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RESUMO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia da suplementagdo de 25-
hidroxicolecalciferol no desempenho produtivo, caracteristicas de carcaca, qualidade da carne
e na expressao de genes relacionados ao anabolismo e ao catabolismo do musculo esquelético
de bovinos de categoria Nelore confinados. Cento e vinte machos, com peso inicial médio de
370+ 20 kg provindos de pastagem continua, foram divididos em trés tratamentos de acordo
com a quantidade suplementada ou ndo a dieta durante o periodo experimental: T1 -
tratamento controle sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T2 - dieta + 1mg/cab/dia de 25-
hidroxicolecalciferol; T3 - dieta + 3mg/cab/dia de 25-hidroxicolecalciferol, delineados em
blocos casualizados (40 animais por tratamento, 5 animais por baia e 8 baias por tratamento,
sendo as baias as unidades experimentais). A duracdo do experimento foi de 96 dias, sendo 15
dias de adaptacao, divididos em dois periodos (7 e 8 dias) de dietas com niveis crescentes de
concentrado (76% e 81%), respectivamente; 28 dias de crescimento e a partir desse periodo
foram fornecidas as dietas de terminacdo durante 53 dias com 91% de concentrado. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o procedimento PROC MIXED
do software SAS (2003) e o teste de Tukey para comparacdo entre as médias, considerando
significativos valores de p<0,05. No periodo total do confinamento, a suplementacdo com 1
mg aumentou o rendimento de carcaca dos animais e os resultados de pH da carne mostrou
um aumento linear entre os tratamentos. Além disso, para as variaveis de 25(OH)D;
sanguineo, iCa e Ca muscular os resultados foram maiores para o tratamento com 3 mg, com
interacdo tratamento e fase para 25(OH)D; sanguineo e iCa (p=0,04), houve ainda um
aumento em Ca sanguineo para o tratamento com 1 mg. Na gasometria, para T°C o resultado
foi maior no tratamento com 3 mg e menor para pH. Para as variaveis de glicose e lactato,
ambas aumentaram conforme os tratamentos. O pH da carne foi maior para o tratamento com
3 mg, e para a composicdo fisica o tecido adiposo diminuiu quando comparado o controle
com os tratamentos suplementados. N&o houve diferenca significativa para expressdo génica
da carne. Desta maneira, a suplementacdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol mostrou
resultados significativos no rendimento de carcaga, célcio sanguineo, calcio muscular e pH da
carne. Entretanto, sdo necessarios estudos complementares que analisem a relevancia dos
niveis dos efeitos dessa suplementacdo com um aprofundamento abrangente em bovinos
confinados.

Palavras chave: bovinos, carcaca, carne, confinamento.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the efficiency of 25-hydroxicolecalciferol
supplementation in productive performance, carcass characteristics, meat quality and
expression of genes related to anabolism and catabolism of skeletal muscle in Nellore cattle.
One hundred and twenty male from continuous pasture, with an average initial weight of 370
kg* 20 kg, divided into three treatments: T1: control treatment without the inclusion of 25-
hydroxicolecalciferol, T2: diet + inclusion of 1 mg / cab / day of 25-hydroxicolecalciferol and
T3: diet + inclusion of 3 mg / cab / day of 25-hydroxicolecalciferol, outlined in randomized
blocks (40 animals per treatment, 5 animals per pen and 8 pens per treatment, the pens being
the experimental units). The duration of the experiment was 96 days, with 15 days of
adaptation, divided into two periods (7 and 8 days) of diets with increasing levels of
concentrate (76% and 81%), respectively; 28 days of growth and after that period the
termination diets were provided for 53 days with 91% concentrate. The selected data will be
used in the analysis of variance using the PROC MIXED procedure of SAS software (2003)
and Tukey test for comparison between media, considering P values < 0.05. In the total
feedlot period, supplementation with 1 mg increase carcass yield and meat pH results showed
a linear increase between treatments. In addition, for the variables of blood 25 (OH) D3, iCa
and muscle Ca the results were higher for the treatment with 3 mg, with treatment and phase
interaction for blood 25 (OH) D3 and iCa (p = 0.04), there was also an increase in blood Ca
for the 1 mg treatment. In gas analysis, for T ° C the result was higher in the treatment with 3
mg and lower for pH. For the glucose and lactate variables, both increased according to the
treatments. The pH of the meat was higher for the treatment with 3 mg, and for the physical
composition, the adipose tissue decreased when compared to the control with the
supplemented treatments. There was no significant difference for gene expression of meat.
Thus, supplementation of 1 mg of 25-hydroxycholecalciferol showed significant results in
carcass yield, blood calcium, muscle calcium and meat pH. However, further studies are
needed to analyze the relevance of the levels of the effects of this supplementation with a
comprehensive deepening in feedlot cattle.

Key words: cattle, carcass, feedlot, meat.
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CONSIDERACOES INICIAIS

O perfil da pecuéria no Brasil passa por constantes mudancas, correspondendo a 31% do
PIB total do agronegocio (ABIEC, 2018) e 8,7% do PIB total brasileiro no ano de 2018
(ABIEC, 2019). Dentre essas mudancas, podemos citar o nimero de rebanho, producdo,
eficiéncia, qualidade, exportagcdo, importacdo e consumo de carne bovina. O Brasil possui 0
maior rebanho comercial do mundo com 214,7 milhdes de cabegas de bovinos (ABIEC,
2019), dos quais sdo animais criados predominantemente a pasto, seguido pela india e
Estados Unidos, respectivamente (ABIEC, 2019). Dessa maneira, 0s produtores estdo
constantemente em busca de alternativas para maximizar a eficiéncia da producdo de carne
com novas tecnologias, melhorando o sistema de criacdo. De acordo com Oliveira e Millen
(2014), a terminacdo em confinamento cresceu consideravelmente na Ultima década,
chegando a estimativa de 12,6% do total de animais abatidos no ano de 2018 (ABIEC, 2019),
tornando-se uma alternativa para intensificacdo dos processos produtivos.

Além disso, uma das estratégias utilizadas para melhorar a eficiéncia, caracteristicas de
carcaca e desempenho dos animais, para uma producdo de carne de melhor qualidade, € o
melhoramento genético (SILVA, 2016) aliado a uma nutri¢cdo e suplementacdo balanceada,
ainda, estudos evidenciam que dentre as alternativas usuais de suplementacdo capazes de
melhorar o aproveitamento dos nutrientes pelos animais através da dieta, podemos citar a
utilizacdo de aditivos alimentares (ion6foros ou leveduras vivas) (RIGUEIRO, 2019;
RIGOBELO et al., 2014; GOMES et al., 2011), além do uso de dietas ricas em concentrado
no confinamento (PEREIRA et al., 2019) e da utilizacdo de nives supranutricionais de
compostos como vitaminas e minerais.

As inovacOes nutricionais capazes de proporcionar uma carne de melhor qualidade
aliada ao desempenho dos animais sdo crescentes, a utilizacdo de vitaminas destaca-se
principalmente pelo controle de processos metabdlicos e fisiol6gicos nos animas (ZEOULA e
GERON, 2006). Em bovinos de corte, as vitaminas fundamentais utilizadas na suplementacéo
em dietas sdo A, D, E, onde a vitamina D tem uma participacdo na regulagdo da homeostase
de célcio e fosforo com aumento da captacdo intestinal estimulando a reabsorcdo 0ssea,
atuando no sistema imunoldgico e no processo de rigor mortis, aumentando as enzimas
proteoliticas dependentes de calcio como as calpainas e promovendo o amaciamento da carne
(MONTGOMERY et al., 2000), tornando-se uma alternativa.



15

Em bovinos, o uso da suplementacdo de vitamina D3 e seu metabolito 25-
hidroxicolecalciferol na dieta mostra eficacia principalmente na elevacdo da concentracdo de
seus metabolitos na carne, produzindo carnes com maior maciez (FOOTE et al., 2001),
entretanto, pesquisas mostram que em aves e suinos suas utilizacBes sdo crescentes em
relacdo a desempenho, utilizacdo do Ca e P muscular, parametros désseos, morfologia
intestinal e imunidade (GARCIA, 2012; BARROS, 2010, SOUZA, 2012; SOUZA; VIEITES,,
2014).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da suplementagédo de 25-
hidroxicolecalciferol no desempenho produtivo, caracteristicas de carcaca, qualidade da carne
e na expressao de genes relacionados ao anabolismo e ao catabolismo do musculo esquelético

de bovinos Nelores confinados.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. A cadeia da pecuéria de corte e suas inovagdes

O Brasil possui uma grande extensdo territorial, onde o agronegécio se torna um fator
econbmico extremamente importante para a sociedade mundial estando diretamente ligado a
alimentacdo humana. Assim, a producgéo de carne bovina tem grande importancia, no qual o
pais possui Otimas condicOes territoriais e climéaticas para produzir de forma eficiente,
contribuindo para a economia da atividade em relacdo ao Produto Interno Bruto (PIB) do pais.
Segundo a ABIEC (2019), o Brasil possui 0 maior rebanho mundial com 214,7 milhdes de
cabeca de bovinos, sendo o maior produtor e segundo maior consumidor com uma estimativa
de 8,811 mil toneladas no ano de 2018, ficando atras dos Estados Unidos.

Além disso, em relagdo ao mercado mundial, o Brasil detem a posicdo de maior
exportador de carne bovina (ABIEC, 2019). Com isso, a abertura do mercado externo para o
Brasil tem crescido e, associado a forte concorréncia no mercado interno, resultou em maior
pressdo por producdo com maior qualidade do produto, levando os pecuaristas a buscarem um
aperfeicoamento na sua gestdo de producdo, a fim de fornecerem animais com bom
acabamento de carcaca e produzindo uma carcaca cada vez mais padronizada.

Segundo Cervieri (2005), o nimero de bovinos terminados em confinamento foi de 1,9
milhdes de animais, cerca de 5% do total de animais abatidos. Em 2008, foram abatidos
aproximadamente 36 milhdes de bovinos (IBGE, 2008), e de acordo com Millen et al. (2009)

8,7% desses animais foram terminados em confinamentos. Segundo Sumario ABIEC (2018),
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0 nimero de animais confinados no ano de 2017 foi de 4,09 milhdes de cabecas, valor
equivalente a 10,44% do total de abates no Brasil. Atualmente, o total de bovinos confinados
gira em torno de 5,58 milhdes de cabecas em 2018, ou seja, 12,6% do abate total (ABIEC,
2019). Isto indica o crescente aumento no nimero de bovinos confinados no Brasil, reflexo da
crescente demanda mundial por carne bovina, aléem do aumento da procura de carne de
melhor qualidade, e aonde a inclusdo de novas tecnologias (grdos e subprodutos, aditivos
alimentares, promotores de crescimento, melhoramento genético) tornam-se necessarios para
aumentar a eficiéncia do sistema de producéo.

Com o melhoramento genético, foram conseguidos progressos substanciais na criagdo
de animais de interesse zootécnico. Esses progressos resultaram de aperfeicoamentos
significativos na selecdo genética, na nutricdo, no manejo e no controle adequado de doencas
e neste sentido, vem apresentando resultados positivos a criacdo e nutricdo de animais. Esses
resultados incluem melhores desempenhos e caracteristicas de carcagca em bovinos de corte.

Além do melhoramento genético, os aditivos alimentares também sdo alternativas
nutricionais utilizadas na industria de bovinos de corte, onde os iondforos sdo mais utilizados.
Millen et al. (2009) através de levantamento realizado com nutricionistas de bovinos
confinados no Brasil, reportaram que 100% dos confinamentos atendidos pelos nutricionistas
entrevistados utilizam iondforos como principal aditivo alimentar, sendo a salinomicina,
monensina sddica, e lasalocida. Os resultados positivos com a utilizacdo de ionoforos nas
dietas sdo crescentes, isto porque eles atuam diretamente na microbiota ruminal, melhorando
0 metabolismo energético e aumentando o desempenho de bovinos em confinamento
(PERRY etal., 1976; RUSSELL; STROBEL, 1989; BERGEN; BATES, 1984; CLARY et al.,
1993).

Desta maneira, com as crescentes respostas positivas na utilizacdo de iondforos em
confinamento, aliado a selegdo genética para caracteristicas de melhor ganho de peso e
eficiéncia, inovacdes na suplementacdo de dietas sdo importantes estratégias capazes de
explorar mecanismos fisiologicos visando uma carne de melhor qualidade, beneficiando toda
a cadeia da pecuaria de corte.

As vitaminas sdo utilizadas em animais de producédo, devido ao controle de muitos
processos metabdlicos, onde algumas séo encontradas naturalmente nos alimentos (ZEOULA,
GERON, 2006) e sdo requeridas em quantidades muito pequenas nas dietas de bovinos de
corte. A vitamina D estd associada ao controle de calcemia e ao combate ao raquitismo.
Descobertas de que possiveis tecidos do organismo animal apresentem receptores de vitamina

D, convertendo a forma calcidiol em sua forma ativa calcitriol (PROWEDINI, 1983) deram
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maior énfase em suas fung¢bes ndo esqueléticas e como seria a ativagdo sistémica para estes
receptores de vitamina D (HOLICK, 2002). Desse modo, iniciaram-se pesquisas relacionando
a vitamina D com outras fungbes no organismo como: participacdo no sistema imune
(CANTORNA; MAHON, 2004), sistema nervoso (GARCION, et al, 2002), producdo de
insulina (ZEITZ, et al, 2003), entre outros.

Dessa maneira, alguns dos efeitos benéficos da vitamina D3 em bovinos de corte estdo
na crescente concentracdo de calcio no plasma, resultados que podem estar ligados a
aceleracdo do processo de amaciamento da carne (SWANEK et al., 1999; KOTRLA et al.,
2001; MONTGOMERY et al., 2000, 2001; KARGES et al., 2001; FOOTE et al., 2004).

Além disso, inovagbes vém surgindo associado ao metabdlito da vitamina D3, 25-
hidroxicolecalciferol (25(0OH)D3) como suplementacdo em dietas, possibilitando explorar
melhor os efeitos em bovinos de corte em termos de fisiologia, desempenho, qualidade de
carne, parametros sanguineos e expressio génica (POLTORAK et al., 2017; REZENDE et al,
2013; CHO et al., 2006; CARNAGEY et al., 2008ab; KNOCK et al., 2007; FOOTE et al.,
2004). Pesquisas mostram que em aves e suinos sua utilizacdo é crescente em relacdo a
desempenho, utilizacdo do Ca e P muscular, parametros 6sseos, morfologia intestinal e
imunidade (GARCIA, 2012; BARROS, 2010, SOUZA, 2012; SOUZA; VIEITES, 2014).

1.2.Metabolismo da Vitamina D3

As vitaminas sdo um grupo de compostos organicos fundamentais para a manutencéao
das fungdes vitais no organismo. S&o classificadas conforme a sua solubilidade, agrupadas em
hidrossoluveis e lipossollveis. No grupo das hidrossolUveis estdo as vitaminas do complexo B
e C e nas lipossoluveis estdo as vitaminas A, D, E e K. (JONES et al., 1998).

As vitaminas hidrossoliveis sdo produzias pelos microrganismos ruminais através do
metabolismo animal em quantidades essenciais, sem a utilizacdo da suplementacédo atraves da
dieta fornecida aos animais. As vitaminas lipossolUveis, ndo sdo produzidas pelo metabolismo
dos animais, sendo necessaria sua suplementagéo.

A vitamina D, inclui a ergocalciferol (vitamina D, que ocorre predominantemente em
plantas) ou colecalciferol (vitamina D3, que ocorre em animais). A vitamina D, é a forma
sintética adicionada aos alimentos industrializados, apresentando um carbono a mais que a
vitamina D3 (sendo 28 carbonos em sua estrutura), um grupo metil extra e uma dupla ligagéo
entre os carbonos 22 e 23. A vitamina D3 € a forma natural (presente nos tecidos animais)
(McDOWELL, 1989).
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No entanto, uma das fungfes primarias da vitamina D s&o a regulagdo e manutencédo dos
niveis de calcio e fésforo do plasma por supersaturacdo, necessarios para mineralizacdo
normal dos 0ssos. Isto se realiza por meio do estimulo da absorcdo intestinal do calcio e
fosforo, da mobilizacdo do célcio dos ossos e da melhora na reabsorcao renal, aléem disso, a
vitamina D tem funcédo de absorcao de calcio e fésforo, reabsorgcdo 6ssea quando necessario e
efeitos imunomoduladores que sdo observados sobre a populacéo de linfocitos, macrofagos e
células citotoxicas naturais (BLEZINGER, 2001; BONDI, 1988; GAMAN; SHERRINGTON,
1981; WEISS, 1998).

As vitaminas D2 e D3 nédo séo biologicamente ativas, sendo convertida a forma ativa por
duas reacdes de hidroxilacdo. A vitamina D3 ingerida é absorvida no intestino, transportada
pelos vasos linfaticos, circulando no sangue venoso junto a proteina ligada a vitamina D3
(DBP-D Binding Protein) (ELLIS et al., 2000).

Dessa forma, a primeira hidroxilagdo acontece na posi¢do C25 sendo catalisada pela 25-
hidroxilase ap0s ser captada pelo figado. O produto da reagdo (25-hidroxicolecalcierol (25-
OHD3)) ¢é a forma predominante circulante no plasma em condi¢des normais, sendo uma
importante forma de armazenamento da vitamina (HORST; LITTLEDIKE, 1982;
LITTLEDIKE; HORST, 1982).

A 25-hidroxicolecalciferol é posteriormente hidroxilada unida a proteina transportadora
(transcalciferina) na porcdo C1 por acdo da enzima mitocondrial la-hidroxilase especifica
(1a-25-hidroxicolecalciferol). O resultado é a formacdo de 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25-
(OH),D3) ou calcitriol, metabdlito mais potente e na forma ativa da vitamina D, produzido
quase exclusivamente no rim (ROBERT et al., 2002).

A lo-25-hidroxicolecalciferol ¢ uma enzima encontrada nos 0ssos e na placenta, e
funciona com o horménio paratiredideo (PTH) para promover a homeostase do célcio e do
fosforo no sangue. O PTH atua com 1,25- dihidroxicolecalciferol regulando concentracdes de
calcio e fosforo no plasma, ocorrendo posteriormente a redugdo do paratormonio e a
elevacdoda producéo de fosfato (HORST, 1987).

O horménio PTH também é um importante mediador da producdo renal do 1,25-
dihidroxicolecalciferol, isto é, da 25-hidroxicolecalciferol (HORST, 1987). A acdo biologica
do 1,25- dihidroxicolecalciferol é desencadeada juntamente com receptores celulares
especificos (VDR- vitamin D receptor) através da maior afinidade, o 1,25-
dihidroxicolecalciferol age nas células-alvo ligando-se ao receptor nuclear VDR. ApGs essa
ligacdo ocorre uma interacdo com o elemento de resposta da vitamina D (VDRE) no DNA,

levando a sintese de RNAm para vérias proteinas (fosfatase alcalina nos osteoblastos,
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osteocalcina e a proteina especifica calbindin que possui afinidade pelo calcio livre nas
células intestinais, aumentando a captacdo deste ion). (REZENDE, 2011).

Para fins de producéo animal, a Unidade Internacional (Ul) de vitamina D equivale a
0,025 pg da forma D3, para bovinos o requerimento utilizado é de 275 Ul (6,875 g de
colecalciferol) por kg de Matéria Seca (NRC, 1996).

1.3.Metabolismo de Calcio e Fésforo

O calcio é um elemento mineral, fundamental e mais abundante no corpo do animal (1 a
2% do peso corporal), onde 99% ocorrem nos 0ssos e dentes e 0 restante é encontrado nos
tecidos moles e no plasma sanguineo (BERTECHINI, 2006). Quantidades de Ca estdo
presentes em quase todos os alimentos, geralmente deficiente em grdos e abundante na
maioria das forragens (NRC, 1980).

Além disso, o Calcio possui importantes efeitos fisiolégicos no animal, como
mineralizacdo 0ssea, na regulacdo metabolica e coagulacdo sanguinea, contragdo muscular e
cardiaca e transmissdo de impulsos nervosos (BACILA, 2003; BERTECHINI, 2006
MAZZUCO, 2006).

O fésforo é o segundo elemento mineral mais abundante encontrado no corpo do animal
(0,7 a 1,2% do peso corporal), 80% esta nos 0ssos e dentes, 3% no trato-gastrointestinal (TGI)
enquanto o restante faz parte dos demais tecidos do organismo (BERTECHINI, 2006). O
fosforo esta presente em todos os alimentos comuns, as sementes sdo uniformemente maiores
em P do que as forrageiras, como farelo de trigo, além dos alimentos que contém leite e 0sso0s
(McDOWELL, 1992).

O fosforo desempenha importante papel da estrutura e funcdo das células, como
mineralizacdo d0ssea, transmissdo genética (componente de DNA e RNA), parte de compostos
de alta energia (ATP), regulacdo de enzimas alostéricas e componentes de fosfolipidios
estruturais, acidos nucléicos e de fosfoproteinas (DIBARTOLA, 2007).

O calcio e fosforo constituem cerca de 70% do total de minerais presentes no corpo
animal (BERTECHINI, 2006). O mecanismo de absorg¢éo do célcio depende de varios fatores,
como vitamina D, ATPase, fosfatase alcalina instestinal, fatores que aumentam ou diminuem
sua solubilidade, proteina ligadora de calcio no enterécito (calbidin), proteina ligadora de
calcio no plasma, entre outros (BONFIM, 2008).

A concentracdo normal de calcio no plasma é na ordem de 8,8 a 10,4 mg/dL, sendo que

aproximadamente 45% é em sua forma livre ionizada, e 45% em sua forma organica, onde se
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encontra ligado as proteinas plasmaticas (45% a albumina e 10% acidos organicos). O célcio
total, formado pela qual é medido no sangue, contém a forma ionizada, que pode ser
determinado desde que esteja na forma ativa do célcio no plasma (McDOWELL, 1992;
GRUTDNER, 1997), e a forma ndo ionizada. Ambas as formas sdo dependentes do pH, da
concentra¢do de albumina e da relagdo &cido-base para manter seu equilibro e distribuicdo
final.

O paratorménio e a calcitonina (secretado pela glandula tireoide) regulam o nivel de
calcio sérico. Sua reducdo leva a um aumento do paratormonio, estimulando a sintese de
vitamina D ocasionando o aumento da reabsorcdo Ossea do calcio. Através disso, ambos
estimulam a liberacdo e o aumento do nivel de célcio no sangue, inibindo a secre¢do de
paratorménio. (WHITNEY; ROLFES, 2008).

Por outro lado, com o aumento do célcio sérico, ocorre a liberacdo de calcitonina,
inibindo a sintese da vitamina D, resultando em menor absorcao intestinal e reabsorcéo 6ssea
do célcio. Ap6s a diminuicdo do nivel de célcio sérico, a secrecdo de calcitonina € inibida
(WHITNEY; ROLFES, 2008).

A absorcdo de calcio no intestino é afetada por varios fatores. Animais mais velhos
sofrem reducéo na capacidade de mobilizar reservas quando ocorrem desequilibrios, sendo
mais susceptiveis a hipocalcemia. Além da idade, existe ainda a relagcdo Ca:P nos alimentos
(relacdo 6tima 2:1), a quantidade de proteina na dieta, a ingestdo excessiva de magnésio, € a
suplementacdo excessiva de vitamina D3, que pode levar o animal a hipercalcemia
(GONZALEZ et al., 2000).

A vitamina D, por meio de suas agdes sobre a regulacdo do transporte de calcio
(ALBERS et al., 2002), sintese proteica (BIRGE; HADDAD, 1975) e cinética da contracdo
(GLERUP, et al, 2000), é importante para manutencéo da massa, da forca e da velocidade de
contracdo do musculo esquelético. Pesquisas com bovinos em terminagdo tém mostrado que a
maciez da carne pode ser aumentada pela suplementacéo dietética de vitamina D3 com 0 uso
da vitamina D pela mobilizagdo de calcio para 0 musculo (MONTGOMERY et al., 2000,
2002). Sendo assim, ocorre 0 aumento da absorcao de célcio intestinal, o que resulta em maior
quantidade de calcio ligado as proteinas presentes no intestino. O célcio livre é absorvido para
corrente circulatéria e utilizado em diferentes tecidos, enquanto o calcio remanescente €
depositado no masculo (STAN et al., 2003). As enzimas proteoliticas presentes nos musculos
sdo calcio dependente, como a calpaina, e serdo as principais responsaveis pelo processo de
amaciamento da carne (WHIPPLE; KOOHMARAIE, 1993).
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Entretanto, o fosforo existe em combinacgdes organicas dentro das células e inorgénicas
no plasma, importante para o perfil metabdlico.

A manutencdo no nivel de P no sangue ocorre similarmente pelos fatores que
promovem o nivel de Ca (MARTIN, 1993), entretanto, os dois minerais promovem problemas
diferentes. O nivel de P no sangue bovino oscila mais que a de Ca, em fungdo da grande
quantidade que se recicla via saliva e sua absor¢do no rimen e intestino, auxiliando na
digestdo (GONZALEZ et al., 2000).

O aumento da absorcdo de P no intestino, causado pela vitamina D, é considerado um
processo secundario, ou seja, ocorre devido a maior absorcdo de Ca. No entanto, alguns
trabalhos sugerem que a absorgdo de Ca e P sdo processos independentes e controlados pela
vitamina D (McDOWELL, 1992). A disponibilidade de P alimentar diminui com a idade do
animal, os niveis de P no sangue s@8o menores em animais mais velhos. Deficiéncias no
fésforo ndo possuem efeitos imediatos, como é o caso do célcio, porém, em longo prazo pode
causar crescimento retardado, osteoporose progressiva, infertilidade e baixa producdo. Niveis
sanguineos <3,0 mg/dl, conduz a perda de apetite, e em dietas com solos deficientes em P
pode ocorrer a hipofosfatemia (GONZALEZ et al., 2000).

1.4. Importancia da Vitamina D3 e 25- hidroxicolecalciferol

1.4.1. Sistema Proteolitico: Calpaina e Calpastatina

A suplementacdo de vitamina Dz ou seus metabolitos influenciam no sistema
proteolitico, aumentando o seu acumulo no musculo, composto pela acdo do sistema das
calpainas e seu inibidor calpastatina (CAST), elevando sua atividade no postmortem (FOOTE
et al., 2004; MONTGOMERY et al., 2000, 2002). A calpaina € uma enzima considerada
localizada no citosol onde sua ativagdo é dependente do ion- calcio (GEESINK et al. 2006).

O sistema enzimatico das calpainas é formado pela u-calpaina ou tipo | (CAPN1) e m-
calpaina ou tipo Il (CAPN2), nomeados em referéncia a quantidade necessaria de calcio para
serem ativadas. Possui um importante papel nos principais processos intracelulares, e devido a
sua localizacdo na fibra muscular durante a transformacdo do muasculo em carne, tem sido
relatada sua atuacdo na degradacdo dos componentes do sarcomero, como a linha Z, as
proteinas estruturais (titina, nebulina e desmina) e as proteinas que contribuem para
estabilidade da fibra muscular (troponinas e tropomiosina) (GOLL et al, 2003; NETI et al.,
2009).
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Altos niveis de célcio depositados préximos a linha Z, provocam a ativacdo precoce das
u e m-calpainas que hidrolisam a troponina-T 17 presente no complexo actomiosina
(SWANEK et al., 1999). Isso ocorre quando o musculo ja transformado em carne volta a ser
flexivel, podendo resultar na condicdo denominada de rigor mortis, comercialmente
conhecido como maturagéo da carne (OLIVO; OLIVO, 2005). Em média a p-calpaina requer
entre 5 e 65 uM de Ca2+ e a m-calpaina requer entre 300 e 1000 uM de Ca2+ (LI et al., 2009;
VARRICCHIO et al., 2013), além disso, para realizar a protedlise, alguns estudos mostraram
que as p-calpainas sdo ativadas quando o pH decai de 6,8 para aproximadamente 5,7;
enquanto que as m-calpainas sdo ativadas em pH em torno de 5,7 (LONERGAN et. al., 2010).

Ha evidencias que em pH entre 5,5 e 5,8 a p-calpaina encontra-se inativada
(KANAWA; TAKAHASHI, 2002). Além disso, devido a alteracdo nos niveis de pH, o
substrato alvo das calpainas tenham alteragdes em sua estrutura, tornando- 0s mais acessiveis
para a sua atuacdo, aumentando assim a protedlise (LONERGAN et. al., 2010). Segundo
Marsh et al. (1987) e Pike et al. (1993) o aumento de célcio intracelular na faixa de pH entre
5,9 a 6,3 registrou uma tendéncia ao maior amaciamento da carne, como resultado da ativacao
da u-calpaina. Durante o processo de maturacdo, apenas 30% de m-calpaina é ativada quando
as concentragdes de calcio é da ordem de 100uM em masculos post mortem (DRANSFIELD,
1994).

Por outro lado, a calpastatina é um substrato para as calpainas e pode ser degradada na
presenca de célcio (KOOHMARAIE, 1988). Sua degradacdo ndo conduz a perda total de
atividade inibitdria e até mesmo depois de uma protedlise intensa, alguma atividade ainda
permanece. A quantidade de célcio requerido pelas calpastatinas para formar o complexo
calpaina-calpastatina ¢ aproximadamente a mesma requerida pela p-calpaina. Embora a acéo
das calpastatinas também seja dependente de calcio, elas ndo se ligam de forma efetiva a esses
ions (HOPKINS; TAYLOR, 2004).

Além disso, alguns estudos demonstraram que a atividade da calpastatina, inibidor
enddgeno de ambas as calpainas, geram carnes com maior forca de cisalhamento, decorrente
da diminuicdo da proteolise das proteinas miofibrilares no post-mortem (GOLL et al., 2003;
KENT et al., 2004; CASAS et al., 2006; KEMP et al., 2010; CHUNG; DAVIS, 2012),
considerado o maior modulador de acédo proteolitica destas enzimas e o principal regulador da
atividade proteolitica das calpainas (KOOHMARAIE, 1994). Entretanto, existe uma relacéo
entre a atividade de calpastatina no masculo 24 h apds o abate e o0 grau de maciez alcangado
ap6s o condicionamento, com diferencas na contabilizacdo de calpastatina por 40% da
variacdo de maciez (SHACKELFORD et al., 1994).
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1.4.2. Eficiéncia da Suplementagédo com Vitamina D3 e 25- hidroxicolecalciferol

Segundo Kabeya (2007), o uso de vitaminas para fins zootécnicos em animais, além de
beneficiar o desenvolvimento do animal, aumenta a sua resisténcia a doencas e 0 Seu
desempenho produtivo. Através disso, a suplementacao de vitamina Ds para bovinos de corte,
cujo sistema de producdo pode ser em areas totalmente cobertas, € importante pelo fato de que
esses animais nao tem acesso a exposicdo da radiacdo ultravioleta (UV). A eficiéncia desta
suplementacdo depende do nivel de exposicdo dos animais aos raios ultravioletas
(HIDIROGLOU et al., 1979; WERTZ et al., 2004).

Componentes de variancia ambientais importantes como, estacdo do ano, hora do dia,
latitude e altitude geogréfica influenciam na intensidade de radiacdo ultravioleta (HOLICK,
2002), além disso, ha influéncia dos componentes fisioldgicos como: pigmentacdo da pele,
idade, sexo, raga, (HOLICK, 2002; MOISE et al., 1999) e componentes nutricionais como:
sistema de producdo, composicao dos alimentos das dietas e tipos de forragens utilizadas.

Segundo Hidiroglou et al. (1979), animais criados a pasto apresentam maior
concentracdo de 25(OH)D3 no plasma (49 ng/mL) em relacdo aos animais criados em areas
cobertas (19 ng/mL), evidenciando a necessidade da suplementacéo, visto que esses animais
apresentam uma quantidade menor do que 0 necessario diariamente (aproximadamente 25
ng/mL).

Rezende et al, 2013, estudaram a expressdéo de genes renais: 1-alfa25-
hidroxicolecalciferol e 24- 25hidroxicolecalciferol, em bovinos suplementados com vitamina
D3 e expostos a luz solar, com o objetivo de determinar a interacdo do animal sob essas
condicBes e a expressdo dos genes, relacionando-os & maciez da carne, entretanto, 0s
resultados indicaram que a suplementagdo a curto prazo de vitamina D3 resultaram em niveis
mais altos de 1,25 (OH)2D3, ocorrendo a inducdo da expressdo do gene 1- alfa25-
hidroxicolecalciferol antes de qualquer alteracdo na expressao 24- 25-hidroxicolecalciferol, e
a falta de niveis maiores de célcio no plasma ou musculo indicaram a necessidade de estudos
que investiguem o papel do receptor na regulacdo da atividade da vitamina Ds.

Em frangos de corte, Rao et al. (2006) estudaram o fornecimento de vitamina D3 em
diferentes niveis sobre o desempenho e mineralizagdo 0ssea, constatando aumento no ganho
de peso e melhor converséo alimentar para esses animais. Edwards, (1989) e Kilburn &
Edwards, (2001), avaliaram a utilizacdo da vitamina D3 e seus metabdlitos (25(OH)D; e

1,25(0OH)2Ds3), verificando uma reducdo na incidéncia de discondroplasia tibial com a
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25(0OH)D3 e 0 1,25(0OH)2D3. Além disso, ocorreu um aumento no ganho de peso e peso dos
0sso0s de acordo com aumento dos niveis de vitamina.

Segundo Berchielli et al., (2011), o fornecimento em excesso de vitamina D para
bezerros e novilhos, acarreta em um crescimento reduzido (raquitismo) com enfraquecimento
dos 0ssos. Estudos mostram que o excesso do uso de vitamina D3 ocasionou numa queda no
desempenho de bovinos, desencadeando a queda na ingestdo de matéria seca, no peso Vivo e
no peso da carcaca (SCANGA et al. 2001; BERRY et al. 2000; ENRIGHT et al. 1998, 2000;
MONTGOMERY et al., 2002; KARGES et al. 2001; MORGAN et al. 1999).

Araujo et al., (2019), testaram a combinagdo de cantaxantina com 250HD3, em dietas
para frangos de corte e matrizes, e encontraram uma maior producdo de ovos, melhora na
reproducdo dos reprodutores e desempenho, promovendo o desempenho de seus progénies
com menor taxa de conversdo alimentar e maior rendimento de carcaca e peito.

Além disso, Pedreira (2003) testou a influéncia da dosagem via oral de vitamina D3(0,
3, 6 e 9 milhdes de Ul/animal/dia) nas caracteristicas de carcaca de bovinos por um periodo
de 10 dias antes do abate. Foi observado que o ndo fornecimento ou doses menores de
vitamina D ndo afetaram as variaveis estudadas. Entretanto, Vargas et al., (1999a,b), em
estudo com vitamina D3 sozinho e em conjunto com vitamina E encontraram animais mais
pesados, porém o GPD foi menor para animais tratados apenas com vitamina D3 com a
ingestdo de matéria seca (IMS) similar para todos os tratamentos.

Em estudos realizados por Sommerfeldt et al., (1979) testando a degradacdo de vitamina
D através da incubacdo por 24 horas no liquido ruminal, obtidos através de novilhos
alimentados com dieta a base de forragem, mostraram perda de 75% de vitamina D. No
entanto, a incubacdo de vitamina D no fluido ruminal esterelizado ndo foi degradado,
indicando que a degradacéo foi devido a atividade dos microrganismos do rumen. Contudo,
esses microrganismos produziram metabdlitos que possuem a atividade anti-vitamina D
protegendo o rumen dos animais da toxicidade quando h& alta ingestdo de vitamina D
(BALLET et al., 2000). Aproximadamente 50% da vitamina D ingerida pelos ruminantes s&o
absorvidas (McDOWELL, 1989). A vitamina D obtida através da dieta é absorvida no
intestino, em associagdo com lipidios e presenca de sais biliares (HOLICK, 2006).

No entanto, € provavel que uma proporcdo de vitamina D suplementar na dieta seja
danificada pelo rimen dificultando sua absor¢éo no intestino delgado. Esta € uma justificativa
para manter o uso de vitamina D suplementar na dieta suprindo sua falta durante os periodos
de necessidade, dessa maneira, é importante dar atengdo a hipervitaminose e a toxicidade da

vitamina D. A desmineralizacdo 0ssea severa (osteofibrosis) em conjunto com a
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hipercalcemia e a ocorréncia de calculos urinarios mais a calcificagdo de tecidos moles foi

observada ap6s doses cronicas entre 50 e 100 vezes (BALLET et al., 2000).

1.4.3. Saude humana: residuos de vitamina D3 e 25- hidroxicolecalciferol

Por ser lipossolivel, a vitamina D3 e seus metabdlitos se depositam nos tecidos,
oferecendo efeitos negativos e toxicoldgicos, quando ingerida em niveis elevados por longos
periodos de tempo. Em humanos, o consumo de carne, figado e rins de animais
suplementados com altos niveis de vitamina D3 pode causar distdrbios no metabolismo do
calcio, podendo ser prejudicial a saide (Montgomery et al., 2004a,b).

Entretanto, excessos de vitamina D3 na dieta causam residuos de 25(OH)D3 na carne
(MONTGOMERY et al., 2000, 2002; FOOTE et al., 2004). Para humanos, a ingestdo de
alimentos contendo alta concentracdo de vitamina D representa elevagdo no risco a saude,
especificamente, através da calcificacdo de tecidos moles e inducdo da calcificacdo arterial
(RAJASREE et al., 2002).

Segundo Kotrla et al. (2001), a ingestdo de doses de 3,5x10° por periodos de 6 a 13 dias
de suplementacéo, resultou em um aumento na concentracdo de vitamina D3 no figado em até
280%, apds a suplementacdo, 0s animais permaneceram por um periodo de 7 dias, sem a
vitamina D3 e sua concentracdo no figado voltou ao normal.

De acordo com Montgomery et al. (2004b,d) encontraram residuos de vitamina D3 no
masculo, rins, figado e plasma de animais tratados 0,5; 1 e 5 x 106 Ul de vitamina D3 por oito
dias antes do abate. A dosagem de 5 x 106 Ul resultou em aumento de 75, 33 e 8 vezes na
concentracdo de vitamina D3 no figado, rins e masculo, respectivamente, o cozimento do
figado a 75°C resultou em uma reducdo de 10-30% nas concentragdes de vitamina D3.

Foote et al. (2001), relatou que animais tratados com a vitamina D3 e seus metabolitos
(25(0OH)D3 e 1,25(0H)2D3) apresentaram uma quantidade substancial de residuo de vitamina
D3 e 25(0OH)D3 nos cortes carneos estudados (acém, contra filé e cha de dentro).

Bifes de animais tratados com vitamina D3 apresentaram de 78 a 91 ng de vitamina
Ds/grama, que é 24 vezes a mais que a concentracdo do controle (MONTGOMERY et al.,
1999b; 2000a; 2002).

De acordo com o Comité de Alimentacdo e Nutricio do Conselho Nacional de
Investigagdo Americano, a recomendacdo diaria para adultos de vitamina D € de 200 Ul/dia,
ou seja, 5 ug, visto que a quantidade varia de acordo com a idade. A dosagem necessaria para

se produzir a toxicidade varia de acordo com a sensibilidade individual, mas 50.000 unidades
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de colecalciferol ao dia por mais de seis meses podem causar a toxicidade em individuos
adultos (FELDMAN, 1997)

Em humanos, os efeitos do colecalciferol pode durar 2 meses ap0s a suspensdo da
ingestdo. Os sinais iniciais de toxicidade por vitamina D associada com hipercalcemia
incluem nauseas ou vomitos, dores de cabega intensa, diarreia, entre outros. Como sinais
tardios, incluem urina turva, hipertensdo arterial, arritmias cardiacas, dores musculares
(COMBS, 1992) e ainda, como consequéncia, calcificacdo vascular generalizada,
nefrocalcitose e calcificacdo dos tecidos moles, podendo levar o animal a morte como
resultado da insuficiéncia renal.

Em funcdo do risco toxicoldgico, sdo necessarios mais estudos para determinar a
dosagem e o tempo de administracdo da vitamina D3 adequada para as melhorias de qualidade
da carne, jA que a dosagem de 1x10° de vitamina D3 tem sido associada a uma grande
deposicdo de residuos na carne, figados, rins de animais tratados (MONTGOMERY et al.,
2002; 2004b,d).
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EFEITOS DA SUPLEMENTA(;AO DE 25-HIDROXI-VITAMINA D3 NA
DIETA DE BOVINOS DE CORTE CONFINADOS
RESUMO: O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia da suplementacao de 25-

hidroxicolecalciferol no desempenho produtivo, caracteristicas de carcaca, qualidade da
carne e na expressao de genes relacionados ao anabolismo e ao catabolismo do musculo
esquelético de bovinos de categoria Nelore confinados. Cento e vinte machos, com peso
inicial meédio de 370+ 20 kg provindos de pastagem continua, foram divididos em trés
tratamentos de acordo com a quantidade suplementada ou ndo a dieta durante o periodo
experimental: T1 - tratamento controle sem incluséo de 25-hidroxicolecalciferol; T2 - dieta
+ 1mg/cab/dia de 25-hidroxicolecalciferol; T3 - dieta + 3mg/cab/dia de 25-
hidroxicolecalciferol, delineados em blocos casualizados (40 animais por tratamento, 5
animais por baia e 8 baias por tratamento, sendo as baias as unidades experimentais). A
duracdo do experimento foi de 96 dias, sendo 15 dias de adaptacdo, divididos em dois
periodos (7 e 8 dias) de dietas com niveis crescentes de concentrado (76% e 81%),
respectivamente; 28 dias de crescimento e a partir desse periodo foram fornecidas as dietas
de terminacdo durante 53 dias com 91% de concentrado. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia utilizando-se o procedimento PROC MIXED do
software SAS (2003) e o teste de Tukey para comparacdo entre as médias, considerando
significativos valores de p<0,05. No periodo total do confinamento, a suplementa¢do com
1 mg aumentou o rendimento de carcaga dos animais e o0s resultados de pH da carne
mostrou um aumento linear entre os tratamentos. Além disso, para as variaveis de
25(0OH)D3 sanguineo, iCa e Ca muscular os resultados foram maiores para o tratamento
com 3 mg, com interacdo tratamento e fase para 25(OH)D3; sanguineo e iCa (p=0,04),
houve ainda um aumento em Ca sanguineo para o tratamento com 1 mg. Na gasometria,
para T°C o resultado foi maior no tratamento com 3 mg e menor para pH. Para as variaveis
de glicose e lactato, ambas aumentaram conforme os tratamentos. O pH da carne foi maior
para o tratamento com 3 mg, e para a composic¢éo fisica o tecido adiposo diminuiu quando
comparado o controle com os tratamentos suplementados. N&o houve diferenca
significativa para expressdao génica da carne. Desta maneira, a suplementacdo de 1 mg de
25-hidroxicolecalciferol mostrou resultados significativos no rendimento de carcaca, célcio
sanguineo, calcio muscular e pH da carne. Entretanto, sdo necessarios estudos
complementares que analisem a relevancia dos niveis dos efeitos dessa suplementacdo com

um aprofundamento abrangente em bovinos confinados.

Palavras chave: bovinos, carcaca, carne, confinamento.
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EFFECTS OF THE SUPPLEMENTATION OF 25-HYDROXI-VITAMIN D3 ON

THE FEEDLOT CATTLE DIET
ABSTRACT: The objective of the present study was to evaluate the efficiency of 25-
hydroxycolecalciferol supplementation in productive performance, carcass characteristics,
meat quality and expression of genes related to anabolism and catabolism of skeletal
muscle in Nellore cattle. One hundred and twenty male from continuous pasture, with an
average initial weight of 370 kgt 20 kg, divided into three treatments: T1: control
treatment without the inclusion of 25-hydroxicolecalciferol, T2: diet + inclusion of 1 mg /
cab / day of 25-hydroxicolecalciferol and T3: diet + inclusion of 3 mg / cab / day of 25-
hydroxicolecalciferol, outlined in randomized blocks (40 animals per treatment, 5 animals
per pen and 8 pens per treatment, the pens being the experimental units). The duration of
the experiment was 96 days, with 15 days of adaptation, divided into two periods (7 and 8
days) of diets with increasing levels of concentrate (76% and 81%), respectively; 28 days
of growth and after that period the termination diets were provided for 53 days with 91%
concentrate. The selected data will be used in the analysis of variance using the PROC
MIXED procedure of SAS software (2003) and Tukey test for comparison between media,
considering P values < 0.05. In the total feedlot period, supplementation with 1 mg
increase carcass yield and meat pH results showed a linear increase between treatments. In
addition, for the variables of blood 25 (OH) D3, iCa and muscle Ca the results were higher
for the treatment with 3 mg, with treatment and phase interaction for blood 25 (OH) D3
and iCa (p = 0.04), there was also an increase in blood Ca for the 1 mg treatment. In gas
analysis, for T ° C the result was higher in the treatment with 3 mg and lower for pH. For
the glucose and lactate variables, both increased according to the treatments. The pH of the
meat was higher for the treatment with 3 mg, and for the physical composition, the adipose
tissue decreased when compared to the control with the supplemented treatments. There
was no significant difference for gene expression of meat. Thus, supplementation of 1 mg
of 25-hydroxycholecalciferol showed significant results in carcass yield, blood calcium,
muscle calcium and meat pH. However, further studies are needed to analyze the relevance
of the levels of the effects of this supplementation with a comprehensive deepening in
feedlot cattle.

Key words: cattle, carcass, feedlot, meat.
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1. INTRODUCAO

A crescente busca de novas tecnologias e alternativas para maximizar e melhorar a
qualidade da producdo de carne no Brasil é consequéncia do progressivo aumento das
exportacOes e da populacdo mundial, onde se faz necessaria a ampliacdo da producédo de
alimentos, além da crescente procura de carne da melhor qualidade por parte dos
consumidores. O aumento do sistema de criagdo de bovinos confinados no pais (IBGE,
2019), o melhoramento genético e a utilizacdo da suplementacdo com aditivos alimentares
nas dietas sdo alternativas que melhoram a producéo de carne. De acordo com Millen et al.
(2009) a Monensina Sddica é o principal aditivo alimentar utilizado nos confinamentos
brasileiros.

Entretanto, a busca de alternativas inovadoras além dos iondforos pode levar a
descoberta de novas técnicas relacionados ao metabolismo e fisiologia de bovinos,
melhorando os processos de fermentacdo ruminal com a eficiéncia semelhante ao dos
iondforos, sem trazer riscos para a saide humana (DILORENZO, 2004).

O uso da vitamina D para animais de producdo estd associado ao controle de
calcemia e ao combate ao raquitismo. Descobertas de que possiveis tecidos do organismo
animal apresentem receptores de vitamina D, convertendo a forma calcidiol em sua forma
ativa calcitriol (PROWEDINI, 1983) deram maior énfase em suas fungdes ndo esqueléticas
e como seria a ativacdo sistémica para estes receptores de vitamina D (HOLICK, 2002).
Desse modo, iniciaram-se pesquisas relacionando a vitamina D com outras funcfes no
organismo como: participacdo no sistema imune (CANTORNA e MAHON, 2004), sistema
nervoso (GARCION, et al, 2002), producdo de insulina (ZEITZ, et al, 2003), entre outros.

As vitaminas D2 e D3 ndo sdo biologicamente ativas, sendo convertidas através do
plasma a forma ativa por duas reacdes sequenciais de hidroxilagdo. O metabolito 25-
hidroxicolecalciferol é resultado da primeira hidroxilacdo no figado e é posteriormente
hidroxilado resultando na formacdo de 1,25-dihidroxicolecalciferol no rim, metabdlito
mais potente da vitamina D.

Pesquisas revelam que a suplementacédo com vitamina D3 em bovinos, tem resultados
satisfatorios com relagcdo a maciez da carne e papel importante na mobilizagdo do célcio
(KARGES et al., 2001; KOTRLA et al., 2001; PEDREIRA, 2003), sendo uma alternativa
para a producdo de carne de melhor qualidade. Além disso, a utilizacdo de seus
metabdlitos, 25-hidroxicolecalciferol e 1,25- dihidroxicolecalciferol vem mostrando

resultados satisfatorios em animais de producdo, relacionados a pardmetros de
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desempenho, hipocalcemia em vacas de leite, caracteristicas de carcacga, entre outros
(ARAUJO et al., 2019; BELLA, 2018; BARROS, 2010; OEHLSCHLAEGER et al., 2014;
CARNAGEY et al., 2008ab), produzindo novas pesquisas e inovando a suplementacdo em
dietas.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da suplementacdo de 25-
hidroxicolecalciferol no desempenho produtivo, caracteristicas de carcaca, qualidade da
carne e na expressao de genes relacionados ao anabolismo e ao catabolismo do musculo

esquelético de bovinos, categoria Nelore, confinados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Animais e Local Experimental

O estudo foi realizado na UNESP - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu- SP, no confinamento do Departamento de
Melhoramento e Nutricdo Animal. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu (Protocolo 0067/2017). Foram utilizados
120 bovinos machos categoria Nelore, com peso vivo médio inicial de 370kg+ 20 kg

provenientes de recria em sistema de pastejo continuo.

2.2.Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados, divididos em
trés tratamentos, sendo 40 animais por tratamento, considerados o peso inicial dos animais
para a formacdo dos blocos. Os tratamentos foram distribuidos da seguinte forma: T1 -
tratamento controle sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T2 - dieta + 1mg/cab/dia de

25-hidroxicolecalciferol; T3 - dieta + 3mg/cab/dia de 25-hidroxicolecalciferol.

2.3.Manejo, Arragoamento e Cuidados com os Animais

Apbs a chegada ao confinamento experimental, os animais foram pesados, tratados
com anti-helminticos e vacinados conforme calendario profilatico anual. Os animais foram
submetidos a um periodo de pré-adaptacdo de 10 dias, com baias de chdo batido,
descobertas e com bebedouros do tipo australiano, com o objetivo de uniformizar a
populacdo ruminal. Apds este periodo, os animais foram pesados e blocados de acordo
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com o peso, divididos em 24 baias cobertas, em piso de concreto com uma lotacao de cinco
animais por baia (5,4m? por animal e 0,84m de cocho por animal), totalizando 8 baias por
tratamento, sendo consideradas as unidades experimentais. As dietas foram formuladas
segundo o sistema LRNS (Nivel 2, Large Ruminant Nutrition System, Fox et al. 2004),
atendendo as exigéncias nutricionais e apresentaram em sua composicéo, bagaco de cana-
de-agucar, milho moido, torta de algoddo, polpa citrica peletizada, farelo de soja, sal
mineral e uréia (Tabela 1). Os animais passaram por trés fases durante o periodo
experimental: adaptacdo (ADAP), crescimento (CRESC), terminacdo (TERM). Além
disso, foram feitos ajustes na quantidade dos ingredientes nos periodos de Term 1 e Term
2 , respectivamente (Tabela 1), apds questdes de manejo e logistica das maquinas
utilizadas durante o periodo experimental. A racdo foi fornecida ad libitum duas vezes ao
dia (8:00h e 15:00h) com acesso livre a 4gua em bebedouros automaticos tipo concha.
Apdbs a blocagem, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo em forma de
escada (step up) durante 15 dias, com o fornecimento de dietas com niveis crescentes de
concentrado (76% e 81%). Durante 28 dias os animais receberam a dieta de crescimento e
a partir desse periodo foram fornecidas as dietas de terminacdo durante 53 dias com 91%
de concentrado, totalizando 96 dias de experimento. Ao longo do periodo experimental, as
dietas foram submetidas a analise bromatoldgica de MS, PB, EE, e MM segundo AOAC
(1990) e FDN segundo Van Soest et al (1991). Ao final do experimento, os bovinos foram
abatidos em frigorifico comercial com Inspecdo Federal, onde foram coletados dados
referentes aos pesos das carcacas quentes, rendimento de carcaca (RC), amostras de carne
para determinacdo de calcio muscular e expressdo génica. Apo6s o resfriamento foram

coletadas amostras para avaliacdo da qualidade de carne e composicao fisica da carcaca.



Tabela 1. Composicéo e contetdo nutricional das dietas fornecidas aos animais durante o periodo experimental.

Adapl Adap2 Cresc Terml Term2
NUmero de dias 7 8 28 22 31

Composicao
Bagaco de cana-de-agucar 24,00 19,00 14,00 9,00 13,00
Milho moido 28,25 36,00 43,83 52,19 51,50
Polpa citrica 18,75 17,20 15,00 15,00 14,50
Farelo de Soja 12,25 9,80 4,50 3,91 5,00
Torta de algodao 12,75 14,00 18,68 1591 12,00
Mineral e 25(OH)Ds+ureia’ 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

Contelido nutricional®
Matéria seca (%MS) 73,0 76,0 79,0 82,0 79,0
Nutrientes digestiveis totais (%MS) 69,0 71,0 73,0 75,0 74,0
Proteina bruta, (%) 16,1 15,8 15,0 14,5 13,4
Fibra em detergente neutro (%MS) 34,9 31,5 29,0 24,5 26,1
FDN fisicamente efetivo® 14,0 13,0 12,0 11,0 12,0
EgL, (Mcal/kg MS)* 0,99 1,04 1,10 1,17 1,15
Total CNF, (%)° 39,0 43,0 46,0 51,0 50,0

Nota:'*Mineral fornecido pela DSM- NNP: 700,00 g/kg; Céa (min): 110,00 g/kg; Ca (max): 130,00 g/kg; P (min): 12,00 g/kg; K (min): 25,00
g/kg; S (min): 27,00 g;kg; Mg (min): 5,00 g/kg; Na (min): 42,00 g/kg; Co (min): 6,00 mg/kg; Cu (min): 400,00 mg/kg; Cr (min): 5,00 mg/kg; |
(min): 20,00 mg/kg; Mn (min): 800,00 mg/kg; Se (min): 5,00 mg/kg; Zin (min): 1.500,00 mg/kg; Vit A (min): 125.000,00 Ul/kg; VitD3 (min.):
12.500,00 UI/ kg; Vit E (min): 1.300,00 Ul/kg; Biotina (min): 67,00 mg/kg; Amilase 8.400,00 KNU/kg; D-Limonene 855,00 mg/kg;
Saccharomyces cerevisiae: 2x10E9 UFC/kg; Fldor (méx): 120,00 mg/kg 2Contetdo nutricional em porcentagem da matéria seca estimado pelo
LRNS; 3FDN fisicamente efetivo,“Energia liquida de ganho; *Total de Carboidratos néo fibrosos.
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3. PARAMETROS AVALIADOS

3.1.Desempenho produtivo

No inicio e final do periodo experimental todos os animais foram pesados, com
jejum, sendo descontados 4% do peso vivo para se obter 0 peso vivo vazio. Dessa forma,
foi calculado ao final do experimento o ganho de peso didrio dos animais utilizando-se 0s
pesos obtidos nas pesagens iniciais e finais (BAKER E GUILBERT, 1942).

3.1.1. Flutuacédo da ingestdo de matéria seca

Flutuacio da IMS (%) = (IMSD-IMSDA/IMSDA)*100

A avaliacdo da flutuacdo na ingestdo de massa seca foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Bevans et al. (2005), a partir dos dados de ingestdo de massa seca
diario foram calculadas as diferencas na ingestio de massa seca entre dois dias
consecutivos, durante o periodo experimental, em que: IMS = Ingestdo de matéria seca
(kg); IMSD = Ingestdo de matéria seca do dia (kg); IMSDA = Ingestdo de matéria seca do
dia anterior (kg).

3.2.Avaliacéo do Calcio Plasmatico de Bovinos

Os animais foram conduzidos até o curral de manejo e imobilizados em brete de
contencdo para realizacdo das coletas de sangue que foram realizadas em até trés horas
apos o trato da manha (Brossard et al., 2003), dessa maneira, foram coletadas amostras de
sangue na veia jugular de um animal por baia, em seringas de 2 mililitros com heparina
sodica como anticoagulante, para a avaliacdo foi necessaria a afericdo da temperatura retal.
Paras os parametros de pH, bicarbonato (HCO3), pressdo parcial sanguinea total (TCO2),
excesso de bases no fluido extracelular (Beecf), lactato e glicose utilizou-se o analisador
portatil STAT® 1 (Abbott I-Stat Point of Care) com o cartucho i-STAT CG4+® onde era
colocada a amostra de sangue e inserido no analisador, obtendo resultados cerca de 4
minutos depois. O pH foi calculado através de equipamentos , e 0 TCO2 e Beecf foram
calculados de acordo com as equacGes do NCCLS (1991). Para a analise do célcio
sanguineo das amostras, foram utilizados os kits Biocontrol N e P Bioclin e dessa maneira,

foi utilizado Heparina nos tubos de coleta.
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A metodologia utilizada para a determinacdo foi a analise colorimétrica do ponto
final - Arsenazo Ill. O célcio reage com Arsezan IIl em meio &cido para formar o
complexo de coloragdo azul, cuja intensidade é proporcional a concentracdo de célcio na
amostra. A absorbancia do produto deve ser medida em comprimentos de onda entre 600 e
680 mm, apds essa etapa, houve a homogeneizacdo e incubacdo em tubos de ensaio,
realizados por dois minutos a 37° C. Apo0s esse periodo, a absorbancia do padrdo e da
amostra contra o branco do reagente foi lida.

Tabela 2. Valores de referéncia dos gases e metabolitos do sangue venoso de bovinos.

pH 7.35-7.50
pCO, (mm/ HQ) 35-44
Bicarbonato (mmol/ L) 20-30
Total CO, (mmol/ L) 24 - 29

*N&o ha padréo de referéncia no sangue venoso de bovinos Carlson (1997).

3.3.Padréo de crescimento muscular e adiposo de bovinos

Os bovinos foram submetidos no inicio e final do periodo experimental a avaliacéo
da deposicdo dos tecidos adiposo e muscular, por meio de ultrassom, a fim de verificar o
desenvolvimento do tecido adiposo subcutaneo (EGS) e a area de olho de lombo (AOL) no
musculo Longissimus dorsi entre as 122 e 132 costelas, e o desenvolvimento do tecido
adiposo da garupa (P8) no musculo Biceps femoris, seguindo metodologia descrita por
Perkins (1992), para alcancar os requerimentos minimos de gordura de cobertura do
mercado brasileiro. As avalacbes foram realizadas segundo as normas internacionais da
UGC (Ultrasound Guidelines Councill, 2014), utilizando-se ultrassom veterinario
“ALOKA 500 V”, com sonda de 17,2cm/3,50 mgHz e o6leo vegetal como acoplante
acustico. As imagens foram colhidas por meio do software “BIA PRO PLUS” e analisadas
no Laboratério de Imagens da Designer Genes Technologies Brasil, por técnicos
certificados pela “UGC”. As medidas avaliadas foram AOL inicial, AOL final, EGS
inicial, EGS final, ganho diario de EGS, espessura de gordura na P8 inicial, espessura de

gordura na P8 final, ganho diario de gordura na P8.

3.4.Determinacéo de Calcio no Tecido Muscular de Bovinos
As determinagdes de calcio nas amostras de tecido muscular bovino foram feitas
apos mineralizacdo em forno de micro-ondas. Para isso, aproximadamente 100 mg de

amostras, moidas criogenicamente, foram transferidas diretamente para frascos de teflon
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do forno de micro-ondas e posteriormente foram adicionados 2,5mL de acido nitrico
(14mol L-1) mais 0,50mL de perdxido de hidrogénio (30% m/m). Em seguida a mistura foi
submetida ao programa de aquecimento proposto no manual do equipamento. Os extratos
acidos obtidos foram transferidos para bal6es volumétricos de 25 ml e os volumes
completados com agua ultrapura. Para determinacdo do calcio foi utilizado espectrémetro
de absorcédo atobmica SHIMADSU (modelo AA-6800), equipado com corretor de absorgéo
de fundo com ldampada de deutério e sistema self-reverse. As leituras de absorbancia foram
feitas pelo médulo de chama (FAAS), utilizando-se acetileno como gas combustivel e ar

como gas oxidante, com fluxo constante 2L min-1.

3.5.Avaliacéo da qualidade de carne

Para as analises de qualidade de carne as amostras foram retiradas na medida de 2,54
cm do musculo Longissimus thoracis, entre a 11° e 13° costelas, embaladas e congeladas a
vacuo para posteriores analises no laboratorio. As analises foram realizadas no Laboratério
de Tecnologia dos Produtos de Origem Animal do Departamento de Economia, Sociologia
e Tecnologia- Faculdade de Ciéncias Agrondémicas da UNESP- Botucatu.

Forca de cisalhamento (FC): Para a analise de forca de cisalhamento (FC) foram
utilizadas amostras de 2,54 cm de espessura do musculo Longissimus thoracis, obtidas a
partir da 122 costela das meias carcacas de todos os animais, identificadas e congeladas,
embaladas a vacuo.

No momento da realizagdo das andlises as amostras foram descongeladas e
desembaladas para pesagem da “Purga”, foi inserido um termdmetro no centro geométrico
de cada amostra e as mesmas foram colocadas no forno tipo grill a 170° C, até atingirem
temperatura interna de 40° C, apds essa etapa, as amostras foram viradas até atingir a
temperatura interna de 71° C, conforme recomendado pela American Meat Science
Association (AMSA, 1995). As amostras foram pesadas, envolvidas em filme pléastico e
colocadas em geladeira (4-6° C) até o dia seguinte, foram retirados 6 a 8 cilindros (1,27 cm
de diametro) de cada amostra, no sentido paralelo das fibras. Em seguida, foi utilizado
equipamento de cisalhamento com sonda tipo Warner Bratzler Force. A forca de
cisalhamento de cada amostra foi considerada como a média das 6 a 8 repeticdes
(WHEELER et al, 1997).

Avaliacdo das perdas por coccéo: Para anélise de perdas por coccédo, as amostras do
musculo Longissimus thoracis foram identificadas, pesadas em balanca de precisdo e

submetidas a coccdo em forno elétrico de dupla resisténcia até atingir temperatura de 71°
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C. Apos resfriamento a temperatura ambiente, as amostras foram novamente pesadas e, por
meio da diferenca dos pesos inicial e final, foi calculada a perda de peso por cocgdo
utilizando metodologia descrita por Honikel (1998).

Cor da carne: Para a determinacdo objetiva da cor da carne, as amostras foram
refrigeradas de 5 a 7°C por 20 minutos para determinar a cor objetiva pelo sistema
CIELAB (CIE, 1986). A medicao da cor foi realizada em trés pontos diferentes da amostra,
utilizando um colorimetro modelo Cm2500d (Konica Minolta Brasil, Sdo Paulo, Brasil),
com iluminante padrdo D65, angulo de observacéo de 10° e abertura de 30 mm. Os valores
das cores foram considerados como a média das trés leituras.

Determinagcdo do pH da carne bovina: O pH das amostras descongeladas foi
medido com auxilio de um peagametro (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EUA).

Composicao fisica da carcaca (secdo HH)

Para determinar a composicdo fisica da carcaca, foram coletadas amostras de 20
animais correspondentes a secdo da 9% a 112 costela do lado esquerdo da carcaca do
musculo Longissimus Dorsi, apds 48 horas de abate. As amostras foram submetidas a
separacao fisica e pesagem de por¢oes do tecido 6sseo, muscular e adiposo da secdo costal,

de acordo com o0 método proposto por Hankins e Howe (1946).

3.6.Analise de expressdo génica de genes relacionados ao anabolismo e catabolismo
muscular.

Ap6s o abate dos animais, antes da entrada na cdmara fria, foram colhidas 48
amostras na regidao do musculo Longissimus thoracis, sendo 16 (dezesseis) amostras por
tratamento para posterior andlise de expressdo génica. As amostras foram devidamente
preparadas, acondicionadas e encaminhadas ao Laboratério de Biologia de Musculos
Estriados- LBME, Departamento de Morfologia do Insituto de Biociéncias da UNESP de
Botucatu. A avaliacdo quantitativa da expressao génica foi realizada por reacdo em RT-
gPCR. Os genes avaliados no presente estudo foram: marcador antioxidante SOD1, genes
relacionados a sintese de proteinas (anabolismo), 1gfl, Igf2, mtor e genes relacionados ao
catabolismo muscular, FOXO1, murfl e Atrogin-1.

Extracdo de RNA total

Fragmentos de musculo congelado foram homogeneizados com politrom em 1
mL de reagente TRIzol para cada tecido de 50/100 mg (Invitrogem Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), o material foi incubado por 5 minutos a uma temperatura de 28°C.

Em seguida, a parte insoltvel foi descartada e 0,2 mL de cloroféormio foram adicionados a
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cada 1 ml de TRIzol, onde a solucdo foi incubada por 3 minutos a 28°C e centrifugada a
1.2000 rpm durante 15 minutos a 4°C, a fase aquosa formada foi separada. O RNA foi
precipitado com 0,5 mL de [alcool isopropilico por 10 minutos a 28°C e centriugado a
1.2000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sedimento de RNA formado foi seco a 28°C durante
25 minutos, seguido de ressuspencdo em agua ultrapura e finalment armazenad a -80°C. O
espectrofotémetro NanoVue™ Plus (GE Healthcare, EUA) foi utilizado para quantiicar o
RNA, o que também permitiu uma estimativa da qualidade da extracdo pela medida da
absorbancia de 260 nm (quantidade de RNA) e 280 nm (quantidade de proteinas). A
pureza do RNA foi garantida pela obtencap de uma razdo de 260/280 nm superior a 1,8. A
integridade (qualidade) do RNA total extraido foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose a 1%.

Tratamento de RNA com DNAse

Como as instrucdes de protocolo Dnase I- Grau de ampliicacdo (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 1ug de RNA total para a reacéo de transcri¢ao reversa
foi transferida para um tubo de microcentrifuga estéril, que foi adicionado 1uL de tamp&o
de reacdo DNase | 10X 10X, 1 uL de DNase | Amp Grade (1U/ uL) e 4gua-DEPC (tratado
com 0,01% de dietilpirocarbonato- DEPC-SIGMA) em quantidade suficiente para
completar 10 uL de solucdo. Esta solugcdo permaneceu a temperatura ambiente por 15
minutos e, em seguida 1 mL de EDTA (25 Mm) foi adicionado e incubado a 65°C por 10
minutos para inativacdo total da enzima DNase I.

Transcricédo Reversa (RT)

A reacgdo de transcricdo reversa (RT) foi realizada com o kit de alta capacidade de
CDNA Archive (Life Technologies- EUA). Cada 2 ug de RNA total foram obtidos da
transcriptase reversa do musculo esquelético mais 10 ul de tampéo (10X RT buffer), 4ulL
de dNTPs (25X), 10 uL de iniciadores Randon (10X), 2,5 uL de enzima MultiScribe
Reverse Transcriptase Reversa (50 unidades/ uL) , 2,5 uL de inibidor de ribonuclease
recombinante RnaseOUT (40 unidades/ uL) (Invitrogen Life Technologies, EUA) e o
volume final da reacdo ajustado para 100 uL com &gua ultrapura. As amostras foram
incubadas por duas horas no termociclador (10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos
para desnaturacdo a 95°C e recozimento a 55°C e extensdo a 72°C por uma hora). Em
seguida, os produtos de RT foram armazenados a -20°C.

Reacédo em Cadeira da Polimerase em Tempo Real (qPCR)

Os niveis de expressdo dos genes selecionados foram detectados por RTqPCR pelo
sistema QuantStudio™ 7 Flex em tempo real PCR (Applied Biosystems, EUA). O cDNA
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dos mRNAs genéticos foi amplificado usando o kit Master Mix Power SYBRTM Green
PCR (Applied Biosystems, EUA). Para cada amostra muscular, 2uL de cDNA (equivalente
a 40 ng do RNA total), 12,5 ofl de Power SYBRR Green Mix (2,5X), 1,5 uL de iniciadores
sensoriais e 1,5 uL de Primer anti-sense e 7,5 uL de agua ultrapura, suficiente para um
volume final de 25 uL de solucdo. As reacOes para cada gene foram realizadas em
duplicatas. As condigdes de termociclagem da reacdo qPCR foram padronizadas de acordo
com as instru¢des do fabricante do equipamento. Para anélise e normalizacdo das reagdes,
foram avaliados 2 genes de referénciaz PPARA e HPRT1. Segundo o programa
BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), o gene HPRT1 foi o que demonstrou maior
estabilidade durante as fases do experimento, sendo o gene escolhido para normalizagéo
dos dados de expressdo génica. O calculo da expressdo relativa foi calculado pelo método
de Pfalff (PFAFFL, 2001).

4. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em bloco casualizados, os dados foram analisados
utilizando-se 0 PROC MIXED do SAS (2003) de acordo com o modelo abaixo:

Yijk = p + Ti + Bk + Baia (Ti) Fj + T*Fij + eijk

Em que: Yijkl = observacdo relativa a I-ésima unidade experimental (baia) da i-ésima

tratamento (T) na j-ésima fase (F) dentro do k-ésimo bloco (B); p = média geral; Ti
efeito da i-ésima T, sendo 1: Controle; 2: 1 mg/ cab/ fase de 25-hidroxicolecalciferol; 3: 3

mg/ cab/ fase de 25-hidroxicolecalciferol Fj = efeito aleatério da j-ésimo fase; Baia(Ti)
erro experimental “a” associado a observagdo Yijk; Fj = efeito da j-ésima F, sendo 1: 0, 2:
1; 3: 2. T*Fij = efeito de interagdo entre T e F; eijkl = erro experimental “b” associado a
observagdo Yijk (0;).

Foram utilizados contrastes ortogonais para avaliar a relagéo linear e quadratica da
duracdo da adaptacdo com a varidvel resposta avaliada. Da mesma forma, os dados foram
submetidos a testes de normalidade e heterogeneidade de variancias antes de se proceder as
analises e quando necessario, os dados foram transformados. Foram considerados
significativos valores de p <0,05.

Foi utilizado o modelo linear misto de acordo com o0 modelo abaixo:

Yijk = u + Ti + Bj+ eijk

Em que: Yijk = observacédo relativa a k-ésima unidade experimental (baia) da i-
ésima Tratamento (T) dentro do j-ésimo bloco (B); 4 = media geral; Ti = efeito da i-ésima

T, sendo o 1: Controle; 2: 1 mg/ cab/ fase de25-hidroxicolecalciferol; 3: 3 mg/ cab/ fase de
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25-hidroxicolecalciferol; Bj = efeito aleatdrio do j-ésimo bloco; eijk = erro experimental
associado a observacéo Yijk (0;).

Da mesma forma, os dados foram avaliados por andlise de variéncia utilizando-se o
PROC MIXED do SAS (2003), e foram utilizados contrastes ortogonais para avaliar a
relacdo linear ou quadratica da duracdo da adaptacdo com a variavel resposta avaliada.
Quando a interagdo foi significativa o teste de Tukey foi utilizado para comparagao entre
as médias. Como descrito para 0 modelo anterior, os dados foram submetidos a testes de
normalidade e heterogeneidade de variancias antes de se proceder as analises e quando
necessario, os dados foram transformados. Foram considerados significativos valores de P
<0,05.

Para andlise estatistica de expressdo génica foi utilizado o Programa quantStudio e
os dados brutos de todos os genes e seus respectivos Cts foram organizados em planilhas.
Para a andlise de Delta_delta CT fold_Change (2°(-delta delta CT), foi utilizado o
programa qGENE que consiste em uma planilha eletrdnica modificada, especifica para
esse tipo de anélise e como gene referéncia o hprtl. Apds esta andlise foi calculado o fold
change das amostras, utilizando a média do 2"(—delta delta CT) do grupo controle. Para a
analise do Fold_change_meédia_outliers foi calculada as média e DP dos fold change por
grupo e verificado a existéncia de dados discrepantes. Para identificar os outliers foi
avaliada a amplitude interquartil “IQR. Para a analises estatistica dos dados foi utilizado o

teste de Kruskal-Waliis, seguido de Dunn’s.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados de desempenho estdo apresentados na tabela 3, sendo que ndo foram
observadas diferencas significativas para estes parametros (p>0,05).

Tabela 3. Desempenho de bovinos confinados suplementados com niveis de 25-
hidroxicolecalciferol.

Tratamentos®
Item 25-hidroxicolecalciferol Valor de P
Controle 1mg 3mg EPM? Linear Quadratico

PV Inicial, kg 375,82 375,95 375,95 8,47 0,13 0,37
PV Final, kg 511,8 515,3 511,6 8,89 0,97 0,49
4IMS, kg 9,8 9,9 9,6 0,23 0,53 0,37
*IMS/ % PV 2,21 2,24 2,16 0,051 0,40 0,32
EA kg/ kg 0,144 0,145 0,147 0,0032 0,35 0,88
6GDP,kg 1,417 1,458 1,413 0,0515 0,96 0,49

1Tratamentos: Controle: sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T1: inclusdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol; T2: Incluséo de 3 mg de 25 hidroxicolecalciferol
2EPM: Erro padrdo médio; 3PV: Peso vivo; 4IMS: Ingestdo de matéria seca; 5IMS: Ingestdo de matéria seca; 6GDP: Ganho de peso diario.
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As concentracdes plasmaticas de 25(OH)Ds, calcio ionizado, célcio sanguineo e
muscular, encontram-se na Tabela 4. Para nivel de 25(OH)D; sanguineo, houve um
aumento linear para tratamento (p<0,0001) e interacdo tratamento e fase (p=0,04), em que
a concentracdo foi crescente (tabela 4 figura 2). O plasma 25(OH)D3 é considerado o
melhor indicador de niveis de vitamina D, portanto, esta relacionado com as concentracfes
plasméticas de célcio. Wertz et al. (2004); e Cho et al. (2006) em pesquisa, obtiveram
resultados semelhantes ao presente estudo, mesmo que utilizando maiores niveis de
25(0OH)D3. Wertz et al. (2004) documentaram que um bolus oral Unico de 62,5 ou 125 mg
de 25(0OH)D3, 35 dias ou menos antes do abate, aumentaram as concentragdes plasmaticas
de 25(OH)D3, corroborando com o presente estudo. Cho et al. (2006) testando os efeitos de
125 mg de 25(OH)D; 6 dias antes do abate, juntamente com o balango cation-ani6nica
(DCAD), em vacas coreanas, encontraram um aumento do nivel de 25(OH)D3 no sangue,
guando esses animais receberam somente a suplementacéo de 25(OH)D3, e também para o
tratamento DCAD+25(0OH)D3, resultado semelhante ao do presente estudo.

Para calcio plasmatico, houve diferenga significativa para fase (p<0,0001), no qual
obteve um aumento da concentragdo entre os tratamentos, quando comparado o tratamento
controle (68,2) com os tratamentos suplementados com 1 mg (70,8) e 3 mg (70,4),
respectivamente. Os resultados do presente estudo, estdo de acordo com os dados relatados
por Cho et al. (2006), que encontraram um aumento do calcio sérico em vacas quando
testaram a suplementacdo com 125 mg de 25-hidroxicolecalciferol 6 dias antes do abate +
DCAD (balanco cation-aniénico), resultados que parecem estar ligados a aceleracdo do
processo de amaciamento da carne, entretanto, Wertz et al. (2004) relataram que as
concentracOes de calcio plasmatico ndo diferiram entre os tratamentos que receberam um
unico bolus oral de 62,5 ou 125 mg de 25- hidroxicolecalciferol, 4, 7, 21 ou 35 dias antes
do abate. Carnagey et al., 2008a, em estudo com bovinos utilizando 500 mg de 25-
hidroxicolecalciferol e 1.000 Ul de vitamina E para melhorar a maciez da carne,
encontraram aumento na concentracdo plasmatica de Ca, quando 25- hidroxicolecalciferol
foi administrado com ou sem vitamina E.

Além disso, foi encontrada interacdo entre tratamento e fase para célcio ionizado
(p=0,04), em que houve um aumento da concentragdo entre tratamentos, embora os niveis
entre as fases inicial (0,82), intermediaria (0,76) e final (0,67) (p<0,0001) tenham sido
decrescentes (tabela 4 figura 1). Sendo um indicador, utilizado na suspeita de intoxicagdo
por vitamina D e da glandula paratireoide, varios fatores podem influenciar a proporcao da
fracdo do célcio ionizado, sendo os mais importantes a concentracdo de proteinas sérica e
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albumina, o pH do sangue e a temperatura corporal (Sena e Bowers, 1988). A verificacdo
do nivel de célcio ionizado, em animais em condi¢Ges normais, esta entre 4,3 a 5,1 mg/dL
(1,06 a 1,26 mmol/L) (Radostits O. M, 2002), podendo conferir melhor ideia sobre a
condicdo do animal. No presente estudo, os valores de calcio ionizado estdo abaixo das
condi¢cdes normais, entretanto, os niveis de pH sanguineo e temperatura corporal estdo
dentro do estimado, dessa maneira, esses parametros ndo estao relacionados com os baixos
valores de célcio ionizado. Além disso, o resultado do nivel de 25 (OH)D3 sanguineo
mostra que 0s animais que receberam a suplementacdo estavam com concentragdes
adequadas de vitamina D no sangue, mencionando que esses animais nao foram
intoxicados.

Para célcio muscular, houve diferenca significativa (p=0,001), onde os animais que
receberam o tratamento de 3 mg apresentaram o maior valor (0,07mmol/L), diferindo dos
tratamentos controle (0,04 mmol/L) e 1 mg (0,01 mmol/L). As concentracdes de calcio
muscular sdo importantes, visto que seu aumento pode levar ao aumento da ativagdo do
sistema das calpainas, mecanismo que esta relacionada ao amaciamento da carne (Taylor et
al. (1995). Montgomery et al., (2004) relataram que a suplementacédo oral de novilhos com
0,5 e 1 ou 5x 106 Ul de vitamina D3 por 8 dias antes do abate, aumentaram as
concentragdes de célcio muscular quando comparado ao tratamento controle, corroborando
com o presente estudo, entretanto, também relataram no mesmo estudo que os tratamentos
com vitamina D3 e a baixa atividade da m- calpaina ndo foram afetados. Além disso, Wertz
et al., (2004) relataram que as concentracdes musculares de calcio ndo diferiram entre os
tratamentos que receberam um Unico bolus oral de 62,5 ou 125 mg de 25-
hidroxicolecalciferol, 4, 7, 21 ou 35 dias antes do abate. Lawrence et al, 2006 néo
encontraram efeito nas concentracbes de calcio muscular e célcio plasmatico, quando
novilhos receberam 125 mg de 25 hidroxicolecalciferol por 6, 4 ou 2 dias antes do abate,

diferindo do presente estudo.
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Tabela 4. Nivel de 25-(OH)Ds, célcio sanguineo e muscular de bovinos confinados suplementados com niveis de 25-hidroxicolecalciferol.

Tratamentos® Periodo de coleta” Valor de P*
Item 25-hidroxicolecalciferol
Controle  1mg 3mg Inicial Interm  Final EPM® Linear  Quadratico Trat Fase Trat*Fase
25-(OH)D;3 (ng.mL-1) 21,2 70,1 1141 29,2 91,3 849 3,68 0.01 0,48 <0,0001  <0,0001 0,04
Calcio sanguineo (ug/mL) 68,2 70,8 70,4 770°  73,0° 595" 1,06 0,37 0,09 0,14 <0,0001 0,43
Célcio ionizado, mmol/L 0,73 0,75 0,77 0,82 0,76 0,67 0,023 0,05 0,94 0,12 <0,0001 0,04
Calcio muscular (mmol/l) 0,04 0,01 0,07 - - - 0,076 0,038 0,001 - - -

1Tratamentos: Controle: sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T1: inclusdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol; T2: Incluséo de 3 mg de 25 hidroxicolecalciferol
2Periodo de coleta: Inicial, intermediario e final

3EPM: erro padrdo médio/ amostras de plasma foram analisadas no laboratério de referéncia do DSM CEMSA - Centro de Espectrometria de Massa Aplicada Ltda
4Trat: efeito de tratamento; Fase: efeito de fase; Trat*Fase: efeito de tratamento e fase.

5Niveis de 25- hidroxicolecalciferol sanguineo.
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suplementados com niveis de 25-hidroxicolecalciferol. ® ® Média com letras
distintas diferem (P<0,05).
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Figura 2. Niveis de 25-OH-D3 (ng/ ml-1) no sangue de bovinos confinados suplementados
com niveis de 25-hidroxicolecalciferol.  ® Média com letras distintas diferem
(P<0,05).
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Os resultados do Perfil metabolico sanguineo encontram-se na tabela 5. Foi encontrada
diferenga significativa para tratamento (p=0,03) e fase (p=0,02) para a varidvel de T°C. A
variavel de temperatura corporal dos animais no presente estudo foi necesséria para a
sequéncia dos demais parametros analisados, os valores estdo dentro dos valores de
referéncia descritos por Robinson (1999), entretanto as condicdes climaticas nos dias de
coleta podem ter interferido na temperatura corporal de alguns animais. Para pH os
resultados foram maiores na fase intermediaria (7,38) e final (7,36), quando comparado
com a fase inicial (7,32), encontrando diferenca significativa entre fase (p<0,0001),
entretanto, os resultados estdo dentro dos valores de referéncia descritos por Carlson
(1997), conforme descrito na tabela 2. Além disso, a variavel de glicose diferiu entre fase
(p<0,0001). Spinosa et al. (2012) cita que valores de glicose sanguinea em bovinos entre
40 a 80 mg/dL, sdo considerados normais. No presente estudo, o tratamento com 1 mg
mostrou resultado mais aproximado de 84,4. Em lactato, os resultados diferiram entre
tratamento (p=0,04) onde os niveis foram crescentes entre os tratamentos controle (2,6), 1
mg (3,2) e 3 mg (3,5).
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Tabela 5. Perfil metabdlico sanguineo de bovinos confinados suplementados com niveis de 25-hidroxicolecalciferol.

Tratamentos Periodo de coleta’ Valor de P*

Item 25-hidroxicolecalciferol

Gasometria Controle  1mg 3mg Inicial Interm Final EPM® Linear  Quadrético Trat Fase  Trat*Fase
T°C 39,3 39,1 39,2 392 391 394 0,06 0,08 0,05 0,03 0,02 0,40
pH 7,36 7,36 7,34 732 7,38 7,36 0,009 0,09 0,45 0,19 <0,0001 0,13
Beecf®, mmol/L -0,11 -0,13 -0,77 -0,7 -00 03 1033 0,18 0,45 0,30 0,35 0,26
Bicarbonato, mmol/ L 24,6 24,7 24,3 24,7 246 243 025 0,35 0,51 0,52 0,67 0,24
Total de CO,, mmol/ L 25,8 25,7 25,6 26,0 257 253 0,28 0,48 0,90 0,77 0,18 0,24
Glicose, mg/ dL 86,0 84,4 90,4 1030 848 731 2,78 0,31 0,17 0,37 <0,0001 0,95
Lactato, mmol/ L 2,6C 3,2ab 3,5a 319 3097 310 0319 0,01 0,48 0,04 0,76 0,07

a,b Na linha, médias sem sobrescritos em comum diferem pelo teste de Tukey (P<0,05) para os tratamentos.

1Tratamentos: Controle: sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T1: inclusdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol; T2: Inclusdo de 3 mg de 25 hidroxicolecalciferol
2Periodo de coleta: Inicial, intermediario e final

3EPM: erro padrao médio.

4Trat: efeito de tratamento; Fase: efeito de fase; Trat*Fase: efeito de tratamento e fase.

5Beecf: excesso de base no fluido extracelular.
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Os resultados para caracteristicas de carcaca foram apresentados na tabela 6. Houve
diferenca significativa (p=0,03) para rendimento de carcaga, em que a porcentagem foi
maior para 0s animais que receberam 1 mg de 25- hidroxicolecalciferol (56,4 %). Knock,
(2007) em estudo semelhante com bovinos confinados e a pasto suplementados com 25-
hidroxicolecalciferol, ndo encontraram diferenca significativa para rendimento de carcaca,
entretanto, os animais confinados que receberam a suplementacdo, obtiveram um maior
rendimento quando comparado aos animais a pasto. No presente estudo, o resultado mostra
que a suplementacdo de 1 mg de 25- hidroxicolecalciferol na dieta de bovinos confinados

aumentou o rendimento de carcacga dos animais.

Tabela 6. Caracteristicas de carcaca de bovinos confinados suplementados com niveis de
25-hidroxicolecalciferol.

Tratamentos®
Item 25- Valor de P
hidroxicolecalciferol
Controle 1mg 3mg EPM?  Linear Quadréatico

Peso vivo final, kg 511,8 515,3 511,6 8,89 0,97 0,49
Peso de carcacga quente, kg 286,1 290,3 285,7 4,89 0,93 0,18
Rendimento de carcaca, %  55,9" 56,4° 55,9° 020 0,94 0,03
$AOL inicial, cm? 71,7 71,4 70,1 1,57 0,24 0,65
SAOL Final, cm? 80,4 82,9 79,4 1,54 0,67 0,09
Marmoreio inicial, mm 2,87 2,76 2,77 0,098 0,49 0,62
Marmoreio Final 3,1 3,0 2,9 0,10 0,21 0,89
*EGS inicial, mm 3,02 3,07 3,01 0,112 0,94 0,68
*EGS Final, mm 5,1 54 4,9 0,30 0,50 0,32
°Pg inicial, mm 57 5.8 5,6 0,18 0,64 0,33
°p8 final, mm 8,1 8,6 8,0 0,29 0,70 0,13
Ganho AOL, cm? 0,16 0,22 0,18 0,021 0,67 0,09
Ganho EGS, mm 0,04 0,044 0,035 0,0047 0,44 0,30
Ganho P8, mm 0,04 0,05 0,04 0,004 0,87 0,20

1Tratamentos: Controle: sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T1: inclusdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol; T2: Inclusdéo de 3 mg de 25
hidroxicolecalciferol

2EPM: erro padrdo médio

3Area de olho de lombo; 4Espessura de gordura subcutanea; 5Espessura de gordura na garupa.

Os resultados de avaliacdo da qualidade da carne estdo contidos na tabela 7. Foi
observada diferenca para o pardmetro pH da carne com efeito linear crescente conforme a
dosagem de 25-hidroxicolecalciferol, onde os animais que receberam a suplementacdo de 3
mg obtiveram o maior valor (5,97), diferindo dos tratamentos controle (5,70) e 1 mg
(5,79). Montgomery et al, 2004, encontraram que bovinos confinados suplementados com
diferentes niveis de vitamina D3 (0, 0,5, 1 e 5 milhGes de Ul/ cab/ dia), 8 dias antes do
abate obtiveram carnes com maior a maciez. Carnegey et al., 2008b, testaram duas doses
de 25- hidroxicolecalciferol (250 e 500 mg), através de um Unico bolus 7 dias antes do

abate de vacas, e comprovaram que essa suplementacédo teve uma influéncia na maciez da
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carne. Entretanto, Lawrence et al, 2006, ndo encontraram efeito na cor da carne, perda por
cocgdo, forca de cisalhamento e pH da carne, quando testaram 125 mg de 25
hidroxicolecalciferol em novilhos por 6, 4 ou 2 dias antes do abate.

No presente estudo, ao suplementar os animais com 25-hidroxicolecalciferol, para os
parametros de qualidade da carne somente foi encontrado efeito para pH (p=0,005) nao
mostrando diferenca na maciez da carne quando os animais receberam a suplementacéo de

25-hidroxicolecalciferol.

Tabela 7. Qualidade da carne musculo Longissimus Thoracis de bovinos confinados
suplementados com niveis de 25-hidroxicolecalciferol.

Tratamentos®
25-hidroxicolecalciferol Valor de P
Controle 1mg 3mg EPM? Linear Quadratico
Forca de cisalhamento 4,15 4,19 3,95 0,208 0,49 0,60
Perda por coccéo (%) 19,4 19,6 20,2 0,79 0,50 0,84
pH da carne 5,70 5,79 5,97 0,061 0,005 0,564
Luminosidade 40,8 39,4 40,4 0,82 0,74 0,23
Chroma a * vermelho 13,4 13,0 13,1 0,54 0,71 0,68
Chroma b * amarelo 9,1 8,4 8,5 0,38 0,63 0,27

1Tratamentos: Controle: sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T1: inclusdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol; T2: Incluséo de 3 mg de 25
hidroxicolecalciferol
2EPM: erro padrdo médio

Os resultados de composicdo fisica da carne se encontram na tabela 8. Foi
encontrada diferenca significativa para o tecido adiposo, onde o resultado foi linear
(p=0,03) e os valores decresceram entre os tratamentos controle (31,4), 1 mg (28,7) e 3 mg
(28,8) e os animais suplementados apresentaram menores valores comparado com o

tratamento controle.

Tabela 8. Composicao fisica da secdo HH das 9% a 112 costelas de bovinos confinados
suplementadas com niveis de 25-hidroxicolecalciferol.

Tratamentos®

Tecidos (%) 25- Valor de P
hidroxicolecalciferol

Controle 1mg 3mg EPM? Linear Quadratico

Osseo 17,1 17,3 17,7 0,76 0,58 0,86
Adiposo 31,4 28,7 28,8 0,91 0,03 0,14
Muscular 51,3 53,8 53,3 0,86 0,11 0,16

1Tratamentos: Controle: sem inclusdo de 25-hidroxicolecalciferol; T1: inclusdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol; T2: Incluséo de 3 mg de 25
hidroxicolecalciferol
2EPM: Erro padrdo médio
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Para os resultados de expressao génica, foram utilizados os gPCRs apresentados na

tabela abaixo.

Tabela 9. gPCRs utilizados para analises da expressao génica no musculo esquelético de
bovinos confinados suplementado com niveis de25-hidroxicolecalciferol.

NUmero de Simbolo Avancado (5’ - 3%) Avancado (5’ - 37)

acesso do gene

NM_001077828.1 IGF1 AGGATGTGATGGGCATCTTC AAGCAATGGGAAAAATCAGC
NM_174087.3 IGF2 CAGGTTTGGGTCTTTGGTGT  TTGCAGGTAGGCTTGTCCTT

XM_015466778.1 MTOR CCACGGACCAGTGAGGTAAT TGGAGGACACGGATTAGGAC
NM_001001525.3 MSTN TTGGGTTTTCCTTCCACTTG GCTCCTTGGAAGACGATGAC
NM_001017951.1 TRIM54 CCTCAAACCTCTGGTTCAGC TCACACAGATGGAGGAGGTG
NM_001046155.1 FBX032 ATCATCAGGGGAACCCTTCT TTTCACTTTCACCCCAGGAC

NM_174615.2 SOD1 TCTCCAAACTGATGGACGTG CTTCGAGGCAAAGGGAGATA
XM_015473787.1 FOXO1 CTGGGTGGACACAGTCAATG CCCTGAGAACATGGAGAACC
NM_001034035.2 HPRT1 ACACTTCGAGGGGTCCTTTT AGACTTTGCTTGCCTTGGTC

NM_001034036.1 PPARA AGAGGAAGACGTCGTCAGG AGAAAATGCAGGAGGGTATT

Em relacdo aos resultados de expressdo génica, ndo foram encontradas diferenca
significativa para nenhum gene. Entretanto, houve uma tendéncia a maior expressdo dos
genes anabolicos IGF1, IGF2 e mTOR nos grupos que receberam a suplementacdo em
relacdo ao grupo controle. (Figuras 4 e 5). Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
que receberam a suplementacdo em relacdo ao grupo controle na expressdo de genes
relacionados ao catabolismo muscular, OXO1, murfl e Atrogin-1, (Figura 7). A expressao
do fator de crescimento da miostatina (mstn) também mostrou tendéncia a maior expressao

nos grupos que receberam a suplementacdo, sem diferenca estatistica.
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6. CONCLUSAO

A suplementacdo de 1 mg de 25-hidroxicolecalciferol na dieta de bovinos
confinados mostrou resultados significativos no rendimento de carcaca, calcio sanguineo,
calcio muscular e pH da carne. Entretanto, sdo necessarios estudos complementares que
analisem a relevancia dos niveis dos efeitos dessa suplementagdo com um

aprofundamento abrangente em bovinos confinados.
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IMPLICACOES

A utilizacdo do metabdlito da vitamina D3, 25- hidroxicolecalciferol, como suplementacao
nas dietas de bovinos de corte confinados surge como uma inovacdo tecnoldgica que tem
grande potencial, através do seu mecanismo de acgéo, diferentemente de ionoforos e leveduras,
com sua maior importancia para o metabolismo de Calcio e Fdsforo e maior crescimento
muscular, auxiliando na producdo e no processo de amaciamento da carne. O uso dessa
suplementacdo para outros fins, além da maciez da carne, ¢ um método nutricional que pode
ser utilizado como um complemento nas dietas. No presente estudo, seu fornecimento de
baixo nivel durante todo o periodo de confinamento, mostrou-se eficaz em outros parametros,
divergindo de outros estudos onde a vitamina D3 e seus metabdlitos foram fornecidos com
alguns dias de antecedéncia do abate, objetivando melhorar a maciez da carne.

Os resultados do experimento mostram que, em relacdo ao desempenho produtivo, néo
houve diferencga significativa de 25- hidroxicolecalciferol em relagdo ao ganho de peso
consumo de matéria seca e eficiéncia alimentar. Para rendimento da carcaca, embora
somente o tratamento de 1 mg tenha diferido, quando é realizada uma avaliacdo descritiva
do comportamento das curvas de dados de peso e rendimento de carcaca, percebemos que ha
um acompanhamento crescente da deposi¢do muscular conforme o aumento da dose de 25-
hidroxicolecalcierol. A qualidade da carne também n&o interferiu nos niveis ou na auséncia
do produto, resultado importante, pois ndo alterou as caracteristicas organolépticas e
centesimais da carne. Para o crescimento muscular observado tanto pelo ultrassom da
carcaca, quanto pela composicdo fisica da secdo HH, notamos um comportamento
ligeiramente positivo do produto em relacdo ao controle, pois todos os animais ganharam
peso e tiveram um bom resultado. Em conclusdo, no presente estudo, a maior proporcao de
tecido muscular nos animais que receberam o 25- hidroxicolecalciferol ligado ao olhar
biolégico através da expressdo dos genes, além dos niveis plasmaticos de 25-
hidroxicolecalciferol, calcio plasméatico e calcio muscular, evidenciam a necessidade de
estudos mais aprofundados que analisem a relevancia dos niveis dos efeitos dessa

suplementacdo com um aprofundamento abrangente em bovinos confinados.



