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REGISTRO DE IMPACTO

O presente estudo identificou que o aditivo propionato de laidlomicina pode ser
mais uma alternativa de uso em dietas altamente energéticas para bovinos
confinados. Além disso, através do estudo de transcriptoma de papilas ruminais,
a monensina sodica foi o aditivo mais eficiente em manter a satde ruminal de
bovinos Nelore. Tais achados podem contribuir para a tomada de decisdo dos
produtores no momento de definir qual o melhor aditivo para seu sistema de

producéo, visando melhor eficiéncia em seus resultados.

IMPACT STATEMEN

The present study identified the Laidlomycin Propionate additive may be one
alternative for use in high-energy diets for feedlot cattle. Furthermore, through the
study of ruminal papilla transcriptome, sodium monensin was the most efficient
additive in maintaining the ruminal health of Nellore cattle. These findings may
contribute to the decision-making of producers when defining the best additive for

their production system, aiming at better efficiency in their results.
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RESUMO - O objetivo do estudo foi avaliarainclusdo de aditivos e seuuso combinadoem dietas com
altos teores de concentrado para bovinos Nelore confinados, em relagdo ao consumo de matéria seca,
desempenho produtivo, comportamento ingestivo, parametros sanguineos e satide ruminal, envolvendo
analises histo-morfoldgicas e de transcriptoma de papilas ruminais. Utilizou-se 96 bovinos machos nédo-
castrados da raga Nelore alocados no confinamento experimental da FMVZ-UNESP, campus de
Botucatu, com peso inicial médiode 332 £ 28 kge 24 meses deidade. Os animais foram divididos em trés
tratamentosde acordo com a associagdo ou ndo dos aditivos: Tratamentol: Monensina sodica (T1:
MON); Tratamento 2: MON + Virginiamicina (T2: MON+VM)e tratamento 3: Propionatode laidlomicina
(T3: LP), caracterizando um delineamento em blocos casualizados, com 8repeti¢des por tratamento (4
animais/baia). O periodo experimental teve duracdo de 118 dias, sendo 24 dias de fase de adaptacdo e a
dieta final foi composta por uma proporgéo de concentrado: volumoso de 90:10. No abate, coletou-se 0
peso de carcaca quente e fragmentos de epitélio ruminal . Utilizou-se o procedimento PROC MIXED do
SAS 9.4,considerando um nivel de significancia de P > 0,05 para avaliagdo estatistica dos dados. O
programa R foi utilizado paraelaboracdo do graficode regressdondo linear do consumode matéria seca.
Durante a adaptacéo, houve efeito de tratamento para o CMS (P<0,001),onde bovinos suplementados
com LP apresentaram uma maior ingestdo, chegando a estabilizar o consumo mais rapidamente. Este
fato acarretou em um maior consumo de FDN (P=0,019), o que pode ter contribuindo para um maior
tempo de ruminagdo(P=0,035). Para as analises histoldgicas, reportou-se que bovinos que consumiram
MONapresentaram papila com menor espessura de queratina (P <0,01), e a combinacdo de MON +VM
obteve os maiores valores (P=0,0299) para largura de papila. A laidlomicinaapresentou resultados
semelhantes de desempenho em relacdo aos demais tratamentose pode ser uma alternativa de uso em
dietas para bovinos confinados. A maior expresséo degenes envolvidos na proliferagéo celular (CLD3,
E2F1, FADD), transporte transmembranar, (CYSRT1, BLC2A1) e desenvolvimento do epitélio (PRLR
e THRB) contribuiu para justificar as mudancas histo-morfogénicas noepitélioruminal e, aparentemente
a Monensinaparece ser mais eficiente em manter oambiente ruminal maisprotegido frente a fermentacéo

ruminal.

PALAVRA CHAVE: aditivos, ion6foro, virginimiacina, Nelore,confinamento



ABSTRACT -The objective of the study was to evaluate the inclusion of additives and their combined
use in diets with high concentrate levels for feedlot Nellore cattle, in relation to dry matterintake,
performance, ingestive behavior, blood parameters and ruminal health by histomorphological and
transcriptome analysis of ruminal papillae. Ninety-six non- castrated Nellore male cattle allocated in the
experimental feedlot at FMVZ-UNESP, Botucatu campus, with average initial weight of 332 (£28) kg
and 24 months were used. The animals were divided into three treatments according to association or
not of the additives: Treatment 1: Sodium Monensin (T1: MON); Treatment 2: MON + Virginiamycin
(T2: MON+VM) and treatment 3: Laylomycin propionate (T3: LP),randomly block design, with 8
replications by treatment (4 animals/pen). The experimental period lasted 118 days, with 24 days of
adaptation phase and the final diet consisted of a concentrate: roughage ratio of 90:10. At slaughter, hot
carcass weight and rumen epithelium fragments were collected. The PROC MIXED procedure of SAS
9.4 was used, considering a significance level of P> 0.05 for the statistical evaluation of the data. The
R program was used to create the non-linear regression graph of dry matter intake. During adaptation,
there was a treatment effect for DMI (P<0.001), where cattle supplemented with LP had a higher DMI,
stabilizing consumption more quickly. This factled to a higher consumption of NDF (P=0.019), which
may have resulted in a longer rumination time (P=0.035). For the histological analyses, it was reported
that cattle MONpresented smaller keratin thickness of papilla (P <0.01), and MON + VM obtained the
highest values (P=0.0299) for papilla width. LP presented similar performance results in relation to the
other treatments and can be an alternative use in feedlot cattle diets. The higher expression of genes
involved in cell proliferation (CLD3, E2F1, FADD), transmembrane transport (CYSRT1, BLC2A1l) and
epithelial development (PRLR and THRB) contributed to justify the histomorphogenic changes in the
ruminal epithelium and apparently, Monensin seems to be more efficient in keeping the ruminal

environment more protected against ruminal fermentation.

KEY WORDS: Additives, ionophores, virginiamycin, Nellore, feedlot



Consideracdes Gerais

As atualidades e perspectivas da cadeia produtiva da carne nacional tém expressado
enorme potencial econdmico. Em 2022, o Brasil atingiu seu recorde de volume de carne bovina
exportada, alcancando 2,26 milhdes detoneladasvendidas para mais de 150 paises, um aumento
de 22,6% em relacdoa 2021. Para 2023, as expectativas se mantém e o Brasil deve seguir como
lider mundial na oferta de carne(ABIEC, 2023).

Entretanto, para atender ao crescente mercado consumidor, é necessario aperfeigoar o
sistema de producdo, por meio de estratégias que busquem o encurtamento do periodo de abate,
juntamente com ferramentas que tragam eficiéncia a cadeia produtiva.

Logo, o objetivo de aumento de produtividade se baseia no abate de animais jovens, 0s
quais sdo submetidos a dietascom alto concentrado para atender aos requerimentos de mantenca
dos animais e maximizar seu ganho de peso. Entretanto, elevados niveis energético dietéticos,
aumenta-se ocorréncias de disturbios metabdlicos, como a acidose ruminal, pelas limitacGes
fisiolégicas dos animais (Owens et al., 1998).

Portanto, a formulacdo de dietas que promovam melhorias no desempenho animal,
especialmente em bovinos confinados, na tentativa de melhorar eficiéncia alimentar,
diminuicdo dos custos de producdoe de riscos de disturbios metabdlicos, obtendo melhores
resultados sobre as caracteristicas de carcaca e e carne sdo necessarias nos dias de hoje.

Umas das principais variaveis analisadas e controladas deste sistema, € 0 consumo de
matéria seca (CMS), considerada a mais importante e com capacidade de afetar diretamente o
desempenho animal (Waldo e Jorgensen, 1981). O consumo de alimento adequado garante 0s
nutrientes e a energia exigidos pelos microrganismos para desenvolvimento, maximizagdo da
fermentacdo ruminal e consequentemente, ganho de peso. S8o varias as caracteristicas que
podem afetar o consumo de alimento, podendo ser intrinseca a dieta ou/e ao animal.

O uso de aditivos antimicrobianos em confinamento é uma importante ferramenta para
controlar desordens metabolicas, pois atuam por meio da selecdo de microrganismos
desejaveis que degradam carboidrato ndo estrutural, como o amido, e intensifica a
fermentacdo ruminal, aumentando a producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
principalmente o propionato; Dessa forma, é considerado uma importante ferramenta para
regular o CMS, devido a saciedade quimica (Nagaraja et al., 1997).

Em um levantamento realizado com nutricionistas de confinamento no Brasil,
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99,78% dos entrevistados utilizam aditivos em dietas de terminacdo de bovinos, sendo a
Monensina Sodica escolhida como primeira opgdo, representando 86,1%, seguida da
virginiamicina com 5,6% e a combinacdo de monensina com virginiamicina com 2,8% de
utilizacdo.Quando perguntados sobre a segunda opc¢éo de aditivos, 65,7% dos nutricionistas
optaram pelaVirginiamicina (Silvestre e Millen, 2021).

Muito relatos da literatura suportam a teoria que a Monensina limita o CMS e melhora
a eficiéncia alimentar (EA) (Goodrich et al., 1984, Ellis et al., 2012). Porém, deve-se salientar
que o CMS em relagdoao peso corporal de bovinos conforme os dias de confinamento tende
a diminuir (Rigueiro et al, 2020), assim a sobra de nutrientes para ganho tende a ser reduzida,
limitando o desempenho. Da mesma forma, aexigéncia de mantenca do animal esta diretamente
correlacionada ao seu peso corporal (BCNRM, 2016), ou seja, qguanto mais pesado o animal vai
ficando ao longo do confinamento, maior sera a exigéncia de mantenca. Assim, a modulacdo
do CMS e consequentemente de energia, através do uso de aditivos pode ser ajustada para ndo
prejudicar o desempenho.

Nesse sentido, o uso combinado de Monensina com Virginiamicina (MONVM) além de
novos aditivos que visem estimular o CMS estdo sendo utilizados estratégicamente em dietas
com alto concentrado afim de promover efeitos aditivos que promovam melhora na saude
ruminal e consequentemente no desempenho produtivo.

Em meta-analise de Cernicchiaro et al. (2016), examinaram efeitos comparativos na
inclusdo de Propionato de Laidlomicina (LP) e Monensina Sédica (MON) em bovinos de corte,
e concluiram que a LP apresentou melhores resultados relacionados ao CMS, ganho de peso
diario (GPD) e peso de carcaca quente (PCQ) quando comparado a monensina.

Benattietal. (2017) reportou resultados positivos quandoa MON foi combinadacom VM
nas dosesde 25 ppm de VM combinada com 0:10:20:30 ppm de MON, mostrando aumentos
lineares na eficiéncia alimentar (EA) (P <0,01) e na energia liquida de manutencéo e de ganho
(P <0,01). Rigueiro (2016), avaliando protocolos para uso combinado de VM (25 ppm) e MON
(30 ppm), durante adaptacdo e terminacdo de Nelore confinados, encontrou que a
suplementacdo de MON e VM na fase de adaptagcdo e somente VM na terminagdo foi o
protocolo que aumentou o peso vivo final, 0 CMS em kg/MS e em %PV, o GPD, PCQ, area
de olho de lombo (AOL) final e ganho de AOL por dia, sem afetar os parametrosde salde
ruminal e seletividade da dieta.

A transicdo de uma dietarica em forragem para uma dieta altamente fermentavel pode
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induzir distarbios digestivos no ramen. Nesse sentido, ao transicionar novilhas em dietas com
0, 72 € 89% de concentrado, o pH foidiminuido conforme o nivel de concentrado foi aumentado
e vias envolvidas na atividade catalitica e proliferacdo de células epiteliais foram sub reguladas,
enriquecendo vias relacionadas ao sistema imune e movimento celular dos leucocitos. Dos mais
de 11.000 genes identificado, o autor identificou alguns como potenciais reguladores, que
podem ser considerados como marcadores genéticos em condi¢do de estresse durante a transicao
alimentar (Zhao et al., 2017).

Mudancas na expressdo génica de bovinos com e sem abcessos hepéticos foram
reportadas por Abbas W. et al., (2020). no qual 211 genes foram identificados como
diferencialmente expressos, onde identificou-se que genes envolvidos na sintese proteica foi
diminuida em bovinos com abcesso, além da populacdo microbiana epimural localizada na
parede do rumen ter sido alterada, o que pode afetar o ganho de peso dos animais.

Sendoassim, a partir de sequencias genémicas, € possivel identificar um gene ou até todo
0 genomade uma espécie e associa-las as suas funcbes bioldgicas para entdo, entender os
mecanismos de controle que afetam suas caracteristicas fenotipicas; esse tipo de estudo abriu
um novo leque para a pesquisa ciéntifica abordar e aprimorar ferramentas que vém sendo cada
vez mais usuais dentro da nutricdo de ruminantes.

Talis relatos indicam que uma maior compreensao dosmecanismos genéticos associados

a satde ruminal pode trazer melhorias nos parametros de eficiéncia no desempenho produtivo.

CAPITULO 1: Revisdo de Literatura
1.1 Uso de confinamento no Brasil

Em 2022, o Brasil atingiu seu recorde de volume de carne bovina exportada, alcangando
2,26 milhdesde toneladas vendidas para mais de 150 paises, um aumento de 22,6% em relacdo
a 2021. Para 2023, as expectativas se mantém e o Brasil deve sequir como lider mundial naoferta
decarne (ABIEC, 2023). Dessaforma, visar a intensificacdo da producao de bovinos de corte se
torna cada vez mais necessario para garantir a demanda do mercado consumidor.

Dessa forma, o confinamento se encontra como uma estratégia cada vez mais usual,
visando aumento de produtividade e garantindo maior rentabilidade ao produtor, por meio da

capacidade de ter um giro de capital mais rapido e aumentar o fornecimento de carne com
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melhor qualidade, pelo fato de disponibilizar animais mais jovens ao abate. Atualmente, 18,02%
dos animais abatidos no Brasil ja advémde confinamento (6,73 milhdes de cabecas). Em 2012,
esse numero era de 4,08 milhGes, ou seja, um aumento de 39,37% em 10 anos. Além disso, a
porcentagem de machos abatidos acima de 36 meses vemreduzindo e hoje representa apenas
9,9 % do total (ABIEC, 2023).

O confinamentotem como principio ofertar uma dietabalanceadano cocho para garantir
gue 0s animais supram suas exigéncias de mantenca e ainda promovam acelerado ganho de peso
em um curto periodo de tempo, aumentando a taxa de desfrute. Para tanto, houve uma mudanca
no padrdo dietético dos animais, com aumento da incluséo de ingredientes concentrados (graos)
e diminuicdo de ingredientes volumosos.De 2009 a 2019, aumentou-se 12% dainclusdo média
de concentrado nas dietas de bovinos confinados (71,2% vs 83,3%) sendo que atualmente,
97,2% dos nutricionistas recomendam um nivel de concentradoentre 71 a 90%, onde o milho,
caracterizado como duro ou “flint”, & o principal gréo utilizado com 97,2%de preferéncia
(Silvestre e Millen, 2021).

Utilizacdo de dietas de alto amido promove uma maior eficiéncia no ganho, com
aumento do peso vivo final, assim como carcagas mais pesadas e com acabamento mais
homogéneo. Pinto e Millen (2018) reportaram média de peso final para machos néo-castrados
de526,5 kg. No ultimo levantamento, Silvestree Millen, (2021) ja reportaram aumento no peso
final dessa categoria de 555,8 kg, ou seja, um aumento de quase 30 kg, durante um periodo de
confinamento que passou de 97 para 107 dias em média.

No entanto, dietas de alto amido pode levar a um aumento da fermentacdo ruminal e
acumulo de produtos finais da fermentacdo (principalmente acidos graxos de cadeia curta, mas
também ocasionalmente acido latico), causando uma quedano pH ruminal (Owens etal., 1998).
A reducdo do pH ruminal pode alterar a microbiota ruminal e causar algumas disfungdes, como
alteracbes nos padrdes de alimentagcdo e ruminagdo, reducdo do consumo de alimentos,
reduzindo assim o desempenho do animal.

Para tanto, se faz necessario a aplicacdo de certos procedimentos para garantir que 0s
animais se adaptema essa dieta, evitando efeitos negativos sobre o desempenho. Adequacdes
de protocolos de adaptagéo e recebimento dos animais, manejo para controle de consumo de
alimento e leitura de cocho, avaliacdo dos processamentos dos gréos e gestdo dedados do
sistema, corroboram para o sucesso da operacdo e abre um cenario favoravel para se avaliar a

potencialidade de atuacdo dos aditivos microbianos.
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Adicionalmente,os aditivos antimicrobianos sdo considerados uma importante
ferramenta para manipular as reagcdes de fermentacdo ruminal, aumentar a eficiéncia de
incorporacdo dos nutrientes pelos microrganismos, afim de fornecer um maior aporte de energia
para o hospedeiro, garantindo um melhordesempenho (Nagaraja et al., 1997).

Frente a um cenario pecuario desafiador, com custos de producao elevados e oscilacdo
dovalor daarroba, estratégias para garantir um melhor desempenho animal se fazem importante,
entretanto, requercautela e acertividade, pois a margem da lucratividade do produtor esta cada
vez mais ténue e os custosrelacionados a nutricdo representam a maior parte dentro do sistema

de producdo, com excessdo da aquisicdo do animal (ABIEC, 2023).

1.2 Saude ruminal

Os ruminantes se diferenciam da maioria dos mamiferos por possuirem quatro
estbmagos. Essessdo constituidos pelos pré-estbmagos, reticulo, rimen e omaso e 0 estdmago
verdadeiro, abomaso. Por ndo existir barreira fisica separando o ramen do reticulo, podemos
considerar o compartimento denominando-o como, ruminorreticulo (Church, 1988; Van Soest,
1994; Cunningham, 2004).

O ruminorreticulo, no animal adulto, é o maior compartimento da cavidade abdominal
e possui varios sulcos, nos quais se encontram vasos sanguineos, linfonodos e tecido adiposo.
Esses sulcos formam internamente os pilares, os quais delimitam os sacos cranial, dorsal,
ventral, cego caudo dorsal

e cego caudo ventral que sdo muito importantes para a motilidade do rimen. Juntamente
com a propria parede se contraem e relaxam, acentuando ou diminuindo as divisdes dentro da
luz do ruminorreticulo (Church, 1988; Van Soest, 1994; Cunningham, 2004).

Internamente, a mucosa ruminal € constituida por varias papilas, que sdo
prolongamentos do epitélio, formadas por tecido conjuntivo, colageno e sdo ricamente
vascularizadas. Possuem tamanhos eformas varidveis de acordo com a idade, dieta e regido do
ramen. Basicamente, possuem trés importantes funcdes: protecdo, metabolismo e absorcao
(Cunninghan et al., 1992).

O epitélio ruminal ndo possui glandulas e é caracterizado como estratificado
pavimentoso queratinizado, sendo formado por quatro camadas: basal, espinosa, granulosa e
cérnea ou queratinizada (REFERENCIA).A proliferacdo celular ocorre a partir da camada

basal, e por divisdo mitotica, sofrem diferenciacdo e migram para as demais camadas até atingir



a camada cornea e descamar para dentro do limen ruminal (Lavker e Matoltsy, 1970).

O estrato basal é a camada onde os compostos absorvidos sdo metabolizados e estdo
apoiados na membrana basal; o estrato espinoso varia em relacdo ao seu nimero de camadas,
que estdo unidas por desmossomos e € o local que inicia a metabolizacdo dos AGCC; o estrato
granuloso ja € notavel sinais de degeneracdo celular e o espaco intercelular comeca a diminuir.
Por fim, o estrato corneo é a camada mais queratinizada, que detém de uma permeabilidade
seletiva a depender das condi¢fes do contetdo ruminal, mas sua principal funcdo é de
proteger o epitélio contra abrasdo quimica e invasdo demicrorganismos (Churchetal., 1988;
Baldwin e Jesse (1992), Cunningham, 2004).

O desenvolvimento das papilas acontece principalmente pela absorcdo dos AGCC,
oriundos da fermentacdo ruminal (Sander et al., 1959; Tamate et al., 1962, Costa et al., 2008)
No momento em que as bactérias liberam o AGCC para absorcdo, este estd em sua forma
protonada, ou seja, carregam uma molécula de H+ (préton) e que ao cair no meio ruminal,
promove a dissociacdo, ou seja, a liberacdo do H+, sendo este o principal responsavel pelo
processo de acidificagdo. Considerando um pH satdavel para bovinos de corte variando de 5,8
a 6,8, cerca de 10% e 1% dos AGCC, respectivamente, estdo na sua forma protonada, ou seja,
90 e 99% estdo dissociados (Millen D.D. et al., 2013)

Em sua forma protonada, a absorcdo acontece mais rapidamente, de forma passiva, onde
0 AGCCapenas capta uma molécula de H+ atravessa o epitélio; ja na forma dissociada, 0s
AGCC” estdo eletricamente carregados e sua permeabilidade na camada lipidica do epitélio
ruminal é extremamente baixa, sendo necessaria um mecanismo de troca para que a absorgéo
aconteca. Neste caso, utiliza-se 0 ion bicarbonato e entdo, quando um AGCC™ ¢é absorvido, uma
molécula de HCO3™ (geralmente 50% oriundo da saliva e 50% advindo do sangue) é liberada
no fluido ruminal (Aschenbach et al. 2000).

Quando o bicarbonato adentra o meio ruminal, ele capta um H+, formando uma
molécula de CO2e H20. Sendo assim, podemos dizer que as duas formas de absor¢do de AGCC
atuam como tamponante no meio, sendo a forma protonada, atuando de forma “direta” e pela
forma dissociada,de maneira “indireta”.

Apos a absorcdo, estes AGCC se comportam de maneira diferente no epitélio, onde o
butirato apresenta o maior efeito estimulatorio para as papilas, seguido pelo propionato e entéo
0 acetato com pouco envolvimento neste processo (Nocek e Kesler 1980). Pensando nisso, 0

perfil dietético da dieta éfundamental para direcionar a producdo dos AGCC e desenvolver o



epitélio ruminal.

Em longo prazo, a proliferacdo celular das papilas aumenta proporcinalmente a
velocidade de absor¢do dos AGCC, contribuindo para a estabilizacdo do pH ruminal, mas se a
proliferacdo das célulasepiteliais for maior que a descamacdo, ocorrera aumento no nimero de
camadas no epitélio, definido como hiperplasia (Jones et al., 2000).

No trabalho de Zitnan et al. (2005), os animais com maior desenvolvimento papilar
possuiam maiores concentragcdes plasmaticas de IGF-1 (fator de crescimento semelhante a
insulina tipol). Sakataet al., (1980) ao avaliar o efeito dainsulina no processo de mitose celular
no epitélio, descreveu que esteprocesso ocorre mediante a producdo dos AGCC e que 0 rimen
se adapta ao aumento da concentracdo de energia por meio da hiperplasia das células epiteliais
(aumento do numero de células na camada naocornificada).

Na falta de adaptacdo ou adaptacdo inadequadaas dietas mais energéticas, o rimen pode
vir a sofrer lesdes em sua parede, ocasionando morte celular. O acumulo destas células na
camada cérnea € denominado paraqueratose, e ao aumentar significativamente sua espessura,
denomina-se hiperqueratose, que pode induzir a aglutinacdo das papilas, endurecendo-as e
impedindo a absorc¢do. (Hinders, Owens e Bull, 1965).De forma geral, ¢ comum que dietas
com alto teores de alimentos concentrados estejam associadas a maiorprevaléncia de
paraqueratose ruminal (Tamate e Kikuchi, 1978), provavelmenteresultante da inducdode alta
taxa de proliferacdo e migracdo celular sem tempo suficiente para diferenciagédo (Goodlad,
1981).

O acumulo de AGCC e consequente queda do pH reflete em quadros de acidose
ruminal, que acomete outros distarbios como: diminuicdo da motilidade, aumento da
osmolaridade e intensificacdode quadros de hiperqueratose e rumenite, consideradas leses no
epitélio que também impede a absorcdodos AGCC e ainda permite entrada de microrganismos

indesejavéis, podendo acarretar em abcessoshepaticos (Nagaraja e Titgemeyer, 2007).

Dessa forma, lesbes no epitélio podem comprometer diretamente o desempenho dos
animais, se fazendo necessaria, estratégias nutricionais que maximizem o desempenho, sem

comprometer a satde ruminal.



1.3 Aditivos utilizados em confinamento de bovinos de corte

Deacordo com o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), qualquer
substanciaa dicionada intensionamente ao alimento com a finalidade de conservar, intensificar
ou modificar suas propriedades, ndo comprometendo seu valor nutritivo, pode ser definido como
aditivo. Cada aditivo possuiuma caracteristica especifica e uma quantidade indicada para ser
fornecida a cada categoria.

Desde 1950, os antibioticos sdo fornecidos com o intuito de prevenir patologias por meio
da selecdode microrganismos competidores de substrato, porém, observou-se efeito positivo
como promotor de crescimento animal. Em contra partida, na década seguinte, uma possivel
resisténcia aos principios comotetracilina e penicilina levaram a uma reducdo na utilizacéo
desses produtos, acarretando na producdo deuma nova classe de antibiotico denominada de
iondforos, que teve sua liberagdo decretada para bovinos pela “Food and Drug Administration”
em 1975. Atualmente existem mais de 120 ion6foros comercializados, mas apenas a monensina,
narasina, salinomicina, lasalocida e laidlomicina podem ser fornecidas a ruminantes (Nagaraja
et al., 1997).

Os iondforos sdo considerados antibidticos poliéteres carboxilicos de baixo peso
molecular formadopor cepas de microrganismos como a Streptomyces sp.; Estes atuam como
carreadores moveis aumentando a permeabilidade das membranas a ions especificos (Haney jr;
Hoehn, 1967). Todos os iondforos carboxilicos tém um mecanismo similar baseado no
desbalanceamento intracelular cationico, principalmente entre Na+ e K+, que pode atuar na
perda da funcdo mitocondrial e das habilidades das céelulas de realizar metabolismo oxidativo,
além da perda de integridade da membrana que pode causar sua ruptura (Gad et al., 1985).

A maioria das células expele prétons ativamente através da membrana celular e mantém
o interior mais alcalino. As bactérias mantém concentracGes de K+ muito altas que no meio
externo. As concentragfes internas elevadas de K+ sdo necessarias ndo so para a sintese de
proteina, como também para tamponar o pH intracelular por meio do mecanismo de troca de
K+/H+ (Nagaraja et al., 1997). E necessario que o excesso de protons (H+) seja expulso da
bactéria para que o pH interno se estabilize. Esse pH cria um gradiente quimico de proétons;
como o interior da membrana é mais negativo que o exterior, € criado também um potencial
elétrico. O gradiente quimico de protons e o potencial elétrico sdo responsaveis pela formacgédo
da forca motriz de prétons, que pode ser utilizada para importar solutos para dentro da

membrana.
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Segundo McGuffey (2001), cada iondforo é capaz de se ligar conforme seu tamanho com
um cationapropriado. A ligacdo com o cation inicia a formacéo do complexo cétion-ion6foro, o
qual pode difundir-se pelo interior da membrana. De acordo com Nagaraja (1997), a ordem de
seletividade para a monensinaé Na+>>K+>Rb+>Li>Cs+ enquanto que para a salinomicina a
ordem de seletividade é descrita como: Rb+, Na+>K+>>Cs+>Sr++>Ca++, Mg++ , Narasina
por: Na+ > K+, Rb+, Cs+, Li+, Lasalocida por: Ba++ > K+ >Rb+ > Nat+ > Cs+ > Li+ . A

Lasalocida € um iono6foro capaz de formar complexos com

cations bivalentes, ja para o propionato de laidlomicina, a ordem de seletividade nédo é
consistente, mas parece ser K+ > Na+ > Li+ e pouquissima ou nenhuma atividade sobre Mg++
> Cat+ e Sr++ (Grafe, 1989).

Os iondforos atuam principalmente nas bactérias classificadas estruturalmente como
Gram- positivas, que possuem uma Unica camada de peptidioglicano que por ser porosa,
possibilita a entrada domesmo. Ja as espécies de bactérias classificadas como Gram-negativas
detém de uma segunda membrana composta por lipoproteinas, lipopolissacarideos e contém
canais de proteinas chamadas de porinas, com aproximadamente 600 dalton, que impede a agéo
do iondforo, pois 0s mesmos sdo maiores que estes canais. Estas bactérias s&o em sua maioria,
degradadorade carboidrato ndo estrutural (NSC) (Morais; Berchielli; Reis, 2011), ja as Gram-
positivas sdo comumente degradadoras de carboidratos estruturais (SC).

Bactérias Gram-positivas como a Streptococcus bovis e Lactobacillus spp. sao
produtoras de acidolatico, acetato, hidrogénio e formato e as bactérias Gram-negativas
como Megasphaera Elsdenii eSelenomonas ruminantium sdo produtoras de propionato e
consumidoras de &cido latico (Morais et al, 2011), ou seja, a adicdo de ionoforos altera o padrdo
de fermentacdo ruminal, aumentando propionato e diminuindo lactato.

A sintese do propionato ocorre pela maior conversdo de fumarato a succinato, sem
ocorrer liberacdode hidrogénio no meio ruminal, o que propicia uma reducdo da sintese de
metano e consequentemente, otimiza o fornecimento de energia ao animal (Bergen e Bates,
1984), enquanto que a sintese de acetatoe butirato promove a produgéo de CHa.

O propionato tem o potencial de ser utilizado na glugoneogénese e oxidacéo pelo ciclo
do &cido citrico, podendo ser mais flexivel como fonte de energia do que o acetato, por isso é
considerado como oé&cido precursor da glicose. De acordo com as informacdesdo NASEN
(2016) o propionato representa de27 a 54% da glicose total sintetizada pelo figado e por esta

razdo é considerado o mais importante AGCCfermentado no ramen (Huntigton.,1997).
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Em relacdo ao lactato, em condi¢fes normais, o acido esta presente no meio ruminal e
apresenta umvalor de pKa mas baixo, sendo considerado 10 vezes mais forte que o propionato
em relacdo ao poder deacidificacdo e consequente quedade pH (GladdenB. L.., 2004). Com o
pH de até 5,5 ocorre o equilibrioentre os microrganismos produtores e utilizadores de acido
latico (Nocek, 1980); abaixo desse patamar,a condicdo ruminal propicia a proliferacdo de
bactérias produtoras de lactato, como Streptococcus bovis, Lactobacillus, Butyrivibrio e
Lachnospira e minimiza a populacdo das consumidoras, como Selenomonas ruminantium,
Megasphaera Elsdenii e outros microrganismos degradadores de amido e fibra, acumulando
lactato e acidificando mais ainda o meio ruminal.

Com a maximizacdo daproducdo de &cidos sem 0 mesmo mecanismo de absorcdo, ha

0 acimulo dos mesmos no meio ruminal que podem vir a ocasionar disturbios, como a acidose.

A acidose € o principal problema de ordem nutricional em confinamentos brasileiros
(Silvestre e Millen, 2021) e pode desencadear outros problemas como laminite, timpanismos,
incidéncia de abcessos hepaticos, rumenites, reducdo da motilidade ruminal, aumento da
flutuacdo de consumo, queda noconsumo de matéria seca e no desempenho produtivo como um
todo. Schwartzkopf-Genswein et al. (2004), relataram que bovinos que tiveram flutuaces no
consumo de 10% no oferecido, permaneceram mais tempo com o pH ruminal abaixo de 5,5 e
apresentaram reducdo de 6% no ganho de peso diario (GPD) e aumento de 7% na conversdo
alimentar (CA) em relagdo animais que permaneceram em um programa constante de
alimentacao.

Nagaraja e Titgemeyer (2007) classificaram a acidose como sub aguda (pH entre 5,1 e
5,5) e aguda(pH abaixo de 5,0), sendo a sub aguda até mais perigosa pois 0s sintomas sdo ndo
evidentes, com excessdoda flutuacéo e reducdo de consumo, que quando ndo sao controlados,
passam despercebidos masprejudicam diretamente a rentabilidade do produtor. Porém, como a
atuacdo dos iondforos age inibindo gram-positivas como as S. bovis, evita-se entdo queda no
pH e consequentemente, tal distarbio.

Osiondforos também séo atuantes na reducdo daproteolise ruminal, pela diminuicdo da
degradacdode aminoécidos e consequentemente aménia. Aumentos de 22 a 55% no fluxo de
proteina ndo degradadano rimen foram observados (Bergen e Bates, 1984) em cinco estudos
quandoa monensina sodica foi oferecida. Hanson e Klopfenstein (1979) também demonstraram
gue a monensina causou um melhor desempenho animal em dietas com baixa proteina,

demonstrando reduzir a exigéncia de proteina nas dietas.
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1.4 Monensina Sodica

Considerado como o principal ionoforo utilizado em dietas para ruminantes, a
Monensina (MON) desorganiza o transporte de ions segundo o modelo em que um cation
monovalente é trocado por outro durante a passagem pela membrana plasmatica, tendo cerca de
dezvezes maior afinidade por Na+/H+ quepor K+/H+. Entretanto, o gradiente de K+ é cerca de
25 vezes maior que o gradiente de Na+, tornando o efluxo de K+ via MON mais favoravel que
o0 efluxo de Na+ (Russell J.B.; Strobel H.J., 1989).

O efluxo de K+ resulta em acimulo de H+,levando ao decréscimo no pH intracelular.
Na tentativa de se autoregular, a célula expele H+ e permite a entrada de Na+ , causando um
desarranjo na bomba de sddio-potéssio, que propicia um gasto energético, até que suas forgas
se cessam e seu metabolismo seja reduzido, fazendo com que a bactéria entre em um estado de
inércia ou morte por exaustdo (Russel e Strobel, 1989).

Aumentos na concentracdo de acido propidnico variaram de 2,42%, 26,08% até 38,62%,
seguidos da diminuicdo de acido acético de 4,36%, 6,34% e 10,76%, assim como de &cido
butirico -23,76%, 6,45% e 4,83% (Johnson etal., 1979; Russell et al., 1980 e Thornton e Owens,
1981), respectivamente com a utilizacdo de MON em comparagdo com dietas sem o aditivo.

O propionato, além deser o precursor de glicose também é o metabolito responsavel pela
regulacdoda saciedade em ruminantes. Pelos mecanismos quimiostaticos, os AGCC produzidos
no rimen estimulam os microrreceptores da parede ruminal a transmitirem um sinal aos centros
desaciedade do cérebro para regular o CMS.Além disso, com 0 aumento dataxa de fermentacao
(principalmente em dietas com alta inclusdo de amido), tem-se uma diminuigdo na taxa de
passagem e aumento daretencdo da dieta, diminui¢cdo da motilidade ruminal, fato que também
pode contribuir para a redu¢do do CMS, mas neste caso, ha melhoria na eficiéncia alimentar
(EA) (Allen, 2000). Em outras palavras, Oliveira et al., (2005) associou a redugéo do CMS a
melhoria de eficiéncia energética da dieta pela mudanca dos padrbes de fermentacdo e Baile et
al.(1979), justificou essa reducédo devido a baixa palatabilidade da MON.

Na producdo ruminal de &cidos organico aumenta a concentra¢éo ruminal de propionato
e reduz a concentracdo deacetato e butirato sem modificar a concentracédo total de &cidos graxos
volateis. Adicionalmente reduz a producdo de metano de forma indireta, por inibir as bactérias

produtoras de hidrogénio e formato, que sdo intermediarios na formagéo do metano no ambiente
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ruminal. E inibe ainda microrganismos produtores de acido lactico, reduzindo o lactato ruminal
e aumentando o pH.

Em funcéo de afetar o desenvolvimento de algumas bactérias que promovem proteolise
e deaminacdo em nivel de ramen, os iondéforos reduzem a degradacdo das proteinas nesse
compartimento, diminuindo a quantidade de amdnia, permitindo a sua digestdo pos-ruminal.
Outro aspecto a ser considerado com a utilizacdo de ionéforo € o aumento de aminoacidos
glicogénicos na corrente sanguinea oriundos do intestino delgado, reduzindo a mobilizacdo de
tecidos corporais e gliconeogénese.

Dos aditivos melhoradores de desempenho utilizados na nutricdo de bovinos, observa-se
que o efeitona reducdo no CMS é mais evidente quando MON é fornecida aos animais
(Goodrich et al., 1984), enquanto outros ionéforos, como lasalocida, salinomicina e propionato
de laidlomicina, em geral ndo demonstraram efeito t&o claro no consumo (Spires et al., 1990).
De acordo com o NRC (1996) recomenda-se que o CMS estimado seja diminuido em 4% em
animais suplementados entre 27,5 a 33 ppm de monensina.

Em experimento de dosagem, Raun et al. (1976) utilizaram 35 novilhos Hereford com
peso medio inicial de 362,5 kg divididos em seis tratamentos de acordo com a dosagem de
monensina adotada: 0; 2,7;5,5; 11; 22; 33; 44 e 88 ppm. Todas as dosagens, exceto 88 ppm,
tiveram GPD iguais ou maiores que o grupo controle (O ppm), sendo o maior valor 1,01 kg na
dosagem 11 ppm. Em relacdo a eficiéncia alimentar, a melhor dosagem foi considerada a de 33
ppm.

Segundo Tedeschi, Fox e Tylutki (2003), indicaram que a dosagem de 28 ppm
apresentou um aumento na EA de 6 a 7,5% em bovinos confinados na fase de crescimento, com
ganho de peso aumentando de 1,6 a 1,8% e reducéo de 4 a 6% no CMS.

Os autores Duffield, Merrill e Bagg (2012), por meio de uma meta-analise reunindo 40
artigos e 24 relatérios técnicos envolvendo o fornecimento de monensina, indicaram a mesma
dosagem de 28,1 ppm, porém com respostas de 2,5% de aumento no GPD e melhora de 6,4%
na EA. A dosagem de 25 ppm de MON utilizada por Wang et al (2003), em 320 animais
confinados, consumindo dieta de adaptacédo (57,8% de concentrado) e terminagdo (93,5 % de
concentrado) a base de cevada, foi suficiente para reportar um aumento no GDP durante ambos
os periodos (1,69 vs 1,65 kg/d P=0,07 e 1,64 vs 1,57 kg/d, P=0,01), melhora na CA durante
todo o periodo experimental (5,09 vs 5,26, P=0,02), aumento do peso de carcaca quente (PCQ)

(322,92 vs 312,75, P=0,004) em relagdo a animais que ndo consumiram o aditivo.
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Gibb et al (2000), avaliando o desempenho e comportamento ingestivo de bovinos
Hereford x Angus, com peso inicial de 267 kg e consumindo dietas a base de trigo em
confinamento chegando a inclusdo deaté 97,4% de concentrado e suplementados com MON (26
ppm) ou Salinomicina (13 ppm) vsControle (sem aditivos), reportaram efeito na redugéo de
consumo dos animais tratados com MON, (8,2;9,3 9,3 kg MS/dia P<0,05), porém refletiu em
uma reducdo no peso decarcaga (231,2; 228,2; 245,8Kkg), entretanto para a EA néo foi observada
diferenca estatistica (6; 5,8; 5,8, P>0,1).

Em um segundo experimento, mesmo autor citado acima, usou a suplementagédo de
MON (25 ppm ) e Salinomicina (13ppm) em dietas a base de cevada com proporcao de
concentrado chegando a 92% e ndo evidenciou diferencas estatisticas no CMS, EA e GPD,
porém, animais tratados com MON apresentaram mais idas ao cocho e a cada ida, passaram
mais tempo se alimentando (39,7 vs 35,2 min, respectivamente), ou seja,a MON parece regular
aintensidade dealimentacédo e o aditivofoi indicado para categorias ou situagdes que 0s animais
chegam ao cocho de forma mais intensa.

Outros autores também reportaram que a MON ndo afetou GPD de bovinos confinados
consumindodietas com alto concentrado (Gibb et al, 2001; Meyer et al., 2009; Montgomery et
al., 2009 e Gomes et al., 2001).

De acordo com os dados da meta-analise de Duffield (2012) a eficAcia da MON em
melhorar a conversdo alimentar diminuiu com o passar dos anos, com 8,1% na década de 1970,
6,4% nadécadade 1980 e 2,3% e 3,5% nas décadasde 1990 e 2000 respectivamente, damesma
forma que a dosagem utilizada. Este fato pode ser justificado pelas melhorias nas condigdes de
manejo, nutri¢do, processamentode graos, genética e salde dos animais confinados.Entretanto,
com o0 aumento da incluséo de ingredientes concentrados na dieta, a utilizacdo deste aditivo se
faz mais importante pelo fato de melhorar a saide ruminal, evitando distdrbios metabdlicos.

Erickson et al. (2003) realizaram trés experimentos de desempenho com o objetivo de
avaliar a interacdo entre 0 manejo de cocho e a concentracdo de MON sobre o desempenho e
comportamento alimentar de bovinos confinados. Foram utilizados 1.793 animais no primeiro
experimento e 1.615 no segundo, sendo avaliados trés tratamentos: 1) manejo de cocho ad
libitum com 28.6 ppm de MON ou manejo de cocho sem sobra com 2) 28,6 ou 3) 36,3 ppm. de
monensina. No primeiro estudo, 0 manejo decocho e a concentragdo de MON ndo afetaram o
desempenho dos animais. A concentracdo de MON no segundo trabalho nao limitou o CMS e

aumentou o GPD, porém, sem afetar a EA; Ja no terceiro estudo, com novilhos canulados no
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ramen, a MON reduziu 0 CMS e aumentou numero de refeicdes desses animais, fazendo com
que as variacdes de pH fossem reduzidas.

Depenbusch et al. (2008) avaliaram a eficacia damonensina (300 mg/dia) ou Monensina
+ Tilosina (300 + 90 mg/dia) (em torno de 37 ppm de MON) em dietas para bovinos de
terminacdo baseadas em milho floculado, sem ou com grdo de milho Uumido de destilaria
(WDGS) (0 ou 25%). 371 bovinos foramutilizados com média de 299 kg e néo foi reportado
efeito do aditivo no desempenho desses animais consumindo milho floculado.

O estudo esta de acordo com os resultados de Sitta (2016), que avaliou o processamento
de milho em dietas com adicdo de aditivos e relatou que a floculacdo foi mais efetiva em
aumentar a digestibilidadedo amido no trato total e o desempenho animal, enquanto que os
aditivos ndo demonstraram efeito em aumentar o valor energético das dietas e melhorar a EA.
Pelo fato da floculagdoser o processamento do grdo que mais disponibiliza o amido para
aproveitamento pelo animal e ocasionalmente ja intensificar a fermentacao ruminal, o aditivo
parece ndo ter efeito tdo expressivo quando comparado a outros tipos de processamento.

Stock et al. (1990), em experimento de novilhos cruzados confinados, testou-se a
interacdo do tipode grdo (milho ou trigo) x nivel de volumoso (0 ou 7,5% (50:50 silagem de
milho e feno de alfafa) x inclusdo de monensina (0 ou 27,5 ppm) em relacdo a EA. A adicédo de
MON com milho e sem volumoso tendeu a aumentar a EA (0,153 vs 0, 163), mas com 7.5% de
volumoso tendeu a deprimir a EA (0,157 vs0,147). Porém, em dietas a base de trigo, a adicao
tanto da forragem, como de monensina, melhoraram a EA (0,161 vs 0,159, P <0,06).

Bretschneider et al., (2008), observaram uma relagdo quadrética entre a dose de MON ou
lasalocidae GPD em bovinos de corte alimentados com dietas a base de forragem. Esses autores
também observaramque a magnitude da resposta GPD aos ionéforos da dieta pode depender da
qualidade daforragem e da relacdo forragem:concentrado da dieta. Os iondforos descritos nesta
revisdao também aumentaram a EA de forma quadratica, porém sem afetar o CMS de animais
em pastejo. Os dados estdo de acordo com umadas conclusfes do estudo de Duffield et al.,
(2012), que relata que o uso de silagem de milho como fontede volumoso influenciou
positivamente o efeito da MON nos resultados de EA e CMS em comparacao aoutras fontes.

Outro ponto importante de se avaliar ao definir a dosagem de MON para bovinos
confinados, se refere a empresa que a comercializa: Pereira et al (2014), ao testar um produto
contendo MON, avaliaram doses de 0,9,12,27 e 36 ppm de MON para bovinos confinados

consumindo dieta de terminagdo com 84%de concentrado por 84 dias, constatou que a dosede 9
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ppm foi melhor em relacdo ao peso vivo final, GPD,EA, assim como nos parametros de satde
ruminal, onde as dosagens de 9 e 36 ppm apresentaram maioreséareas de superficie absortiva,

indicando melhor desenvolvimento do epitélio ruminal.

De Paula, M. (2021), avaliando duas diferentes fontes comerciais (MON-A e MON-B)
sob amesma dosagem de 25 mg/kg MS, em relacdo a um tratamento sem aditivo (C), sobre a
fermentacdo ruminal debovinos canulados consumindo dieta com 92% de concentrado,
encontrou que animais que receberam MON-B apresentaram menor consumo de MS, MO,
FDN, FDA, PB, ELg e NDT que o tratamentocontrole (P<0,05), assim como aumentou a
propor¢cdo molar do acido propiénico, diminuiundo aproporcéo do acético (P<0,05); a MON-A
em relacdo ao controle, ndo apresentou diferencas estatisticas,ja a MON-B foi mais efetiva na
regulacdo do CMS.

No Brasil, o levantamento de Silvestre e Millen (2021) reportou uma dosagem média

recomendadade 24,6 ppm.

1.5 Virginiamicina e uso combinado com a monensina

Comrelacdo a Virginiamicina (VM), a molécula é consideradaantibiotico ndo-ionoforo,
das classes das estreptograminas, produzidas por uma linhagem de Streptomyces virginae,
compostas por dois quimicos distintos (peptolideos), denominados de fator M (C2sH3sN3O7) de
peso molecular de 525 e fatorS (C43H49N7O10) de peso molecular de 823, que apresentam um
efeito sinérgico quando combinados a razdo de4:1, respectivamente M:S (Page, 2003 apud Van
dijck et al., 1957).

A atividade da VM ¢ contra bactérias Gram-positivas e ndo apresenta efeito sobre a
maioria das Gram-negativa, devido a sua parece celular impermeavel. Apés penetrar na parede
celular das bactérias, ambos os fatores se ligam especifica e irreversivelmente a subunidades
50S dos ribossomos inibindo a formagdo de ligacdes peptidicas durante a sintese proteica
bacteriana, o0 que rompe todosos processos metabdlicos no interior dacélula, que causa reducéo
no crescimento (bacteriostase) ou morte da célula bacteriana (atividade bactericida) (Cocito,
1979).

A VM apresenta vantagens bem similares as daMON, com algumas funcionalidades que
os difereme devem ser melhores estudadas. Nagaraja et al. (1987), relatam que a capacidade da

VM em controlar o pH ruminal é ainda superior a MON. Além disso, a mesma também poupa
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proteina ruminal dadesaminacéo e apresenta eficiéncia nareducéo deabcessos hepaticos devido
a inibicdo do crescimento deFusobacterium necrophorum e Actinomyces pyogenes no ramen
(Rogers et al. 1995).

Assim como a MON, a VM pode causar aumento dasintese de propionato e consequente
reducdo no CMS e melhoria na EA. Parigi-Bini (1979), mostrou que em doses de 24 a 30 ppm o
ganho de peso foiaumentado em novilhos com média de 250 kg entre 4,2 a 6% e melhorando a
EA entre 1,5 a 4,9%.

Rogers et al. (1995) avaliaram o efeito de diferentes doses de VM (0;11;19,25 e 27,5
ppm) emdietas com 90% de concentrado, e observaram reducdo no CMS, aumento no GPD e
maior EA quando asdosagens foram comparadas com o grupo controle. As dosesde 19,5e 27,5
ppm foram as que melhores obtiveram os resultados de GPD (1,35; 1,36; 1,39; 1,41 kg/d),
EA (6,504; 6,400; 6,252; 6,256), e na eficiéncia de reduzir abcessos hepaticos (30,14; 30,46;
18,80; 18,53% dos figados condenados)

Um compilado de estudos realizados por Gill e colaboradores (Gill et al., 1989,1990;
Koevering etal., 1991a; Smith et al., 1989) também encontrou melhoras no GPD, EA e reducéo
de abcessos hepaticossob dosagem de VM variando de 7,5 até 50 ppm. Thorniley et al.
(1998) avaliando afermentacdo no rimen e ceco de ovinos, indicou que com 20 ppm de VM
foi suficiente para reduzir a producdo de acidolatico. Evidenciou-se que ovinos tratados com
VM apresentaram menores ocorréncias de diarreia que ovinos ndo tratados com o aditivo
(Murray et al., 1992b; Rowe and Ferguson 1992; Godfrey et al., 1993).Entretanto, Coe et al
(1999), observaram que a utilizagdo de VM nas dosagens del7,5e 25 ppm para bovinos ndo
afetou a concentracdo de lactato, porém, aumentou a proporcdo de propionato em relacdo
aoacetato.

Zorrila-Rios et al., (1994) observou que com 20 ppm de VM pode ser suficiente para
reduzir os riscos de acidose sem afetar o CMS. Ja Murray et al (1992b) ao administrar VM intra
ruminalmente encontrou reducdo no CMS, excluindo possiveis justificativas de sabor ou
palatabilidade do aditivo. Existem resultados contrastantes relacionados ao CMS, desempenho
e CA deanimais suplementados coma VM. Alguns autores relatam que a suplementacdo com
VM ndo altera 0 CMS de novilhos mestigos, bemcomo o GPD (Montano et al. 2014; Navarrete
et al. 2017).

Gill etal., (1990), compararam a inclusdo de 10 e 17,5 ppm de VM ou 25 ppm de MON

em dietas para bovinos confinado. Tanto a VM quanto aMON reduziram o CMS, nédo afetaram o
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GPD e melhorarama EA. A VM na dose de 17,5 ppm melhorou em 4,7% a EA contra 2,7% dos
animais tratados com MONem relagdo ao tratamento controle. Avaliando 2 dosesde VM (0; 16
e 22,5 ppm) e MON (28 ppm) para bovinos Holandeses confinados, Salinas-Chavira et al.,
(2009), reportaram uma melhora linear na EA emrelacéo as dosagens de VM, porém a resposta
ndo foi a mesma para animais alimentados com MON (0,176; 0,180; 0,183; 0,178).

Recentemente, alguns estudos estdo avaliando planos nutricionais com uso combinadode
aditivos.De acordo com o levantamento de Silvestre e Millen (2021), 2,8% dos nutricionistas
entrevistados utilizam alguma combinacdo de ion6foros com ndo-ion6foros em dietas de
confinamento.

Sitta (2011), analisou o efeito de MON, VM e salinomicina associados ou isolados, em
relacdo ao desempenho de tourinhos Nelore consumindo dieta altamente concentrada. A autora
relatou que a combinacdo de 30 ppm de MON + 15 ppm de VM foi mais eficaz em melhorar o
desempenho dos animaispor meio da redugdo do CMS e aumento da EA. De forma similar,
Camilo (2017) comparou dietas compostas isoladamente por MON (30 ppm), VM (34 ppm) ou
combinadas MON:VM (30:15; 30:25; 30:34 ppm), entretanto, ndo foi possivel diagnosticar
efeito no CMS e GPD, além disso, a MON isolada pareceu ter melhor EA que quando

combinada.

Nunes et al., (2013), avaliando dietas com alto teor de concentrado (73 e 91%) para
bovinos Neloreconfinados, observaram uma reducao de 8,9% no CMS e 11,4% de melhoria
na EA nos animais que consumiram os aditivos combinados (salinomicina: 13 ppm + VM:
15 ppm) ao invés de separamente.Silva et al., (2004) concluiram um experimento com bovinos
Nelore (peso inicial de 416 kg), confinadospor 69 dias consumindo dieta com 77% de
concentrado tratados com a associacdo de VM (8 ppm) +Salinomicina (10 ppm) em
comparagdo com o tratamento controle e ambos os aditivos isolados (Salino: 15 ppm e VM: 16
ppm). A associacdo apresentou um GPD de 17,9% maior que o tratamento controle,com
melhora de 8% na EA, mesmo ndo diferido estatisticamente; Neste caso, 0s animais ganharam
maispeso, mas também apresentaram um maior CMS (11,3 kg MS, frentea SALINO: 10,1 kg e
VM:10,2 kg).

A combinacdo de aditivos relatada por Benatti et al., (2017) também foi positiva. Ao
avaliar dietas contendo 25 ppm de VM combinada com doses de 0:10:20:30 de ppm de MON
mostrou que a combinacao dos aditivos apresentou uma reducéo linear no CMS com aumentos

na EA (P <0,01) e na energia liqguidade manutencéo e de ganho (P < 0,01), recomendandoa dose
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de VM:MON de 25:30 ppm, ainda que tenhapercebido uma tendéncia (P=0,06) de aumento no

PCQ em relacdo ao grupo controle, dos animais que consumiram 25:0 ppm de VM:MON.

Rigueiro et al (2021), avaliando protocolos para uso combinado de VM (25 ppm) e MON
(30 ppm), durante adaptacdo e terminacdo de Nelore confinados, encontrou que a
suplementacdo de MON e VM nafase deadaptacdo e somente VM na terminacgéo foi o protocolo
que aumentou o peso vivo final, 0 CMS em kg/MS e em %PV, o GPD, PQC , AOL final e
ganho de AOL por dia, sem afetar os parametrosde saude ruminal e seletividade da dieta.

Ja Sitta (2016) encontrou diferencas estatisticas para a area de superficie absortiva
(P=0,09) e alturamédia de papila (P = 0,05) quando 17 ppm de VM foram incluidos a dietas de
terminacdo de bovinos confinados, contra uma dosagem de 25 ppm de VM, indicando que uma

dose mais baixa pode ser mais eficiente em melhorar a sadde ruminal.

1.6 Propionato de Laidlomicina

A laidlomicina também é um ionéforo utilizado para ruminantes, sendo considerado um
poliéter produzido por cepas de Streptoverticillium eurocidicum (Zinn et al. 1996). Seu
mecanismo de acdo € semelhante ao de outros ion6foros (MON), bem como sua estrutura, se
diferenciando apenas por um grupopropionil no terceiro carbono em vez do grupo metoxi, na
MON.Baseado no complexo com céations monovalentes Na+, K+ e bivalentes Ca?*, Mg?* os
ionéforos se diferem entre si pela afinidade com esses ions e no caso da laidlomicina, este
preferencialmente transportamais K+ do que Na+ e tem pouquissima afinidade com ions
divalentes; jA a MON tem preferéncia pelo transporte de Na+ e ndo transporta os ions bivalentes.
(Grafe, 1989; Gad et al. 1985). Grafe et al (1989), notificaram que esse composto parece ter
menos efeito sobre a fermentacdo ruminal, independente do padréo de ingestdo do que a MON.
Dessa maneira, com uma menor producdo de propionato, o consumo pode ndo ser tao afetado

como ocorre com animais suplementados com monensina.

SegundoWampler et al. (1998), um dos principais produtos dalaidlomicina, chamado de
propionatode laidlomicina (LP) inibe o crescimento da Streptococcus bovis, mas se mostrou
menos eficiente do quea MON na inibicdo quando o pH se encontrava em 5,7 e 6,7. No
entanto, Thompson et al., (2021)avaliando a inclusdo de LP (10 ppm), bacitracina de zinco

(70 mg/dia) e MON (30 ppm) em relacdo a fermentacdo ruminal, relatou que a LP foi mais
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eficiente que a MON no controle de pH (P<0,05) e numericamente reduziu a relacdo
acetato:propionato (P=0,12), porém a producao total de AGCC foi maior quando a MON foi
utilizada (P=0,05). Domescik e Martin (1999) também observou que a LP (11 ppm), assim
como a MON, foi eficiente na reducdo da producdo de metano e relagdo acetato: propionato
durantea fermentacdo ruminal, em dietas com 80% de concentrado.

De acordo com Bauer et. al (1995), ao avaliar a inclusdo de 0, 6 e 12 ppm de LP em
dietaspara novilhos confinados, encontrou que a dosagem de 6 ppm foi suficiente para aumentar
a producdo dos AGCC e diminuir a producdo de lactato. Em um experimento seguinte do
mesmo autor (QUAL EXPERIMENTO, ANO), a suplementacdo de LP demonstrou um
potencial efeito em mitigar os casos de acidose subclinica, uma vez que reduziu asflutuacdes de
consumo durante a adaptacdo de novilhos a dietas ricas em concentrado e a dosagem del2 ppm
apresentou melhor GPD (1,57, 1,56,1,63 kg/dia, P = 0,05), EA (0,160, 0,165, 0,169, P = 0,003)
e espessura de gordura subcutanea (1,06, 1,19, 1,26, cm P = 0,07), respectivamente, sem
apresentar efeitosno CMS.

A suplementacdo com LP (10 ppm) diminuiu a degradacdo ruminal da PB dietética em
8,1%(P < 0,10) e a taxa de passagem de N microbiano para o intestino delgado (7,4%, P <0,10),
assim como controlou o pH ruminal de bovinos Holandeses canulados. No estudo seguinte,
avaliando o desempenho de novilhos com média de 255 kg, a suplementacédo com LP néo afetou
0 CMS, mas aumentou o GPD em6% (P<0,1) e melhorou a EA em 5% (P < 0,05), diminuindo
0s requerimentos de energia de mantenca emrelacdo a dieta sem o aditivo (Zinn et al., 2000).

Em meta-analise de Cernicchiaro et al. (2016), examinaram efeitos comparativos na
inclusdo de LPe MON em bovinos de corte, e concluiram que a LP apresentou melhores
resultados relacionados ao CMS,GPD e PCQ quando comparado a monensina. A EA também
apresentou melhorias e esta corroborando com os dadosde Bohnert et al. (2000). Alguns autores
relatam similaridade no desempenho produtivo e caracteristicas de carcaca com a utilizacéo de
ambos os aditivos (Thompson et al. 2016).

Spires et al. (1990), em uma meta-analise onde foi compilado seis experimentos que
utilizaram LPcom dosagens variando de 3 a 36 mg/kg, concluiram que uma suplementacédo entre
6 e 12 mg/kg de MS obteve melhores resultados de eficiéncia de ganho de peso, independente
da dieta.

Outro ponto interessante a respeito da LP, é que se pode usar a mesma dose durante todo

0 periodo de confinamento. Sabe-se que alguns protocolos utilizam uma dosagem de MON ou
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VM diferente durante a adaptacdo e terminacgéo, justamente pela reducdo de CMS que ocorre
com a adicdo desses ion6foros. Durante a adaptacdo, os animais estdo se desenvolvendo e
podem ndo consumir a quantidade necessaria de nutrientes, fato que pode vir a comprometer
seu desempenho ao longo do confinamento; e em relacéo a terminagdo, 0 CMS tende a diminuir
ao longo dos dias, assim, a sobra de nutrientes para ganho é insuficiente para 0 maximo
desempenho (Rigueiro et al., 2021).

Desse modo, a modulacdo do CMS e consequentemente de energia, atraves do uso de
aditivos, podelevar a um melhor consumo e maior desempenho no final da terminagé&o.

O propionato de laidlomicina é um produto liberado para ruminantes, porém, no Brasil
ainda ndo écomercializado, o que envolve o interesse pelo estudo em buscar alternativas que

melhorem a eficiéncia alimentar e a reducdo de custos dentro da bovinocultura.
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CAPITULO 2 - Uso de Propionato de Laidlomicina para bovinos confinados em

dietas dealto concentrado

RESUMO - O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do propionato de laidlomicina em relagdo a
monensina sodicaea combinacdo da mesmacomyvirginiamicinaem relagdoao consumo de matéria seca,
desempenho produtivo, comportamento ingestivo, parametros sanguineos e saide ruminal de bovinos
Nelore confinados consumindo dieta com alto teor de concentrado. Foram utilizados 96 bovinos machos
néo castrados da raca Nelore alocados no confinamento experimental da FMVZ-UNESP, campus de
Botucatu, com peso inicial médio de 332 £ 28 kg e 24 mesesde idade. Os animais foram divididos em
trés tratamentos de acordo com a associacdo ou n&o dos aditivos: Tratamento 1: Monensina sddica (T1:
MON); Tratamento 2: MON + Virginiamicina (T2: MON+VM) e tratamento 3: Propionato de
laidlomicina (T3: LP), caracterizando um delineamento em blocos casualizados, com 8 repetigdes por
tratamento(4 animais/baia). O periodo experimental teve duragdo de 118 dias, sendo 24 dias de fase de
adaptacao e a dieta final foi composta por uma proporcédo de concentrado: volumoso de 90:10. No abate,
coletou-seo peso de carcaca quente e fragmentosde epitélioruminal e cecal. Utilizou-se o procedimento
PROC MIXED do SAS 9.4, considerandoum nivel de significanciade P>0,05 para avaliagdo estatistica
dosdados. O programa R foi utilizado para elaboracdo do graficode regressdo naolinear do consumo de
matéria seca. Durante a adaptacdo, houve efeito de tratamento parao CMS (P<0,001), onde bovinos
suplementados com LP apresentaram uma maior ingestdo, chegando a estabilizar o consumo mais
rapidamente. Este fato acarretou em um maior consumo de FDN (P=0,019),0 que pode ter contribuindo
paraum maior tempo de ruminacdo (P=0,035).Para as analises histoldgicas, reportou-se que bovinos que
consumiram LP apresentaram papilas com maior espessura de queratina em relacdo a bovinos
suplementados com MON (P=0,0009), mas foram similares em relacdo a largurade papila, onde a
combinacdo de MON + VM obteve os maiores valores (P=0,0299).0 ionoforo LP apresentou resultados
similares em relagdo aos outros aditivos avaliados, podendo ser fornecido para bovinos de corte

confinados consumindo dietas altamente energéticas.

PALAVRA CHAVE: aditivos, ionoforo, virginimiacina, Nelore, confinamento
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ABSTRACT- The objective of the study was to evaluate the effect of laidlomycin propionate in
relation to sodium monensinand its combination with virginiamycin in relation to dry matter intake,
performance, ingestive behavior, blood parameters and ruminal health of feedlot Nellore cattle
consuminga dietwith high concentrate content. Ninety-six non-castrated Nellore male cattle wasallocated
in the experimental feedlotat FMVZ-UNESP, Botucatu campus, with an average initial weight of 332+
28 kg and 24 months of agewere used. The animals were divided into three treatmentsaccording to the
association or not of the additives: Treatment 1: Monensin sodium (T1: MON); Treatment 2: MON +
Virginiamycin (T2:MON+VM) and treatment 3: laidlomycin propionate (T3: LP), randomly as a block
design, with 8 replications per treatment (4 animals/pen). The experimental period lasted 118 days, with
24 days of adaptation phase and the final diet consisted of a concentrate: roughage ratio of 90:10. At
slaughter, hot carcass weight and fragments of ruminal and cecal epithelium were collected. The PROC
MIXED procedure of SAS 9.4 was used, considering a significance level of P>0.05 for the statistical
evaluationof the data. The R program was used to create the non-linear regression graph of dry matter
intake. Duringadaptation, there was a treatment effect for DMI (P<0.001), where cattle supplemented
with LP had a highestintake, stabilizingconsumptionmore quickly. This factled to a higher NDF intake
(P=0.019), which may have contributed to a longer rumination time (P=0.035). For histological
analyses,cattle fromLP had thicker keratin papillae in relation to cattle fed MON (P=0.0009), but they
were similar in relationto papilla width, where the combination of MON + VM obtained the highest
values (P=0.0299). The LPionophore showed similar results in relation to the other evaluated additives,
and can be used for feedlotcattle at high energy diets.

KEYWORD: ionophore, monensin, virginimiacin, laidlomycin propionate, Nellore, feedlot.
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2.1 Introducéo e Justificativa

Assumindo uma posicdo de protagonismo, estima-se que, em torno de 25% do PIB
brasileiro seja representado pelo setor do agronégocio (CEPEA, 2022). Em 2022, O pais atingiu
recorde de exportacao de carne bovina, totalizando 2,26 milhdes de toneladasvendidas para mais
de 150 paises, com crescimentode 22,6%, resultando em um faturamento histérico de 40,8%
maior que 2021, na ordem de USD 12,97 bilhdes (ABIEC, 2023).

Nesse cenario, se faz necessario a busca por estratégias nutricionais e de manejo que
visem atender o mercado consumidor e garantir um produto de qualidade. A producéo de
bovinos em confinamento é uma das ferramentas utilizadas e estima-se que atualmente, o
sistema forneca 18,1% do total de animais abatidos (ABIEC, 2023). Tipicamente, a dieta
utilizada é composta principalmente por grdo altamente fermentesciveis, visando aumento do
aporte energético e melhora no desempenho produtivo. De 2009 a 2019, aumentou-se 12% da
inclusdo média de concentrado nas dietas de bovinos confinados (71,2% vs 83,3%) sendo que
atualmente, 97,2% dos nutricionistas recomendam um nivel de concentrado entre 71 a 90%
(Silvestre e Millen, 2021).

Sendo assim, a utilizacdo de aditivos alimentares € outra pratica que vém sendo cada
vez mais usual nos confinamentos brasileiros, afim de controlar a fermentag@o ruminal e evitar
distdrbios metabdlicos, além de melhorar a eficiéncia alimentar dos animais.

Silvestre e Millen (2021) reportaram que 99,78% dos confinamentos brasileiros utilizam
aditivos em dietas de terminagdo, sendo a Monensina Sédica (MON) a primeira op¢éo (86,1%),
seguida da virginiamicina (VM) (5,6%) e a combinacdo de ambos (2,8%) (MON+VM).

Umas das razdes de utilizar aditivo como a Monensina, € pelo controle do consumo de
matéria seca(CMS) e melhoria na eficiéncia alimentar (Goodrich et al., 1984; Duffield et al.,
2002). Contudo, para estratégias nutricionais que almejem altos desempenhos durante o
confinamento, talvez essa pode ndo sera melhor opcdo, visto que no final do periodo de
terminacdo, o consumo tende a cair naturalmente, possivelmente em funcdo da producédo de
leptina (Ingvartsen L K e Boisclair R. Y, 2001) e conjuntamentecom um aditivo limitador de
CMS, pode implicar na estagnacao do ganho de peso.

Nesse sentido, o ion6foro propionato de laidlomicina (LP) tém mostrado resultados
positivos com animais taurinos, pois sua inclusdo aumentou o CMS, ganho de peso diario e 0

rendimento decarcaga em comparacdo ao tratamento com MON (Cernicchiaro et al., 2016;
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Galyean et al. 1992). Spires et al. (1990), recomendou a dose de 6 e 12 mg/kg de MS para

otimizar o ganho de peso, muito abaixo da média recomendada de ion6foros e ndo-iono6foros

no Brasil que estd em 24,6 e 23,0 mg/kg MS, respectivamente (Silvestre e Millen, 2021).
Entretanto, ainda ndo ha informacdes sobre esse ion6foro para bovinos Nelore, podendo

ser mais uma alternativa de uso em confinamento.

2.2 Objetivos e hipotese

A hipotese do estudo foi que o propionato de laidlomicina ndo reduziria o consumo de
matéria secae melhoraria 0 desempenho produtivo e a saide ruminal de bovinos Nelore
confinados em relagdo a Monensina sodica e Monensina combinada com Virginiamicina.

Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito do propionato de laidlomicina em
comparagdocom Monensina e com o uso combinado de Monensina e Virginiamicina em relagéo
ao consumo de matéria seca,desempenho produtivo, comportamento ingestivo, parametros
sanguineos e salde ruminal de bovinos Nelore confinados em periodos de terminacdo,

submetidos a dieta de alto concentrado.

2.3 Material e Métodos

2.3.1 Animais e local do experimento

O estudo foi conduzido no Confinamento Experimental do Departamento de
Melhoramento e Nutricdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP
- Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu. Foram utilizados 96 bovinos, machos
ndo castrados, da raca Nelore, compeso inicial médio de 332+28 kg durante 118 dias.

Todos os procedimentos experimentais adotados neste estudo foram seguidos pelos
Principios Eticos para Experimentacdo Animal regulamentada pelo Conselho Nacional de
Controle deExperimentacido Animal, aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” do Campus de
Botucatu/SP (Protocolo CEUA 0113/2019).

Os animais vieram de um sistema de pastejo e permaneceram por cinco diasem seis baias

coletivasabertas para aclimatacdo ao ambiente, recebendo feno tifton, farelo de soja e mineral.
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Na sequéncia, 0s animais passaram por um periodo de jejum alimentar de 16 horas para
pesagem inicial, vacinagéo, vermifugacao e adi¢do do brinco deidentificacdo para entdo, serem
distribuidos em dois blocos deacordocom o peso (Leve e Pesado) e direcionados aos seguintes
tratamentos: T1 (Monensina (MON); T2 (Monensina + Virginiamicina (MON+VM)) e T3
(Propionato de Laidlomicina (LP)).

O delineamento foi caracterizado como blocos casualizados, com 8 repeticdes por

tratamento, sendo 4 animais por baia, totalizando 24 baias experimentais cobertas (5x6 m), com

piso de concreto e um bebedouro tipo concha por baia.

Figural: Instalagdes do confinamento experimental da FMVZ/UNESP-Botucatu onde

ocorreu oexperimento

2.3.2. Dieta e ingredientes

A dieta foi formulada segundo o software RLM 3.2 (Ra¢des de Lucro Maximo) e 0s
animais foram alimentados duas vezes ao dia (10h:00 e 16h:00), com agua ad libitum, sendo
50% do fornecidototal em cada horario de trato, com uma dieta composta por bagaco de cana,
caroco de algodéo, farelode soja, milho moido e nucleo mineral.
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Os aditivos utilizados estavam contidos no nucleo mineral nas devidas propor¢oes:
MON (715mg), MON+VM (715 mg + 429 mg) e LP (343 mg) ou MON (25 ppm), MON+VM
(25+15ppm) e LP

(12 ppm); semanalmente, era realizada a producdo da pré mistura (milho + nucleo) na
fabrica de racdo daFMVZ-UNESP. A peneira utilizada pra processamento do milho foi a de
3mm em um moinho do tipofaca.

O protocolo de adaptacéo utilizado foi o de escada (step up) por 24 dias, sendo 9 dias
deuma dieta de adaptacgéo, na proporcéo de 60:40 de concentrado: volumoso (C:V) e 3 dietas
por 5 dias cada (STEP 1, STEP 2 e STEP 3) onde a proporcéo de concentrado foi aumentada em
média de 8% em cadadieta, até atingir a final (terminacdo) com uma proporcao de 90:10 C:V
(Tabela 1).

Tabela 1: Ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais de bovinos Nelore

consumindodietasde alto concentrado com diferentes aditivos durante o periodo de adaptacéo e

terminacao.
ltens Periodos

Adaptacdo Step 1 Step 2 Step 3 Terminagdo
Dias de alimentacdo 9 5 5 5 94
Ingredientes (% de MS)
Milho moido 37,24 44,76 52,63 60,50 66,59
Farelo de Soja 12,00 9,74 9,00 7,94 7,93
Caroco de Algodao 9,00 10,00 10,50 11,00 12,00
Bagaco de cana in natura 8,26 8,76 8,76 9,00 9,74
Feno de Cynodon medio 30,00 23,24 15,61 8,06 -
Nucleo Mineral 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50
Cloreto de potéassio - - - - 0,24
Conteudo Nutricional (% de MS)
PB 14,44 13,85 13,82 13,65 13,89
FDN 39,54 35,94 31,36 26,96 22,69
FDNfe 31,33 27,21 22,05 17,11 12,29
NDT 68,40 70,88 73,85 76,68 79,15
Elm 1,68 1,76 1,85 1,94 2,01
Elg 1,07 1,13 1,22 1,3 1,35

PB: Proteina Bruta; FDN: fibra em detergente neutro; FDNfe: Fibra em detergente neutro
fisicamente efetiva; NDT:Nutrientes digestiveis totais.

O fornecimento da dieta foi estabelecido pela exigéncia do animal baseados nos NRC em
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funcé@oda porcentagem do peso vivo, iniciando com 1,8% e o ajuste do fornecido diario e CMS
foram feitos baseados nas pesagens das sobras do dia subsequente, no qual foi realizado as 6h
da manha, antes do primeiro trato dos animais.

Pra avaliacdo do peso vivo final (PVF), foi dado o jejum de solidos de 16 horas para a
realizacdo dapesagem e nas pesagens intermedidrias (realizadas nos dias das coletas de sangue),
n&o foi considerado o jejum, sendo descontado 4% do peso vivo (Stock et al, 1983).

O ganho depeso diario (GPD) foi determinado pela diferenca entre 0 PVF e 0 peso vivo
inicial (PVI1)dividido pelo nimero de dias do periodo. A eficiéncia alimentar, através do GPD
dividido pelo CMS. Noabate, o peso de carcaca quente (PQC) foi mensurado e utilizado para
calculo do rendimento (REND, %), dividindo-se 0 peso da carcaca (soma das duas meias
carcacas resultantes do abate) pelo peso vivo do animal e multiplicando-se o resultado por 100,
para expressar em porcentagem. O Ganho em carcaga foicontabilizado por meio do PCQ final
—PCQ inicial (considerando 50% de rendimento inicial) / dias de confinamento.

Os dadosreferentesa flutuacdo de consumo (%) se basearam na equacdo de Bevans etal.
(2005) quepropde a subtracdo do CMS do dia pelo CMS do dia anterior dividido pelo CMS do
dia anterior multiplicadopor 100, sendo este valor calculado em modulo, apresentando sempre
valores positivos.

As andlises de amostra das dietas e sobras foram realizadas de acordo com a AOAC
(2005) para determinar matéria seca (MS), (metédo 976.05), proteina bruta (metédo 97605)
(PB), extrato etéreo (EE) (método 920.39), cinzas (MM) (metddo 942.05) e fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) seguindo a metodologia de Van Soest, (1991)
no Laborat6rio de Nutricdo Animal da FMVZ-UNESP.

2.3.3.Comportamento ingestivo

Os animais foram submetidos a observacdo visual nos dias 24, 66 e 117 do periodo
experimental, para avaliagdo do comportamento ingestivo, sendo observados a cada cinco
minutos durante um periodode 24 horas. Durante as observacdes, foram coletados dados para
determinacdo do tempo despendido emalimentacdo, ruminacao e Ocio, expressos em minutos,
conforme descrito por Johnson e Combs (1991). Em cada periodo de observacdo foram

coletadas amostras das ragdes fornecidas e das sobras, para posterior andlise de MS (Silva e
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Queiroz, 2002) e FDN (adaptado de Van Soest, 1994) para determinara eficiéncia de
alimentacdo da MS; eficiéncia de alimentacdo da FDN; eficiéncia de ruminacdo da MS;
eficiéncia de ruminacdo da FDN; tempo de alimentacdo por refeicdo e ingestdo de MS por

refeicdo, deacordo com as equagOes descritas por Carvalho et al. (2006) e representadas abaixo:

EALMS =TALICMS
EALFDN = TAL/IFDN

Em que: EALMS = Eficiéncia de alimentacdo da matéria seca (min/kg de massa seca);
TAL = tempo despendido em alimentacdo (min); CMS = Consumo de matéria seca no dia da
observacdo (kg); EALFDN= Eficiéncia de alimentacdo da FDN (min/kg da FDN); IFDN =
Ingestdo de FDN no dia da observacéo (kg).
ERUMS =TR/CMS
ERUFDN = TR/IFDN

Em que: ERUMS = Eficiéncia de ruminacdo da matéria (min/kg de matéria seca); TR =
Tempo despendido em ruminacdo (min); CMS = Consumo de matéria seca no dia da
observacdo (kg); ERUFDN= Eficiéncia de ruminacdo da FDN (min/kg de FDN); IFDN =
Ingestdo de FDN no dia da observacéo (kg).

TALREF= TAL/REF
IMSREF = CMS/REF

Em que: TALREF = Tempo de alimentacdo despendido em cada refeicdo (min); TAL
= Tempo despendido em alimentacdo (min); REF = NUmero de refei¢cdes por dia; IMSREF =
Ingestdo de matériaseca por refeicdo (kg); CMS = Consumo de matéria seca no dia da

observacéo (kg).

2.3.3.1 Avaliacéo do Indice de Selecdo de Ingredientes

Foi realizada por meio dacoleta de amostras das dietas e das sobras das baias nos dias
das observacfes comportamentais, a analise de distribuicdo do tamanho das particulas para

entdo determinar um indice de selecéo usando-se 0 Penn State Particle Separator (PSPS) (Nasco,
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Fort Atkinson, WI, EUA),como descrito por Heinrichs (1996).
O indice de selecdo foi calculado para cada por¢do retida em cada peneira,

individualmente, por meio da equacéo:

Indice de selecdo=Ingestéo atual/Ingestéo esperada

Ingestdo atual=QRO*DTPDT—(QS*DTPS)

Em que: QRO = Quantidade deracéo oferecida (kg); DTPDT = Distribui¢cdo dotamanho
de particulasda dieta total (%); QS = Quantidade de sobras (kg); DTPS = Distribuicdo do

tamanho de particulas dassobras (%).

Ingestédo esperada=DTPDT * IAMN

Em que: DTPDT = Distribuicdo do tamanho de particula da dieta total (base na

matéria natural), (%);|AMN = Ingestdo atual de matéria natural (kg).

Os indices de selecdo foram definidos de acordo com a metodologia de Leonardi e
Armentano (2003) onde valor 1, indica que ndo houve selecdo, menor que 1, que houveselecdo

contra a peneira e maior que 1 a favor da peneira.

2.3.3.2. Analise de Componentes Principais

A analise de componentes principais (PCA) e de cluster foi realizada utilizando as
variavéis de comportamento ingestivo pelo software estatistico R (pacote FactoMiner (Husson
etal., 2017) epacote factoextra (Kassambra e Mundt, 2017, versdo 3.3.3)).

Os biplots gerados na PCA foram interpretados visualizandoquadrantes inversamente
correlacionados [vetores (linhas) em dire¢fes opostas].

Correlagdes positivas entre as variaveis sdo representadas por linhas com angulos
préximos a 0°e variaveis negativamente correlacionadas séo representadas por linhas com

angulos proximos a 180°. Angulos de 90° entre as linhas representam variaveis nio
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correlacionadas.

Quanto maior o tamanho das linhas, maior é a variagdo nos dados, e quanto mais
préximas as setas,maior € a relacdo entre elas. Os dados foram padronizados dividindo-se a
diferenca entre cada ponto de dados e a média aritmética da variavel de interesse pelo desvio
padrdo da variavel para que os resultados ndo fossem influenciados pela magnitude das
unidades da variavel.

2.3.4. Perfil metabdlico do sangue

Foram coletadas amostras de sangue da veia jugular de trés animais por baia nos dias
25, 67 €118 do periodo experimental para analise de Albumina, Glicose, Lactato total, Potassio
e Proteinas totais, a ser realizado no laboratorio de bioquimica da unidade de pesquisa
experimental (UNIPEX) da faculdade de medicina de Botucatu (FMB).

Figura 2. Amostras de sangue apds centrifugacao para coleta de soro e plasma bovino.
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2.3.5 Histomorfometria do epitélio ruminal

Fragmentos de epitélio ruminal foram coletados para determinacdo de morfologia e
histologia, de papilas ruminais

Apobs o abate, houve a remocdo do excesso de tecido conjuntivo circundante e 0s
compartimentos foram abertos, esvaziados e lavados em agua corrente. Um fragmento para a
morfologia de aproximadamente 1 cm? foi coletado daregido do saco cranial do rimen. Essas
amostras foramimediatamente colocadas em frascos contendo solugdo de alcool a 70%. As
amostras foram refrigeradasaté a realizacdo dasmensuragdes macroscopicas da parede ruminal.

As varidveis morfologicas macroscopicas avaliadas foram: nimero médio de papilas
por cm? de parede (NMP), area média das papilas (AMP), area total de superficie absortiva por
cm? de parede (ASA)e representatividade das papilas ruminais na area total de superficie
absortiva (RPSA). O NMP em todo fragmento foi mensurado por trés avaliadores e o dado final
foi o valor médio das trés contagens. AMP foi mensurada através de imagens digitalizadas das
papilas por meio do programa de andlise de imagensUTHSCSA Image Tool (Resende junior et
al.,2006).

Em cada fragmento foram analisadas a area média de doze papilas seccionadas
aleatoriamente da base. O dado final para AMP foi a média das doze papilas. A ASA foi
calculada pela seguinte formula: 1 + (NMP*AMP) — (NMP*0,002), aonde o numero 1
representa o fragmento de 1 cm? coletado, e 0 0,002¢ a area basal estimada de cada papila
ruminal (Daniel et al, 2006). A RPSA foi calculada segundo a equagéo
(NMP*AMP/ASA)*100.

Para avaliagdo histoldgica das papilas, fragmentos de parede do saco ventral do rimen
foram coletados para confeccdo de laminas que foram produzidas por meio da desidratacdo das
mesmas u e por fim, confeccionados o0s blocos.

Foram realizados cortes do material no micrétomo em secc¢des de 5um, desparafinizados
com xilolhidratados em concentracfes decrescentes de alcoois, corados em Hematoxilina de
Harrus e Eosina, desidratados em concentragdes crescentes de alcoois, clarificados com xilol e
por fim selados. As mensuragbes foram realizadas em 10% do ndmero médio de papilas,
utilizando-se o Analisador de Imagens Leica Qwin, contido no microscopio eletrénico de luz
Leica.

As imagens foram captadas por lentes objetivas em aumentos de 5x e 10x e digitalizadas
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por cdmerapara as analises de: altura, largura, area das papilas ruminais e mensuracdes da

espessura da camada de queratina no epitélio, de acordo com Costa et al. (2008).

Figura 3: Amostra de papilas ruminais armazenadas, separadas e prontas para serem
escaneadas pararealizacdo daanalise morfométrica

2.3.6. Analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, tendo o peso como fator de
blocagem,a baia como unidade experimental e as fases de adaptacgéo e terminagéo, que quando
analisadas separadamente, foram incluidas como efeito fixo, de acordo com o modelo abaixo.
Osdados parciais foram analisados utilizando-se 0 PROC MIXED do SAS, versdao 9.4.As
médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey, considerando P < 0,05 para obter
diferenca estatistica e P < 0,1 para tendéncia.

Yijk=p+ Ti+ Bj + eijk;
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Em que: Yijk = observacéo relativa; u = média geral; Ti = efeito tratamento, sendo i
(MON,MONVM, LP) ; Bj= efeito de bloco; eijk = erro experimental.
Yijk = p + Ti + Bj + Fij + eijk;

Em que: Yijk = observacdo relativa; u = média geral; Ti = efeito tratamento, sendo i
(MON,MONVM, LP) ; Bj= efeito de bloco; Fij (Fase de adaptacédo e terminacao) + eijk = erro
experimental.

Foi realizada uma andlise de medida repetida no tempo para a variavel de CMS,
considerando os dias de adaptagdo como o fator longitudinal, a fim de avaliar a padréo de
consumoentre os tratamentos e suas interacdes. Além disso, um grafico de regressao ndo linear
foi realizado entre o consumo de matéria seca diério pelos dias de adaptacdo para estimar o

tempo deestabilizacdo do consumo por meio do programa R.

2.4 Resultados

2.4.1. Desempenho Produtivo

O consumo de matéria seca dos animais ndo foi diferente durante todo o periodo
experimental; porém, durante o periodode adaptacdo, animais tratados com laidlomicina
apresentaram maior consumo (P<0,01) em relacdo aos demais tratamentos (Figura 4).

Foram estimados os valores de flutuacdo de CMS (Figura 5) assim como a quantidade
de sobra diaria por animal e tratamento durante as fases de adaptacdo e terminacdo (tabela 2).
Comoas dietas eram diferentes entre 0s periodos, ja era de se esperar um efeito de fase (P <
0,01), porém ndo foi possivel evidenciar diferencas estatisticas entre fase e tratamento (P >
0,05).

Além disso, através do grafico de broken-line (Figura 6) foi possivel identificar que a
LP colaborou para uma estabilizagcdo de consumo mais rapida, reportando nove dias para atingir
um platd, por outro lado, para MON e MON+VM, o CMS foi estabilizado com
aproximadamente 11 dias. Ao final de118 dias de periodo experimental, ndo houve efeito dos

tratamentos sobre o desempenho produtivo (Tabela 3).
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P <0.001

Consumo de Matéria Seca na adaptagao

12,00
11.00 H
10,00 1
9.00 1
8,00 1

7.00 1

M2 3 4 35 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

= MON == MON+VM LP

Figura 4: Consumo de matéria seca (kg/dia) durante a adaptacdo de bovinos Nelore
suplementados commonensina e/ou Virginiamicina e Propionato de Laidlomicina
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Figura 5: Flutuacdo do consumo de matéria seca em %, de bovinos Nelore suplementados com
Monensina e/ouVirginiamicina e Propionato de Laidlomicina.
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Tabela 2: Consumo de matéria seca (kg/dia), Flutuacdo de consumo (%) e quantidade de sobra de bovinos Neloreconfinadosconsumindo dietas

com diferentes aditivos.

-------- Adaptacdo --------- ----------- Terminagdo ----------- EPM* ----------- Valor de P ------
Item MON! MON+VM2 LP3  MON! MON+VMZ  LP3 Trat® Fase T xF®
Consumo deMatéria seca,kg 8,61 8,46 9,14 10,12 10,24 10,40 0,432 0,076 <0,01 0,475
Flutuacdo deCMS, % 8,62 10,33 8,22 4,37 4,73 4,64 0,005 0,083 <001 0,173
Quantidade desobra, kg 0,64 0,73 0,65 0,42 0,44 0,49 0,038 0,305 <0,01 0,292

IMonensina; 2Monensina+Virginiamicina; 3Propionato de laidlomicina, “Erro Padrdo Médio, °Tratamento; °Sinteracdo tratamento x fase (adaptacdo X

terminacao)



Tabela 3: Desempenho produtivo de bovinos Nelore confinados consumindo dietas altamente energéticascompostas por diferentes aditivos
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ltem Tratamentos
MON? MON+VM? LP3 EPM* Valor de P
Peso vivo inicial, kg 333,00 332,68 333,05 2,513 0,693
Peso vivo final, kg 534,37 536,89 535,58 5,249 0,959
Consumo de matéria seca kg/d 9,79 9,86 10,14 0,359 0,434
Flutuacdo de matéria seca, % 5,26 5,88 5,40 0,004 0,397
Quantidade de sobras, kg 1,86 2,02 2,11 0,080 0,179
Ganho de peso diario, kg/d 1,73 1,75 1,74 0,031 0,959
Eficiéncia alimentar, kg/kg 0,17 0,17 0,17 0,001 0,371
Rendimento de carcaca, % 54,74 55,25 55,34 0,194 0,431
Peso de carcaca quente, kg 292,58 296,33 296,56 2,957 0,964
Ganho de carcaca, kg 1,068 1,097 1,102 0,0549 0,939
Rendimento do ganho, % 61,72 63,29 63,17 0,0879 0,3847

IMonensina; 2Monensina+Virginiamicina; 3Propionato de laidlomicina, Erro Padrdo Médio, STratamento;finteracdo tratamento x fase (adaptacéo

X terminacao)
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Figura 6: Representacdo da estabilizacdo de CMS dos animais de cada tratamento durante o periodo de adaptacéo atraves do grafico de Broken-

line.
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2.4.2. Comportamento ingestivo

As observacdes comportamentais foram realizadas durante o periodo de adaptacéo (fase
1) e de terminagéo (fase 2). O CMS descrito se refere ao consumo nos dias das avaliagfes, onde
0s animais que consumiram LP apresentaram um CMS mais elevado durante a terminacgao,sem
diferir dos animais dotratamento que continha MON+V M, mas superior em relagdo aos animais
MON. Estes animais que consumiram a MON apresentaram um consumo similar em relacdoaos
animais que consumiram LP na adaptacdo, que também foi mais elevado em relagdo aos outros
tratamentos neste periodo.

O tempo despendido em ruminacdo (min/d) reportou efeito de interacdo (P= 0,035),
onde 0s bovinos passaram mais tempo ruminando na adaptacdo do que na terminacéo, fato este
que esté atrelado ao maior consumo de FDN nafase 1 (P=0,019). Em relacdo aos tratamentos, foi
evidenciadoque animais LP, tanto na adaptacdo quanto na terminacdo, apresentaram uma
ingestdo mais elevadade FDN em comparacdo a MON e MON+VM (2,79; 2,66 e 2,61 kg e
2,45; 2,35 e 2,42 respectivamente), o que ocasionou uma menor eficiéncia de ruminacdo desta
porcao fibrosa na fasede adaptacédo, porém,foi estabilizada em relacdo aos outros tratamentos
durante a terminacdo (Ptrxf=0,001).

Da mesma forma,uma menor eficiéncia de ruminacdo da MS foi reportada para os
bovinos LP naadaptacéo, que néo diferiu estatisticamente em relagdo a MON, mas foi inferior
ao tratamento MON+VM (P < 0,01). Entretanto, na terminagdo, ndo foi possivel reportar
diferenca estatistica entreos tratamentos.

O maior consumo de FDN para a fase deadaptacéo podeter contribuido para uma maior
ingestdo de mateéria seca por refeicdo nos animais que consumiram LP em relacdo aos demais
animais que consumiram 0s outros tratamentos (P=0,008) durante a adaptacao, ja no periodo de
terminacéo, a diferencandmerica entre os valores dessa variavél foidiminuida, indicandoque a
MONTfoi o aditivo que mais influenciou nesse aumento do tempo de ingestao por refeicéo.

A monensina foi o Unico aditivo que influenciou no nimero deidasao cocho (P=0,002),
pois apresentou 0 maior nimero de vezes em relacdo aos outros tratamentos na adaptacéo,
(13,44; 11,30 e 11,33 para MON, MON+VM e LP, respectivamente) em contrapartida,
apresentaram o menor numero de vezes na terminacdo (10,76; 11,51 e 11,25, respetivamente
para MON, MON+VM e LP).

Uma tendéncia foi reportada nesta avaliacdo, onde 0s animais passaram mais tempo em

6ciona adaptacgdo do que na terminagdo (P=0,06); Todos os dados de comportamento ingestivo
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podem ser visualizados na tabela 4.

Em relacdo a seletividade de particulas, foi apresentada uma tendéncia (P=0,096) na bandeja
de 4,0mm, onde na fase de terminacdo, animais MON e LP na terminacdo, selecionaram contra
a peneira, do que animais LP na fase de adaptacéo (tabela 4).

Com as andlises de comportamento na fase 1 e comportamento com as variaveis de
desempenho na terminacédo, elaborou-se uma andlise componentes principais que resultou nos
graficos dispostos na figura 4. O grafico na adaptacao conseguiu explicar 50,6% na adaptacdo

e 53,4% na terminagéo.



Tabela 4: Comportamento ingestivo e seletividade de particulas de bovinos Nelore confinados consumindo dieta com Monensina e/ou

combinada comVirginimiamicina ePropionato de Laidlomicina

Adaptagdo Terminacédo EpM* Valores de P

MON? MON+VM LP® MONT MON+VM LP° Trat® Fase TIXF®
Comportamento alimentar
Consumode matéria seca, kg/dia g gqc 9,71° 10,37° 10,35 10,67% 10,80° 0,302 0,001 <.0001 0,042
Tempo em Ocio, min/dia 901,412 878,67° 901,01° 1081,64° 1064,58° 1053,33° 10,137 0,305 <.0001 0,069
Tempo de Alimentagdo,min/dia 176,55 173,50 174,67 130,230 135,750 136,75 5,102 0,857 <.0001 0,263
Tempo de Ruminagdo, min/dia 344,78° 374,50° 349,00° 213,52° 223,25° 237,08° 10,229 0,256 <.0001 0,035
Idas ao cocho, média 13,442 11,30% 11,33% 10,76° 11,51% 11,25% 0,795 0,466 0,178 0,002
Idas ao bebedouro, média 4,29 5,20 3,88 3,98 4,21 3,60 0,379 0,165 0,018 0,403
Ingestdo de Massa seca por 0,78° 0,89 0,94%¢ 1,06 1,00® 1,02 0,050 0,392 <.0001 0,008
Refeicdo, kg
Consumo de FDN', kg 2,66° 2,61° 2,79° 2,35¢ 2,42% 2,45° 0,075 0,005 <.0001 0,019
Tempo Médio por Refeicéo, 13,84 15,29 16,42 16,53 16,65 16,91 0,961 0,164 0,007 0,157
min/dia min/kg
Ef_-B/EUmina@éo de MS®, 35,03%® 38,80° 33,92° 20,68° 20,87° 21,89° 0,989 0,204 <.0001 0,010
min/kg
Ef. Eikuminacéo de FDN, 129,72® 143,17° 125,83" 91,11° 91,95° 97,15° 3,913 0,264 <.0001 0,001
min/kg
Ef. Alimentacéo de FDN,min/kg 66,16 66,28 62,87 55,58 56,26 55,89 3,037 0,691 <.0001 0,550

Ef. Alimentacdo de MS,min/kg 17,83 17,28 16,95 12,61 12,70 12,72 0,692 0,914 <.0001 0,478




Seletividade de Partl’culas10

Longa (19 mm) 1,01 1,02 1,02 1,03 1,02 1,01 0,007 0,912 0,431 0,249
Média (8 mm) 1,02 1,02 1,03 1,04 1,01 1,01 0,007 0,291 0,442 0,447
Finas (4 mm) 0,99 0,99% 1,02° 0,95° 0,99% 0,98 0,008 0,013 0.001 0,096
Fundo 0,99 1,00 0,98 0,98 1,00 0,99 0,005 0,009 0,122 0,100

Monensina; 2Monensina+Virginiamicina; 3Propionato de Laidlomicina; “Erro Padrdo da Média; >Tratamento; éInteracdo Tratamento x Fase;
"Fibra em detergente Neutro; 8Eficiéncia; °Matéria Seca, 1° Indice de seletividade =1: Ndo houve selecédo, <1 = selecdo contra a peneira,
>1 = selecéo a favor d
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2.4.3. Saude Ruminal

As mensuracOes histologicas avaliadas podem ser visualizadas na figura 5, que
representa as medicOes referentes a altura (a), largura (I) espessura de queratina (e), expressas
em cm., como tambémilustra como é realizada a mensuracéo de area das papilas (cm?).

Com relagdo as caracteristicas histoldgicas do epitélio ruminal dos animais, ndo houve
efeito dostratamentos para altura das papilas (P=0,9568) e area de papila (P=0,5733) (Tabela
5). Entretanto, a combinacdo de MON+VM aumentou a largura de papilas em relagcdo ao
tratamento com MON (P =0, 029), porém néo diferiu dotratamento LP. EM relacéo a espessura

de queratina, o tratamento LP e a combinagdo de MON+VM apresentaram valores superiores
em relacdo a MON (P< 0,001).

A £ % iy B - NS = =
Figura 7: Representacdes das mensuracOes de altura (a) e largura (), na imagem A, espessura
de queratina () naimagem B, ambasexpressasem cm. e aréa de papilas ruminais, na imagem
C, expressas em cm?, de bovinos Nelore

Com relacdo a morfologia do epitélio ruminal, ndo foram constatados efeitos dos
tratamentos (P>0,10) para nenhuma das variaveis avaliadas (nUmero médio de papilas, area

média de papila, superficie absortiva e area da papila em % da superficie absortiva) (Tabela 6).
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Tabela 5: Morfometria de papilas ruminais de bovinos Nelore alimentados com diferentes

fontes deion6foros em confinamento.

Tratamentos Valor de
Itens EPM
MON MON+VM LP P
Morfologia de papila
Area média de papilas, cm? 0,347 0,383 0,341  0,0202  0,2855
Numero médio de papilas, n 61,303 62,232 58,181 2,5135 0,4454
Area de Superficie Absortiva, cm? 22,687 22,732 20,968 11,3126  0,4823
Representatividade das papilas na area 96,226 95,965 95,447  0,2379 0,1096
absortiva, %
Histologia Ruminal
Altura de Papila, cm 2,648 2,609 2,598 0,127 0,956
Largura de papilas, cm 0,446° 0,5042 0,495® 0,017 0,029
Area de papila, cm? 1,114 1,228 1,179 0,075 0,573
Espessura de queratina, cm 0,019° 0,021 0,0222 0,001 0,001

IMonensina; *Monensina+Virginiamicina; 3Propionato de Laidlomicina; “Erro Padrdo da Média;

2.4.4.Parédmetros Sanguineos

No que se refere ao perfil metabolico sanguineo dos animais, ndo foram observados

nenhum efeitosignificativo dos tratamentos para as varidveis analisadas durante o periodo

experimental (Tabela 6).

Tabela 6: Parametros sanguineos de bovinos Nelore alimentados com diferentes fontes de

ion6forosem confinamento

Tratamentos
Itens (mg/dl) EPM* Valor de P
MON! MON+VM?2 LP3
Glicose 91,72 88,03 88,62 2,002 0,297
Proteinas totais 6,18 6,37 6,34 0,075 0,154
Lactato 20,70 19,31 18,96 1,320 0,586
Albumina 3,28 3,23 3,24 0,039 0,645
Potassio 4,79 4,78 4,90 0,051 0,211

1Monensina, 2Monensina+Virginiamicina, 3Propionato de Laidlomicina; “Erro padrdo médio
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2.5 Discussdo

A suplementacdo com os iondforos monensina sodica, propionato de laidlomicina e a
combinagdo de monensina com virginiamicina para bovinos Nelore terminados em
confinamento recebendo dietascom alto teor de concentrado apresentaram resultados similares,
ndo sendo possivel evidenciar diferengas estatisticas em relacdo as variavéis de desempenho
produtivo: (P>0,05).Esses dadosestdo deacordo com a literatura revisada dostrabalhos de Gibb
etal., (2001); Meyeret al., (2009); Montgomery et al., (2009) e Gomes et al., (2001), onde foi
mostrado que ionoforos apresentam resultados equivalentes para bovinos Nelore terminados em
confinamento.

De acordo com o levantamento de Silvestre e Millen (2021), o nivel de concentrado nas
dietasde terminagdo em confinamentos brasileiros se encontra na faixa de 81 a 90% da MS,
sendo imprescindivel um programa de adaptacdo adequado para preparar 0 ambiente ruminal a
receber todaessa carga energética sem ocasionar distrbios nutricionais e prejuizos no sistema de
producéo.

O periodo de adaptagdo transiciona uma dieta com maior propor¢do de forragem para
uma ricaem graos altamente fermentesciveis, o que propiciara uma maior disponibilidade de
glicose, aumentando a producdo de AGCC, diminuindo o pH ruminal e alterando boa parte da
populacdo de microrganismos, afetando os padrdes de motilidade, taxa de passagem,
digestibilidade e velocidade de absorcdo de nutrientes (Berchielli et al., 2006).

Uma transicdo abrupta ou inadequada pode levar a quadros de desordens metabdlicas
que comprometem o desempenho e resultam em significativas perdas econémicas (Owens et
al., 1998). Além disso, seria interessante que esse periodo de adaptacdo ndo ultrapassasse 20%
do tempo total de alimentacdo, pois isso pode impactar negativamente a producéo, ja que 0S
animais ingeririam adietafinal por um menor intervalo de tempo ou permaneceriam mais tempo
confinados para atingir o pesofinal almejado.

Sendo assim, uma adaptacdo correta em confinamento por periodos menores pode ser
mais eficiente e isso pode ser observado através do consumo de matéria seca. No presente
estudo, animaisLP apresentaram um maior CMS durante a adaptagdo o que provavelmente
possibilitou uma adaptacdo segura e mais rapida, visto que, de acordo com os graficos de
Broken-line, os bovinos deste tratamento estabilizaram o consumo no nono dia de adaptacdo, ja
0s animais suplementados com MON ou MON+VM, a estabilizacdo aconteceu a partir do

décimo primeiro dia do periodo experimental. 1sso mostra que a utilizacdo de LP pode
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contribuir para a reducdo do periodo de adaptacdo e consequentemente da permanéncia dos
animais no confinamento, acarretando em uma reducdo de custos ao sistema de producao.

Mesmo com um CMS superior na adaptacdo, animais LP tendenciaram a apresentar uma
menor flutuacdo de CMS (P = 0,083), se diferenciando dosanimais consumindo MONV M cerca
de 20,42%. De modo geral, os valores estdo dentro do aceitavel, ndo indicando problemas de
acidose,que seriam preocupantes com um indice acima de 10% (Schwartzkopf-Genswein et al.,
2004). Possivelmente, uma menor flutuacdo de consumo pode ter contribuido para um melhor
ambiente ruminal, culminando em um maior CMS.

A presenca de duas fontes de volumosos na adaptacdo fez com que 0s animais
despendessem mais tempo ruminando consequentemente promovessem um menor tempo em
Ocio e apresentassem um menor CMS, certamente pelo maior consumo de FDN. Mesmo assim,
animais LP mantiveram uma ingestdo mais elevada em ambas as fases, fato este que pode ser
explicado pela menor flutuacdo de consumo, que provavelmente tenha promovido um pH mais
controlado, mantendo populacGes de bactérias celuloliticas ativas no meio, aumentando
digestibilidade dafibra e acelerando a taxa de passagem do conteudo ruminal. Sabe-se que os
carboidratos estruturais, como a fibra, sdo degradados principalmente por grupos de bactérias
celuloliticas e hemiceluloliticas (Cunningham e Klein 2008).

O maior CMS para LP, sem afetar o tempo de ruminacdo (Ptrat >0,1), refletiu em uma
melhoreficiéncia de ruminacdo da MS e da FDN, (P =0,010 e < 0,01, respectivamente), ao
contrario de animais MONVM, que apresentaram menor eficiéncia nesses parametros,
corroborando com os dados de Rigueiro et al., (2016) que mostrou bovinos Nelore confinados
que receberam MONVM menos eficientes na alimentacdo e ruminacdo de FDN e MS durante
todo o periodo experimental emrelacéo a bovinos que receberam dietas contendo estes mesmos
aditivos separadamente.

Ademais, pela analise de componentes principais, nés podemos concluir que durante a
adaptacdo, o tempo de ruminacdo foi negativamente correlacionado com o tempo de
alimentacdo e positivamente correlacionado com a eficiéncia de ruminacdo da MS e FDN
(Figura 4, P <0,01).

Provavelmente o maior consumo de FDN influenciou a taxa de passagem do conteldo
ruminal e contribuiu para melhorar a eficiéncia de ruminacdo da MS e FDN nos animais LP.
Além disso, Allen e Harrison (1979) indicam que em dieta com maior quantidade de volumoso,

a MON pode causar diminui¢do na taxa de turnover de solidos e liquidos aumentando assim, o
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enchimento ruminale Deswysen etal. (1987) afirmaram que a diminui¢do do turnover é causada
pela diminuicdo da motilidade, dessa forma, quando mais tempo o substrato permanece no
ramen, menor ¢ a eficiéncia de ruminacdo, que foi demonstrado no tratamento MON e MONVM
durante a adaptacao

Alémdisso, os dados de seletividade da dieta concluiram que a LP na adaptacéo realmente
tevepreferéncia por particulas mais grosseiras, justificado pelo indice de selecdo na peneira de
4mm, apresentando um valor >1, ou seja, selecionou a favor de particulas maiores de 4mm,
contrariando 0s outros tratamentos que reportaram um indice de selecdo menor que 1,
preferindo particulas menores.

Entretanto, esse efeito ndo permaneceu na terminagdo, pois mesmo que MON tenha
permanecido na sua preferéncia por particulas mais finas, animais LP também apresentaram
indice < 1. Talvez esse feitotenha contribuido para que a eficiéncia de ruminacdo daMS e FDN
ndo apresentasse diferenca estatistica na terminacao.

A preferéncia por particulas mais finas faz com que o preenchimento ruminal seja
reduzido e dessa forma, possibilite o animal de aumentar o CMS por refeicdo, que foi
perceptivel nos bovinos durante a terminacgéo; mais especificamente, o tratamento MON refletiu
em um maior CMS por refeigdo, fazendo com que os animais visitassem o cocho em uma menor
frequéncia

As informages trazidas pelas andlises de componentes principais reforcam tal ideia,
onde o CMS por refeicdo durante o periodo de terminacdo, foi positivamente correlacionado
com a granulometria de particulas mais finais e com o numero de refeicdes por dia, 0 que
realmente pode ter aumentado o tempo de retencdo no rimen, que influenciou negativamente a
correlagdo com o CMS e consumo de FDN

Mariani (2010), encontrou dados similares, reportando que o tempo de refeicdo de
bovinos queconsumiram MON foi menor, devido ao aumento da retengdo do alimento no
ramen; entretanto, apesar de um efeito numérico, ndo foi possivel imprimir resultado
significativo

Esperava-se que animais LP apresentassem maior nimero médio de papilas e maior
superficieabsortiva que aqueles submetidos aos demais tratamentos, uma vez que foram os que
apresentaram maior CMS durante a adaptacéo, entretanto, esse efeito de CMS ndo permaneceu
durante todo o periodo experimental, contribuindo para também ndo encontrassemos efeitos

significativos nos parametros morfoldgicos das papilas



55

Nos resultados do presente estudo, observou-se que animais LP e MON+VM
apresentaram um maior crescimento papilar em largura, cm2e aumento da espessura de
queratina, cm?(EQ) das mesmas em relacéo as papilas dos animais que consumiram MON. Vale
lembrar que estas alteragdes epiteliais geralmente ndo sédo diagnosticadas como um problema
até entdo, pois o epitélio ruminal é naturalmente paraqueratotico em dietas de alto concentrado
em decorréncia da maior proliferacdo celular ocasionada pela producdo de AGCC (Smith,
2015).

Quanto maior a producdo desses &cidos, maior serd o estimulo as papilas em se
desenvolver, aumentando assim, a area de superficie absortiva, impedindo acimulo de acido
indesejados que podem gerar lesdes na parede do epitélio, favorecendo quadros de acidose
(Banks, 1991).

Costa et al (2008a), conduziram um estudo para avaliar o efeito dos AGCC sobre a
morfologia da mucosa ruminal de bezerros e constataram que o propionato foi o AGCC
responsavel pelo crescimento fisiolégico das papilas metabdlicamente ativas. Em outro estudo,
Costa et al (2008b) analisaram o efeito do butirato, propionato e lactato sobre integridade dos
tecidos epiteliais estratificados queratinizados de bezerros e concluiram que o butirato e
lactato foram os maiores responsaveis pelas modificacdes patologicas no epitélio ruminal,
propiciando um crescimento anormal das papilas, além de um efeito queratinizante.

Corroborando com os dados de Costa et al. (2008a), Thompson et al., (1958) e Nocek e
Kesler(1980), concluiram que a fermentagdo dos concentrados fornece o butirato necessario
para estimular o desenvolvimento das papilas e que esses alimentos podem promover a
queratinizacdo das mesmasem bezerros e cordeiros.

Avaliando o efeito da adicdo de MON e LP na fermentacdo ruminal in vitro utilizando
dietas abase de milho, Domescik e Martin (1999) ndo observaram diferencas em relacdo a
concentracdo de lactato, porém, foi reportada uma concentragdo mais elevada de butirato nas
amostras suplementadascom LP, apresentando valores de 15,6 mm para uma dosagemde 2 ppm
e 13,3 mm com inclusdo de5 ppm contra 8,5 mm para uma inclusdo de MON a 5 ppm.
Entretanto, a concentracdo de propionatofoi superior nas amostras tratadas com MON em
relacdo as que continham LP nas dosagens de 2 e 5ppm (28,5 vs 22,5 e 25,2, respectivamente).

Em um estudo realizado por Zinn et al., (2000) avaliando a utilizacdo de LP e MON em
relacdoa resisténcia de bactérias em meio de cultivo com pH 5,7 ¢ 6,7,a MON se mostrou como

um ionéforomais potente (P<0,05) em relacdo a LP para inibir o desenvolvimento de bactérias
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gram positivas, ou seja, no meio que continha LP, teve maior predominancia desse
microrganismo, que nédo séo tao eficientes na producgéo de propionato e na retirada de lactato do
rimen, como as gram-negativas.

O fato do aumento da producdo de AGCC, principalmente o propionato, estar
relacionado a limitacdo quimica de consumo (Van soest, 1994), e que aparentemente o LP nédo
otimiza a sua produgdo como a MON, podemos concluir que este pode ter sido o fator que
contribuiu para que bovinos alimentados com LP apresentassem um consumo mais
elevado, porém, sem afetar significativamente o desenvolvimento das papilas, embora
propiciando uma menor circulacdo de lactato sanguineo, apesar de ter sido observado apenas
uma diferenga numerica

O perfil metabdlico em ruminantes pode ser usado para monitorar a adaptacdo
metabdlica, diagnosticar, prognosticar disturbios fisioldgicos e servir para avaliar a efetividade
de um tratamento.Os niveis alterados de albumina e proteinas totais podem indicar sinais de
desidratacdo, desnutricdo e inflamagdes ocasionadas por fatores nutricionais. Além disso, a
albumina e a glicose fornecem informacdes sobre o funcionamento hepético e incidéncias de
desbalanco energético negativo pela concentragéo glicolitica (Payne e Payne, 1987).

Em relacdo ao lactato, seu aumento no ramen pode exceder 300 mmol/L e resultar em
alta concentracdo sanguinea de aproximadamente 25 mmol/l, o que pode também ser um

indicativo de acidose metabdlica sistema (Maruta e Ortolani, 2002a).

Silva (2014) avaliou o uso de MON, VM, MON+VM e éleos funcionais na dieta de bovinos
confinados sem adaptacao consumindo dietacom 92% de concentrado e ndo reportou diferencas
entreos tratamentos aplicados, mostrando que os ionoforos sdo efetivos na prevencdo de acidose
metabolica.

Em uma dieta tipica de terminacdo de bovinos em confinamento, a hidrolise destes
carboidratosleva ao aumento da concentracdo de glicose ruminal, a qual normalmente é muito
baixa,até o ponto em que esta excede a concentracdo de glicose sanguinea (Galyean e Rivera,
2003) causando um aumento da osmolaridade (quantidade de solidos dissolvidos no fluido
ruminal), daqual colabora como processo de acidificacdo ruminal por inibir a absorcdo de AGCC
pelo rimen (Owens et al., 1998) eentdo, possivelmente 0s animais entrariam em quadros
aciddticos, com alteragdo nos metabdlitos dosangue.

No entanto, todos os parametros estavam dentro da faixa aceitavel indicandoauséncia de

distarbios metabolicos que comprometesse seu desempenho final.
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2.6 Conclusao

Pode-se afirmar que o propionato de laidlomicina ndo limitou o consumo de matéria
seca de bovinos confinados, apresentando resultados similares aos animais que consumiram
Monensina e seuuso combinado com Virginiamicina. Todavia, 0 aditivo pode ser uma

alternativa de uso em confinamento com dietas ricas em concentrado para bovinos Nelore
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CAPITULO 3: Perfil transcriptdmico do epitélio ruminal de bovinos confinados
submetidos a dieta com alta inclusao de concentrado com Monensina sédica ou

uso combinado de Monensina e Virginiamicina.

RESUMO - O consumo de alimento e 0 ganho de peso dos animais sdo caracteristicas
economicamente importantes na producdo de carne bovina. A parede do rumen interage com 0s
alimentos, as popula¢des microbianas e os produtos de fermentagéo, sendo um componente de estudo
fundamental paraavaliar a capacidade de aproveitamento dos nutrientes com o desempenho produtivo.
Quando utilizado aditivo nutricional em bovinos confinados, essa interacdo € alterada visando
maximizacéo da eficiéncia alimentar dos animais, por meio da modulacéo dafermentag&o ruminal.
Entretanto, ndo se tem relatos sobre como o0 mecanismo génico interfere nesse processo. Para isso,
ferramentas moleculares estdo sendo utilizadas visando compreender esses mecanismos. Sendo assim,
o objetivo do estudo foi investigar a regulagdo genética noepitélio ruminal de bovinos Nelore confinados,
submetidos a dieta com alto concentrado, com incluséo de Monensina Sodica (CONT) ou Monensina
associadaa Virginiamicina (TRAT), por meio da analise do perfil transcriptdmico das papilas ruminais
utilizando a técnica de sequenciamento de RNA. Utilizou-se 16 amostras (8 amostras/tratamento) de
papilas ruminais. Destas, seis amostras de cada tratamento foram escolhidas para gerar bibliotecas
individuais de RNA-Seq. Foram avaliados os genes diferencialmente expressos (DEGs) entre animais
CONT x TRAT. Um total de 26805 genes foram expressosnas analisesdos degruposindividuais, destes,
setenta e trés foram genes foramexpressosdiferencialmente entreanimais CONT e TRAT, sendo 32 super
expressos para 0 CONT e 41 para o TRAT. Varios dos genes identificados pertencem as vias
enriquecidas relacionadas a proliferacao celular (PRLR, CLDN3, E2F1,FADD) desenvolvimento do
epitélio (TAGLN3, THRB, TCAP) e transporte ativo de proteinas transmembrana (CYSRT1, BLC2A1,
TPMZ2) e regulam funcdes relacionadas ao sistema imune, contragdo muscular, e aproveitamento de
glicose. Pelos resultados apresentados, parece que a Monensina atua de maneira mais protetiva em
relacdo a manutencdo do epitélio ruminal.

PALAVA-CHAVE: iondforos, monensina, virginiamicina, sequenciamento de DNA,

transcriptoma
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ABSTRACT Dry matter intake and weight gain are economically important characteristics in beef
cattle production. The rumen wall interacts with food, microbial populations and end -products
fermentation, being a fundamental component of study to evaluate the ability to use nutrients with
performance. When a feed additive is used at feedlot, this interaction is altered in order to maximize the
animals' feed efficiency, by modulation of ruminal fermentation. However, thereare no reports on how
the genetic mechanism acts in this process. For this, genomic toolsare being used to understand it.
Therefore, the objective of the study wasto investigate the genetic regulation in the ruminal epithelium
of feedlot Nellore cattle, submitted to a high- concentrate diet, with the inclusion of Sodium Monensin
(CONT) or Monensin associated toVirginiamycin (TRAT), through ruminal papillae transcriptomic
analysis by RNA sequencing. Sixteen samples (8 samples/treatment) were used and six samples from
each treatment were chosen to generate individual RNA-Seq libraries. The differentially expressedgenes
(DEGS) between CONT x TRAT animals were evaluated. A total of 26805 geneswereexpressed in the
analyzes of individual groups, of these, seventy-three were genes that were differentially expressed
between CONT and TRAT animals, with 32 overexpressed for CONTand 41 for TRAT. Several of the
identified genes belong to pathways related to cell proliferation (PRLR, CLDN3, E2F1, FADD)
epithelial development (TAGLN3, THRB, TCAP) and active transport of transmembrane proteins
(CYSRTL, BLC2A1, TPM2) responsible by system-related to immune responses, muscle contraction,
and glucose utilization. From the results presented, it seems that Monensin is more protective in relation

to the ruminal epithelium maintenance.

KEYWORDS: ionophores, monensin, virginiamycin, DNA sequencing, transcriptome
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3.1 Introdugéo

Tecnologias avancadas em biologia molecular tém permitido a identificagdo de genes,
marcadores e vias metabolicas expressas que afetam determinadas caracteristicas de interesse
econémico dentro da bovinocultura de corte. Uma abordagem que contribui muito para o
desenvolvimento do conhecimento e suas aplicacdes dentrodosetor é a analise de transcriptoma
(REECY et al., 2006).

O transcriptoma pode ser definido como o conjunto completo de transcritos de uma
célula em forma de moléculas de RNA (RNAmM, RNAr, RNAt e os microRNAS) em um estagio
ou determinada condicdo fisioldgica especifica (JARAMILLO, 2016). A populacdo destes
transcritos participa da modulacdo de suas atividades metabdlicas em diferentes momentos da
vida, ou seja, o transcriptoma de cada animal é dindmico e estd sob constante mudanca,
mediante seu ambiente, que afeta diretamente a fisiologia animal.

O sequenciamento de RNA (RNA-seq) é uma tecnica de sequenciamento em larga
escala que se apresenta como o0 método mais eficaz em mapear e quantificar os transcriptomas
e assim, possibilitar entender as interacbes moleculares que fundamentam alteracGes
fenotipicas.

Neste sentido, ha uma constante busca pelo compreendimento da modulacdo da
fermentagdo no rdmen, que levou a intensas pesquisas na area de microbiologia ruminal
(Rangel et al., 2008, Morais et al., 2011) para garantir umambiente com menores oscilaces
depH e evitar distdrbios metabolicos, possibilitando ao animal um melhor aproveitamento dos
nutrientes. A inclusdo de aditivos que mantenham o equilibrio ruminal e melhorem o
desempenho estdo sendo extensivamente utilizadas. Com 86,1% de utilizagdo, a Monensina
sodica € o principal aditivo utilizado em dietas para bovinos confinados no Brasil, seguida da
Virginiamicina na segunda colocacdo com 65,7% (Silvestre e Millen, 2020).

Recentemente, o uso combinado desses aditivos pode ser uma opcao interessante,
visando melhorias na eficiéncia alimentar sem reducdo no consumo de matéria seca, efeito
este que é caracteristico da Monensina; dessa forma, o aumento do CMS pode impactar na
saude ruminal e no desenvolvimento de papilas ruminais (Goodrich et al.,1984; Duffield et al.,
2002; Salivas-Chavira et al., 2009).

No entanto, se faz necessario uma melhor compreensdo de como a regulacdo genética

acontece quando se usa aditivos nutricionais e até o momento, este é o primeiro estudo
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comparando Monensina e Monensina combinada com Virginiamicina para bovinos Nelore

confinados em relac&o ao perfil transcriptomico de papilas ruminais.

3.2 Objetivo e Hipotese
A hip6tese do estudo foi que o tratamento monensina combinado com virginiamicina
induziria a manutengdo da integridade do epitélio ruminal de bovinos Nelore consumindo dieta
de alto concentrado.
Assim, objetiva-se nessa proposta investigar através de uma abordagem de
sequenciamento de RNA, o efeito da monensina e da associacdo da mesma com virginiamicina,
sobre a regulacdo de genes em papilas ruminais de bovinos Nelore submetidos a uma dieta com

alto concentrado em confinamento.

3.3 Material e Métodos

Foram extraidas amostras de papilas ruminais dos animais utilizados no experimento
descrito no capitulo 2 e analisadas as amostras pertencentes ao tratamento com monensina
(CONT) e do tratamento de monensina combinada com virginiamicina (TRAT), sendo 32
animais de cada tratamento, onde foram agrupados em baias com 4 animais, formando entéo

uma amostra composta por baia (8 baias por tratamento).

3.3.1 Extracéo do RNA, preparacéo da biblioteca e sequenciamento

Foram maceradas aproximadamente 20 mg de amostra do epitélio ruminal de cadaanimal
(n=64) eem seguida reunido em uma amostra composta por baia (n = 16 baias com 4 animais
cada),portanto, cada pool continha em torno de 80 mg de tecido epitelial. Posteriormente, a
extracdo doRNA total foi realizada por meio de kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen,
Hilden, Alemanha), seguindo as instrucfes do fabricante.

Adicionalmente, foi avaliado a quantidade e qualidadedo RNA por meio de Fluorometro
Qubit 3 (ThermoFisher Scientific, EUA) e Bioanalyzer 2100® (RNA 6000 Nano Kit, Agilent,
EUA), respectivamente,ao qual a integridade do RNA é demonstrada na Tabela Suplementar 1.

A sintese e purificacdo do cDNA durante o preparo da biblioteca foi realizada através do
KitTruSegStranded mRNA (Illumina, EUA), a partir de 500 ng de RNA total, conforme
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protocolo. Em resumo a cauda poly-A do mRNA foi capturada por meio de oligos Poly-T
aderidos & beads magnéticas (AMPure XP Beads — Beckman Coulter), e posteriormente
fragmentados e submetidosa sintese de cDNA dupla fita,ligada por adaptadores duplamente
indexados. Foi realizada PCR para enriquecimento, seguido de purificagdo das bibliotecas. A
concentracdo e o perfil das bibliotecas foram determinados por meio do Fluorémetro Qubit
dsDNA Assay Kit High Sensitivity (ThermoFisher Scientific, EUA) e Bioanalyzer 2100®
(High Sensitivity DNA Kit, Agilent, EUA), respectivamente.

Finalmente, as bibliotecas foram agrupadas e a concentragédo ajustada para 4 nM para
entdoser sequenciada em equipamento NextSeq 500/550 Hight Output Kit v2.5 (75 ciclos),
considerandoleituras de 1x75 pb. Toda a analise de sequenciamento foi realizada no Laboratério
de Genética eBiotecnologia localizado no Departamento de Genética e Evolugdo pertencente a
UFSCar — Sao Carlos, SP, Brasil.

3.3.2. Mapeamento das sequéncias no genoma de referéncia

Adaptadores de sequenciamento e leituras de baixa complexidade foram removidas em
passoinicial de filtragem por meio do software Trim Galore 0.6.5. Somente as leituras com
tamanho acima de 70 nucleotideos e um score Phred menor que 33 foram mantidas ap6s o corte.
O controlede qualidade e a estatistica das leituras foram estimadas com software FASTQC
versdo 0.11.8 (www.bioinformatics. bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). As reads foram mapeadas ao
genoma bovino referéncia (Bos taurus - ARS- UCD.1.2.1), disponivel em:

www.ensembl.org/Bos_taurus/Info/Index/.

A abundancia (contagem de leituras) de mMRNAs de todos os genes anotados foram

calculados por meio de featureCounts pertencente ao pacote Rsubread (Liao et al., 2019).

3.3.3. Identificagéo de genes diferencialmente expressos

Genes diferencialmente expressos (DE) foram analisados com auxilio do DESeq2
disponivelno pacote Bioconductor do software R, utilizando um design de multifator (Love et
al., 2014). Anteriormente a andlise estatistica, as contagens das leituras dosdados foram filtradas
da seguinteforma: (i) genes com zero contagem para todas as amostras, eram genes nao

expressos; (i) genescom menos que uma leitura por amostra na média foram removidas
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(express@o muito baixa); (iii) genes que ndo estavam presentes ao menos em 50% das amostras
foram removidos (raramente expressos).

A abordagem de corte realizada para identificar os genes DE foi controlar o p-valor
ajustadopelo método de Benjamini-Hochberg a 10% e cujos valores de log2 fold change fossem
maiores em modulo que a 0.60 (0.50 > log2 FC < -0.50), de acordo com estudos anteriores e
recomendagdesDESeq2 (Benjamini e Hochberg, 1995; Love et al., 2014; Cesar et al., 2016).

Andlise de enriguecimento funcional com anotacdes obtidas utilizando genoma de Bos
taurus como background e agrupadas por processos bioldgicos, funcGes moleculares e
componentes celulares foram desenvolvidas, em que termos do gene ontology (GO) foram
obtidospor meio da plataforma Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID).

3.4. Resultados

Realizou-se analise histo-morfoldgica de bovinos Nelore confinadossubmetidos a dietas
contendo Monensina e Monensina associada a Virginiamicina (Tabela 6, cap 2), onde animais
que receberam os aditivos MON+VM apresentaram maior largura de papila (0,530 vs 0,453,
P= 0,0054) e espessura da camada de queratina (0,021 vs 0,0199, P = 0,001) em relacdo a

animais tratados com Monensina (grafico 1, P < 0,05).

Espessura de Queratina, cm Largura de Papila, cm?
0,022 0,021 0,55 053

0,02

0,019

0,018 0,453

045
0,016

0,014

0,012

0,01
Espessura Largura

EMON mMON+VM EMON mMON+VM

Figura 8: Espessura de queratina, cm e largura de papila de bovinos Nelore confinados,
consumindo dieta altamente energética com Monensina e Monensina associada com

Virginiamicina; Valor de P < 0,01 para ambas variaveis.
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3.4.1. Avaliacéo geral do transcriptoma

O ntmero médiodototal de reads obtidasno sequenciamento foi mais de 17 milhGes por
amostra, 0 que resultou na identificacdo de 26.805 genes expressos, utilizado para analise de
genes diferencialmente expressos (DEG).

Foram identificados 73 genes diferencialmente expressos (P ajustado <0,10), ao qual 41
foramsuper expressos para o tratamento de MON+VM e 32 foram super expressos para 0
tratamento MON(Figura 1 e Tabela S2). Dentre os DEG, podemaos citar importantes genes como
CLDN3, CNN1, CLCF1, E2F1, FADD, S100A11 e PRLR envolvidos na via de proliferacao
celular; TAGLN3, CLDN3, TCAP, THRB E PRLR expressos na via de desenvolvimento do
epitélio, na via de atividade de proteinas transmembranas reportou-se os genes CYSRTL, DES,
CLND3,BCL2A1, TPM2, FADD, ADGRV1, SCL35D1, LOC100337076 e TOX3 e FAAH

e CROT como genes regulatorios dos processos catabolicos de acido graxo.
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Figura 9: Heatmap com os genes diferencialmente expressos nas papilas ruminais de bovinos Nelore

alimentados com Monensina (CTRL) e Monensina combinada com Virginiamicina (TRAT).

Dessa forma, a Analise de enriquecimento funcional foi realizada com todos os DEG, na
Tabelal sdo demonstradas os principais termos e vias significativas (P < 0,10) em processos
bioldgicos, fungdes moleculares e componentes celulares do banco de dados Gene Ontology
(GO). Vias como desenvolvimento do epitélio (GO:0060429), proliferacdo celular
(G0:0042127), processo catélicos de acido graxo (GO:0009062), atividade de transporte de

proteinas transmembranas (GO: 0022804) foramenriquecidas e influenciadas pelos tratamentos.



70

Tabela 1: Vias significativas para genes obtidos por anélise das DEGS em comparagdo de dietas com Monensina ou Monensina combinada

comVirginiamicina.

CddigoVia Descricao N.genes Valorde P Genes

Processo bioldgico

CNN1, CLDNS, TPM2, CASS4, CDC42EP2, ZYX, TCAP, IQGAP2,

GO0:0030036 Organizacdo do citoesqueleto deactina 9 0,001 RHOD
G0:0006732 Processos metabdlicos de coenzimas 5 0,016 EIF6, ME1, NUDT17, CROT, NMNAT2

TLE4, ADGRV1, THRB, RAB4B, BCL2A1, TNFRSF12A, MAOA,
500007165 Sinal de transdugdo ” 0027 SIGLEC10, FAM13A, ASB11,1QGAP2, PRLR, RHOD, ROBO1,

SYDE2, RAP2B, CLCF1, PENK, E2F1, CASS4, ZYX,
CDC42EP2, TXNIP, FADD
GO:0060429 Desenvolvimento do epitélio 8 0,035 TAGLN, CPT1A, THRB, CLDN3, TXNIP, TCAP, PRLR,ROBO1
CNNL1, DES, CLDN3, TPM2, CASS4, CDC42EP2,
G0:0007010 Organizacio do citoesqueleto 10 0,030 7YX, TCAP, IQGAP2, RHOD
500050790 Requlacio da atividadecatalitca 1 0036 SERPINB10, ADGRV1, RAP2B, CLDN3, TPM2, CDC42EP2,
FADD, 1QGAP2, PKIG, PRLR, ROBO1

G0:0070997 Morte de neurbnios 4 0,038 TOX3, THRB, CLCF1, FADD
G0:0009062 Processos catabdlicosde acido graxos 3 0,041 CPT1A, FAAH, CROT

GO0:0009437 Processo catabdlicos dacarnitina 2 0,041 CPT1A, CROT
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THRB, BCL2A1, MAOA, FAM13A, ASB11, IQGAP2, ROBO1,
SYDE2, PENK, E2F1, FADD, TLE4, ADGRV1, RAB4B,

G0:0007154 Comunicacao celular 25 0,042
TNFRSF12A, SIGLEC10, CADPS, PRLR,
RHOD, RAP2B, CLCF1, CASS4, ZYX, CDC42EP2, TXNIP
CNN1, CLDNS3, CLCF1, SIGLEC10, E2F1, FADD, PRLR, S100A11,
G0:0042127 Regulacédo da proliferacaocelular 9 0,055 ROBOL
Funcéo Molecular
G0:0001515 Atividade peptidica de opioides 2 0,012 PENK, CDCA42EP2
G0:0016406 Atividade da carnitina O-aciltransferase 2 0,018 CPT1A, CROT
TAGLN, THRB, BCL2A1, CLTB, IQGAP2, ROBO1, IL18BP,
MBTD1, CNN1, CYSRT1, PENK, E2F1, ME1, FADD, MSC,
G0:0005515 Proteina de ligagao 28 0,020 S100A11, TPM2, PRLR, RHOD, RAB32, TOX3, RAP2B, DES,
CLDN3, CLCF1,CDC42EP2, TXNIP, TCAP
G0:0005127 Ligacao do receptor do fator neurotréfico ciliar 2 0,030 CLCF1, PRLR
TAGLN, THRB, BCL2A1, MAOA, RPL12, CLTB,IQGAP2, ROBO1,
I1L18BP, RBM3, MBTD1, CNN1, CYSRT1, PENK, E2F1, ME1,
NUDT17, FADD, MSC, LOC100337076,S100A11, TMEM184A,
G0:0005488 Ligacdo 44 0,040

CA12, ADGRV1, RAB4B, TPM2, SIGLEC10, CADPS, ATP11C,
NMNAT2, PRLR, RHOD, RAB32, TOX3, RAP2B, DES, CLDNS3,
EIF6, CLCF1, ZYX, CDC42EP2, TXNIP, TCAP,ZNF436
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G0:0019955 Ligacdo das citocinas 0,057 TCAP, PRLR, IL18BP
G0:0022804 Transporte ativo transmembrana 0,087 ADGRV1, SLC16A1, SLC35D1, LOC100337076
TOX3, CYSRT1, DES, CLDN3, BCL2A1, TPM2,ME1, FADD,

G0:0042802 Ligacdo de proteinas idénticas 0,095 ROBOL

Componente Celular
G0:0005741 Membrana mitocondrial externa 0,011 RAB32, CPT1A, BCL2A1, MAOA
G0:0005802 Rede trans-Golgi 0,020 RAB32, CLTB, ATP11C, NMNAT2
G0:0045335 Vesicula fagocitica 0,030 RAB32, CDC42EP2, ZYX
GO0:0005768 Endossomos 0,073 RAB32, TMEM184A, RAB4B, RAP2B, ATP11C,NMNAT2
G0:0045202 Sinapse 0,083 ADGRV1, DES, RPL12, CADPS, PENK, CLTB,NMNAT2
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3.5. Discussao

3.5.1.Regulacéo da proliferacédo celular

A via de regulagido da proliferagdo celular foi identificada como uma das vias mais
significativas em relacdo a utilizacdo de aditivos, pois apresentou sete genes regulando-a
positivamente no tratamento com MON+VM e apenas um gene foi regulado positivamente em
animais consumindo MON.

O gene CLDNS3 (claudina-3) super expresso no tratamento MON+VM é reportado na
literatura como uma proteina com atuacao de barreira celular ou juncdo aderente, aumentando
trés vezes a resisténcia elétrica transepitelial, mediante inducdo do fator de crescimento
epidermal (EGF). Este fator de crescimento também € relatado como ativador da cascata de
ciclo e motilidade celular, contribuindo para a proliferacdo celular. Corroborando com os dados
do presente estudo, em que a associacdo da MONcom VM aumentou a largura das papilas
ruminais. (Wang et al., 2020; Badwin, 1999; Hashimoto et al. 2008).

Adicionalmente, a liberagcdo de hormonios como EGF aumenta, de forma dependente da
dose, a concentracdo de butirato no rimen, o que também possui relacdo com a proliferacdo de
celulas epiteliais. Possivelmente, os animais que receberam MON+VM tiveram maior producéo
de butirato, pois o0 uso de VM proporciona a presenca, de forma prolongada, de cepas de
Megasphaera elsdenii, que controlam o pH do ambiente ruminal ao consumir lactato e produzir
butirato (Schulzke e Fromm, 2009; Turner, 2009;John et al., 2011).

Enquanto, a menor expresséo de CLND3 no tratamento MON possivelmente esta
atrelada a sua fosforilacdo, haja vista que sua inativacdo ocasiona afrouxamento celular,
aumentando a permeabilidadeda membrana, o que levou a uma menor camada de queratina nas
papilas ruminais. Além disso, a MON € o ion6foro que mais prioriza a producao de propionato
em relacdo aos outros aditivos, que colabora para aumentar a area de superficie absortiva do
epitélio, sem necessariamente aumentar a espessura de queratina, (Costa et al., 2008)
possivelmente por manter uma membrana mais permeavel.

No presente estudo, animais que consumiram MON apresentaram uma menor espessura
de queratina, que podeestar relacionada ao maior controle de proliferacéo celular pelo aumento

daexpressaodo gene PRLR.

O gene PRLR codificador do receptor de prolactina pertence a familia dos receptores de
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citocinas, cuja ativacdo é mediante sua propria autofosforilacdo promovendo uma série de
ativacdo em cascata sinalizacdo e transcricdo génica. De forma geral, o PRL pode modular a
proliferacdo celular viasinalizacdo do JAK/STAT, e pela via MAPK/INK pode influenciar a
proliferacéo e apoptose celular.

De acordo com o estudode Varghese (2010) em células humanas epiteliais mamarias, o
PRLR podeter induzido uma proliferagdo celular mais acelerada que células controle. O autor
justificou que o aumento na proliferacdo € resultante de um maior aproveitamento dos nutrientes
em um menor periodo de tempo, resultando em um processo mais eficiente, visto que outras
células sem a incorporacdo do geneem questdo, apresentaram um maior crescimento, porém,
continham residuos celulares que acabou resultando na acidificacdo do meio de cultura e pode
ter impedido uma proliferacdo mais eficiente.

Além disso, este gene esta associado a regulacdo de glicose por meio da insulina.
Camundongos deficientes em PRLR tiveram reducdes de 26 a 42% na densidade dasilhotas e na
massa celular (Freemark M et al., (2002) assim como a dele¢cdo do PRLR reduziu os estoques de
gordura abdominal emcamundongos fémeas.

Adicionalmente, Yu et al. (2013) descobriram que PRLR pode ser regulado pela via
GCN2- Mtor/S6K1, mediante disponibilidade de aminoécidos (leucina), mas a principal via
reguladora de insulinapor PRLR € a STATS5.

Um ponto interessante é que uma das formas de ativar a STATS é por meio da leptina.
Dados daliteratura indicaram que a leptina promoveu a fosforilacdo e ativacdo da STAT5 em
células hipotaldmicas conhecidas por regularem o consumo de alimento e o balango energético
do hospedeiro (Lee et al., 2008).

A Monensina é muito conhecida por regular o consumo de matéria seca em bovinos, o
que pode estar relacionada a regulacdo de leptina e ativacdo da via STATS por PRLR,
justificando sua maior expressao génica para o respectivo tratamento.

Estudos de polimorfismo revelaram que em vacas Holandesas, a adicdo do gene PRLR
foi claramente associada a maior producdo de leite, com maior concentracdo de proteina e
gordura (Zhang etal. 2007). Em bovinos de corte da raga Nanyang, 0s animais que carreavam 0
gene mutacional PRLR apresentaram maior peso final e ganho de peso diario que animais ndo
tratados geneticamente, confirmando a associacdo do gene com caracteristicas de crescimento
(Lu A. et al.,, 2010).

Dentre os demais genes expressos no tratamento MON+V M, o gene CNN1 é pertencente
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dafamiliadas calponinas e € uma proteina expressa no masculo liso e em varios tipos de células
ndo musculares queatuam na estabilizacdo do citoesqueleto de actina, também afetando muitas
atividades celulares, como proliferacdo, adesdo, migracdo, diferenciacdo, fagocitose e fusdo
(Takahashi etal., 1986; Winder e Walsh,1990). A CNN1 desempenha um papel importante
na contratilidade muscular, porém, a maioria estudos foram realizados com animais nao
ruminantes (Jin et al., 1996).

Ja 0 gene FADD (Fas-associated death domain) € uma proteina associada a familia Fas
e faz parte do complexo de sinalizacdo de morte celular, transmitindo desde sinais apoptéticos
como também de proliferagdo (Tourneur e Chiocchia, 2010).

Observou-se maior expressao deste gene em queratindcitos de células inflamadas, onde
foi relacionada com sinais de transmissao iniciais que culminaram ao maior desenvolvimento
destascélulas (Bonnet et al., 2011). Estes dados corroboram com os achados do presente estudo,
onde aumentou-se a expressdo de FADD no tratamento MONV M, juntamente com a espessura
de queratina do epitélio ruminal, possivelmente pela realizacdo de processos ndo-apoptoticos.

Sabe-se que os queratindcitos fornecem uma barreira estrutural e imunoldgica contra
microrganismos patogénicos, afim de regular a homeostase. Neste sentido, avaliando células
comdermatites e células saudaveis em queratindcitos, a expressdao do gene S100A11 foi
significativamente menor nas células que apresentaram a infeccdo, indicando que sua
deficiéncia pode ter comprometido a integridade das barreiras e consequentemente
prejudicando a resposta imune (Howell MD et al., 2008).

As proteinas S100 se ligam a vias de sinalizacdo formadas por Ca2+ e desempenham
funcbes de crescimento e diferenciacdo celular e de forma geral, séo significativamente
diminuidas na presenca das citocinas IL-4 e 1L-13. (Weinberg e Denning, 2002; Sakaguchi et
al., 2005). Pertencente as familias das citocinas, o gene CLCF1 também foi mais expresso nos
animais alimentados com MON+VM.

O gene se liga ao receptor do fator neurotréfico ciliar (CNTFR) e ativa a cascata de
sinalizacdo Jak- STAT e recentemente, apresentou importante papel na regulacdo da
hematopoiese e na diferenciagdo de células mieloides. Considerado um fator de transcri¢do, o
E2F1 aumenta a fosforilacio do RNA pol Il, oque promove o recrutamento das enzimas
sintéticas metil cap que sdo necessarias para a maturacao, expressao e estabilidade do mRNA.
(Chen et al., 2021)

O caminho tomado pela rota Rb/E2F (retinoblastoma/fator de transcricdo E2F1) é
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determinante para proliferacdo celular ou apoptose celular. Sua interagdo com a via de
sinalizacdo PI3K/Akt leva a proliferacdo celular, enquanto sua interacdo com a via AMPKa2
resulta em apoptose celular. Breanne et al. (2020) evidenciaram a interacdo em células da
granulosa em bovinos. Onde, a inibicdo do E2F1 reduziua proliferacdo dascélulas dagranulosa,
indicando atuacdo no desenvolvimento folicular de bovinos.

De maneira similar, a super expressdo de E2F1 em células ovarianas de hamsters,
aumentou a proliferacdo e densidade de células viaveis (Major et al., 2008). Indicando, portanto,
que no tratamento MON+VM a maior expressdo do gene E2F1 é um indicativo de maior
proliferacdo de células epiteliais no ramen.

Corroborando com nosso estudo, Lin et al. (2020) avaliaram o perfil transcriptdmico
de células primarias doepitélio ruminal em bezerros Holandeses com duas semanas de vida, apos
infusdo de butiratoe o fator E2F1 foi identificado como um potencial regulador do
desenvolvimento do rumen, atuando em diversas vias desinalizacdo (WNT, MAPK, Jnk, NFkB,
ERK e PI3K).

Sabe-se que a diferenciacdo das células epiteliais antes do desmame é fundamental para
que seja possivel a absorcdo e metabolismo de AGCC. Nesse sentido, o butirato desempenha
um papel central nadiferenciacdo celular e no desenvolvimento do epitélio; isso porque o este
acido e considerado um regulador epigenético ao inibir as histonas desacetilases (HDAC), que
afetam diretamente as ativagOes génicas (Baldwin R et al., 2018; Donohoe D et al., 2012).

Os dados se associam com os resultados do presente estudo, reforcando a hipotese que
realmente animais tratados com MON+VM produziram mais butirato no meio, contribuindo
para um maiordesenvolvimento de celulas epiteliais.

Por fim, essas relagdes podem nos indicar que E2F1 pode ter influenciado dois genes
que também foram expressos no tratamento MON+V M, onde o gene FAAH foireportado dentro
da via dos processoscatabdlicos de &cido graxo, pois atua na b-oxidagdo e o gene RAP2B ¢
reconhecido como gene central daregulacdo das proteinas p53, e pelo estudo de Li et al (2020)
o fator E2F1 que induz a oncoproteina p53. O Heatmap desta via pode ser visualizado na figura
3.
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Figura 10: Heatmap de genes diferencialmente expressos para MON e MON+VM pela vida
de proliferacdocelular

3.5.2. Desenvolvimento do epitélio ruminal

Apds identificar alguns genes relacionados a proliferacdo celular do epitélio ruminal,
estes desempenham importante funcdo de desenvolvimento celular, que € formado por diversas
camadas, se iniciando na camada basal, passando pela camada do estrato granuloso, que
apresenta abundancia em células juncionais até atingir o estrato cérneo, que pode ser altamente
queratinizado (Lavker e Matoltsy, 1970)

Conhecido como TAGLN ou também p27, WS3-10 ou SM22, o gene pertencente a
familia das transgelinas pode ser encontrado nas células musculares cardiacas e esqueléticas
durante a embriogénese, assim como nas células lisas epiteliais, endoteliais, nos fibroblastos e
células do sistema imune; esta envolvido em funcBes como angiogénese, morfogénese,

migracdo, contracdo e motilidade celular (Tsuji- Tamura K et al., 2021).
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Estudos comprovam que o TAGLN é importante para a progressdo da diferenciacédo de
ceélulas troncoatravés da distribuicdo de filamentos de actina e organiza¢do do citoesqueleto,
entretanto, os fatores de crescimento como TGFB1, PI3K-Akt ou mTORC1, parecem suprimir
essa proliferacdo e dessa forma, o citoesqueleto é alterado, assim como a diferenciacdo destas
células. A fosforilacdo e degradacdo de TAGLN € um fator fundamental na ativacdo da NADH
oxidase mitocondrial, que é a principal fonte de ROS intracelulares, possivelmente por conta de
desregulacbes de enzimas mitocondriais (Dvorakova M.et al. 2020).

No estudo de Elsafadi et al (2016), a expressdo de TAGLN induziu o TGFB1 (fator de
crescimento transformador B1) e aumentou a diferenciacdo dos osteoblastos, conforme
evidenciado pelo aumento daformacdo de matriz extracelular mineralizada e dosadipdcitos pela
maior expressao de marcadores como: PPARG2 (receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama), LPL (lipoproteina lipase) e adiponectina (ADIPOQ).

Com ovinos, o gene em questdo foi diferencialmente expresso em animais resistentes a
nematoidesgastrointestinais. O autor relacionou esse achado com o aumento das camadas
intestinais associadas a uma maior contrabilidade domuasculo (Diez-Tascén etal. 2005). Collins,
(1996) justificou que uma maiorcontrabilidade pode promover uma rapida expulséo dosvermes.

Ao que se parece, 0 sistema imune dos animais regula a motilidade dos 6rgédos e a
diferenciacéo celular para controlar possiveis agentes infecciosos que possam vir a prejudicar o
meio. Dessa forma, a camada mais espessa do epitélio ruminal de bovinos alimentados com
MON+VM no presente estudo, pode ser uma resposta do sistema imune para regular a
homeostase do meio.

O gene TCAP codificador da proteina teletonina possui relagdo préxima com qualidade
da carne, uma vez que é importante para a montagem dos sarcomeros. No presente estudo, sua
expressdo pode estarrelacionada ao diferente perfil de acidos graxos de cadeia curta conferidos
pelos aditivos. Uma vez que ouso de MON na dieta de bovinos reduz a razdo acetato:propionato
no ramen. (Warris, 2000; Hopkins e Taylor, 2004).

Portanto, a menor expressdo do gene TCAP no tratamento MON, pode ser atribuida a
producdo deacidos graxos de cadeia curta no rimen, onde possivelmente aumentou a produgao
de propionato nos animais tratados com MON, alterando a A:P e inibiu TCAP; Similarmente, a
fermentacdo ruminal advindodesses compostos, pode ter estimulado o desenvolvimento de
células na camada queratinizada afim de proteger o hospedeiro da acidificacao

A motilidade ruminal foi associada a ovinos que receberam infusdo do hormonio
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tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) pela glandula tiredide. Os autores observaram que o T3 pode
ser um dos fatores envolvidos no mecanismo de controle do tempo de retencdo da digesta no
ramen, pois ao submeter ovinosa infuséo destes horménios, o tempo de retencao diminuiu, assim
como a digestibilidade aparente (Kennedy M, Young BA, Christopherson RJ, 1977).

No presente estudo, os horménios da tiredide tem relacdo direta com o gene altamente
expresso nos animais que consumiram apenas MON, o THRB (receptor do horménio tireoidiano
beta).

Um dos fatores que a Monensina reduz CMS € pelo aumento do tempo de retencdo no
ramen (Rogere Davis, 1982); E isto poder ser confirmado ao observarmos os dados de
comportamento ingestivo dos animais do presente estudo (tabela 5, capitulo 2), onde o nimero
de idas ao cocho de bovinos alimentadoscom MON durante a terminagédo foi menor em relacdo
a animais MON+VM e os que receberam propionato de laidlomicina (LP) corroborando com a
alta regulacdo de THRB.

Entretanto, ndo foi possivel observar diferenca estatistica para 0 CMS durante todo o
periodo experimental; além disso, 0 mecanismo genético de contracdo doepitélio envolvendo o
tempo de retencdoda digesta requer mais investigacoes.

O THRB parece interagir com o TGF-B, um potente regulador do crescimento celular e
proliferacdo. O TGF-B demonstrou bloquear o crescimento de numerosos tipos de células,
incluindo células de hepatoma. (Barker etal., 1988; Velasquez etal., 1997), o que pode justificar
uma largura menor de papilasruminais em animais MON.

No desenvolvimento ruminal, o impacto do horménio tireoidiano pode ser por meio de
varios processos como o ciclo celular, apoptose, transporte de glicose e regulagdo do esqueleto
de actina, entre outras que podem ser advindas da sua interagdo com outros horménios (IGF-
1,EGF, GH, TSH, PRLR), gerando uma dificuldade de entender como esses processos podem
ser regulados por meio do THRB, poisséo amplamente utilizados e possuem receptores na maior
parte dos tecidos (Wilson e Gorewit, 1980; Guyton e Hall, 2002).

Estudos mostram que T3 e T4 regulam sintese proteica, bem como a lipogénese e a
lipolise, incrementam a absorcdo de carboidratos pelo intestino, entre outras funcdes, por meio
da ativacdo das vias e seus receptores (receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPARA, PPARY e PPARG)(Achmadi e Terashima, 1995; Guyton e hall, 2002);

O lobo anterior da hipéfise produz e libera seis horménios principais, dentre eles, o

hormdnio estimulante de tiredide (TSH) e o da prolactina (PRLR). Ambos com seus receptores
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sendo expressos notratamento com MON, indicando forte relagdo com desenvolvimento do
epitélio ruminal.

Estudos apontam relacdo positiva de desenvolvimento de papilas ruminais com
producdo de IGF-1(Galfi, Neogrady e S.Sakata, 1989; Baldwin et al. 1999), que também esta
positivamente relacionado a regulacdo de PRLR. O aumento de carboidrato no rimen, leva a
uma producdo maior de propionato, queé intensificada em dietas altamente energéticas contendo
MON, estimula o metabolismo energético, ativavias de sinalizacdo de hormdnios relacionados

ao desenvolvimento epitelial, inclusive PRLR.

A prolactina também promover o crescimento do figado (Moreno-Carranza et al., 2018),
aumentara sensibilidade a insulina (Kelly et al., 2013) e proteger do acimulo hepético de
triacilglicerol ecarcinogénese (Zhang et al., 2018). Foi documentado que a prolactina tem mais

de 300 funcdes bioldgicas (Bole-Feysot et al., 1998). O heatmap desta via pode ser visualizado
na figura 4.
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Figura 11: Heatmap dos genes diferencialmente expressos para MON e MON+VM pela via do

desenvolvimento doepitélio ruminal
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3.5.3. Atividade de transporte ativo transmembrana

Conforme as modulagdes estruturais acontecem, as proteinas transportadoras também se
alteram conforme a dieta em questao.

O TPM2 (B-tropomiosina) atua na ligacdo da actina e miosina e nos tecidos nédo
musculares e auxilianos processos de motilidade, adesdo, sinalizacdo e transporte de vesiculas
(Gunning et al, 2015; Hiiberg et al, 2006). Similarmente, o gene DES pode ser encontrado na
linha Z do musculo esquelético e cardiaco, auxiliando a manter a estrutura dos sarcomeros e
também conectar as miofibrilas ao ndcleo, mitocéndriase sarcolema, facilitando a transmissao
de forca no momento da contragdo muscular (Huang YS, Xing YL,Li HW, 2021).

O gene BLC2A1 também se mostrou mais enriquecido no tratamento MON+VM, que
pode estarcorrelacionado com o aumento da espessura de queratina no epitélio ruminal dos
animais deste tratamento.lsso se deve ao fato de que, quando queratinizado, o epitélio forma
complexos de adesdo para assegurar a conexdo dos queratinécitos, formando os desmossomos,
gue sdo formados por proteinas quese dividem em dois grupos: Proteinas de adesdo
transmembranicas e as proteinas citoplasmaticas de ancoragem (Alberts et al., 2002; Presland
e Jurevic, 2002).

A epiderme quando queratinizada, forma as LEPs (late envelope proteins) ou sintese de
proteinas deenvelope (Kalinin et al., 2001). Nesta etapa, elas dependem da ativagdo das células
de Notch, uma familiade proteina transmembranicas que atua na sinalizacdo celular e induzem
a ativacdo de genes de diferenciacdo (Okuyama et al., 2008).

Diante desta informacédo, o gene CYSRT1 (Cysteine-rich tail protein 1), ou proteina de
cauda rica em cisteina 1, interage com a familia das LEPs nas camadas de queratina do tecido.
A regulacdo datranscricdo do gene CYSRT1 contribui para a defesa do organismo, em funcao
de sua atividade antimicrobiana epidérmica. (Niehues et al, 2023). O autor reportou efeito do
CYSRTL contra as Pseudomonas aeruginosa na epiderme e concluiu que a expressao de
CYSRT1 é fortemente induzida pelaruptura da barreira cutanea e consequentemente, processos
inflamatorios.

Sendoassim, animais que consumiram MON+V M, apresentaram uma maior quantidade
de queratindcitos, provavelmente induziram a formacgdo das LEPs, dependentes das Notch, que
estimula a ativacdo do CYSRTL, intensificando o organismo a produzir maiores agentes

defensivos, possivelmente da acidificacdo ruminal.
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Um dos fatores que contribuem para o aumento dos queratindcitos é a regulacdo da
apoptose celular, dessa maneira, dois genes estdo relacionados a este processo e também foram
expressos nesta via pelo tratamento MON+VM: BCL2A1 e FADD.

A regulacdo da maquinaria apoptotica que os membros da familia Fas, como o FADD

fazem parte, é regulada principalmente por membros da familia Bcl-2 (Borner, 2003). Atuando
por meio do controle da permeabilidade da membrana mitocondrial, os membros Bcl-2 podem
ser divididos em pré- (Bid, Bik, Bim, Bmf, Bok, Puma, Noxa, Bak, Bad e Bax) e anti-
apoptoticos(Al, Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, e Bcl-w). Nesse sentido, a proteina Al, que ligada ao
gene BCL2 forma o BCL2A1, é uma das interacbes mais bem caracterizadas em regular
processos apoptéticos e sugere-se uma funcdo citoprotetora essencial para a ativacdo dos
linfécitos como resposta aos processos inflamatérios (Gasparotto L.E.P, 2009).
No estudo de Mandal et al. (2005), foi caracterizada a via de sinalizagcdo envolvida na inducéo
de Al,onde sua expressdo pode induzir a sobrevivéncia de células pré-T (células do linfécito T)
inibindo a ativacao da caspase-3, regulando assim a apoptose. Li et al. (2022), confirmou que 0
gene BCL2AL1 foi significativamente aumentado em pacientes com septicemia.

Durante um ensaio com vacas holandesas no periodo seco, avaliou-se por 28 dias pré-
parto, a suplementacdo (SUP) e a ndo suplementagdo (CON), em relagdo a genes relacionados
a apoptose; foi observado aumento nas concentracdes de propionato e butirato em animais SUP
no meio ruminal, e umatendénciaa menor expressdao de BCL2 em SUP, indicando aumento da
taxa de apoptose (Dieho et al., 2017).

Osdados sdo condizentes com os da literatura, que indicam que, de modo geral, a maior
producdo deAGCC reflete em uma taxa mais acelerada de mitose e apoptose, dessa forma, o
gene BLC2 é menos expresso, como reportado no tratamento com MON.

Nesse sentido, os mecanismos de defesa dos animais consumindo MON+VM podem ter
sido mais solicitados, o que contribuiu para controlar a apoptose e favorecer a queratinizacdo
do epitélio atuando como barreira dos agentes indesejaveis, aumentando a expressao de
BCL2A1 em relagdo a animais tratados com MON.

De qualquer forma, € importante entender que o nivel de apoptose é diferente de acordo
com o tipo de AGCC. Mentschel J. et al (2001) avaliou o desenvolvimento do rimen por
infusdes de propionato e butirato. No grupo do acido butirico, o indice mitético foi 0 mesmo
que no grupo do acido propidnico, mas eles revelaram um processo de apoptose muito menor,

0 que explica as diferencas no comprimento das papilas entre os dois grupos de &cidos graxos,
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onde dobrou-se as espessuras dasmesmas no tratamentocom butirato e quadriplicou em relacéo
aos animais do grupo controle.

Dessa forma, considerando que a maior parte das células apoptoticas esta concentrada
nas camadas superficiais, aespessura de papila foi consideravelmente aumentada no tratamento
com butirato.

Esses fatores de crescimento também podem estar envolvidos na regulacdo da apoptose,
devidoa sua possivel funcdo como fatorde sobrevivéncia que retardam este mecanismo (Hague
etal, 1997; Raabet al., 1998). Jass (1985), considerou que em células tumorais, presume-se que
elas tenham um defeito nometabolismo do butirato, resultando em acumulo deste &cido e
controle de apoptose.

No presente estudo, é entdo possivel associar uma maior producdo de butirato no
tratamento com MON+VM e a maior largura e espessura de queratina, pelo fato do maior
estimulo de genes relacionadosao controle do sistema imune do animal. Além disso, o estudo
de Mentschel J. et al (2001), demonstrou que se referindo a altura das papilas, o propionato
apresentou 0s maiores valores, corroborando com os dados do estudo de Costa et al. (2008),
concluindo entdo, que para um desenvolvimento completo de papilas, o propionato tambem
€ muito importante, pois aumenta a area de superficie absortiva.

Sendo assim, tanto o FADD quando o BCL2A1 expressos, influenciam direta ou
indiretamente no transporte de AGCC e demais substancias envolvidas nesta via.

A superfamilia de genes de transportes de soluto (SLC) compreende cerca de 400
proteinas que transportam uma ampla variedade de substancias atraves das membranas
celulares.

Dentro desse grupo, a familia SLC35 sdo proteinas transmembrana que funcionam como
transportadores de aclcar-nucleotideos (NSTs), do citosol para dentro dacélula, e se dividem
em sete subfamilias (SLC25A-G) que sdo diferenciadasde acordo com o substrato transportado,
totalizando até o0 momento, cerca de 31 membros. No caso, 0 gene SLC35D1 codificao NST e
uma proteina do tipo fosfatase de polifosfato de Inositol (INPPL1). (Hadley et al., 2019).

A proteina codificada por esse gene SLC35D1, reside no reticulo endoplasmatico
exclusivamente, etransporta tanto o 4cido UDP-glucurdnico (UDP-GIcA) quanto o UDP-N-
acetilgalactosamina (UDP- GalNAc) e participa da glucuronidacéo (eliminacdo de toxinas) e
biossintese do sulfato de condroitina, que é importante para a formacéo da matriz extracelular

da cartilagem e desenvolvimento esquelético normal (Hadley et al., 2019).
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A glucuronidagdo € um mecanismo importante para desintoxicacéo célular mediada por
enzimas transferases e que consiste na transferéncia de uma molécula de &cido glucurénico,
altamente solUvel emagua, para uma ampla variedade de compostos toxicos, a fim de facilitar
sua eliminacdo, e quando mais rapida a saida, mais eficiente o processo (Patricio, C.B. 2020).

Além deste processo de eliminacdo de toxinas, este acido carboxilico também atua
em todo oorganismo na distribuicdo de metabolitos de sinalizacdo, sendo essencial para a
manutencdo dahomeostase celular. Podemos afirmar que nesse sentido, animais tratados com
MON, carrearam umamaior quantidade de aclcar por meio da SLC35D1 pro Reticulo
endoplasmético e intensificaram oprocesso de glucuronidacdo, conseguindo entdo, eliminar
uma quantidade maior de compostos e evitar acimulos nas papilas ruminais o que
possivelmente resultou em uma camada de gqueratina menos espessa. Em relacdo a bovinos de
corte, diversos genes pertencentes da familia SLC mostraram-se relevantes.

Avaliando a inclusdo de MON em animais com alta e baixa eficiéncia alimentar,
diversos genes foram envolvidos no desempenho desses animais como: SLC4A, SLC16A,
SLC21A, SLC22A e SLC26A. Entretanto, ndo foi possivel encontrar estudos envolvendo este
gene especificamente pois diversos membros da subfamilia SLC35 foram rotulados como
transportadores 6rfdos, sendo desconhecida ainda sua especificidade de substrato e funcgdes
fisiologicas.

Sanjeeb etal., (2016) mostrou que a inibi¢do dasinalizacdo Notch (knockdown de TOX3),
em células- tronco neurais, atrasa a transicdo de fases de diferenciacdo e reduz a atividade
proliferativa, fato que podeter ocorrido no tratamento MON+VM. O heatmap desta via pode ser

visualizado na figura 5
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Figura 12: Heatmap dos genes diferencialmente expressos para MON e MON+VM pela via de

avidade de proteinastransmembrana.

3.5.4.Processos catabdlicos de acidos graxos

Correlacionados ao transporte de solutos também, dois genes foram identificados nesta
via: Para MON, o gene enriquecido foi o CROT e paraa MON+VM, o FAAH.

A carnitina O-octanoil transferase (CROT) codifica um dos membros da familia
carnitina/colina acetiltransferase. Locada nos peroxissomos, A CROT atua na conversao dos
acil-CoAs em acilcarnitina no citosol, liberando uma molécula de CoA para entdo, entrar na
mitocdndria, onde serdo metabolizados pela B-oxidacdo (Okui et al., 2021).

O aumento de CoA livre estimula o metabolismo lipidico, pois este CoA se liga aodown
acetil-CoA e posteriormente entrard no ciclo de Krebs, onde acontece o processo de producédo
de energia pro organismo (Okui et al., 2021).

Dessa forma, espera-se que com o aumento daexpressividade de CROT no tratamento
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com MON,aumentou-se o transporte de compostos para a mitocondria, intensificando o
processo de B -oxidacao.

Okui et al., (2021) identificou que o aumento da expressdo de CROT aumentou a
calcificacdo em células vasculares humanas e correlacionou com a producéao excessiva de AG
e uma certa disfuncdo mitocondrial. Apds a inativacdo deste gene, a calcificacdo foi atenuada,
possivelmente pela diminuicdo da producgéo de AG.

Almeida Santana et al. (2016) ao avaliar bovinos Nelore com alto e baixo consumo
alimentar residual (CAR), Schlegel G et al (2012), quando suplementou vacas com acido
linolénico conjudado e Alaedin, M (2021) com carnitina, ndo reportaram efeito significativo
para a expressdao de CROT. Jogl G,Hsiao YS, Tong L. (2004) relatou que 0 gene possui uma
desordem funcional que pode afetar sua expressao.

Ja 0 gene FAAH, ou amida hidrolase de acido graxo, é uma proteina de membrana
integral que atua na sintese de AG, além de hidrolisar palmitoiletanolamida (PEA), oleamida e
oleoiletanolamida, hidrolisa também anandamida (N-araquidonoil etanolamina (AEA)) e 2-
araquidonoil glicerol (2-AG), formando o acido araquiddnico e etanolamina. Estes compostos,
juntamente com seus receptores e outrasenzimas constituem o sistema endocanabindide.

O primeiro receptor canabindide (CB1), é um receptor de membrana acoplado a proteina
G (GPCR), sendo mais abundante no cérebro e o receptor canabinoide 2, (CB2), nas celulas
imunes. As anandamidas e 2-AG ndo sO produzem como também sdo derivados do &cido
araquidénico, importante AG atuante no sistema imune. Portanto, se FAAH hidrolisa
endocanabinoide, tais compostos podem ser aumentados por inibidores desta proteina (Mc
Kinney e Cravatt, 2005)

A degradacdo de endocanabindides (AEA e 2-AG) por meio dos receptores CB1 parece
desempenhar um papel consideravel na regulacdo damotilidade intestinal dependentedaFAAH
(Izzo et al., 2001; Di Marzo V. et al.,2008; Capasso R. et al., 2005).

Os receptores CB1 estdo localizados nas vias eferentes do nervo vago, onde modulam a
liberagdo de neurotransmissores, reduzindo a contratilidade do mdsculo liso no trato
gastrointestinal, possivelmente por meio da inibi¢do de alguns compostos como o préprio &cido
géstrico, acetilcolina, adenosina e histamina (1zzo et al., 2001).

Camundongos deficientes de FAAH ndo demonstraram inibicdo de motilidade e a
protecao significativa contra inflamacdo colénica induzida por acido dinitrobenzeno sulfénico

se manteve (Mascolo et al., 2002). A regulacdo negativa em FAAH aumentou risco de
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obesidade em humanos. (Conzelmann A et al., 2012).

Sendo assim, assumindo que essas rotas metabdlicas acometam 0 meio ruminal,
animais que consumiram MON+VM, provavelmente apresentaram maior motilidade pela
ativacdo de FAAH e consequentemente aumentou a taxa de passagem, diminuindo sua taxa de
retencdo. Da mesma forma, menor expressdo de FAAH no tratamento MON confirma mais uma
hipdtese que este aditivo aumenta otempo de retencéo do substrato no meio.

Bloqueio de CB1 aumentou 0 gasto energético, ao passo gue o consumo de oxigénio e
glicose aumentou e a lipogénese foi diminuida (Di Marzo et al., 2008).

Outro ponto interessante, foi que Bensaidet et al., (2013), identificou maior concentracdo
de adiponectina, conforme inibicdo de CB1. Esta proteina é produzida nos adipécitos e é
caracterizada por proteger o endotélio pela producdo de moléculas de adesdo e inibir
proliferacdo e migracdo celular, o quepode ser correlacionado com o tratamento MON+VM.

Além disso, inibidores de FAAH e NAAA (N-aciletanolamida hidrolase acida amidase),
reduziram a expressao de mediadores inflamatorios induzidos por LPS (Alhouayek et al., 2017).

Mostrando que os efeitos em bovinos ndo sdo tdo significativos quanto para
camundongos. Kumar V. et al (2018), dividiram os touros em trés grupos de acordo com sua
taxa de concepcdo (baixa, média ealta fertilidade) e encontrou que a expressao do gene CB1 foi
21,07 e 4,23 vezes maior em touros de altae média fertilidade, respectivamente em comparacao
com touros de baixa fertilidade, mas ndo encontrouefeito na expressao de FAAH. Wei et al.,
(2006) e Dirandehe Ghaffari J, (2018) ao analisar bovinos e vaca, respectivamente, nao
encontrou diferengas significativa.

De qualquer forma, a via enriquecida no presente estudo coerentemente expressou genes
significativos que atuam de maneira oposta no metabolismo lipidico; Enquanto FAAH atua na
sintese de AG (&cido araquid6nico e glicerol) em animais MON+VM, o CROT esta mais
envolvido na oxidacdo dosAG, ao quebrar acilcarnitina e liberar uma molécula de CoA para
adentrar no ciclo de Krebs.

Além disso, os achados sobre a motilidade e contracdo muscular merecem mais atencdo
uma vez que influencia diretamente o consumo de matéria seca e pode compor as outras ideias

que justifiquem essa regulacdo. O heatmap desta via pode ser visualizado na figura 6.
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Figura 13: Heatmap dos genes diferencialmente expressos para MON e MON+VM pela via

de processos catabdlicos de &cidosgraxos.

3.5.5..Considerag0es finais

Tais consideracGes indicam que a maquinaria necessaria para desenvolver e metabolizar
0s processos do epitélio ruminal de bovinos alimentados com MON+VM foi mais demandada
em relacdo aotratamento com MON, devido ao maior nimero de proteinas que atuaram nos
processos de proliferacdo celular e proteinas transmembranas, co-relacionadas com o sistema
imune.

O custo energético de montar uma resposta imune € alto, podendo chegar a aumento do
gasto energético diario de 15% (Cutrera et al., 2010); da mesma maneira, uma redugdo nas
respostas imunes e inflamatorias pode permitir que mais energia seja dedicadaa crescimento
celular e desenvolvimento das papilas ruminais.

Podemos dizer que animais que consumiram MON apresentaram um epitélio ruminal
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mais permeavel que animais tratados com MON+V M, por apresentarem um menor numero de
genes reguladosna via de proliferacéo celular, o que podeter absorvido mais propionato e entéo,
diminuido o requerimento energético de mantenca desse sistema, disponibilizado mais energia
para ganho; ja animais tratados comMON+VM, nossos relatos indicam que possivelmente, a
producdo de butirato foi maior, contribuindo para um maior desenvolvimento do epitélio.
Sendo assim, 0s genes mais expressos identificados em nosso estudo podem fornecer
um novo recurso para colaborar na escolha do aditivo utilizado na dieta de bovinos confinados,

afim de garantirmelhor desempenho produtivo em decorréncia de uma melhor satde ruminal.

3.6 Concluséo
Dietas altamente energéticas para bovinos Nelore confinados, em relacdo aos dados de
transcriptoma de papila ruminal, indicou que a monensina soédica foi mais eficiente em manter

a saude ruminal, contrariando a hipdtese do estudo.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 — Concentracgdo e integridade do mRNA das amostras de papila ruminal de
bovinos Nelore.

Razéo Volume

Amostra  Tratamento  []1P9/HL 260280 L BioanalyzerRIN
Baia 6 2 760,90 2,08 3 6,90
Baia 8 1 1856,50 2,01 3 6,10
Baia 9 2 2082,30 2,00 3 8,10

Baia 10 1 2207,50 1,98 3 7,20
Baia 11 2 1587,70 2,14 3 8,20
Baia 12 1 1078,70 2,15 3 6,30
Baia 13 2 1450,30 2,16 3 5,10
Baia 16 2 1381,00 2,15 3 6,70
Baia 17 1 1373,10 2,14 3 7,10
Baia 18 1 1556,80 2,15 3 6,90
Baia 21 2 1859,90 2,14 3 7,60
Baia 23 1 1315,80 2,16 3 6,20
Baia 3 1 1055,60 2,17 3 9,50
Baia 5 2 1160,60 2,18 3 8,70
Baia 24 2 966,50 2,18 3 8,40
Baia 26 2 1178,70 2,17 3 6,90
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Tabela S2 — Lista de todos os genes diferencialmente expressos obtidas em contraste
de MON versus MONVM em bovinos Nelore consumindo dietas com alta inclusdo
de concentrado.

log2 Fold log2 Fold
Genes Change FDR Genes Change FDR
ADGRV1 0,932 0,028 ME1 0,560 0,028
AHNAK?2 -0,618 0,084 MSC -1,130 0,054
ASB11 -0,647 0,078 NMNAT?2 -1,440 0,059
ATP11C 0,770 0,059 NUDT17 -0,779 0,084
BCL2A1 -0,881 0,054 PAPLN 0,648 0,055
C18H190rf84 -1,090 0,059 PENK -1,590 0,051
CAl2 0,788 0,078 PKIG -0,849 0,086
CADPS 1,580 0,054 PRLR 0,811 0,064
CASS4 0,579 0,084 RAB32 -0,549 0,093
DC42EP2 2,110 ,084 RAB4B 0,505 ,078
CLCF1 -1,560 0,073 RAP2B -1,010 0,037
CLDN3 -2,170 0,008 RBM3 -0,692 0,054
CLTB -0,553 0,084 RHOD -0,902 0,084
CNN1 -1,280 0,000 ROBO1 0,520 0,059
CPT1A 0,649 0,059 RPL12 -9,350 0,000
CROT 0,762 0,037 S100A11 -0,748 0,059
CSTB_1 -0,741 0,001 SERPINB10 0,501 0,028
CYSRT1 -1,140 0,059 SIGLEC10 -0,803 0,078
DES -1,580 0,000 SLC16A1 0,585 0,059
E2F1 -0,684 0,037 SLC35D1 0,942 0,028
ECHDC3 0,855 0,003 SYDE2 1,070 0,004
EIF6 -0,745 0,084 TAGLN -0,828 0,024
FAAH -0,701 0,059 TCAP -3,890 0,037
FADD -1,030 0,084 THRB 0,768 0,038
FAM117B 0,851 0,060 TLCD4 0,710 0,077
FAM13A 0,519 0,059 TLE4 0,516 0,059
FAM25A -1,210 0,059 TMEM184A -0,596 0,084
FAM3A -0,616 0,066 TNFRSF12A -1,050 0,076
GREB1 0,928 0,100 TOX3 1,280 0,010
HS3ST1 -1,260 0,097 TPM2 -1,280 0,010

IL18BP -1,400 0,009 TXNIP 0,610 0,078




108



