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RESUMO

BAGGIO, M. Efeito da utilizacédo de hidroximinerais na nutricéo e reproducao de bovinos
de corte. 2024. 88 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2024.

Diferentes fontes de microminerais tém sido utilizadas com o intuito de melhorar a eficiéncia
produtiva dos bovinos. Neste estudo foi avaliado a utilizacdo de diferentes fontes de minerais,
em relacdo aos parametros de fermentacdo ruminal, digestibilidade aparente dos nutrientes,
desempenho produtivo e reprodutivo de animais jovens da raca Nelore. No Experimento 1
foram utilizados trinta novilhos Nelore (Bos indicus), castrados, providos de canulas ruminais,
distribuidos em blocos completos casualizados de acordo com o peso corporal em jejum
(301,5045,67kg). O estudo teve duracdo de 28 dias, sendo 21 dias de adaptacdo as dietas
experimentais e 7 dias de coletas experimentais. Os tratamentos experimentais foram
“Inorganic Trace Minerals” (ITM; CuSO4 = 40mg/kg e ZnO = 148 mg/kg; N=10); “Inorganic
Trace Minerals 2”( ITM2; CuSO. = 80mg/kg e ZnO = 296 mg/kg; N=10) e “Hydroxy Trace
minerals” (Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg na forma de hidroximinerais; N = 10). A incluséo
de hidroximinerais ndo afetou a digestibilidade aparente dos nutrientes, consumo de matéria
seca, desempenho, concentracédo e proporg¢ao molar de AGCC, pH e N-NH3. No Experimento
2 foram avaliadas duzentos e doze novilhas Nelore (Bos indicus), com 184,45+1,03 kg de peso
corporal e 81 meses de idade, blocadas ao inicio do experimento a partir do DEP genémica
para ldade ao Primeiro Parto e agrupadas pelo peso vivo em jejum. Os animais foram
alimentados diariamente com dietas a base de forragem e suplementacdo proteico-energética
(5g/kg do peso vivo) durante 256 dias, subdividido em 8 periodos de 30 dias. Os tratamentos
nutricionais foram “Inorganic Trace Minerals” (ITM; CuSOs = 40mg/kg e ZnO=148 mg/kg;
N=105) e “Hydroxy trace minerals” (HTM;Cu = 40mg/kg e Zn=148 mg/kg na forma de
hidroximinerais; N=107). Houve interacdo entre tratamento e periodo para CMS (P=0,01),
porém ndo foram observados efeitos significativos da utilizagdo de HTM em relacdo ao ganho
médio diario e eficiéncia alimentar. Houve interacdo entre tratamento e periodo (P=0,02) para
concentracdes hepaticas de Cu. Nao houve efeito de tratamento para Cu e Zn plasmaticos e Zn
hepatico. Da mesma forma, a fonte de microminerais ndo afetou a puberdade das novilhas
(ITM=23/105; HTM= 23/107). A partir dessa variavel foi incorporado um fator reprodutivo as
analises formando 4 tratamentos, que foram “Inorganic Trace Minerals” Precoce (IP; novilhas
alimentadas com ITM, ovuladas até os 14 meses; N=23); “Inorganic Trace Minerals” N&o
Precoce (INP; novilhas alimentadas com ITM, ndo ovuladas até os 14 meses; N=82); “Hydroxy

trace minerals” Precoce (HP; novilhas alimentadas com hidroximinerais, ovuladas até os 14



meses; N=23); “Hydroxy trace minerals” Nao Precoce (HNP; novilhas alimentadas com
hidroximinerais, ndo ovuladas até os 14 meses; N=84). Houve interacdo (P=0,02; P=0,02)
Puberdade*Periodo para peso corporal e ganho médio diario, entretanto as variaveis
reprodutivas ndo foram afetadas, como prenhez e perda gestacional. Houve, também, interacéo
entre puberdade e tratamento nutricional para producédo de odcitos G1, G2, G3, total e producao
de embrides (P<0,01). As diferentes fontes de minerais ndo afeteram o desempenho produtivo
e reprodutivo dos animais, entretanto, a precocidade se mostrou um fator de grande influéncia
em relacdo ao desempenho animal.

Palavras-chave: Desempenho, Microminerais, Nelore, Precocidade, Rumen.



ABSTRACT
BAGGIO, M. Effect of the use of hydroxyminerals on beef cattle nutrition and

reproduction. 2024. 88f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Pirassununga, 2024.

Different sources of microminerals have been used in order to improve the productive
efficiency of cattle. In this study, the use of different sources of minerals was evaluated in
relation to ruminal fermentation parameters, apparent digestibility of nutrients, productive and
reproductive performance of young Nelore animals. In Experiment 1, were used thirty Nelore
(Bos indicus) steers, castrated, with ruminal cannulas, distributed in complete randomized
blocks according to fasting body weight (301.50+£5.67kg). The study lasted 28 days, with 21
days of adaptation to the experimental diets and 7 days of experimental collections. The
experimental treatments were “Inorganic Trace Minerals” (ITM; CuSO4 = 40mg/kg and ZnO
= 148 mg/kg; N=10); “Inorganic Trace Minerals 2” (ITM2; CuSOs = 80mg/kg and ZnO = 296
mg/kg; N=10) and “Hydroxy Trace minerals” (Cu = 40mg/kg and Zn = 148 mg/kg in the form
of hydroxyminerals; N = 10). The inclusion of hydroxyminerals did not affect the apparent
digestibility of nutrients, dry matter intake, performance, concentration and molar proportion
of SCFA, pH and N-NH3. In Experiment 2, two hundred and twelve Nellore heifers (Bos
indicus) were evaluated, with 184.45+1.03 kg of body weight and 8+1 months of age, blocked
at the beginning of the experiment based on the genomic expected difference in progeny for
age at first calving. and grouped by fasting body weight. The animals were fed daily with
forage-based diets and protein-energy supplementation (5g/kg of body weight) for 256 days,
subdivided into 8 periods of 30 days. The nutritional treatments were “Inorganic Trace
Minerals” (ITM; CuSOs = 40mg/kg and ZnO=148 mg/kg; N=105) and “Hydroxy trace
minerals” (HTM; Cu = 40mg/kg and Zn=148 mg/kg in the form of hydroxyminerals; N=107).
There was an interaction between treatment and period for DMI (P=0.01), but no significant
effects of the use of HTM were observed in relation to average daily gain and feed efficiency.
There was an interaction between treatment and period (P=0.02) for hepatic Cu concentrations.
There was no treatment effect for plasma Cu and Zn and hepatic Zn. Likewise, the source of
microminerals did not affect the puberty of the heifers (ITM=23/105; HTM= 23/107). Based
on this variable, a reproductive factor was incorporated into the analyzes forming 4 treatments,
which were “Inorganic Trace Minerals” Precocious (IP; heifers fed ITM, ovulated up to 14
months; N=23); “Inorganic Trace Minerals” Non-Precocious (INP; heifers fed ITM, not
ovulated until 14 months; N=82); “Hydroxy trace minerals” Precocious (HP; heifers fed with

hydroxyminerals, ovulated up to 14 months; N=23); “Hydroxy trace minerals” Non-Precocious



(HNP; heifers fed hydroxyminerals, not ovulated until 14 months; N=84). There was an
interaction (P=0.02; P=0.02) Puberty*Period for body weight and average daily gain, however
reproductive variables were not affected, such as pregnancy and pregnancy loss. There was also
an interaction between puberty and nutritional treatment for the production of G1, G2, G3, total
oocytes and embryo production (P<0.01). The different sources of minerals did not affect the
productive and reproductive performance of the animals, however, puberty proved to be a factor

of great influence in relation to animal performance.

Keywords: Performance, Microminerals, Nellore, Precocity, Rumen.
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1. INTRODUCAO GERAL

As fontes de microminerais estdo disponiveis em trés formas estruturais diferentes,
como: inorganicos, organicos e hidroximinerais. Ainda que haja a aprovacao dessas trés fontes
de minerais para utilizacdo na nutricdo animal, elas se diferem em estrutura quimica,
biodisponibilidade e custos (Springman et al., 2021).

Os hidroximinerais sdo formados por ligacdes covalentes dentro de uma matriz
cristalina, diferindo assim das ligacdes ibnicas presentes em fontes inorganicas, além disso,
apresentam menor solubilidade no ambiente ruminal e maior solubilidade no abomaso, devido
suas caracteristicas de pH acido (Arthington, 2015). Esse fator, € de grande importancia, visto
que, a alta solubilidade ruminal de fontes de cloretos e 6xidos pode ocasionar em danos a
microbiota, como toxicidade e prejuizos a formacdo de biofilme de microrganismos
celuloliticos, mesmo em baixas dosagens (Hubbert et al., 1958; Eryavuz & Dehority, 2009,
Genther & Hansen, 2015).

Além do potencial incremento no processo fermentativo, a utilizacdo de hidroximinerais
proporciona maior biodisponibilidade dos microelementos para os animais (Ibraheem et al.,
2023). Segundo Spears et al. (2004) a suplementacdo de Cu na forma de hidroximinerais se
mostrou mais biodisponivel quando comparado com a forma de sulfato em ambientes com
elevado teor de enxofre e molibdénio, esse fato ocorre, devido a sua menor solubilidade em pH
préximo a neutralidade, fazendo com que o Cu passe inerte pelo rimen, evitando a formacéo
de complexos insoluveis, aumentando, assim, sua absorcdo no intestino.

Dados “in vitro” mostram reducdo na degradacdo celulose pelas bactérias ruminais
quando adicionado ZnSO4 ao contetdo ruminal (Bonhomme et al., 1979), entretanto, resultados
“in situ”” foram menos consistentes. Segundo Genther & Hansen (2015), quando Cu, Zn e Mn
foram adicionados na forma de sulfatos simultaneamente a dieta de vacas leiteiras, foi reduzida
a taxa de passagem quando comparado com os hidroximinerais.

Ademais, Cu e Zn exercem func¢des fundamentais na producdo hormonal, tornando-se
muito importantes para 0 bom desempenho reprodutivo dos animais (Springman et al., 2021).
Deficiéncias de Cu, por exemplo, podem acarretar em redugéo das taxas de concepgdo, anestro
e na reabsorcdo fetal (Hostetler et al., 2003), bem como vacas deficientes em Zn podem
apresentar ciclos estrais anormais, alem de reducdo de fertilidade.

Devido as atividades do Cu em muitas enzimas esteroidogénicas, assim como a
regulacdo da producdo de P4 (Yatoo et al., 2013) e do Zn no metabolismo de carboidratos,

acidos nucléeicos, sintese de proteinas e estabelecimento de prostaglandinas, esses
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microelementos se tornam de grande importancia no processo reprodutivo, pois, esses
horménios e fatores de crescimento sdo essenciais para a remodelagdo uterina no momento da
nidacdo embrionaria, desenvolvimento fetal e no crescimento do concepto (Springman et al.,
2021).

Poucas pesquisas sdo observadas na literatura avaliando a utilizacdo de Cu e Zn na
forma de hidroximinerais em relagdo aos parametros de fermentacdo ruminal, digestibilidade e
desempenho produtivo e reprodutivo de animais jovens da raca Nelore. Com isso, objetivou-se
avaliar os efeitos da suplementacdo com fontes de minerais convencionais e hidroximinerais
em relacdo aos parametros ruminais e de digestibilidade aparente de bovinos Nelore, machos,
canulados e no desempenho produtivo e reprodutivo de novilhas Nelore superprecoces.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIDROXIMINERAIS

Os hidroximinerais sdo microminerais ligados covalentemente a grupos hidroxila (OH)
e ao grupo cloreto, esses, por sua vez, sao considerados minerais inorganicos. Embora tenham
ligacBes quimicas semelhantes, os hidroximinerais ligam-se a grupos OH, diferindo-se dos
minerais organicos, outra fonte alternativa, que se ligam covalentemente a um ligante contendo
carbono (Artington, 2015), sendo esses, peptideos de baixo peso molecular, como lisina e
metionina (Silva, 2021).

Os hidroximinerais tém estrutura cristalina formada por ligagdes covalentes entre o
mineral, os grupos OH, além de ions cloreto o que possibilita resisténcia ao aparelho digestivo
fazendo com que seja lenta a sua solubilidade no trato gastrointestinal e haja uma grande
quantidade de ions biologicamente ativos (Cohen & Steward, 2014). Na nutri¢cdo de bovinos,
as formas encontradas sao: hidroxicloretos de Cu (Cu20H)3CI), hidroxicloreto de Zn
(Zn5(0H)8CI2) e hidroxicloreto de Mn (Mn2(OH)3CI) (Reddy et al., 2021).

Segundo Spears (1989), a suplementacdo mineral é realizada na maioria das vezes nas
formas de cloretos, sulfatos, 6xidos e carbonatos, sendo a forma de sulfatos a mais utilizada.
Essa fonte, por sua vez, € caracterizada por ligacOes instaveis entre as moléculas que permitem
alta solubilidade em &gua e solugbes acidas, além disso, s&o comumente utilizadas como
parametro comparativo para analisar a biodisponibilidade de diferentes fontes minerais
(Villagdbmez-Estrada et al., 2020).
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Devido & baixa biodisponibilidade das suplementacGes com fontes inorganicas de
minerais, na forma de sulfatos (Miller & Cragle, 1965), estudos realizados nos ultimos anos
desenvolveram uma fonte inorganica chamada hidroximineral como forma alternativa na
suplementacdo animal, sendo o hidroximineral de Cu introduzido nas industrias de racdo em
1995 (Cohen & Steward, 2014) e posteriormente o hidroximineral de Zn, em 2014 (Schimitt,
2018).

Em estudo realizado por Genther & Hansen (2015), os autores observaram que, de fato,
0 ZnSO4 foi mais soltvel no ambiente ruminal quando comparado com a suplementagéo na
forma de hidroximineral. Dados semelhantes foram observados por Caldera et al. (2019), os
autores observaram maior solubilidade de ZnSO4 e CuSOs no ambiente ruminal quando
comparados com os hidroximinerais.

A menor solubilidade em meios préximos a neutralidade de pH e maior solubilidade em
pH &cido, tornam os hidroximinerais menos reativos com componentes da dieta, tornando-os
mais absortiveis (Olukosi et al., 2018). Corroborando parcialmente , Caldera et al. (2019),
observaram maiores concentragcdes de Cu na digesta de animais suplementados com sulfatos,
guando comparados com animais que receberam hidroximinerais, entretanto, os animais
alimentados com hidroximinerais excretaram mais Zn que 0s animais suplementados com
sulfatos.

Trabalhos recentes tém mostrado que o uso de hidroximinerais pode elevar a
biodisponibilidade de Cu e Zn para ruminantes, aumentando assim as concentracdes desses
minerais no plasma sanguineo e no figado (VanValin et al., 2018; VanValin et al., 2019). Ainda,
VanValin et al. (2018) observaram que o uso de Zn na forma de hidroximineral aumentou a
digestibilidade dos nutrientes comparado com a forma orgénica em ovinos.

Além de ligacBes antagonistas, a solubilidade dos microminerais pode prejudicar o
processo fermentativo. Em estudo “in vitro” Eryavuz & Dehority (2009), relataram que o zinco
soltvel ligado as particulas pode prejudicar a formagéo de biofilme microbiano e a digestéo da
MS, consequentemente. Semelhante aos resultados encontrados por Daniel et al. (2020), os
autores relataram que, em vacas leiteiras alimentadas com 35% de amido na dieta, a inclusdo
de hidroximinerais aumentou a digestibilidade da FDN, a concentracdo média de &cido butirico
reduziu. Além disso, os autores relataram aumento na producdo de gordura no leite e leite
corrigido para gordura e proteina em vacas multiparas, j& em vacas primiparas, esses efeitos
nao foram observados.

Em trabalho “in situ” feito por Guimardes et al. (2022), os autores utilizaram 12

novilhos angus, alimentados com dietas para vacas em lactacdo. Segundo os autores, a aplicacao
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de uma dose pulso de minerais na forma de hidroximinerais via canula ruminal aumentou a
digestdo da FDN e FDA, além de aumentarem a producdo total de AGCC, porém sem
modificacdes estequiométricas. Em discordancia, Caldera et al. (2019) ndo observaram
diferenca na digestibilidade da MS e FDN de novilhos canulados suplementados com
hidroximinerais.

Além de melhorias nos pardmetros ruminais, os hidroximinerais sdo capazes de
influenciar o desempenho de bovinos de corte. Em trabalho realizado por Cidrini et al. (2020),
120 novilhos Nelore em regime de pastejo foram alimentados com Cu e Zn na forma de
hidroximinerais ou sulfatos. Os autores observaram o aumento do ganho médio diario (37g/dia)
dos animais alimentados com hidroximinerais e, consequentemente, aumento no peso corporal
final dos mesmo em 6 kg quando comparados com animais aimentados com microminerais na
forma de sulfatos.

Ainda, Cidrini et al. (2020), ndo observaram diferencas nas concentracdes hepéticas do
novilhos alimentadas com Cu e Zn na forma de hidroximinerais. Contudo, Springman et al.
(2021), ao final do periodo experimental observaram aumento nas concentracdes hepaticas de
Cu em novilhas Angus alimentadas com hidroximinerais, entretanto, os autores nao
observaram diferengas no ganho de peso e prenhez dos animais suplementados.

De acordo com os dois experimentos realizados por Arthington & Spears (2007), a
suplementacdo isolada de Cu na forma de hidroximinerais ndo afetou as concentracGes
hepéticas de Cu em novilhas a pasto recebendo suplementacdo de milho ou melaco de cana-
de-acucar, da mesma forma, ndo houve resposta referente ao desempenho e consumo dos
animais. Entretanto, os autores mencionaram que a suplementacdo baseada em melago de cana-
de-agUcar diminuiu as concentracGes de Cu hepatico, independente da fonte utilizada.

A literatura mostra controvérsias em relacéo aos efeitos causados pelos hidroximinerais.
Em trabalho realizado por Hartman et al. (2017), os resultados mostraram redugdo nas
concentragOes hepaticas de animais alimentados com hidroximinerais quando comparados com
a suplementacdo na forma de sulfatos. Além disso, segundo Hartman et al. (2017), novilhas de
corte alimentadas com hidroximinerais apresentaram menor area de olho de lombo em
comparacdo com novilhas suplementadas com minerais na forma de sulfatos.

No entanto, ainda ha poucos trabalhos publicados sobre a utilizagdo de microminerais
na forma de hidroximinerais, deixando lacunas na literatura sobr sua utilizacdo, dosagens e

funcionalidade frente a categoria animal a ser trabalhada.
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2.2 MINERAIS E AMBIENTE RUMINAL

Mesmo representando apenas 4% da composicdo corporal dos animais, 0s minerais
estdo presentes em todos os tecidos corporais e sdo requeridos em varias funcées bioquimicas
do corpo, exercendo fungdes metabolicas vitais no organismo, refletindo o desempenho animal
(Véras et al., 2001). Envolvidos em quase todas as vias metabdlicas, 0s minerais exercem
funcGes importantes no desempenho reprodutivo, crescimento, metabolismo energético,
sistema imune e outras funcdes fisiologicas, com potencial em incrementar a produtividade
animal (Lamb et al., 2008).

Dentre a extensa gama de minerais, somente alguns elementos sdo considerados
essenciais aos animais: enxofre (S), calcio (Ca), fosforo (P), magnésio (Mg), potassio (K), sodio
(Na), cloro (Cl), cobre (Cu), cobalto (Co), molibdénio (Mo), zinco (Zn), ferro (Fe), fldor (F),
selénio (Se), silicio (Si), aluminio (Al), cromo (Cr), vanadio (V), niquel (N), iodo (1), arsénico
(As) e manganés (Mn). Os primeiros sete minerais sdo considerados como macrominerais
devido as exigéncias dos animais em maiores quantidades quando comparado com 0s outros
elementos citados posteriormente, sendo esses, conhecidos como microminerais (NRC, 2001).

Os minerais essenciais, sao denominados dessa forma devido a necessidade da adi¢do
dos mesmos na dieta, visto que o organismo animal ndo é capaz de produzi-los (Mendonca
Junior et al., 2011). Os macrominerais sdo importantes componentes estruturais de tecidos,
fluidos corporais e, também, na manutencao do equilibrio acido-base e osmolaridade (NRC,
2001). Os microminerais, como Cu e Zn, estdo presentes em menores quantidades no corpo e
sd80 necessarios para enzimas, coenzimas e proteinas celulares pois possuem funcGes
importantes em muitos processos enzimaticos no rimen (Durand e Kawashima, 1979).

A tentativa de atender as exigéncias animais pode afetar negativamente a atividade
ruminal, visto que, 0s requerimentos dos microrganismos sdo menores que as exigéncias do
animal (Hubbert et al., 1958). Em estudo “in vitro” realizado por Hubbert et al. (1958), os
autores observaram que, a adicdo desses minerais em forma de sulfatos (CuSO4 e ZnSO4),
mesmo em doses relativamente baixas, reduziram a digestao da celulose.

A caréncia ou a sobrecarga dos minerais no organismo animal pode gerar desordens
estruturais e/ou fisiologicas acompanhadas, na maioria das ocasides, por alteracdes bioquimicas
especificas (Mendonca Junior et al., 2011). Em alguns casos pode, até mesmo, causar alteracdes
na microbiota ruminal, como mencionado por Vazquez-Armijo et al. (2011), os autores

observaram bom crescimento microbiano no contetddo ruminal com doses de até 0,5 mg/kg de
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MS de Cu, porém quando ultrapassaram esse nivel foi observada protetlise de corpo
microbiano.

As alteracdes causadas devido a atuacéo desses minerais podem induzir a mudancas no
ambiente ruminal, afetando a producdo de AGCC e a digestibilidade da fibra (Pino & Heinrichs,
2016). Além disso, altas concentracfes de Cu (0,2% a 0,4%) no conteudo de “in vitro” podem
causar diminuicdo na producdo de CH4 (Napasirth et al., 2013). Concordando com isso,
Forsberg (1978), determinaram que € necessario a adicdo de 21 pg/mL de Cu no fluido ruminal
para que haja a diminuicao de 50% da producdo de gases durante o processo fermentativo.

Em trabalho realizado por Zhang et al. (2008), avaliando 4 inclus6es de CuSO4 (0, 10,
20 e 30 mg/kg de MS) na dieta de cabras alimentadas com 70% de feno, os autores observaram
maior digestibilidade do FDN e FDA e uma maior retencdo de N dos animais tratados com a
dieta contendo 10 mg/kg de MS em comparagdo com o grupo tratado com 30 mg/kg de MS.
Além disso, os autores relataram reducdo no CMS para os animais do tratamento 30mg/kg,
além de menor GMD e EA, diferente da dosagem de 10mg/kg de MS que foi responsavel por
aumentar o GMD e EA, sem diferencas nos resultados para o grupo tratado com 20mg/kg de
MS em relacdo ao grupo testemunha. Os autores atribuiram esses resultados a melhoria do
processo fermentativo ou aumento no crescimento microbiano causado pela dose de 10mg/kg
de MS.

Além de desempenhar um papel fundamental nas func@es fisiologicas dos animais, o
Cu tem sua participacdo fundamental no desenvolvimento de microrganismos ruminais
servindo como cofator de algumas enzimas, como citocromo oxidase, NADH desidrogenase e
superoxido dismutase (Kenney & Rosenzweig, 2012), porém seus valores de exigéncia para o
desenvolvimento de microrganismos ainda néo estdo muito bem estabelecidos.

Existem muitas divergéncias quanto a susceptibilidade a toxidez dos microrganismos
em relagdo as dosagens de Cu. De acordo com o estudo “in vitro” realizado por Forsberg
(1978), bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus e Butyrivibrio fibrisolvens foram
inibidos por 10, 20 e 30 pg/mL de Cu, respectivamente. Em contrapartida, doses mais elevadas,
como 100, 100 e 250 pg/mL de fluido de incubag&o foram necessarios para inibir o crescimento
de Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium e Streptococcus bovis, respectivamente.

Diferente das dosagens utilizadas em fluido de crescimento, Hernandez-Sanchez et al.
(2019) relataram que a dose entre 0,11 a 1,3 mg/kg de MS de CuSO4 s&o suficientes para
estimular a deaminacdo para a utilizacdo de N a nivel ruminal, além da utilizagdo de
carboidratos para a sintese de corpo microbiano. Diante do exposto, a solubilidade dos

microelementos se torna muito importante, visto que, as necessidades de Cu dos ruminantes
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variam conforme a espécie e chegam a 8-10 mg/kg de MS (NASEM, 2007; NASEM 2016;
NRC 2021), quantidades muito maiores que os exigidos pelos microrganismos.

A quantidade de microminerais solUveis no rimen é muito importante para 0 processo
de digestdo e absorcdo de nutrientes, visto que, apenas minerais solUveis estdo disponiveis para
uso ou interacdo com outras moléculas (Genther & Hansen, 2015). A alta solubilidade do Cu
no ambiente ruminal pode estar ligada a menor biodisponibilidade do mesmo. Gould & Kendall
(2011) relataram que altas concentraces de Mo no liquido ruminal (4-12 pg/mL de fluido)
pode causar a formacdo de tiomolibdatos, sdo esses, complexos insollveis, que diminuem a
absorcéo de Cu e, consequentemente, reduzem a biodisponibilidade do elemento (Silva, 2017).
Segundo Silva (2017), alguns outros fatores, também séo capazes de interferir na absorcdo dos
minerais a nivel intestinal, como por exemplo, alcool, gordura e fibra.

As respostas do processo fermentativo frente aos micronutrientes utilizados na dieta,
mostram-se semelhantes em experimentos “in vitro”. Bonhomme et al. (1979), observaram
diferentes respostas dos microrganismos frente a adicdo de ZnSOs, 0s autores relataram que a
adicdo de 25 pg/mL causou depressdo na degradacdo de celulose pelas bactérias ruminais,
entretanto, 0s protozoarios se mostraram resistentes a essa dosagem e, além disso, incorporaram
facilmente os Zn solGvel em sua estrutura.

Corroborando com os relatos anteriores, Martinez & Church (1970), observaram que a
incluséo de 20 pg/mL ZnSO. no fluido ruminal diminuiu em 31% a digestdo da celulose. Em
contrapartida, os autores mencionaram que a adi¢do de 5 pg/mL de ZnSO. aumentou em 24%
a degradacdo de celulose pelos microrganismos. Da mesma forma, Arelovich et al. (2000),
constatou que o fornecimento 250 ppm de Zn na dieta, acumulando a 7 ppm de Zn no contetido
ruminal, foi capaz de aumentar a producéo de propionato e reduzir a relacdo acetato:propionato,
contudo, dosagens de 470 ppm na dieta, atingindo concentra¢Ges de 12 ppm de Zn no conteido
ruminal causaram depresséo na digestibilidade da MS.

Em contrapartida, Forsberg (1978), relataram baixa sensibilidade de alguns
microrganismos ruminais em relagdo ao Zn soltvel, em estudo “in vitro” foi constatado que a
producéo de gases foi reduzida em 14% com a adi¢éo de 500 pg/mL de ZnSOs..

Além disso, Shaffer, (2016) reportou que animais suplementados com ZnSO4 tiveram
maiores concentragcbes de Zn solivel no ambiente ruminal, fazendo com que houvesse
diminuicdo da biodisponibilidade do mineral quando comparados com animais que receberam
suplementacéo na forma cloreto de Zn. Esse fato ocorre devido a interagdo do Zn com outros
ions (Fe, Ca e Cu) e fitatos que agem negativamente entre si e a agentes quelatantes encontrados

no ambiente ruminal (Lee et al., 2002).
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Diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos buscando alternativas para melhorar a
biodisponibilidade mineral, diminuir os danos ao processo fermentativo além de diminuir a
excrecdo desses metais pesados no meio ambiente, tornando a atividade mais sustentavel.
Segundo Spears & Kegley (2002), fontes de Zn, como complexo Zn Metionina, tem se
mostrado menos degradaveis pelos microrganismos ruminais, aumentando a passagem do
elemento para o intestino delgado e, por consequéncia, aumentando a biodisponibilidade do
mineral.

Da mesma forma, Spears et al. (2004), relataram que a suplementacdo com
hidroximinerais foi altamente soltvel (81,4%) em pH baixo (pH 2,2) e relativamente insoltvel
(0,6%) em agua (pH 7.0), diferente do observado quando utilizado CuSO4, com alta
solubilidade em agua (94,5%) e em um baixo pH (97,6%). Essa menor solubilidade em pH
préximo a neutralidade tem funcéo de prevenir a diminuicdo da degradacdo da MS advinda da
dieta (Genther & Hansen, 2015).

O uso de hidroximinerais é a tendéncia mais recente na nutricdo mineral, produzindo
complexos de metal inorganico hidrolisado. Essa estrutura utiliza 0 mesmo tipo de ligacdes
guimicas covalentes presentes nos minerais organicos o que confere a superioridade de ambos
em relacdo aos sulfatos, os quais tém ligacOes idnicas fracas. Estas ligaches covalentes,
caracteristicas dos hidroximinerais, sdo suficientemente fortes para limitar as reacGes
antagonistas evitando a rapida dissociagdo no trato superior, mas suficientemente fracas para
facilitar a absorcdo do metal no sitio desejado do trato digestorio dos animais, com liberacédo
lenta e gradual no local desejado. Assim sendo, os hidroximinerais tém biodisponibilidade

superior a sulfatos e normalmente custo inferior comparado a minerais organicos.

2.3 ZINCO (Zn)

O Zn é um metal leve de coloragio branco-azulado e brilhante. E um cétion divalente,
com numero atdmico de 30 e peso atdmico de 65,37. O zinco € encontrado em minérios como
o sulfeto (ZnS) e pode ser, frequentemente, associado a outros sulfetos de alguns metais como
Cu e Fe (Mcdowell, 2003). E o micromineral encontrado em maior quantidade no meio
intracelular e esta envolvido em funcdes cataliticas, estruturais e regulatérias (Pechova et al.,
2006).

Segundo McDowell, (1992), ha uma enormidade de fun¢Bes no metabolismo animal
ligadas ao Zn, como participacdo na estrutura enzimatica; expressdo genética de proteinas

ligadas ao crescimento; producdo, armazenamento e secre¢do de hormonios; fungdes imunes e
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reprodutivas; cicatrizagdo de feridas; crescimento microbiano; diviséo celular; metabolismo de
macronutrientes e &cidos nucleicos.

O oxido de zinco (ZnO) é um dos produtos mais utilizados na industria, sendo usado
para fabricacdo de uma enormidade de produtos com utilidade publica, como por exemplo, na
fabricagdo de cosméticos, plasticos, borrachas, sabonetes e tintas. O zinco é encontrado em toda
a extensao da superficie terrestre. Nas plantas os valores de concentracdo variam de 17 a 60
ppm, em cereais de 20 a 30 ppm e em humanos, normalmente, a concentracdo se aproxima de
30 ppm, correspondente a cerca de 2,2 g em uma pessoa normal (Mcdowell, 2003).

Aproximadamente 35% da absor¢do do zinco ocorre no abomaso e o restante nas
porcOes do intestino delgado, com destaque para o duodeno. Além disso, devido ao processo
fermentativo e dispersdo de outros elementos antagonistas no meio ruminal, ocorre também
uma diminuicdo da absorcdo de zinco, decorrente a formacdo dos complexos insoluveis. A
absorcdo de zinco se mostra em média de 12% em vacas maduras, 20% em bezerros de 5 a 12
meses e 55% em bezerros recém-nascidos (Miller & Cragle, 1965).

Apds a absor¢do do Zn, cerca de 85% da sua concentracdo total no corpo encontra-se
dentro de células (Outten & O’Halloran, 2001) e, seu armazenamento é feito, principalmente,
na forma de metalotioneina no figado (McDowell, 1992), vesiculas acessdrias (Outten &
O’Halloran, 2001), além de ossos, pelos, 13, musculos e testiculos (100 a 200 mg/kg de MS;
Suttle, 2010).

Segundo Suttle, (2010), a taxa de absorcdo de Zn pode ser influenciada de acordo com
o status de Zn dos animais, sendo observado aumento na absor¢do de Zn durante o periodo de
caréncia e diminuicdo da absor¢do quando ha saturacdo do mineral no organismo. Esse fato
ocorre devido a uma regulacdo positiva de transportadores intestinais de Zn (Cousins et al.,
2006).

O atendimento das exigéncias animais por Zn é complexo, segundo o NASEM (2016),
a necessidade de inclusdo é de 30 mg Zn/kg MS na dieta para prevenir retardo de crescimento
e anormalidades cutdneas em bovinos de corte. Entretanto, observamos na literatura
recomendacdes de adi¢do de 34 a 130 mg Zn/kg de MS (Samuelson et al., 2016).

A exigéncias parecem ser diferentes para fungdes distintas, segundo Underwood &
Somers (1969), as necessidades minimas de Zn para crescimento corporal sdo menores quando
comparadas as necessidades minimas para a espermatogénese e 1a em cordeiros, dessa forma,
os niveis de inclusdo de Zn para atender as necessidades de cordeiros destinados a producgéo de
14 s&o maiores do que cordeiros destinados a producéo de carne.
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A excrecdo de zinco é observada nas fezes, fluidos pancreéticos, biliares e em menores
quantidades na urina. O total do microelemento excretado é diretamente influenciado pelas
exigéncias do animal e pela quantidade absorvida (Mcdowell, 2003). A fonte de fornecimento
pode afetar a absorcdo de zinco pelos ruminantes, tradicionalmente esse mineral é
suplementado em forma de fontes inorganicas como ZnO e ZnSO4 (Underwood & Sulttle,
1999).

A deficiéncia em Zn € expressa com sinais clinicos como: alopecia, pele inflamada ao
redor do muflo, enrijecimento articular, rachaduras nos cascos, pele &spera e escamosa,
paraqueratose em orelhas e pescogo e crescimento retardado. Além disso, 0 zinco esta
envolvido no metabolismo da vitamina “A”, agdes de FSH e LH, esse elemento também ¢
fundamental na sintese de queratina, se tornando fundamental para a producdo e manutencgéo
de estruturas corneas como 0s cascos (Cunha Filho, 2006).

A privagdo grave de Zn esta diretamente ligada a alteragc@es bioquimicas no sangue e
nos tecidos, redugdo no consumo voluntério de alimento (Suttle, 2010) e, aliado a isto, ocorrem
problemas 0sseos e deficiéncias imunoldgicas (Vilela et al., 2011). A privacdo de Zn na dieta
de animais durante o periodo de gestacdo pode ocasionar em dificuldades no parto, retencdo de
placenta e toxemia da prenhez em ovelhas (Apgar et al., 1993).

Além dos efeitos adversos causados pela restricdo, adicdo excessiva de Zn pode causar
problemas ao metabolismo animal. Segundo Jenkins & Hidiriglou (1991), a incluséo de 500
mg de Zn por kg/MS de sucedaneo de leite afetou negativamente o crescimento de bezerros
pré-ruminantes, corroborando com os niveis maximos aceitados na literatura (NASEM, 2016).
Todavia, animais ndo ruminantes sdo mais resistentes do que 0s ruminantes as altas
concentracOes de Zn, isso se da, devido a diminuicdo da formacéo de fitatos e a vulnerabilidade

da microbiota ruminal frente a solubilidade do Zn no ambiente ruminal (Suttle, 2010).

2.4 COBRE (Cu)

O Cu é um elemento metélico, de pH alcalino, com nimero atdmico de 29 e peso
atdbmico de 63,5. O Cu é um elemento essencial, porém, quando utilizado de forma desordenada
também se torna toxico (Mcdowell, 2003). Esse mineral essencial é encontrado em uma grande
variedade de sais minerais e compostos organicos na forma bivalente. No organismo animal
esse elemento é encontrado em concentracfes elevadas no cérebro e figado (Gybina &
Prohaska, 2008).
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O Cu se apresenta na forma inorgénica, como sulfato de cobre, carbonato de cobre,
cloreto de cobre, 6xido de cobre e nitrato de cobre (McDowell, 2003) e hidroxicloreto de cobre
(Clarkson et al., 2021), ja na forma organica, o Cu pode ser encontrado como cobre lisina
(Kegley & Spears, 1994) ou proteinato de cobre (Ward et al., 1996).

O Cu é um mineral essencial que, habitualmente, constitui um organismo normal. As
concentragdes de Cu variam de acordo com a espécie e idade dos animais (Georgievskii, 1980).
Nos bovinos a concentracéo deste elemento esta entre 72 e 79% no figado, quando a capacidade
de armazenamento € ultrapassada, o excedente é liberado na corrente sanguinea causando
hemdlise massiva (Lewis et al., 1997).

A absorcéo do Cu presente no alimento ou na suplementagéo ocorre no intestino delgado
(Mcdowell, 2003). Posteriormente a isso, 0 Cu € absorvido e se liga a albumina para ser
carreado até o figado para ser estocado. A partir deste 6rgdo, o Cu pode se manter por tempo
prolongado em estoque, permanecer no estoque temporario e se manter unido a ceruloplasmina,
onde 95% do Cu sérico encontra-se ligado para posterior distribuicdo nos tecidos corporais
(McDowell, 1992), ou ser excretado juntamente a bile, ligado a metalotioneina hepatica, sendo
essa a maior via excretora do Cu (80%; Suttle, 1991).

Dentre as funcbes do Cu, se destacam o transporte de Fe, auxilio na transferéncia de
elétrons terminais da cadeia respiratoria para geracdo de energia dos tecidos e prote¢do contra
os radicais livres. Sua privacdo na alimentacdo animal pode ocasionar sinais clinicos, como
ataxia, falta ou méa formacao de pelos e 1&, despigmentacdo, anemia, desordem no crescimento
0sseo, susceptibilidade as infeccbes e, consequentemente, infertilidade e retardo no crescimento
de animais jovens (Suttle, 2010).

Os requerimentos e doses maximas toleraveis sdo diferentes para as categorias e
espécies animais, segundo o NASEM (2016), o requerimento para novilhos e vacas em
terminacdo é de 10mg/kg de MS de Cu, com limite toleravel de 40 mg/kg de MS, ja em ovinos
concentragdes diarias acima de 25 mg/kg de MS de Cu, podendo causar intoxicagdes agudas
com uma Unica ingestéo de 20 a 210 mg/kg de peso corporal (Borobia et al., 2022).

A suplementacdo com Cu nas formas inorgénicas torna o elemento disponivel no
ambiente ruminal (Spears et al., 2004), dessa forma, o Cu torna-se mais susceptivel a formagéo
de complexos com Mo e S chamados de tiomolibdatos. Esses complexos formados no rimen
tornam-se insollveis e indisponiveis para absor¢édo, fazendo com que haja deficiéncia mineral
mesmo com a suplementacdo fornecida em niveis (Mason, 1990).

Além dos compostos dietéticos, os protozoarios podem atuar no metabolismo do Cu por

serem formadores de S em animais ruminantes, sua defaunacdo do processo fermentativo por
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isolamento ou utilizacdo de antibi6ticos ion6foros pode aumentar a absor¢édo de Cu (Suttle,
2010).

Animais deficientes em Cu podem apresentar patologias sistémicas diversas. Palmer
(1993) cita que cdes alimentados com dietas pobres em Cu podem ser acometidos por
fragilidade 6ssea e claudicacdo. Em ovinos a preocupacao é com a suplementacdo excessiva
deste mineral. O Cu se acumula nos tecidos hepéaticos ao longo do tempo. Quando 0s
hepatocitos ficam saturados, ocorre uma alta liberagdo de Cu no organismo, causando danos
hepaticos, hemolise e, consequentemente, uma liberacdo da hemoglobina, gerando insuficiéncia

renal e a morte dos animais (Ortolani, 2002).

2.5 PANORAMA NACIONAL DA PECUARIA DE CORTE E PUBERDADE

A pecuéria de corte aumentou a produtividade em 176% de 1990 até 2018 enquanto a
area de pastejo regrediu 15% devido ao desenvolvimento de processos mais eficientes na area
de pastagens, suplementacGes e de biotecnologias (ABIEC, 2022). O numero de fémeas
expostas a inseminacdo artificial (IA) cresceu de 5 % para 23,5% de 2002 a 2022,
respectivamente (ASBIA, 2022), o que resulta em maior controle sanitario e zootécnico, além
de bezerros de maior mérito genético para caracteristicas de interesse comercial. Entretanto,
alguns aspectos relacionados as fémeas ainda podem ser melhorados para que ocorra maior
retorno produtivo.

A categoria de fémeas jovens destinadas a reproducdo (novilhas) é considerada
improdutiva até que ocorra o nascimento do primeiro bezerro, principal fonte de receita de uma
fazenda de cria. Portanto, um limitante para maior desenvolvimento da pecuéria de corte é a
idade elevada das fémeas ao primeiro parto, pois retarda o retorno financeiro a propriedade
rural (Nunez-Dominguez et al., 1993).

A idade ao primeiro parto (IPP) no rebanho brasileiro é elevada, em torno dos 40 meses
de idade, enquanto paises como os EUA apresentam o indice de IPP médio proximo de 24
meses (Nogueira, 2004; Day, 2015). No Brasil, a elevada IPP é resultado da exposicao tardia
das fémeas a reprodugdo, uma vez que as novilhas atingem a puberdade ao redor dos 22-36
meses de idade (Nogueira, 2004). Entretanto, para que as fémeas de corte tenham o maior
desempenho reprodutivo ao longo da sua vida produtiva, o ideal é que ela seja exposta a
reproducéo antes de dois anos de idade (Nunez-Dominguez et al., 1993).

No gado de corte, as estagdes reprodutivas, ou estagdes de monta (EM), sdo necessarias

para concentrar 0s nascimentos, programar oS manejos e otimizar a mdo de obra, sendo
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definidas de acordo com a sazonalidade de chuvas e producdo de forragens, basicamente. I1sso
faz com que novilhas que ndo estejam aptas a se reproduzir na EM sejam expostas a touros ou
a IA apenas no proximo ano, aumentando a IPP.

Na EM com touros ou IA convencional, apenas as novilhas puberes tém a chance de se
tornar gestantes, pois devem ter o aparelho reprodutivo e o eixo reprodutivo hormonal
competentes, além de apresentar sinais de estro. Na IATF o protocolo hormonal pode induzir
novilhas pré-puberes a primeira ovulagdo e, consequentemente, a puberdade, aumentando a
taxa de servigo, ou seja, percentual de fémeas em idade reprodutiva consideradas aptas e
expostas a reproducdo (Junior et al., 2010; Rodrigues et al., 2013). De qualquer forma, em
ambos os casos, pode-se realizar tratamento hormonal & base de progesterona (P4), anterior a
EM, com intuito de induzir a primeira ovulacdo e, consequentemente, elevar o nimero de
novilhas com CL na EM. Os protocolos hormonais para inducdo de puberdade sdo uma
ferramenta eficaz para elevar a taxa de servigo na EM, entretanto, ndo resolvem o real problema

da puberdade tardia que esta relacionado principalmente a genética e a0 manejo nutricional.

2.6 INDUCAO A PRIMEIRA OVULACAO

Por muitos anos novilhas zebuinas foram expostas a reproducdo com 21 a 24 meses de
idade e 60 a 65% do peso adulto, utilizando-se o conceito de idade e peso minimos (Arije &
Wiltbank, 1974). O limitante para a reproducdo, entretanto, era a baixa taxa de puberdade em
novilhas com idade e peso inferiores. Atualmente, como divulgado em eventos nacionais, a
idade e o peso das novilhas expostas a reproducdo reduziram expressivamente devido a
utilizacdo de protocolos de inducéo a ovulacgdo, as fémeas da raca Nelore séo expostas com 11
a 14 meses de idade e peso corporal inferior a 300 kg. Esse avanco foi otimizado pelos
protocolos hormonais de inducdo a ovulagdo, compostos, basicamente, por fontes de
progesterona e ésteres de estradiol (Day & Nogueira, 2012) em combinacdo com manejos
nutricionais adequados e utilizacdo de animais de maior mérito genético.

Para a otimizagdo do tempo de producdo com a reducdo do IPP, sdo utilizados
protocolos hormonais para induzir a primeira ovulacdo utilizando P4 natural ou sintética
(Anderson et al., 1996; Imwalle et al., 1998), de forma isolada ou em combinacao com estradiol
e seus diferentes ésteres (Rasby et al., 1998), GnRH e seus analogos (Madgwick et al., 2005)
ou prostaglandinas (PGF2a) e seus analogos (Pfeifer et al., 2009). Foi sugerido que a
progesterona atua na reducdo dos receptores hipotaldamicos de estradiol, reduzindo o feedback
negativo que bloqueia a liberacdo de GnRH (Day & Anderson, 1998).
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As taxas de ovulacdo obtidas ap6s os protocolos de inducdo sdo varidveis podendo
atingir até 100% em alguns estudos (Imwalle et al., 1998). Junior et al. (2010) relataram maiores
taxas de estro aos 45 dias da EM em novilhas Nelore que receberam Dispositivo intravaginal
(DIV) reutilizados (9 e 27 dias de uso), ou seja, com baixas concentracdes de P4, comparadas
a novilhas que receberam DIV novo. Rodrigues et al. (2013) obtiveram taxa de ovulagdo média
de 88% ao protocolo de indugéo de puberdade de 12 dias com DIV previamente utilizado por
27 dias. Além disso, os autores observaram maiores taxas de concepcdo quando o protocolo
para IATF iniciou aos 12 ou 14 dias apds o término do protocolo de inducdo, comparado a 10
dias.

Novilhas Nelore que se tornam gestantes na primeira EM ap6s o desmame, ou seja, até
0s 15 meses de idade, sdo denominadas superprecoces e significam reducao de um ano de custo
na recria e antecipacdao da lucratividade para o produtor. Além disso, quando a primeira pari¢ao
ocorre até os 24 meses de idade, em comparagao aos 36 meses, a producdo total de bezerros ao
longo da vida produtiva da fémea bovina é maior (Nunez-Dominguez et al., 1993). Dessa forma,
a selecdo genética de animais precoces na raca Nelore tem sido valorizada nos ultimos anos.

Outro fato que ainda ndo foi cientificamente relatado é se ha continuidade nos ciclos
estrais posteriormente a inducdo da primeira ovulacdo. Especula-se que um percentual de
novilhas retorne ao anestro apds a ovulagdo induzida, uma vez que tem sido observado a campo
uma baixa taxa de concepcdao em novilhas superprecoces expostas ao touro apds a primeira
IATF. Outro fato que pode estar relacionado e corroborar com isso é a elevada perda gestacional
observada nessa categoria de fémeas. Nogueira (2004) relatou que a primeira ovulacdo
fisiologica em novilhas Nelore resulta em um CL de vida curta, caracterizando um primeiro
ciclo estral curto. Além disso, pode haver uma maturacdo pos-pubere evidenciada pela maior
fertilidade obtida apds trés estros no inicio da puberdade (Perry, 2012). Também nesse aspecto
existe uma lacuna cientifica se 0 que ocorre de fato € a inducdo de puberdade ou apenas a
indugédo da primeira ovulagdo e, ainda, se ha diferenga entre novilhas precoces e tardias na

resposta ao protocolo hormonal para induzir a puberdade.

2.7 EFEITO DO COBRE E ZINCO NA REPRODUCAO

Os minerais desempenham algumas fungdes essenciais para 0 organismo dos animais.
A primeira delas diz respeito a sua participacdo como componentes estruturais dos tecidos
corporais (por exemplo Ca, P), também atuam nos tecidos e fluidos corporais como eletrélitos

para manutencdo do equilibrio acido-basico, da pressdo osmotica e da permeabilidade das
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membranas celulares (Ca, P, Na, Cl). Essas duas primeiras fungdes demandam grande
quantidade de minerais, por isso esses elementos sdo chamados de macrominerais. Por Gltimo,
0s minerais funcionam como ativadores de processos enzimaticos (Cu) ou como integrantes da
estrutura de metalo-enzimas (Zn) ou vitaminas (Co), sendo necessarios em pequenas
quantidades, por isso sdo chamados de microminerais, mas ndo sdo menos importantes.
Segundo (McDowell et al., 1993) os ruminantes que consomem forragens em uma area com
severa deficiéncia de cobalto (Co) ou cobre (Cu) sdo mais limitados pela falta desses elementos
do que por energia ou proteina.

Em relato literdrio feito por McDowell et al. (1993), os autores ilustram bem a
deficiéncia mineral das pastagens tropicais. De acordo com esse autor, 47% das pastagens
tropicais foram deficientes em cobre e 75% em zinco. Os microminerais impactam todas as
funcBes do organismo e na reproducdo ndo € diferente. Por exemplo, a maior disponibilidade
de microminerais como Cu e Zn tem sido associada ao aumento na fertilidade (Formigoni et
al., 2011). Um aumento na concentragdo desses microminerais durante o desenvolvimento
embrionario em bovinos aumentou o desenvolvimento dos embrides, indicando que esses
microminerais sdo extremamente importantes no metabolismo embrionadrio e no seu
crescimento (Hostetler et al., 2003).

Estudos como de Lequarré et al. (2001) e Picco et al. (2010) sugerem que esses minerais
podem alterar o metabolismo e a viabilidade embrionéria. Por exemplo, estudos mostraram que
adicdo de Zn na fertilizacdo “in vitro” pode diminuir os danos ao DNA e apoptose nas células
do cumulus (Picco et al., 2010), por agir como antioxidante (Anchordoquy et al., 2013). Além
disso, Anchordoquy et al., (2014) mostraram que 0 Zn aumenta a atividade da superdxido
desmutase (SOD) nas células do cumulus e isso pode ter um efeito antioxidante nos embrides.
No entanto, ndo ha nenhum estudo sobre o uso desses microminerais como suplemento de
novilhas Nelore e seu efeito na mortalidade embrionaria, bem como na producéo e qualidade
de embrides.

A suplementacéo injetavel de Zn aumentou a concentragdo plasmatica de P4 em vacas
submetidas a IATF (Anchordoquy et al., 2019). Da mesma forma, tem sido demonstrado que o
Zn inibe a apoptose em células luteais de ratos (Zhang et al., 1998) e a deficiéncia de Zn na
dieta pode causar uma diminui¢do do CL em camundongos (Taneja et al., 1990). Alem disso,
estudos apontam a importancia da superédxido dismutase de Cu/ Zn (Cu/ Zn-SOD) para manter
o0 tamanho de CL e a produgéo de P4 (Nishimura et al. 2008; Kawaguchi et al., 2013). A enzima
Cu / Zn-SOD é uma das principais no mecanismo de defesa celular de espécies reativas de

oxigénio (Ho, 2004). Assim, a ligacdo de Zn a SOD ¢ essencial para sua fungédo bioldgica
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adequada (Borchelt et al.,1994; Sahawneh et al., 2010). Em animais com deficiéncia de Zn, a
atividade reduzida da Cu / Zn-SOD pode danificar as células luteais, diminuir o tamanho de CL
e reduzir a producédo de P4. J& é bem demonstrado que o aumento da concentracdo de P4 pos
IA esta associado com o aumento da prenhez (Ferraz et al., 2016; Santos et al., 2018).

No geral, 0 Zn esta pouco disponivel no organismo animal, exceto quando fornecido na
dieta. Segundo Véazquez-Armijo et al. (2011), no geral, a deficiéncia de Zn na dieta de ovinos
e caprinos, afeta diretamente eventos como manifestacdo do comportamento de cio, reducéo na
espermatogénese, motilidade espermatica, atrofia de testiculos e tubulos seminiferos, além da
reducdo de funcdes celulares e, consequentemente, da satde animal.

Da mesma forma que o Zn, a deficiéncia de Cu também pode deprimir a atividade da
enzima SOD em ratos e, segundo Mitchell et al. (1988), ha uma relacdo direta com a deficiéncia
desse microelemento e a producdo de prostaglandinas pelo Utero em camundongos. Esses dados
ndo foram observados em bovinos, entretanto, Nazari et al. (2019) observaram que vacas
leiteiras com atividade lGtea normal apresentavam altas concentragdes plasmaéticas de Cu
guando comparadas com vacas apresentando atividade IUtea prolongada, curta, com atrasos na
ovulacdo e anovulatorias.

Du Plessis et al. (1999) induziram deficiéncia ciprica secundaria em ovelhas com a
suplementacdo de niveis elevados de Mo e Se, os autores relataram supressdo do
comportamento cio nas ovelhas, contudo, as fémeas continuaram ovulando. De acordo com 0s
autores, a reducdo da absorcdo de Cu devido a suplementacdo com antagonistas, reduziu a
atividade de estradiol, horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo-estimulante (FSH).

Mesmo em baixos niveis, a suplementacdo de Cu apresenta efeitos toxicos para
pequenos ruminantes, entretanto, em dosagens corretas (8 a 12 ppm para caprinos e 7 a 11 ppm
para ovinos; Vazquez-Armijo et al., 2011), esse microelemento faz-se necessario. Naziroglu et
al. (1998) relataram o aborto de 148, segundo os autores, a etiologia mais comum encontrada
foi a deficiéncia em micronutrientes, entre eles, o Cu.

Da mesma forma, Hidiroglou (1979), relatou que a deficiéncia de Cu inibe a nidacao
dos embriGes, causa perdas, perdas gestacionais precoces além de abortos no final da gestacdo
em cabras. Além disso, 0s autores mencionaram o aparecimento de fetos mumificados, lesdes
necroticas e hemorragia nas placentas. Por outro lado, altas concentragdes de Cu (120 ng/dL)
“in vitro” sdo capazes de danificar as células do cumulus, aumentar os danos ao DNA das
células, aumentar apoptose e reduzir atividade mitocondrial (Anchordoquy et al., 2017).

Vale ressaltar que a maioria dos estudos sobre o impacto dos microminerais na

reproducdo foram feitos “in vitro” ou usando o modelo de roedores. Deste modo faz-se
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necessario extrapolar os achados para a pratica nutricional de todos os animais. Muitos estudos
nutricionais controlados precisam ser realizados para determinar se 0s mesmos efeitos

observados em roedores também ocorrem no gado a campo.
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3 EFEITO DAS CONCENTRACOES E DA FONTE DE MICROMINERAIS NA
DIGESTIBILIDADE APARENTE DOS NUTRIENTES E PARAMETROS RUMINAIS
DE BOVINOS NELORE

3.1 INTRODUCAO

Os microminerais séo indispensaveis para muitos processos bioldgicos, desempenhando
papel importante em funcdes fisiologicas, estruturais, regulatorias e cataliticas (Suttle, 2010).
Diante deste cendario, microminerais como o Cu e Zn tém sido associados a melhores respostas
perante os desafios nutricionais da bovinocultura de corte (Hartman et al., 2017; Hilscher et al.,
2019; VanValin et al., 2018; VanValin et al., 2019).

Mesmo com a possibilidade do consumo de forragens de boa qualidade, ainda sim, ha
a necessidade da suplementacdo com micronutrientes essenciais para atender as exigéncias
fisioldgicas do animal. A suplementagdo mineral € um complemento alimentar necessario para
um desempenho animal além das expectativas (Silva et al., 2009).

As diferencas nas exigéncias entre hospedeiro e 0s microrganismos ruminais se tornam
um desafio para que haja um equilibrio na suplementacéo de Cu e Zn nas dietas, atendendo as
necessidades dos animais sem prejudicar o processo fermentativo no rimen. Segundo Genther
& Hansen (2015), apenas minerais sollveis sdo passiveis para 0 uso dos microrganismos e
interacdes com antagonistas no rimen. Portanto, pesquisas vém se desenvolvendo para produzir
moléculas com menor solubilidade ruminal (Cohen & Steward, 2014; Schimitt, 2018), embora
ainda permanegam disponiveis para a absorcéo no intestino delgado, diminuindo os prejuizos a
degradabilidade do substrato e retencdo de energia pelo animal (Spears et al. 2004).

Segundo Genther & Hansen, (2015), em estudo realizado com vacas leiteiras, a adi¢cdo
de microminerais na forma de sulfatos causou a diminuicdo da taxa de desaparecimento da
matéria seca quando comparados com animais ndo suplementados com microminerais ou
hidroximinerais, entretanto, os autores ndo observaram melhorias na digestibilidade da FDN.
Em contrapartida, Faulkner & Weiss (2017) observaram que vacas leiteiras alimentadas com
hidroximinerais de Cu, Zn e Mn nas doses de 10, 35 e 32 mg/kg suplementares,
respectivamente, apresentaram aumento na digestibilidade da FDN quando comparado com
minerais na forma de sulfatos (48,5 vs. 46,4%).

Além das possiveis melhorias em relacdo a digestibilidade aparente dos nutrientes,
Miller et al. (2020) observaram que, vacas alimentadas com hidroximinerais em dietas

compostas por silagem de milho hibrido, contendo menor quantidade de lignina, tenderam a
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aumentar a concentragédo total de AGCC quando comparadas com vacas alimentadas com
minerais em forma de sulfatos (121,5 vs. 116,0 mM).

Em estudo realizado por Guimardes et al. (2022), utilizamdo novilhos Angus canulados,
0s autores concluiram que a suplementacdo com Cu, Zn e Mn na forma de sulfatos resultaram
em menor digestibilidade aparente da FDA e FDN, além de menores concentracdes totais de
AGCC quando comparado com o tratamento composto por hidroximinerais. De forma conjunta,
os resultados mostrados sugerem gue as fontes de microminerais afetam a fermentacéo ruminal
e os parametros de digestibilidade, no entanto, poucos estudos sdo encontrados na litaratura
utilizando novilhos Nelore jovens, providos de canulas ruminais.

Baseado nessas consideracOes, hipotetizamos que: devido a menor sulubilidade no
ambiente ruminal, a inclusdo de Cu e Zn na forma de hidroximinerais resultard em maior
concentracdo molar de AGCC, menor concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NHzs), além de
proporcionar maior digestibilidade aparente dos nutrientes, resultando em aumento no ganho
de peso de novilhos Nelore.

Diante do exposto, 0s objetivos foram avaliar a suplementacao de Cu e Zn na forma de
hidroximinerais sobre os parametros de fermentacdo ruminal (AGCC, N-NHs, pH),

digestibilidade aparente dos nutrientes e desempenho de novilhos Nelore.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Instalacdes experimentais e animais

O estudo foi conduzido nas instalacbes do Laboratério de Nutricdo e Reproducédo
Animal (LNRA) pertencente ao Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Séo Paulo, localizada em Piracicaba — SP —
Brasil. Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de S3o Paulo (CEUA/FMVZ/USP; n° 6731261022) e do Comité de Etica no Uso de Animais
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (CEUA/ESALQ/USP n® 9921111220).

Foram utilizados 30 bovinos da raca Nelore, machos, castrados, com peso corporal de
aproximadamente 301,50 +5,67 kg (P = 0,98), providos de canulas no saco dorsal do ramen.

O numero de animais proposto foi baseado em estudos prévios feitos na unidade

experimental avaliando digestibilidade e pardmetros ruminais. De acordo com anélises
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realizadas, esse seria 0 nUmero minimo para obter resultados e significAncia estatistica nos
parametros citados anteriormente.
Os animais foram alojados em baias individuais com piso de concreto, contendo

comedouros e bebedouros individuais.

3.2.2 Delineamento e periodo experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos completos casualizados, com trés
tratamentos e dez repeticbes (N = 30). Os blocos foram definidos a partir do peso obtido na
pesagem inicial dos animais.

Os animais foram pesados em jejum hidrico e alimentar de 14 horas no inicio e final do
experimento. O experimento teve duracdo de 28 dias, composto por apenas um periodo
experimental, dividido em 21 dias de adaptacdo as dietas experimentais, 5 dias de coleta total
de fezes para avaliacdo de digestibilidade e 2 dias de colheitas de liquido ruminal em horas

alternadas.

3.2.3 Tratamentos experimentais e manejo alimentar

Os tratamentos foram definidos pela incluséo de fontes de minerais inorgénicos em
forma de sulfatos e 6xidos e em forma de hidroximinerais juntamente a um suplemento proteico
energético comercial, ofertado diariamente aos animais. Cada animal recebeu apenas um
tratamento durante o periodo experimental de 28 dias.

Os tratamentos experimentais consistem:

e ITM: (N=10) Grupo controle, composto por fontes de minerais inorganicos presentes no
suplemento (CuSO4 = 40mg/kg e ZnO = 148 mg/kg, por kg de suplemento);

e ITM2: (N=10) Fornecendo o dobro da concentra¢do de Cu e Zn presentes no tratamento
ITM, composto por fontes de minerais inorganicos presentes no suplemento (CuSO4 =
80mg/kg de suplemento e ZnO = 296 mg/kg, por kg de suplemento);

e HTM: (N=10) Grupo hidroximinerais, composto por minerais na forma de
hidroximinerais presentes no suplemento (Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de
suplemento).

O Suplemento proteico-energético foi ofertado diariamente na dosagem de 5g/kg de PV
a partir do peso inicial, seguindo as recomendacdes dos fabricantes (BellPeso SV® - Trouw
Nutrition, Amersfoort, Holanda). Os animais dos trés tratamentos experimentais receberam a
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suplementacdo em comedouros individuais. A composic¢ao quimica dos suplementos utilizados

no estudo esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo quimica do suplemento ofertado aos animais durante o periodo
experimental.

Tratamentos Experimentais?

Item? ITM1 ITM2 HTM

Perfil de Nutrientes,

MS, % 88,76 88,46 88,90
PB, % 26,42 26,97 26,71
FDN, % 10,59 10,74 10,99
FDA, % 5,84 5,43 5,59

EE, % 3,05 2,97 2,89

MM, % 6,39 6,87 6,40

Cu, mg/kg 40,00 80,00 40,00
Zn, mg/kg 148,00 296,00 148,00

IMS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido;
EE = extrato etéreo; MO = matéria organica; MM = Matéria mineral; Cu: niveis de Cu do suplemento; Zn: niveis
de Zn no Suplemento.

2ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
ITM2: tratamento contendo Cu = 80mg e Zn = 296 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO HTM:
tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

Outros minerais/nivel minimo: Ca = 23g/kg; P = 6 g/kg; Mg = 1 g/kg; S= 3 g/kg; F = 100 mg/kg; Mn = 30 mg/kg;
Co = 2,4 mg/kg; | =3 mg/kg; Se = 0,8 mg/kg.

Baseado no perfil nutricional dos alimentos, analisado de acordo com a metodologia da AOAC (1990).

O suplemento proteico-energético era ofertado separadamente da forragem em
comedouros individuais, ao inicio da manhd e, apds a ingestdo completa do suplemento, a
forragem era ofertada. Os animais tiveram acesso ad libitum ao pré-secado de Tifton-85
(Cynodon dactylon spp.), ofertada todos os dias as 08h00 (Tabela 2), permitindo sobra de
aproximadamente 5% de pré-secado em relacdo ao ofertado. A MS do ofertado e das sobras era
determinada diariamente em estufa de ventilagdo forcada 105° por 24 horas para a avaliacdo do
CMS e ajuste de fornecimento. Além disso, ao longo de cada periodo experimental, amostras
da oferta e sobra foram colhidas diariamente de forma composta e para posterior analise
bromatoldgica, a fim de monitorar a qualidade da forragem.

Entre os dias 23 e 27, a oferta e as sobras foram coletadas individualmente em forma
composta durante o periodo de digestibilidade para que as analises de consumo e sobra de
nutrientes fossem feitas precisamente.

Apos o término do estudo, as amostras foram secas em estufa de ventilagdo forcada a

55° por 72 horas e, posteriormente, moidas em um moinho de facas com peneira de crivos de 1
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mm para posterior anélise de MS total, proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN),
extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM) (AOAC, 1990).

Tabela 2 - Composicao quimica do pré-secado de Tifton-85 (Cynodon dactylon spp.) ofertado
durante o periodo experimental.

Item’ Composicdo da forragem ofertada
Perfil de Nutrientes

MS, % 50,11

PB, % 11,65

FDN, % 62,70

FDA, % 26,84

EE, % 2,96

MM, % 10,41

MO, % 89,59

IMS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente cido;
EE = extrato etéreo; MO = matéria organica; MM = Matéria mineral.
2Baseado no perfil nutricional dos alimentos, analisado de acordo com a metodologia da AOAC (1990).

3.2.4 Parametros de fermentagdo ruminal

No final da quarta semana foram realizadas colheitas de fluido ruminal em dois dias
alternados para que nao houvesse sobreposicdo dos horérios de manejo, esperando, também,
ndo alterar de forma brusca o padrdo alimentar dos animais, fazendo com que
complementassem 12 horas sequenciais de colheitas, o horario das colheitas foi estipulado a
partir do momento em que foram ofertadas as dietas experimentais aos animais, sendo essa, a
hO (D-27 =h0, h4, h8 e h12; D-28= h2, h6 e h10). As amostras do contetdo ruminal foram
obtidas de varios locais do rimen, formando uma amostra composta do conteddo ruminal.
Imediatamente apds a colheita, o contetdo ruminal foi filtrado em tecido de nylon de 150
micras. O fluido filtrado foi levado ao laboratério para mensuragdo do pH ruminal em pHmetro
digital (Nova Técnica, PHM, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Apos as mensuracfes de pH, as
amostras foram colocadas em frascos de 2 ml para armazenamento. Todas as amostras colhidas
permaneceram armazenadas a -20°C para posteriores analises.

Para a determinacdo de AGCC, utilizou-se 1,6 mL do fluido ruminal adicionado de 0,4
mL de solucdo 3:1 de &cido metafosforico 25% com acido férmico 98-100% e 0,2 mL de
solugédo de acido 2-etil-butirico 100 mM (padrédo interno) foram centrifugados a 15.000 g,
durante 15 minutos e a 4°C. Posteriormente, 0 extrato sobrenadante (£1,2 mL) de cada amostra

foi transferido para vials cromatograficos. Desse extrato, foi injetado 1 pL em cromatografo
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gasoso (CG HP 7890A,; Injetor HP 7683B, Agilent Technologies) equipado com coluna capilar
HP-FFAP (1909F-112; 25 m; 0,32 mm; 0,5 um; JeWAgilent Technologies). A injecdo foi
realizada automaticamente pelo sistema injetor. O gas de arraste utilizado foi 0 H2, mantido em
fluxo de 31,35 mL/min. A temperatura do injetor e detector foi de 260°C. O tempo total da
andlise cromatografica foi de 16,5 minutos, dividido em trés rampas de aquecimento: 80°C
(1min), 120°C (20°C/min; 3min) e 205°C (10°C/min; 2 min). A concentra¢do dos AGCC (mM)
foi determinada com base em uma curva de calibracdo externa.

A concentracdo de N-NH3 foi determinada pelo método colorimétrico descrito por
Chaney e Marbach (1962), adaptado para leitor de microplaca (BIO — RAD, Hercules, CA),
utilizando filtro para absorbéancia de 550 nm.

3.2.5 Digestibilidade aparente dos nutrientes

Ao final do periodo experimental, entre os dias 23 e 27, foram realizadas colheitas totais
de fezes para determinacdo da digestibilidade aparente dos nutrientes. A producéo total de fezes
de cada animal foi quantificada diariamente e, uma amostra (10% do total) foi armazenada a -
18°C para posterior analise quimica.

As amostras de oferta, sobra e fezes colhidas durante o ensaio de digestibilidade foram
analisadas no Laboratorio de Nutricdo e Reproducdo Animal (LNRA) do Departamento de
Zootecnia da ESALQ — USP. As amostras foram descongeladas, secas em estufas de ventilacdo
forcada a 55°C por 72 horas para determinacdo da MS parcial.

Posteriormente, as amostras foram processadas em moinho de facas com peneiras com
crivos de 1 mm. Para a determinacdo da MS total, foi realizada a secagem das amostras em
estufa a 105° C por 24 horas e a MM através da incineracdo das amostras em mufla a 550°C
por 4 horas, os métodos foram realizados de acordo com as metodologias propostas pela
association of official analytical chemists (AOAC, 2005). O teor de EE foi determinado
utilizando éter de petroleo um Extrator AnkomXT15 (Ankom Technology, Macedénia, EUA),
de acordo com AOAC (2005).

Para a determinacdo do nitrogénio total foi utilizado o método elementar, atraves
aparelho LECO Tru Mac® /N (Nitrogen Determinator, version 1,5x, St. Joseph, EUA). A PB
foi calculada determinando a quantidade de nitrogénio total e multiplicando-o por 6,25, como
fator de correcdo. A determinacdo da fracdo fibrosa foi realizada de forma sequencial,
utilizando alfa-amilase termoestavel e sulfito de sodio para analise de FDN de acordo com
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metodologia proposta por Mentens (2002) sendo utilizado o Analisador de Fibra Ankon 2000
(Ankon Tech. Corp.,Fairport, NY, USA).

A digestibilidade aparente dos nutrientes foi calculada a partir da seguinte férmula:
DATT (%) = (MSC x NMS) — (MSF x NMF) x 100
(MSC x NMS)
DATT = digestibilidade aparente no trato total;
MSC = matéria seca consumida;
MSF = matéria seca fecal,
NMF = porcentagem do nutriente na matéria seca fecal;

NMS = porcentagem do nutriente na matéria seca consumida.

3.2.6 Analises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o Procedimento MIXED do SAS 9.3.
Todos os dados foram analisados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro Wilk,
homogeneidade das variancias através do teste de Levene e retirada dos outliers com base no
valor do Residual studententizado.

Algumas variaveis respostas propostas no experimento como: digestibilidade aparente
dos nutrientes, foram analisadas utilizando o seguinte modelo estatistico: Yix = p + Di + bj +
Eij + (bP)jk + (DP)ik + Eijk, onde pn = média geral; D; = efeito fixo do tratamento; b; = efeito
aleatdrio de bloco e ejj; = erro residual.

As varaveis respostas ligadas aos parametros ruminais como: pH, AGCC e N-NH3,
foram analisadas utilizando o seguinte modelo estatistico: Yix = p + Di + bj + Ejj + P« + (bP)j«
+ (DP)ix + Eijk, onde p = média geral; D; = efeito fixo da dieta; bj = efeito aleatorio de bloco; ejj
= erro residual A; Pk = efeito fixo de hora; (bP)jx = efeito aleatdrio da interacdo entre bloco x
hora; (DP)ik = efeito fixo da interacao tratamento x hora; e eijjx = erro residual B.

As matrizes de covariancia “compound symmetry, heterogeneous compound symmetry,
autoregressive, heterogeneous auto regressive, unstructured, banded, variance components,
toeplitz e heterogeneou stoeplitz” foram testadas e definidas de acordo com o menor valor
obtido para “Corrected Akaike Information Criterion” (AICC). As médias dos tratamentos
foram obtidas através do comando LSMEANS. E considerado efeito significativo no teste de
Tukey quando P <0,05.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foi observado efeito significativo para o consumo de forragem com a inclusdo de
diferentes fontes e quantidades de Cu e Zn (P = 0.20; Tabela 3).

Em relacdo ao consumo de suplemento, era esperado que fosse semelhante entre os
tratamentos (P = 0.16), visto que, a oferta de suplemento foi feita com base no peso corporal
inicial dos animais (5g/kg/pv), que foi similar. Da mesma forma, néo foi observado efeito de
diferentes fontes e doses de minerais em relacdo ao CMS de forragem (P = 0.20) e CMS total

(P =0.13), como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Consumo de matéria seca de forragem, suplemento e total de novilhos Nelore (bos
indicus) em dietas de alto teor de volumosos.

. Tratamentos! " Valor de P3
Variaveis EPM
IT™M ITM2 HTM Tratamento
CMS Suplemento, kg/dia 1,51 1,50 1,51 0,01 0,16
CMS Forragem, kg/dia 4,52 4,60 4,36 0,06 0,20
CMS Total, kg/dia 6,03 6,10 5,87 0,06 0,13

1ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
ITM2: tratamento contendo Cu = 80mg e Zn = 296 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO HTM:
tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

2EPM = Erro padrio da média.

3Trat: efeito de tratamento.

As fontes e quantidades de Cu e Zn fornecidos aos animais ndo influenciaram o
consumo de nutrientes e a digestibilidade aparente dos nutrientes (Tabela 4). S&o encontrados
dados na literatura em que Cu e Zn, sdo capazes de afetar negativamente os parametros de
digestdo ruminal, esses efeitos prejudiciais ligados a digestibilidade aparente da FDN séo
atribuidos a niveis elevados de Cu, Zn em forma de éxidos e sulfatos suplementares, 30 e 470
mg/kg de MS, respectivamente (Zhang et al., 2008; Arelovich et al., 2000), diferente das
dosagens encontradas no presente estudo, possivelmente, justificando a auséncia de diferenca
no CMS e digestibilidade dos nutrientes. Um fator determinante € que nao ha a possibilidade
de avaliar individualmente cada microelemento em relagdo aos pardmetros citados

anteriormente.
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Tabela 4 - Consumo de nutrientes durante o periodo de coleta de dados para analise
digestibilidade aparente dos nutrientes de novilhos Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor
de volumosos.

Variaveis! Tratamentos? P Valor de P*
IT™M ITM2 HTM Tratamento
Consumo de Nutrientes, kg/dia
CMS 533 5,39 5,24 0,18 0,86
CMO 4,68 4,79 4,65 0,17 0,82
CFDN 2,84 2,87 2,79 0,11 0,87
CEE 0,16 0,16 0,15 0,01 0,35
CPB 0,76 0,78 0,75 0,07 0,28

Digestibilidade, %

MS 47,21 47,28 49,50 2,97 0,83
MO 51,43 52,35 53,71 2,79 0,85
FDN 49,94 49,48 50,38 3,08 0,98
EE 48,54 49,99 49,04 6,45 0,99
PB 52,12 53,40 53,22 1,43 0,73

IMS = matéria seca; MO = matéria organica; FDN = fibra em detergente neutro; EE = extrato etéreo; MM =
Matéria mineral; PB = proteina bruta.

2ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
ITM2: tratamento contendo Cu = 80mg e Zn = 296 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO HTM:
tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

SEPM = Erro padrdo da média.

“Trat: efeito de tratamento.

De acordo com relatos de experimentos “in situ ”, o aparecimento de efeitos prejudiciais
na fermentacdo decorrentes a suplementagdo com Zn é dose dependente e, a suplementacdo
superior a 250 ppm de Zn pode prejudicar a digestibilidade da fracdo fibrosa “in situ”, além de
prejudicar a biodisponibilidade de outros minerais, particularmente o Cu. Semelhante com o0s
dados relatados por Miller et al. (1989), a inclusdo de 1.000 mg/kg de MS de ZnSO. néo foi
capaz de afetar o CMS e producdo leiteira, entretanto, quando 2.000 mg/kg de MS de ZnSO.
foram utilizados, houve uma depressdo no CMS e na producéo leiteira. Além disso, Miller et
al. (1989) relataram que as concentrag¢fes de Cu plasmatico dos animais reduziram com a oferta
de altas doses de ZnSO..

Segundo Guimaraes et al. (2021), dosagens de 20, 40 e 60 mg suplementares de Cu, Mn
e Zn/kg MS, respectivamente na forma de hidroximinerais sdo capazes de aumentar a
digestibilidade da FDN e FDA quando comparado com as mesmas dosagens na forma de
sulfatos. Além disso, segundo os autores, a digestibilidade da MS e da PB tenderam a aumentar
com a inclusdo de minerais na forma de hidroximinerais. Ainda, 0s autores mencionaram que

animais tratados com minerais na forma de sulfatos apresentaram maiores concentracgdes de Cu
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e Zn no ambiente ruminal, associando esse fato, diretamente com a menor digestibilidade da
fibra.

Entretanto, Guimardes et al. (2021) utilizaram doses de Cu, Zn e Mn suplementares
superiores as fornecidas no presente experimento, além de serem 69%, 105% e 163%,
respectivamente, das exigéncias recomendadas para bovinos confinados (NASEM, 2016), que
possivelmente acentuaria os efeitos negativos dos minerais sollveis sobre a microflora ruminal.
Além disso, doses elevadas de Mn na forma de sulfatos também podem afetar negativamente a
digestibilidade da FDN (Gresakova et al., 2018).

Os efeitos do Cu, quando estudado individualmente, mostram resultados divergentes.
Arce-Cordero et al. (2020) trabalharam com suplementacdo de Cu em forma de sulfatos, porém,
revestidas com uma microencapsulacéo lipidica para que houvesse uma protecdo do elemento
a nivel ruminal e uma menor solubilidade no local. Os autores ndo encontraram modificacdes
na digestibilidade aparente dos nutrientes, corroborando com os dados observados no presente
estudo.

H& muitas divergéncias em relacdo ao potencial nocivo dos microelementos em forma
de sulfatos e Oxidos sobre a microbiota ruminal. Fatores como modo de fornecimento dos
microminerais e a capacidade dos mesmos em formarem complexos insollveis com outros
elementos (Arthington, 2005), além do sinergismo com outros minerais (Arce-Cordero et al.,
2020), sdo pontos importantes para entender a potencial toxicidade as bactérias ruminais.

N&o houve interacdo entre os tratamentos experimentais e o tempo (hora coleta) para
nenhuma das variaveis de fermentacdo ruminal estudadas. Do mesmo modo, as variaveis de
fermentacdo ruminal ndo apresentam efeito estatistico significativo de tratamento, ou seja, ndo
foram afetadas pela suplementagdo com Cu e Zn na forma de hidroximinerais. Entretanto,
houve efeito de tempo para a maioria dos parametros de fermentacdo ruminal, como producéo
de AGCC e relagdo C2:C3, como observamos na Tabela 5.

De fato, ha grande dificuldade de analisar individualmente a ac&o de cada microelemento
em relagdo aos pardmetros fermentativos em experimentos “in vivo” devido a existéncia dos
mesmos na grande maioria das fontes de alimentos utilizadas para os ruminantes. Da mesma
forma, dosagens de microminerais sollveis que afetam negativamente os parametros ruminais,
ainda ndo estdo muito bem estabelecidos devido a inconsisténcia dos dados encontrados na
literatura.

Diferentemente dos dados observados no presente experimento, Guimardes et al.
(2021), utilizaram 12 novilhos Angus, alimentados com dietas contendo principalmente feno

de qualidade intermediaria e suplementados com Cu, Zn e Mn nas dosagens de 20, 40 e 60
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mg/kg de MS, respectivamente. Os autores observaram maior produgdo de AGCC e menor
producdo de butirato para os animais tratados com HTM, atribuindo, dessa forma, esses
resultados ao aumento da digestibilidade da fibra apresentada pelo tratamento HTM. Efeitos
semelhantes foram encontrados quando 250 mg Zn/kg de MS foram adicionados ao contetdo
fermentativo em experimento “in situ ”’, segundo Arelovich et al. (2000), essa dosagem foi capaz
de aumentar a producdo de propionato e diminuir a relagdo C2:C3, entretanto, quando doses
maiores foram utilizadas (470 mg Zn/kg de MS), a producdo de propionato e relacdo C2:C3

apresentaram efeito quadratico.

Tabela 5 - Concentra¢do molar dos AGCC, relacdo acético:propidnico, total de AGCC, pH e
N-NH3 de novilhos Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de volumosos.

Variveis? Tratamentos! EPM? Valor de P*

IT™M ITM2 HTM Trat Hora T*H
Parametros de fermentag&o ruminal, mmol/dL
Acético 71,56 76,22 68,84 7,42 0,16 <0,01 0,99
Propiobnico 13,17 14,09 13,10 1,29 043 <0,01 0,70
Butirico 7,05 7,31 6,99 0,71 0,72 <0,01 0,76
isobutirico 0,77 0,76 0,72 0,07 0,39 <0,01 0,87
Valérico 0,64 0,70 0,67 1,14 041 053 043
Isovalérico 1,01 1,01 1,00 0,09 0,47 <0,01 0,37
C2:.C3 5,43 541 5,25 0,26 092 <0,01 0,14
Total 94,17 97,96 90,18 8,86 0,47 <0,01 0,69
pH 6,90 6,81 6,84 0,09 0,82 <0,01 1,00
N-NH3 12,85 14,76 14,43 0,58 0,07 023 0,72

1ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
ITM2: tratamento contendo Cu = 80mg e Zn = 296 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO HTM:
tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

2Producdo de AGCC em Mmol, relacéo acético:propionico, total de AGCC, pH e N-NH3 mg/dL

SEPM = Erro padrdo da média.

“Trat: efeito de tratamento; hora: efeito de hora; T*H: efeito da interacdo entre tratamento e hora.

Segundo alguns autores a solubilidade dos microelementos pode influenciar em
algumas variaveis, como pH ruminal. Em estudo “in vitro ” realizado por Nikolic et al., (1976),
0s autores relataram que menores valores de pH estariam relacionados a maior solubilidade de
microminerais. O que corrobora com as observagdes feitas por Oltjen et al. (1962), os autores
observaram pH ruminal inferior em dietas contendo grande quantidade de sulfatos. Entretanto,
esses dados se mostram divergentes, visto que, Guimardes et al. (2022), observaram maior
solubilidade ruminal quando as fontes de microminerais foram fornecidas em forma de sulfatos,
porém os autores ndo observaram diferencas em relacao ao pH ruminal de vacas leiteiras, dados

semelhantes foram observados por Guimarées et al. (2021) em novilhos Angus.
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Foi observado efeito de tempo em relacdo a producdo de N-NHs, sem efeitos
significativos de tratamento e interacdo tratamento e tempo. Essa resposta ocorre devido ao
padrdo fermentativo da dieta (Huntington & Archibeque, 1999). Além disso, a igualdade
estatistica entre os tratamentos demonstra uma semelhanca fermentativa na solubilidade dos
compostos nitrogenados da dieta, disponibilizando substrato para bactérias celuloliticas,
presentes em maior quantidade em dietas a base de forragem, para que houvesse uma maior
producdo de energia disponivel para absorcao em forma de AGCC.

A principal atencdo no processo fermentativo é para os AGCC, esses, por sua vez, Sao
considerados subprodutos do processo fermentativo ocasionado pelos microrganismos
ruminais, porém, para os ruminantes, 0s AGCC participam ativamente em 50 a 70% da energia
digestivel presente no alimento (Kozloski, 2002). Dessa forma, a semelhanca entre o0s
tratamentos em relacdo a digestibilidade aparente dos nutrientes e parametros de fermentagéo
ruminal, resultaria em uma igualdade no peso dos animais ao término do estudo (Tabela 6). Da
mesma forma, o ganho médio diario (GMD) e EA ndo foram afetados pela inclusdo de HTM,
como esperado, pois, essas variaveis sdo influenciadas diretamente pela maior retencdo de

energia, igualmente ao peso corporal final (Kozloski, 2002).

Tabela 6 - Peso inicial, final e ganho médio diario de novilhos Nelore (bos indicus) recebendo
dietas de alto teor de volumosos e diferentes fontes e quantidades de microminerais Cu e Zn.

Varidveis Tratamentos? EPM? Valor de P3

IT™ ITM2 HTM Tratamento
Peso Inicial 301.90 299.80 302.80 10.17 0.98
Peso Final 319.80 312.70 318.10 11.36 0.90
GMD 0.62 0.45 0.53 0.17 0.77
EA 0.11 0.07 0.10 0.04 0.72

2ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
ITM2: tratamento contendo Cu = 80mg e Zn = 296 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO HTM:
tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

2EPM = Erro padrdo da média.

3Tratamento: efeito de tratamento.

3.4 CONCLUSAO

A utilizacdo de Cu e Zn em forma de HTM e fontes convencionais como oxidos e
sulfatos foram semelhantes. Ndo houve modificacdes em relacdo as varidveis relacionadas a
digestibilidade aparente dos nutrientes, pardmetros de fermentagdo ruminal, consumo de
matéria seca e consumo de suplemento, consequentemente, ndo houve diferenca no

desempenho de novilhos Nelore canulados.
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4 EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM CU E ZN DE ALTA
BIODISPONIBILIDADE SOBRE O DESEMPENHO PRODUTIVO E
REPRODUTIVO DE NOVILHAS NELORE SUPERPRECOCES.

4.1 INTRODUCAO

A pecuaria de corte é uma das atividades econdmicas mais importantes no Brasil. Nos
ultimos anos, a pressdo contra a expansao acelerada desta atividade, em funcdo dos impactos
ambientais, fez crescer a demanda de tecnologias que permitiram aumentar a produtividade,
reduzir custos e garantir a sustentabilidade econémica, social e ambiental ligados ao sistema
produtivo. Projetos que visam a intensificacdo da pecuaria de corte sdo fundamentais para a
tecnificacdo da pecuéria e na protecdo do meio ambiente. Nesse contexto, o desenvolvimento
de tecnologias que reduzam a idade ao primeiro parto sao fundamentais para aumentar o nimero
de bezerros produzidos por vaca durante sua vida (Nunez-Dominquez et al., 1993).

O Nelore é a principal raca de gado de corte criada no Brasil, no entanto, um grande
problema dessa raca € a puberdade tardia das fémeas. H&4 um atraso no periodo de puberdade,
tornando os animais tardios, ou seja, fémeas entram em vida produtiva com 2 a 3 anos de idade,
ou até mais velhas (Gunski et al., 2001; Sereno et al., 2001; Ferraz et al., 2018). A idade
avancada na puberdade e, por consequéncia, ao primeiro parto € um fator que reduz o retorno
econémico da bovinocultura de corte (Eler et al., 2010). Deste modo, tem sido abordado que
novilhas Nelore submetidas a protocolos de “indugdo de puberdade” e de IATF e tornam-se
gestantes sdo denominadas novilhas precoces (até 18 meses) ou superprecoces (até 15 meses;
Brunes et al., 2022). Entretanto, essa denominacdo pode ndo estar correta, uma vez que a
utilizac&o de hormonios pode induzir uma ovulagéo e ndo necessariamente induzir a puberdade.
Dessa forma, acredita-se que novilhas induzidas através de protocolos hormonais, sem selegdo
para precocidade sexual (“tardias™) que ficam prenhes, sejam classificadas como precoces,
induzindo a uma falha na selecdo genética. Apesar dos protocolos hormonais serem uma
ferramenta efetiva, eles ndo podem modificar a genética da fémea.

Técnicos de campo relatam altas taxas de perda embrionaria e baixa taxa de prenhez nas
novilhas Nelore prenhes precocemente. No entanto, ainda ndo ha publicacGes cientificas que
avaliaram a taxa de perdas embrionarias precoce e tardia dessas novilhas ditas precoces. Na
maioria dos trabalhos, leva-se o estudo até a manifestacdo da puberdade ou até a prenhez aos
30 dias. Entdo, ndo é conhecido, primeiramente se novilhas gestantes precocemente apresentam

alta taxa de perda embrionéria, e se essa baixa taxa de prenhez é devido a novilha ser induzida
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a puberdade precocemente ou se é devido a outros fatores ainda ndo estudados. Ainda, é
largamente comprovado na literatura que novilhas pré-plberes apresentam baixa qualidade
embrionaria quando passam por producao “in vitro” de embrides (Kauffold et al., 2005; Landry
etal., 2016; Landry et al., 2018).

A maior disponibilidade de microminerais, como Cu e Zn, tem sido associada ao
aumento na fertilidade (Formigoni et al., 2011). O aumento na concentragdo de microminerais,
durante o desenvolvimento embrionério em bovinos, resultou em maior desenvolvimento da
prole, indicando que esses microminerais sdo extremamente importantes no metabolismo
embrionério e no seu crescimento (Hostetler et al., 2003).

Estudos, como de Lequarré et al. (2001), Picco et al. (2010), sugerem que esses minerais
podem alterar o metabolismo e a viabilidade embrionaria. Por exemplo, alguns trabalhos
mostraram que adicdo de Zn na fertilizacdo “in vitro” pode diminuir os danos ao DNA e
apoptose nas células do cumulus (Picco et al., 2010), por agir como antioxidante (Anchordoquy
et al., 2013). Além disso, Anchordoquy et al. (2013) mostraram que 0 Zn é capaz de aumentar
atividade da SOD nas células do cumulus e isso pode ter um efeito antioxidante nos embrides.
No entanto, ndo ha nenhum estudo sobre o uso desses microminerais como suplemento de
novilhas Nelore e seu efeito na mortalidade embrionaria, bem como na producéo e qualidade
de embrides das novilhas suplementadas.

Além disso, a deficiéncia secundaria de Cu pela formacao de tiomolibdatos através do
antagonismo do Cu soltvel no rimen e Mo, pode afetar o aparecimento de puberdade além de
atrasar ou deprimir por completo a apresentacao de estro e reduzir as taxas de concepcdo dos
animais (Phillippo et al.,1982; Underwood & Suttle, 1990). Da mesma forma, a deficiéncia em
Zn esta associada a atrasos na puberdade e diminuicdo da nidacdo embrionaria, além disso,
Balamurugan et al. (2017) relataram que, animais deficientes em Zn tem concentragdes mais
baixas de LH e FSH, principalmente machos.

Estudos recentes tém mostrado que o uso de microminerais na forma de hidroximinerais
pode elevar a biodisponibilidade de Cu e Zn para ruminantes, aumentando assim as
concentragfes desses minerais no plasma sanguineo e no figado (VanValin et al., 2018;
VanValin et al., 2019). Ainda, VanValin et al. (2018) observaram que o uso de Zn na forma de
hidroximinerais aumentou a digestibilidade dos nutrientes comparado com a forma organica
em ovinos. Contudo, os resultados apresentados sugerem que a suplementacdo com fontes de
hidroximinerais melhoram o status mineral dos animais e, consequentemente, melhoram o

desempenho produtivo e reprodutivo de novilhas dos bovinos, entretanto, ainda ha poucos
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trabalhos sobre microminerais na forma de hidroximinerais em relagdo aos parédmetros
reprodutivos de novilhas Nelore jovens.

Com base nas informacdes, foi criada uma hipdtese de que: As novilhas que receberem
Cu e Zn na forma de hidroximinerais apresentariam aumento nas concentragdes sanguineas e
hepéticas desses minerais, bem como aumento no ganho de peso. Da mesma forma, a
suplementacéo de Cu e Zn na forma de HTM influenciaria positivamente na taxa de puberdade
aos 15 meses e prenhez aos 20, 30 e 60 dias, além de reduzir a perda gestacional precoce e
tardia (aos 30 e 60 dias, respectivamente), melhorando também a producdo e qualidade de
oocitos e embrides.

Diante do exposto, os objetivos do presente estudo foram avaliar o efeito da
suplementacdo de Cu e Zn na forma de hidroximinerais sobre o desempenho, eficiéncia
alimentar, concentracdes sanguineas e hepaticas de Cu e Zn, assim como a porcentagem de
novilhas puberes aos 15 meses, a resposta a indu¢do de ovulacdo, taxa de prenhez aos 20, 30 e
60 dias e perda embrionaria aos 30 e 60 dias de novilhas Nelore alimentadas com dietas a base

de forragens.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 InstalagOes experimentais e animais

O estudo foi conduzido nas instalacbes do Laboratério de Nutricdo e Reproducdo
Animal (LNRA) pertencente ao Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo, localizada em Piracicaba — SP — Brasil
(22°43°30” S, 47°38’51” O). Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (CEUA/FMVZ/USP; n® 2472261022) e do Comité de
Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(CEUA/ESALQ/USP n°2017111220).

Foram utilizadas 213 novilhas Nelore advindas do mesmo criatério, com peso médio de
184,45 + 1,03 kg e 8 £ 1 meses de idade. Os animais foram alojados nas instalacfes
experimentais do confinamento do Laboratorio de Nutricdo e Reproducdo Animal (LNRA) do
Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) -
USP em Piracicaba.
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4.2.2 Delineamento e periodo experimental

O delineamento experimental utilizado foi de blocos completos casualizados, no qual
as novilhas foram designadas a cada bloco segundo a genémica para idade ao primeiro parto
(IPP) e distribuidas entre os tratamentos em funcéo da idade e do peso. As novilhas foram
alojadas em 40 baias coletivas, compostas por 5 ou 6 animais, cada baia recebeu apenas um
tratamento durante todo o periodo experimental. As novilhas foram previamente adaptadas as
instalagdes experimentais antes de receberem os tratamentos experimentais do estudo que durou
256 dias, subdivididos em 7 periodos de 28 dias cada e um periodo final mais longo, onde

ocorreram os trabalhos reprodutivos, com duracdo de 60 dias.

4.2.3 Tratamentos experimentais e manejo alimentar

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x2, com um fator nutricional e
outro reprodutivo. O fator nutricional consistiu na inclusdo de fontes de minerais em forma de
sulfatos e 6xidos (ITM) e em forma de hidroximinerais, juntamente a um suplemento proteico
energético comercial, ofertado diariamente aos animais. Cada baia recebeu apenas um
tratamento durante o periodo experimental que consistiam em:

e ITM: (N=106) Grupo controle, atendendo as exigéncias dos animais, composto por fontes
de minerais inorganicos presentes no suplemento (Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por
kg de suplemento);

e HTM: (N=107) Atendendo as exigéncias dos animais, composto por HTM presentes no
suplemento (Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/Kkg, por kg de suplemento).

O Suplemento proteico-energético foi ofertado diariamente na dosagem de 5g/kg de
PC a partir do peso usado no inicio de cada periodo como referéncia, seguindo as
recomendacdes dos fabricantes (BellPeso SV® - Trouw Nutrition, Amersfoort, Holanda).

O fator reprodutivo consiste no aparecimento da puberdade fisioldgica das novilhas
presentes em cada um dos tratamentos ITM e HTM e na indug@o hormonal a primeira ovulagao
das novilhas ndo puberes até os 14 meses de idade, formando os respectivos tratamentos:

e HP: (N=23) Novilhas tratadas com HTM com presenca de ovulacéo até os 14 meses de
idade;
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e HNP: (N=84) Novilhas tratadas com HTM sem presenca de ovulagdo até 0s 14 meses de
idade;

e IP: (N=23) Novilhas tratadas com ITM com presenca de ovulacdo até os 14 meses de
idade;

e INP: (N=82) Novilhas tratadas com ITM sem presenca de ovulacdo até os 14 meses de
idade.

Durante primeira US foi observado que uma das novilhas do tratamento ITM
apresentava aparelho reprodutivo subdesenvolvido e, a partir de entdo, foi retirada das analises
ligadas ao desempenho reprodutivo.

Os animais foram alimentados uma vez ao dia pela manhd, utilizando um vagéo
misturador de dieta total (Delaval®, Mnchriitistrasse, Suica) equipado com balanca eletrénica
com precisdo de 1 kg. A dieta era composta por pré-secado de Tifton-85 (Cynodon dactylon
spp.), 0s animais tiveram acesso “ad libitum” a agua.

A dieta era fornecida diariamente (06h00) apds a leitura de cocho, era permitida sobra
de 5% referente a oferta do dia anterior. Os excedentes da dieta foram quantificados
semanalmente, permitindo calcular o consumo de matéria seca (CMS) durante os periodos. As
novilhas foram pesadas em jejum de 14 horas no inicio e no final de cada periodo experimental
para avaliar seu desempenho e a eficiéncia alimentar (EA). A composi¢do quimica da forragem
e da suplementacgéo ofertada estdo expostas nas tabelas 7 e 8, respectivamente.

Tabela 7 - Composicao quimica do pré-secado de Tifton-85 (Cynodon dactylon spp.) ofertado
pra as novilhas durante os periodos experimentais.

Periodos Experimentais

Item? 1 2 3 4 5 6 7 8
Perfil de Nutrientes, (%)

MS, 45,06 47,27 59,39 49,18 39,71 48,31 53,24 50,72
PB, 11,16 9,95 13,27 1576 19,90 15,32 12,90 11,27
FDN, 58,79 64,91 59,25 57,45 55,07 63,14 64,07 60,43
FDA, 30,07 37,49 38,02 3454 33,62 3940 37,54 41,27
EE, 291 2,72 256 376 296 3,03 273 2,06
MM, 10,68 955 10,06 9,86 1053 9,75 9,37 10,70

IMS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente acido;
EE = extrato etéreo; MO = matéria organica.; MM = Matéria mineral.
2Baseado no perfil nutricional dos alimentos, analisado de acordo com a metodologia da AOAC (1990).
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Tabela 8 - Composic¢do quimica dos suplementos ofertados para as novilhas durante os periodos
experimentais.

Tratamentos experimentais?

Item I™ HTM
Perfil de Nutrientes,

MS, % 88.76 88.90
PB, % 26,42 26,71
FDN, % 10.59 10.99
FDA, % 5.84 5.59

EE, % 3.05 2.89

MM, % 6.39 6.40

Cu, mg/kg 40.00 40.00
Zn, mg/kg 148.00 148.00

IMS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em detergente cido;
EE = extrato etéreo; MO = matéria organica; MM = Matéria mineral; Cu: niveis de cobre do suplemento; Zn:
niveis de zinco no Suplemento.

2ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
HTM: tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

Outros minerais/nivel minimo: Ca = 23g/kg; P = 6 g/kg; Mg = 1 g/kg; S= 3 g/kg; F = 100 mg/kg; Mn = 30 mg/Kkg;
Co = 2,4 mg/kg; | = 3 mg/kg; Se = 0,8 mg/kg.

Baseado no perfil nutricional dos alimentos, analisado de acordo com a metodologia da AOAC (1990).

Amostras mensais foram colhidas da oferta e das sobras da dieta, e congeladas a -18 °C
para posterior andlise quimica. O teor de matéria seca (MS) da oferta e das sobras foram
analisados para posterior calculo do CMS. As amostras foram descongeladas, secas em estufas
de ventilacdo forcada a 55°C por 48 horas para determinacdo da MS parcial. Posteriormente, as
amostras foram processadas em moinho de facas com peneiras com crivos de 1 mm. Para a
determinacdo da MS total, foi realizada a secagem das amostras em estufa a 105° C por 24
horas e a MM através da incineracdo das amostras em mufla a 550°C por 4 horas, 0os métodos
foram realizados de acordo com as metodologias propostas pela association of official
analytical chemists (AOAC, 2005). O teor de EE foi determinado utilizando éter de petrdleo
um Extrator AnkomXT15 (Ankom Technology, Maced6nia, EUA), de acordo com AOAC
(2005).

Para a determinacdo do nitrogénio total foi utilizado o método elementar, atraves
aparelho LECO Tru Mac® /N (Nitrogen Determinator, version 1,5x, St. Joseph, EUA). A PB
foi calculada determinando a quantidade de nitrogénio total e multiplicando-o por 6,25, como
fator de correcdo. A determinacdo da fracdo fibrosa foi realizada de forma sequencial,
utilizando alfa-amilase termoestavel e sulfito de sodio para analise de FDN de acordo com
metodologia proposta por Mentens (2002) sendo utilizado o Analisador de Fibra Ankon 2000
(Ankon Tech. Corp.,Fairport, NY, USA).
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4.2.4 Avaliacdo de puberdade e prenhez

Aos 14 meses de idade, as novilhas foram separadas em novilhas puberes e nao paberes.
As novilhas que apresentaram corpo lateo (CL) nas duas US com 7 dias de intervalo foram
consideradas puberes esponténeas, enquanto as novilhas sem CL foram submetidas a um
protocolo de indugdo de ovulagcdo hormonal e foram consideradas novilhas induzidas pela
puberdade. Esse protocolo foi realizado com implante intravaginal de progesterona (P4) de baixa
concentracdo (0,5 mg) por um periodo de 12 dias. Ao retirar o implante P4, foi aplicado 0,5 mg
de Cipionato de Estradiol (CE).

Foram consideradas puberes induzidas as novilhas que apresentaram CL na US em 7 ou
14 dias apds o término do protocolo. Além disso, 14 dias ap6s o protocolo de indugéo a primeira
ovulacdo, todas as novilhas puberes espontaneas e induzidas foram sincronizadas com um
protocolo de inseminagéo artificial em tempo fixo (IATF), no qual as novilhas receberam um
implante de P4 (0,5 mg) e 2,0 mg de Benzoato de Estradiol (BE) via IM no dia 0. Sete dias ap6s
o inicio do protocolo de IATF, o implante de P4 foi retirado e foram aplicados 0,5 mg de CE,
0,500 mg de cloprostenol (Analogo PGF2a) e 200 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG)
via IM. As novilhas foram inseminadas 48 horas ap0s a retirada do dispositivo P4.

Todas as novilhas foram submetidas a ultrassonografia do aparelho reprodutor para
identificacdo do diametro e perfusdo sanguinea do corpo luteo (CL) por meio de US Power-
Doppler 20 dias ap6s a IA. Novilhas apresentando CL com sinais de perfusdo sanguinea
superiores a 25% foram consideradas gestantes (P20). As novilhas foram novamente
submetidas a US 30 e 60 dias ap6s a IA para confirmacgéo de prenhez por deteccdo do embrido
(P30) e do feto (P60), respectivamente. Assim, foi calculada a porcentagem de perda
embrionaria precoce (P20 — P30), tardia (P30 — P60) e prenhez (P60).

4.2.5 Analises das concentracdes sanguineas e hepaticas de cobre e zinco

No inicio dos protocolos de 1A e ap6s o Gltimo diagndstico de gestacdo, 20 animais de
cada grupo nutricional (40 animais) foram submetidos a procedimento de biopsia hepatica para
avaliacdo da concentracdo de Cu e Zn no tecido. O método utilizado para o procedimento de
bidpsia hepatica utilizada no presente estudo ja foi detalhadamente descrito por Braga et al.
(2009). Segundo os autores, 0 ponto ideal para introducdo da agulha utilizada na puncao é no
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11° espago intercostal direito, aproximadamente 20cm abaixo da linha dorsal, na intersecéo de
uma linha imaginéria entre a tuberosidade externa do ileo e a escdpula e outra linha
perpendicular ao 11° espaco intercostal. Este ponto corresponde a posicao topografica do lobo
direito do figado. Apds tricotomia e antissepsia do local com detergente a base de clorexidina,
iodopovidona e alcool 70%, as agulhas de biopsia foram introduzidas no figado por acesso
percutaneo e transtoracico. A quantidade de material coletado foi de aproximadamente 0,59,
esses fragmentos foram limpos com solucéo fisioldgica e armazenados em freezers a -20° C
para posterior analise por espectrometria de absor¢do atdmica.

O sangue foi coletado na veia coccigea, localizada na base da cauda dos animais, em
tubos com K2EDTA. As amostras de plasma foram preparadas para analise de oligoelementos
para determinar a quantidade de Cu e Zn, foi utilizada a espectrometria de absorcao atdmica,

conforme descrito por Pogge e Hansen (2013).

4.2.6 Andlises estatisticas

As baias foram utilizadas como unidades experimentais para analise de CMS, GMD e
EA. O CMS analisado foi calculado dividindo-se 0 CMS da baia pelo numero de novilhas na
baia. O GMD analisado foi 0 GMD médio das novilhas no curral. Os valores médios de CMS
e GMD foram utilizados para calcular a EA.

Novilhas foram utilizadas como unidade experimental para analise das variaveis P20,
P30, P60, perda embrionaria precoce e tardia, bem como variaveis de producdo embrionaria.

As analises estatisticas foram realizadas usando os procedimentos MIXED e GLIMMIX
do SAS 9.3. Na interpretacdo e discussao dos resultados, adotou-se efeito significativo quando
P < 0,05 e tendéncia quando 0,05 < P < 0,10. Todos os dados foram analisados quanto a
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro Wilk, homogeneidade das variancias pelo teste
de Levene e remocgédo de outliers com base no valor residual studentizado. Os conjuntos de
dados que ndo respeitam nenhuma das premissas estatisticas foram submetidos a

transformacdes logaritmicas, inversas ou de raiz quadrada.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se interacdo entre tratamento e periodo para CMS, ao desdobrar a interagdo
podemos observar que, o tratamento HTM apresentou diminuicdo de 6,77% no CMS de
forragem (P < 0,01) quando comparado com o tratamento ITM durante o periodo 5 (CMS =
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4.68 vs 5.02 kg/MS, respectivamente). Entretanto, durante o periodo 8 o tratamento HTM
apresentou aumento de 4,49% no CMS de forragem em relacdo ao tratamento ITM (CMS =
5.35 vs 5.11kg/MS, respectivamente), conforme mostrado na figura 1. Também, o CMS de
forragem médio por animal durante o estudo foi de 4,27kg por dia, representando CMS médio
1,67% e consumo de FDN de 1,01% do peso corporal, composto por pré-secado de fibra longa.

Como esperado, houve efeito de periodo em relagdo ao CMS. Essa variavel é
diretamente influenciada pelo peso corporal dos animais, resultando em diferenca entre
periodos, com resposta semelhante ao peso corporal dos animais, CMS de forragem e
suplemento, tanto em quilos quanto em porcentagem do peso corporal.

De acordo com os resultados apresentados no experimento 1, o CMS de forragem nao
foi influenciado ao inicio do estudo. Entretanto, a diferenca apresentada em relacdo ao consumo
de forragem, ndo é bem entendida, pois sdo escassos na literatura os efeitos de fontes de

hidroximinerais ao longo do tempo.

Figura 1 - Consumo de matéria seca de forragem de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de
alto teor de volumosos.
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!0 CMS de forragem de cada baia foi dividido pelo nimero de novilhas por baia e apresentada em quilogramas
por animal.

27 Periodos experimentais com duracéo de 28 dias e um periodo experimental com duragdo de 60 dias.

3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
HTM: tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

4EPM = Erro padrdo da média.

SValor de P = Tratamento efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interagdo entre tratamento
e periodo.
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N&o houve interacdo entre os tratamentos experimentais e o periodo para o consumo de
suplemento em kg/dia (P = 0,54) e para o consumo de suplemento em relagcéo a porcentagem
de peso vivo (P = 0,92). O suplemento foi oferecido diariamente com peso fixo, estipulado no
inicio de cada periodo. O calculo foi feito a 5 gramas por quilo de peso corporal ao inicio de
cada periodo, ap0s 28 dias 0s animais foram novamente pesados para avaliar o GMD e corrigir
a oferta de suplemento, conforme Figuras 2 e 3. A igualdade entre os tratamentos em relagéo
ao consumo de suplementos ocorreu devido a igualdade no peso dos animais dos dois

tratamentos ao inicio de cada periodo.

Figura 2 - Consumo médio diério por animal de suplemento proteico-energético de novilhas
Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de volumosos.
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10 consumo de suplemento de cada baia foi dividido pelo nimero de novilhas por baia e apresentada em

quilogramas por animal.

27 Periodos experimentais com duracéo de 28 dias e um periodo experimental com duragéo de 60 dias.

3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
HTM: tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

4EPM = Erro padrdo da média.

SValor de P = Tratamento efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interagdo entre tratamento

e periodo.
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Figura 3 - Consumo de suplemento proteico-energético em porcentagem do PC de novilhas
Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de volumosos.
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10 consumo de suplemento ofertado e apresentado com base na porcentagem do peso corporal de cada animal

27 Periodos experimentais com duracéo de 28 dias e um periodo experimental com duragdo de 60 dias.

3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
HTM: tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

4EPM = Erro padrdo da média.

SValor de P = Tratamento efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interagdo entre tratamento
e periodo.

N&o houve interacdo entre suplementacdo x periodo. Entretanto, houve interacdo entre
puberdade e periodo (Puberdade*Periodo) (P=0,02), foi observado que novilhas consideradas
precoces iniciaram com maior peso corporal 4,10% maior que as novilhas ndo precoces, e
permaneceram com maior peso corporal ao longo do estudo (Pi: 190,56 vs 182,76; P1: 206,77
vs 199,43; P2: 221,05 vs 211,78; P3:237,83 vs 230,21; P4: 258,91 vs 250,89; P5: 280,37 vs
271,16; P6: 296,20 vs 285,68; P7: 308,28 vs 299,85; PF: 354,12 vs 340,82) , quando comparadas

a novilhas ndo precoces, independentemente do tratamento, conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4 - Peso corporal médio de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de
volumosos.
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'Nos dias 0, 28, 56, 84, 112, 140, 168, 196 e 256 0 peso corporal dos animais foi coletado individualmente em
jejum hidrico e alimentar de 14 horas

27 Periodos experimentais com duracéo de 28 dias e um periodo experimental com duragdo de 60 dias.

3HP: novilhas do tratamento HTM com presenca de ovulagéo até os 14 meses de idade; HNP: do tratamento HTM
sem presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade; IP: novilhas do tratamento ITM com presenca de ovulagéo
até os 14 meses de idade; INP: novilhas do tratamento ITM sem presenca de ovulacdo até os 14 meses de idade.
4EPM = Erro padrdo da média.

SSuple*Perio: efeito interacdo entre suplementacéo e periodo; Puber*Perio: efeito interagdo entre puberdade e
periodo; S*P*P: efeito de interacdo entre suplementacdo, puberdade e periodo.

Um padrdo de resposta semelhante foi observado por Barroso (2019), o autor relatou
gue novilhas mesticas (Angus x Nelore), filhas de touros com DEP elevada para circunferéncia
escrotal, também apresentaram peso inicial maior quando comparadas com novilhas de DEP
inferior, o padréo de resposta se repetiu para taxa de puberdade e peso a puberdade. Além disso,
Terakado et al. (2015), ao avaliarem 26.977 animais Nelore em estacdo de monta de um rebanho
durante os anos de 1986 e 2004, observaram que novilhas consideradas precoces desmamavam
mais pesadas quando comparados com novilhas ndo precoces, dado que se mostra hereditario,
visto que, fémeas precoces em fase reprodutiva produziam bezerros mais pesados ao desmame
guando comparadas com fémeas ndo precoces. Fato esse que pode justificar o desmame e a
permanéncia do peso mais elevado de novilhas precoces quando comparadas com novilhas

consideradas ndo precoces.
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Outro fator importante na manutencao do peso corporal mais elevado é a igualdade no
ganho de peso dos tratamentos. Sem modificacfes na utilizacdo dos nutrientes da dieta e no
padrédo fermentativo, como mostrado na tabela 4 e 5, respectivamente (Exp. 1).

O GMD nao foi influenciado pelo tratamento HTM ao longo dos periodos experimentais
(Tratamento*Periodo), porém, assim como o peso corporal, houve interacdo
Puberdade*Periodo para GMD. As novilhas precoces apresentaram GMD 10,63% maior que
as novilhas ndo precoces no oitavo periodo, 0,76 kg vs 0,68kg (P = 0,02), conforme mostrado
na Figura 5.

Houve também uma oscilacdo no GMD dos animais entre os periodos experimentais,
ao inicio do estudo, a forragem fornecida aos animais apresentava melhor qualidade, com maior
PB e menor FDN (Tabela 7.), quando comparado com os periodos finais, principalmente

periodo 6 e 7, esse fato justifica a queda no desempenho mostrado na Figurab.

Figura 5. Ganho médio diario de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de
volumosos.
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'Nos dias 0, 28, 56, 84, 112, 140, 168, 196 e 256 0 peso corporal dos animais foi coletado individualmente em
jejum hidrico e alimentar de 14 horas para posterior calculo do GMD.

27 Periodos experimentais com duracéo de 28 dias e um periodo experimental com duracéo de 60 dias.

3HP: novilhas do tratamento HTM com presenca de ovulagéo até os 14 meses de idade; HNP: do tratamento HTM
sem presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade; IP: novilhas do tratamento ITM com presenca de ovulagdo
até os 14 meses de idade; INP: novilhas do tratamento ITM sem presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade.
4EPM = Erro padrdo da média.

SSuple*Perio: efeito interacdo entre suplementacdo e periodo; Puber*Perio: efeito interagdo entre puberdade e
periodo; S*P*P: efeito de interacdo entre suplementacéo, puberdade e periodo.
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Os efeitos encontrados na literatura em relacdo a produtividade ligada aos
hidroximinerais apresentam algumas inconsisténcias. Sd0 mostrados efeitos promotores de
desempenho, como aumento na producdo de AGCC (Guimardes et al., 2020) e,
consequentemente, maior retencdo energética. Por outro lado, em estudo “in vitro” conduzido
por Eryavuz & Dehority (2009), foi observada a diminuicdo do biofilme e, consequentemente,
menor digestdo da celulose quando fontes de Zn sollveis em altas concentragdes (50 pg/ml)
foram adicionadas ao conteudo ruminal. Porém, estudos “in vivo” sd0 menos consistentes na
expressao desses resultados (Genther & Hansen, 2015). Segundo os autores, um fator de suma
importancia para que haja prejuizo no processo fermentativo sdo as doses solUveis no ambiente
ruminal.

Em estudo realizado por Miller et al., (1989), ndo foi observada diminuicdo no CMS de
vacas alimentadas com 1.000 de ZnSO. kg/MS, porém, quando a dose ofertada foi a de 2.000
de ZnSO. kg/MS, foi observada reducdo no CMS devido a possiveis efeitos negativos em
relacdo a digestibilidade, além disso, os autores relataram reducdo na producédo leiteira dos
animais. Outro fato observado, é o aumento da producao de propionato causada pela inclusao
de altas doses de Zn soluvel (Froetschel et al., 1990; Arelovich et al., 2000; Bateman et al.,
2004). Essas modificagdes ndo foram observadas durante o Experimento 1, mostrando uma
possivel semelhanca na acdo entre HTM e CON em relacdo ao ambiente ruminal, justificando
a igualdade entre os tratamentos em relacdo ao CMS e GMD.

Semelhante aos resultados obtidos no presente estudo, Ryan et al. (2015) ndo
observaram efeitos em relacdo ao ganho de peso quando novilhos mesti¢os foram tratados com
hidroximinerais, igualmente aos resultados obtidos por Springman et al. (2021). Os autores nao
observaram efeitos de GMD em novilhas angus ao substituirem fontes de minerais
convencionais em forma de sulfatos por fontes de hidroximinerais.

Em estudo conduzido por Yasui et al. (2014), os autores concluiram que a inclusdo de
hidroximinerais tem a capacidade de modular positivamente a capacidade antioxidante no
plasma de vacas leiteiras multiparas em periodo de transi¢ao, porém a producdo e composicao
do leite ndo foi afetada pela inclusdo de diferentes fontes de minerais. Corroborando com 0s
dados obtidos por Faulkner et al. (2017), os autores também n&o observaram diferencas
produtivas quando houve a inclusdo de hidroximinerais na dieta de vacas leiteiras, mesmo com
capacidade de apresentar melhores valores na digestibilidade da fibra dietética (Faulkner &
Weiss, 2017).

Igualmente aos dados de CMS e GMD, néo foram observadas diferengas significativas

entre os tratamentos em relacdo a EA (Figura 6). Fato esperado, visto que, trata-se de uma



76

variavel composta pelos resultados obtidos a partir de CMS e GMD que, por sua vez, também

ndo apresentaram diferencas estatisticas.

Figura 6 - Eficiéncia alimentar de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de
volumosos.
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1 A EA das novilhas foi feita a partir do ganho médio diario obtido nos dias 0, 28, 56, 84, 112, 140, 168, 196 e 256
e do CMS das novilhas durante os periodos experimentais

27 Periodos experimentais com duragéo de 28 dias e um periodo experimental com duracdo de 60 dias.

8ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
HTM: tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

4EPM = Erro padrédo da média.

SValor de P = Tratamento efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interagdo entre tratamento
e periodo.

Ao inicio do experimento, os animais tinham 8 + 1 meses de idade, apds atingirem 0s
12 meses de idade, foram realizadas ultrassonografias semanais para avaliar a idade a puberdade
desses animais. A suplementacdo com HTM ndo influenciou a idade a puberdade de novilhas
aos 12, 12,5, 13 e 13,5 meses de idade, conforme Tabela 9.
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Tabela 9 - Inicio da puberdade em novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de
volumosos.

o Tratamentos3 Valor de P*
HTM IT™

12 meses 2/107 (1,86%) 0/105 (0%) 0,97

12.5 meses 6/107 (5,61%) 6/105 (5,71%) 0,97

13 meses 18/107 (16,82%) 13/105 (14,29%) 0,61

13.5 meses 23/107 (21,49%) 23/105 (21,90%) 0,94

IA avaliagdo ginecoldgica para observacdo do aparecimento de puberdade iniciou-se durante o periodo 5e se
estendeu até que se iniciassem os protocolos de indugdo a ovulacéo e IATF

2 |dade a primeira ovulacédo espontanea.

3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de CuSO4 e ZnO;
HTM: tratamento contendo Cu = 40mg e Zn = 148 mg por kg de suplemento na forma de HTM.

“Valor de P = Tratamento efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interagdo entre tratamento
e periodo.

Apds a avaliacdo ginecologica dos animais e 0 aparecimento dos animais paberes, todos
os animais foram submetidos a um protocolo de IATF, as novilhas que permaneceram sem
prenhez apds a primeira A foram submetidas a um segundo protocolo de IATF. Os resultados
da prenhez total ndo foram influenciados (P = 0,42) por nenhum dos tratamentos, conforme

mostrado na figura 7.

Figura 7 - Taxa de prenhez, ao final do estudo de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de
alto teor de volumosos.

2Valor de P
Suple=0,63
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L A IATF das novilhas ocorreu durante o periodo 8 para que ndo houvesse interferéncia de manejos nos resultados
2HP: novilhas do tratamento HTM com presenca de ovulagéo até os 14 meses de idade; HNP: do tratamento HTM
sem presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade; IP: novilhas do tratamento ITM com presenca de ovulagéo
até os 14 meses de idade; INP: novilhas do tratamento ITM sem presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade.
3Suple: efeito de suplementacdo; Puberdade: efeito de puberdade; S*P: efeito de interacéo entre suplementacdo e
puberdade
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Ao avaliar os resultados de prenhez separadamente, ndo houve efeito de suplementagéo,
puberdade ou interacdo entre suplementacdo e puberdade, tanto em rela¢éo a prenhez aos 20,
30 e 60 dias, quanto nas perdas gestacionais precoces ou tardias. Apos ser submetida a um
segundo protocolo de inseminacdo artificial em tempo fixo, observou-se efeito (P = 0,05) da
puberdade para prenhez aos 20 dias, em que o tratamento HP apresentou melhores resultados
para gestacdo aos 20 dias, quando comparado ao HNP e INP, porém n&do houve efeito para as
demais variaveis, conforme mostrado na Tabela 10.

As variaveis ligadas aos parametros produtivos e reprodutivos ndo foram afetadas pela
inclusdo de HTM. Esse fato, se d, pois, as novilhas do tratamento ITM, mesmo com status de
Cu hepatico inferior quando comparado ao tratamento HTM antecedendo a IATF, ndo teriam
sido consideradas deficientes em microminerais, segundo os intervalos de referéncia sugeridos
por Kincaid (1999).

Ao final do periodo 7 e 8, demarcando o inicio e final dos protocolos reprodutivos,
respectivamente, foram feitas coletas de sangue e de tecido hepético para avaliacdo das
concentracdes de Cu e Zn e, com isso, o status mineral dos animais. Foi observado efeito de
tratamento para as concentra¢fes sanguineas de Cu (P = 0,04), em que o tratamento HTM
apresentou menores concentragdes sanguineas de Cu quando comparado ao grupo ITM
anteriormente a IATF (0,70 vs 0,76 mg de Cu/L de sangue, respectivamente; Figura 8),
diferente disto, a suplementacdo com hidroximineral ndo afetou as concentragdes de Zn no
sangue (Figura 9).

Houve interacdo (P = 0,02) entre tratamento e periodo para as concentra¢fes de Cu no
tecido hepatico. O tratamento HTM apresentou maior concentracdo hepatica de Cu quando
comparado ao tratamento ITM (18,11 vs 16,87 mg de Cu/kg de tecido, respectivamente) antes
da IA, ao final do periodo 7, entretanto, ao final do periodo 8, apds os protocolos reprodutivos,
ndo foram observadas diferencas nas concentracdes hepaticas das novilhas tratadas com HTM
ou ITM (Figura 10). N&o houve efeito de tratamento ou interagdo entre tratamento e periodo
para as concentracdes de Zn no tecido hepatico, porém, houve efeito de periodo (P = 0,04), em
que os animais dos dois tratamentos apresentaram maiores concentragdes de Zn no tecido

hepatico ao final do estudo (Figura 11).
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Figura 8 - Concentragdes plasméticas de Cu de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto
teor de volumosos.
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12 A coleta de sangue foi feita ao final do periodo que antecedia os protocolos reprodutivos e posteriormente aos

mesmos (periodo 7 e 8, respectivamente).
3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de CuSO4
e ZnO; HTM: tratamento contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de HTM.

4EPM = Erro padrédo da média.
STrat = efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interacéo entre tratamento e periodo.

Figura 9 - Concentracdes plasmaticas de Zn de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto
teor de volumosos.
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12 A coleta de sangue foi feita ao final do periodo que antecedia os protocolos reprodutivos e posteriormente aos
mesmaos (periodo 7 e 8, respectivamente).

3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de CuSO4
e ZnO; HTM: tratamento contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de HTM.

“EPM = Erro padrdo da média.
5Trat = efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interacéo entre tratamento e periodo.
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Figura 10 - ConcentracOes hepéticas de Cu de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto
teor de volumosos.
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12 A biopsia hepatica foi feita ao final do periodo que antecedia os protocolos reprodutivos e posteriormente aos
mesmos (periodo 7 e 8, respectivamente).

3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de CuSO4
e ZnO; HTM: tratamento contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de HTM.
4EPM = Erro padrdo da média.

STrat = efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interacéo entre tratamento e periodo.

Figura 11 - Concentrac6es hepaticas de Zn de novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto
teor de volumosos.
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12 A biopsia hepatica foi feita ao final do periodo que antecedia os protocolos reprodutivos e posteriormente aos
mesmos (periodo 7 e 8, respectivamente).

3ITM: tratamento controle contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de CuSO4
e ZnO; HTM: tratamento contendo Cu = 40mg/kg e Zn = 148 mg/kg, por kg de suplemento na forma de HTM.
“EPM = Erro padrdo da média.

5Trat = efeito de tratamento; Periodo: efeito de periodo; T*P: efeito de interacéo entre tratamento e periodo.
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Embora concentragdes hepéticas e plasmaticas sejam usados com frequéncia para
avaliar status mineral em seres vivos, 0 Zn e armazenado com mais eficiéncia nos rins e 0ssos
(Underwood, 1977; Rojas et al., 1995).

Segundo Small et al. (1997) status de Cu se modifica nos tecidos em diferentes fases
fisiologicas da fémea e, de acordo com as informagdes citadas pelos autores, as concentracdes
de Cu maiores no periodo de estro quando comparadas ao periodo de 21 dias ap6s a concepgao,
0 que justificando efeito de periodo das concentracbes plasmaticas de Cu e interacdo
tratamento*periodo das concentracfes hepaticas de Cu, visto que, as primeiras coletas foram
feitas quando os animais ainda ndo haviam entrado em estacdo reprodutiva, diferentemente do
ocorrido na segunda coleta, em que as fémeas ja haviam sido inseminadas e encontravam-se,
em maioria, prenhes.

Houve interacdo entre suplementacéo e puberdade na producédo de odcitos grau 2 (P <
0,01), odcitos grau 3 (P < 0,01), odcitos viaveis (P < 0,01) e producao total de embrides por
animal (P < 0,01), conforme tabela 11. A menor producdo de odcitos pode estar ligada a uma
interacdo hormonal entre presenca de CL e desenvolvimento folicular (Pfeifer et al., 2009).
Essa possivel interacdo pode ser apresentada de diversas formas, pois cada CL tem uma funcao
hormonal individual, podendo atuar de forma sisttmica ou local na populagdo folicular
(Bartlewski et al., 2001; Shabankareh et al., 2009).

E possivel que um CL ativo iniba de forma acentuada a foliculogénese. De acordo com
Matton et al. (1981) a presenca de foliculos dominantes foi reduzida em animais que
apresentavam CL de ciclos anteriores ainda no momento da aspiracéo, resposta foi semelhante
na contagem de foliculos antrais (>3 mm) em ovelha (Bartlewski et al., 2001), o que justificaria
os resultados obtidos no presente estudo.

Além disso, alguns dados presentes na literatura relatam redugdes nos niveis de estradiol
em vacas leiteiras com presenca de CL nos ovarios (Hajarian et al., 2015; Santos et al., 2009),
bem como uma reducéo significativa na quantidade e qualidade dos foliculos produzidos pelos
animais (Penitente-Filho et al., 2014). Segundo Hajarian et al. (2015) esses efeitos séo
observados em tanto foliculos com CL ipsilateral quanto em ovarios sem presenca de CL. Esses
efeitos supressores do CL em relacdo a producgéo de odcitos e, por consequéncia, na producao
total de embrides, pode ser justificado devido a efeitos supressores da P4 nos pulsos de LH, que

é um grande responsavel pelo crescimento final dos grandes foliculos dominantes.



82

Tabela 10 - Taxa de prenhez e perdas gestacionais referentes a IATF em novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de volumosos.

Varidveis ! Tratmentos® Valor de P?

HP HNP IP INP Puberdade Suplementacéo P*S

1°1A
Prenhez 20D 15/23 (65.21%) 49/84 (58.33%) 15/23 (65.21%) 53/82 (64.63%) 0,65 0,70 0,70
Prenhez 30D 12/23 (52.17%) 44/84 (52.38%) 10/23 (43.48%) 44/82 (53.66%) 0,11 0,22 0,92
Prenhez 60D 11/23 (47.82%) 38/84 (45.24%) 9/23 (39.13%) 41/82 (50.00%) 0,22 0,44 0,59
Perda Precoce  3/15(20.00%) 5/49 (10.20%) 5/15 (33.33%) 8/53 (16.98%) 0,11 0,22 0,92
Perda Tardia 1/12 (8.33%)  6/44 (13.64%) 1/10 (10.00%)  4/44 (9.09%) 0,98 0,82 0,64

20 |A
Prenhez 20D 6/8% (75.00%) 12/35° (34.29%) 4/8% (50.00%) 10/29° (34.48%) 0,05 0,37 0,36
Prenhez 30D 4/8 (50.00%)  7/35(20.00%)  4/8 (50.00%)  8/29 (27.59%) 0,98 0,98 0,98
Perda Precoce  2/6 (33.33%)  5/12 (41.66%)  0(0.00%)  2/10 (20.00%) 0,98 0,98 0,98

'Prenhez 20D = diagndstico de gestagdo 20 dias apos a IA; Prenhez 30D = diagndstico de gestacdo 30 dias apos a IA; Prenhez 60D= diagnostico de gestacdo 60 dias apds a IA;
Perda Precoce= perda gestacional entre 20 e 30 dias de gestacdo; Perda Tardia = perda gestacional entre 30 e 60 dias de gestacdo;

2HP: novilhas do tratamento HTM com presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade; HNP: do tratamento HTM sem presenca de ovulagio até os 14 meses de idade; IP:
novilhas do tratamento ITM com presenca de ovulacdo até os 14 meses de idade; INP: novilhas do tratamento ITM sem presenga de ovulacéo até os 14 meses de idade.

abcNa linha, médias sem sobrescritos em comum séo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

SPuberdade: efeito de puberdade; Suplementagio: efeito de suplementagdo; P*S = efeito de interacdo entre puberdade e suplementacao.
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Tabela 11. Producdo média de odcitos e embriGes em novilhas Nelore (bos indicus) em dietas de alto teor de volumosos.

Tratamentos? EPM? Valor de P®
Variaveis HP HNP IP INP Puberdade Suplementacéo P*S
Odcitos G1 0,35 0,20 0,53 0,42 0,06 0,18 0,06 0,59
Odcitos G2 0,92¢ 2,10? 1,43° 1,38 0,19 0,01 0,96 <0,01
Odcitos G3 9,94¢ 19,832 13,21° 12,17° 1,15 <0,01 0,03 <0,01
Odcitos Viaveis 11,22¢ 22,132 15,17° 13,96° 1,26 <.0,01 0,07 <0,01
Total de Embrides 3,25¢ 6,032 4,87° 3,75¢ 0,38 0,03 0,66 <0,01

'HP: novilhas do tratamento HTM com presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade; HNP: do tratamento HTM sem presenca de ovulacéo até os 14 meses de idade; IP:
novilhas do tratamento ITM com presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade; INP: novilhas do tratamento ITM sem presenca de ovulagdo até os 14 meses de idade.

abeNa linha, médias sem sobrescritos em comum séo diferentes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2EPM: Erro padrdo da média.

SPuberdade: efeito de puberdade; Suplementacao: efeito de suplementagdo; P*S = efeito de interagdo entre puberdade e suplementacéo.

A funcdo individual dos minerais ainda é pouco relatada em relacdo ao desenvolvimento folicular, em estudo realizado por Lamb et al.
(2008), os autores ndo observaram efeito da suplementacdo de diferentes fontes de microminerais quando comparadas com novilhas nao
suplementadas em relacdo a quantidade de foliculos ovarianos e CL em novilhas angus, porém, os autores nao avaliaram o status total e individual
dos minerais no corpo dos animais. Corroborando com isso, Stokes et al. (2018), também n&o relataram diferencas significativas em relacdo ao
numero de foliculos em novilhas Angus suplementadas com fontes de microminerais injetaveis, porém, semelhante ao presente estudo, observaram
aumento no status de Cu hepatico.

Em estudo realizado por Dantas et al. (2019), animais suplementados com fontes organicas de minerais apresentaram maior nimero de
foliculos recuperados na aspiracao folicular quando comparados com animais suplementados com fontes inorganicas e, mesmo com boa correlagdo
para as concentracfes de Zn, ndo foram observadas diferencas no status plasmatico e hepéatico de Zn nos animais do grupo tratado com fontes
organicas. Segundo os autores, 0 Unico elemento em maior concentragdo hepética foi o Co, apresentando, também, correlagéo positiva com a maior

recuperacgdo de 00citos.
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Ha grande dificuldade em entender o maior numero de odcitos coletados de novilhas
HNP, visto que, ainda ndo ha um entendimento concreto em relacdo aos microelementos de
forma individual nos processos reprodutivos. Mesmo o Zn apresentando boa correlagdo com a
maior recuperacao de odcitos (Dantas et al., 2019) tratando-se de um antioxidante, melhorador
de status metabolico (Anchordoquy et al., 2013), o que justificaria a maior recuperacdo de
odcitos das novilhas HNP. N&o foram observadas diferencas nas concentracBes de Zn

plasmaéticas e hepéticas, conforme pode ser observado nas figuras 8 e 9.

4.4 CONCLUSAO

A substituicdo de fontes inorganicas convencionais de microminerais, como sulfatos e
oxidos por fontes alternativas, como os hidroximinerais ndo afeta o status mineral hepatico e
sanguineo, tdo quanto vardveis como consumo de matéria seca, peso corporal, ganho médio
diario e eficiéncia alimentar de novilhas Nelore superprecoces. O fator precocidade influenciou
positivamente o0 peso corporal dos animais ao longo do estudo.

Da mesma forma, a suplementacéo com fontes alternativas de Cu e Zn nao foi capaz de
melhorar os resultados de prenhez aos 20, 30 e 60 dias, igualmente a perda gestacional precoce
e tardia (aos 30 e 60 dias, respectivamente)

Observou-se, também, que as fontes de hidroximinerais, tdo quanto o fator precocidade,
ndo afetam o desempenho reprodutivo das novilhas. Entretanto, as interacGes entre
suplementacéo e puberdade devem ser avaliadas em mais estudos para que haja uma percepcgéo
mais agucada das respostas observadas.

A utilizacdo de hidroximinerais na nutricdo de novilhos Nelore jovens deve ser avaliada
guanto a sua viabilidade financeira, visto que, a producdo desses compostos agrega valor aos
produtos comercializados, fazendo com que, esses, sejam mais onerosos ao produtor,

aumentando os custos da atividade.
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