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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.
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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.
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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 enriqguecem vias de metabolismo e degradacéo 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
metabodlicas associadas ao metabolismo energético, resposta inflamatéria e anti-

inflamatdria no figado de bovinos.
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