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REGISTRO DE IMPACTO

Esperamos que este trabalho seja utilizado com ponto de partida e/ou auxilio
para a continuidade de estudos futuros sobre vitaminas do complexo B e
hidroximinerais para bovinos de corte, uma vez que os resultados aqui apresentados
mostraram melhora em alguns aspectos de interesse na nutricdo que podem levar a

melhora na eficiéncia de producéo de carne bovina.

We hope that this work will be used as a starting point and/or aid for the
continuation of studies on B vitamins and hydroxyminerals for beef cattle in the future,
since the results presented here showed improvements in some aspects of interest in
nutrition that can lead to improvements in beef production efficiency.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp® "L u

CERTIFICADO DE APROVAGAD

TIMULO DA TESE: WITAMINAS DO COMPLEXD B E HIDROXIMINERAIS COBRE E ZINCD PARA

BOVINGS NELORE CONFIMADOS ALIMENTADOSE COM DIETA DE BAIKD OU ALTD
AMIGD

AUTORA: MARIA CAROLINA GONCALVES DE ARRUDA
ORIENTADOR: OTAVIO RODRIGUES MACHADO NETO
COORIENTADOR: RODRIGO DE NAZARE SANTOS TORRES

Aprovada como parte das exigéncias para obtenco do Titulo de Doutora em Zootecnia, pela
Comiss3o Examinadora:

Frof. Or. OTAVID RODRIGUES MACHADD NETO (Particlpagan Vinual)
Departamento & Producad Animal ! FMVZ UNESP BEatucatu

LEnSsTar d1 T E-ENEE FEEE

“h DTl s e LT il ) AT
g i £, R A O BT
e W s B | B i iy I

Frofa Dra. PRISCILLA DUTRA TEIXEIRA (Paficipagao Virual)
Departamento de Zootegnla f Universidade Federal de Lavra (ULFA) - Lavras MG

e e il DAL
uh e Lok LY i T
a0 0 o
rreFger v bl Csrinkara i perda

Prof. Or. MATHEUS DENIZ (Parficipacan Virual)
Departamento Produgdo Animal & Medicing Veternana Preventtva | FMVZ UNESP Botucatu

el o s e A e i g B i

A THELIY TN
e 0 ) e i -0 B

wiel mpad wn b ips vl e i

Dr. GERMAN DARID RAMIREZ ZAMUDIC [Partkipacao Virual)
Uriversigas 52 530 PaulD - FZEA USP | PIrassunungarsr

TR i Oy
vl F AR LM R T

g Rk 3 HD PR N el R
e e W s el s

Prof. Dr. LUES ARTUR LOYOLA CHARDULO (Partclpagao Vinual)
Departamento de Melhoramento @ Nuirigdo Animal | FMVZ UNESP Bobucatu

Do, wmamr i § b |l s g Ul a0 =

.u-h LU AETLE | SFpLs A0 D
g LLL AL C B ER ha g N R s R

Jaboticabal, 01 de fevereiro de 2024

Fotwc b Bits o ool Sy el o i ekl - Lo, i el -
il e e’ P it | Rl el T 1 e
" iy Al e o~ el o W T S i e T a7



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

MARIA CAROLINA GONCALVES DE ARRUDA, nascida em 16 de maio de
1994. Graduada em zootecnia pela Universidade Estadual de Londrina (UEL) em 2017
sob orientacdo do Prof. Leandro das Dores Ferreira da Silva, realizou o estagio
curricular na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” campus de
Jaboticabal, onde deu inicio ao curso de mestrado pelo Programa de Pés-graduacéo
em Zootecnia em margo de 2018, na area de nutricdo de ruminantes, e foi bolsista
CAPES durante esse periodo sob orientacdo da Prof2 Jane Maria Bertocco Ezequiel,
finalizando o mestrado em fevereiro de 2020. Em marco de 2020 iniciou no doutorado
pelo mesmo programa, sob orientagéo do Prof. Otavio Rodrigues Machado Neto, onde
foi bolsista CAPES por 3 anos e deu continuidade aos estudos com nutricdo e

ruminantes.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar gostaria de agradecer a Deus, que me permitiu seguir mesmo
quando achei que nao conseguiria. Jamais teria chegado até aqui sem Ele.

AO0s meus pais, que me criaram com muita dedicagdo, me ensinaram virtudes,
me apoiaram e celebraram cada conquista até aqui.

Ao meu orientador, professor Otavio, pela oportunidade de ingressar em um
curso conceituado, pelos puxdes de orelha, por trabalhar e aprender com ele e sua
equipe.

Ao meu coorientador, Rodrigo, pela amizade, paciéncia e disponibilidade em
ajudar sempre.

A Josiane, pela oportunidade de tocar este projeto, confianca e todo apoio.

A empresa Trouw Nutrition, pela oportunidade e apoio para desenvolver esse
trabalho.

Aos colegas de trabalho que viraram grandes amigos ao longo desses anos
todos. Mateus Rossi, Matheus Parra, Jean, Lucas, Luiz Anténio, Richard, Isabela,
Flabiele, Hozane, Rafaela e lasmin. Obrigada pela amizade, pelas brincadeiras,
companheirismo, paciéncia e por todo esforco para me auxiliar e tornar esse projeto
possivel.

A todos os outros colegas de trabalho, que trabalharam arduamente para que
esse projeto fosse desenvolvido. Vocés foram indispensaveis para a realizacdo desse
trabalho. Sem vocés isso néo seria possivel.

Aos componentes da banca, que aceitaram fazer parte do meu processo de
obtencéao do titulo de doutorado e na melhoria desse projeto.

A CAPES pela concesséo da bolsa, pois sem esse apoio ndo seria possivel
chegar aqui.

A UNESP pela estrutura e oportunidade oferecida.

A todas as diversas pessoas que me auxiliaram de alguma forma (e foram
muitas), meu muito obrigada.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de

Financiamento 001.



SUMARIO
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS........cccoooevreeeereeeesieeenens iii
RESUMO ...ttt et et s h e a et bt et s bt e a e e be s bt et e sbeebt e beshe e st e bt eaeebesbeeneentas iv
A B ST RA CT ettt ettt s h et b e et e st e eh e et e s bt e at e bt e ht et e s bt et e ebeeat e beshe et e bt eatenees vi
CAPITULO 1 — CONSIAEraGOES GEIAIS ...ocvuvveevevererecreeeeseieieeaee e aesses s ssesae s s 8
L INTFOAUGED .ottt b ettt b e bbbt n et eneens 8
2 REVISE0 A€ LItEIatUI@ ...cceieieeieieiieieeiest ettt sttt s 10
G T @ 1o 1 1=] £ 1Y TSRS 19
4 Referéncias BiblIOgrafiCas......ccciviiiiiieciiicecee e e 19

CAPITULO 2 - Efeitos da inclus&o de vitaminas do complexo B protegidas da
degradacédo ruminal e hidréximinerais Zn e Cu para bovinos Nelore confinados
recebendo dietas de diferentes teores de amido sobre o desempenho, par@metros de

carcaca, qualidade da carne e histologia da parede ruminal...........ccccocvieninenenenenncennne 25
RESUMIO ..t h ettt et e e bt e sh e e sat e sab e et e e bt e bt e a bt e saeeeateeateebeenbeesaeesanenane 25
INEFOTUGAD ...ttt h st b ettt et besb e st e s b et e s e e e s eseeneeneas 26
Material € MELOUOS....cveieieieiee ettt st b e b e et e eseeseebestesaessesensenenneas 27
ANIMAUS € TIBLAS ....veiviiiieieiee ettt st st et e e et et et e s e s beesesbestensenseneeneenensens 27
Abate e CaracteriStiCas 08 CAICAGA.........cuverererieieieieeeerie ettt ettt teste b e nee e eneeseas 30
(@ TUE=11To F=To (SR o F= W r= 4 =TT TR 32
ANALISE ESTALISTICA. ... veuerteieieieiiieese ettt sttt b et b et e b e 33
RESUITATOS ...ttt st b et be bbb e be b et e e eneeaens 34
DISCUSSEO .ttt ettt sttt ettt be st e s be st et e e e st e st e st e b e ste s s e senseneeneeseeseebestesensenteneeneeseas 40
Consumo, desempenho € Par@metroS A€ CArCAGA .........ccecuverereriereerieeeeeesesiesie e seeeeneeseenes 40
Morfologia e histomorfometria do epitélio ruminal e histopatologia do ceco ........................ 42
QUANAAE U CAIME ....c.veeveecieececte ettt ettt s e e be e b e e sbe e beestaestbesabeenbeebeesssessseenseenseesaens 43
CONCIUSEO ..ttt sttt a et be bbb et et e st e bt e bt s bt sb et et et et eneeaeenes 44
Refer@ncias BiblIOGIAfiCaS. ...ttt s 44

CAPITULO 3 - Efeitos da inclus&o de vitaminas do complexo B protegidas da
degradacao ruminal e hidroximinerais Zn e Cu em dietas com diferentes niveis de

amido sobre o transcriptoma do figado de bovinos Nelore confinados.......c.cccccceeveuene. 52
RESUIMO ...ttt s r e et e e r e st e e e s r e e e e s resbe e nesreeneesnesanenees 52
T AN 0o 1U o3 T LTSRS 53
Material € MEBLOUOS . .....cououeuiiieieieete ettt 54
ANIMAIS € TIBTAS ...ttt ettt 54
Coleta e histopatologia do tecidO NEPALICO........ceveveieieieererere s 57
Transcriptoma do teCidO NEPALICO..........ccuvirireieeeee et 57

AANALISE B S EALISTICA. .veerevee ittt ettt ettt et e ettt s et e e setesereeesseesaseesareeesareesaraeesseesareeesreesas 60



TS 11 =T o 1SR 61
Desempenho e histopatologia do fIgado .........ccccevereineinie s 61
O (TST Lo T o =] 1o RSP RRT 62
Efeito do nivel de amido na dieta (BaiXx0 VS AlLO).......ccveveiiiieiieieceececeeeseeeee e 62
Efeito da adicdo de vitaminas do complexo B e hidroximinerais Cu € Zn.........ccccceevvvveennenee. 62
Interacdo entre nivel de amido (Baixo vs Alto) e a inclusdo do complexo vitamina B e

NIArOXIMINEIAIS CU © ZN....eoiiiiiieiee ettt sttt et sae e seste e st enseeneensesneeneenes 63
TS o 1S3 - o TSR 73
(0] o] [V == T 1SR 80
Referéncias BiblIOGIAfiCaS. ..o iieciececeee e 80

APENDICES ..o e s v e s s ees e s et et et et et eseseseseeesessesasssesaeesesasesasssasesasasasasasasasesesesennaees 89



iii
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UMNERSIDWOE ESTROCLEL PALLISTA

i
L nesp“':‘" “AULK) DE MEBGUITA FILIET A5 fmvz - unesp

Fan @ dade chr e rw Yelmidia s Docleeia
Cargaa ca Brnces

ATESTADO

Atesto que o Projeo "Vitaminas do complexo B protegidas da degradacio ruminal e
hidrdximinerais cobre & zinco para bovinos Melore confirados, alimemtados com
dieta de baimo ou afto amido” Protocole CEUA 0059/2022 | a ser conduzido por
Maria Carclina Gongahes de Armuds, responsdvelorientador Otévio Rodrigues
Machado Meto, para fine de pesquisa cientificalensing - encontre-se de acordo com
08 preceitns da Lei n® 11.794, d= 08 de owubro de 2008, do Decreto n® 6,880, de
15 de ulho de 2008, & com as normas editadas pelo Consalho Macional de Controde
de Experimentacio Animal - COMCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 03062022 a 1910872022
Morme Comun | Esphcle | BOVINA / BOS INDICUS / Zebuino
Linhagem
Raca Mekbre
N* de animais machos 1444
H® de animais fémeas [H]
H* de animais sexo indefinido i}
Peso médio de animais machos 350
Peso médio de animais fémeas i
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
Idade 1 anofs) e 6 mesies) e 0 dials).
Procedéncia Marilia-SF

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 11/052022

JULIANY GOME TZaAN
Prasidents da CEUA da FMYZ, URESP - Campus die Balucatu

Faruidecis g bl Vel 8 Soolecnin
Seie drerin Seatmics
Hom Mt L, Pl Macebm Coreda, s
LINE S - Campun die SolbeefurDil ™ - Cagpr THE NE-2211
{140 -0 E - pafriraaSie i o B - e e s crse, b



VITAMINAS DO COMPLEXO B E HIDROXIMINERAIS COBRE E ZINCO PARA
BOVINOS NELORE CONFINADOS ALIMENTADOS COM DIETA DE BAIXO OU
ALTO AMIDO

RESUMO - O estresse oxidativo pode ser causado pelo consumo de dietas com alta
concentracdo de amido. Logo, reduzir a sobrecarga hepatica do sistema antioxidante
pode ser benéfico nessas situacdes, e uma alternativa é o fornecimento de vitaminas
e minerais que atuam como cofatores e coenzimas, promovendo suporte ao sistema
antioxidante. Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de vitaminas do complexo B
protegidas da degradacéo ruminal e hidréximinerais Cu e Zn (VitB+HTM[Cu+Zn]) em
dietas de confinamento com alto e baixo amido sobre o desempenho, caracteristicas
de carcaca e qualidade da carne, parametros histomorfolégicos e patolégicos do
rimen, ceco e figado, bem como a expressdo génica hepética de bovinos Nelore.
Durante a fase inicial de confinamento, que durou 55 dias, 120 Nelores machos
inteiros foram distribuidos aleatoriamente em dois tratamentos, que consistiam na
adicao ou nao de VitB+HTM(Cu+Zn) em dieta de alto amido [53,99% da matéria seca
(MS); HS]. Posteriormente, a partir do dia 56 até o dia 108 de confinamento, metade
dos animais de cada grupo passaram a receber uma dieta de baixo amido (23,33%
da MS; LS), com adicao ou nao de VitB+HTM(Cu+Zn), formando quatro tratamentos
distintos: HS, LS, HSVI [com VitB+HTM[Cu+Zn]) e LSVI (com VitB+HTM[Cu+Zn]).
Animais que receberam dieta de alto amido apresentaram maior peso corporal final (P
= 0,004), ganho de peso de 56 a 108 dias (P < 0,001), ganho de peso de 1 a 108 dias
(P =0,001), ganho de peso médio diario de 1 a 108 dias e 56 a 108 dias (P = 0,001 e
P < 0,001, respectivamente), menor rendimento de carcaca quente (P = 0,011), menor
perda de agua por gotejamento, por evaporacdo e perda total da carne (P = 0,023, P
=0,010 e P =0,042, respectivamente), menor area de superficie de papila (P = 0,001),
maior espessura do epitélio queratinizado (P = 0,051) e menor incidéncia de figados
com macréfagos espumosos (P > 0,001). A adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) promoveu
maior largura de papila (P = 0,051) e nimero médio de papilas ruminais (P = 0,027).
A adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) reduziu o percentual de figados com infiltrado
inflamatério de nivel moderado (P = 0,046). Quando avaliado o efeito do nivel de
amido na dieta sobre a expressao génica, 0os animais dos tratamentos de baixo amido
apresentaram maior expressdo de genes e enriquecimento de vias metabdlicas
relacionados a protecdo hepatica (CYP1A2, GSTA4, GSTAL, HP, GSTAl1 e GPX3) e
metabolismo de acidos graxos (HADHA, ACSL1, ACSL5, HADHB, EHHADH, CYP4A1l
e ACADL). Em contraste, a alimentacdo com alto amido regulou positivamente genes
relacionados a processos imunes (MMP9 e MMP12) no tecido hepético. Os efeitos da
inclusdo de VitB+HTM(Cu+Zn) na dieta sobre o transcriptoma hepéatico mostrou
regulacéo positiva de genes relacionados a vias de protecédo hepatica (BoLa-DRB3,
CYP2E1, CYP1A2, STAT3, PARK7, GADD45A, IFI6, SAA2 e SAA4) e producéo de
energia (G6PC, CPD1, PC, NDUFA13, DLST, NDUFB10, NDUFS5, NDUFB7,
NDUFB3 e NDUFS3). Para interacdo entre nivel de amido e adicdo de
VitB+HTM(Cu+Zn), no grupo HS foram identificados genes relacionados a secre¢ao e
sinalizacdo de insulina (ADCYAP1R1 e SOCS1, respectivamente), sinalizacdo de
AMPK (CCNAZ2) e via TNF (MMP9), enquanto no grupo HSVI foram identificados
genes e vias relacionados a processos imunes e protecdo hepatica (CLDN11, MMP9,
MMP12, MT1E, MT1A, CCNA2 e IL1A). Para o grupo LS foram enriquecidas vias de
secregao pancreatica (TRPC1 e ADCY?2), sinalizagéo de glucagon (FBP2 e ADCY?2)
e AMPK (CCNA2 e FBP2). A adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) nao melhoria o



desempenho em confinamento, as caracteristicas de carcaca e qualidade da carne.
Entretanto, quando as vitaminas e minerais séo incluidos na dieta de alto amido, reduz
a intensidade de coloracdo da carne. O uso de VitB+HTM(Cu+Zn) nao afeta
significativamente histomorfolégicos e patologicos dos tecido ruminal, cecal e
hepatico. No entanto, a inclusdo de VitB+HTM(Cu+Zn) em dietas altas em amido
aumenta a incidéncia de macréfagos no figado, enquanto estes diminuem em dietas
com baixo teor de amido. A inclusao de VI promove maior expressao de genes ligados
a protecdo hepética e genes relacionados ao metabolismo energético, que
enriguecem vias do metabolismo de piruvato, ciclo do &cido citrico e cadeia
transportadora de elétrons.

Palavras-chave: Alto gréo, estresse oxidativo, RNAseq, terminacao
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EFFECTS OF INCLUSION OF COMPLEX B VITAMINS AND COPPER AND ZINC
HYDROXYMINERALS FOR FEEDLOT NELORE BULLS FED WITH HIGH OR
LOW STARCH DIETS

ABSTRACT - Oxidative stress can be caused by consuming diets with high
concentration of starch. Therefore, reducing hepatic overload of the antioxidant system
can be beneficial in these situations and an alternative is the addition of vitamins and
minerals that act as cofactors and coenzymes, promoting support for the antioxidant
system. The aim of this study was to evaluate the effect of adding B-complex vitamins
protected from ruminal degradation and Cu and Zn hydroxy trace minerals (HTM;
VitB+HTM[Cu+Zn]) to high and low starch feedlot diets on performance, carcass
characteristics, meat quality, histomorphology and histopathology of rumen,
histopathology of cecum and liver, as well as gene expression of liver of Nellore cattle.
During the initial phase, which lasted 55 days, 120 non-castrated Nellore bulls were
randomly distributed into two treatments, which consisted of addition or not of
VitB+HTM(Cu+Zn) to a high starch diet [HS; 53,99% of dry matter (DM)].
Subsequently, from day 56 to day 108 of feedlot, half of the animals in each group
began to receive a low starch diet (LS; 23,33% of DM), with or without the addition of
VitB+HTM(Cu+Zn), resulting in four treatments: HS, HSVI (with VitB+HTM[Cu+Zn]),
LS and LSVI (with VitB+HTM[Cu+Zn]). Animals that received high-starch diet had
higher final body weight (P = 0.004), weight gain from 56 to 108 days (P < 0.001),
weight gain from 1 to 108 days (P = 0.001), average daily gain from 1 to 108 days and
56 to 108 days (P = 0.001 and < 0.001, respectively), lower hot carcass yield (P =
0.001), lower drip loss of meat, loss by evaporation and total water loss (P = 0.023,
0.010 and 0.042, respectively), lower papillae surface area (P = 0.001), and higher
thickness of keratinized epithelium (P = 0.001). VitB+HTM(Cu+Zn) addition promoted
greater papillae width (P = 0.051), and there was interaction between starch x
VitB+HTM(Cu+Zn) for meat color variables a* (P = 0.018), b* (P = 0.051), chroma (P
=0.019) and mean number of ruminal papillae (P = 0.027). VitB+HTM(Cu+Zn) addition
reduced the moderate-level inflammatory infiltrates (P = 0.046). When evaluating the
effect of starch level on gene expression, animals in the LS treatment showed grater
expression of genes and enrichment of metabolic pathways related to liver protection
(CYP1A2, GSTA4, GSTA1, HP, GSTAL1 and GPX3) and metabolism of fatty acids
(HADHA, ACSL1, ACSL5, HADHB, EHHADH, CYP4A1 and ACADL), while high starch
treatments showed grater expression of genes related to immune process (MMP9 and
MMP12). When evaluating the liver transcriptome of animal that received
VitB+HTM(Cu+Zn) supplementation, greater expression of genes and metabolic
pathways related to liver protection was observed (BoLa-DRB3, CYP2E1, CYP1A2,
STAT3, PARK7, GADD45A, IFI6, SAA2 and SAA4) and energy production (G6PC,
CPD1, PC, CDUF13 DLST, NDUFB10, NDUFS5, NDUFB7, NDUFB3 and NDUFS3).
For the interaction between starch level and VitB+HTM(Cu+Zn) supplementation,
genes related to insulin secretion (ADCYAP1R1 and SOCS1, respectively), AMPK
signaling (CCNAZ2) and TNF signaling pathway (MMP9) were identified in HS group,
while in HSVI group, genes and pathways related to immune process and liver
protection were identified (CLDN11, MMP9, MMP12, MT1E, MT1A, CCNAZ2 and IL1A).
For the LS treatment, pancreatic secretion (TRPC1 and ADCY2), glucagon signaling
(FBP2 and ADCY2), and AMPK (CCNA2 and FBP2) pathways were enriched.
VitB+HTM(Cu+Zn) addition does not improve feedlot performance, carcass
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characteristics and meat quality. However, when vitamins and minerals are added to
a high-starch diet, it reduces the color intensity of meat. The use of VitB+HTM(Cu+Zn)
does not significantly affect the histomorphological and pathological aspects of rumen,
cecal and liver tissue. However, the inclusion of VitB+HTM(Cu+Zn) in high-starch diets
increases the incidence of macrophages in the liver, while these decrease in low starch
diets. The inclusion of VitB+HTM(Cu+Zn) promotes greater expression of genes linked
to liver protection and genes related to energy metabolism, which enrich pathways of
pyruvate metabolism, the citric acid cycle, and the electron transport chain.

Keywords: Finishing, high grain, oxidative stress, RNAseq



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1 Introducéo

O fornecimento de dietas com altos niveis de carboidratos soluveis é uma
pratica comum em confinamentos, que pode gerar estresse oxidativo, que é associado
ao aumento de danos ao epitelial ruminal, maior prevaléncia de distarbios
metabdlicos, o que leva a reducdo no desempenho animal e piora da qualidade da
carne (Sgorlon et al., 2008; Guo et al., 2013; Avila et al., 2022).

Para reduzir o estresse oxidativo, € necessario que o sistema antioxidante atue
de forma eficiente. Para isso, compostos como as vitaminas do complexo B e alguns
minerais atuam como cofatores enzimaticos, auxiliando a atividade hepética na

reducdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e os danos causados por elas.

As vitaminas do complexo B sédo essenciais a vida, pois atuam no metabolismo
de energia, lipidios e proteinas. Contudo, as conclus6es dos estudos iniciais com
ruminantes foram de que a producdo de vitaminas pela microbiota ruminal eram
suficientes para atender as demandas dos animais, fazendo com que os sistemas de
recomendacao de exigéncias nutricionais adotassem valores de recomendac¢ao para
apenas algumas vitaminas (NRC dairy cattle, 2001; CSIRO, 2007; BR-Corte, 2016).

Entretanto, com acréscimo significativo na producdo de leite e seus
componentes, 0 que levou ao aumento das exigéncias nutricionais, ficou clara a
necessidade de reavaliar a suplementacdo das vitaminas do complexo B para vacas
de leite. Desde entéo, trabalhos com vacas leiteiras mostraram que a utilizacdo de
vitaminas do complexo B tém efeito positivo sobre a producéo de leite (Morrison et al.,
2018; Evans e Mair, 2013; Scadura et al., 2008). Contudo, bovinos de corte tambéem
mostraram incremento produtivo nos ultimos anos, além de mudangas na composi¢ao
das dietas, em especial para animais confinados, o que traz o questionamento da

importancia da suplementagéo das vitaminas B para esses animais.

Ja é bem estabelecido na literatura que 0os microrganismos ruminais produzem
e utilizam vitaminas do complexo B, e que a producéo e utilizagdo desses compostos
sao influenciadas pela dieta (Santischi et al., 2005; Schwab et al., 2006). Portanto, a

vantagem do fornecimento de vitaminas protegidas da degradacao ruminal € passar



pelo rimen sem serem degradadas e garantir que quantidades minimas cheguem ao
intestino promovendo maior disponibilidade aos animais e, consequentemente,
podendo melhorar parametros de producdo, assim como foi observado em estudos
com vacas leiteiras (Evans e Mair, 2013; Morrison et al., 2018).

Tao importante quanto as vitaminas do complexo B sdo 0s minerais, pois
participam de enzimas do metabolismo de nutrientes e na resposta imune. (McDowell,
2005). O fornecimento de minerais na forma de hidréxido apresenta vantagens em
relacdo as formas sulfatadas e quelatadas (minerais ligados a compostos organicos),
por apresentarem baixa solubilidade no rimen e maior disponibilidade para absorcéo

no intestino (Caramalac et al., 2017; Shaeffer, Lloyd e Spears, 2017).

Tanto o cobre (Cu) quanto o zinco (Zn) podem melhorar a capacidade
antioxidante de bovinos, pois sdo necessarios para o bom funcionamento de algumas
enzimas, como a enzima cobre-zinco superoxido dismutase, que participa ativamente
do mecanismo de defesa antioxidante contra radicais livres (Ellah et al., 2009; Mattioli
et al., 2020; Ayemele et al., 2021).

Essa combinacdo de vitaminas do complexo B protegidas da degradacéo
ruminal com hidroximineriais Cu e Zn se mostrou benéfica no estudo de Lopes et al.
(2021), que observaram que bovinos que receberam as vitaminas e hidroximinerais
Cu e Zn apresentam maior expressao de proteinas associadas ao metabolismo
energético (cadeia de transporte de elétrons [e.g., UQCRC2 and COX4l1]) e vias
ligadas a resposta a danos oxidativos (e.g., “Heat shock proteins [HSPA1A,
HSP90ABL1]), que indicam maior eficiéncia metabdlica e maior protecdo hepatica a
danos oxidativos em relacdo a bovinos que ndo receberam vitaminas B e
hidréximinerais Cu e Zn na dieta. Nesse contexto, é esperado que a adicdo de
vitaminas do complexo B e hidroximinerais como o Cu e o Zn de baixa disponibilidade
ruminal apresentem melhora no estado oxidativo do animal que ir4 repercutir melhor
desempenho e efeito positivo sobre a qualidade da carne em animais em

confinamento.



10

2 Revisao de Literatura

2.1Problemas causados por dietas com alta concentragcdo de amido em
bovinos de corte

A ocorréncia de problemas metabolicos causados pela ingestéo de dietas com
altas concentracfes de carboidratos de rapida fermentacao (especialmente o amido)
€ mais comum em animais confinados, onde a producdo excessiva de &cidos graxos
de cadeia curta leva a queda do pH a niveis prejudiciais, ocasionando problemas como
a acidose ruminal, abscessos hepaticos e timpanismo (Galyean e Rivera, 2002),

levando a reducéo do ganho de peso e consumo dos animais.

Outro problema causado pelo fornecimento de dietas com alta concentracéo de
amido € o efeito negativo sobre o consumo de matéria seca em relagdo ao peso vivo
durante o periodo de terminacao, o que interfere diretamente na eficiéncia alimentar,
como observado por Silva et al. (2023), que ao avaliarem diferentes niveis de amido
(25%, 35% e 45%) em dieta para bovinos Nelore confinados observaram redugao
linear do consumo de matéria seca em relacédo ao peso vivo e reducdo da eficiéncia
alimentar na fase final do confinamento em resposta ao aumento da concentracéo de

amido.

Esses comportamentos também foram observados por Joy et al. (2007), que
avaliaram novilhas recebendo dietas com média de 43% de amido durante 160 dias
em confinamento, dividindo esse periodo em fases de 40 dias cada. Os autores
observaram efeito quadratico para ganho de peso médio diario e eficiéncia alimentar,

e tendéncia linear de reducédo de consumo de matéria seca.

Sousa et al. (2022) também observaram reducéo linear da eficiéncia alimentar,
assim como do ganho de peso médio diario em bovinos Nelore confinados recebendo
dieta com 38% de amido por periodo de 108 dias. Os autores também calcularam o
indice de resisténcia a insulina (RQUICKI) e observaram aumento desse indice com
0 avanco do tempo em confinamento, junto com o aumento do cortisol e haptoglobina

Séricos que, juntos, indicam relagéo entre inflamacao crénica e resisténcia insulinica.

Os efeitos de reducdo do consumo em relacdo ao peso vivo e eficiéncia
alimentar sao observados em maior intensidade na fase final da terminacéo, e ainda

nNao possui causa estabelecida. Logo, realizar mudancas na dieta como a reducao da
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guantidade de amido pode ser uma alternativa para tentar mitigar a queda do consumo

de matéria seca em relacéo ao peso vivo na fase final de confinamento.

Além dos problemas citados acima, o estresse oxidativo também pode ser
causado pelo fornecimento de dietas com alta concentracdo de carboidratos solaveis,
que pode ocasionar prejuizos a barreira epitelial ruminal, maior prevaléncia de
doencas, menor desempenho produtivo e piora em atributos de qualidade da carne,
como a cor e o tempo de prateleira (Sgorlon et al., 2008; Guo et al., 2013; Avila et al.,
2022).

Estresse oxidativo € o resultado do desbalanco entre oxidantes e antioxidantes,
onde a atividade oxidante excede a capacidade neutralizante dos antioxidantes (Celi,
2011). E mais comum em tecidos e 6rgdos de alta atividade metabdlica e demanda
energética como o musculo esquelético e cardiaco, células do sangue e figado onde,
em excesso, essa oxidacdo produz espécies reativas ao oxigénio (ROS) e outros
radicais livres que podem induzir a morte celular por apoptose ou necrose, levando a

doencas e perda de funcéo do tecido ou 6rgao (Puppel et al., 2014).

Para manter a homeostase, o corpo conta com um sistema de defesa
antioxidante, que inclui componentes exégenos e enddgenos, que agem na protecéo
contra os danos desses radicais livres aos tecidos (Ponnampalam et al., 2022). Dentre
0s antioxidantes exdgenos estdo vitaminas, minerais, carotenoides, entre outros
compostos adquiridos via alimentacé@o e, dentre os antioxidantes enddgenos, estao
componentes enzimaticos e proteinas ligadas a metais (Ponnampalam et al., 2022).

A molécula superoxio (O27), uma das principais ROS, é altamente reativa e a
maior responsavel por danos oxidativos nas células, contudo, pode ser convertida em
peréxido de hidrogénio (H202), outra ROS, muito menos prejudicial (Brand et al.,
2004). Para reduzir os danos oxidativos causados pela Oz, a enzima superoxido-

dismutase catalisa a seguinte reacéo:
202 + 2H* — H202 + O2

e o H202 gerado, € entdo catalisado pela glutationa-peroxidase, formando H:O.
(Nelson e Cox, 2018).

Na carne, 0 estresse oxidativo promove a peroxidagdo lipidica, causando
prejuizos a qualidade nutricional, promovendo descoloragéo, rancidez, prejudicando

a capacidade de retencédo de agua e o armazenamento dessa carne (Chauhan et al.,
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2020). Os efeitos oxidativos na carne de animais terminados com dietas de maior
potencial oxidativo (alto concentrado) em comparacédo a animais terminados em pasto
pode ser observada em estudo onde, apos 7 dias de maturagéo, a carne de cordeiros
terminados em pasto teve 13% de aumento da concentracao de carbonil, um produto
da oxidacao proteica, enquanto cordeiros terminados em confinamento tiveram 31,4%
de aumento da concentracdo de carbonil no musculo Longissimus dorsi (Santé-
Lhoutellier et a., 2008).

Em caprinos, o fornecimento de dietas com alta concentracdo de graos
promoveu reducdo da capacidade antioxidante, que foi relacionado principalmente a
alteracdo do metabolismo de aminoacidos (Zhang et al., 2019). Os animais que
receberam dietas de alto amido apresentaram queda no desempenho produtivo que,
segundo os autores, pode ser relacionada as menores concentracfes hepética e

sérica de lisina e valina (Zhang et al., 2019).

Em vacas leiteiras que receberam dietas de alto concentrado, induzindo
acidose subclinica, a expressdo de genes pro-inflamatérios aumentou enquanto a
expressdo de genes antioxidantes reduziu no tecido epitelial mamario e figado
(Ayemele et al., 2021).

Em ovinos, dietas com mais de 70% de concentrado promoveram maior peso
corporal final, peso de carcaca e gordura subcutanea, sem causar prejuizos. Contudo,
valores séricos de albumina, uma proteina de fase aguda utilizada como indicador de
estresse oxidativo, foi maior para esses animais. Os autores também citaram a
possibilidade de o aumento da albumina sérica ser devido ao maior acumulo de
gordura nesses animais, pois a albumina é um carreador de acidos graxos no fluido

extracelular (Arjmand et al., 2022).

Devido a influéncia do teor de carboidrato da dieta sobre o estresse oxidativo,
aumentar a capacidade antioxidante de animais confinados através da adicdo de
nutrientes como as vitaminas do complexo B e hidréximinerais Cu e Zn pode ser uma
alternativa para maximizar a viabilidade desse sistema de producéo, uma vez que
pode aumentar o desempenho produtivo, melhorar a qualidade da carne e reduzir a
incidéncia de doencas, levando a redugéo de custos e aumento da margem de lucro

do pecuarista.
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2.2Vitaminas do complexo B

Vitaminas séo definidas como um grupo de compostos organicos necessarios
em pequenas quantidades para o bom funcionamento do organismo; quando h&
deficiéncia no organismo podem causar doencas; e devem ser adquiridas via
alimentacdo ou sintetizadas por microrganismos no aparelho digestivo para serem
absorvidas pelo hospedeiro (WEISS e FERREIRA, 2006).

O estudo desses compostos na nutricdo de ruminantes comecgou ha cerca de
100 anos, com o primeiro estudo realizado em 1928, onde Bechtel e colaboradores
observaram que as bactérias ruminais sintetizavam vitaminas do complexo B
(MCDOWELL, 1989). Os primeiros artigos sobre vitaminas do complexo B na nutricao
de animais ruminantes disponiveis na internet estdo datados por volta de 1950 (Teeri
et al., 1955; Clifford; Goodrich e Tillman, 1967; Cole, McLaren e Hutcherson, 1982).
Desde entédo, trabalhos incluindo combinacfes dessas vitaminas para animais de
corte ndo mostraram resultados promissores, porém, nos ultimos anos, o interesse

pelas vitaminas do complexo B voltou a aparecer.

Devido resultados de estudos mais antigos com o fornecimento de vitaminas
do complexo B para bovinos, sistemas de exigéncias como o NASEM (2016) e o
CSIRO (2007), assim como o sistema brasileiro BR-Corte (2016), ndo estabeleceram
valores de recomendac¢des dessas vitaminas para bovinos de corte, salvo casos em
que bezerros ndo sao aleitados de forma natural, podendo necessitar de
suplementacao. Contudo, a alegacédo de que o rimen produz todas as vitaminas do
complexo B necessarias para boa saude e desenvolvimento do animal pode néo ser
adequada aos dias atuais, onde houve significativos incrementos no desempenho

produtivo dos animais e consequentemente nas exigéncias nutricionais.

O complexo B € composto por 9 vitaminas: tiamina (B1), riboflavina (B2),
niacina (B3), acido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), colina (B8), acido

félico (B9) e cobalamina (B12), sendo as ultimas 5 utilizadas neste estudo.

O acido pantoténico (B5) € precursora da coenzima A (CoA). No citosol, a CoA
é utilizada na biossintese de acidos graxos, e na matriz mitocondrial € muito utilizada
na degradacdo oxidativa do piruvato, dos acidos graxos e alguns aminoéacidos
(NELSON e COX, 2018), gerando energia ao animal. A producéo de B5 é influenciada

pela dieta, em que maiores teores de carboidratos soltveis produzem mais B5, porém,
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ha degradacéo de B5 em larga escala pelos microrganismos ruminais, interferindo no
fluxo dessa vitamina para o intestino, local de maior absorcdo das vitaminas
(RAGALLER et al., 2011; VOLKER et al., 2011).

A piridoxina (B6) € componente da coenzima piridoxal-fosfato, que participa do
metabolismo de aminoacidos. A piridoxal-fosfato esta presente na primeira etapa de
catabolismo dos aminoacidos no figado como carreador de grupos amino (NELSON
e COX, 2018). Em estudo avaliando a alta e baixa inclusdo de vitamina B6 em dietas
para ratos, Mayengbam et al. (2020) observaram que dietas com baixa incluséo de B6
promoveram a reducdo da gordura corporal, massa magra, minerais nos 0Ss0S €
triglicerideos circulantes no sangue quando. Com isso, o trabalho demonstrou que as
bactérias do intestino ndo produziram quantidades suficientes de vitamina B6 para
sustentar o metabolismo da microbiota intestinal e levou a deficiéncias em muitas
enzimas dependentes da piridoxal-fosfato, além de promover o crescimento seletivo
de algumas bactérias e reduzir a biossintese de arginina, sendo necessaria

suplementacdo de B6 via alimentacgé&o.

A biotina (B7) atua no metabolismo de lipidios, aminoacidos e carboidratos
como coenzima de cinco enzimas, sendo duas delas especialmente importantes para
a gliconeogénese em ruminantes (GIRARD, 2017). A biotina participa comumente de
reagOes de carboxilagdo como carreador de CO2 como, por exemplo, na primeira
reacdo da gliconeogénese, em que o piruvato € convertido a oxalacetato pela enzima
piruvato-carboxilase, enzima esta que necessita de uma molécula de biotina ligada a
cada uma de suas quatro subunidades (NELSON e COX, 2018). A biotina também
participa de outras enzimas, como a propionil-CoA-carboxilase, acetil-CoA-

carboxilase e metilcrotonil-CoA-carboxilase (Zimmerly e Weiss, 2001).

Em meta-analise realizada por Chen et al. (2011), os autores concluiram a partir
de 9 estudos que a biotina aumentou o consumo de matéria seca, producéo de leite,
gordura e proteina totais, sem alterar a porcentagem de gordura e proteina no leite de
vacas Holandesas. A concentracdo de biotina disponivel no rimen parece sofrer
influéncia significativa da alimentacdo. Segundo Santschi et al. (2005), a biotina
disponivel no fluido ruminal reduz quando o fornecimento de alimentos concentrados

é aumentado.

O acido félico (B9) auxilia como cofator na biossintese de lipidios, proteinas,

derivados de acidos nucleicos, hormodnios e neurotransmissores como carreador de
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unidades de carbono (MCDOWELL, 2000). Li et al. (2016) avaliaram trés niveis de
inclusdo de acido folico protegido da degradacdo ruminal para vacas Holandesas
entre o periodo de trés semanas antes do parto até 15 semanas pés-parto. Houve
aumento linear do consumo de matéria seca e energia, aumento da producéo de leite
e proteina no leite, melhora no balanco energético negativo e performance

reprodutiva.

A cianocobalamina (B12) tem importante funcdo na sintese de purinas e
pirimidinas, transferéncia de grupos metil, formacdo de proteinas a partir de
aminoacidos e no metabolismo de carboidratos e gordura. Ela esta presente em
coenzimas como a 5’-desoxiadenosilcobalamina (coenzima B12) e a metilcobalamina
(MCDOWELL, 2000). Devido a alta relagao de cianocobalamina com o acido félico e
0 cobalto, ndo foram encontrados estudos avaliando o uso isolado da vitamina B12

para ruminantes.

Apesar do maior interesse sobre as vitaminas do complexo B para ruminantes
nos ultimos anos, poucos estudos com o uso dessas vitaminas protegidas da
degradacdo ruminal para bovinos de corte estdo disponiveis. J& € bem estabelecido
na literatura que os microorganismos ruminais produzem e utilizam vitaminas do
complexo B, e que a producédo e utilizacdo séo influenciadas pelo perfil da dieta
(Santischi et al., 2005; Schwab et al., 2006). Portanto, a vantagem do fornecimento
dessas vitaminas protegidas da degradacao ruminal € pular a etapa de degradacédo
ruminal e garantir que quantidades proximas as fornecidas cheguem ao intestino para

serem absorvidas.

Para vacas de leite, Robinson (2019) desenvolveu um modelo para
determinacao da exigéncia de vitaminas do complexo B, porém a conclusao foi de que
as vitaminas do complexo B adquiridas via dieta e produzidas no rimen eram
suficientes para atingir a exigéncias de mantenca e lactacdo, ndo havendo
necessidade de suplementacao. Apesar disso, o autor afirma haver estudos limitados

para algumas vitaminas, o que pode afetar negativamente a precisdo dos resultados.

Contudo, Scadura et al. (2008) avaliaram o fonrecimento de biotina, acido
folico, acido pantoténico e piridoxina protegidas da degradac&o ruminal para vacas
Holandesas em inicio de lactacdo, e obtiveram aumento na quantidade de gordura,
proteina e energia do leite. Os autores atribuiram esses resultados a provavel maior

eficiéncia metabodlica de energia e metabolismo de proteinas (Figura 1).
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Corroborando com o estudo acima, Evans e Mair (2013), utilizando um blend

comercial de vitaminas do complexo B protegidas da degradac&o ruminal concluiram

gue vacas Holandesas em lactacao responderam ao fornecimento das vitaminas do

complexo B com aumento da producédo de leite e seus componentes, indicando que

vacas leiteiras podem precisar de suplementacéo dessas vitaminas.
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Em caprinos, Asadi et al. (2024) aplicaram duas doses de vitaminas do
complexo B a cinco e trés semanas antes do parto, e uma semana ap0s 0 parto
avaliaram as cabras e suas progénies. Os autores observaram melhora no status
antioxidante e aumento das enzimas glutationa peroxidase, catalase e superoxido
dismutase no plasma das cabras, assim como o aumento das enzimas glutationa
peroxidase e superoxido dismutase no plasma da progénie, que sao responsaveis

pela neutralizagéo de ERO.

Através das melhorias observadas nos estudos com vitaminas do complexo B
protegidas da degradacédo ruminal, é possivel que bovinos de corte, principalmente
confinados, possam necessitar de suplementacdo dessas vitaminas para obterem
melhores desempenhos, porém estudos nessas condi¢cdes sdo escassos. Portanto,
este estudo é de grande contribuicdo e pode abrir uma grande porta para que mais

estudos sobre as vitaminas B para bovinos de corte sejam promovidos.

2.3Hidréximinerais cobre e zinco

Os minerais sao essenciais para a manutencéo da vida do animal e possuem
basicamente quatro fun¢des no organismo: estrutural, fisiolégica, catalitica e
regulatéria (MCDOWELL, 2003). Os hidréximinerais sdo minerais ligados
covalentemente a grupos hidroxi e clorido, séo relativamente insoliveis em pH neutro

e soluveis em condic¢des acidas, como do abomaso (Spears, 2003; Reddy et al., 2021).

O cobre é um mineral traco essencial, e participa de varias enzimas como a lisil
oxidase, citocromo oxidase, superoxido dismutase, ceruloplasmina e tirosinase, além
de atuar na protecdo contra danos oxidativos (LOpez-Alonso e Miranda, 2020;
NASEM, 2016). O zinco auxilia na degradacao de peptideos no intestino, pois esta
presente nas carboxipeptidases A e B, € componente de diversas metaloenzimas
como Cu-Zn superoéxido dismutase, fosfatase alcalina e RNA polimerase, participando
do metabolismo de acidos nucleicos, proteinas e carboidratos, além de ser importante
no desenvolvimento do sistema imune (NELSON e COX, 2018; NASEM, 2016).

O zinco também auxilia na lipogénese e transporte de glicose através da
sinalizacdo da insulina (Tang e Shay, 2001), o que pode auxiliar para maior deposi¢cao

de gordura na carcaca e carne.



18

Devido a baixa quantidade adicionada nas racfes e potenciais interacées com
componentes da dieta, a escolha de uma boa fonte desses minerais € importante, e
os hidréximinerais se encaixam como uma possivel solucdo para esta problematica.
Trabalhos tém demonstrado vantagens na utilizagdo dos hidréximinerais em relacao
a outras fontes comumente utilizadas na nutricdo animal (Spears et al., 2004,
Caramalac et al., 2017; Shaeffer et al., 2017; Cidrini et al., 2020).

Ao avaliarem o fornecimento de sulfato de cobre e hidroxicloreto de cobre para
bovinos com alta inclusédo de molibdénio e enxofre, dois minerais que interferem na
disponibilidade do cobre, Spears et al. (2004) observaram que a concentracdo de
cobre no figado dos animais suplementados com hidroxicloreto de cobre foi maior,
indicando maior disponibilidade dessa forma de suplementacdo. Enquanto, Shaeffer,
Lloyd e Spears (2017) avaliando o zinco na forma de hidroximineral e sulfato para
bovinos, encontraram melhor absorcdo e retencdo de zinco aparentes para o
tratamento com hidréximineral, sem alterar o consumo de zinco. Os autores atribuiram

esses resultados a menor solubilidade do zinco na forma de hidréxido em agua.

Ao avaliaram a inclusdo de cobre, zinco e manganés nas formas sulfato,
organico ou hidroxi para bezerros, Caramalac et al. (2017) observaram nos dois anos
pos desmama que o0 ganho de peso foi maior para bezerros que receberam
hidroximinerais em compara¢do com as outras fontes. Isso ocorreu devido ao menor
consumo voluntario de suplementos na forma orgéanica e de sulfato, que os autores
acreditaram ocorrer devido a maior solubilidade dessas formas na boca dos animais,

provavelmente causando gosto metalico.

Quando Cidrini et al. (2020), avaliaram a suplementacdo de HTM Cu e Zn para
bovinos Nelore em pasto, em fase de crescimento e em transi¢cdo do periodo seco
para periodo das aguas, observaram maior ganho de peso médio diario e maios peso
corporal final nos animais suplementados com HTM Cu e Zn comparado as fontes

inorganicas desses minerais.

Ao avaliar niveis de suplementacao de hidroximinerais Cu (baixa e alta) e Zn
(baixa, média e alta), Santos et al. (2021) observaram que a maior suplementacao de
Cu promoveu maior valor de a* e maior perda por gotejamento na carne de frangos
de corte. E quando associados a alta suplementacdo de HTM Cu e Zn, também

observaram maior perda por gotejamento quando comparado a suplementagao
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desses mesmos minerais na forma sulfatada. Os autores ndo observaram diferencas

para outros parametros de qualidade da carne avaliados.

Estudos sobre diferentes fontes dos minerais Cu e Zn na nutrigao de bovinos
Nelore em confinamento e seus efeitos sobre o desempenho e a qualidade da carne
ainda sado escassos (Vellini et al., 2020; Cidrini et al., 2020), e estudos sobre a
associacdo de hidroximinerais com vitaminas do complexo B protegidas da

degradacdo ruminal é ainda menor.

Diante do exposto, a utilizacdo de estratégias como a reducéo do teor de amido
e a utilizacdo de vitaminas do complexo B protegidas da degradagcdo ruminal e
hidroximinerais cobre e zinco podem ser alternativas para reduzir a queda do consumo
de matéria seca em relagdo ao peso vivo que € observada ao longo do periodo de
confinamento, assim como reduzir o estresse oxidativo citado anteriormente. Caso as
estratégias testadas se mostrem benéficas, poderdo ser utilizadas em larga escala,
impactando positivamente a producéo de carne bovina, além abrir portas para novos

guestionamentos e contribuir para estudos futuros.

3 Objetivo

Objetivou-se avaliar a adicao das vitaminas B5, B6, B7, B9 e B12 protegidas
da degradacao ruminal e dos hidroximinerais cobre e zinco em dietas contendo
diferentes teores de amido para bovinos Nelore confinados sobre o desempenho,
gualidade da carne, morfologia e histomorfologia do epitélio ruminal, histopatologia do

figado e ceco, e como essas estratégias afetam a expresséo de genes no figado.
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CAPITULO 2 - Efeitos da inclusdo de vitaminas do complexo B protegidas da
degradacdo ruminal e hidréximinerais Zn e Cu para bovinos
Nelore confinados recebendo dietas de diferentes teores de
amido sobre o desempenho, parametros de carcaca, qualidade

da carne e histologia da parede ruminal

Resumo — O estresse oxidativo € um dos possiveis problemas ocasionados por dietas
de alto amido, causando prejuizos a producdo animal. Uma alternativa a esse
problema é o fonrecimento de minerais que atuam como cofatores enzimaticos,
reduzindo a sobrecarga do sistema antioxidante, e vitaminas que fornecam suporte
para o metabolismo energético. Objetivou-se avaliar o efeito da adigdo de vitaminas
do complexo B protegidas da degradacao ruminal e hidréximinerais (HTM) Cu e Zn
em dietas com alto e baixo nivel de amido sobre o desempenho, parametros de
carcaca, qualidade da carne, histopatologia do ceco e saude ruminal de bovinos
Nelore confinados. Foram utilizados 120 bovinos inteiros, divididos entre 2
tratamentos: alto amido (HS) e alto amido + vit. B protegidas da degradacéo ruminal
e HTM Cu e Zn (HSVI) até 55 dias de confinamento. Apds esse periodo, metade dos
animais passou a receber dieta de baixo amido resultando, entédo, em 4 tratamentos:
HS; HSVI; baixo amido (LS) e baixo amido + vit. B protegidas da degradacgao ruminal
e HTM Cu e Zn (LSVI), sendo abatidos apds 108 dias em confinamento. Animais que
receberam dieta de alto amido apresentaram maior peso corporal final (P=0,004),
ganho de peso de 56 a 108 dias (P<0,001), ganho de peso de 1 a 108 dias (P=0,001),
GMD de 1 a 108 dias e 56 a 108 dias (P=0,001 e <0,001, respectivamente), melhor
CA e EA (P=0,001 para ambos), menor rendimento de carcaca quente (P=0,011),
menor perda de agua da carne por gotejamento, por evaporacdo e perda total
(P=0,023, 0,010 e 0,042, respectivamente), menor area de superficie de papila
(P=0,001) e maior espessura do epitélio queratinizado (P=0,051). O fornecimento de
vitaminas do complexo B e HTM Cu e Zn promoveu maior largura de papila (P=0,051).
A adicao de vitaminas do complexo B + hidréximinerais Cu e Zn nao oferece melhoria
para o desempenho produtivo, qualidade da carne e satude ruminal de bovinos Nelore
confinados. Dietas com alto teor de amido proporcionaram maior ganho de peso, CA
e EA, sem provocar grandes danos quando comparado com dietas de baixo amido.

Palavras-chave: alto grédo, confinamento, terminagao
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Introducéo

A terminacao de bovinos de corte em confinamento recebendo dietas com altas
concentracfes de amido € uma pratica cada vez mais comum. Contudo, essas altas
concentracdes de amido geram como consequéncia o aumento do estresse oxidativo,
que por sua vez, esta associado ao aumento do dano a barreira epitelial ruminal, maior
prevaléncia de doencas, menor desempenho produtivo e piora da qualidade da carne
(Sgorlon et al., 2008; Guo et al., 2013; Avila et al., 2022). O estresse oxidativo € mais
comum em 6rgaos e tecidos de alta atividade metabdlica, como o figado que, quando
acometido em excesso, sofre injurias e perda de fun¢éo (Puppel et al., 2015). Portanto,
reduzir o estresse oxidativo e oferecer suporte para 0 metabolismo energético pode

representar aumento no desempenho de ruminantes em confinamento.

Uma das possibilidades para auxiliar o adequado funcionamento do figado é a
inclusdo de vitaminas do complexo B na dieta, pois atuam como coenzimas no
metabolismo de energia, lipidios e proteinas. Os microrganismos ruminais produzem
e utilizam essas vitaminas, que tem sua producéo influenciada pelo perfil da dieta
(Santischi et al., 2005; Schwab et al., 2006). Contudo, acreditava-se que a quantidade
de vitaminas do complexo B produzidas pela microbiota ruminal poderia atender por

completo as exigéncias dos animais (NRC, 2001).

No entanto, alguns estudos com vacas de leite mostraram que a inclusao de
vitaminas do complexo B protegidas da degradacdo ruminal promoveu aumento na
producdo de leite em resposta ao adequado atendimento das necessidades em
vitaminas, que é dependente do nivel produtivo e, consequentemente, das exigéncias
nutricionais que aumentaram ao longo dos anos de selecdo para gendtipos mais
produtivos (Scadura et al., 2008; Evans e Mair, 2013; Morrison et al., 2018;), em

resposta a intensificacdo dos sistemas de producéao.

Estudos avaliando o fornecimento de vitaminas do complexo B protegidas da
degradacgéo ruminal para bovinos de corte ainda sao escassos. Entretanto, quando
Leclerc et al. (2015) avaliaram o fornecimento de vitaminas do complexo B protegidas
da degradacédo ruminal para bovinos em confinamento durante 21 dias, observaram
maior ganho de peso para 0s animais que receberam as vitaminas em relacdo aos

gue nao receberam.
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Assim como as vitaminas do complexo B, os minerais traco também sao
importantes pois participam como cofatores de enzimas do metabolismo de nutrientes
e na resposta imune do animal (McDowell, 2003). O fornecimento de minerais na
forma de hidréxido apresenta vantagens em relagcdo as formas sulfatadas ou
quelatadas (minerais ligados a compostos organicos), por apresentarem baixa
solubilidade no raimen e maior disponibilidade para absorcéo intestinal (Caramalac et
al., 2017; Shaeffer et al., 2017).

Diante disso, hipotetiza-se que o fornecimento das vitaminas do complexo B
protegidas da degradacéo ruminal e os hidroximinerais Cu e Zn promovem melhora
do desempenho animal associado a efeitos positivos sobre os parametros de
qualidade da carne por reduzir o estresse oxidativo, independentemente do nivel de
amido na dieta, e que animais recebendo dietas de alto amido sejam mais
beneficiados pelo consumo das vitaminas do complexo B e os hidroximineriais Cu e

Zn, por ser uma dieta de maior potencial oxidativo.

Objetivou-se avaliar o fornecimento de vitaminas do complexo B protegidas da
degradacdo ruminal e hidroximinerais Cu e Zn sobre o desempenho produtivo,
qualidade da carne, saude ruminal e histopatologia do ceco de bovinos Nelore
confinados recebendo dietas de baixo ou alto amido.

Material e métodos
Estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA;
protocolo 0059/2022) e realizado no confinamento da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Unesp campus Botucatu.

Animais e dietas

Neste estudo, foram utilizados 120 machos Nelore inteiros, com idade
aproximada de 30 meses e peso médio de 374 + 28 kg. Os animais foram
vermifugados e vacinados contra raiva e clostridioses no inicio do periodo
experimental. Inicialmente, os 120 animais foram alocados em cinco baias coletivas
(n=24) para aclimatag&o durante nove dias. Durante esse periodo os animais tiveram
livre acesso a agua e receberam alimentac&o na propor¢ao volumoso concentrado de
70:30 a base de feno, milho, soja e mistura mineral. Apos periodo de aclimatacéo, os

animais permaneceram em jejum de alimento solido por 16h e entdo foram pesados
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e divididos em dois grupos (blocos), em relacdo ao peso corporal inicial, e alocados
em 24 baias cobertas, de piso ripado suspenso, com bebedouro automatico e cocho
individuais, contendo cinco animais por baia.

O protocolo de adaptacao a dieta experimental foi o “step up”, consistindo no
uso de trés dietas variando a relacédo volumoso:concentrado, por um periodo total de
14 dias. As dietas foram compostas por milho, soja, ureia, mistura mineral-vitaminica,
bagaco-de-cana e silagem de sorgo. A relacdo volumoso:concentrado foi de 40:60 (5
dias), 30:70 (4 dias) e 20:80 (5 dias) nas dietas de adaptagdo, respectivamente, até
alcancar a relacdo de 11:89 para a dieta de terminacdo (Tabela 1). As dietas foram
calculadas para que atingissem o ganho médio diario de aproximadamente 1,5 kg, de
acordo com o NASEM (2016).

O periodo de confinamento foi divido em duas etapas: a primeira de 1 a 55 dias,
e a segunda de 56 a 108 dias. Nos primeiros 55 dias de confinamento todos os animais
receberam dieta de alto amido (HS), sendo divididos em dois tratamentos: HS: sem
adicao das vitaminas do complexo B protegidas da degradacao ruminal e minerais Zn
e Cu na forma de sulfato; e HSVI: com adicdo do produto comercial de vitaminas do
complexo B protegidas da degradacao ruminal (Vivalto®, Trouw Nutrition, Amersfoort,
Utrecht, Holanda) e hidroximinerais cobre e zinco (IntelliBond® C e Z, Trouw Nutrition,
Amersfoort, Utrecht, Holanda). A partir do 56° dia de confinamento, metade dos
animais passaram a receber dieta de baixo amido, sendo entéo divididos em quatro
tratamentos (Figura 1): HS: Dieta de alto amido; LS: Dieta baixo amido; HSVI: Dieta
de alto amido + Vivalto + IntelliBond C e Z; e LSVI: Dieta de baixo amido + Vivalto +
IntelliBond C e Z.

A transicao da dieta de alto amido para baixo amido nos tratamentos LS e LSVI
ocorreu gradualmente, até que se atingisse 100% do fornecimento da racao de baixo
amido, da seguinte forma:1° dia (dia 56): fornecimento de 33% da racdo de baixo
amido + 67% da racéo de alto amido; 2° dia (dia 57): fornecimento de 67% da racao
de baixo amido + 33% da ragéo de alto amido; 3° dia (dia 58): fornecimento de 100%

da racéo de baixo amido.
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Tabela 1. Ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais

Dietas de termiacéo?

Iltem

Alto amido Baixo amido

Ingredientes das dietas experientais, % da MS

Bagaco de cana 11,00 11,00
Milho moido 75,46 21,81
Milho desengordurado moido - 14,90
Polpa citrica - 38,52
Farelo de soja 9,52 9,75
Mistura mineral? 3,12 3,12
Ureia 0,90 0,90
Composicao quimica, % da MS

Matéria seca 89,24 89,33
Proteina bruta 14,46 14,87
Extrato etéreo 2,06 2,95
Fibra em detergente neutro 19,66 27,31
Fibra em detergente acido 8,73 16,48
Carboidratos néao fibrosos 58,01 17,34
Amido 53,99 23,33
Nutrientes digestiveis totais 72,70 67,84

1HS = Alto amido; LS = Baixo amido.

2Mistura mineral sem Vivalto® e IntelliBond® = Ca (7.60 g/kg); Cl (2.44 g/kg); K (4.90 g/kg); Mg (4.02
g/kg); Na (3.64 g/kg); P (3.20 g/kg); total S (6.80 g/kg); Co (0.59 mg/kg); total Co (1.11 mg/kg); total Cu
(15 mg/kg); total Fe (118.95 mg/kg); total | (0.70 mg/kg); total Mn (43.00 mg/kg); total Se (0.25 mg/kg);
total Zn (62.00 mg/kg); biotina (94.74 mcg/kg); acido félico (0.19 mg/kg); niacina (22.12 mg/kg); acido
pantoténico (6.08 mg/kg); vit. A (3740 Ul); vit. B1 (3.45 mg/kg); vit. B2 (1.34 mg/kg); vit. B6 (4.69 mg/kg);
vit. D3 (360 UI); vit. E (54.00 Ul); monensina sédica (23.40 mg/kg).

2Mistura mineral com Vivalto® e IntelliBond® = Ca (7.00 g/kg); Cl (2.47 g/kg); K (4.90 g/kg); Mg (3.92
g/kg); Na(3.64 g/kg); P (3.20 g/kg); total S (6.80 g/kg); Co (0.59 mg/kg); total Co (1.11 mg/kg); Cu
IntelliBond (10.00 mg/kg); total Cu (24.98 mg/kg); total Fe (119.04 mg/kg); total | (24.00 mg/kg); total
Mn (43.00 mg/kg); total Se (0.25 mg/kg); Zn IntelliBond (35.00 mg/kg); total Zn (96.55 mg/kg); biotina
(16244.41 mcg/kg); acido félico (21.94 mg/kg); niacina (22.19 mg/kg); acido pantoténico (206.08
mg/kg); vit. A (8445.94 UI); vit. B1 (3.47 mg/kg); vit. B12 (2000.00 mcg/kg); vit. B2 (1.34 mg/kg); vit. B6
(132.21 mg/kg); vit. D3 (1509.20 UlI); vit. E (95.34 Ul); monensina sddica (23.40 mg/kg).

Periodo Tratamento

1-55 Alto amido + VI

dias HSVI

I
|

56-108 Alto amido

dias +VI

HSVI

Figura 1. Esquema de distribuigcéo dos tratamentos divididos entre 1 a 55 dias e 56 a
108 dias de terminacao. As caixas de cores iguais indicam a mesma ragao.
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A dieta foi fornecida em dois tratos, 50% as 10h e a outra metade (50%) as 16h.
Semanalmente foram coletadas amostra da dieta fornecida e sobras, acondicionadas
em sacos plasticos e armazenadas a -20° C para posterior anélise de DM segundo
AOAC (1995; método 930.15), matéria mineral (AOAC, 1990; método 942.05),
proteina bruta (PB; AOAC, 1998; método 988.05), extrato etéreo (EE; AOAC, 1990;
meétodo 930.15), amido (AOAC, 2005; método 996.11) e fibra em detergente neutro
(NDF) segundo Van Soest et al. (1994).

Abate e caracteristicas de carcaca

A é&rea de olho de lombo (AOL), espessura de gordura no lombo (EGL) e
espessura de gordura na garupa (EGG) foram mensurados por ultrassonografia, como
descrito por Pinheiro et al. (2011), 6 dias antes do abate. A AOL e EGL foram
mensurados entre a 122 e 132 costelas, e a EGG na juncdo dos musculos gluteus
medius e biceps femoris, entre 0s 0ssos ileo e isquio.

Ao final do periodo experimental (108 dias), os animais foram pesados por dois
dias seguidos, sem jejum de solidos, antes do primeiro trato, e entdo a média de peso
desses dois dias foi utilizada para obtencao do peso corporal final (PCF), e 0 GMD foi
calculado pela formula: GMD = (PCF - PCI) / periodo experimental (55 ou 108 dias).
A eficiéncia alimentar (EA) foi calculada como o ganho de peso total / consumo de
racao total (aos 55 ou 108 dias). Entdo os animais foram transportados para um
frigorifico comercial (Frigoestrela, Estrela D’Oeste, SP), onde foram insensibilizados
por concussao cerebral com pistola de dardo cativo, seguido pela sangria, esfola e
evisceracao.

As carcacas foram divididas longitudinalmente, pesadas para obtencéo de peso
de carcaca quente (PCQ) e resfriadas por 24h a 1°C, e calculado o rendimento de
carcaca quente (RCQ = PCQ/PCF*100).

Processamento, morfologia e histomorfometria do rumen

Para avaliacdo da morfologia do epitélio do rimen, logo apds abate, o rimen
foi lavado e entdo foram retirados fragmentos de aproximadamente 1cm? do saco
cranial (Resende Junior et al., 2006) de todos os animais, e colocadas em frascos com
solucéo de alcool 70% para posterior analise do nimero medio de papilas, area média

de papilas, area total de superficie de absor¢do por cm? e participagdo das papilas
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ruminais na area total de superficie absortiva (Resende Junior et al., 2006; Daniel et
al., 2006). Sendo avaliados, manualmente, o nimero de papilas por cm? de parede
ruminal por 3 observadores treinados, e a média de leitura dos 3 gerou o valor final
utilizado. Doze papilas de cada fragmento foram seccionas da base, aleatoriamente,
e mensuradas com o auxilio do programa Image J, assim como a base de cada
fragmento coletado. Foram calculados nimero médio de papilas por cm2 (NMP), area
média das papilas (AMP), area de superficie absortiva por cm? de parede (ASA) e
participacdo das papilas ruminais na &rea total de superficie absortiva (PSA). A ASA
foi calculada pela férmula: 1 + (NMP x AMP) — (NMP x 0,002), onde 1 representa o
fragmento de 1cmz2 coletado, e 0 0,002 a area basal estimada de cada papila. A PSA
foi calculada por: (NMP x AMP / ASA) x 100.

Para avaliacdo da histomorfometria, amostras de aproximadamente 1cm? do
saco ventral do ramen de todos os animais foram coletadas (Walton et al., 2001) e
fixadas em solucéo de formalina tamponada a 10% por 24h. Apds esse periodo, foram
colocadas em alcool 70% até processamento das amostras. No laboratério as
amostras foram desidratas em alcool, diafanizadas com xilol e embebidas em
Paraplast® (Sigma, Saint Louis, MO). Secdes de 5um foram cortadas em micrétomo
rotativo, desparafinizadas, hidratadas e coradas pela técnica hematoxilina-eosina
conforme descrito por Luna (1968).

As laminas foram analisadas em microscépio Leica DMLB 80 conectado a
camera Leica DC300FX com auxilio do software Leica Qwin versdo 3 para Windows.
Foram escolhidas quatro papilas aleatérias por animal para mensuracao de largura,

altura e area das papilas, e espessura do epitélio queratinizado (Pereira et al., 2016).

Processamento e andlise histopatoldgica do ceco

Para avaliagdo microscépica do ceco, amostras de aproximadamente 1cm? do
ceco foram coletadas (Walton et al., 2001) de todos os animais e fixadas em solucéo
de formalina tamponada a 10% por 24h. Apos esse periodo, foram colocadas em
alcool 70% até processamento das amostras. No laboratorio as amostras foram
desidratas em alcool, diafanizadas com xilol e embebidas em Paraplast® (Sigma,
Saint Louis, MO). Sec¢bGes de 5um foram cortadas em micrétomo rotativo,
desparafinizadas, hidratadas e coradas pela técnica hematoxilina-eosina conforme

descrito por Luna (1968).
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As laminas foram analisadas em microscépio de (Olympus BX-61), nas
objetivas de 10x, 20x, 40x e na objetiva de 100x, através do uso de 6leo de imersao
quando necessario ha microscopia do ceco. Foi estabelecido um protocolo de
avaliacdo baseado na composicao e intensidade da lesé@o e/ou infiltrado inflamatdério.
A intensidade foi dividida em quatro escores, sendo estes 0 (zero) para auséncia de
lesdo e/ou infiltrado inflamatério, 1 (um) para discreta, 2 (dois) para moderada e 3
(trés) para lesdo e/ou infiltrado inflamatoério acentuado. O calculo para determinagéo
da porcentagem de animais para cada grau de cada lesdo foi realizado da seguinte
forma: (NUmero de animais do tratamento com determinada lesdo em determinado

grau / numero total de animais do tratamento)*100

Qualidade da carne

ApoOs a desossa, dois bifes de aproximadamente 2,54 cm de cada animal foram
coletados do musculo Longissimus thoracis entre a 112 e 132 costelas da meia carcaca
esquerda, embalados a vacuo em pacotes de polietilieno e mantidos em refrigeracao
entre 2 e 4°C por 14 dias. Apos o periodo de maturacdo (14 dias), foram determinados
coloracao, perda de peso por coccao (PPC) e forca de cisalhamento (FC). Um bife foi
utilizado para analise de purge loss, PPC e FC. A purge loss foi considerada como a
agua retida nos saquinhos onde a carne estava embalada e foi descongelada. O bife
foi pesado e cozido em forno elétrico pré-aquecido a 170 °C. Quando a temperatura
interna da amostra atingiu 40 °C, foi virada até que atingisse a temperatura final de 71
°C. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos e entéo
pesadas novamente para determinacdo da PPC, que foi dividida em evaporation loss
e drip loss. A somas de purge, evaporation e drip losses foram consideradas como
perda de agua total. ApGs a coc¢do das amostras, 8 nucleos redondos (1,27 cm de
diametro) de carne, livre de gordura visivel e tecido conjuntivo, foram cortados
paralelamente ao longo das fibras musculares (AMSA, 1995), e cada nucleo foi
cisalhado perpendicularmente a direcdo da fibra, utilizando lamina Warner-Bratzler em
equipamento Brookfield CT-3 Texture Analyzer (AMETEK Brookfield, Middleborough,
Estados Unidos) e entdo foram feitas as médias por animal.

A coloracéo da carne (L* - luminosidade; a* - coloracao vermelho; b* - coloragao
amarelo) foi mensurada a partir do sistema CIELAB utilizando-se um colorimetro
KONICA MINOLTA - CR 400 (Konica Minolta Sensing, Inc., Tokyo, Japan), com

iluminante A, angulo de observacao 10°, abertura de 5,0 cm e display Y: 0,01 a 160%
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de reflectancia. A unidade foi calibrada utilizando-se uma placa para o padréo preto e
branco e assim foi determinada a média de trés medidas tomadas em diferentes
regiées do musculo LT, sempre com ao menos 30 min de exposi¢cao da amostra sob
refrigeracdo de 2 a 5 °C - blooming time. O indice colorimétrico C* (quantidade de cor
ou saturacao de cor) foi calculado pela equacao [(a*)2 + (b*)2]0,5 e 0 h* (coloracdo
real) a partir da férmula [tan-1 (b*/a*)] (Cafieque et al., 2004; Hernandez Saluefia et
al., 2019).

A anadlise de composicado centesimal foi conduzida por espectroscopia de
infravermelho no equipamento FoodscanTM (FOSS, Hillerod, Denmark) para a
determinacao de colageno, gordura intramuscular, proteina, umidade e minerais. As
amostras foram descongeladas a 4°C por 24h e a gordura subcutanea dos bifes foi
removida com bisturi para a analise. Em seguida, o bife foi moido e homogeneizado
em um processador por 5 minutos, com aproximadamente 180g de amostra, de
acordo com o método AOAC 2007-04. Foram realizadas seis leituras por amostra e a
cada leitura a amostra foi retirada da placa, homogeneizada novamente e recolocada

na placa.

Andlise estatistica

Os dados foram testados para a normalidade através do teste de Shapiro-Wilk,
usando o procedimento PROC UNIVARIATE no software estatistico SAS versao 9.4
(SAS Institute Inc., Cary, NC). O teste Tukey foi utilizado para testar a diferenca entre
médias, usando o procedimento PROC MIXED. O delineamento utilizado foi o de
blocos casualizados em esquema fatorial 2x2, sendo o nivel de amido na dieta (alto e
baixo) e a incluséo ou n&o dos produtos Vivalto + IntelliBond foram considerados como
efeitos fixos, e o bloco e as baias foram considerados como efeitos aleatorios. Para a
variavel consumo de matéria seca e histopatologia do ceco (porcentagem calculada
como numero de animais com alterac6es hitopatolégicas correspondentes em relagcao
ao numero total de animais do grupo) a baia foi utilizada como unidade experimental
(6 repeticbes por tratamento), e para as variaveis de desempenho, morfologia e
histomorfologia do epitélio ruminal, pardmetros de carne e carcagca, o animal foi

utilizado como unidade experimental. A significancia foi definida como p<0,05.
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Resultados

A adicao de vitaminas do complexo B e HTM Cu e Zn em dietas de alto amido
nao apresentou efeito (P > 0,05) para consumo de MS (DMI), peso corporal, ganho de
peso total e ganho de peso médio diario (GMD) e EA durante os primeiros 55 dias de

confinamento (Tabela 2).

Tabela 2. Consumo de MS e desempenho de bovinos Nelore alimentados com dietas
de alto amido recebendo ou nao Vivalto + IntelliBond C e Z entre 1 e 55 dias,

e 1 e 108 dias de confinamento.

Item Tratamentos’ SEM  p-valor
HS HSVI
Peso corporal inicial, kg 373,86 374,27 4,361 0,948
CMS adaptacéo, kg/d® 8,28 8,55 0,125 0,132
CMS 1-55 dias, kg/d?® 9,30 9,53 0,193 0,511
Peso corporal aos 55 dias, kg 460,88 462,75 5,099 0,797
Ganho de peso 1-55 dias, kg 86,90 89,52 2,439 0,456
GMD 1-55 dias, kg 1,58 1,63 0,050 0,455
EA 1-55 dias, kg/kg 0,158 0,163 0,004 0,519

IHS = Alto amido; HSVI = Alto amido + Vivalto + IntelliBond. EPM = Erro padrdo da média (n =
60/tratamento). &(n = 12/tratamento). (n = 30/tratamento). CMS = consumo de matéria seca. GMD =
ganho de peso médio didrio. CA = conversédo alimentar. EA = eficiéncia alimentar.

Quando avaliados no periodo de 56 a 108 dias de confinamento (Tabela 3), ndo
houve efeito (P > 0,05) da inclusdo de vitaminas do complexo B e HTM Cu e Zn, bem
como da interacdo nivel de amido e inclusdo de vitaminas e minerais na dieta sobre
as variaveis de desempenho e carcaca. Contudo, dietas de alto amido promoveram
maior peso corporal final (P = 0.004), ganho de peso total (P < 0,001), ganho médio
diario (P < 0,001) e melhor EA (P = 0,001), enquanto dietas de baixo amido fornecidas
na segunda metade do confinamento apresentaram aumento no rendimento de
carcaca (P = 0.011). Dietas de alto amido também proporcionaram maiores valores
de ganho de peso total (P = 0,001) e ganho médio diario (P = 0,001) no periodo de 1
a 108 dias.

A area média das papilas (Tabela 4; P = 0,001) e o niimero de papilas por cm?
(P = 0,001) sofreram influéncia do teor de amido, apresentando maiores valores para

dietas de baixo amido. O teor de amido também influenciou a espessura do epitélio



35

queratinizado (P = 0,051), que mostrou maiores valores para os tratamentos de alto
amido.

A inclusdo de vitaminas do complexo B + HTM promoveu aumento na largura
das papilas (P = 0,051), e a interagdo amido x vitaminas do complexo B + HTM
influenciou o nimero de papilas por cm? de parede ruminal (P = 0,027), com maior
valor para o tratamento HS.

O teor de amido da dieta influenciou a perda de agua por gotejamento e
evaporacao (P = 0,023 e 0,010, respectivamente; Tabela 5), e perda total de agua (P
= 0,042), promovendo maior perda por gotejamento e total nos tratamentos com alto
teor de amido. A perda de agua por evaporacao foi maior para os tratamentos de baixo
amido fornecidos na segunda metade do confinamento. A interagdo amido x vitaminas
do complexo B + HTM teve influéncia sobre os valores de a* (intensidade de vermelho;
P = 0,018) e b* (intensidade de amarelo; P = 0,051), sendo maior para o tratamento
HS, seguido por LSVI, HSVI e LS, respectivamente, para ambas as variaveis. Para
chroma (P = 0,019), foram observados maiores valores para HS, seguido por LSVI,
LS e HSVI.

Para purgue loss, perda por coccao, forca de cisalhamento, pH, L*, hue, teor
de umidade, proteina, gordura intramuscular, matéria mineral e concentracdo de
colageno da carne (Tabela 5) ndo foram observadas diferencas significativas (P >

0,05) entre os tratamentos.
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Tabela 3. Consumo de MS, desempenho e parametros de carcaca de bovinos alimentados com dietas de baixo ou alto amido,

recebendo ou nao Vivalto + IntelliBond C e Z

ftemb Tratamentos? EpM P - valor
HS LS HSVI LSVI Amido Aditivo Amido x aditivo

CMS 56-108 dias, kg/d* 8,98 8,97 8,75 8,79 0,255 0,451 0,664 0,616
CMS 1-108 dias, kd/d* 10,02 9,70 10,56 9,65 0,225 0,057 0,088 0,544
Peso corporal final, kg 525,05 510,02 536,01 516,00 6,099 0,004 0,166 0,682
Ganho de peso 56-108 dias, kg 66,21 47,21 70,44 52,00 3,011 <0,001 0,135 0,927
Ganho de peso 1-108 dias, kg 150,70 135,43 161,83 14241 5,296 0,001 0,135 0,695
GMD 56-108 dias, kg 1,25 0,89 1,33 0,98 0,056 <0,001 0,135 0,926
GMD 1-108 dias, kg 1,395 1,253 1,498 1,318 0,049 0,001 0,090 0,700
EA 1-108 dias, kg/kg* 0,149 0,139 0,155 0,142 0,004 0,010 0,261 0,744
Peso de carcaca quente, kg 306,52 300,05 311,17 304,32 3,868 0,865 0,249 0,959
Rendimento de carcaca, % 58,38 58,87 58,04 58,95 0,273 0,011 0,633 0,442
Area de olho de lombo, cm? 72,04 73,28 72,27 71,38 1,421 0,903 0,556 0,454
EGL, mm® 4,15 4,19 4,07 4,26 0,161 0,503 0,971 0,634
EGG, mm® 9,31 8,84 9,77 9,34 0,305 0,139 0,120 0,944

1HS = Alto amido; LS = Baixo amido; HSVI = Alto amido + Vivalto + IntelliBond; LSVI = Baixo amido + Vivalto + IntelliBond. ?EGL = Espessura de gordura
subcutanea (entre 122 e 132 costelas); SEGG = espessura de gordura subcutanea na altura da garupa. EPM = Erro padrdo da média (n = 30/tratamento). *(n =
6/tratamento). ?(n = 30/tratamento).
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Tabela 4. Morfometria e histomorfometria do epitélio ruminal de bovinos alimentados com dietas de alto ou baixo amido, recebendo

ou nao Vivalto + IntelliBond C e Z

tem Tratamentos? - P - valor
HS LS HSVI LSVI Amido Aditivo  Amido x aditivo
Variaveis morfométricas
NUmero de papilas por cm?, n 68,47a 46,27b 56,74ab 52,38b 3,674 0,001 0,613 0,027
Area de papila, cm? 0,394 0,498 0,418 0,513 0,286 0,001 0,698 0,620
ASA, cm2/cm? de parede ruminal 27,61 22,86 23,83 26,81 1916 0,535 0,912 0,141
Area de papila, % da ASA 96,23 9553 95,14 95,97 0,322 0,339 0,999 0,132
Variaveis histomorfométricas

Largura de papila, cm 0,327 0,331 0,332 0,373 0,016 0,223 0,051 0,276
Altura de papila, cm 1,987 2,003 1,621 1,933 0,112 0,081 0,213 0,448
Espessura do epitélio queratinizado, cm 0,015 0,014 0,014 0,014 0,001 0,051 0,636 0,444
Area de superficie de papila, cm? 0,646 0,664 0,523 0,663 0,033 0,215 0,085 0,218

1HS = Alto amido; LS = Baixo amido; HSVI = Alto amido + Vivalto + IntelliBond; LSVI = Baixo amido + Vivalto + IntelliBond. ASA = Area de superficie absortiva.
EPM = erro padrao da média (n = 30/tratamento).
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Tabela 5. Parametros de qualidade da carne de bovinos alimentados com dietas de alto ou baixo amido, recebendo ou nédo Vivalto
+ IntelliBond C e Z

item Tratamentos? EPM? P - valor
HS LS HSVI LSVI Amido  Aditivo Amido x aditivo
pH 5,57 5,57 5,56 5,55 0,012 0,805 0,179 0,654
Luminosidade, L* 38,50 38,84 39,05 39,02 0,532 0,769 0,491 0,726
Intensidade de vermelho, a* 24,13a 22,54b 22,73b 23,40ab 0,473 0,316 0,499 0,018
Intensidade de amarelo, b* 11,52a 10,56b 10,90b 11,03ab 0,281 0,137 0,871 0,051
Chroma 26,79a 25,01b 24,80b 25,87ab 0,527 0,397 0,539 0,019
Hue 25,44 25,63 25,07 25,40 0,284 0,487 0,445 0,731
Perda de agua por gotejamento, % 8,79 7,63 8,26 7,38 0,435 0,023 0,351 0,672
Perda de agua por evaporacéao, % 18,50 20,54 18,25 19,96 0,726 0,010 0,467 0,631
Purge loss, % 4,48 5,51 5,55 5,40 0,472 0,728 0,128 0,439
Perda de agua por coccéo, % 27,30 28,17 26,50 27,35 0,591 0,145 0,172 0,985
Perda de agua total, % 31,77 31,62 33,26 32,80 0,646 0,042 0,639 0,822
Forca de cisalhamento, kgf 5,69 5,44 5,33 5,35 0,205 0,593 0,303 0,525
Chemical composition, g/100g

Umidade 71,77 71,63 71,60 71,82 0,187 0,827 0,957 0,317
Gordura intramuscular 2,62 2,84 3,28 2,72 0,238 0,748 0,276 0,105
Proteina 23,24 23,31 22,98 23,14 0,125 0,076 0,318 0,729
Colageno 1,36 1,30 1,39 1,27 0,056 0,184 0,938 0,519
Cinzas 2,31 2,53 2,53 2,32 0,119 0,802 0,847 0,104

1HS = Alto amido; LS = Baixo amido; HSVI = Alto amido + Vivalto + IntelliBond; LSVI = Baixo amido + Vivalto + IntelliBond. EPM = erro padrédo da
média (n = 30/tratamento).
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b VBB S OER WS =
Figura 2. Papila ruminal de bovinos alimentados com dietas de alto amido (A), baixo
amido (B), alto amido + vitaminas do complexo B protegidas da degradacéo ruminal +
hidréximinerais Cu e Zn (C), e baixo amido + vitaminas do complexo B protegidas da

degradacao ruminal + hidroximinerais Cu e Zn (D). Foto com a objetiva 10x.

Na andlise histopatoldgica do ceco (Figura 3), o Unico processo observado foi
a presenca na lamina prépria de infiltrado inflamatério mononuclear associado a
eosinofilos, que apresentaram niveis discreto e moderado de infiltrado. Contudo, ndo
houve diferenca significativa (P > 0,05) para teor de amido, adicdo de

VitB+HTM(Cu+Zn) ou interagao entre essas duas condicoes.
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Mononuclear inflammatory infiltrate and Eosinophils (Mild)
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Figura 3. Histopatologia do ceco de bovinos alimentados com dietas de alto amido

(HS), baixo amido (LS), alto amido + vitaminas do complexo B protegidas da
degradacao ruminal + hidroximinerais Cu e Zn (HSVI), e baixo amido + vitaminas do
complexo B protegidas da degradacdo ruminal + hidroximinerais Cu e Zn (LSVI). A =
Epitélio do ceco de animal do tratamento LSVI; B = Epitélio do ceco de animal do
tratamento HS. Fotos tiradas com a objetiva 10x.

Discusséo
Consumo, desempenho e parametros de carcaca

A auséncia de efeito do fornecimento das vitaminas do complexo B protegidas
da degradacédo ruminal e dos minerais Cu e Zn, sobre o0 CMS e desempenho dos
animais podem ser devido as vitaminas do complexo B consumidas via alimentacédo e
produzidas no rumen serem suficientes para atingir a demanda dos animais, com o
fornecimento dessas vitaminas atuando como excedentes, uma vez que 0S minerais
Cu e Zn foram incluidos em quantidades que excedessem as recomendacgdes. Nesse
contexto, Scadura et al. (2008) e Juchem et al. (2012), ao avaliarem o fornecimento
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de vitaminas do complexo B para vacas de leite de alta producdo em dietas
adequadamente formuladas, ndo observaram efeito do tratamento sobre o CMS.

Alguns trabalhos também mostraram néo haver efeito significativo para o CMS
e ganho de peso em bovinos quando compararam o fornecimento de hidroximinerais
com outras fontes minerais como sulfatos e 6xidos (Caramalac et al., 2017; Hilscher
et al., 2019; Van Kuijk et al., 2022).

Era esperado que animais dos tratamentos HSVI e LSVI apresentassem maior
ganho de peso que animais dos tratamentos HS e LS. Entretanto, o perfil da dieta tem
grande influéncia sobre a producao das vitaminas do complexo B no ramen (Zinn et
al., 1987; Santschi et al., 2005; Schwab et al., 2006), e neste caso, tanto as dietas de
alto ou baixo nivel de amido devem ter proporcionado quantidades adequadas dessas
vitaminas e minerais aos animais. A diferenca de 2,3 vezes na concentragdo de amido
entre as dietas (HS vs LS) ndo proporcionou uma situacéo desafiadora aos animais,
uma vez que nao foram observados danos ao epitélio ruminal ou alteracdes
histopatologicas no ceco, bem como a capacidade absortiva da parede ruminal, e
provavelmente ndo foram desafiadoras o suficiente para provocar maior estresse
oxidativo no figado, principalmente para os tratamentos de alto amido.

O maior ganho de peso e melhor EA dos animais que receberam dietas de alto
amido em detrimento dos que receberam dieta de baixo amido pode ser atribuido a
maior concentracdo energética das dietas, onde dietas de alto amido apresentaram
NDT 8% maior em relagéao as dietas de baixo amido. Os nutrientes metabolizados a
partir do amido, de forma geral, sdo gliconeogénicos, pois ha maior producdo de
propionato no rimen em comparacao aos nutrientes metabolizados a partir da FDN,
que sao mais lipogénicos, pois ha maior producao de acetato e menor producao de
propionato (Leiva et al., 2000).

A menor relacdo acetato:propionato no riumen, para um mesmo ganho de
proteina, esta associada a maior eficiéncia de uso da energia metabolizavel para
mantenca (km) e ganho (kg; NRC, 2007) pelos animais, pois reduz a degradacao de
aminoacidos para suprimir a deficiéncia de energia (Tedeschi et al., 2008), o que
significa que aumentar a producédo de proprionato pode promover maior ganho de
massa muscular, que pode refletir em melhor EA.

As diferencas na EA podem ser associadas a digestibilidade, geracédo de gases
durante a fermentacdo ruminal, absor¢cdo de nutrientes, perdas por excrecao,

producédo de calor e eficiéncia de conversdo de energia para mantenca e crescimento
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(Nkrumah et al., 2006). Cribbs et al. (2015), ao avaliarem a substituicdo de milho
floculado por até 20% de polpa citrica desidratada para novilhas por 56 dias de
confinamento, também observaram reducéo da EA.

Uma diferenca na relagdo acetato:propionato também pode explicar a diferenca
no rendimento de carcaca quente entre os tratamentos, que pode ter acarretado
menor quantidade de gordura visceral nos animais que receberam dietas de baixo
amido. No ramen, o amido promove maior produgcdo de propionato, um &cido graxo
de cadeia curta gliconeogénico, enquanto no intestino o amido aumenta a
disponibilidade de glicose, que promove maior concentracdo sanguinea de insulina,
estimulando a lipogénese. Em dietas baseadas em gréos, o escape de amido do
rimen para o intestino pode chegar a até 40% (Orskov, 1986). Essa relacdo entre
maior disponibilidade de glicose e gordura visceral foi observada por Baldwin et al.
(2007), que ao avaliarem a infusdo de amido hidrolisado e glicose no abomaso de
novilhos, observaram aumento na deposi¢cdo de gordura abdominal em relacdo a

gordura subcutanea, mesmo ocorrendo similar ingestao de calorias.

Morfologia e histomorfometria do epitélio ruminal e histopatologia do ceco

As papilas ruminais sofrem adaptacbes de acordo com a dieta para
basicamente duas funcdes: estabilizacdo do pH e absorcdo de acidos graxos de
cadeia curta (Dirksen et al., 1985). A menor area média das papilas e maior espessura
do epitélio queratinizado (Figura 1) nas dietas de alto amido pode ser devido ao menor
pH ruminal em resposta a maior quantidade de amido na dieta. Quantidades
excessivas de amido no rimen podem levar a um menor desenvolvimento das papilas
e hiperqueratose do epitélio como forma de protecdo ao baixo pH ruminal (Millen et
al., 2016). Apesar da polpa citrica possuir alto teor de pectina, que também é
rapidamente fermentavel no raimen, produz menos acido latico em relacdo ao amido,
promovendo pH mais alto (Bampidis and Robinson, 2006) e, consequentemente,
ocasionando melhor desenvolvimento das papilas ruminais.

Assim como o tamanho, a densidade de papilas também sofre influéncia da
dieta, onde juntas, essas adaptacdes (tamanho e densidade) tentam manter a area
de superficie de absor¢do ruminal adequada para a manutengdo do metabolismo
energeético (Dirksen et al., 1985). Neste caso, além do efeito do teor de amido da dieta,
a densidade de papilas também foi afetada pela adicéo das vitaminas do complexo B

+ HTM. Apesar dessas diferencas, a area de superficie de absor¢éo e a participacéo
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das papilas na area total de absorcdo nao diferiram entre os tratamentos, mostrando
que o epitélio ruminal se adaptou, mantendo equilibrio entre nUmero e area das
papilas, o que auxilia na explicacao de auséncia de efeito da inclusdo de vitaminas do
complexo B + HTM sobre o desempenho animal, uma vez que a capacidade absortiva
da parede ruminal ndo foi alterada entre os tratamentos. Uma vez que a area de
superficie absortiva (ASA) da parede ruminal foi a variavel morfometrica mais
correlacionada com a velocidade de absor¢cdo dos &cidos graxos de cadeia curta
(Melo et al., 2013), ndo foi influenciada pelos tratamentos, também néo € esperado
alteracdo no CMS e no desempenho animal.

Na utilizacdo de dietas desafiadoras (e.g. alto grdo/amido), € esperado a
ocorréncia de maior estresse oxidativo, bem como maior incidéncia de infiltrado
inflamatdrio no intestino (Alemany-Cosme et al., 2021). Entretanto, ndo foi observado
infiltrado inflamatério mononuclear de intensidade acentuada (Figura 3) em nenhuma
das amostras, 0 que pode ser um indicativo de que as dietas ndo foram desafiadoras
o suficiente para provocar uma resposta negativa no epitélio intestinal, principalmente
por ndo haver diferengas estatistica significativas entre os tratamentos de baixo e alto
amido.

Ainda sédo escassos os trabalhos que avaliam o efeito da dieta sobre as
alteracdes histopatolégica nos intestinos, especialmente o0 ceco, em animais
ruminantes. Contudo, ao avaliarem trés diferentes niveis de amido (25, 35 e 45%) na
dieta de bovinos confinados, Silva et al. (2023) ndo observaram diferencas

significativas para parametros morfométricos e score de lesdo no ceco.

Qualidade da carne

A perda de 4gua por gotejamento é associada positivamente com o potencial
glicolitico (quantidade de compostos que podem ser transformados em acido latico),
mesmo sem alteracdo do pH final da carne (Traore et al., 2012). Esse fator pode
explicar a maior perda por gotejamento nas dietas de alto amido, pois 0 amido que
escapa da digestao ruminal € absorvido no intestino como glicose e pode elevar o
glicogénio muscular (Immonen et al., 2001).

O chroma esta relacionado ao valor de a* e, quanto maior o valor de chroma,
mais intenso é o vermelho da carne. A variacdo no a* e chroma podem se dar pela
capacidade antioxidante do musculo, que induz a maior ou menor formacao de

metamioglobina (Salim et al., 2022). Contudo, a reducao nos valores de chroma, b* e
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a* para as carnes do tratamento HSVI em relacdo a HS demonstram menor
estabilidade da coloracédo da carne com a inclusdo das vitaminas do complexo B e
HTM em dietas de alto amido.

Era esperado que animais que receberam dietas de alto amido ao longo de
todo o periodo apresentassem maior teor de gordura intramuscular na carne, porém,
o pH ruminal possui influéncia sobre a deposicdo de gordura intramuscular. A
biohidrogenacdo em pH ruminal baixo promove maior sintese do acido graxo C18:2
trans10-cis-12, que possui efeito negativo sobre o gene SREBF1, que reduz a
biossintese de lipidios no musculo pela reducdo da ativacdo de enzimas, reduzindo,
assim, a deposicdo de gordura intramuscular (Teixeira et al., 2017).

Nesse contexto, os resultados rejeitam a nossa hip6tese que a inclusdo de
vitaminas do complexo B e HTM na dieta aumentariam o ganho de peso animal,
associado ao efeito positivo sobre os parametros de qualidade de carne
independentemente do nivel de amido na dieta, uma vez que o desempenho foi
influenciado apenas pelo nivel de amido na dieta e a carne sofreu apenas algumas

alteracOes de cor.

Concluséo
A adicéo de vitaminas do complexo B + hidroximinerais Cu e Zn ndo oferecem

melhorias para o desempenho produtivo, qualidade da carne e saude ruminal de
bovinos Nelore confinados. As dietas com alto teor de amido apresentaram maior
ganho de peso, melhor CA e EA, porém afetaram negativamente alguns parametros
de saude ruminal como a espessura do epitélio queratinizado e area média das
papilas, sem alterar a superficie de absor¢cdo ruminal. Portanto, a utilizacdo de
vitaminas do complexo B protegidas da degradacéo ruminal + hidroximinerais Cu e Zn
nado sdo recomendadas em dietas de alto concentrado para bovinos Nelore em
confinamento, independentemente da estratégia de reducdo do nivel de amido na

segunda metade do confinamento ou néo.
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CAPITULO 3 - Efeitos da inclusdo de vitaminas do complexo B protegidas da
degradacdo ruminal e hidroximinerais Zn e Cu em dietas com
diferentes niveis de amido sobre o transcriptoma do figado de
bovinos Nelore confinados

Resumo — O figado € um 6rgéo central no metabolismo de animais ruminantes, que
pode sofrer danos com o fornecimento de dietas de elevado potencial oxidativo
afetando a saude e o desempenho animal. Neste contexto, o fornecimento de
vitaminas e minerais podem atuar como hepatoprotetores. Objetivou-se avaliar
diferencas na expressao génica no figado de bovinos Nelore confinados, alimentados
com dietas de diferentes niveis de amido, recebendo ou ndo VitB+HTM(Cu+Zn).
Foram utilizados 120 machos Nelore inteiros, confinados por 108 dias. Nos dias 1-55
d do confinamento os animais foram divididos em 2 tratamentos com 53,99% de amido
na MS: HS = alto amido e HSVI = alto amido + VitB+HTM(Cu+Zn). Do dia 56 a 108 de
confinamento, os animais foram divididos em 4 tratamentos: HS; HSVI; LS = baixo
amido (23.33% de amido na MS) e LSVI = baixo amido + VitB+HTM(Cu+Zn). A adicéo
de VitB+HTM(Cu+Zn) aumentou o percentual de danos no figado, associado a
infiltrado inflamatério de nivel discreto (P = 0,024), contudo, reduziu os de nivel
moderado (P = 0,046). Quando avaliado o efeito do nivel de amido na dieta sobre a
expressdo génica, os animais do tratamento baixo amido apresentaram maior
expressdo de genes e enriquecimento de vias metabdlicas relacionados a protecéo
hepatica (CYP1A2, GSTA4, GSTAL, HP, GSTA1 e GPX3) e metabolismo de acidos
graxos (HADHA, ACSL1, ACSL5, HADHB, EHHADH, CYP4A1 e ACADL), enquanto
tratamentos de alto amido apresentaram maior expressado de genes relacionados a
processos imunes (MMP9 e MMP12). Ao avaliar o transcriptoma hepatico dos animais
gue receberam VitB+HTM(Cu+Zn), foi observado maior expressdo de genes e vias
metabdlicas relacionados a protecdo hepatica (BoLa-DRB3, CYP2E1l, CYP1A2,
STAT3, PARK7, GADDA45A, IFI6, SAA2 e SAA4) e producdo de energia (G6PC,
CPD1, PC, NDUFA13, DLST, NDUFB10, NDUFS5, NDUFB7, NDUFB3 e NDUFS3).
A interacdo entre nivel de amido e adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn, alterou o
transcriptoma hepético. No grupo HS foram identificados genes relacionados a
secrecdo e sinalizacdo de insulina (ADCYAP1R1 e SOCS1, respectivamente),
sinalizacdo de AMPK (CCNA2) e via TNF *MMP9), enquanto no grupo HSVI foram
identificados genes e vias relacionados a processos imunes e protecdo hepéatica
(CLDN11, MMP9, MMP12, MT1E, MT1A, CCNA2 e IL1A). Para o grupo LS foram
enriquecidas vias de secrecdo pancreédtica (TRPC1 e ADCY2), sinalizacdo de
glucacon (FBP2 e ADCY2) e AMPK (CCNA2 e FBP2). Dietas de baixo amido
apresentaram maior expressao de genes relacionados a protecdo hepatica e genes
gue enrigueceram vias de metabolismo e degradacdo de acidos graxos, enquanto
dietas de alto amido apresentaram maior expressdo de genes ligados a processos
imunes. A adicao de VitB+HTM(Cu+Zn) promoveu maior expressao de genes ligados
a protecdo hepdtica e de genes relacionados ao metabolismo energético, que
enrigueceram vias do metabolismo de piruvato. Dietas de alto amido sem
VitB+HTM(Cu+Zn) (HS) apresentam maior expressao de genes que enriquecem vias
indicadoras de resisténcia insulinica.

Palavras-chave: Confinamento. Inflamag&o. Metabolismo energético. RNAseq.
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Introducéo

A pratica de oferecer dietas ricas em grados para bovinos em sistema de
confinamento é associada ao aumento do estresse oxidativo, com consequéncia
negativa sobre a saude e desempenho animal (Sgorlon et al., 2008; Guo et al., 2013;
Avila et al., 2022), principalmente por afetar a atividade de 6rgédos como o figado, que
desempenha papel central no metabolismo de nutrientes e na resposta ao estresse
oxidativo (Puppel et al., 2014; Fonseca et al., 2019). Nesse contexto, o processo de
intensificacdo do sistema de producdo de bovinos de corte (dietas de alto
concentrado), necessitam de estratégias nutricionais que melhorem a atividade

hepatica, visando a maximizacdo do desempenho animal.

Estudos sobre a relacéo entre dietas de alto concentrado e estresse oxidativo
em bovinos de corte ainda sdo escassos. Porém, diversos estudos com vacas leiteiras
mostram que o fornecimento de dietas ricas em concentrado podem elevar o estresse
oxidativo e desencadear respostas inflamatorias, bem como danos a atividade e
saude hepatica e da glandula mamaéria, o que leva a reducéo no desempenho animal
(Abaker et al., 2017; Ayemele et al., 2021; Ma et al., 2022).

Contudo, existe a possibilidade da utilizacdo de vitaminas do complexo B e
minerais, como Cu (cobre) e Zn (zinco), que além de atuarem como cofatores
enzimaticos no metabolismo de nutrientes (Sinclair et al., 2007; NASEM, 2016). Isso
nao somente promove a saude hepatica, mas também a resposta dos sistemas imune
e antioxidante dos animais em sistemas de producdo desafiadores, como o
confinamento com dietas ricas em grdos. No entanto, a influéncia da combinacao
entre vitaminas do complexo B e hidroximinerais Cu e Zn sobre o metabolismo

hepético de bovinos de corte ainda é pouco compreendida.

Nesse cenario, nossa hipotese é de que as vitaminas do complexo B protegidas
da degradacao ruminal, combinadas com hidréximinerais Cu e Zn [VitB+HTM(Cu+Zn)]
promovem maior expressao de genes relacionados a eficiéncia energética e protecéo
hepatica, principalmente em dietas ricas em amido, por serem mais desafiadoras. A
confirmacdo dessa hipotese possibilita a adicdo de vitaminas e minerais como
estratégia para reducdo do estresse oxidativo em animais a partir de sistemas

intensivos de producao.
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Sendo assim, objetivou-se avaliar o efeito do nivel de amido e a adicdo de
vitaminas do complexo B + hidroximinerais Cu e Zn na dieta sobre a histopatologia e

expressao génica do figado de bovinos Nelore confinados.

Material e métodos

Estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA;
protocolo 0059/2022) e realizado no confinamento da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Unesp campus Botucatu.
Animais e dietas

Foram utilizados 120 Nelores inteiros, com idade aproximada de 30 meses e
peso coporal inicial de 374 + 28 kg. Os animais foram vermifugados e vacinados contra
raiva e clostridioses no inicio do periodo experimental. Inicialmente, os 120 animais
foram alocados em cinco baias coletivas (n=24) para aclimatacdo durante nove dias.
Durante esse periodo (9d) os animais tiveram livre acesso a agua e receberam
alimentacao na proporcao volumoso concentrado de 70:30 a base de feno, milho, soja
e mistura mineral. Apos periodo de aclimatacao (9d), os animais permaneceram em
jejum de alimento sélido por 16h e entdo foram pesados e divididos em dois grupos
(blocos), em relacéo ao peso corporal inicial, e alocados em 24 baias cobertas, de
piso ripado suspenso, com bebedouro automatico e cocho individuais, contendo cinco

animais por baia.

O protocolo de adaptacao a dieta experimental foi o “step up”, consistindo no
uso de trés dietas variando a relacdo volumoso:concentrado, por um periodo total de
14 dias. As dietas foram compostas por milho, soja, ureia, mistura mineral-vitaminica,
bagaco-de-cana e silagem de sorgo. A relacdo volumoso:concentrado foi de 40:60 (5
dias), 30:70 (4 dias) e 20:80 (5 dias) nas dietas de adaptacao, respectivamente, até
alcancar a relacéo de 11:89 para a dieta de terminagao (Tabela 1). As dietas foram
calculadas para que fosse atingido o ganho médio diario de aproximadamente 1,5 kg,
de acordo com o NASEM (2016).
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Tabela 1. Ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais

Dietas de terminacéo

Iltem

Alto amido Baixo amido

Ingredientes das dietas experimentais, % da MS

Bagaco de cana 11,00 11,00
Milho moido 75,46 21,81
Milho desengordurado moido - 14,90
Polpa citrica - 38,52
Farelo de soja 9,52 9,75
Mistura mineral? 3,12 3,12
Ureia 0,90 0,90
Composicao quimica, % da MS

Matéria seca 89,24 89,33
Proteina bruta 14,46 14,87
Extrato etéreo 2,06 2,95
Fibra em detergente neutro 19,66 27,31
Fibra em detergente acido 8,73 16,48
Carboidratos néao fibrosos 58,01 17,34
Amido 53,99 23,33
Nutrientes digestiveis totais 72,70 67,84

MS = matéria seca.

IMistura mineral sem Vivalto® e IntelliBond® = Ca (7.60 g/kg); Cl (2.44 g/kg); K (4.90 g/kg); Mg (4.02
g/kg); Na (3.64 g/kg); P (3.20 g/kg); total S (6.80 g/kg); Co (0.59 mg/kg); total Co (1.11 mg/kg); total Cu
(15 mg/kg); total Fe (118.95 mg/kg); total | (0.70 mg/kg); total Mn (43.00 mg/kg); total Se (0.25 mg/kg);
total Zn (62.00 mg/kg); biotin (94.74 mcg/kg); folic acid (0.19 mg/kg); niacin (22.12 mg/kg); pantothenic
acid (6.08 mg/kg); vit. A (3740 Ul); vit. B1 (3.45 mg/kg); vit. B2 (1.34 mg/kg); vit. B6 (4.69 mg/kg); vit.
D3 (360 UlI); vit. E (54.00 Ul); sodium monensin (23.40 mg/kg).

2Mistura mineral com Vivalto® e IntelliBond® = Ca (7.00 g/kg); Cl (2.47 g/kg); K (4.90 g/kg); Mg (3.92
g/kg); Na(3.64 g/kg); P (3.20 g/kg); total S (6.80 g/kg); Co (0.59 mg/kg); total Co (1.11 mg/kg); Cu
IntelliBond (10.00 mg/kg); total Cu (24.98 mg/kg); total Fe (119.04 mg/kg); total | (24.00 mg/kg); total
Mn (43.00 mg/kg); total Se (0.25 mg/kg); Zn IntelliBond (35.00 mg/kg); total Zn (96.55 mg/kg); biotin
(16244.41 mcg/kg); folic acid (21.94 mg/kg); niacin (22.19 mg/kg); pantothenic acid (206.08 mg/kg); vit.
A (8445.94 UI); vit. B1 (3.47 mg/kg); vit. B12 (2000.00 mcg/kg); vit. B2 (1.34 mg/kg); vit. B6 (132.21
mg/kg); vit. D3 (1509.20 Ul); vit. E (95.34 Ul); sodium monensin (23.40 mg/kg).

O periodo de confinamento foi divido em duas etapas: a primeira de 1 a 55 dias,
e a segunda de 56 a 108 dias. Nos primeiros 55 dias de confinamento todos os animais
receberam dieta de alto amido (HS), sendo divididos em dois tratamentos: HS: sem
adicdo das vitaminas do complexo B protegidas da degradacdo ruminal e
hidroximinerais Zn e Cu; e HSVI: com adi¢cdo do produto comercial de vitaminas do
complexo B protegidas da degradacdo ruminal (Vivalto®, Trouw Nutrition) e
hidroximinerais cobre e zinco (IntelliBond® Cu e Zn, Trouw Nutrition)
(VitB+HTM(Cu+Zn)). A partir do 56° dia de confinamento, metade dos animais
passaram a receber dieta de baixo amido, sendo entdo divididos em quatro
tratamentos (Figura 1): HS: Dieta de alto amido (sem VitB+HTM(Cu+Zn)); LS: Dieta
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baixo amido (sem VitB+HTM(Cu+Zn)); HSVI: Dieta de alto amido +
VitB+HTM(Cu+Zn); e LSVI: Dieta de baixo amido + VitB+HTM(Cu+Zn).

Periodo Tratamento

1-55 Alto amido + VI

dias HSVI

I
|

56-108 Alto amido

dias +VI

HSVI

Figura 1. Esquema de distribuigéo dos tratamentos divididos entre 1 a 55 dias e 56 a
108 dias de terminacao. As caixas de cores iguais indicam a mesma racao.

A transicao da dieta de alto amido para baixo amido nos tratamentos LS e LSVI
ocorreu gradualmente, até que se atingisse 100% do fornecimento da racéo de baixo
amido, da seguinte forma:1° dia (dia 56): fornecimento de 33% da racao de baixo
amido + 67% da racéo de alto amido; 2° dia (dia 57): fornecimento de 67% da racao
de baixo amido + 33% da racao de alto amido; 3° dia (dia 58): fornecimento de 100%

da racéo de baixo amido.

A dieta foi fornecida em dois tratos, 50% as 10h e a outra metade (50%) as 16h.
Semanalmente foram coletadas amostra da dieta fornecida e sobras, acondicionadas
em sacos plasticos e armazenadas a -20° C para posterior analise de DM segundo
AOAC (1995; método 930.15), matéria mineral (AOAC, 1990; método 942.05),
proteina bruta (PB; AOAC, 1998; método 988.05), extrato etéreo (EE; AOAC, 1990;
método 930.15), amido (AOAC, 2005; método 996.11) e fibra em detergente neutro
(NDF) segundo Van Soest et al. (1994).

Ao final do periodo experimental (108 dias), os animais foram pesados por dois
dias seguidos, sem jejum de solidos, antes do primeiro trato, e entdo a media de peso
desses dois dias foi utilizada para obtencéo do peso corporal final (PCF). Entdo os
animais foram transportados para frigorifico comercial (Frigoestrela, Estrela D’Oeste,
SP), onde foram insensibilizados por concussao cerebral com pistola de dardo cativo,

seguido pela sangria, esfola e evisceracao.
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Coleta e histopatologia do tecido hepatico

Amostras de aproximadamente 1cm? do figado foram coletadas de todos os
animais logo apés o abate (Walton et al., 2001) e fixadas em solu¢éo de formalina
tamponada a 10% por 24h. Apos esse periodo, foram colocadas em élcool 70% até
processamento das amostras. No laboratorio, as amostras foram desidratas em
alcool, diafanizadas com xilol e embebidas em Paraplast® (Sigma, Saint Louis, MO).
Secbes de 5um foram cortadas em micrétomo rotativo, desparafinizadas, hidratadas
e entdo coloridas pela técnica hematoxilina-eosina conforme descrito por Luna (1968;

Figura 2).

As laminas foram analisadas em microscoépio de Olympus BX-61, nas objetivas
de 10x, 20x, 40x e na objetiva de 100x, através do uso de 6leo de imersdo quando
necessario na microscopia do figado. Foi estabelecido um protocolo de avaliagéo
baseado na composicao e intensidade da lesédo e/ou infiltrado inflamatério, macrofago
espumoso e degeneracao hidropica. A intensidade foi dividida em quatro escores,
sendo estes 0 (zero) para auséncia lesdo e/ou infiltrado inflamatério, 1 (um) para
discreta, 2 (dois) para moderada e 3 (trés) para lesédo, infiltrado inflamatorio,

macrofago espumoso e/ou degeneracédo hidrépica acentuada.

Transcriptoma do tecido hepatico

Aproximadamente 50 mg de tecido hepético coletados imediatamente ao abate
(armazenados em nitrogénio liquido) foram utilizados para extracdo do RNA utilizando
kit Rneasy (Quiagen, Valencia, CA, EUA) segundo recomendacdo do fabricante.
Destes, foram selecionadas 6 amostras por tratamento, sendo uma de cada baia, para
andlise. A concentracdo e integridade do RNA total foi verificada por leitura da
absorbancia em espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific, Santa Clara, CA,
EUA). A integridade do RNA também foi verificada por equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) e a concentragdo do RNA extraido e as
contaminagbes por DNA genb6mico foram medidas por meio de Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

O sequenciamento (RNA-Seq) foi conduzido em plataforma HiSeq 2500
System (lllumina). A partir do RNA total extraido das amostras foi obtido o RNA

mensageiro, o qual foi utilizado na construgcdo das bibliotecas de cDNA com
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adaptadores ligados as extremidades. Cada molécula foi sequenciada em ambas as
extremidades (sequenciamento pair-end). Os dados de sequenciamento gerados pela
plataforma HiSeq System lllumina foram convertidos ao formato FastQ e separados
por bibliotecas (dados multiplexados) por meio do software Casava (lllumina). As
analises computacionais foram conduzidas na plataforma iPlant Collaborative (Goff et
al., 2011). Os fragmentos sequenciados foram tratados conforme procedimentos

previamente descritos (Berton et al., 2016).

Nas andlises de sequenciamento, apdés a remoc¢do dos adaptadores de
sequenciamento e das sequéncias de baixa qualidade por meio do programa
Seqclean (http://sourceforge.net/projects/seqclean), as reads foram mapeadas ao
genoma de referéncia bovino (Bos taurus ARS-UCD1.2), disponivel em:
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Info/Index/, utilizando o programa Tophatv.2.0.11
(Trapnell et al., 2012). O mapeamento foi realizado de forma independente para cada
amostra, permitindo até dois mismatches por read. A montagem dos transcritos foi
realizada com o programa Cufflinks v2.2.1 (Trapnell et al., 2010), para o qual foi

fornecido um arquivo de anotacéo de referéncia.

Subsequentemente, foram estimados a abundancia dos transcritos, cujo nivel
de expressao foi determinado pelo nimero normalizado de fragmento por kilobase por
milhdo de fragmentos mapeados (RPKM). Uma vez montados os transcritos para cada
uma das amostras, por meio do programa Cuffmerge v.2.0.2 foi gerado um arquivo
Unico de anotagéo, unindo de maneira parcimoniosa os transcritos montados. Quanto
a questdo de trimagem das reads para alinhamento do RNA-seq, foi utilizado o
software Trim Galore
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/). A qualidade do
alinhamento e do sequenciamento foram avaliados por meio do software FASTQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e multiQC

(https://multigc.info/), visando a geracdo de métricas de qualidade.

A matriz de contagem foi produzida por meio do programa HTSeq-count
v.0.6.1p1 (Anders et al., 2015), que utilizou arquivos provenientes do mapeamento de
cada biblioteca efetuado pelo programa HISAT2 e a anotacdo proveniente da
execucao do Cufflinks. Foi utilizado o modo intersection nonempty para contagem das
sobreposicoes dos mapeamentos das sequéncias nos genes, no qual as sequéncias

gue alinharam em mais de um gene foram consideradas ambiguas e descartadas da
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contagem. Foram criadas matrizes distintas para cada tratamento (Baixo vs. Alto
amido; Controle vs VitB+HTM(Cu+Zn) e interacbes nivel de amido e
VitB+HTM(Cu+Zn). ). O programa HTSeq-count permitiu a quantificacao individual dos
fragmentos de sequéncias em cada gene por biblioteca. No estudo de predi¢céo de
novos transcritos utilizando o Cufflinks e o Cuffmerge, o software Rsubread, que ja

possui pipelines de integracdo com esses softwares, foi utilizado no lugar do HISAT2.

Para a analise dos dados de sequenciamento e expressdo génica foram
utilizados diferentes métodos como edgeR e Inferéncia Bayesiana — baySeq. O
primeiro € um método da maxima verossimilhanca condicional ajustada pelos quantis
(qCML), utilizado em um teste exato analogo ao de Fisher (Robinson and Smyth,
2008). Para determinar a expressao diferencial pelo método implementado no pacote
edgeR (Galaxy tool version v.0.0.2) foi considerado o parametro de comparagao
pairwise para tipo de analise e foi assumido que os dados de contagem seguem
distribuicdo binomial negativa. Apds, o fator de normalizacao, chamado trimmed mean
of M-values (TMM), foi estimado entre cada par de amostras (Robinson and Oshlack,
2010). A expresséo de cada gene foi calculada como média de expressdo de todas
as amostras para cada grupo e apresentada como média da fungéo logaritmica das
contagens por milhdes (CPM). O procedimento de Benjamini and Hochberg (1995) foi
utiizado para indicar a proporcdo esperada de hip6teses nulas rejeitadas
erroneamente, possibilitando o controle da taxa de falsas descobertas (False
Discovery Rate - FDR). Valores de significancia ajustadas para FDR < 1% foram
utilizados para identificar os genes diferencialmente expressos. O volcan plot foi

construido usando o Log? (fold change) <1 ou >1 e p-valor ajustado de <0.05.

Ja o método baySeq v.2.18.0 (Hardcastle and Kelly, 2010), implementado como
um pacote do repositério R/Biocondutor e baseado em Inferéncia Bayesiana, utiliza
informacgdes a priori para ajustar um modelo n&o linear aos dados, visando quantificar
perturbacdes e incertezas em suas estimativas (Liu and Logvinenko, 2008). O método
assume distribuicdo binomial negativa e por iteracfes até a convergéncia, obtém-se,
pela maxima verossimilhanca, uma distribuicdo de probabilidade prévia
empiricamente determinada a partir do conjunto de dados inteiros (Hardcastle and
Kelly, 2010). Este método produz probabilidades posteriores em vez de valores de
significancia e possui controle da FDR. O critério de p < 1%, sendo p a probabilidade

posterior, foi utilizado para determinar genes diferencialmente expressos.
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Para a identificacdo do papel biolégicos dos genes identificados como
diferencialmente expressos entre grupos de animais (Baixo vs. Alto amido; Controle
vs VitB+HTM(Cu+Zn) e interacdes nivel de amido e VitB+HTM(Cu+Zn), listas dos
genes com diferenca de expressao foram utilizadas para a analise de termos de
ontologia de genes por meio da ferramenta Database for Annotation, Vsualization and
Discovery Integrated (DAVID) versédo 6.8 (Huang et al., 2007). Para a identificacédo
das vias metabdlicas que estes genes participam foi utilizada a plataforma KEGG
Pathway Database (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html). Em complementacao
a andlise de termos de ontologia de genes, foi utilizado o pacote do R clusterProfiler
(https://lguangchuangyu.github.io/software/clusterProfiler/documentation/), pois € uma

ferramenta que auxiliarad na visualizacdo dos resultados.

Analise estatistica

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 2x2,
sendo o nivel de amido na dieta (alto e baixo) e a inclusdo ou ndo dos produtos Vivalto
+ IntelliBond, foram considerados como efeitos fixos, e o bloco e as baias como efeitos
aleatérios. Os dados foram testados para a normalidade dos residuos através do teste
de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE), a avaliacdo da homogeneidade das variancias
pelo teste BoxCox (PROC TRANSREG). Os dados que néo apresentaram distribuicdo
normal no residuo, forma transformados pelo procedimento PROC RANK. Para
comparacao de média foi realizado o teste Tukey (PROC MIXED), no software
estatistico SAS versédo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Para a variavel consumo de
matéria seca e histopatologia do figado (As alteracdes percentuais no tecido hepatico
foram calculadas como o numero de animais com alteracdes histopatolégicas
correspondentes em comparacgao com todos os animais do grupo) a baia foi utilizada
como unidade experimental (6 repeticdes por tratamento). Para as variaveis de
desempenho, o animal foi utilizado como unidade experimental. A significancia foi

definida como p < 0,05.
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Resultados
Desempenho e histopatologia do figado

Os animais que receberam dietas com alto teor de amido apresentaram maior
peso corporal final (P = 0,004); ganho médio diario (GMD; P = 0,001), entretanto, ndo

houve efeito para o consumo de matéria seca (CMS; P = 0,451; Tabela 2).

Ao avaliarmos o efeito do nivel de amido sobre os parametros histopatol6gico,
animais que receberam dietas HS apresentaram maior percentual de danos associado
com macrofago espumoso discreto (P = 0.002; Tabela 2; Figura 2D) quando
comparado ao grupo LS. Entretanto, o fornecimento de VitB+HTM(Cu+Zn) aumentou
a ocorréncia de infiltrados inflamatérios discretos (P = 0,024), contudo, reduziu o

percentual de infiltrados inflamatérios moderados (P = 0,046).

Ao avaliar a interagcdo amido x VitB+HTM(Cu+Zn), animais do tratamento HSVI
diferiram apenas dos tratamentos LS e LSVI para a ocorréncia de macrofago
espumoso total (P = 0,018), apresentando maior valor, enquanto o tratamento LS

apresentou o maior valor, diferindo apenas do tratamento LSVI, para o percentual de

macréfago espumoso moderado (P = 0,030).

o'

Figura 2. Histomorfometria do figado, A = Infiltrado mononuclear na regido veia centro
lobular; B = Infiltrado mononuclear na regido espaco porta; C = Necrose; D
= macrofago espumoso
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Expressao génica
Efeito do nivel de amido na dieta (Baixo vs Alto)

Animais que receberam dietas de baixo amido apresentaram enriquecimento
de vias KEGG relacionadas a protecdo hepdatica (Figura 3), como metabolismo de
drogas (CYP1A2) e xenobioticos (CYP1A2, GSTA4 e GSTAL) pelo citocromo P450 e
metabolismo de drogas por outras enzimas (GSTAL e GSTA4), e enriquecimento de
genes (GO; Figura 4) também relacionados a protecdo hepética, como processos
imunes (XBP1 e STATS3), atividade antioxidante e detoxificacdo (HP, GSTAL1 e GPX3),
e resposta de fase aguda (HP), quando comparados a tratamentos de alto amido.
Também foram identificados enriquecimento de vias KEGG relacionadas ao
metabolismo de lipidios, como vias de degrada¢cédo e metabolismo de &cidos graxos
(HADHA, ACSL1, ACSL5, HADHB, EHHADH, CYP4A1 e ACADL) para os tratamentos

de baixo amido.

Para os genes diferencialmente expressos (DEGs; Figura 7A) na condicéo
baixo vs alto amido, foram expressos genes relacionados a resposta imune (MMP9 e
MMP12) e protecdo contra danos oxidativos (MT1E e MT1A), que foram

negativamente expressos no baixo amido.

Dentre 0s genes exclusivamente expressos nos tratamentos de alto amido,
foram encontrados a subunidade 3 reguladora de fosfoinositina-3 quinase (PIK3R3) e
a metaloproteinase-9 (MMP9; Apéndice A). Para os tratamentos de baixo amido, os
genes FBP2 e DUSP26 (Apéndice B) foram exclusivamente expressos.

Efeito da adicdo de vitaminas do complexo B e hidréximinerais Cu e Zn

Ao avaliarmos a adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) (Figura 5), foi observado
enriquecimento de vias KEGG relacionadas a saude e imunidade como exemplo,
processamento e apresentacédo de antigenos (BoLA-DRB3, metabolismo de drogas e
xenobidticos pela citocromo P450 (CYP1A2 e CYP2E1), metabolismo de drogas por
outras enzimas (CYP2EL); e vias relacionadas ao metabolismo energético, como
fosforilacdo oxidativa (UQCRB, ATP5MF, UQCR11 e ATP6AP1), vias do ciclo do
acido citrico (DLST, IDH2, FH e PC — piruvato carboxilase) e metabolismo do piruvato
(PKLR, PC e FH). Os dados de ontologia dos genes expressados (Figura 6)
apresentaram a relacéo de genes a resposta imune e de defesa (STAT3), processos
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metabdlicos de espécies reativas ao oxigénio (PARK7, GADD45A e IFI6), resposta de
fase aguda (SAA4 e SAA2), gliconeogénese (G6PC, GPD1 e PC), geracdo de
precursores metabdlicos e energia (G6PC, GPD1, IDH2 e DLST) e complexo da
cadeia respiratoria (NDUFA13, NDUFB10, NDUFS5, NDUFB7, NDUFB3 e NDUFS3).

Na analise de DEGs (Figura 7B) para a comparacao de VitB+HTM(Cu+Zn) vs.
sem adicao de produto, foram identificados poucos genes, e um deles foi o LCN12,
relacionado a resposta inflamatdria, e que foi positivamente regulado nos tratamentos
que receberam VitB+HTM(Cu+Zn).

Dentre 0s genes exclusivamente expressos, para 0s tratamentos que
receberam VitB+HTM(Cu+Zn) foi encontrado o gene ZMAT3 (Apéndice C), e para 0s
tratamentos sem adi¢ao do produto, ELOVL7 e CRABP1 (Apéndice D).

Interacao entre nivel de amido (Baixo vs Alto) e a inclusdo do complexo vitamina B e

hidroximinerais Cu e Zn

Entre os tratamentos, pode-se observar que os tratamentos com alta
concentracédo de amido apresentaram ontologia de genes exclusivamente expressos
relacionados a morte celular e atividade mitocondrial (Figuras 8A e 8C). O tratamento
LS (Figura 8B) apresentou genes exclusivamente expressos relacionados a diversos
processos. Dentre eles estdo a gliconeogénese, transporte de ions potassio,
regulacdo de transporter transmembrana, glicosilagdo proteica, catabolismo de
lipidios e processos biossinteticos de carboidratos. O tratamento LSVI (Figura 8D)
apresentou atividade de genes exclusivamente expressos relacionados ao

metabolismo de carboidratos, nucleotideos e DNA.

Dentre as vias KEGG enriquecidas exclusivas nos tratamentos, foram
encontrados genes relacionados a secre¢ao de insulina (ADCYAP1R1), sinalizacao
de AMPK (CCNAZ2), sinalizagéo de insulina (SOCS1), sinalizag&o da via TNF (MMP9)
e sinalizacdo da via FoxO (CCNB1) no tratamento HS (Apéndice F).

Para o tratamento LS foram exclusivamente enriquecidas vias KEGG de
secrecao pancreatica (TRPC1 e ADCY?2), via de sinalizagdo do glucagon (FBP2 e
ADCY2) e sinalizacdo da via AMPK (CCNA2 e FBP2; Apéndice F).
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No tratamento HSVI, foram enriquecidas vias KEGG exclusivas de vias de
migracdo transendotelial de leucécitos (CLDN11 e MMP9), senescéncia celular
(CCNA2 e IL1A), resisténcia enddcrina (MMP9), via de sinalizagdo do TNF (CCNA2)
e sinalizacao da via AMPK (CCNAZ2; Apéndice G).

No tratamento LSVI o enriquecimento de vias KEGG exclusivas encontradas

foram relacionados a sinalizacdo da via AMPc (CNGA2; Apéndice H).

Na andlise de DEGs (Figura 9), foram identificados 673 genes para LS vs HS,
sendo 46 “down regulated” e 88 “up regulated”, com genes relacionados a resposta
imune (MMP9 e MMP12) e resposta a danos oxidativos (MT1E e MTI1A)
negativamente regulados nos tratamentos de baixo amido. Para LSVI vs LS, 387
genes foram identificados, sendo 52 “down regulated” e 47 “up regulated”, com os
genes SAA4 e SULTI1BI, relacionado a protecao hepatica, positivamente regulados.
Entre os tratamentos LSVI vs HSVI, foram identificados 173 genes, sendo 32 “down
regulated” e 23 “up regulated”, com genes relacionados a resposta imune (MMP9 e
MMP12) e protecdo hepética (MT1E e CYP1Al) negativamente regulados no
tratamento LSVI. Para a interacdo entre HS vs HSVI, apenas o0 gene
ENSBTAG00000033680 foi identificado como significativo, sendo negativamente

regulado no tratamento HS.
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Table 2. Consumo de matéria seca, peso corporal final, ganho de peso médio diario e histopatologia do figado de bovinos

alimentados com dietas de baixo ou alto amido, recebendo ou nao Vivalto + IntelliBond C e Z

Tratamentos? P - valor
I T <t
Peso corporal final, kg 525,05 510,02 536,01 516,00 6,099 0,004 0,166 0,682
CMS 1-108 dias, kg/d* 10,02 9,70 10,56 9,65 0,255 0,451 0,664 0,616
GMD 1-108 dias, kg 1,39 1,25 1,50 1,32 0,049 0,001 0,090 0,700
Inf. Inflamatério mono. discreto 68,33 68,33 86,67 73,33 4,859 0,194 0,024 0,194
Inf. Inflamatério mono. moderado 28,33 31,67 10,00 26,67 5,553 0,095 0,046 0,267
Degeneracao hidrdpica total 75,83 65,83 66,67 53,33 6,957 0,123 0,209 0,884
Degeneracao hidropica discreto 45,83 36,67 26,67 26,67 9,318 0,634 0,144 0,679
Degeneracao hidrépica moderado 26,67 25,00 26,67 20,00 6,962 0,593 0,756 0,681
Degeneracao hidrépica acentuado 3,33 4,17 13,33 6,67 4,762 0,643 0,252 0,443
Necrose aleatéria total 17,50 27,50 33,33 33,33 9,202 0,583 0,302 0,603
Necrose aleatdria discreta 14,17 10,00 26,67 20,00 7,829 0,641 0,229 0,899
Necrose aleatéria moderada 3,33 13,33 6,67 10,00 4,831 0,187 0,931 0,425
Macrofago espumoso total 61,67ab 42,50bc 72,00a 23,33c 6,227 <.0001 0,744 0,018
Macrofago espumoso discreto 37,50 10,00 36,67 20,00 6,532 0,002 0,538 0,328
Macrofago espumoso moderado 13,00ab 28,33a 13,33ab 0,00b 6,153 0,995 0,019 0,030
Macrofago espumoso acentuado 10,00 4,17 10,00 3,33 5518 0,318 0,927 0,928

1HS = Alto amido; LS = Baixo amido; HSVI = Alto amido + Vivalto + IntelliBond C e Z; LSVI = Baixo amido + Vivalto + IntelliBond C e Z; SEM = standard error
mean (n = 30/treatment). *(n = 6/treatment).
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Figura 5: Enriquecimento das vias KEGG diferencialmente expressas na
condicao adi¢do de VitB+HTM(Cu+Zn) vs. sem VitB+HTM(Cu+Zn).
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Discussao

A reducédo do peso corporal final e 0 GMD dos animais que receberam dietas
de baixo amido pode ser associado a reducéo do teor energético das dietas (NDT de
72,7 vs 67,8), uma vez que o CMS néo diferiu entre os tratamentos. Entretanto, dietas
ricas em amido sdo associadas ao aumento do estresse oxidativo no organismo
animal, com a ocorréncia de disturbios metabdlicos em bovinos (Sgorlon et al., 2008;
Guo et al.,, 2013), como a acidose ruminal e abcessos hepéticos (Nagaraja e
Chengappa, 1997), causando danos o tecido hepético, podendo resultar em perda de
funcdo (Lundy-Woofolk et a., 2023). Contudo, os abcessos néo sdo as unicas lesdes
encontradas em figados de bovinos criados em sistemas intensivos. Lesdes
microscopicas podem ser encontradas mesmo em figados macroscopicamente
integros (Mendes e Pilati, 2007).

A maior incidéncia de macréfagos espumosos de nivel discreto nos tratamentos
de alto amido provavelmente ocorreu devido a reducdo do pH ruminal causado pela
alta concentracdo de amido, que pode causar danos a barreira epitelial e aumento da
concentracdo ruminal de lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana
externa das bactérias gram negativas, que pode chegar ao figado por meio da
circulacao portal, causando resposta inflamatoria (Sanz-Fernandez et al., 2020; Zhang
et al., 2022).

O gene STAT3 é importante na sinalizacdo de macréfagos, fazendo o
recrutamento destes em tecidos infectados (Cabrera-Ortega et al., 2017), assim como
o gene XBP1, que atua na ativacao de macrofagos da resposta imune inata (Wang et
al., 2022), podendo ser associados a maior ocorréncia de figados com macréfagos

€espumosos nos tratamentos de alto amido.

A relacdo entre a incidéncia de macréfagos, um tipo de leucécito, e o gene
MMP9, exclusivamente expresso no tratamento alto amido, foi observada em figados
de ratos, com presenca de leucdcitos, onde houve maior expressao do gene MMP9
em figados com maior incidéncia de macréfagos quando comparado a figados
saudaveis (Hamada et al., 2008). Macrofagos podem ter fungéo inflamatoria (tipo M1)
ou anti-inflamatoria (tipo M2) e, no segundo caso, promove o reparo de tecidos e induz
a expressao de metaloproteinases de matriz (MMPs), como a MMP9 (Zhang e Wang,
2014) e a MMP12 (Kopec et al., 2017), que foram menos expressas nos tratamentos
de baixo amido em relagdo aos de alto amido na dieta. Além disso, o outro gene
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identificado como exclusivamente expresso na condic&o alto amido, PIK3R3, também
é relacionado a protecdo hepatica, atuando contra a fibrose, que pode ser originada a
partir de condic¢des inflamatérias crénicas (Fu et al., 2020). Essas relagfes indicam
que figados de animais que receberam dietas de alto amido apresentaram resposta
anti-inflamatéria mais acentuada relacionada aos macréfagos, que podem estar
associados ao tipo de macrofago presente e/ou maior incidéncia, no geral, de

macréfagos no figado.

Apesar de apresentarem menor incidéncia de macréfagos, o enriquecimento
de vias relacionadas ao metabolismo de drogas e xenobidticos, e de atividade
antioxidante e detoxificacao foi observado nos tratamentos de baixo amido. Nessas
vias, foram encontrados genes de atividade contra ROS, como o CYP1A2 (Shertzer
et al., 2004), GSTA4 (Desmots et al., 2002), GSTA1 (Liu et al., 2014), HP (Maffei et
al.,, 2016) e GPX3 (Qi et al.,, 2018). Essa observacdo pode ser associada ao
enriquecimento das vias metabdlicas de degradacédo e metabolismo de acidos graxos
para as dietas de baixo amido. Apesar da mitocondria ser associada como fonte de
ROS, ela ndo é a Unica e nem a principal fonte de ROS no organismo animal (Zhang
e Wong, 2021). Na célula, o microssomo é o maior produtor de ROS, seguido pelo
peroxissomo, mitocéndria e, por fim, outras enzimas citosélicas (Boveris et al., 1972).
Logo, pode ser que a maior expressao de genes de defesa contra ROS seja em
resposta a maior producdo de ROS pela atividade superior de peroxissomos e
microssomos, relacionada aos genes CYP4Al e EHHADA, respectivamente (Ranea-

Robles et al., 2021), no grupo que recebeu dietas com menor concentracdo de amido.

Enquanto os genes EHHADH e CYP4ALl participam da oxidacdo dos acidos
graxos nos peroxissomos e microssomos, respectivamente (Ranea-Robles et al.,
2021), os genes HADHA, HADHB e ACADL atuam na 3-oxidag&o mitocondrial (Costa
et al.,, 2018; Shao et al., 2019; Busato et al., 2022; Li et al., 2022). A B-oxidacdo &
utilizada quando a glicose disponivel para absor¢édo no intestino é limitada (Chow e
Jesse, 1992). Esse resultado pode ter ocorrido devido aos diferentes teores de amido
das dietas e, consequentemente, menor absor¢cdo de glicose para os animais dos
tratamentos de baixo amido, resultando em maior necessidade de producédo de

energia a partir da oxidacao lipidica.

Essa possivel diferenca na absorcao de glicose também pode estar relacionada
a expressao exclusiva do gene FBP2 nos tratamentos de baixo amido. O FBP2
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participa da via gliconeogénica e, no figado de ratos, tem a expressao estimulada pela

insulina e inibida pelo glucagon (Zhao et a., 2012).

Por fim, a expressao exclusiva do gene DUSP26 em dietas de baixo amido
também possui efeito hepatoprotetor e foi identificado como importante no combate a
esteatose (Ye et al., 2019), podendo ser uma resposta ao aumento da oxidacao de

acidos graxos no figado.

No entanto, a menor resposta inflamatéria associada com a maior resposta
hepatoprotetora para os tratamentos de baixo amido ndo apresentaram melhora sobre

o desempenho animal quando comparado aos tratamentos de alto amido.

Os minerais traco como o cobre e zinco atuam em diversos processos
biolégicos e, dentre eles, estédo a resposta imune (Nelson e Cox, 2018; NASEM, 2016),
barreira de defesa epitelial (Horst et al., 2020) e sistema antioxidante (NASEM, 2016;
Lépez-Alonso e Miranda, 2020).

A adicao de VitB+HTM(Cu+Zn) enrigueceram vias metabdlicas associadas a
processos imunes como apresentacado de antigenos (BoLa-DRB3), resposta imune e
de defesa (STAT3) e resposta de fase aguda (AHSG, SAA4, F2 e SAA2),
demonstrando o potencial hepatoprotetor com a adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn), o que
pode explicar a reducdo no percentual de animais com infiltrado inflamatério

mononuclear de nivel moderado no figado.

O gene STAT3 inibe a proliferacdo de células T, as mantendo em estado de
quiescéncia, aumentando o tempo de sobrevivéncia delas (Cabrera-Ortega et al.,
2017). O fator de transcricdo 3 é estimulado pelas células Th1l7, que recrutam
neutréfilos e macréfagos em tecidos infectados, especialmente em superficies de
mucosas (Cabrera-Ortega et al., 2017). A maior expressao desses genes nos
tratamentos com VitB+HTM(Cu+Zn) indica maior capacidade de respostas anti-

inflamatdria nesses animais.

Outro gene de importancia para resposta imune, e que foi altamente expresso
nos animais que receberam VitB+HTM(Cu+Zn) foi o BoLA-DRB3. O BoLA-DRB3 esta
associado a inducdo e regulacdo de resposta imune em bovinos, fornecendo
antigenos “nao préprios” as células T (Yue et al., 2020). A maior expressao desse
gene indica maior resisténcia do animal a processos inflamatérios como, por exemplo,

a mastite (Pokorska et al., 2018) e estresse térmico (Yue et al., 2020; Kim et al., 2022)
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em vacas leiteiras, o tornando um forte candidato como marcador de resisténcia a

processos inflamatorios.

Ainda contribuindo para a protecdo do figado nos animais que receberam
VitB+HTM(Cu+Zn), foram identificados genes atuantes contra ROS como o PARK7
(Cheng et al., 2018), o IFI6 (Liu et al., 2022) e o GADD45A, que além de atuar na
remocao das ROS, também regula positivamente enzimas antioxidantes (Hong et al.,
216). Além desses genes, o gene exclusivamente expresso nessa condi¢cao, ZMATS3,
também auxilia na protecdo hepdética, atuando contra proliferagdo de células

cancerigenas (Chaturvedi et al., 2015).

Genes relacionados a resposta de fase aguda, como SAA2 e SAA4,
encontrados nos animais que receberam VitB+HTM(Cu+Zn) também atuam contra
inflamacédo, sendo o gene SAA4 considerado pouco responsivo a condi¢des
inflamatorias (Otsuka et al., 2020). Contudo, assim como no presente estudo, Otsuka
et al. (2020), ao avaliarem novilhas Holandes-Friesian submetidas a desafio com
endotoxinas, que levaram o0s animais a condi¢do inflamatéria crénica, também
observaram aumento da expressao dos genes SAA2 e SAA4. As proteinas de fase
aguda amiloide A sérico (SAA) sao produzidas no figado e atuam na resposta

imunoldgica, inflamatoria e vias de protecao (Ceciliani et al., 2012).

O fornecimento de VitB+HTM(Cu+Zn), além de estimular resposta imune e anti-
inflamatoéria, também estimulou a expressdo de via metabdlicas associada ao
metabolismo energético hepatico, uma vez que houve enriquecimento de vias e genes
associados a vias da fosforilacdo oxidativa (UQCRB, ATP5MF, UQCR11, ATP6AP1),
ciclo do &cido citrico (PC), metabolismo de carbono (PKLR), processos de oxidacéo-
reducdo (G6PC), geracdo de precursores metabolicos e energia (G6PC e GPD1) e,
complexos da cadeia respiratéria (NDUFA13, NDUFB10, NDUFS5, NDUFB?7,
NDUFB3 e NDUFS3).

Dentre esses genes, o GPD1 participa da glicélise, convertendo di-
hidroxiacetona-fosfato em gliceraldeido-3-fosfato (Nelson e Cox, 2018); a PKLR
converte o fosfoenolpiruvato em piruvato (Liu et al., 2019), e a G6PC, que converte a

glicose-6-fosfato em glicose (Grasmann et al., 2019).

Na etapa do ciclo do acido tricarboxilico (TCA), observamos a expressao de 3

genes que foram: DLST, que codifica uma proteina associada ao complexo a-
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cetoglutarato-desidrogenase; o IDH2, que codifica a enzima isocitrato-desidrogenase;
e o FH, que codifica a enzima fumarase (Raimundo et al., 2011), nos figados dos
animais que receberam VitB+HTM(Cu+Zn). Além disso, a piruvato carboxilase (PC)
também auxilia no suprimento de substrato para o ciclo do TCA, sendo a enzima
responsavel pela carboxilacdo do piruvato a oxaloacetato, podendo ser utilizado no
ciclo do TCA ou, quando necesséario, para a producéo de glicose na via gliconeogénica
(Nelson e Cox, 2018).

O fornecimento de VitB+HTM(Cu+Zn), além de estimular a expresséo de genes
da via glicdlitica e do ciclo do TCA, também foi associado com a maior expressao de
genes relacionados a fosforilacdo oxidativa. Os genes NDFA13, NDUFS3, NDUFS5,
NDUFB7, NDUFB10, e NDUFB3 codificam proteinas do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria, enquanto a UQCRB a UQCR11 participam
do complexo Ill, e ATP5MF e ATP6AP1 participam do complexo V (ATP sintase;
Araujo et al., 2018; Ding et al., 2022; Vercellino e Sazanov, 2022).

Entretanto, durante o processo de producdo de ATP pela cadeia transportadora
de elétrons, as ROS Oz (superoxido) e H202 (perdxido de hidrogénio) sdo geradas e,
em excesso, podem causar problemas ao figado (Kowaltowski et al., 2009; Puppel et
al., 2014). Este, provavelmente, € um dos motivos para o enriquecimento de vias
metabdlicas relacionadas a protecao hepatica e a maior expressao de genes atuantes
contra ROS, como foi observado em nosso trabalho. Nesse contexto, a adicdo de
VitB+HTM(Cu+Zn) promoveu maior producao de energia em resposta ao aumento da
atividade das etapas de producdo de energia, desde a glicolise até a fosforilacédo

oxidativa.

A capacidade das vitaminas B em melhorar a eficiéncia energética em bovinos
também foi observada em vacas leiteiras (Scadura et al., 2008; Graulet et al., 2006).
Associado a esses resultados, Lopes et al. (2021), ao avaliarem o fornecimento de
vitaminas do complexo B protegidas da degradacéo ruminal + hidroximinerais Cu e Zn
para bovinos Nelore terminados em pasto, observaram maior expressdo de proteinas
relacionadas a cadeia de transporte de elétrons e outras vias de oxidacao-reducdo no
figado de animais que receberam o produto, aumentando a producdo ROS, que
levaram a maior expressao de proteinas ligadas a resposta a danos oxidativos e maior
expressdo de proteinas de fase aguda, indicando maior capacidade citoprotetora

nesses figados.



78

Nesse contexto, indiferente do sistema de terminacéo (Pasto vs. Confinado), o
fornecimento de VitB+HTM(Cu+Zn), apresentaram maior expressao de genes e vias
metabdlicas associadas ao metabolismo energético, resposta inflamatéria e anti-
inflamatéria no figado de bovinos.

Como estratégia para compreender a interacdo entre o nivel de amido e a
adicao de VitB+HTM(Cu+Zn), foi avaliada a expressdo de genes exclusivos em cada

tratamento.

A resisténcia a insulina (RI) em ruminantes pode ser causada pelo consumo
excessivo de energia e esta associada a maior resposta inflamatoria, reportada em
vacas leiteiras (Leiva et al., 2014; Leiva et al., 2015) e em bovinos de corte confinados

recebendo dieta com alta concentracédo de amido (38%; Sousa et al., 2022).

Apesar dos estudos limitados em relagéo a Rl e inflamacao aguda em bovinos
de corte confinados, acreditamos que a expressdo de genes relacionados a
resisténcia insulinica, resisténcia enddcrina, secrecédo de insulina e sinalizacao da via
TNF no tratamento HS podem ter a Rl como uma possivel explicacdo. Rela¢bes entre
Rl e as vias citadas e genes relacionados também séo observadas no figado de ratos,
onde animais obesos e com RI apresentam maior expressdo de SOCS1 (Ueki et al.,
2004), o enriguecimento de vias de sinalizacdo de AMPK, sinalizacao insulinica,
secrecdo de insulina (Liu et al., 2017) e maior expressdo do gene MMP9 (Xie et al.,

2018), que também foram observados no tratamento HS do presente estudo.

Diferente do tratamento HS, o tratamento HSVI apresentou genes
exclusivamente expressos associados a resposta inflamatéria e anti-inflamatoria.
Essa diferenca indica que, apesar da alta concentragcdo de amido em ambos os
tratamentos, a adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) promoveu maior protecdo hepética. O
CCNA2, um dos genes encontrados na pele de humanos com psoriase, uma
inflamacgéo cronica, participa da via de sinalizacdo do TNF, que é usualmente
detectado na fase de resposta aguda de tecidos, e é ativado, primariamente, por
células imunes como os macréfagos (Mogulevtseva et al., 2018). Logo, a expressao
desse gene e arelacdo com a via TNF no tratamento HSVI podem ser explicados pela

alta proporcgéo de figados com macréfagos no tratamento HSVI.

O gene CCNA2 também possui relacdo direta com o ciclo celular e, quando

silenciado, aumenta as chances de senescéncia celular prematura (Xu et al., 2019).
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Em tecidos como figado, rins, pulméo e coracéo de ratos, esse gene € mais expresso
em animais mais novos quando comparados com animais velhos, auxiliando na
prevencao da senescéncia celular e de doengas relacionadas ao avango da idade (Xu
et al., 2019).

A relacdo com os macréfagos também acontece para a via de migracao
transendotelial de leucocitos (MMP9), identificada no tratamento HSVI. A maior
expressdo de MMP9 é observada antes do processo de adesao/transmigracdo dos
leucécitos, e em leucdcitos de figados lesionados de ratos a expressao de MMP9 é
significativamente maior quando comparada a figados saudaveis (Hamada et al.,
2008).

Esses resultados indicam que o grupo HSVI apresentou vantagens em relagao
a protecdo hepatica quando comparado ao grupo HS, mostrando a importancia da do
fornecimento de VitB+HTM(Cu+Zn) em dietas de alto amido, auxiliando na prevencéao

da RI, uma vez que as evidéncias de RI foram encontradas somente no grupo HS.

O gene ADCY2, exclusivamente expresso no tratamento LS, é comum as vias
de secrecdo pancredtica e glucagon e é importante para sintese e degradacdo do
glicogénio (Li et al.,, 2014), enquanto a FBP2, comum as vias do glucagon e
sinalizacao de AMPK, atua na degradacéao e sintese da glicose (Guo et al., 2019). O
AMPK tem papel importante na regulacdo energética, sendo ativado quando a relacéo
AMP:ATP estd alta, como ocorre em vacas leiteiras em cetose, é ativado pelo
glucagon levando ao aumento da oxidacéo lipidica e redu¢édo do acumulo de gordura
no figado (Li et al., 2019).

Uma vez que o fornecimento de VitB+HTM(Cu+Zn) promoveu maior expressao
de genes relacionados a producdo energética, a expressao exclusiva desses dois
genes no tratamento LS [sem VitB+HTM(Cu+Zn)] pode indicar menor producao de

energia nesses animais, o que levou ao aumento da sinalizagéo do glucagon.

Outra diferenga encontrada quando comparados os tratamentos LSVI vs LS, os
genes SAA4 e SULTI1B1, positivamente regulados no tratamento LSVI, indicam maior
protecdo hepatica. Enquanto o primeiro atua na resposta de fase aguda (Otsuka et a.,
2020), o segundo codifica proteinas necessarias ao metabolismo de drogas (Sultana
et al., 2018).
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Diante desse contexto, os resultados do presente estudo aceitam nossa
hipétese de que a adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) promove maior protecdo hepatica e
eficiéncia do metabolismo energético, independentemente do nivel de amido da dieta,
contudo, apresenta resultados ainda mais expressivos quando combinado com dietas

de alto amido.

Conclusao

O fornecimento de dietas de alto amido promove maior ganho de peso nos
animais, contudo, aumenta a incidéncia de macrofagos de nivel moderado no figado.
A adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) oferece beneficios na reducdo da incidéncia de

inflamatérios mononucleares de nivel moderado.

Dietas de baixo amido apresentam maior expressao de genes relacionados a
protecdo hepatica e genes que enriquecem vias de metabolismo e degradacdo de
acidos graxos, enquanto dietas de alto amido apresentam maior expressao de genes
ligados a processos imunes. O fornecimento de dieta de alto amido, sem
VitB+HTM(Cu+Zn) também promove expressdo de genes relacionados a resisténcia

insulinica.

A adicdo de VitB+HTM(Cu+Zn) apresenta maior expressao de genes e vias
metabdlicas associadas ao metabolismo energético, resposta inflamatéria e anti-

inflamatéria no figado de bovinos.
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Apéndice A. Genes exclusivamente expressos nos tratamentos de alto amido — GO enrichment
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Descricdo Gene Ratio Gene ID P ajustado
epithelial cell differentiation involved in kidney development 1/1 MMP9 0,002
regulation of kidney development 1/1 MMP9 0,002
negative regulation of ion transmembrane transporter activity 1/1 MMP9 0,002
positive regulation of smooth muscle cell proliferation 1/1 MMP9 0,002
negative regulation of cation transmembrane transport 1/1 MMP9 0,002
formation of primary germ layer 1/1 MMP9 0,002
negative regulation of ion transmembrane transport 1/1 MMP9 0,002
cell differentiation involved in kidney development 1/1 MMP9 0,002
negative regulation of transporter activity 1/1 MMP9 0,003
regulation of epidermal growth factor receptor signaling pathway 1/1 MMP9 0,003
regulation of release of cytochrome ¢ from mitochondria 1/1 MMP9 0,003
regulation of ERBB signaling pathway 1/1 MMP9 0,003
epidermal growth factor receptor signaling pathway 1/1 MMP9 0,003
positive regulation of DNA binding 1/1 MMP9 0,003
negative regulation of transmembrane transport 1/1 MMP9 0,003
negative regulation of ion transport 1/1 MMP9 0,004
metalloendopeptidase activity 1/1 MMP9 0,004
release of cytochrome c from mitochondria 1/1 MMP9 0,004
ERBB signaling pathway 1/1 MMP9 0,004
positive regulation of mitochondrion organization 1/1 MMP9 0,004
negative regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway 1/1 MMP9 0,004
regulation of cation channel activity 1/1 MMP9 0,004
smooth muscle cell proliferation 1/1 MMP9 0,004
regulation of smooth muscle cell proliferation 1/1 MMP9 0,004
regulation of epithelial cell differentiation 1/1 MMP9 0,004
regulation of DNA binding 1/1 MMP9 0,005
positive regulation of protein binding 1/1 MMP9 0,005
negative regulation of cysteine-type endopeptidase activity involved in apoptotic process 1/1 MMP9 0,005



female pregnancy

negative regulation of cysteine-type endopeptidase activity
Gastrulation

muscle cell proliferation

multi-multicellular organism process

cellular response to reactive oxygen species
positive regulation of epithelial cell migration
regulation of ion transmembrane transporter activity
apoptotic mitochondrial changes

regulation of mitochondrion organization
metallopeptidase activity

regulation of transmembrane transporter activity
cellular response to metal ion

positive regulation of apoptotic signaling pathway
regulation of transporter activity

regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway
response to reactive oxygen species

cellular response to inorganic substance

positive regulation of binding

regulation of cysteine-type endopeptidase activity involved in apoptotic process
kidney development

regulation of protein binding

negative regulation of apoptotic signaling pathway
renal system development

regulation of cysteine-type endopeptidase activity
negative regulation of endopeptidase activity
urogenital system development

response to metal ion

cellular response to oxidative stress

regulation of epithelial cell migration

11
1/1
11
1/1
11
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1

MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9

0,005
0,006
0,006
0,006
0,006
0,007
0,007
0,007
0,007
0,007
0,008
0,008
0,008
0,008
0,008
0,009
0,009
0,009
0,010
0,010
0,010
0,010
0,010
0,011
0,011
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012
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extracellular matrix

negative regulation of peptidase activity

regulation of cation transmembrane transport
intrinsic apoptotic signaling pathway

response to peptide

cellular response to chemical stress

epithelial cell migration

epithelium migration

tissue migration

regulation of binding

skeletal system development

regulation of apoptotic signaling pathway
ameboidal-type cell migration

transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway
regulation of ion transmembrane transport

negative regulation of proteolysis

embryonic morphogenesis

regulation of endopeptidase activity

negative regulation of transport

response to inorganic substance

response to oxidative stress

positive regulation of cell migration

negative regulation of hydrolase activity

regulation of peptidase activity

regulation of transmembrane transport

positive regulation of cell motility

positive regulation of cellular component movement
negative regulation of intracellular signal transduction
positive regulation of locomotion

regulation of ion transport

11
1/1
11
1/1
11
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
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MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9

0,012
0,013
0,013
0,014
0,014
0,014
0,015
0,015
0,016
0,016
0,017
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,018
0,019
0,019
0,020
0,020
0,020
0,020
0,021
0,021
0,022
0,022
0,022
0,024
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negative regulation of cell differentiation
epithelial cell differentiation

positive regulation of apoptotic process

positive regulation of programmed cell death
endopeptidase activity

positive regulation of organelle organization
positive regulation of cell death

apoptotic signaling pathway

mitochondrion organization

enzyme linked receptor protein signaling pathway
regulation of proteolysis

positive regulation of cell population proliferation
negative regulation of developmental process
regulation of cell migration

negative regulation of catalytic activity

response to organonitrogen compound
regulation of cell motility

peptidase activity, acting on L-amino acid peptides
embryo development

negative regulation of apoptotic process
positive regulation of protein phosphorylation
peptidase activity

negative regulation of programmed cell death
regulation of cellular component movement
regulation of locomotion

positive regulation of phosphorylation

cation transmembrane transport

negative regulation of cell death

epithelium development

response to nitrogen compound

11
1/1
11
1/1
11
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
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1/1
1/1
1/1

MMP9
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MMP9
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MMP9
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MMP9
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MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9

0,024
0,024
0,025
0,025
0,025
0,026
0,026
0,027
0,031
0,031
0,032
0,033
0,034
0,035
0,035
0,037
0,037
0,037
0,037
0,037
0,038
0,038
0,039
0,039
0,039
0,039
0,039
0,041
0,041
0,042
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positive regulation of phosphorus metabolic process
positive regulation of phosphate metabolic process
positive regulation of cellular component organization
anatomical structure formation involved in morphogenesis
positive regulation of protein modification process
multi-organism reproductive process

cellular response to oxygen-containing compound
multi-organism process

negative regulation of molecular function

negative regulation of multicellular organismal process
negative regulation of signal transduction

negative regulation of cellular protein metabolic process
regulation of organelle organization

11
1/1
11
1/1
11
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
1/1
11

MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9
MMP9

0,043
0,043
0,044
0,044
0,046
0,046
0,046
0,047
0,047
0,048
0,048
0,050
0,050
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Apéndice B. Genes exclusivamente expressos nos tratamentos de baixo amido - GO enrichment

Descricdo Gene Ratio Gene ID P ajustado
Dephosphorylation 2/2 FBP2/DUSP26  >0,001
protein tyrosine phosphatase activity 1/2 DUSP26 0,007
peptidyl-tyrosine dephosphorylation 1/2 DUSP26 0,008
Gluconeogenesis 1/2 FBP2 0,009
hexose biosynthetic process 1/2 FBP2 0,009
Z disc 1/2 FBP2 0,009
| band 1/2 FBP2 0,009
monosaccharide biosynthetic process 1/2 FBP2 0,010
phosphoprotein phosphatase activity 1/2 DUSP26 0,015
Sarcomere 1/2 FBP2 0,016
Myofibril 1/2 FBP2 0,017
contractile fiber 1/2 FBP2 0,018
carbohydrate biosynthetic process 1/2 FBP2 0,019
glucose metabolic process 1/2 FBP2 0,022
phosphatase activity 1/2 DUSP26 0,024
hexose metabolic process 1/2 FBP2 0,026
monosaccharide metabolic process 1/2 FBP2 0,028
protein dephosphorylation 1/2 DUSP26 0,032

phosphoric ester hydrolase activity 1/2 DUSP26 0,037




Apéndice C. Genes exclusivamente expressos nos tratamentos com VitB+HTM(Cu+Zn) — GO enrichment

Descricédo Gene Ratio Gene ID P ajustado
regulation of growth 1/1 ZMAT3 0,026
Growth 1/1 ZMAT3 0,037

cellular response to DNA damage stimulus 1/1 ZMAT3 0,041
Nucleolus 1/1 ZMAT3 0,041




Apéndice D. Genes exclusivamente expressos nos tratamentos sem suplemento — GO enrichment
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Descricdo Gene Ratio Gene ID P ajustado
monocarboxylic acid metabolic process 2/2 ELOVL7/CRABP1 0,001
cellular lipid metabolic process 2/2 ELOVL7/CRABP1 0,002
carboxylic acid metabolic process 2/2 ELOVL7/CRABP1 0,003
oxoacid metabolic process 2/2 ELOVL7/CRABP1 0,003
organic acid metabolic process 2/2 ELOVL7/CRABP1 0,003
lipid metabolic process 2/2 ELOVL7/CRABP1 0,005
nucleoside bisphosphate biosynthetic process 1/2 ELOVL7 0,004
ribonucleoside bisphosphate biosynthetic process 1/2 ELOVL7 0,004
purine nucleoside bisphosphate biosynthetic process 1/2 ELOVL7 0,004
acyl-CoA metabolic process 1/2 ELOVL7 0,007
thioester metabolic process 1/2 ELOVL7 0,007
retinoid metabolic process 1/2 CRABP1 0,008
unsaturated fatty acid biosynthetic process 1/2 ELOVL7 0,008
diterpenoid metabolic process 1/2 CRABP1 0,008
nucleoside bisphosphate metabolic process 1/2 ELOVL7 0,008
ribonucleoside bisphosphate metabolic process 1/2 ELOVL7 0,008
purine nucleoside bisphosphate metabolic process 1/2 ELOVL7 0,008
fatty acid derivative biosynthetic process 1/2 ELOVL7 0,008
monocarboxylic acid catabolic process 1/2 CRABP1 0,009
vitamin metabolic process 1/2 CRABP1 0,009
terpenoid metabolic process 1/2 CRABP1 0,010
unsaturated fatty acid metabolic process 1/2 ELOVL7 0,012
fatty acid derivative metabolic process 1/2 ELOVL7 0,012
isoprenoid metabolic process 1/2 CRABP1 0,013
cellular hormone metabolic process 1/2 CRABP1 0,013
sulfur compound biosynthetic process 1/2 ELOVL7 0,016
coenzyme biosynthetic process 1/2 ELOVL7 0,017
cellular lipid catabolic process 1/2 CRABP1 0,019



purine ribonucleotide biosynthetic process
purine nucleotide biosynthetic process
fatty acid biosynthetic process
ribonucleotide biosynthetic process
hormone metabolic process

ribose phosphate biosynthetic process

purine-containing compound biosynthetic process

monocarboxylic acid biosynthetic process
coenzyme metabolic process

organic acid catabolic process

carboxylic acid catabolic process
cofactor biosynthetic process

sulfur compound metabolic process
nucleotide biosynthetic process
nucleoside phosphate biosynthetic process
lipid catabolic process

fatty acid metabolic process

purine ribonucleotide metabolic process
protein homooligomerization
ribonucleotide metabolic process
carboxylic acid biosynthetic process
purine nucleotide metabolic process
regulation of hormone levels

organic acid biosynthetic process

ribose phosphate metabolic process
small molecule catabolic process
cofactor metabolic process
purine-containing compound metabolic process

1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
1/2
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1/2
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1/2
1/2
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ELOVL7
ELOVL7
CRABP1
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ELOVL7
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CRABP1
CRABP1
ELOVL7
ELOVL7
ELOVL7
ELOVL7
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ELOVL7
ELOVL7
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ELOVL7
ELOVL7
ELOVL7
CRABP1
ELOVL7
ELOVL7
CRABP1
ELOVL7
ELOVL7

0,020
0,021
0,022
0,022
0,022
0,022
0,023
0,027
0,027
0,029
0,029
0,029
0,030
0,031
0,033
0,037
0,038
0,039
0,040
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,041
0,043
0,045
0,047
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Apéndice E. Enriquecimento de vias KEGG exclusivamente expressos no tratamento HS

Descricdo Gene Ratio Gene ID P ajustado
Progesterone-mediated oocyte maturation 3/19 PIK3R3/CCNA2/CCNB1 >0,001
Cellular senescence 3/19 PIK3R3/CCNA2/CCNB1 0,004
CAMP signaling pathway 3/19 PIK3R3/ADCYAP1R1/LOC521568 0,013
Neuroactive ligand-receptor interaction 3/19 ADCYAP1R1/ADRA2C/GRIK2 0,041
Folate biosynthesis 2/19 MGC127133/LOC538060 0,003
Prolactin signaling pathway 2/19 PIK3R3/SOCS1 0,013
Insulin secretion 2/19 ADCYAP1R1/KCNMB1 0,013
Arachidonic acid metabolismo 2/19 MGC127133/LOC538060 0,014
Endocrine resistance 2/19 PIK3R3/MMP9 0,016
Cholinergic synapse 2/19 PIK3R3/KCNJ4 0,023
Leukocyte transendothelial migration 2/19 PIK3R3/MMP9 0,024
Growth hormone synthesis, secretion and action 2/19 PIK3R3/SOCS1 0,025
AMPK signaling pathway 2/19 PIK3R3/CCNA2 0,027
TNF signaling pathway 2/19 PIK3R3/MMP9 0,027
Cell cycle 2/19 CCNA2/CCNB1 0,028
FoxO signaling pathway 2/19 PIK3R3/CCNB1 0,030
Relaxin signaling pathway 2/19 PIK3R3/MMP9 0,030
Osteoclast differentiation 2/19 PIK3R3/SOCS1 0,033
Insulin signaling pathway 2/19 PIK3R3/SOCS1 0,033
Estrogen signaling pathway 2/19 PIK3R3/MMP9 0,033
Natural killer cell mediated cytotoxicity 2/19 PIK3R3/LOC618565 0,042
cGMP-PKG signaling pathway 2/19 ADRA2C/KCNMB1 0,049
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Apéndice F. Enriquecimento de vias KEGG exclusivamente expressos no tratamento LS

Descricdo Gene Ratio Gene ID P ajustado
Chemokine signaling pathway 3/17 ADCY?2/CCL1/CCR8 0,005
Ovarian steroidogenesis 2/17 LOC538060/ADCY2 0,006
Progesterone-mediated oocyte maturation 2117 CCNA2/ADCY2 0,012
Antigen processing and presentation 2/17 NKG2A/LOC618565 0,012
Pancreatic secretion 2/17 TRPC1/ADCY2 0,015
Glucagon signaling pathway 2117 FBP2/ADCY2 0,015
Salivary secretion 2/17 WC1-10/ADCY2 0,015
Glutamatergic synapse 2117 TRPC1/ADCY2 0,018
Cholinergic synapse 2/17 KCNJ4/ADCY2 0,019
AMPK signaling pathway 2/17 CCNA2/FBP2 0,022
Oxytocin signaling pathway 2/17 KCNJ4/ADCY2 0,033
Natural killer cell mediated cytotoxicity 2/17 NKG2A/LOC618565 0,034
cGMP-PKG signaling pathway 2/17 ADRA2C/ADCY2 0,040
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Apéndice G. Enriquecimento de vias KEGG exclusivamente expressos no tratamento HSVI

Description Gene Ratio Gene ID P ajustado
Progesterone-mediated oocyte maturation 3/20 PIK3R3/CCNA2/PGR 0,001
Leukocyte transendothelial migration 3/20 CLDN11/PIK3R3/MMP9 0,002
Estrogen signaling pathway 3/20 PIK3R3/PGR/MMP9 0,003
Cellular senescence 3/20 PIK3R3/CCNA2/IL1A 0,005
cGMP-PKG signaling pathway 3/20 OPRD1/ADRA2C/KCNMB1 0,006
Cytokine-cytokine receptor interaction 3/20 TNFSF8/IL1A/CCRS8 0,036
GnRH secretion 2/20 TRPC1/PIK3R3 0,009
Endocrine resistance 2/20 PIK3R3/MMP9 0,018
AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications 2/20 PIK3R3/IL1A 0,021
Sphingolipid signaling pathway 2/20 OPRD1/PIK3R3 0,028
AMPK signaling pathway 2/20 PIK3R3/CCNA2 0,030
TNF signaling pathway 2/20 PIK3R3/MMP9 0,030
Relaxin signaling pathway 2/20 PIK3R3/MMP9 0,033
Osteoclast differentiation 2/20 PIK3R3/IL1A 0,037
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Apéndice H. Enriguecimento de vias KEGG exclusivamente expressos no tratamento LSVI

Descricdo Gene Ratio Gene ID P ajustado
CcAMP signaling pathway 2/11 CNGA2/LOC521568 0,033




