudos que analisaram bacteriéfagos no rimen
identificaram 26 tipos morfolégicos em bovinos e ovinos (Klieve & Bauchop,
1988) e trés familias virais: Myorividae, Syphorividae e Podoviridae (Klieve et
al., 1996).

Um estudo mais recente de metagendmica viral do rimen de bovinos iden-
tificou mais de 28.000 gendtipos virais diferentes, sendo a grande maioria
das particulas sequenciadas (aproximadamente 78%) pertencentes a virus
ainda nao descritos. Este estudo também demonstrou que a maioria das se-
quéncias virais do microbioma acessado pertence a profagos (fragmentos
de DNA bacterianos de origem viral), superando o numero de sequéncias de
fagos liticos numa proporg¢édo de 2:1. Os autores constataram ainda que os
profagos e bacteriéfagos encontrados estdo mais associados aos principais
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filos bacterianos encontrados no rimen dos bovinos, ou seja, Proteobacteria
e Firmicutes, sugerindo, assim, um papel dos virus na formag¢éao dessas co-
munidades bacterianas. Os genotipos identificados neste estudo pertencem
as seguintes familias em ordem decrescente de prevaléncia: Siphoviridae,
Myoviridae, Podoviridae, Herpesviridae, Phycodnaviridae, Mimiviridae,
Poxviridae, Baculoviridae, Iridoviridae, Polydnaviridae, Adenoviridae,
Bicaudaviridae (Miller et al., 2012).

Delwart (2007) ao revisar as principais caracteristicas da metagenémica viral,
destacou a importancia da utilizacdo desta abordagem em animais selvagens
e domesticados, que estao sujeitos as mudangas ambientais ou condigdes de
superlotacao, situagdes que podem estar ligadas a aceleragéo da transmis-
sao e evolugao virais.

Embora os virus sejam encontrados em abundancia no ambiente ruminal,
pouco se conhece sobre os tipos de virus que estao presentes no rumen e
suas interagdes com os outros microrganismos. Mas, devido ao fato dos virus
serem as entidades biolégicas mais abundantes do planeta e desempenha-
rem um papel importante no equilibrio do numero de microrganismos em um
ecossistema, provavelmente, os bacteriéfagos estao envolvidos no controle
da dindmica populacional das bactérias ruminais, mantendo, assim, essa co-
munidade em equilibrio (Miller et al., 2012). Eles também podem apresentar
impacto consideravel na disponibilidade de proteinas no rimen, e, conse-
quentemente, na eficiéncia alimentar. Alguns estudos mostram que existem
associagdes entre as populagdes de fagos no rimen e a nutrigdo do animal,
pois bactérias ruminais passam por fases de lise espontanea devido a pre-
sencga de populagbes de fagos liticos, reduzindo, assim, a eficiéncia do rumi-
nante em converter os alimentos ingeridos em energia (Swain et al., 1996).

De acordo com Swain et al. (1996), em ovinos alimentados uma vez por dia, a
populacao total de fagos oscilou, caindo para seus niveis mais baixos, aproxi-
madamente, duas horas apds a alimentagao, seguido por um aumento conti-
nuo, atingindo seus niveis mais altos oito a dez horas apos a alimentagéo. A
partir deste ponto, os numeros de fagos cairam a um nivel bastante estavel,
que foi mantido através do restante do ciclo. Os autores também observaram
que os animais alimentados continuamente apresentaram menos variagao
em suas populagbes de fagos, demonstrando que pode ser possivel mani-
pular a dieta animal para reduzir o nivel de lise bacteriana induzida por fago.
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De maneira geral, os virus selecionam naturalmente os microrganismos
que séo resistentes a fagos e facilitam a transferéncia horizontal de genes
(Horizontal Gene Transfer - HGT), ou seja, a transferéncia de material genéti-
co de um organismo para outro que nao € a sua prole. AHGT é um fenébmeno
comum e generalizado nas comunidades microbianas e contribui para a evo-
lugdo dos microrganismos nesses ecossistemas (Garcia-Vallve et al., 2000).

A transferéncia de genes das glicosil hidrolases (GH) entre bactérias e fun-
gos no rumen também ja foi documentada por Garcia-Vallve et al. (2000).
Esses autores estudaram a homologia de sequéncias de genes das GH de
fungos e da bactéria Fibrobacter succinogenes e observaram que, por se-
melhancga de genes, as GHs dos fungos sédo de origem bacteriana e foram
adquiridas por eventos de transferéncia horizontal de genes. Ricard et al.
(2006), demonstraram que, no caso dos protozoarios ciliados, a transferén-
cia horizontal de genes tem um papel importante na adaptagcao destes pro-
tozoarios ao ambiente ruminal rico em carboidratos, transferindo genes que
codificam enzimas degradadoras de polissacarideos da parede celular das
plantas.

Diante de evidéncias de HGT no ecossistema ruminal, acredita-se que esse
mecanismo também ocorra envolvendo os bacteriéfagos, mas ainda nao foi
investigado. Estudos de comparacéo de sequéncias de genomas microbia-
nos individuais do rimen e de metagenomas microbianos com o viroma rumi-
nal (populagéao total de bacteriéfagos e virus) poderao fornecer evidéncias di-
retas para o compartilhamento de informagdes genéticas entre o microbioma
e 0 viroma, apoiando a ocorréncia de HGT entre essas comunidades (Miller
et al., 2012).

Analise metagendmica de virus sugere novos padrdes de evolugao, altera-
¢des nos padrdes existentes na composicdo do ecossistema viral e revela
novos grupos de virus, além de agentes semelhantes a virus. A principal fina-
lidade da metagendmica viral é o estudo da totalidade de particulas virus-like
isoladas, a partir de uma amostra ambiental, seguindo, principalmente, os
protocolos desenvolvidos para a purificacdo de particulas de fagos de DNA
(Kristensen et al., 2010). Isso pode explicar, em parte, o fato das analises dos
virus do liquido ruminal serem limitadas a bacteriéfagos, ndo havendo relato
da presencga de outros tipos virais nesse ambiente.
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Como é o caso de outras populacdes, a abundancia de bacteriéfagos também
¢é influenciada por fatores externos, o que significa que eles também podem
ser controlados por diferentes estratégias. O alto nimero de bacteriéfagos
no rumen sugere que eles podem ter uma fung¢ao importante no equilibrio do
sistema ruminal. Além disso, estudos que envolvam a identificagdo de virus
que infectam também protozoarios, fungos e arqueias presentes no rumen
e os efeitos que estes microrganismos provocam no sistema no qual eles
habitam sao de extrema importancia para se conhecer o real papel do viroma
ruminal (Souza, 2015).

Estratégias gendmicas e metagenémicas
para analisar a microbiota ruminal

Abordagens dependentes de cultivo

Até recentemente, o conhecimento da microbiologia ruminal era obtido, prin-
cipalmente, por meio de técnicas classicas que se baseiam em cultura, como
isolamento, enumeragao e caracterizagdo nutricional. Entretanto, métodos
tradicionais utilizados para o crescimento de microrganismos em condi¢des
laboratoriais sdo demorados e, muitas vezes, ineficientes.

A principal condig&o para o cultivo de qualquer microrganismo é fornecer um
ambiente nutritivo isolado para que ocorra o crescimento desejado do ser vivo
de interesse. Entretanto, o trato gastrointestinal de ruminantes possui uma
grande variedade de condic¢des fisioldgicas, dificultando, assim, a replicacao
de sistemas ideais para o crescimento e manutengdo de microrganismos.
Embora microrganismos ruminais especificos possam crescer e ser caracteri-
zados, Krause et al. (2013) estimaram que apenas 20% da microbiota ruminal
pode ser cultivada usando técnicas padrao. Mais recentemente, McCabe et
al. (2015) sugeriram que microrganismos cultivaveis do rimen representam
menos de 1% do total de espécies microbianas.

As técnicas dependentes de cultivo necessitam de varias condigdes de cultu-
ra seletiva e de enriquecimento para replicar o ambiente natural de vida dos
microrganismos. A cultura de anaerdébios é bastante dificil devido a necessi-
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dade de excluir o gas oxigénio do meio, ao lento crescimento desses seres
e a complexidade de outros requisitos de crescimento (Rufener et al., 1962).

No caso do contetudo ruminal, o uso da fase soélida pode causar muitos pro-
blemas, pois muitos microrganismos aderem ao material particulado da fonte
de alimentagéo e, portanto, séo dificeis de separar. Uma solugao de metilce-
lulose pode ser usada para facilitar a separacdo de bactérias das particulas
sélidas com uma determinada eficiéncia (Ranilla & Carro, 2003). Contudo,
como afirmado por Whitehouse et al. (1994), um protocolo ideal para dis-
sociar microrganismos ruminais de material particulado requer, sem duvida,
uma combinagao de métodos fisicos e quimicos para interromper a variedade
de mecanismos de aderéncia utilizada por eles.

Os métodos tradicionais de classificacdo de bactérias ruminais foram ba-
seados nos métodos padrao de identificagao bacteriana, como morfologia e
coloragdo de Gram. Os requisitos nutricionais e os produtos finais da fermen-
tagdo também foram utilizados como meio de classificagdo. Hungate (1966),
desenvolveu um método que utilizava tubos para cultivar e isolar espécies
anaerodbicas em vez de placas de agar convencionais. Esse método consistia
em distribuir o meio de d4gar em uma fina camada sobre a superficie interna
de um tubo de ensaio, que era entdo lavado com um gas livre de oxigénio.
Desta forma, o cultivo em tubo ndo demandava nenhuma incubacgao especifi-
ca e poderia ser examinado sem precaucdes com a atmosfera.

Em um estudo baseado em cultura de populagdes microbianas realizado por
Hungate (1966), determinou-se que a populagéo bacteriana do rimen é com-
posta, principalmente, por bactérias gram-negativas quando os animais séao
alimentados com dietas de alta forragem, e por maior quantidade de bacté-
rias gram-positivas, como Lactobacillus, quando os animais s&o alimentados
com dietas ricas em graos. Com estes e outros trabalhos de pesquisa, o
cientista Hungate treinou a primeira geracéo de microbiologistas de rimen da
Nova Zelandia nas décadas de 1960 e 1970.

A evolucdo desta jornada culminou em 2012 com a elaboragdo do projeto
Hungate1000 (http://www.rmgnetwork.org/hungate1000.html). Este projeto
tem o objetivo de produzir um conjunto de sequéncias gendmicas de referén-
cias a partir de bactérias e arqueias ruminais cultivadas, juntamente com cul-
turas representativas de fungos anaerébicos e protozoarios ciliados. Os dados
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gerados permitirdo pesquisas baseadas no genoma, destinadas a entender
a funcéo ruminal, a eficiéncia da converséo alimentar, a metanogénese e a
degradacao da parede celular da planta. Além disso, ampliara o conhecimento
existente sobre a diversidade filogenética microbiana do rimen por meio do
sequenciamento do genoma de novos microrganismos (Creevey et al., 2014).

Para guiar os esfor¢os de isolamento e selegao de bactérias da microbiota
ruminal para sequenciamento através do Hungate1000, Creevey et al. (2014),
realizaram uma meta-analise de estudos disponiveis e comparaveis em bancos
de dados com base no gene que codifica 0 RNA ribossomal 16S (rRNA 16S)
de rumen sobrepostos com dados representativos cultivados. Isso foi feito nao
apenas para avaliar a diversidade presente e identificar os taxons cultivados
que permanecem nao representados nas colegdes de genomas de referéncia,
mas também para identificar os taxons que exigem maior esforco de cultivo.

De acordo com Seshadri et al. (2018), atualmente, essa lista resultante de ta-
xons cultivados esta sendo usada pela equipe do Hungate 1000 para sequen-
ciamento de organismos previamente ndo encontrados em associagdo com
ruminantes. Os autores esperam que esta lista de taxons sirva como recurso
para a comunidade de microbiologia ruminal interessada no isolamento de
novos membros do microbioma.

No inicio do projeto Hungate1000, genomas de referéncia estavam dispo-
niveis para apenas 14 bactérias e um metandégeno, de modo que a diversi-
dade genbmica ruminal era amplamente inexplorada. Os organismos anali-
sados foram entédo escolhidos para tornar a cobertura dos microrganismos
ruminais cultivaveis o mais abrangente possivel. A metodologia utilizada
foi o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA por meio do DNA extraido
diretamente das cepas analisadas. Enquanto varios isolados foram sequen-
ciados de alguns géneros que degradam polissacarideos (Butyrivibrio, Pre
votella e Ruminococcus), muitas espécies foram representadas por apenas
um ou alguns isolados. Assim, 410 genomas de referéncia foram sequen-
ciados e analisados em combinagdo com 91 genomas publicamente dispo-
niveis (Seshadri et al., 2018).

Seshadri et al. (2018) se referem a esses 501 genomas como o Catalogo do
Genoma Hungate, que inclui analises genémicas de 480 culturas bacteria-
nas e 21 culturas de arqueias, representando quase todas as espécies de
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ramen cultivadas que foram caracterizadas taxonomicamente, bem como
representantes de varias novas espécies e géneros. Membros de nove filos,
48 familias e 82 géneros estao presentes nessa Colegao, que abrange 75%
dos géneros relatados no rumen e permite a atribuicdo de microrganismos
individuais as principais vias metabdlicas envolvidas na fungao ruminal. As
cepas da Colegao Hungate, permitirdo uma melhor compreenséo do flu-
xo de carbono no rumen, incluindo a quebra da lignocelulose, através do
metabolismo de substratos nos acidos graxos de cadeia curta (Short-chain
fatty acid — SCFAs) e produtos finais da fermentagao, até a etapa final da
formacéo de CH,. Essas culturas estdo disponiveis para pesquisadores e
os autores preveem que organismos adicionais terdo suas sequéncias ge-
ndémicas incluidas a medida que mais microrganismos ruminais puderem
ser cultivados.

Estudando-se apenas os microrganismos cultivados de um ecossistema
podem-se perder conhecimentos sobre as intera¢des bioldgicas essenciais
nos relacionamentos ecolégicos. Ndo é surpreendente que poucas obser-
vacdes importantes, relacionadas com ecologia microbiana, antecederam
as técnicas moleculares, visto que, antes destas terem sido desenvolvidas,
as informacgoes a respeito das comunidades microbianas eram coletadas di-
retamente do ecossistema ou dos microrganismos isolados (Atlas & Bartha,
1998).

Abordagens genémicas independentes de cultivo

Mesmo que as técnicas baseadas em cultura sejam bem-sucedidas no
isolamento de representantes-chave de bactérias, arqueias e fungos rumi-
nais, elas ndo sdo adequadas para caracterizar a diversidade microbiana
geral, pois, de acordo com McCabe et al. (2015), aproximadamente 99%
das espécies que sado encontradas no rimen ainda néo sao cultivaveis.
No entanto, nas ultimas décadas, com o desenvolvimento de técnicas de
biologia molecular, sequenciamento Sanger, sequenciamento de alto de-
sempenho ou de nova geragao (New Generation Sequencing — NGS) e de
ferramentas de bioinformatica houve um aumento consideravel no conhe-
cimento da diversidade microbiana de diferentes ecossistemas (Matthews
et al., 2019).
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Populagdes microbianas de ocorréncia natural que nunca foram cultivadas
certamente contém riquezas bioquimicas e de diversidade filogenética des-
conhecidas. Até o surgimento das tecnologias de NGS, que possibilitaram o
sequenciamento de genomas completos, os estudos genémicos baseavam-
se essencialmente no sequenciamento de genes “marcadores” cujas sequén-
cias apresentam elevada variabilidade nucleotidica entre diferentes grupos
taxondémicos, mas que se mantém essencialmente constante dentro de uma
mesma espécie. O reconhecimento das posi¢cées nucleotidicas variantes
pode ser usado para a identificacdo dos principais grupos taxonémicos pre-
sentes numa amostra ambiental (Vieira, 2017).

Uma estratégia para explorar a diversidade microbiana é a filogenia mole-
cular, usando os marcadores macromoleculares apropriados. Devido aos
requisitos bioldgicos universais para a realizagcao de sintese proteica, os ele-
mentos que fazem parte do aparelho de tradugédo (RNAs, ribossomos, ami-
noacidos e enzimas especificas) parecem ser os mais adequados para o
desenvolvimento de analises filogenéticas amplas (Pace et al., 1986). Essas
analises, geralmente, se baseiam em sequéncias dos genes do RNA ribosso-
mal (rRNA) obtidas por clonagem e sequenciamento, usando DNA purificado
a partir de amostras naturais ou, como na maioria dos estudos, apés ampli-
ficacdo pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction
— PCR) (Hugenholtz et al., 1998).

O RNA ribossomal faz parte da constituigdo dos ribossomos, compondo suas
unidades e subunidades em conjunto com diversas proteinas. Nos ribosso-
mos encontra-se, aproximadamente, 80% de todo o RNA contido na célula
e neles é que sdo montadas as proteinas. Nos organismos procariontes as
classes de rRNA sao chamadas de 5S, 16S e 23S e nos eucariontes de 5S,
5,85, 18S e 28S, sendo essa nomenclatura determinada em fungéo da den-
sidade dessas moléculas em gradiente de sedimentagdo em sucrose (Pace
et al., 1986).

Em se tratando de diversidade e filogenia de procariotos, a identificagdo mo-
lecular pelo sequenciamento gendmico do rRNA 16S tem sido a abordagem
mais utilizada para identificagéo e classificagcdo de bactérias e arqueias. Esse
gene é altamente conservado e foi pouco afetado por transferéncias génicas
horizontais, constituindo-se, por isso, em um adequado marcador filogenético
e com boa discriminagdo dos microrganismos no nivel de género e, em al-



Metagendmica, nanotecnologia e nutrigdo animal: alternativas para o uso de antibioticos e mitigagéo de 49
gases de efeito estufa

guns casos, de espécie. O rRNA 16S é um dos componentes da subunidade
ribossbmica bacteriana 30S, enquanto os genes rRNA 23S e 5S compdem
a subunidade maior 50S. Além disso, possui um tamanho de 1.650 pares de
bases (pb), o que o torna mais informativo do que o gene rRNA 5S (120 pb)
e menos laborioso de se trabalhar, em virtude de sua menor extensao, do
que o gene rRNA 23S (3.000 pb) (Pace et al., 1986). Destaca-se, ainda, que
milhdes de sequéncias do gene de rRNA 16S estéo disponiveis para analises
em bancos de dados (Chun et al., 2007).

Desde que o sequenciamento do gene 16S rRNA foi usado pela primeira
vez para estudar o ecossistema microbiano do rimen, uma ampla cobertu-
ra de espécies bacterianas de baixa abundancia permitiu a analise de co-
munidades microbianas raras. Este sequenciamento também mostrou que
Prevotella, Butyrivibrio e Ruminococcus sao as bactérias mais dominantes
no rimen e que a estrutura da comunidade é afetada por mudancgas na dieta
do hospedeiro. Em particular, foi demonstrado que a complexidade da dieta
favorece o aumento da diversidade microbiana (Matthews et al., 2019).

Segundo McSweeney et al. (2009), varias técnicas moleculares foram de-
senvolvidas para monitorar a abundancia e a diversidade de diferentes gé-
neros e espécies de microrganismos ruminais. No caso de eucariotos, 0
uso de sequéncias de rRNA 18S para comparar protozoarios ou fungos é
de uso limitado devido a natureza altamente conservada das sequéncias de
rRNA 18S. Como alternativa, a regido espacadora interna transcrita (Internal
Transcribed Spacer — ITS) dos genes de rRNA tem sido usada para estudar
ecologia e diversidade genética.

Com essas abordagens de sequenciamento genémico, podem surgir proble-
mas relacionados a afiliacdo de sequéncias e levar a interpretagao incorreta
dos dados. De fato, diferentes afiliagdes de sequéncia podem ser obtidas de
acordo com varios pipelines relacionados a bancos de dados de sequéncias
de composigao e qualidade diferentes. Além disso, a maioria das tecnologias
de sequenciamento gendmico fornece informagdes no nivel de filo, ordem ou
familia, algumas atingem o nivel de género, mas, ainda, ndo é possivel ter
uma descri¢ao no nivel da espécie. Como existe uma ampla diversidade fun-
cional, mesmo no nivel de género, a interpretacao biolégica dos dados pode
ficar limitada (Matthews et al., 2019).
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Abordagens metagenémicas

Metagendmica designa o estudo de fragmentos de DNA que podem ser ob-
tidos diretamente de uma amostra ambiental, sendo que neste caso, o ter-
mo ambiental ndo se refere somente a um ambiente natural como solo ou
agua de um rio, mas também inclui as superficies externas ou as cavidades
internas do corpo humano ou de outros animais. O termo foi cunhado por
Handelsman et al. (1998), trabalhando com clonagem dos genomas existen-
tes na microbiota do solo.

Desde entdo, a metagendmica tem adquirido relevancia crescente na lite-
ratura cientifica, especificamente em consequéncia da evolugéo observada
nas tecnologias de sequenciamento de alto desempenho (NGS). Estas tec-
nologias transformaram as pesquisas relacionadas aos ecossistemas micro-
bianos complexos, conduzindo a uma completa mudanga de paradigma na
abordagem envolvida na identificacdo de microrganismos e nas limitagdes
associadas a estudos dependentes de cultivo.

O principal aspecto que diferencia o sequenciamento genémico do metage-
ndmico é que no gendmico ha necessidade do isolamento dos microrganis-
mos e do crescimento destes em condigdes laboratoriais de cultura, antes de
se efetuar o sequenciamento de DNA. Enquanto no metagendémico apenas
a analise das sequéncias de DNA, extraidas diretamente de uma amostra
ambiental, fornece informagéao bioldgica relevante para a maior parte dos or-
ganismos (Figura 3). Compreender a estrutura de comunidades microbianas
€ uma parte importante no reconhecimento de como 0s microrganismos sao
afetados pelo ambiente em que vivem e como, por sua vez, afetam o organis-
mo hospedeiro (Matthews et al., 2019).

Desde 2005, ano em que foi langado o primeiro sequenciador de nova ge-
ragéo da empresa 454 (mais tarde adquirida pela Roche), varios fabricantes
tém langado plataformas de sequenciamento massivo capazes de produzir,
em cada ensaio, desde alguns megabases (Mb) de DNA (por exemplo, lon
Torrent ou Roche 454) até um ou mais terabases de DNA (no caso das pla-
taformas lllumina HiSeq ou NovaSeq). Assim, o potencial das novas platafor-
mas de sequenciamento abriu oportunidades, até entao inexistentes, para o
sequenciamento de comunidades de organismos com grande profundidade
(Vieira, 2017).
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Figura 3. Esquema simplificado das principais diferengas entre o sequenciamento
gendmico e o sequenciamento metagenémico. Adaptado de Vieira, 2017.

Com a excecao das chamadas plataformas de sequenciamento de terceira ge-
ragdo, como as da Pacific Biosciences ou da Oxford Nanopore Technologies,
que permitem sequenciar moléculas de DNA de grande comprimento e nao
requerem amplificacdo dos fragmentos de DNA pré-sequenciamento, a maio-
ria das plataformas atuais requer que a amostra de DNA seja inicialmente
cortada em fragmentos de 100 a 1000 pb de comprimento, por meio de técni-
cas de sonicagao ou de digestao enzimatica, ou amplificada por PCR usando
oligonucleotideos especificos para a(s) regido(des) genébmica(s) de interes-
se. Os fragmentos produzidos sdo entdo ligados a sequéncias adaptadoras
especificas para cada tipo de plataforma de sequenciamento (Vieira, 2017).
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A abordagem metodoldgica mais abrangente e robusta utilizada em estu-
dos de metagenO6mica é comumente chamada por sequenciamento shotgun
do genoma inteiro (Whole Genome Shotgun Sequencing - WGS). Quando
comparada com as analises baseadas no 16S rRNA, oferece a vantagem da
identificacdo da taxonomia em nivel de espécie e a estimativa de atividades
de vias metabdlicas a partir de amostras ambientais. Esta abordagem foi apli-
cada pela primeira vez ao rumen para descobrir novas enzimas degradado-
ras de biomassa vegetal em 2011 por Hess e colaboradores. Posteriormente,
a metagendmica foi usada para estudar muitos aspectos da microbiologia
ruminal, incluindo emissdes de metano em bovinos (Wallace et al., 2015) e
ovinos (Shi et al., 2014), biomarcadores para prever a metanogénese rumi-
nal (Auffret et al., 2017b), o efeito da dieta, da taxa de conversao alimentar
e da genética do hospedeiro na composi¢cdo do microbioma ruminal (Roehe
et al., 2016; Auffret et al., 2017a), aquisicdo de nutrientes (Mayorga et al.,
2016; Rubino et al., 2017), e investigar o impacto dos aditivos para ragdes
(Thomas et al., 2017) na abundancia de genes de resisténcia antimicrobiana.

O sequenciamento shotgun consiste em fragmentar todas as moléculas de
DNA extraidas de um determinado ambiente em pequenos fragmentos e se-
quencia-los aleatoriamente, sem qualquer tipo de selegdo. Desta forma, é
possivel identificar o conteldo amostral, a fungdo de cada microrganismo
e estabelecer hipoteses sobre as interagdes fisiologicas entre os diferentes
membros da comunidade. Este método ¢é util para avaliar a diversidade mi-
crobiana total, detectando a abundancia de microrganismos em um determi-
nado ambiente, até mesmo dos membros de baixa abundancia, ou seja, das
espécies que estao pouco ativas ou inativas (Kunin et al., 2008). Além disso,
os beneficios da metagendmica incluem a capacidade de montar genomas
completos ou quase completos (Assembly binning); prever genes; mapear
enzimas e vias metabdlicas; descobrir novas enzimas e novas vias; e, quan-
tificar a abundancia de elementos gendmicos funcionais entre amostras de
interesse (Huws et al., 2018).

Apds o sequenciamento de uma amostra metagendémica, a principal tarefa
€ analisar, por meio de ferramentas de bioinformatica, a grande quantidade
de dados gerados. De acordo com Dudhagara et al. (2015), varias ferramen-
tas offline estdo disponiveis para classificar leituras metagendmicas contra
conjuntos de dados de referéncia conhecidos. Além disso, varios fluxos de
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trabalho online podem oferecer uma exploragéo aprofundada desses dados
sem a necessidade de computadores altamente configurados. Seguem abai-
xo alguns exemplos citados por estes autores:

1. Pacote de software Metagenomics Rapid Annotation (MG-RAST - https://
metagenomics.anl.gov/). Os dados enviados para o MG-RAST sao pro-
cessados por um fluxo de trabalho de varias etapas, incluindo controle de
qualidade, anotagédo automatizada e analise de amostras shotgun de pro-
cariotos, bem como amostras direcionadas. A anotagdo automatizada é
feita usando varios conjuntos de dados de referéncia e o servidor suporta
uma variedade de analises conduzidas pelo usuario, incluindo analises fi-
logenéticas, funcionais, metabdlicas e comparativas de dois ou mais me-
tagenomas. Este software também oferece a capacidade de gerar dados
em varios formularios de cluster que podem ser baixados em formato de
texto simples ou exportar dados como arquivos FASTA e QIIME. Usuarios
registrados tém o direito de publicar seus dados abertamente ou manter
dados privados e podem compartilhar dados entre varios usuarios com
confidencialidade protegida. Dessa forma, o MG-RAST oferece grande
flexibilidade na analise, privacidade e compartilhamento de dados.

2. Software Integrated Microbial Genomes and Metagenomes (IMG/M -
http://img.jgi.doe.gov/m) é um sistema de armazenamento, gerenciamen-
to e andlise de dados para metagenomas. O IMG/M permite analises
combinadas com todos os rascunhos disponiveis e genomas, plasmi-
deos e virus disponiveis no dominio publico. Os usuarios registrados po-
dem enviar dados online e manter a privacidade dos dados por dois anos
antes que sejam transferidos para o dominio publico.

3. METAVIR (http://metavir-meb.univ-bpclermont.fr/) € um servidor online
disponivel gratuitamente e projetado exclusivamente para anotar se-
quéncias metagenémicas virais brutas e reunidas. Esse servidor é util
para explorar a diversidade viral a partir de metagenomas e realizar ana-
lises comparativas através de filogenias pré-computadas de genes mar-
cadores virais, curvas de rarefagdo e analises multivariadas construidas
em kde assinaturas e comparagdes baseadas em BLAST.

4. Metagenomics Reports (METAREP - http://jcvi.org/metarep/) € um nave-
gador aberto bem conhecido para anotagao, analise e comparagao de lei-
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turas curtas ou montagens de dados metagenémico. Para carregar dados
de entrada, sdo necessarios apenas conhecimentos basicos de progra-
macao e a habilidade de operar a versao independente do METAREP. Os
usuarios podem vincular, simultaneamente, um minimo de dois conjun-
tos de dados em varios niveis funcionais e taxondmicos para analises
comparativas através da aplicacdo de varios métodos de cluster. Para
cada um desses métodos de cluster, o METAREP fornece uma opgéao de
download para exportar arquivos delimitados por tabulagdes para analise
downstream.

5. MyTaxa (http://enve-omics.ce.gatech.edu/mytaxa/) € a uma plataforma
para atribuigcdo taxonémica de sequéncias metagendmicas com alta pre-
cisdo. Possui estrutura de bioinformatica baseada em homologia para
classificar dados metagenémicos e genémicos com precisao extraordina-
ria. MyTaxa emprega todos os genes presentes em uma sequéncia nao
identificada como classificadores, ponderando cada gene com base em
seu poder de classificagao pré-calculado em um nivel taxondmico espe-
cificado e na frequéncia de transferéncia horizontal de genes.

Em 2003, a primeira sequéncia do genoma completo da bactéria rumi-
nal Wolinella succinogens foi montada (Baar et al., 2003) e, depois disso,
varios estudos foram conduzidos para compreender e revelar as sequén-
cias genbmicas completas de microrganismos ruminais. Recentemente,
Stewart et al. (2018) publicaram 913 esbogos de genomas de bactérias e
arqueias ruminais que foram obtidos do rumen de 43 bovinos e montados
por metagenoma. Neste trabalho, os autores cunharam a frase “genomas
do rimen néo cultivados” ou RUGs (Rumen Uncultured Genomes), para se
referir a estes genomas, que, em sua maioria, representam cepas e espé-
cies ndo sequenciadas anteriormente. Dos 913 RUGs, apenas sete foram
resolvidos em nivel de espécie, sendo o RUG346 uma cepa de Bacillus li-
cheniformis, o RUG287 uma cepa de Kandleria vitulina, o RUG405 uma cepa
de Acidaminococcus fermentans, o RUG618 uma cepa de Megasphaera sp.,
o RUG133 uma cepa de Bifidobacterium merycicum e o RUG664 uma cepa
de Streptococcus equinus.

Segundo Stewart et al. (2018), Bacillus licheniformis codifica enzimas he-
miceluloliticas e celuloliticas, bem como serina proteases e outras enzimas
importantes. Kandleria vitulina € um organismo pouco estudado, embora a
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familia Erysiopelotrichaceae, da qual faz parte, tenha sido positivamente
correlacionada com producéo de leite e negativamente com emissdes de
CH,. Acidaminococcus fermentans € um diplococo Gram-negativo que uti-
liza citrato como fonte de energia, produzindo hidrogénio e sulfureto de hi-
drogénio, o que pode explicar sua associagdo com a produgéo de CH, em
bovinos. Acidaminococcus fermentans diminui o acumulo de tricarbalilato,
que é um produto téxico final da fermentacao ruminal. Megasphaera spp. foi
encontrada em bovinos, ovinos e outros ruminantes e a suplementagao da
dieta de vacas leiteiras com M. elsdenii apresenta beneficios potenciais para
o balango energético e a produtividade animal. Bifidobacterium merycicum
demonstrou fermentar amido com a produgao de acidos acético e lactico e foi
relacionado com acidose. S. equinus foi isolada primeiro em cavalos, no en-
tanto, a S. bovis, relacionada a S. equinus, é considerada uma das principais
bactérias produtoras de acido lactico no rimen, estando também associada
a acidose. Finalmente, o RUG422 é uma cepa de Thermobifida fusca, um
provavel contaminante do solo durante o pastejo.

Recentemente, esses mesmos autores descreveram a montagem de 4.941
genomas (rascunhos e genomas quase completos) de bactérias e arqueias
ruminais de 282 bovinos, incluindo 4.056 genomas que ndo estavam pre-
sentes no conjunto de dados anterior (Stewart et al., 2018) e 312 genomas
atualizados de qualidade superior. Este novo conjunto de dados RUG contém
milhares de novos genomas microbianos que codificam milhdes de novas
proteinas que diferem significativamente dos conjuntos de dados gendmicos
e metagendmicos do rumen publicados anteriormente, formando um ban-
co de dados de referéncia para estudos futuros sobre a estrutura e fungao
do microbioma ruminal. Os autores também apresentaram uma montagem
metagendmica de dados de sequenciamento Nanopore de uma das amos-
tras. Este conjunto contém pelo menos trés cromossomos bacterianos intei-
ros como contigs unicos e representa o conjunto metagenémico mais conti-
nuo do rumen obtido até o momento (Stewart et al., 2019).

Atualmente, o NCBI-Assembly (https://www.ncbi.nim.nih.gov/assembly) abri-
ga 889 sequéncias gendmicas inteiras ou sequéncias de montagem basea-
das em clones de microrganismos ruminais e metagenoma ruminal. Destes,
859 sdo genomas bacterianos e 29 sdo genomas de arqueias, sendo que a
maioria dos genomas foi submetida pelo Instituto Roslin (886 genomas), dois
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genomas vieram da Universidade de Viena e um genoma do DOE - Joint
Genome Institute. Entre os 889 microrganismos ruminais sequenciados, ape-
nas nove cepas bacterianas séo cultivadas (Kameshwar et al., 2019).

A anadlise comparativa de genomas anotados pode revelar, principalmen-
te, informagbes significativas sobre a perda evolutiva de genes e amplo
envolvimento desses genes (ou) proteinas em varios mecanismos mole-
culares. Anotagdes bioldgicas como InterPro, GO (Gene Ontology), KOG
(EuKaryotic Orthologous Groups), COG (Clusters of Orthologous Groups),
CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes), SM (Secondary Metabolites), KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) e MEROPS (Database of pro-
teolytic enzymes) ajudam a comparar os dados genémicos (Kameshwar et
al., 2019).

Segundo Dudhagara et al. (2015), para decodificar ecossistemas de manei-
ra abrangente, novas ferramentas, estruturas e hipoteses ainda precisam
ser desenvolvidas e utilizadas para analise, armazenamento, visualizacao e
compartilhamento de conjunto de dados. Portanto, uma plataforma Unica nao
€ adequada para a realizacao de analises metagendmicas holisticas.

Metagendémica e nutricao animal

O entendimento da riqueza microbiana e dos processos de fermentacéo dos
carboidratos fibrosos e soluveis do rumen é extremamente importante para
o desenvolvimento de abordagens integradas que maximizem a taxa de de-
composicao dos alimentos ingeridos, melhorem a absorgao de nutrientes e
minerais pelos ruminantes e mitiguem a emissédo de GEE, aumentando, as-
sim, a produtividade dos rebanhos e reduzindo os impactos ambientais.

Microbioma ruminal e eficiéncia alimentar

A dieta é, sem duvidas, o fator que mais influencia o microbioma do rimen e
o processo de fermentagao ruminal. Ainda assim, pouco se sabe sobre a as-
sociacao entre populagédo microbiana ruminal e a eficiéncia com que a racao
€ convertida em energia para a manutengao e crescimento do hospedeiro. A
microbiota ruminal é altamente responsiva a mudangas na dieta, idade, ge-
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nética, uso de antibidticos, aditivos e saude do animal hospedeiro e varia
de acordo com a localizagao geografica, estagdo do ano e regime alimentar
(Stewart et al., 1997). Um estudo de comparagéo global do microbioma rumi-
nal de 742 animais de 32 espécies concluiu que, embora um nucleo comum
de bactérias e arqueias seja dominante em quase todas as amostras, as
diferengas nas composigdes da comunidade microbiana foram predominan-
temente atribuiveis a dieta (Henderson et al., 2015).

Alguns estudos revelaram associagbes entre 0s microrganismos ruminais
com eficiéncia alimentar em bovinos de corte (Guan et al., 2008; Myer et
al., 2015; Shabat et al., 2016; Li & Guan, 2017) e leite (Jewell et al., 2015),
relatando diferencas na abundancia relativa de varias espécies microbianas
entre individuos eficientes e ineficientes. Como uma medida de eficiéncia
alimentar em bovinos foi proposto o consumo alimentar residual (CAR), que é
definido como a diferenga entre o consumo real de um animal e suas neces-
sidades alimentares esperadas para manutengéo e crescimento (Archer et
al., 1999; Basarab et al., 2003). O CAR é moderadamente hereditario e inde-
pendente do crescimento e do tamanho corporal. Os animais mais eficientes,
que sdo bovinos com baixo CAR, devem ter consumo de ragao reduzido,
mas desempenho semelhante aos animais ineficientes que apresentam alto
CAR. Até o momento, a relagédo entre a composi¢cao da microbiota ruminal, os
parametros de fermentacdo microbiana e a eficiéncia alimentar em bovinos
foi pouco estudada e relatada.

Em 2008, foi publicado por Guan e colaboradores o primeiro artigo cientifico
que observou possiveis associagdes entre a microbiota ruminal detectavel
e seus parametros de fermentagcdo com a eficiéncia alimentar de bovinos
nas ragas Angus, Charolés e em animais cruzados. Os autores analisaram a
digesta ruminal por meio de eletroforese em gel de gradiente desnaturante
de PCR independente de cultura (PCR-DGGE) e observaram que os per-
fis gerados a partir de novilhos eficientes agruparam-se e foram claramente
separados daqueles obtidos de novilhos ineficientes, indicando que grupos
bacterianos especificos podem habitar apenas o rimen de novilhos eficien-
tes. Correlagbes entre as concentragdes de acidos graxos volateis (AGVs) e
as caracteristicas de eficiéncia alimentar também foram observadas e con-
centragoes significativamente maiores de butirato (P < 0,001) e valerato (P =
0,006) foram detectadas nos novilhos eficientes. Além disso, os perfis bac-
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terianos foram melhor agrupados dentro de um determinado grupo genético,
sugerindo que a genética do hospedeiro pode desempenhar um papel impor-
tante na estrutura microbiana ruminal.

A evidéncia da influéncia do hospedeiro no microbioma ruminal foi postula-
da pela primeira vez por Weimer et al. (2010) que descobriram que apods a
troca quase total do conteudo ruminal entre vacas os individuos restauraram
sua composigao bacteriana de volta as condi¢des existentes no periodo pré-
troca, retornando também os valores do pH ruminal e da concentragédo de
AGVs. Da mesma forma, em outra troca de conteido ruminal quase total
entre vacas Holandesas de alta e baixa eficiéncia, Weimer et al. (2017) de-
monstraram a capacidade do hospedeiro de retornar a microbiota ruminal ao
estado original, ao mesmo tempo em que associavam o microbioma ruminal
a eficiéncia da producgao de leite.

Devido ao pequeno numero de animais amostrados e a limitagdo da amos-
tragem ruminal, os dados obtidos por Guan et al., (2008) podem represen-
tar apenas uma diversidade bacteriana parcial no rimen dos animais testa-
dos. Amostras ruminais de um grande numero de novilhos e/ou do mesmo
novilho em diferentes estagios de crescimento, diferentes momentos de ali-
mentacgao e diferentes se¢des da localizagdo ruminal devem ser realizados. A
analise PCR-DGGE também pode ter sido influenciada pelos métodos de
extracao de DNA, amplificagdo por PCR e limitagcdo das informagbes de se-
qguéncia existentes no banco de dados.

Da mesma forma que Guan et al., (2008), outros trabalhos revelaram que os
perfis bacterianos no rimen de bovinos eficientes diferiam daqueles ineficien-
tes, e as abundancias dos géneros bacterianos Butyrivibrio, Lactobacillus,
Prevotella, Ruminococcus e Succinivibrio foram associadas com caracteristi-
cas de eficiéncia alimentar, incluindo consumo alimentar residual (CAR), con-
sumo de matéria seca (CMS), ganho médio diario (GMD) e taxa de conversao
alimentar em novilhos de corte (Myer et al., 2015) e novilhas (Carberry et al.,
2012). No entanto, esses estudos focaram apenas na composigdo da comu-
nidade microbiana ruminal e ndo forneceram informacdes sobre as fungoes
metabdlicas microbianas.

Shabat et al. (2016) avaliaram a eficiéncia alimentar em 146 vacas leiteiras e
realizaram analises da composig¢édo taxonémica, conteudo génico, atividade
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microbiana e composi¢cao metaboldbmica nos microbiomas ruminais dos 78
animais mais extremos, sendo 40 eficientes e 38 ineficientes. Amostras de
DNA metagenémico dos microbiomas desses animais foram submetidas ao
sequenciamento do gene 16S rRNA e sequenciamento shotgun do genoma
completo. Para obter um metagenoma mais abrangente, foi criada uma mon-
tagem conjunta de todos os dados das 78 vacas, compensando, assim, a
menor profundidade de sequenciamento de cada amostra individual e qual-
quer viés causado pela montagem de amostras individuais. Como resultado,
o metagenoma apresentou 96,72% de sequéncias bacterianas, 1,73% de se-
quéncias de arqueias e 1,34% de sequéncias eucaridticas.

Uma comparagéo da riqueza dos microbiomas entre os animais revelou que
a menor riqueza do conteudo de genes e taxons estava intimamente ligada a
uma maior eficiéncia alimentar. Nos microbiomas das vacas eficientes, redes
de vias metabdlicas mais simples resultam em maior dominio de componentes
funcionais especificos, o que leva a maiores concentracées de comunidades
que sao relevantes para o hospedeiro. Dessa forma, os autores concluiram
que os microbiomas eficientes sdo menos complexos, mas mais especializa-
dos para atender as necessidades de energia do hospedeiro. As caracteristi-
cas funcionais de um pequeno nimero de espécies podem ter um grande im-
pacto na estrutura da microbiota e no funcionamento do ecossistema ruminal,
que, por sua vez, pode alterar a produtividade do hospedeiro. A composi¢cao
dos taxons e o contetdo dos genes foram derivados de dois procedimentos di-
ferentes de sequenciamento e analise e, portanto, a concordancia entre esses
resultados destaca a robustez da observagéo Shabat et al. (2016).

De acordo com Huws et al. (2018), os ruminantes sao tradicionalmente ali-
mentados com dietas ricas em forragem para diminuir os custos de alimenta-
¢ao e evitar a competicdo com fontes vegetais que podem ser usadas como
alimento para humanos. Em particular, forragem fresca em comparagao com
feno de forragem promove comunidades metanogénicas e bacterianas mais
simplificadas, que foram dominadas por Bacteroidetes e Lactobacillus; au-
mento no crescimento bacteriano e na sintese de proteina microbiana (+
16%); sintese de proteina microbiana mais eficiente (+ 22%); e, menor recu-
peragdo metabdlica de H e de produgao de metano (- 35%), sugerindo uma
transferéncia de H interespécies menos eficiente entre bactérias, protozoa-
rios e metandgenos (Belanche et al., 2016).
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No entanto, a maioria dos sistemas de produgéao intensiva de ruminantes,
particularmente os sistemas de confinamento de bovinos, usa dietas com
alto teor de gréos para maximizar as taxas de crescimento dos animais € a
eficiéncia alimentar (Huws et al., 2018). Como resultado, os animais alimen-
tados com estas dietas tendem a ter menor diversidade bacteriana e fungica
e menores concentragdes de microrganismos fibroliticos, que geralmente es-
tdo associados com menor protedlise ruminal e com maior eficiéncia alimen-
tar. Além disso, a dieta rica em graos diminui o pH ruminal devido ao alto
acumulo de AGVs e lactato, as concentragbes de amoénia e as proporg¢des
molares de acetato e propionato; provoca disturbios digestivos, como a aci-
dose ruminal, e afeta a composi¢cédo da comunidade metanogénica por meio
de seu efeito no potencial redox ruminal (Belanche et al., 2012).

Embora a metagenémica tem sido aplicada para estudar associagbes entre
o microbioma ruminal e fenétipos do hospedeiro, como eficiéncia alimentar
e emissdo de metano, ela ndo permite a avaliagdo do real nivel de expres-
s&o dos genes microbianos. Para isso, é necessario utilizar uma abordagem
metatranscriptémica, que estuda os aspectos funcionais da comunidade mi-
crobiana no nivel transcricional. Entretanto, até o momento, poucos estudos
foram realizados para estudar as caracteristicas funcionais ativas do micro-
bioma ruminal usando metatranscriptémica.

Em 2017, Li e Guan utilizaram metatranscriptémica para caracterizar os mi-
crobiomas ruminais ativos de bovinos de corte com baixa e alta eficiéncia
alimentar usando sequenciamento de RNA total. Foram identificados seis fi-
los bacterianos, oito familias de bactérias e quatro ordens de arqueias na
microbiota do nucleo ativo do rimen, sugerindo papéis essenciais na ocupa-
¢éo de nichos ecolégicos do rumen porque também foi relatado que habitam
o rumen de novilhas de corte (Petri et al., 2013), vacas em lactagéo (Jami &
Mizrahi, 2012) e outras espécies de ruminantes (Henderson et al., 2015) de
acordo com a identificacdo baseada em DNA. Os autores se supreenderam
com alta abundancia relativa (7,6%) da familia Ruminococcaceae (perten-
cente ao filo Firmicutes) no nucleo ativo da microbiota ruminal sob uma dieta
rica em grdos a base de cevada, porque esta familia tem sido considerada
consistindo, principalmente, de organismos fibroliticos. No entanto, estudos
recentes relataram que membros desta familia, como Ruminococcus bromii e
outras espécies de Ruminococcus estdo envolvidos na hidrolise do amido
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(Klieve et al., 2007; Klieve et al., 2012), e a abundancia relativa desta familia
no rumen estd associada a propor¢cédo de cevada graos na dieta (Xia et al.,
2015). Devido a consideravel diversidade genética entre os membros desta
familia (Klieve et al., 2007), é necessario examinar os membros desta familia
em niveis de género, espécie e/ou cepa para compreender melhor as suas
fungbes no rumen sob diferentes condi¢des alimentares.

Segundo Li e Guan (2017), trés familias de bactérias (Lachnospiraceae,
Lactobacillaceae e Veillonellaceae) tenderam a ser mais abundantes em
animais de baixa eficiéncia alimentar (ineficientes) (P < 0,10), e o taxon
Methanomassiliicoccales de arqueias tendeu a ser mais abundante em bovinos
de alta eficiéncia alimentar (eficiente) (P < 0,10). Além disso, 32 vias metabdlicas
microbianas e 12 enzimas ativas de carboidratos (CAZymes) foram diferencial-
mente expressas entre os dois grupos (P > 0,05). Dentre elas, 30 vias metabo-
licas e 11 CAZymes foram mais abundantes no rimen de bovinos ineficientes,
enquanto duas vias metabdlicas e uma CAZyme foram mais abundantes em
animais eficientes. Diferentes abundancias relativas de Lachnospiraceae entre
os dois grupos avaliados para CAR sugere que a atividade desta familia esta
associada a eficiéncia alimentar em bovinos de corte, pois alguns membros de
Lachnospiraceae sao os principais produtores de butirato, conforme relatado
por Guan et al., 2008. A abundancia dessa familia no nivel do DNA também foi
associada a eficiéncia alimentar em novilhos por Myer et al. (2015).

Desta forma, a maior abundancia da familia Lachnospiraceae em animais com
alto CAR pode ser acompanhada por aumento no metabolismo do butirato, o
que afeta a eficiéncia alimentar (Li & Guan, 2017). No entanto, a identificagao
de mais produtores de butirato em animais ineficientes esta em conflito com
resultados anteriores de que animais com baixo CAR tendem a ter maior con-
centragdo de butirato do que animais com alto CAR (Guan et al., 2008). Tal
discrepancia pode ser devido as abundancias serem identificadas em nivel de
familia, ja@ que esta familia possui 24 géneros e varias cepas nao classifica-
das com diferentes nichos funcionais (Sayers et al., 2011), e menos da me-
tade de seus membros tém capacidade de producao de butirato (Meehan &
Beiko, 2014). Além disso, em um trabalho anterior (Hernandez-Sanabria et al.
2010) néo foram detectadas diferengas na concentracdo de butirato no fluido
ruminal dos 20 animais analisados por metatranscriptémica (Li & Guan, 2017).
Portanto, novos estudos em niveis taxondmicos mais profundos (género/espé-
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cie) e/ou usando métodos baseados em cultura poderao fornecer mais infor-
macoes sobre as relagdes existentes entre a familia Lachnospiraceae, a produ-
¢ao de butirato e a eficiéncia alimentar em bovinos de corte.

Microbioma ruminal e mitigacao de metano

Estima-se que a produgédo de ruminantes seja responsavel por aproxima-
damente 17% do metano antropogénico, um potente gas de efeito estufa,
liberado anualmente na atmosfera devido a atividade de metanégenos rumi-
nais (Patra et al., 2017). O CH, liberado € um grande problema para o meio
ambiente, mas também uma grande preocupacé&o para a produgdo pecuaria,
pois cerca de 2 a 18% da energia da dieta pode ser perdida para a produgao
de CH, (Pedreira & Primavesi, 2011; Patra et al., 2017).

Li e Guan (2017) identificaram os dois taxons Methanomassiliicoccales
e Methanobrevibacter ruminantium como os metandégenos mais ativos no ru-
men de novilhos alimentados com dieta de cevada. Metanomassiliicoccales foi
mais abundante nos animais de baixo CAR e os membros desta ordem utili-
zam metanol e metilaminas como principais fontes de energia e carbono para
produzir CH,, enquanto Methanobrevibacter ruminantium produz CH, utilizan-
do CO,, formato e H, como substratos. Suas altas abundancias sugerem que
a rota de conversdo do composto metilico e a rota de redugdo de CO, séo
as principais vias de metanogénese no rumen de novilhos alimentados com
dieta a base de cevada. Bovinos com alta eficiéncia alimentar ndo apenas
emitem, aproximadamente, 25% menos CH,, como também excretam me-
nos fezes quando comparados com bovinos com baixa eficiéncia alimentar
(Hegarty et al., 2007; Nkrumah et al., 2006). Portanto, melhorar a eficiéncia
da alimentacao também podera diminuir os efeitos ambientais negativos cau-
sados pela criagao de bovinos de corte.

Como revisado por Sirohi et al. (2010), o processo de metanogénese requer
sete coenzimas e oito enzimas. O CO, e o CH, sé&o liberados por eructagao
na atmosfera, enquanto os acidos graxos volateis acetato, propionato e buti-
rato passam pela parede do rimen até atingir a corrente sanguinea e, final-
mente, serem convertidos nos agucares e lipidios necessarios ao animal para
energia e construgdo de tecidos. A sintese de CH, contribui para a eficiéncia
de todo o sistema e evita o acumulo de H, no rimen, o que inibiria a fungéo
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normal das enzimas microbianas envolvidas na transferéncia de elétrons. De
fato, se os ruminantes néo produzissem CH,, o pH ruminal diminuiria e a di-
gestéo das fibras vegetais ndo seria mais viavel.

Um estudo desenvolvido por Martinez-Fernandez et al. (2016) examinou os
efeitos do cloroférmio como composto anti-metanogénico e os efeitos da ini-
bicdo da metanogénese no rumen de novilhos alimentados com uma dieta de
feno (volumoso) ou dieta de feno e concentrado, na proporgédo de 60:40. Os
resultados mostraram que, com niveis crescentes de cloroférmio, houve um
aumento no H, expelido e a produgdo de CH, diminuiu. Além disso, os ani-
mais do grupo da dieta exclusiva do feno apresentaram um redirecionamento
mais eficiente do H, para outros produtos microbianos em comparagéo ao
grupo da dieta de feno e concentrado. Desta forma, os autores concluiram
que, embora tenha havido uma redug¢ao de 30% na produgédo de metano, a
fermentagédo ruminal e a degradagao das fibras ndo foram afetadas negati-
vamente, sendo os microrganismos capazes de se adaptar e redirecionar H,
para produzir outros produtos finais microbianos em ambas as dietas.

Segundo os autores, estudos metabolicos mostraram que houve um aumen-
to nos niveis de aminoacidos, acidos organicos e nucleicos encontrados na
fase liquida do conteudo ruminal nas duas dietas quando a metanogénese foi
inibida. Isto sugere que pode haver uma maior sintese proteica microbiana
sob essas condi¢cdes. Com essas alteragcdes foram observadas modificacbes
na microbiota ruminal, com um aumento na proporgdo de Bacteroidetes e
Firmicutes e uma diminuicdo em Archaea e Synergistetes. No entanto, ndo
foram observadas alteragdes significativas na abundancia de protozoarios,
fungos ou bactérias fibroliticas. Embora se acreditasse que sem a formagéao
de metano, a microbiota ruminal seria drasticamente afetada, este estudo
mostra que o processo de metanogénese pode se adaptar as mudangas no
fluxo de H, e resultar em diferentes produtos finais sem a necessidade de
gerar metano, reduzindo, assim, a emissédo deste gas pelo animal (Martinez-
Fernandez et al., 2016).

Existem na literatura muitos relatos de tentativas de minimizar a perda de
energia proveniente da alimentagdo como resultado da produgdo de CH, em
ruminantes. Alguns estudos exploraram a aplicagéo de compostos e produtos
naturais na dieta antes do consumo pelos animais. Uma abordagem inovado-
ra e promissora € o uso de probidticos. Os probioticos apresentam beneficios
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a saude do hospedeiro quando fornecidos em quantidades suficientes. Neste
sentido, Deng et al. (2018) exploraram o uso de Bacillus licheniformis como
um novo probiotico para reduzir as emissdes entéricas de CH,. Os resulta-
dos mostraram que o uso desta bactéria como probidtico inibiu as emissdes
de CH, em ovelhas, aumentou a digestibilidade total no trato e melhorou a
eficiéncia da utilizagao de nitrogénio. A explicagéo é que a produgao ruminal
de propionato compete com a metanogénese pelo H, disponivel; assim, o
aumento da formagao de propionato esta estequiometricamente associado a
diminuigdo da produgéo de CH,, resultando em uma diminuig&o na proporgao
de acetato:propionato no rumen.

De acordo com Deng et al. (2018) este foi o primeiro relato da mitigagéo das
emissoes de metano in vivo em ovinos por meio de suplementagao dietética de
Bacillus. No entanto, neste trabalho nao foi investigado se a suplementacao de
B. licheniformis afeta a abundancia, a diversidade ou as atividades metabdlicas
dos metandégenos ruminais. Assim, estudos microbioldgicos in vivo e in vitro so-
bre atividades enzimaticas, antimicrobianas e metanogénicas e capacidade de
floculagdo da cultura sdo necessarios para compreender o mecanismo de agao
do B. licheniformis na modulagdo do microbioma ruminal e da metanogénese.

Microbioma ruminal e genes de resisténcia antimicrobiana

Conforme ja mencionado, outra questao que tem causado enorme preocupa-
¢ao na produgao bovina é o uso de antibiéticos, pois a aplicagdo destes nos
sistemas de produgéo animal incentivou o0 aumento da abundéancia de genes
de resisténcia antimicrobiana em ambientes agricolas, sendo, portanto, uma
ameaca atual para a saude humana e animal.

Em um estudo realizado por Auffret et al. (2017a), foi examinada a influéncia
da dieta no resistoma (colecao de todos os genes de resisténcia a antibié-
ticos identificados em um dado metagenoma) ruminal e na abundancia de
genes de patogenicidade. Os animais utilizados no estudo foram bovinos de
corte livres de antibidticos em duas dietas diferentes, consistindo em dife-
rentes niveis de concentrado. Mais de 200 genes associados a resisténcia
antimicrobiana (Antimicrobial Resistant Gene - ARG) foram detectados em
um conjunto de 4.966 genes obtidos de dados metagenémicos. Os resulta-
dos mostraram maior diversidade e abundancia desses genes em animais
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alimentados com nivel mais alto de concentrado do que em animais com ni-
veis mais baixos de concentrado. Estes resultados sugerem que, ndo apenas
a dieta afeta o ecossistema microbiano, como também tem o potencial de
afetar a resisténcia antimicrobiana no intestino.

Também no ano de 2017, Thomas e colaboradores analisaram o microbioma
do trato gastrointestinal (TGI) e o resistoma de novilhos cruzados Simental
X Angus confinados que receberam na ragdo os antibioéticos monensina e
tilosina. A monensina € um ionéforo amplamente utilizado na industria de con-
finamento para aumentar a producgéo. Este aditivo reduz o consumo médio de
ragdo e aumenta o ganho de peso ao aumentar a produ¢ao de acido propidni-
€O no rumen, resultando em maior eficiéncia energética. A tilosina também é
um agente antimicrobiano que atua contra bactérias gram-positivas, apresen-
tando como principal funcéo a reducao da incidéncia de abscessos hepaticos
quando os novilhos sédo alimentados na fase de acabamento com uma dieta
rica em carboidratos de fermentagéo rapida. Segundo os autores, no rumen o
uso destes aditivos antimicrobianos foi inversamente associado a diversidade
e riqueza de espécies. Pesquisas anteriores também mostraram que a mo-
nensina diminuiu a diversidade bacteriana no rumen, tanto in vitro quanto in
vivo (Johnson et al., 2009; Schéaren et al., 2017).

Ao contrario dos resultados observados no rimen por Thomas et al. (2017), a
populagao microbiana em amostras de célon e ceco apresentou diversidade
semelhante para ambos os grupos, de tratamento e controle. Isso sugere
que os aditivos antibiéticos para ragdes tiveram efeito limitado na microbiota
intestinal distal de novilhos. Os resultados obtidos estdo de acordo com os
dados obtidos em vacas holandesas em lactagéo, nos quais a monensina
néo alterou o nivel de sequéncias do gene bacteriano16S rRNA associadas
a biblioteca derivada do célon (McGarvey et al., 2010). Uma razao primaria
pode ser que a monensina é ativamente absorvida do rimen, metabolizada
no figado e excretada pela bile, sendo que menos de 10% da monensina ndo
metabolizada atinge o intestino distal (Herberg et al., 1978).

Os autores observaram uma menor propor¢ao de bactérias do filo Firmicutes
(0,20) no rumen dos novilhos que receberam os antibiéticos quando compa-
rada com a proporgao de bactérias do filo Bacteroidetes (0,26). Essa mudan-
¢a na proporgao esta de acordo com a atividade da monensina e da tilosina,
que inibe o crescimento de Firmicutes gram-positivos. A propor¢ao observada
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neste estudo foi inferior as observadas em outros estudos dietéticos, que
analisaram o padrao microbiano no rimen (Khafipour et al., 2009; Fernando
et al., 2010). Isso pode ser devido a diferenga na quantidade de concentrado
fornecido aos bovinos experimentais, pois os experimentos anteriores usa-
ram uma proporgao menor de concentrados (< 80%) na dieta e, portanto, a
mudanga na dinamica microbiana poderia ser menos pronunciada do que no
presente estudo (Thomas et al., 2017).

Em nivel de género, Prevotella foi 0 género mais comum no rimen e 0 segun-
do género mais abundante no ceco e célon. Estes resultados estdo de acordo
com varios estudos que descreveram o Prevotella como o membro do filo
Bacteroidetes mais abundante encontrado no rumen (Fernando et al., 2010;
Jami & Mizrahi, 2012; Henderson et al., 2015; Mao et al., 2015). Além disso,
a proporg¢ao de Prevotella no rimen pode aumentar em até 10 vezes em bo-
vinos alimentados com gréos quando comparados com animais alimentados
com forragem (Weimer et al., 2008; Fernando et al., 2010; Henderson et al.,
2015; Mao et al., 2015). A monensina e a tilosina reduziram a abundancia
do género Ruminococcus no rumen, podendo este fato ser benéfico para
bovinos que sdo mantidos com uma dieta rica em concentrado devido a dimi-
nuicao da producéo de acido lactico e ao risco associado de acidose. No en-
tanto, a redugdo na abundancia de bactérias dos géneros de Ruminococcus
e Lachnospira e da familia Erysipelotrichaceae em varios compartimentos
dos novilhos tratados pode impactar a capacidade de exclusao de patégenos
do TGI desses animais. Alguns estudos em humanos relataram que esses
téaxons sdo importantes na supressao do crescimento de patégenos entéricos
no intestino (Buffie & Pamer, 2013; Pamer, 2016).

Com relacéo ao resistoma, a analise funcional dos dados indicou que genes
envolvidos na desintoxicagao foram significativamente aumentados no rimen
de novilhos tratados com antibidticos. No entanto, os resultados ndo mostra-
ram diferencga significativa entre a presenga de ARGs na microbiota do TGl
e a administracdo dos aditivos. Uma vez que a duragao total do tratamento
foi de apenas 74 dias, o perfil de ARGs pode ndo ser uma representagao do
efeito de longo prazo de tais aditivos.

Devido a falta de conhecimento sobre microbiomas em interfaces ambientais
entre sistemas de producao animal e ambientes urbanos, Zaheer et al. (2019)
realizaram uma analise comparativa de microbiotas e de resistomas de me-
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tagenomas em 12 amostras fecais compostas (Composite Fecal - FC) cole-
tadas de bovinos confinados em quatro confinamentos em Alberta, Canada;
13 amostras de agua de bacias hidrograficas adjacentes (Catchment Basins
- CB); quatro amostras de solo de campos na vizinhanga de um dos confina-
mentos; e, em seis amostras de afluentes de esgoto urbano (Sewage Influent
- Sl) de dois municipios. Os resultados mostraram maior prevaléncia do filo
Firmicutes (40%) em amostras FC, enquanto o filo Proteobacteria foi mais
abundante em CB (64%), solo (60%) e em Sl (83%).

Entre os tipos de amostras, Sl apresentou a maior diversidade de ARGs e
classes de resisténcia a metais e biocidas (13 e 15, respectivamente), se-
guido por FC (10 e 8, respectivamente), CB (8 e 4, respectivamente) e solo
(6 e 1, respectivamente). A maior abundancia de ARGs foi encontrada em
FC, enquanto as amostras de solo apresentaram um resistoma muito pe-
queno, mas unico, que nao se sobrepds aos resistomas das amostras FC
e CB. Consistente com o uso de antimicrobianos, genes de resisténcia a
tetraciclina e macrolideo foram predominantes no sistema de produgao de
carne bovina. Os também autores observaram uma divergéncia crescente na
natureza dos microbiomas e dos resistomas conforme a distancia do confina-
mento aumentou. Um dos confinamentos contribuiu com amostras de baias
convencionais (animais criados com antibiéticos) e naturais (animais criados
sem antibidticos) e, embora as amostras das baias naturais tenham exibido
uma composi¢ao de microbiota semelhante as amostras das baias conven-
cionais, seu resistoma foi menos complexo. O resistoma das amostras Sl
foi indicativo de classes de drogas usadas em humanos e continha determi-
nantes de resisténcia a 3-lactama, macrolideo, tetraciclina, aminoglicosideo,
fluoroquinolona e fosfomicina. A maior abundéncia de resisténcia ao mercurio
neste resistoma pode estar associada a contaminagdo da agua municipal
com produtos domésticos e industriais (Zaheer et al., 2019).

Curiosamente, um estudo realizado recentemente sobre a microbiota intestinal
humana sugere que mesmo compostos nao antibiéticos, como os anti-inflama-
térios, podem alterar a microbiota intestinal. Verificou-se que os mecanismos de
resisténcia a antibidticos e drogas utilizadas em terapia-alvo ou em farmacos
direcionados (comum em tratamentos de cancer) se sobrepdem em certo nivel
(Maier et al., 2018). Tal verificagdo abre caminho para se investigar se também
ha impacto de compostos nao antibiéticos na microbiota intestinal de bovinos.
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Estratégias nanotecnologicas para
manipular o microbioma ruminal

Nanotecnologia e nanoparticulas

A nanotecnologia consiste na habilidade de manipular atomo por atomo na
escala compreendida entre 0,1 nm e 100 nm, com o intuito de buscar uma
nova organizagao estrutural para diversos materiais ja conhecidos comer-
cialmente, permitindo, assim, o desenvolvimento de novas aplicagdes para o
material original (Oliveira, 2009).

Estudos em nanoescala ou escala nanométrica (10° m) sdo importantes,
posto que as propriedades fisico-quimicas dos materiais tendem a ser dife-
rentes das propriedades do mesmo material em escala micrométrica, devido
ao aparecimento de efeitos quanticos de tamanho e de fendbmenos de su-
perficie. Assim, um elemento quando reduzido a escala nanométrica pode
apresentar propriedades eletrénicas, mecanicas, térmicas e opticas diversas,
quando comparado com seu estado natural (estendido), e aumento da sua
area superficial, devido ao aumento significativo da quantidade de atomos
superficiais quando comparado com o volume total da particula, modificando,
assim, sua reatividade quimica e sua funcionalidade (Martinez & Alves, 2013;
Loos, 2014).

O aumento da razao entre a area de superficie e o volume permite que as
nanoparticulas sejam mais versateis, seja como uma unidade funcional unica
ou como um transportador para unidades funcionais que podem ser aderidas
as suas superficies ou encapsuladas no seu interior (Figura 4).

Estas propriedades Unicas que os materiais apresentam em nanoescala séo
extremamente importantes para a pesquisa cientifica, visto que oferecem
uma vasta gama de oportunidades para o desenvolvimento de novas apli-
cagoes, novos materiais e de novas tecnologias. Além disso, o aumento da
area superficial das particulas permite que menos material seja utilizado na
sintese de um produto, gerando, desta forma, beneficios para o meio ambien-
te, com a preservagao de recursos naturais, como agua e energia, € para a
economia, com a redugéo dos custos de producao (Shatkin, 2013).
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ACAO DAS NANOPARTICULAS

A B C

Figura 4. Representacdo esquematica dos trés mecanismos basicos de acédo das
nanoparticulas. As nanoparticulas podem servir como a unidade funcional (A), mas
também podem atuar como um veiculo de entrega para materiais conjugados a sua
superficie (B) ou para materiais encapsulados no seu interior (C). Adaptado de Hill e
Li, 2017.

Assim, desde que se tornou possivel compreender, modificar e controlar a
matéria em escala nanométrica é cada vez mais crescente o numero de pro-
dutos nanotecnoldgicos desenvolvidos e disponibilizados em varias areas,
como na industria médica, farmacéutica, de higiene e beleza, gestdo am-
biental, nutricdo mineral, reproducéo, conservagéo de alimentos, agricultura,
engenharia, aparelhos eletrénicos, e outras (Swain et al., 2015).

Tipos de nanomateriais

Com base em suas propriedades quimicas, as nanoparticulas podem ser
classificadas em trés grandes grupos: as nanoparticulas inorganicas, as or-
ganicas e as hibridas. No grupo das inorgénicas, destacam-se os 6xidos me-
talicos, como diodxido de titanio, um corante de ragdo que pode ser usado em
embalagens como uma barreira aos raios ultravioleta; nanomineirais como
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oxido de zinco, 6xido de ferro e selénio; as nanoparticulas dos metais de
transicdo, como o ouro e a prata; e os pontos quanticos compostos, princi-
palmente, por cadmio e selénio. Além destes, outros exemplos da introdugéo
de nanomateriais na industria de ragées e embalagens envolve o uso de
plaquetas de nanoargila, minerais como diéxido de silicio, nanoparticulas de
célcio, magnésio e prata, usados, principalmente, para purificagao de agua e
em embalagens antimicrobianas (Bunglavan et al., 2014; Costa, 2015).

No grupo das organicas, as principais representantes sdo as nanoparticulas
formadas pelos atomos de carbono, como o fulereno, os grafenos e as na-
nofibras de carbono, além de proteinas, moléculas de gordura e polissacari-
deos, que sao incorporadas nas ragdes como sistemas de encapsulamento,
denominados de micelas e lipossomas. Estas nanoestruturas podem ser al-
gumas vezes referidas como nanocapsulas quando usadas como veiculos
para o transporte de nutrientes ou produtos farmacéuticos essenciais para o
trato gastrointestinal ou a corrente sanguinea, tanto em animais quanto em
humanos (Gopi et al., 2017).

Outro termo comumente empregado sdo as nanoemulsdes, que também po-
dem estabilizar e fornecer os componentes ativos, encapsulando os ingre-
dientes funcionais da alimentacdo na interface fisico-quimica 6leo/agua ou
em uma fase continua. Nanocaspulas ou nanoemulsdes sdo, entdo, meios
mais eficazes de alterar a funcionalidade de dietas com o objetivo de se obter
melhor aproveitamento dos nutrientes que as compdem. Além disso, ingre-
dientes muitas vezes insoluveis em diluicbes comumente utilizadas podem
ter solubilidade aumentada pelas nanoemulsdes (Gopi et al., 2017).

As vantagens esperadas para os ingredientes nanoencapsulados sdo melhor
biodisponibilidade, redugao na concentragdo aplicada e interagdo mais esta-
vel com outros componentes. Lembrando que estas caracteristicas estao di-
retamente relacionadas a maior area superficial e tamanho das nanoestrutu-
ras, favorecendo maior interagdo destas com as células e os tecidos. Devido
a aplicagao de doses em menor concentragdo, os ingredientes nanoencap-
sulados também podem ser usados como alternativa ao uso de antibiéticos
como promotores de crescimento, para eliminar residuos de antibiéticos nos
produtos de origem animal e para reduzir contaminagao ambiental, além de
gerar produtos de origem animal livres de contaminantes (Hill & Li, 2017).
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Ja os nanomateriais hibridos sdo formados por dois tipos de nanocomponen-
tes com fungdes complementares ou coesas entre si, como por exemplo, a
conjugagao de biomoléculas a nanoparticulas metalicas e a associagéo de
nanomoléculas organicas com matrizes nanopoliméricas com a finalidade de
melhorar propriedades térmicas, mecanicas e 6pticas (Costa, 2015).

Nanotecnologia e nutrigao animal

No que diz respeito aos animais, as principais aplicagbes de nanomateriais
residem na administragdo de nutrientes, minerais, suplementos, probioticos
e medicamentos; diagndstico e tratamento de doencgas; segurancga alimentar;
biocidas; nanopurificacao e criopreservagcao de esperma; e uso de imunos-
sensores hormonais no manejo da reprodugéo (Gopi et al., 2017; Hill & Li,
2017).

Na nutricdo animal, a aplicagdo da nanotecnologia é observada, principal-
mente, na forma de nanominerais (Thulasi et al., 2013, Bunglavan et al.,
2014, Swain et al., 2015). Neste caso, a escala nanométrica (10° m) é ex-
tremamente importante, pois com este tamanho a absor¢do de minerais au-
menta, reduzindo, assim, o efeito antagdnico entre os cations bivalentes. As
interagcdes antagOnicas sao frequentemente expressas como uma inibigao
mutua da absorcao pelo trato intestinal (Henry & Miles, 2000).

Alguns estudos mostraram que nanoparticulas de elementos minerais apre-
sentam maior biodisponibilidade, devido a maior area superficial especifica,
maior atividade superficial, alta eficiéncia catalitica e maior capacidade de
adsorgao quando comparadas com microparticulas, que apresentam diame-
tro bem maior (10 m) do que a nanoescala (Albanese, 2012; Rajendran et
al., 2013). Desta maneira, as propriedades intrinsecas dos nanominerais sao
determinadas, principalmente, pelo tamanho, forma, composic¢éo, estrutura
cristalina e morfologia (Guisbiers, 2012). Eles s&o estaveis mesmo sob alta
temperatura e pressdo e podem ser facilmente transportados, absorvidos
pelo trato gastrointestinal e utilizados pelos animais (Swain et al., 2016).

Os minerais nanoparticulados, geralmente, apresentam efeitos significativos
mesmo em doses mais baixas do que aquelas recomendadas pelos fabrican-
tes para o uso de fontes minerais convencionais. Além disso, apresentam
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efeitos antibacterianos e de promotores de crescimento mais significativos
do que os convencionais, podendo alterar o padrao de fermentagao ruminal
quando sao adicionados a ra¢ao animal (Swain et al., 2016).

Trabalhos mostram que o uso de nanominerais, como nano-selénio (na-
no-Se), nano-cromo (nano-Cr,0,) ou nano-zinco (nZnO) pode melhorar os
parametros de produgao animal, a saude dos rebanhos e a qualidade dos
produtos obtidos a partir deles. Varias pesquisas tém comprovado que os
nanominerais apresentam melhores resultados quando comparados com os
sais inorganicos e quelatos desses elementos, que sdo, usualmente, utiliza-
dos em larga escala na industria de nutricdo animal (Konkol & Wojnarowski,
2018).

Melhores resultados da aplicacdo de nanominerais estdo relacionados com
a maior interagdo das nanoparticulas com outras substancias organicas e
inorganicas devido a maior area superficial de contato. Nanoparticulas de
oxido de zinco (nZnO), por exemplo, tem efeitos adversos minimos nas cé-
lulas quando comparadas com sua forma particulada ou idnica (Zn) (Swain
et al., 2016). Chen et al. (2011) estudaram o impacto da suplementagao in
vitro com nZnO no padrédo de fermentagdo ruminal de bovinos. Os autores
relataram que a suplementagdo com estas nanoparticulas melhorou o cresci-
mento de microrganismos ruminais, aumentou a sintese proteica microbiana
e a eficiéncia de utilizagdo de energia na fase inicial da incubagéo (6 a 12
horas). Segundo Arelovich et al. (2000), o efeito do zinco nos microrganismos
pode ser semelhante ao dos ionoéforos, pois no rimen, a proporgéo de acido
propiénico € aumentada pela inibicdo da atividade de certas bactérias gram-
negativas e microrganismos produtores de hidrogénio. Assim, o nZnO pode
causar alteragdes na microbiota ruminal de bovinos, afetando a formacéao de
AGCCs.

Com o uso cada vez mais diversificado de nanomateriais, criou-se uma enor-
me demanda por desenvolvimento de métodos mais eficazes e sensiveis
para sintetizar as nanoparticulas desejadas. Dessa forma, a producdo de
nanomateriais em nivel laboratorial pode ser realizada por métodos fisicos,
quimicos ou bioldgicos. Os métodos quimicos sdo os mais utilizados para a
nutricdo animal, por ser mais barato e por consumir menos tempo para sua
fabricacéo, sendo esta caracteristica particularmente importante para produ-
¢éo em escala de aditivos alimentares (Swain et al., 2015).
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Um dos objetivos da nutrigdo de ruminantes € reduzir a produgdo de CH,
entérico, sem causar efeitos adversos sobre a digestibilidade, a saude do ani-
mal e a produtividade dos rebanhos. Além disso, para obteng¢éo de melhorias
na produg¢ao da biomassa microbiana ruminal € no nivel de antioxidantes dos
animais é fundamental o suprimento adequado de nutrientes e de minerais
nas dietas (Riazi et al., 2019). Neste sentido, Riazi et al. (2019) estudaram os
efeitos do nZnO na fermentag&o ruminal, liberagéo de CH,, capacidade antio-
xidante total (CAT) e na producéo de biomassa microbiana (PBM), por meio
de uma técnica de producédo de gas in vitro. Os tratamentos incluiram uma
dieta controle e dietas contendo 20, 40 ou 60 mg de Zn suplementar (como
Zn0O ou nZnO) por kg de matéria seca (MS). Como resultado, a suplementa-
¢ao de 20 mg de Zn como nZnO, semelhante ao ZnO, diminuiu a produgao
de CH, e a quantidade de protozoarios; melhorou os parametros CAT, PBM,
digestibilidade e substrato verdadeiramente degradado (SVD).

Em comparagao com o tratamento controle, a adi¢ao de Zn suplementar nao
apresentou efeitos significativos sobre o fator de partigéo, eficiéncia de PBM,
pH e N-aménia (P > 0,05). As dietas contendo 40 e 60 mg de Zn suplementar,
como nZnO ou ZnO, ndo apresentaram vantagem sobre a dieta contendo 20
mg de Zn em termos de declinio de CH, e incrementos de CAT, SVD e PBM.
No geral, 0 nZnO né&o teve efeito adverso na fermentagéo ruminal in vitro. A
adicao de 20 mg de Zn na forma de nZnO por kg de MS da dieta foi suficiente
para melhorar a fermentag&o ruminal in vitro em termos de liberagéo de CH,,
CAT e PBM. Desta forma, os autores nao recomendam o uso de niveis suple-
mentares mais altos do que 20 mg/kg MS de Zn (Riazi et al., 2019).

Outro exemplo vem do estudo de Shi et al. (2011), que demonstraram que
a suplementagao do nanomineral selénio (nano-Se) na dieta basal de ove-
Ihas melhorou a fermentacao ruminal e a utilizagdo da racéao, alterando o
padrao de fermentagédo ruminal de acetato para propionato e aumentando
a concentragdo ruminal de AGCC. Adicionalmente, a suplementacgao de
selénio (Se) também pode melhorar a eficiéncia do sistema antioxidante,
melhorar a resisténcia a doengas e a qualidade nutricional do produto
final. Os autores verificaram que o pH ruminal médio ficou na faixa ideal
para a atividade bacteriana celulolitica e que a populagdo microbiana ru-
minal incremental com a suplementagdo de nano-Se aumentou a utiliza-
¢ao de N de ambnia.
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A absorcgéo intestinal de Se em ruminantes é semelhante a de monogastricos
e as formas administradas de selenito, selenato e selenometionina (SeMet)
sédo absorvidas por mecanismos diversos. Pouco do Se elementar é absor-
vido no intestino devido a sua baixa solubilidade e, portanto, passa a ser
excretado nessa forma pelas fezes (Gierus, 2007). Em trabalho realizado
anteriormente, Kim et al. (1997) verificaram que a administragdo de SeMet
aumentou a producgao in vitro de AGCCs pela microbiota ruminal, entretanto,
os efeitos do selenito e do Se elementar sobre as quantidades crescentes
desses acidos nao foram significativos. A taxa de fermentagao foi mais rapida
na presenca de SeMet quando comparado ao selénio e selenito; o platd de
fermentagdo do SeMet foi atingido dentro de 30 horas, enquanto nas outras
duas formas minerais o platé de fermentag&o nao foi atingido até pelo menos
36 horas. A proporg¢ao de acetato:propionato:butirato foi diferente de acordo
com a fonte de selénio, sendo que na presenga de SeMet, foi observado o
aumento da proporgéo de acetato, o que pode ser explicado pela provavel
utilizacdo de SeMet pelas bactérias do rimen como fonte de energia (Kim et
al., 1997).

Com relagéo a entrega de nutrientes, uma estratégia semelhante a que foi
aplicada por Haham et al. (2012) em humanos poderia ser investigada para
auxiliar o desmame de bezerros, que € um periodo sensivel para os animais,
pois seus sistemas digestivo e imunolodgico ainda estdo em fase de amadu-
recimento (Hill & Li, 2017). Micelas de caseinas podem ser manipuladas para
incorporar nutrientes hidrofébicos como veiculo nano-capsular natural para
nutracéuticos em humanos. Essas micelas sao nanoparticulas de ocorrén-
cia natural no leite, no qual as fosfoproteinas de caseina constituem, aproxi-
madamente, 80% do perfil proteico do leite de vaca. Algumas isoformas de
caseina se agrupam em torno de moléculas de calcio, proteinas e outros nu-
trientes para permitir o transporte da mae para o filho. Desta forma, Haham et
al. (2012) administraram vitamina D em voluntarios dentro dessas nanoparti-
culas de caseina, aumentando, assim, a biodisponibilidade desta vitamina in
vivo, pois as particulas de caseina sofrem clivagem proteolitica no estbmago,
liberando a vitamina encapsulada.

Na auséncia de leite da mae, bezerros desmamados precisam se adaptar a
uma dieta de carboidratos complexos e suporte imunolégico reduzido. Esta é
uma etapa importante ndao apenas por razées de bem-estar animal, mas tam-
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bém do ponto de vista da produgao, pois animais desmamados que mantém
suas taxas de crescimento durante o processo de desmame sdo mais sauda-
veis e mais pesados ao abate. Portanto, nanoparticulas projetadas para a en-
trega de nutrientes poderao facilitar a suplementagao e impulsionar as taxas
de crescimento de bovinos, aumentando a biodisponibilidade de nutrientes
especificos (Hill & Li, 2017).

A administragao oral de nutrientes adicionais para bovinos por meio da dieta
traz desafios inerentes que devem ser considerados ao projetar uma nano-
particula transportadora. Como ja mencionado, cada compartimento do trato
gastrointestinal dos ruminantes apresenta um ambiente Unico que inclui seu
préprio complemento de enzimas e nivel de pH especifico. Assim, as nano-
particulas devem ser capazes de superar esses obstaculos para entregar sua
carga nutricional no local apropriado (Ban et al., 2015). Neste sentido, Akbari
e Wu (2016) analisaram nanoparticulas feitas a partir da proteina cruciferina
da canola e demonstraram que essas nanoparticulas podem ser utilizadas
para encapsular compostos bioativos hidrofébicos e hidrofilicos, protegé-los
de um ambiente estomacal simulado e libera-los em um ambiente intestinal
simulado.

Depois que os nutrientes sao liberados das nanoparticulas, eles devem atin-
gir o epitélio intestinal e cumprir sua fungdo como se tivessem se originado
da ragdo. Em seguida, as nanoparticulas devem ser absorvidas, degradadas
e/ou removidas do corpo, ndo podendo permanecer no intestino, pois o acu-
mulo podera impedir a absorgao de outros nutrientes no lumen. Dependendo
do tipo de nanoparticula, a absorgao celular pode nao ser preferida na in-
dustria de producao animal, onde a seguranca alimentar deve ser considera-
da. Desta forma, antes de serem disponibilizadas no mercado ainda ha um
longo caminho cientifico a percorrer, pois ha necessidade do desenvolvimen-
to de pesquisas que visem avaliar a agdo das nanoparticulas na entrega dos
nutrientes, os seus efeitos e quaisquer consequéncias biologicas indeseja-
veis, como por exemplo, citotoxicidade (Hill & Li, 2017).

De acordo com Hill e Li (2017), embora a entrega de nutrientes em nanoes-
cala possa ocorrer naturalmente ou sinteticamente, as nanoparticulas podem
estabilizar compostos bioativos e auxiliar na absorgéo celular. Adicionar um
componente bioativo diretamente a racdo acarreta um risco de degradacao
e inacessibilidade que pode ser combatido por meios nanotecnolégicos. O
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pequeno tamanho das nanoparticulas garante um maior nivel de biodispo-
nibilidade em comparagao com as microparticulas, principalmente, no trato
digestivo, uma vez que as nanoparticulas podem passar mais facilmente pela
mucosa intestinal. Huang et al. (2009) usaram carbonato de calcio e citrato
de calcio em nano e microescalas para testar as diferengas de biodisponibili-
dade medindo as densidades minerais 6sseas de camundongos. Os animais
que receberam os dois compostos de calcio em nanoescala apresentaram os
0ss0s mais densos em comparagdo com os camundongos dos grupos con-
trole e dos que receberam os compostos de calcio em microescala.

As nanoparticulas também podem representar uma alternativa viavel ao uso
de antibioticos nos sistemas de produgéo e podem ajudar a impedir a entrada
de patégenos nos locais de criagdo extensiva de animais. Nanoparticulas
metalicas com cargas positivas liquidas sédo atraidas para membranas bacte-
rianas carregadas negativamente, resultando em vazamento e lise bacteriana
(Gahlawat et al., 2016). Kim et al. (2007) avaliaram a atividade antimicrobia-
na de nanoparticulas de prata (NPsAg) contra levedura isolada de um caso
de mastite bovina, a cepa O157: H7 de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Como resultados, levedura e a E. coli foram inibidas em baixa con-
centragao de NPsAg, enquanto os efeitos inibidores do crescimento em S.
aureus foram moderados, sugerindo que estas nanoparticulas podem ser
utilizadas como inibidores de crescimento eficazes para varios microrganis-
mos, tornando-as aplicaveis a diferentes dispositivos médicos e sistemas de
controle antimicrobiano.

Nanoparticulas de cobre também podem ser adicionadas a racéo por sua
capacidade de promover o crescimento e o desempenho dos animais, além
de suas propriedades antimicrobianas. No entanto, concentragbes excessi-
vas podem causar modificagdes no rumen, podendo afetar adversamente
populagdes microbianas, a digestibilidade de nutrientes e os produtos da fer-
mentagao (Hill & Li, 2017).

Rai e colaboradores em 2009 propuseram pela primeira vez o uso do ter-
mo miconanotecnologia para se referir a fabricagdo de nanoparticulas me-
talicas por fungos e sua posterior aplicagdo no desenvolvimento de novas
tecnologias. Assim, a miconanotecnologia € uma nova e interessante ciéncia
interdisciplinar aplicada que apresenta um potencial consideravel, devido a
diversidade de fungos que existem na natureza e a ampla gama de enzimas
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que estes microrganismos produzem. De acordo com estes autores, grande
parte da pesquisa disponivel na literatura sobre a biossintese extracelular
fungica de nanoparticulas metalicas foi realizada com prata, tendo sido al-
cangada em culturas de Aspergillus fumigatus (Bhainsa & D’Souza, 2006);
Aspergillus niger (Gade et al., 2008); Fusarium semitectum (Basavaraja et
al., 2007); Fusarium acuminatum (Ingle et al., 2008); Trichoderma asperellum
(Mukherjee et al., 2008); Penicillium (Sadowski et al., 2008); entre outras.

Em alguns estudos, também foi investigada a potencial atividade antibac-
teriana de nanoparticulas de prata derivadas de fungos. Gade et al. (2008)
consideraram a bioatividade de nanoparticulas de prata de cerca de 20 nm
produzidas por Aspergillus niger. Eles testaram o efeito antibacteriano de
particulas esféricas contra uma variedade de bactérias e relataram atividade
maxima contra Staphylococcus aureus e atividade minima contra Escherichia
coli. No mesmo ano, Ingle et al. (2008) também investigaram as propriedades
antibacterianas de particulas esféricas de prata entre 5 nm a 40 nm produzi-
das por Fusarium acuminatum e verificaram que essas nanoparticulas foram
eficazes contra varias bactérias patogénicas humanas, como Staphlyococcus
epidermis, Staphlyococcus aureus, Salmonella typhi e Escherichia coli.

Embora, muitas areas industriais, como produgao e processamento de ali-
mentos, de enzimas exégenas, de produtos farmacéuticos e suplementos
alimentares, utilizem biomassa fungica nos seus processos por meio de pro-
cedimentos de manuseio deste tipo de material ja bem estabelecidos, ainda
ha uma série de desafios que precisam ser enfrentados antes que o potencial
da miconanotecnologia possa ser totalmente avaliado. As pesquisas realiza-
das até o momento indicam que pode haver uma série de diferentes tipos de
agentes redutores envolvidos no mecanismo de biossintese de nanoparticulas
metdlicas, podendo também afetar as formas finais e o tamanho das nano-
particulas. Ainda ha necessidade de estudos para elucidar os mecanismos
especificos envolvidos na formagao de nanoparticulas e para determinar se
as mesmas ou diferentes vias metabdlicas sao usadas por fungos de espécies
diferentes para sintetizar metais diferentes. Além disso, para que a sintese
fungica de nanoparticulas se torne comercialmente viavel, também sera ne-
cessario desenvolver métodos para otimizar as concentragdes, os tamanhos e
as formas das nanoparticulas, e técnicas de recuperagéo de baixo custo para
separar as particulas metalicas do micélio fungico (Rai et al., 2009).
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Entre os diversos materiais nanoestruturados utilizados como agentes anti-
microbianos, o ZnO vem recebendo cada vez mais atengcdo nao sé devido
a sua excelente eficiéncia bactericida e fungicida, mas também por ndo ser
classificado como um metal pesado, como é o caso da prata. Além de ser um
material que apresenta baixissima toxicidade aos seres humanos, animais e
meio ambiente, é seguro e biocompativel (Liu et al., 2009), permitindo, assim,
seu uso como agente ativo em medicamentos (Talebian & Zavvare, 2013).

Na forma de nanoparticulas, o ZnO é efetivo no controle de uma grande
quantidade de microrganismos, pois apresenta a capacidade de alterar os
componentes da membrana celular bacteriana, distorcendo-a e rompendo-a,
o que leva a perda do componente intracelular e a consequente morte do
microrganismo (Bell, 2014). Por esta razdo, nZnO vem sendo cada vez mais
estudadas e utilizadas em aplicagdes nas quais propriedades antibacterianas
sao requeridas, podendo ser aplicadas para controlar o desenvolvimento de
bactérias resistentes a antibioticos, na desinfecgéo de aguas para o consumo
humano e até mesmo em produtos comerciais que, atualmente, usam a prata
como bactericida (Porto et al., 2017).

Muitos relatérios mostraram evidéncias de que probidticos e algumas nano-
particulas podem ser melhores alternativas para promogéao do crescimento
animal e a antimicrobianos. No entanto, Hill e Li (2017), explicaram que, ape-
sar da expansao da resisténcia aos antibiéticos nas bactérias, estes ainda
nao se tornaram totalmente ineficazes contra elas. Também comentam neste
trabalho, que a administracao e eficacia dos antibidticos poderiam ser melho-
radas pelo uso de nanoestruturas, diminuindo potencialmente a dosagem de
antibidticos necessaria para o tratamento.

A inclusdo de nanomateriais na alimentagdo dos animais ou na agua pode
beneficiar a qualidade do produto obtido, bem como o ciclo de produgao.
Como exemplo pode ser citada a adigao de nanoparticulas de cromo a ragao
de aves. Estas nanoparticulas ndo apenas afetaram positivamente o conteu-
do de proteina dos musculos da mama e da coxa enquanto, simultaneamen-
te, baixaram o colesterol, mas também aumentaram o ganho médio diario e
a eficiéncia alimentar dos frangos do grupo experimental alimentados com
500 ug/kg de Cr®* (Zha et al., 2009). As implicagbes desses resultados sdo
ciclos de produgao mais curtos para carne de melhor qualidade com menos
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necessidade de ragéo para que os frangos atinjam o peso de mercado (Hill
& Li, 2017).

Da mesma forma, Wang e Xu (2004) demonstraram que quando suinos em
terminacéao destinados ao mercado receberam nanoparticulas de cromo (200
pg/kg) na ragéao, eles apresentaram 14% mais carne magra no abate do que
os suinos do grupo controle que foram alimentados com uma dieta basica
de farelo de milho e soja. Um aumento na massa muscular esquelética e
uma melhor qualidade da carne suina também foram alcangados com efeitos
semelhantes quando animais em terminagao foram alimentados com suple-
mentos de nanoparticulas de quitosana carregados com cromo (Wang et al.,
2014).

Tais colocacbes dao a dimensao da importancia das aplicagdes de ferramen-
tas nanotecnodlogicas na nutrigdo animal, que é crescente a medida que os
desafios para aumentar a produtividade exigem solu¢cdes mais audaciosas
para problemas cada vez mais complexos. E, embora esta tecnologia apre-
sente promessas impactantes para uma melhor produgao bovina, os estudos
relacionados a modificagdo da fermentagdo ruminal em bovinos ainda sao
bastante limitados (Fraceto et al., 2016).

Consideracoes finais

O ecossistema microbiano do rumen é diverso e complexo, consistindo em
microrganismos de diferentes espécies que trabalham simbioticamente para
decompor a biomassa vegetal consumida pelos ruminantes. Conforme abor-
dado ao longo desta revisédo, esses animais dependem exclusivamente de
sua microbiota para seu metabolismo diario. Esta microbiota controla a efi-
ciéncia da produgao animal, por meio de certas vias metabdlicas, como por
exemplo, as vias associadas a producao de acidos graxos de cadeia curta e
de metano, resultando em perda de energia pelo animal e liberagdo de gases
de efeito estufa no meio ambiente. Desta forma, o microbioma ruminal pode
afetar a qualidade do produto final (leite e carne) e a produtividade animal,
mas também pode contribuir para o0 aumento da poluicdo ambiental.

Aidentificagdo de quais microrganismos existem no rimen e qual a fungéo que
exercem pode ser realizada por meio de técnicas baseadas em sequenciamen-
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to de alto desempenho. Os resultados gerados por estas ferramentas séo fun-
damentais para o fornecimento de condi¢des necessarias ao melhor aproveita-
mento do processo de digestdo, gerando, assim, sistemas de produgdo mais
eficientes. Além disso, estas tecnologias permitem a prospecgéo de microrga-
nismos ainda nao descritos, bem como novas e diferentes moléculas antimicro-
bianas que poderéo ser utilizadas nas mais diferentes abordagens, inclusive
na formulagao de novos aditivos e medicamentos. Entretanto, ainda existe um
longo caminho a ser percorrido para que possamos entender este microbioma
complexo e sua real fungéo na fisiologia ruminal e no desempenho animal.

Embora o desenvolvimento das metodologias de sequenciamento de nova
geragado e de ferramentas de bioinformatica tenham aumentado nosso co-
nhecimento sobre o microbioma ruminal, existe uma preocupagéao da comu-
nidade cientifica de que essas revolugdes tecnoldgicas estejam facilitando
a catalogacdo de populagbes microbianas ruminais, em vez de gerar uma
compreenséo mais ampla de suas fungdes sobre a fisiologia e 0 metabolismo
ruminal. Para atender este objetivo, é importante considerar abordagens que
permitam avaliar o microbioma do rimen de forma mais abrangente, ja que
muitos dos estudos recentes focaram apenas nas populagdes de bactérias
e arqueias e ignoraram as populac¢des de eucariotos, bacteriéfagos e virus.

Nos ultimos anos, tem havido um numero crescente de estudos dedicados a
utilizacdo de nanominerais na nutricao animal com a possibilidade de melho-
rar a composigao, qualidade e a produtividade de produtos de origem animal,
além da preocupacgado em reduzir os impactos negativos desta produgdo. Até
o0 momento, muitos métodos foram desenvolvidos para melhorar a compo-
sicdo e a qualidade dos alimentos, no entanto, um dos mais baratos e mais
eficazes é o uso de aditivos alimentares para os animais de producao. Muitos
estudos tém demonstrado que nutrientes na forma de nanoparticulas podem
ser melhor absorvidos pelos animais, melhorando a qualidade dos produtos
obtidos.

As nanoparticulas ja estao disponiveis no mercado e, com o desenvolvimento
continuo de pesquisas, suas propriedades serdo otimizadas de forma mais
precisa para uma sele¢gao mais ampla de aplicagées. O uso da nanotecnolo-
gia na produgéo animal ainda esta em sua infancia, mas resultados encora-
jadores de estudos nutricionais, biocidas e reprodutivos estdo direcionando
outras investigacgoes.
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Acreditamos que a verdadeira compreenséo do ecossistema ruminal so sera
alcangada quando todos os aspectos relacionados a este microbioma forem
considerados. Assim, espera-se que a integragao de abordagens genémicas,
metagendmicas, nanotecnoldgicas e nutricionais permita uma visdo mais pro-
funda sobre a complexa rede de interagcéo existente entre os microrganismos
do rumen, o processo de fermentagcédo ruminal e o desempenho do animal
hospedeiro. Resultados obtidos com estudos integrados poderao auxiliar no
desenvolvimento de estratégias de alimentagdo mais eficientes, que visem
otimizar a taxa de absorg¢do de nutrientes e de minerais pelos ruminantes,
melhorar o desempenho e a produtividade animal e contribuir com a susten-
tabilidade ambiental nos sistemas de produgao de proteina animal.
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