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SCALIANTE-JUNIOR, J.R. Perfil plasmatico de é&cidos graxos e taxa de
concepcédo em vacas Nelore suplementadas com semente de girassol. 2021. 79
f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.

RESUMO

A suplementacdo com compostos ricos em &cido linoléico (AL), dentre esses a
semente de girassol (Helianthus annuus L.), favorece a taxa de concepc¢édo em fémeas
bovinas, entretanto, os mecanismos de tal efeito sdo pouco conhecidos. Em estudos
prévios, realizados por esse grupo, verificou-se que a suplementacdo com semente
de girassol durante 22 dias iniciada no dia da IATF ou no dia da retirada do implante
da TETF, aumentou a taxa de concepgcdo em 18%. Hipotetizou-se que tal
suplementacdo promova um incremento nas concentracdes plasmaticas AGPI e uma
acao efetiva no aumento da concepcado. Para tanto, objetivou-se: a) determinar os
perfis plasmaticos de 41 &cidos graxos em vacas nao suplementadas (n=13) ou
suplementadas (n=14) com semente de girassol por 17 dias no DO, D7, D10, D13 e
D16 (DO = dia da IATF e inicio da suplementacdo com semente de girassol) -
Experimento 1 e; b) comparar as concentracdes plasmaticas de colesterol,
triglicerideos, HDL, VLDL, LDL, taxa de concepc¢édo no D30 e D60 (DO = dia da IATF)
e a mortalidade embrionaria entre D30 e D60 em vacas Nelore submetidas a IATF ndo
suplementadas (Grupo Controle; n= 108) ou suplementadas com semente de girassol
por 23 dias a partir do DO (Grupo Girassol; n=102) - Experimento 2. No Experimento
1, as fémeas suplementadas com semente de girassol apresentaram aumento nas
concentracdes plasmaticas de acido estearico (C18:0) no D10, D13 e D16 e &cido
oleico (C18:1 n9,c) no D13 e verificou-se uma diminuicdo de &cido palmitico (C16:0)
no D7, D10 e D13 e acido linoléico (C18:2 n6,c) no D13 e D16 comparado ao Grupo
Controle; o acido alfa-linolénico (C18:3 n3) foi constatado somente no plasma das
vacas tratadas com semente de girassol. No experimento 2, ndo observou-se
diferenca na taxa de concepcao no D30 e D60, assim como a taxa de mortalidade
embrionaria compreendida entre os dias 30 e 60. Vacas suplementadas por 23 dias
com semente de girassol tiveram um aumento de concentracdo plasmatica de

colesterol, triglicerideos, VLDL e LDL, comparado nos mesmos dias de coleta ao



grupo controle; jA& o HDL foi maior no final do tratamento (D22) no grupo controle
guando comparado ao grupo girassol tratado pelos mesmos 23 dias. Conclui-se que
a suplementacdo com semente de girassol alterou o perfil plasmatico de acidos

graxos, mas nao afetou a taxa de prenhez em vacas de corte.

Palavras-chave: Omega 6. Acido linoleico. IATF. Reprodugo. Bovinos.



SCALIANTE-JUNIOR, J.R. Plasma fatty acid profile and conception rate in Nellore
cows supplemented with sunflower seed. 2021. 79 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2021.

ABSTRACT

Supplementation with compounds rich in linoleic acid (AL), among them sunflower
seed (Helianthus annuus L.), favors the conception rate in bovine females, however,
the mechanisms of this effect are little known. In previous studies, carried out by this
group, it was found that supplementation with sunflower seed for 22 days initiated on
the day of the FTAI or on the day of removal of the implant from the TFET, increased
the conception rate by 18%. It has been hypothesized that such supplementation
promotes an increase in plasma PUFA concentrations and an effective action in
increasing conception. Therefore, the objective was to: a) determine the plasma
profiles of 41 fatty acids in cows not supplemented (n = 13) or supplemented (n = 14)
with sunflower seed for 17 days in DO, D7, D10, D13 and D16 (DO = IATF day and start
of supplementation with sunflower seed) - Experiment 1 e; b) compare plasma
concentrations of cholesterol, triglycerides, HDL, VLDL, LDL, conception rate at D30
and D60 (DO = day of IATF) and embryonic mortality between D30 and D60 in Nellore
cows submitted to non-supplemented IATF (Control Group ; n = 108) or supplemented
with sunflower seed for 23 days from DO (Girasol Group; n = 102) - Experiment 2. In
Experiment 1, females supplemented with sunflower seed showed an increase in
plasma stearic acid concentrations ( C18: 0) in D10, D13 and D16 and oleic acid (C18:
1 n9, c) in D13 and there was a decrease in palmitic acid (C16: 0) in D7, D10 and D13
and linoleic acid (C18: 2 n6, c¢) in D13 and D16 compared to the Control Group; alpha-
linolenic acid (C18: 3 n3) was found only in the plasma of cows treated with sunflower
seed. In experiment 2, there was no difference in the conception rate at D30 and D60,
as well as the embryonic mortality rate between days 30 and 60. Cows supplemented
with sunflower seed for 23 days had an increase in plasma cholesterol concentration,
triglycerides, VLDL and LDL, compared on the same collection days to the control
group; HDL was higher at the end of treatment (D22) in the control group when

compared to the sunflower group treated for the same 23 days. It was concluded that



supplementation with sunflower seed changed the plasma fatty acid profile, but did not
effect the pregnancy rate in beef cows.

Keywords: Omega 6. Linoleic acid. FTAIL Reproduction. Bovine.
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de coleta de sangue ap6s o inicio da suplementacao,
considerando o DO como o dia da IATF, em vacas Nelore: A) ndo
tratadas (Grupo Controle; n=108), B) tratadas com semente de
girassol por 23 dias (Grupo Girassol; n=102)

Taxa de prenhez no D30, considerando o DO como o dia da IATF,
em vacas Nelore: ndo tratadas (Grupo Controle; n=108) e
tratadas com semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol;
n=102)

Taxa de prenhez no D60, considerando o DO como o dia da IATF,
em vacas Nelore: ndo tratadas (Grupo Controle; n=108) e
tratadas com semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol,
n=102)

Taxa de perdas embrionarias entre o0 D30 e D60, considerando o
DO como o dia da IATF, em vacas Nelore: ndo tratadas (Grupo
Controle; n=108), e tratadas com semente de girassol por 23 dias
(Grupo Girassol; n=102)

Sumarizacéo dos resultados do experimento 2
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1 INTRODUCAO

A suplementacdo com acidos graxos poliinsaturados (AGPI), altera o perfil
lipidico plasmaético e favorece a performance reprodutiva de fémeas bovinas (FONTES
et al., 2018). Os principais AGPI importantes na funcdes reprodutivas sdo o dmega 3
e Omega 6, que tem como principais representantes o acido linolénico e linoléico;
respectivamente. Parte dos AGPI sdo disponibilizados para a sintese de importantes
hormonios envolvidos no ciclo estral das fémeas bovinas; como o estradiol,
progesterona e prostaglandinas (WONNACOTT et al., 2010). Contudo, os
mecanismos determinantes de tal efeito sdo pouco conhecidos.

Vérias fontes de gorduras, com diferentes composicées de AGPI, podem ser
utilizadas na dieta dos animais ruminantes (STAPLES et al., 2009), sendo que o acido
linolénico (C18:3; 6mega-3) e linoleico (C18:2; 6mega-6) sdo os mais importantes no
contexto reprodutivo (STAPLES et al., 2005). As sementes oleaginosas sao ricas em
AGPI, e uma das fontes mais ricas em acido linoleico é a semente de girassol
(Helianthus annuus L.). Tal semente, apresenta em sua composi¢ao 11,6% de acidos
graxos saturados e 65,3% de AGPI, sendo 65% de acido linoleico e 20% de &cido
oleico (CHEVA-ISARAKUL E TANGTWEEWIPAT, 1991).

Em estudos prévios, verificou-se que a suplementacdo com semente de
girassol durante 22 dias, em vacas Nelore submetidas a inseminacao artificial em
tempo fixo (IATF) e em novilhas mesticas zebuinas submetidas a transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF) aumentou a taxa de concepc¢do em 18,91% (66,67%
vs. 47,76%; p<0,05) e 18,72% (55,66% vs. 36,94%; p<0,01) respectivamente
(CORDEIRO et al., 2015). Considerando que, em ambos os estudos realizados por
este grupo, houve incremento bastante similar na taxa de concepcéo, pretende-se
avaliar os mecanismos pelos quais a suplementacdo com AGPI, especificamente a
semente de girassol, promove o aumento da taxa de concepgdo em fémeas bovinas
de corte. Considerando que em experimentos prévios do grupo, o incremento na taxa
de concepcao foi similar quando tal suplementacéo foi associada a programas de IATF
e TETF, suspeitamos que tal suplementacdo aumenta a taxa de concepcao por
promover efeitos positivos a concepcdo a partir dos sete primeiros dias de
desenvolvimento do embrido. Considerando que em tais experimentos prévios nao

houve incremento nas concentracdes plasmaticas de progesterona, suspeitamos que
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tal efeito no aumento da taxa de concepgéo néo decorra de efeitos positivos no corpo
luteo promovendo aumento na sintese de progesterona. Suspeitamos que tal
suplementacdo aumenta a taxa de concepcéo por promover efeitos no endométrio,
microambiente uterino e concepto (embrido e membranas anexas) e portanto,
altaracdes prévias nas concentracfes plasméticas de &cidos graxos das féemas
suplementadas. Assim, torna-se importante identificar as alteragbes no perfil
plasmatico de acidos graxos em fémeas bovinas suplementadas com tal semente.

Diante desse contexto, nesse estudo hipotetizou-se que a suplementacédo com
semente de girassol altera o perfil plasmatico de AGPI, e que vacas tratadas com
semente de girassol apresentam aumento nas taxas de prenhez e diminuigdo na
perda embrionaria no periodo entre 30 e 60 dias de prenhez. No Experimento 1,
objetivou-se determinar o perfil de 41 acidos graxos plasmaticos de vacas Nelore
suplementadas com semente de girassol para verificar as variagcdes no perfil lipidico
gue pode determinar 0 aumento na taxa de prenhez. No Experimento 2, objetivou-se
identificar o efeito da dieta contendo semente de girassol na taxa de prenhez 30 dias
apos a IATF (D30), 60 dias apo6s a IATF (D60), mortalidade embrionaria entre D30 e
D60, e as concentracdes plasmaticas de colesterol, triglicerideos, HDL, VLDL e LDL
em vacas Nelore submetidas a IATF.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A demanda mundial por alimentos cresce a cada ano de forma proporcional ao
aumento da populacdo. Em 2020, o Brasil ocupou a posi¢cdo de maior exportador de
carne bovina e tem recebido grande atencdo mundial. O rebanho bovino brasileiro em
2019 foi estimado em 213.800.000 animais, sendo que destes, 80% sdo destinados a
producédo de carne. Estima-se que a producgao nacional de carne bovina em 2019 foi
de 9.915.000 toneladas de equivalente-carcaca, proveniente do abate de 42.500.000
cabecas (ANUARIO DBO, 2019).

Na criac@o de bovinos de corte, a produtividade esté diretamente relacionada
a eficiéncia reprodutiva das fémeas, onde o ideal seria um intervalo entre partos (IEP)
de 12 meses, gerando a producdo de 1 bezerro/matriz/ano. E, devido a baixa
produtividade ocorrida no Brasil que registra um IEP médio de 17 meses, tem se
empregado biotécnicas que buscam o aumento de tal eficiéncia, e uma biotécnica que
tem sido amplamente utilizada € a inseminagéo artificial (IA). E para otimizar o
emprego da IA, foram desenvolvidos tratamentos que permitem a inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF) de 100% das fémeas tratadas em um momento pré-
determinado. No Brasil, estima-se que 15% das fémeas bovinas tenham sido
inseminadas em 2019, sendo que mais de 80% do total de inseminacdes realizadas
foram através da IATF (ASBIA, 2019). A taxa de concepc¢do em rebanhos de corte
comerciais no Brasil com o emprego da IATF é de 49,1% (BARUSELLI et al., 2008;
SA FILHO et al., 2009).

A mortalidade embrionaria é uma das maiores causas de falhas reprodutivas
em rebanhos bovinos de corte (SANTOS et al., 2004; SARTORI, 2004). Nos primeiros
sete dias pdés-inseminacdo, a mortalidade embrionaria é associada a falhas de
fertilizac&o, defeitos genéticos e anormalidades no desenvolvimento embrionario até
0 estagio de blastocisto, onde nesse periodo a mortalidade normalmente € inferior a
10% (SARTORI et al., 2002; SARTORI, 2004). Em bovinos os principais desafios
bioldgicos para o estabelecimento da prenhez ocorrem no periodo compreendido
entre os dias 15 e 19 ap0s a fecundacgédo, conhecido como “periodo critico” (BINELLI
etal., 2001). Nas fémeas bovinas, durante tal periodo critico, o concepto deve produzir
competentemente moléculas que interagem com o endométrio inibindo a sintese de

PGF2a e a lutedlise, condicdo determinante para o estabelecimento da prenhez; e
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muitos estudos relatam a possibilidade de controlar a capacidade de sintese de
PGF2a no endométrio através de manipula¢gdes nos ingredientes da dieta. Em varios
estudos verificou-se 0 impacto positivo da suplementacdo com AGPI, inclusive
durante o periodo critico, na eficiéncia reprodutiva de bovinos de corte e leite
(FERGUSON et al.,, 1990; GARCIA-BOJALIL et al., 1998; SKLAN et al., 1991;
STAPLES et al., 1998).

Porém, um ponto importante que devemos ressaltar, € a bio-hidrogenacao
ruminal, onde a grande maioria dos AGPIs consumidos pelos animais ruminantes
sofrem uma transformacao estrutural no rimen durante o processo de digestao. Uma
grande quantidade de bactérias e protozoarios produzem enzimas que Sao capazes
de realizar a bio-hidrogenacéo dos lipidios. Os lipidios que possuem duplas e triplas
ligacbes na cadeia carbbnica sdo hidrogenados até a formacdo de uma ligacao
simples, que é a adicdo de um ion H+ a cadeia carbdnica do acido graxo, quebrando
as ligacdes. A grande maioria dos lipidios ingeridos na dieta de um animal ruminante
€ do tipo saturada, onde mais de 80% dos AGPI sofrem bio-hidrogenacdo da
microbiota ruminal; destes 80% mais de 50% transformam-se em acidos graxos
saturados (MARQUES, 2003). Segundo Jouany et al. (2007), 80% do acido linoleico
(C18:2) que chega ao rumen através de alimentagdo, sofre uma bio-hidrogenacéo,
transformando esse C18:2 em acido vacénico, que também € transformado
rapidamente em &cido estearico (C18:0). Considerando esse contexto, os AGPI
ingeridos na dieta sdo em grande parte transformados no raimen em outros AGPI e
esses sao incorporados ao plasma sanguineo. Tal incremento de AGPI plasmaticos
promoveriam beneficios ao endométrio, concepto e microambiente uterino de forma a
favorecer a concepcdo. Assim, torna-se importante determinar primeiramente as
modificacdes plasmaticas nas fémeas suplementadas para que posteriormente
possam ser elaboradas hipoteses sobre os beneficios desse efeito na taxa de
concepgao.

Fazendo uma analise retrospectiva das investigacdes ja realizadas com os
AGPI na performance reprodutiva de fémeas bovinas, a maioria prioriza os efeitos da
gordura protegida e em rebanhos leiteiros. Em tais estudos, os efeitos na taxa de
concepgao tornaram-se contraditorios e muitas vezes diferiram quando o mesmo

tratamento foi comparado por diferentes autores.
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2.1 - Fontes de gordura utilizadas para aumentar a performance

reprodutiva em fémeas bovinas

Devido ao mecanismo de bio-hidrogenag¢do microbiana dos acidos graxos no
rimen, a disponibilidade dos acidos graxos essenciais em ruminantes torna-se menor
guando comparado aos animais ndo ruminantes (JUCHEM et al., 2010). Assim, a
adicdo de gorduras especificas na dieta dos ruminantes pode aumentar a
disponibilidade dos acidos graxos essenciais e desta forma favorecer a performance
reprodutiva desses animais (STAPLES et al., 2005).

Além dos efeitos basicos dos acidos graxos na fluidez de membrana e nas
propriedades gerais biofisicas, a maior disponibilidade de AGPI foram relacionadas a
melhoria do desenvolvimento folicular (ZACHUT et al., 2008), na qualidade de odcitos
produzidos (ZERON et al., 2002) e no desenvolvimento embrionério (Thangavelu et
al., 2007), além de aumentar a expressdo de genes favoraveis a prenhez no
endométrio uterino (MATTOS et al., 2000). Os &cidos graxos também representam o0s
substratos para a sintese de importantes horménios reprodutivos como estradiol,
progesterona e prostaglandina (WONNACOTT et al., 2010).

Os primeiros relatos sobre o efeito na performance reprodutiva de animais que
receberam suplementacao lipidica na dieta foram feitos por Burr e Burr (1930), quando
observaram que ratas em crescimento suplementadas tiveram menor taxa de
ovulacdo quando comparadas as do grupo controle. Posteriormente, foram realizados
estudos onde a suplementacdo com AGPI foi relacionada a melhorias no
reconhecimento materno da prenhez (LOPES et al., 2009), retorno da ciclicidade
ovariana apos o parto (DE FRIES et al.,1998), desenvolvimento folicular e qualidade
dos odcitos (BILBY et al., 2006; STAPLES e THATCHER, 2005), desenvolvimento e
gualidade embrionéaria (CERRI et al., 2009), e modificacdes na sintese e secrecdo de
horménios que envolvem o processo reprodutivo, como estradiol e progesterona
(STAPLES, 1998).

Na maioria dos trabalhos cientificos disponiveis na literatura, os AGPI foram
utilizados de forma “protegida”. Para a protecdo dos AGPI utiliza-se proteinas e
formaldeido. As proteinas cobrem as particulas de gordura e o formaldeido protege o
complexo proteina-lipidio, evitando assim a fermentacao de tais lipidios no rimen. Tal
complexo protetivo aos lipidios € rompido nas condigcbes acidas do abomaso,

compartimento onde tais lipidios passam a ficar desprotegidos (LUCCI, 1997). Os
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acidos graxos da gordura protegida passam, em sua grande maioria, pelo rimen e
sdo metabolizados no intestino, onde ha melhor aproveitamento de suas
caracteristicas originais (CERVONI, 2007).

Diferentes tipos de gorduras tém sido utilizados na tentativa de melhorar a
funcdo reprodutiva em ruminantes. Os acidos graxos que exercem maior impacto no
desempenho reprodutivo, especificamente os da familia 6mega 3 e dmega 6, sao
oriundos de sementes e plantas oleaginosas, porém cada fonte dietética de gordura
varia em relacéo a composicao de acidos graxos especificos (HERRERA-CAMACHO
et al., 2011).

As sementes oleaginosas séao ricas em acido graxo poliinsaturados, sendo que
uma das fontes mais ricas em acidos linoléico é a semente de girassol, onde o teor de
Oleo de girassol varia de 20 a 45% de acordo com o cultivar (DAGHIR et al., 1980;
KARUNOJEEWA et al., 1989; SILVA, 1990). Essa semente caracteriza-se por ter uma
alta relacéo de acidos graxos poliinsaturados/saturado (65,3%/11,6%).

Ha diversas opc¢des na utilizacdo de dietas com gordura para ruminantes,
sendo que cada fonte de gordura apresenta diferenciada composicdo de acidos
graxos. Na Tabela 1 (STAPLES et al., 2009) e 2 (FOOD INGREDIENTS, 2014) estéo

sumarizadas as principais fontes de gordura utilizadas na alimentacdo animal.

Tabela 1. Constituicdo de acidos graxos (%) de fontes de gordura disponivel para
suplementacgéo bovina

(continua)
CONSTITUICAO DE ACIDOS GRAXOS (%)
C14:0 C16:0 Cl6:1 C18:0 ci18:1 C18:2 C18:3
Fonte de gordura Miristico Palmitico Palmito-oleico Estearico Oleico Linoléico Linolénico
Sebo 3 25 3 18 43 4 <1
Oleo reciclado de cozinha 2 21 4 11 44 14 <1
Energy Booster 100t 3 40 1 43 10 2 <1
Megalac; EnerG-II* 1 50 <1 4 36 8 <1
Megalac-R* 1 36 <1 4 26 29 3
Oleo de canola <1 4 <1 2 63 19 9
Oleo de carogo de algodio 1 23 1 3 18 54 1
Oleo de linhaca <1 5 < 3 20 16 55
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Tabela 1. Constituicdo de acidos graxos (%) de fontes de gordura disponivel para
suplementacgéo bovina
(concluséo)

CONSTITUICAO DE ACIDOS GRAXOS (%)

C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 Ci18:11 (C18:2 C18:3
Fonte de gordura Miristico Palmitico Palmito-oleico Estedrico Oleico Linoléico Linolénico
Oleo de colza <1 5 <1 2 54 22 11
Oleo de cartamo <1 7 <1 2 12 78 <1
Oleo de soja <1 11 <1 4 23 54 8
Oleo de girassol <1 7 <1 5 19 68 1
Oleo de peixe Menhaden? 7 16 8 3 12 1 2

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 2. Porcentagens de acidos graxo saturado, monoinsaturado e poliinsaturados
nos 6leos de canola, girassol, milho, oliva e soja.

ACIDO ACIDO GRAXO

OLEOS GRAXO MONOINSATURADO ACIDO GRAXO POLIINSATURADO

SATURADO
Linoléico Linolénico
Canola 6% 58% 26% 10%
Girassol 11% 2% 69%
Milho 13% 25% 61% 1%
Oliva 14% 17% 8% <1%
Soja 15% 24% 54% 7%

Fonte: Elaborada pelo autor

2.2 — Efeitos dos AGPI nas taxas de concepcao

Uma das maiores causas de falhas reprodutivas em rebanho bovinos é a morte
embrionaria precoce (SANTOS et al., 2004). Nos primeiros sete dias pos inseminacéo
artificial tais falhas sdo associadas as falhas na fertilizacdo, anormalidades de
desenvolvimento do embrido até o estagio de blastocisto e defeitos genéticos, onde
nesse periodo essas falhas normalmente séo inferiores a 10% (SARTORI et al., 2004).
No entanto, os principais desafios biologicos para o estabelecimento da prenhez
ocorre nos dias compreendidos entre o 15° ao 19° dia pos fecundacdo, conhecido

também, tal periodo como “periodo critico” (BINELLI et al., 2001). Em varios estudos
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verificou-se o impacto positivo da suplementacdo com gorduras, especialmente AGPI,
na eficiéncia reprodutiva em bovinos de corte (COOKE et al., 2014; CIPRIANO et al,
2016; LOPES et al., 2011). Além disso, a inclusdo de dos AGPI, 6mega 3 (MATTOS
et al., 2002; MATTOS et al., 2004) e dmega 6 (CIPRIANO et al., 2016) na dieta de
vacas no periodo de reconhecimento materno da gestacao, melhora o desempenho
reprodutivo desses animais ao otimizar a interacdo entre o concepto e o Utero
(COOKE et al., 2014; SANTOS et al., 2008; THATCHER et al., 2001).

Dentre os principais trabalhos que utilizaram o acido linoléico como principal
fonte de AGPI adicionado a dieta, destacamos o estudo de Cordeiro et al. (2015).
Nesse estudo, vacas Nelore multiparas, 40 a 60 dias pos-parto, suplementadas com
1,7Kg/vacal/dia de dieta contendo 60% de semente de girassol (principal fonte de
6mega 6) e 40% de farelo de soja por 21 dias imediatamente apés a IATF tiveram um
aumento de 18,91% na taxa de prenhez quando comparado ao grupo de vacas
controle que foram alimentadas com 1,7Kg/vaca/dia de dieta contendo 47% de farelo
de milho e 53% de farelo de soja. Entretanto, Banta et al. (2011) trabalharam com um
total de 127 vacas mesticas Angus x Hereford que também foram suplementadas com
dieta a base de 6mega 6, por 83 dias a partir da IA. Nesse estudo, os animais foram
aleatoriamente divididos em trés grupos: grupo controle (1,23 Kg/dia/animal de
suplemento a base de casca de soja), grupo linoléico (0,68 Kg/dia/animal de semente
de girassol alto linoléico + 0,23 Kg/dia/animal de suplemento controle, sendo uma
dieta rica em 6mega 6) e grupo oleico (0,64 Kg/dia/animal de semente de girassol alta
oleica + 0,23 Kg/dia/animal de suplemento controle, sendo uma dieta rica em 6mega
3). No referido estudo, ndo houve diferenca na taxa de concepc¢ao 30 dias apés a IA,
que foram de 68%, 76% e 56% nos grupos controle, linoléico e oleico,
respectivamente.

Fontes et. al. (2018) suplementando um total de 60 vacas Angus e Brangus
primiparas com uma dieta a base de acido linoléico com 1,36Kg/dia/animal de racao
contendo gluten de milho mais 0,23Kg/dia/animal de sais de calcio de 6leo de soja,
enquanto o grupo controle recebeu 1,36Kg/dia de ragédo contendo glaten de milho. Tal
suplementacao foi realizada durante 30 dias, sendo iniciada sete dias apés a IATF.
Nesse referido estudo, ndo observou-se aumento na taxa de prenhez aos 30 dias apés
a IATF; que foi de 43,3% e 63,3% para 0 grupo tratado e controle, respectivamente.

Lopes et. al. (2009) realizou trés experimentos comparando os efeitos da

suplementacdo com AGPI (acido linoléico) protegidos do ramen em vacas Nelore
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submetidas a protocolos de IATF. No experimento 1 (n = 910, primiparas lactantes),
esses autores compararam a suplementacgéo durante 28 dias, iniciada no dia da IATF.
Nesse estudo utilizou-se a suplementacéo de 0,1Kg/vaca/dia de sais de calcio de 6leo
de soja (Grupo Megalac E®) ou 0,1Kg/vaca/dia de kaolin (Grupo Controle). No referido
estudo, a taxa de prenhez do grupo tratado foi maior que o grupo controle (51,2% vs.
39,6%; p = 0,04). No experimento 2 (n = 818, primiparas lactantes), os autores
dividiram os animais aleatoriamente em trés grupos: 0,1 Kg/vaca/dia de kaolin (Grupo
controle); 0,1 Kg/vacal/dia de Megalac E® durante 28 dias, iniciada no dia da IATF
(Grupo PF28) ou 0,1 Kg/vaca/dia de Megalac E® durante 16 dias, iniciada no dia da
IATF (Grupo PF16). Nesse estudo, a taxa de prenhez do grupo PF28 foi maior que o
grupo controle e o PF16 (42,9%, 31,3% e 35,8%; respectivamente). No experimento
3 (n = 435, nuliparas e primiparas lactantes), dos mesmos autores, comparou-se a
suplementacdo com AGPI e 4cidos graxos saturados, onde suplementaram as vacas
por 28 dias pds inseminacao, e o grupo tratado com AGPI tiveram uma maior taxa de
prenhez comparado com o grupo tratado com acidos graxos saturados (47,9% vs.
35,5%; p = 0,07).

Adicionando fonte de AGPI (acido linoleico) na dieta de receptoras Nelore
submetidas a protocolos de TETF, Cordeiro et.al. (2015) obtiveram um aumento de
18,8% na taxa de prenhez em novilhas receptoras que receberam uma
suplementacdo a base de semente de girassol (1,7kg/dia/animal, sendo 60% de
semente de girassol e 40 % de farelo de soja) por 21 dias ap0s a retirada do implante
de progesterona, quando comparado ao grupo controle que recebeu uma dieta
controle a base de milho e soja. Ja Lopes et al. (2009) obteve um aumento na taxa de
prenhez em vacas Nelore receptoras que foram suplementadas com 0,1Kg/dia/vaca
de sais de célcio de 6leo de soja (MegalacE®) por 28 dias apés o final do protocolo de
TETF. A taxa de prenhez foi de 49,6% e 37,7% (p<0,05) para o grupo tratado e
controle que recebeu 0,1Kg/dia/vaca de kaolin, respectivamente.

2.3 — Efeitos dos AGPI nos foliculos e o6citos

Os efeitos dos AGPI na eficiéncia reprodutiva referem-se ao maior crescimento
folicular (JAHANIAN et al., 2013), maior diametro dos foliculos ovulatérios, maior taxa
de ovulacgéo e viabilidade dos odcitos (AMBROSE et al., 2006).
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Robinson et al. (2002) observou um aumento no numero de foliculos de
tamanho médio (5 a 10 mm) em vacas leiteiras que foram suplementadas com uma
fonte de energia rica em acido linolénico (LinPreme®) e acido linoleico (SoyPreme®)
comparado ao grupo controle. No entanto, 0s mesmos autores observaram que vacas
suplementadas com LinPreme® (alto n-3) tiveram foliculos dominantes de maior
diametro quando compararam a vacas que receberam suplementagcdo com
SoyPreme® (alto n-6) e controle.

Os acidos graxos endogenos constituem uma importante fonte de energia para
0s odcitos e embrides no inicio do seu desenvolvimento, sendo os triglicerideos o
maior componente lipidico intracelular (STURMEY et.al., 2009). Os triglicerideos
interferem diretamente na maturacdo dos od0citos por ocasionar modificacdes na
composicado lipidica oocitaria (Bender et al., 2010) que favoreceriam a viabilidade
embrionaria (STURMEY et al., 2009).

Em alguns estudos observou-se que a maturagao odcitaria in vitro (FOULADI-
NASHTA et al., 2009) e in vivo (ZERON et al., 2002) foi melhorada quando houve a
suplementacdo com 6mega 3 de cadeia longa e cadeia curta nos meios de maturacao
e na dieta da doadora de odcitos, respectivamente. Em adicdo, ovelhas que
receberam uma dieta a base de &cido eicosapentaenoico e docosahexaendico (rica
em 6mega 3) apresentaram melhora na qualidade oocitaria (74.3% de melhor grau de
avaliacdo no grupo tratado e 57.0% no grupo controle) e numero total dos foliculos
(média de 17,5 e 14,5 no grupo tratado e controle; respectivamente). Nesse mesmo
estudo, também observou-se no grupo tratado teve uma maior crio-tolerancia quando
comparado ao grupo controle. Observou-se no mesmo estudo que a dieta com alto n-
3 aumentou a concentracdo de fosfolipidios nas células do cumulus desses odcitos
(ZERON et al., 2002). Porém, relata-se que a suplementacdo com uma concentracao
muito alta de n-6 pode ser prejudicial para a maturacdo dos odcitos (FOULADI-
NASHTA et al., 2009), sendo que esta alta concentracdo de n-6 ao redor e dentro dos
foliculos pode inibir a retomada da meiose do estagio de vesicula germinal (MAREI et
al., 2010), impedindo a maturagédo desses odcitos; tornando a suplementacdo AGPI
especifica e dose dependente (GULLIVER et al., 2012).
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2.4 — Efeitos dos AGPI no corpo lateo

A suplementacdo com dietas ricas em gordura aumenta a vida funcional do
corpo luteo (CL) e a concentracdo de progesterona (P4), consequentemente
melhorando as taxas de prenhez (WILLIANS et al., 1989). Devido a necessidade de
concentracbes adequadas de P4 para o estabelecimento e manutencéo da prenhez
(SPENCER e BAZER, 2002), estratégias que aumentam as concentracdes de P4 em
bovinos antes e depois da IA tém sido positivamente associadas a melhora na taxa
de prenhez (FOLMAN et al., 1990). A suplementagdo com AGPI demonstrou aumentar
as concentragbes de P4, diminuir a sintese endometrial de prostaglandina F2a
(MATTOS et al., 2002), aumentar o desenvolvimento de células luteais (LUCY et al.,
1991) e diminuir o metabolismo de esteroides do figado (SANGSRITAVONG et al.,
2002), sendo tais eventos importante no sucesso da estabilizacdo e manutencéo da
prenhez. Além disso, a suplementacdo com AGPI mostrou aumentar as
concentracfes de insulina circulante, que também esta envolvida na expressao de
genes hepaticos que estao envolvidos no processo de catabolizacdo da P4 (LEMLEY
et al., 2008).

Vacas Nelore multiparas (n= 100; 152 = 1 dias poOs parto) que foram
suplementadas com sais de célcio de 6leo de soja (100 gramas/vaca/dia) durante 21
dias a partir da IATF tiveram um aumento significativo na concentracéo plasmaética de
P4 (4,58ng/ml e 3,89ng/ml no grupo tratado e controle; respectivamente) e volume
médio do corpo Iliteo (3.25cm® e 2.76cm® no grupo tratado e controle;
respectivamente), quando comparado a vacas que receberam dieta controle a base
de kaolin (100 gramas/vaca/dia) (CIPRIANO et al., 2016). JA Cooke et al. (2014)
observaram um aumento na concentracdo de P4 plasmética (5,69ng/ml no grupo
tratado e 3,91ng/ml no grupo controle) somente no dia 7 pds IATF, em vacas Nelore
multiparas ndo lactantes que receberam uma suplementacdo com sais de calcio de
6leo de soja por 18 dias imediatamente apés a IA.

Em vacas Nelore multiparas que foram suplementadas com dieta a base de
semente de girassol (alto &cido linoleico) por 21 dias imediatamente apds a
inseminacao artificial da IATF, ndo foi encontrado diferengca nas concentragbes
plasmaticas de P4. A mesma suplementagéo a base de semente de girassol por 21

dias em novilhas zebuinas com inicio no dia da TETF, ocasionou um aumento na
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concentracéo plasmética de P4 no dia 19 apés o final do protocolo hormonal da TETF
(CORDEIRO et al., 2015).

Lopes et al. (2009), trabalhando com vacas Girolando multiparas
ovarioectomizadas, e simulando a producéo de P4 através de implantes impregnados
de P4 intravaginal, compararam trés grupos de suplementacédo com ou sem AGPI para
a obtencdo de concentragdo plasmatica de P4 e insulina. O grupo 1 recebeu a dieta
base adicionado de 0,1Kg/dia/vaca de kaolin (grupo controle), o grupo 2 recebeu a
dieta base adicionado de 0,1Kg/dia/vaca de kaolin + 0,1Kg/dia/vaca de sais de calcio
de 6leo de soja (MegalacE®, grupo PF100), e o grupo 3 recebeu a dieta base
adicionado de 0,1Kg/dia/vaca de kaolin + 0,2Kg/dia/vaca de sais de calcio de dleo de
soja (MegalacE®, Grupo PF200). As vacas suplementadas com PF100 tiveram uma
maior concentracdo de P4 plasmatica comparadas ao grupo controle e PF200, e as
concentragbes plasmaticas de insulina ndo tiveram diferenca estatistica entres os
tratamentos (LOPES et al., 2009).

2.5 — Efeitos dos AGPI no embriédo e concepto

O estabelecimento da prenhez nos ruminantes requer um odécito competente, a
execucao da IA no tempo correto e uma secrec¢ao hormonal adequada na fase folicular
e luteal. O embrido deve-se desenvolver de uma forma adequada, produzindo
interferon-tau suficiente para sinalizar sua existéncia, estimulando genes do
endométrio uterino para inibir a sintese de receptores de ocitocina e
consequentemente a producdo final de prostaglandina 2a, permitindo assim o
estabelecimento de um CL ativo (BOTT et al., 2010). A qualidade e competéncia do
odcito e do embrido estdo relacionados a determinados &cidos graxos que estao
presente nos fosfolipidios da membrana, desempenhando um papel fundamental no
desenvolvimento destes odcitos e embribes antes, durante e apos a fertilizacdo
(SANTOS et al., 2008). Esses acidos graxos desempenham um papel importante nas
modificacdes biofisica e nas atividades biologicas da membrana, incluindo fluidez e
proliferacéao celular (BILBY et al., 2006).

Brandao et al. (2018) trabalhando com vacas da ragca Angus (n=1.771),
multiparas, em lactagdo com média de 65 dias pos-parto, onde foram suplementadas
com sais de célcio de oOleo de soja (6leo de soja protegida) por 22 dias pos IATF,

apresentaram uma maior concentracao plasmatica de acido linoleico no D7 e D15 pos
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suplementacdo, comparado a vacas que nao receberam tal suplementagcdo. Tais
vacas também apresentaram um aumento na expressao de mRNA de interferon-tau
pelos conceptos, e aumento da expressdo de mRNA do gene interferon-stimulated 15
e 20,50-oligoadenylate synthetase no vigésimo dia de prenhez. Porém, vacas da raca
Angus que receberam uma suplementacao por 8 semanas (5 semanas pré protocolo
de sincronizacdo de ovulacdo, e 3 semanas pos inicio de protocolo de sincronizacéo
de ovulacdo) a base de 6leo de peixe protegida (alto 6mega 3) e Oleo de girassol
protegida (alto 6mega 6), tiveram diferenca no tamanho do concepto coletado com 15
dias pos inseminacgdo, sendo que as vacas que receberam 6éleo de peixe tiveram um
tamanho médio de 6,4 cm, contra 2,5 cm do grupo que recebeu 6leo de girassol
(GILLER et al., 2018).

Vacas leiteiras (n=22) que foram alimentadas com uma dieta com baixa
concentracéo de gordura (200 gramas/dia de sais de célcio de 6leo de palma) ou com
alta concentracdo de gordura (800 gramas/dia de sais de célcio de éleo de palma) no
periodo de 40 a 60 dias pds-parto, apresentaram diferenca em odcitos coletados. Os
animais alimentados com alta gordura tiveram a quantidade de pequenos e médios
foliculos diminuidos, uma melhora significante na producdo de blastocistos, e os
blastocistos desses animais apresentaram significativamente mais massa celular
interna e células trofectoderma, comparado aos animais que receberam a dieta com
baixa gordura (FOULADI-NASHTA et al., 2007). J& o tratamento in vitro do complexo
cumulus-o6cito com acido linolénico (n-3), aumentou a quantidade de gametas que
atingiram a segunda divisdo meidtica e as divisbes subsequentes dos embrides,
consequentemente aumentando a taxa de blastocisto (MAREI et al., 2009). Cerri et al.
(2009) trabalhando com vacas leiteiras, onde foram suplementadas com sais de calcio
de 6leo de palma ou acido linoléico + octadecaendico vinte e cinco dias antes do parto
e oitenta dias pés-parto, observaram que o0 grupo que recebeu &cido linoléico +
octadecaendico obteve uma maior proporcdo de embrides excelentes e de boa
qualidade. Porém, Childs et al. (2008) alimentando novilhas mesticas de corte (n=60)
com dieta enriquecida de acido linolénico (n-3) por 50 dias pos inseminacgédo artificial,
nao observou nenhuma diferenca no niumero e qualidade dos embrides, mas obteve
um menor nimero de embribes degenerados quando comparado com O grupo
controle (média de 1.25 embrides degenerados no grupo tratado e 4.06 embrides no
grupo controle). Embriées bovinos cultivados em meio com soro de novilhas que

receberam na racdo um alto teor de lipidios protegidos da bio-hidrogenacéo do rimen
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(dieta rica em Oleo de palma), tiveram uma menor producdo de blastocisto em
comparagcdo com o grupo controle (27,8% no grupo tratado e 36,2% no grupo
controle), sendo observado uma maior expressdo de genes relacionados com a
apoptose no grupo tratado, como o bCL2-associado a proteina BAX (LERQY et al.,
2010). Entdo, mesmo quando estudos mostram um melhor desenvolvimento
embrionério com dietas ricas em gorduras, os resultados ndo séo consistentes. Assim,
torna-se importante averiguar quais os acidos graxos em particular para cada situacao
fisioloégica, buscando os AGPI mais benéficos para a sobrevivéncia embrionaria
(SANTOS et al., 2008).

2.6 — Efeitos dos AGPI no endométrio e microambiente uterino

A suplementacdo com AGPI demonstrou alteracdo no perfil de acidos graxos
do endométrio uterino em vacas de corte (BURNS et al., 2003). Alguns acidos graxos
n-3 reduziram a biossintese de prostaglandina da série 2 em células e tecidos de
estudos realizado in vitro (MATTOS et al., 2003), e alguns isdmeros do acido linoléico
conjugado também inibiram a sintese de PGF2a (HARRIS et al., 2001). Essas
informacdes sdo interessantes pelo fato que a maioria das perdas embrionérias
acontecem durante os dias 8-16 pos IA (SREENAN et al., 2001), momento em que 0
embrido/concepto tem que sinalizar sua existéncia através da liberacao de interferon-
tau, inibindo a sintese de PGF2a e consequentemente a lutedlise (THATCHER et al.,
1994). Quando n&o tem sucesso na sinalizacéo por parte do embrido/concepto, ocorre
a incapacidade de inibir a sintese de PGF2a durante o periodo critico de
reconhecimento da gestacdo (CHILDS et al., 2008), onde 0 sucesso nas taxas de
sobrevivéncia embrionario e prenhez é dependente de tal sinalizacdo (BINELLI et al.,
2001). Alguns AGPI podem inibir a sintese uterina de PGF2a competindo com o &cido
araquidénico por meio da COX ou competindo com os acidos araquidbnicos pelas
enzimas fosfolipase A2 (MATTOS et al., 2000).

Meier et al. (2009) mostraram que tecidos trofoblasticos e endometrais de
vacas prenhes e ndo prenhes, incubados em meios suplementados com acidos
graxos (eicosapentaenoico, docosahexaendico e 4cido linoléico), tiveram uma maior
liberacdo de PGF2a do endométrio prenhe do que do endométrio ndo prenhe, e as

concentracdes de PGF2a foram semelhantes.
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Vacas Nelore multiparas suplementadas com 0.1Kg/dia/vaca de sais de calcio
de 6leo de soja por 18 dias apds a inseminacao artificial ndo tiveram diferencas na
quantidade de &cido linoleico (n-6) e linolénico (n-3) nas amostras de tecidos
endometriais (COOKE et al., 2014). Cipriano et al. (2016) ndo encontraram diferenca
na expressdo no MRNA do cyclooxygenase-2 e prostaglandin E synthase no
endométrio uterino, porém foram expressados em maior quantidade nas vacas que
foram suplementadas com sais de calcio de Oleo de soja. Em adicédo, Fontes et al.
(2018) suplementando vacas taurinas de corte com 0,23 Kg/dia/vaca de sais de calcio
de oleo de soja por trinta dias antes da IATF e 7 dias ap6s a IA, ndo encontraram
diferenga na expressdo de mRNA dos genes ISG, OAS1 e MX2 no dia 18 pos

inseminacao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Experimento 1

3.1.1 Local do experimento

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da Universidade do
Oeste Paulista - UNOESTE, localizada na cidade de Presidente Bernardes, estado de
Séo Paulo, Brasil. O experimento foi realizado de junho a julho de 2017.

As analises plasmaticas de acidos graxos foram realizadas no laboratério de
pesquisa em bovinos de leite da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (Pirassununga/SP).

As andlises plasmatica de progesterona foram realizadas no laboratério de
endocrinologia da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista (Aracatuba/SP).

3.1.2 Animais

Foram utilizadas 30 vacas multiparas da raca Nelore (Bos taurus indicus), sem
bezerro ao pé, ndo prenhe, com peso médio de 558,85 + 79,49 kg e escore de
condicao corporal 2,84 + 0,55 (em escala de 1 a 5; EDMONSON et al., 1989). As
vacas foram alojadas em piquetes de 1 hectare, de forma que se reuniu duas vacas
do mesmo grupo de tratamento em cada piquete. Cada piquete continha cochos
individuais para cada vaca, que tiveram a ingestdo de suplemento controlada
individualmente a cada dia. Previamente ao inicio do protocolo de IATF, as vacas
foram submetidas a um exame ginecoldgico por ultrassonografia transretal, utilizando
um ultrassom (DP-20®, Mindray, S&o Paulo, Brasil) com transdutor linear de
frequéncia 7,5 MHz (Mindray, Sdo Paulo, Brasil). Foram consideradas aptas a
participar do experimento vacas que apresentaram, no momento da avaliacao,
normalidade nas caracteristicas do sistema genital e a presenca de corpo lateo no
ovéario. Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Uso dos
Animais (CEUA), da UNESP da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologia,
Campus de Dracena/SP, sob o numero de protocolo 36/2016.
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3.1.3 Sincronizagéo das ovulagdes

As fémeas foram submetidas a sincronizacao das ovulacdes pelo uso de um
dispositivo intravaginal contendo 30g de silicone e 1g de progesterona (Sincrogest®
Ouro fino, Cravinhos, Sao Paulo, Brasil), associado a uma injecdo de 2mg de benzoato
de estradiol (Sincrodiol® Ouro fino, Cravinhos, S&o Paulo, Brasil) administrada via
intramuscular (IM); considerou-se o dia de inicio do protocolo o D-10. Oito dias apés
a colocacao do dispositivo (D-2) foi realizada a retirada do dispositivo intravaginal e
0os animais receberam 0,075mg de cloprostenol sdédico (Sincrocio® Ouro fino,
Cravinhos, Sdo Paulo, Brasil), 0,6mg de cipionato de estradiol (SincroCP® Ouro fino,
Cravinhos, Sao Paulo, Brasil) e 300 Ul de gonadotrofina coridnica equina (eCG)

(Novormon® Zoetis, S&do Paulo, Brasil), todas via intramuscular IM (Figura 1).

Figural - Delineamento do experimento 1 (Grupo Controle e Grupo Girassol), ilustrando
0 protocolo de IATF utilizado, as dietas de suplementacfes oferecidas e os dias de
coleta de sangue para a avaliagcdo plasmatica dos acidos graxos.

GRUPO CONTROLE {(N=13) E GRUPO GIRASS0L (N=14)

Coleta de

Sangue  Cglarade Coletade Coletade Coletads

+ Sangue Sangue  Sangue | Sangue
IATF

Suplementacio l 1 1 l
Adaptagio Y

D10 -5 o-2 (1] o7 Bi0 oi3 D6
| | ] ] ] ] l | |
T T T T I 1
| Dispositivopa Suplementagio Controle
1 l Suplementagio Girassol
2eng BE 12,5mg suplementagdo Adaptagdo: 47% milho moido e 53% farelo de soja
Dinoprast Fornecimento: 1Kg/ 450 Kg animal/Dia
33,3,,_:, 0 Suplementacio Controle: 7% milho moido e 53% farelo de soja
+ Fornecimento: 1.7 450 Kg animal/Dia
1rng de CE Suplementagio Girassol: 80% grio inteiro de girassol e 40% farelo de soja
Fornecimento: 1, 7Kg /450 Kg animal/Dia

Fonte: Elaborado pelo Autor

3.1.4 Suplementacgédo de adaptacao

Cinco dias antes das vacas iniciarem a suplementacao com os tratamentos (D-
5), todos os animais passaram a receber nos cochos individuais a suplementacao de
adaptacao (40% milho moido + 53% de farelo de soja), na quantidade de 1 kg / 450
kg animal/dia) uma vez ao dia (as 8:00 horas), como estratégia para condicionar as
vacas a comerem no cocho imediatamente quando iniciasse os tratamentos (Figura
1).
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3.1.5 Inseminacgéo artificial em tempo fixo

As vacas sincronizadas, 48 horas ap0s a remocéao do dispositivo vaginal (D=0),
foram inseminadas com o sémen de um touro da raca Nelore previamente
reconhecido com alto indice de fertilidade em programas de IATF. As inseminacdes

foram realizadas por um Unico inseminador experiente (Figura 1).

3.1.6 Exame ultrassonografico para confirmar a ovulacao

Dois dias apés a IATF (D2), as vacas foram submetidas a exames
ultrassonogréficos para a confirmagdo da ovulacdo, tendo utilizando um ultrassom
(DP-20®, Mindray, S&o Paulo, Brasil) com transdutor linear de frequéncia 7,5 MHz
(Mindray, Séo Paulo, Brasil). Embora a suplementacao das vacas tenha sido iniciada
no DO, somente vacas que tiveram a ovulacdo confirmada (auséncia do foliculo
dominante no exame ultrassonografico) no D2 integraram um dos grupos
experimentais. Das 30 fémeas previamente sincronizadas, confirmou-se a ovulagéo
de 27 vacas, que entdo constituiram 0s grupos experimentais, tendo sido 3 vacas

descartadas do experimento.

3.1.7 Tratamentos

As 27 fémeas que ovularam receberam a suplementacao 1,7 kg / dia para cada
450 kg de peso vivo, sendo o fornecimento foi controlado individualmente para cada
animal. O suplemento continha 40% de farelo de soja com 44% de proteina bruta (PB)
e 60% de semente de girassol (Grupo Girassol; n=14) ou 53% de farelo de soja com
44% de PB e 47% de milho (Grupo Controle; n=13). A suplementacao foi realizada
durante 17 dias a partir do dia da IATF (D0-D16). Os dois suplementos fornecidos aos
animais foram igualmente balanceados em energia e proteina, ambos com 72% de
NDT e 24% de PB, porém um acrescido e o outro ndo com semente de girassol.
Adicionalmente todas as vacas receberam 30 kg para cada 450 kg de peso vivo/dia
de silagem de sorgo (Figura 1). As fémeas foram mantidas em piquetes de
aproximadamente 1 hectare, e tinham acesso a pastagem de Brachiaria brizantha, sal
mineral e agua ad libitum. Os 27 animais foram divididos de acordo com o peso e
condicao reprodutiva em 14 piquetes, sendo 7 piquetes para o grupo controle (C1, C2,
C3, C4, C5, C6, C7) e 7 para os animais suplementados com semente de girassol (T1,
T2, T3, T4, T5, T6, T7). A cada piquete foram alojados 2 animais que receberam 0s

respectivos suplementos em cochos individuais com controle total da quantidade de
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suplemento ingerida diariamente. As sobras diarias dos suplementos oferecidos
individualmente foram observadas, entretanto, ndo houve sobras em nenhum dos dias

nos diferentes grupos de tratamento.

3.1.8 Coleta de sangue

Amostras de sangue foram coletadas da veia caudal (as 8:00 horas) em tubos
vacutainer (Becton, Dickinson and Company; BD) contendo 2% de EDTA nos dias DO,
D7, D10, D13 e D16 (Figura 1). Foram coletados aproximadamente 20mL de
sangue/animal/dia. O sangue foi centrifugado a 2500g durante 20 minutos. Apds a
centrifugagéo, o plasma foi removido e acondicionado em microtubos. As amostras de

plasma foram armazenadas a -80°C.

3.1.9 Andlise plasmaéticas de acidos graxos por cromatografia gasosa

As amostras de plasma constituiram um “pool”, em ambos 0s grupos
especificos, para analise dos acidos graxos. Para cada grupo foram formados trés
"pools” com 4 animais/pool, para cada um dos diferentes dias analisados nos
tratamentos. Essas formacfes dos “pools” foram necessérias para obter uma
quantidade de plasma suficiente exigida para realizar a técnica de cromatografia
gasosa. Para a quantificacdo dos acidos graxos plasmaticos foi utilizada a técnica de
cromatografia gasosa (GC-2010 Plus - Shimadzu, auto-injetor AOC 20i), usando
coluna capilar SP-2560 (100m x 0,25 mm de diametro com 0,02mm de espessura,
Supelco, Bellefonte, PA). Foi utilizado o método de extracdo de Folch, Lee e Sloane-
Stanley (1957), onde a gordura separada foi metilada e os ésteres metilicos foram
formados de acordo com Kramer, Fellner e Dugan (1997). Para o processo de
metilacdo foram utilizados dois padrdes internos para quantificacdo das perdas do
processo: o &cido estearico (C18:0) e o acido nonadecandico (C19:0). Foram
avaliados um total de 41 acidos graxos por amostra de plasma: (C4:0 (Butirico), C6:0
(Caproico), C8:0 (Caprilico), C10:0 (Caprico), C11:0 (Undecandico), C12:0 (Laurico),
C13:0 (Tridecandico), C14:0 (Miristico), C14:1 (Miristoleico cis-9), C15:0
(Pentadecandico), C15:1 (Pentadecandcio cis-10), C16:0 (Palmitico), C16:1
(Palmitoleico cis-9), C17:0 (Heptadecandico), C17:1 (Heptadecanoico cis-10), C18:0
(Estearico), C18:1 n9,t (Elaidico trans-9), C18:1 trans-11 (Vacénico), C18:1 n9,c
(Oleico cis-9), C19:0 (Padrao interno), C18:2 n6,t (Linolelaidico trans-9,12), C18:2 n6,c
(Linoleico cis-9,12 ), C20:0 (Araquidico), C18:3 n6 (gama-Linolénico cis-6,9,12), C20:1
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n9 (Eicosaendico cis-11), C18:3 n3 (alfa-Linolénico cis-9,12,15), CLA cis-9, trans-11,
CLA trans-10, cis-12, C21:0 (Heneicosanoico), C20:2 n6 (Eicosadiendico cis-11,14),
C22:0 (Behénico), C20:3 n6 (Eicosatriendico cis-8,11,14), C22:1 n9 (Erdcico cis-13),
C20:3 n3 (Eicosatriendico cis-11,14,17), C20:4 n6 (Araquidonico cis-5,8,11,14), C23:0
(Tricosandico), C22:2 n6 (Docosadiendico cis-13,16), C24:0 (Lignocérico), C20:5 n3
(Eicosapentaendico cis-5,8,11,14,17), C24:1 n9 (Nervbnico cis-15), C22:6 n3
(Docosahexaendico cis-4,7,10,13,16,19). A temperatura inicial foi de 70°C, com
aguecimento progressivo (13°C/min) até chegar a 175°C, mantendo-se por 27
minutos. Em seguida, um novo aumento de 4°C/minuto foi iniciado até 215°C,
mantendo-se durante 31 minutos. O Split/Ratio utilizado foi 1:50, e hidrogénio (H2) foi

utilizado como gas de arraste com fluxo de 40 cm3/s.

3.1.10 Anédlise plasmética de progesterona por radioimunoensaio

A concentracao plasmatica de progesterona foi mensurada pela técnica de
radioimunoensaio utilizando o Kit comercial ImmuChem™ Double Antibody 17a-
Hydroxyprogesterone 1251 RIA da MP Biomedicals, LLC Diagnostics Division
Orangeburg, NY 10962; com um limite de deteccdo de 0,009 ng/ml e limite de
quantificacdo de 0,030.

3.1.11 Anédlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o SAS (versédo 9.4,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA), considerando a vaca como unidade experimental
e um delineamento inteiramente casualizado. As variaveis dependentes continuas
(palmitico, estearico, oleico, linoléico e progesterona) foram analisadas como medidas
repetidas no tempo utilizando o PROC MIXED e o comando REPEATED. Incluiu-se
no modelo como efeito fixo as variaveis independentes tratamento, dia e sua
interacédo. O efeito aleatorio de vaca dentro de tratamento (Grupo Controle e Grupo
Girassol) foi utilizado como erro termo para se determinar o efeito do tratamento sobre
as concentracdes de acido graxo palmitico, estearico, oleico e linoleico. Em todos os
modelos avaliou-se as estruturas de variancia-covariancia, dentre todas as estruturas
testadas, selecionou-se aquela com o menor valor do critério de informacgéo corrigido
de Akaike (AICC). A premissa de normalidade do residuo foi checada pelos graficos
de diagnostico do PROC MIXED e pelo teste Shapiro-Wilk do PROC UNIVARIATE
utilizando o residuo studentizado (output do PROC MIXED). A opc¢éao Kenward-Roger
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de ajuste dos graus de liberdade do denominador foi incorporado em todos os modelos
rodados. Os efeitos das variaveis independentes no PROC MIXED foram
determinados pelo teste F utilizando a soma de quadrado tipo Ill. Quando necessario,
o comando slice foi adicionado ao procedimento LSMEANS, para identificar o efeito
de tratamento em momentos especificos. Os resultados foram reportados como
LSMEANS = EPM. Em todos os casos uma probabilidade < 0,05 indicou que a
diferenca foi significativa e entre 0,05 > P < 0,10 indicou que diferenca tendeu a ser

significativa.

3.2 Experimento 2

3.2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado na Fazenda Santa Encarnacéo, situada na cidade
de Santa Rita do Pardo, estado do Mato Grosso do Sul, Brasil. O experimento foi
realizado de novembro de 2017 a fevereiro 2018.

As andlises de lipidios plasmaticos foram realizadas no analisador bioquimico
automético (RX Daytona da Randox) do laboratério multiusuario de Andlises Clinicas

Veterinarias da Universidade de Sao Paulo (Pirassununga/SP).

3.2.2 Animais

Neste estudo, realizado em duas etapas, foram utilizadas 210 vacas Nelore
(Bos taurus indicus). Na primeira etapa, realizada em novembro de 2017, foram
utilizadas 133 vacas primiparas, sem bezerro ao pé, 420 dias pds-parto (£ 56 DPP),
peso médio de 453 + 48,02 Kg e escore corporal médio de 3,067 + 0,42 (em escala
de 1 a 5; EDMONSON et al., 1989). Na segunda etapa, realizada em dezembro de
2017, utilizou-se 77 vacas multiparas em lactacdo com bezerro ao pé, 79 dias pos-
parto (£ 23 DPP), com peso médio de 426 + 52,95 Kg e escore corporal médio de 2,83
+ 0,32 (em escala de 1 a 5; EDMONSON et al., 1989). As vacas foram mantidas em
um sistema extensivo, onde continha pastagem de Brachiaria decumbens cv. Basilisk
com sal mineral (Fosbovi® 20, Tortuga, DSM produtos nutricionais, Brasil) e dgua a
vontade durante todo o experimento. Antes do inicio da realizacdo do protocolo de
sincronizacao, todas as vacas foram submetidas a um exame ginecolégico com

ultrassonografia (DP-20®, Mindray, Sdo Paulo, Brasil). Participaram do estudo apenas
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fémeas que apresentaram normalidade no sistema reprodutivo no momento da
avaliacdo. Os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso Animal
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnologia - FCAT, UNESP de Dracena-
SP, sob o0 numero de protocolo 36/2016.

3.2.3 Sincronizacéo das ovulagdes

As vacas receberam no D-10 um dispositivo intravaginal contendo 1g de
progesterona (CIDR®, Zoetis Industria de Produtos Veterinarios, Campinas-SP,
Brasil) associado a administracdo de 2mg de benzoato de estradiol (Gonadiol, Zoetis
InduUstria de Produtos Veterinarios, Campinas-SP, Brasil), via IM. Oito dias ap6s a
colocacao do dispositivo (D-2), o mesmo foi removido e administrou-se 12,5mg de
dinoprost (Lutalyse®, Zoetis Industria de Produtos Veterinarios, Campinas-SP, Brasil),
1mg de cipionato de estradiol (E.C.P.®, Zoetis Industria de Produtos Veterinarios,
Campinas-SP, Brasil) e 300Ul de gonadotrofina coridnica equina - eCG (Novormon®,
Zoetis Industria de Produtos Veterinarios, Campinas-SP, Brasil), todos via IM (Figura
2).

Figura 2 - Delineamento do experimento 2, mostrando o protocolo de IATF utilizado, as
dietas de suplementacdes oferecidas, os dias de coleta de sangue para a avaliacéo
plasmatica dos lipidios, e os dias do diagnéstico de prenhez

GRUPO CONTROLE (N=108) E GRUPO GIRASSOL (N=102)

IATF Coleta de Coletade Coletade
Sangue  Sangue Sangue
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Diagndstics Driagndstico
de Gestagio de Gestagio
12,5mg
':'i"‘-‘:'“‘ Suplementacio Adaptacdo: 47% milho moido e 53% farelo de soja
2mg BE 100U 06 Fornecimento: 1Kg/ 450 Kg animal/Dia

- Suplementagdo Controle: 47% milho moido e 53% de farelo de soja
1mg du Fornecimento: 1, 7Kg/ Animal/Dia

Suplementagdo Girassol: 60% grio inteiro de girassol e 40% farelode soja
Fornecimento: 1,7Kg/ Animal/Dia

Fonte: Elaborado pelo Autor
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3.2.4 Suplementacédo de adaptacao

Cinco dias antes das vacas iniciarem a suplementacdo com os tratamentos (D-
5), todos os animais passaram a receber nos cochos a suplementacao de adaptacéo
(40% milho moido + 53% de farelo de soja), ha quantidade de 1Kg/450Kg animal/dia)

como estratégia para condicionar as vacas a comerem no cocho (Figura 2).

3.2.5 Inseminacéo artificial em tempo fixo

A inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF) foi realizada 48 horas apos a
retirada do implante de progesterona (D0). Todos animais foram inseminados por um
anico inseminador experiente. Na primeira etapa foi utilizado cinco touros da raca
Nelore e na segunda etapa cinco touros da raca Aberdeen Angus. Os touros foram

divididos equitativamente entre os diferentes grupos de tratamento (Figura 2).

3.2.6 Formacao dos grupos experimentais

Na primeira etapa, os animais (n=133) foram divididos em dois grupos: Grupo
Controle (n=66) e Grupo Girassol (n=67). Na segunda etapa, 0os animais (n=77)
também foram divididos em dois grupos: Grupo Controle (n=42) e Grupo Girassol
(n=35). Assim, considerando ambas as etapas, as vacas foram divididas
equitativamente em dois grandes grupos: Grupo Controle (n=108) e Grupo Girassol
(n=102).

3.2.7 Tratamentos

A suplementacdo fornecida continha 40% de farelo de soja com 44% de
proteina bruta (PB) e 60% de semente de girassol (Suplemento Girassol) ou 53% de
farelo de soja com 44% de PB e 47% de milho (Suplemento Controle). Os animais do
Grupo Controle receberam 1,7kg/dia/animal de suplemento controle durante 23 dias
a partir do dia da IATF (Grupo Controle). Os animais suplementados com semente de
girassol receberam 1,7kg/dia/animal de suplemento a partir do dia da IATF por 23 dias
(Grupo Girassol) (Figura 2). Os dois suplementos fornecidos diariamente aos animais
foram igualmente balanceados em energia e proteina, ambos com 72% de NDT e 24%
de PB, sendo ambos isoprotéico e isoenergético. Os cochos utilizados para o
fornecimento dos suplementos apresentavam uma area de 22 cm lineares para cada
vaca. A suplementacéo foi fornecida todos os dias no periodo da manh&. Ao término

do dia, as sobras dos cochos foram recolhidas e pesadas.
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3.2.8 Coleta de sangue

As amostras de sangue de 10% dos animais de cada grupo, escolhidos
aleatoriamente, foram coletadas em diferentes dias as 8:00 horas. Foi coletado
sangue nos dias D4, D7 e D22 po6s inseminacéo artificial (DO) (Figura 2). O sangue foi
coletado da veia jugular, em tubos Vacutainer (Becton, Dickinson and Company; BD)
contendo EDTA, onde para cada animal coletou-se aproximadamente 20mL de
sangue. O sangue coletado foi imediatamente acondicionado a 4°C. O sangue foi
centrifugado a 25009 durante 20 minutos. Apoés a centrifugacao, o plasma foi removido

e acondicionado em microtubos. As amostras de plasma foram armazenadas a -80°C.

3.2.9 Diagnostico de prenhez

O diagnéstico de prenhez foi realizado por ultrassonografia (DP-20%®, Mindray,
Séao Paulo, Brasil) com transdutor linear de 7,5 MHz de frequéncia (Mindray, S&o
Paulo, Brasil), 30 (D30) e 60 dias (D60) apés a IATF (Figura 2). As fémeas foram
classificadas em prenhes (presenca de vesicula amniética contendo um embrido vivo
no D30 ou um feto vivo no D60) ou ndo prenhes. O diagndstico foi realizado em todos
0S animais por um unico profissional. A mortalidade embrionaria foi calculada
considerando a taxa de prenhez no D30 subtraida da taxa de prenhez no D60 (Figura
2).

3.2.10 Andlise de lipidios plasméticos

As amostras de plasma foram mensuradas para avaliar as concentracdes
plasmaticas de colesterol, triglicerideos, HDL, VLDL e LDL. O colesterol, triglicérides
e HDL foram quantificados através de kits comerciais (CH 3610 RX series, TR 3823 e
CH 3811, respectivamente). O VLDL e o LDL foram quantificados através de férmulas
fixas (VLDL = Triglicérides/5mg/dl; LDL = Colesterol total — HDL — VLDL mg/dl).

3.2.11 Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o SAS (versédo 9.4,
SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) considerando a vaca como unidade experimental
e um delineamento em blocos casualizado. As variaveis dependentes continuas
(colesterol, triglicerideo, HDL, VLDL e LDL) dentro de cada dia D4, D7 e D22 foram
analisadas utilizando o PROC MIXED. Incluiu-se no modelo como efeito fixo a variavel

independente tratamento e como efeito aleatdrio a variavel bloco (primipara e
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multipara). As premissas de normalidade do residuo e homogeneidade das variancias,
teste de Levene do PROC GLM, foram checadas. Todos as varidveis dependentes
continuas atenderam a premissa de normalidade do residuo. Logo apoés, procedia-se
a checagem do AICC, quanto menor melhor, e das premissas. Todas as variaveis
atendaram a premissa apés a modelagem. Os efeitos das varidveis independentes no
PROC MIXED foram determinados pelo teste F utilizando a soma de quadrado tipo lll.
Quando necessario, as médias entre os tratamentos foram comparadas incorporando
ao comando DIFF o teste de TUKEY ajustado. Para comparacédo da variacao das
concentracbes de &cido graxo ao longo dos dias para cada tratamento, utilizou-se
modelo similar. Nesse caso, incluiu-se no modelo como efeito fixo a variavel
independente dia. Para analise da variavel dependente binaria (prenhes) utilizou-se o
PROC GLIMMIX empregando-se a distribuicdo binomial. Incluiu-se no modelo o efeito
fixo de efeito de tratamento e aleatério de bloco (primipara e multipara). Os dois
grupos de animais analisados (primipara e multipara) ndo foram estatisticamente
diferentes, sendo os dois grupos ajuntados para a realizacdo da estatistica geral.
Entre os 10 diferentes touros utilizados, ndo se observou diferenca estatistica entre
eles, anulando a variavel touro entre os grupos. Os resultados foram reportados como
LSMEANS = EPM. Em todos os casos uma probabilidade < 0.05 indicou que a
diferenca foi significativa e entre 0,05 > P < 0,10 indicou que a diferenga tendeu a ser

significativa.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1

Dentre os 41 4cidos graxos possiveis de serem identificados na cromatografia
gasosa, apenas cinco alcancaram o pico cromatografico. As mensuracdes estédo
expressas em g/100 gramas de plasma. Os &cidos graxos que alcancaram o pico
cromatografico foram o &cido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), acido oleico
(C18:1 n9,c), acido linoleico (C18:2 n6,c) e acido alfa-linolénico (C18:3 n3).

4.1.1 Acido Palmitico

Observou-se diferenca estatistica na concentracdo de acido palmitico entre os
tratamentos (P= 0,0102) e os dias de coleta (P=0,0020), porém n&do houve efeito
tratamento/dia (P=0,2183). Considerando a média das concentracfes de todos os
dias, houve uma maior concentracdo de &cido palmitico no grupo controle (25,74 +
0,619/100g) comparado ao grupo tratado com semente de girassol (21,71 *
0,609/100q) (P=0,01; Figura 3).

Figura 3 - Concentracao plasmatica média + erro padrao (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do acido palmitico (C16:0) em todos os dias de coleta
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a,b Letras diferentes nas colunas difere entre os tratamentos (P<0,05)
Fonte: Elaborado pelo Autor

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos no DO (P=0,2017), entretanto
houve uma maior concentracéo de acido palmitico no grupo controle do D7, D10 e
D13 (P=0,0027, P=0,0295 e P=0,0084; respectivamente), com uma tendéncia
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(P=0,0758) de maior concentracdo de acido palmitico no grupo controle no dia 16
(Figura 4).

Figura 4 - Concentracdo plasmatica média + erro padrao (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do 4cido palmitico (C16:0) em cada dia de coleta
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4.1.2 Acido Esteérico

No grupo tratado com semente de girassol houve uma maior concentracao de
acido estearico (31,59 * 0,69¢/100g) comparado ao grupo controle (28,91 *
0,699g/100g) (P= 0,0128). Entre os dias de coleta houve tendéncia de diferenca (P=

0,0632) e tendéncia de diferenga na relagéao tratamento x dia (P=0,0919; Figura 5).

Figura 5 - Concentracdo plasmatica média = erro padréo (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do acido estearico (C18:0) em todos os dias de coleta
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Nos dias 0 e 7 ndo houve diferenga estatistica entre os grupos (P=0,2975 e P=
0,7106; respectivamente). Foi observada uma maior concentracdo de acido estearico
no grupo tratado com semente de girassol no D10, D13 e D16 (P=0,0288, P=0,0489
e P=0,0292; respectivamente) (Figura 6).

Figura 6 - Concentracao plasmatica média + erro padrdo (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do 4cido estearico (C18:0) em cada dia de coleta
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4.1.3 Acido Oleico

N&o houve diferenca estatistica na concentracdo de acido oleico entre 0s
tratamentos (P= 0,4736) e os dias de coleta (P= 0,1222), porém na relacao
tratamento/dia de coleta houve diferenca estatistica (P=0,002) (Figura 7).

Figura 7 - Concentracdo plasmatica média + erro padréo (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do acido oleico (C18:1 n9,c) em todos os dias de coleta
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Entre os tratamentos a concentracdo média nado foi estatisticamente diferente
entre o grupo controle (27,40 £ 0,54 g/100g) e o grupo tratado com semente de
girassol (28,10 + 0,56 g/100g). Houve diferenca do acido oleico no DO entre os dias
de coleta, onde a concentracdo de foi maior no grupo controle que o grupo tratado
com semente de girassol (P=0,007), no D7 e D10 foram iguais entre oS grupos
(P=0,2092 e P=0,5802; respectivamente). No dia 13 o grupo tratado com semente de
girassol teve uma maior concentracao de acido oleico (P= 0,05) e no dia 16 teve uma

tendéncia de aumento (P=0,10) (Figura 8).

Figura 8 - Concentragcdo plasmatica média = erro padréo (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do acido oleico (C18:1 n9,c) em cada dia de coleta
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4.1.4 Acido Linoleico

Houve uma tendéncia (P= 0,0636) de diferenca na concentracdo de &cido
linoleico entre os tratamentos, mas néo houve diferenca entre os dias de coleta (P=
0,8687), e houve diferenca estatistica na relagdo tratamento/dia (P=0,0273) (Figura
9).
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Figura 9 - Concentracao plasmatica média + erro padrdo (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do 4cido linoléico (C18:2 n6,c) em todos os dias de coleta
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No DO o grupo tratado com semente de girassol possuia maior concentracédo
de acido linoleico (P=0,0458) que o grupo controle, no D7 ndo houve diferenca entre
0S grupos, no D10 o grupo controle teve uma tendéncia em ter maior concentracao
(P=0,0955), e no dia 13 e 16 houve uma maior concentracdo de acido linoléico no
grupo controle (P=0,036 e P=0,0224, respectivamente) que no grupo tratado (Figura
10).

Figura 10 - Concentragdo plasmética média £ erro padrdo (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do acido linoléico (C18:2 n6,c) em cada dia de coleta
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4.1.5 Acido alfa-linolénico

N&o observou-se nenhum pico cromatografico de &cido alfa-linoleico nos
animais do grupo controle, mas foram detectados picos de acido alfa-linoleico nos
animais do grupo que receberam semente de girassol na dieta. Na média o grupo
girassol (1,79 g/100g) teve uma maior concentracao (P=0,0100) acido alfa-linoleico do
gue o grupo controle (0 g/100g) (Figura 11).

Figura 11 - Concentracdo plasmatica média + erro padréo (g/100g), determinadas por
cromatografia gasosa, do 4cido alfa-linolénico (C18:3 n3) em todos os dias de coleta
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a,b Letras diferentes nas colunas difere entre os tratamentos (P<0,05)
Fonte: Elaborado pelo Autor

4.1.6 Progesterona

N&o houve diferenca estatistica na concentracao plasméatica de progesterona
entre os tratamentos (Controle e Girassol) no DO (p=0,5704), D7 (p=0,4575), D10
(p=0,8381) e D13 (p=0,8303). Os dados estédo expressos na figura 12.
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Figura 12 - Concentracao plasmatica média + erro padrdo (ng/ml) de progesterona (P4)
nos diferentes dias de coleta
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Fonte: Elaborado pelo Autor

4.1.7 Sumarizacao dos resultados

No Experimento 1, conforme representado na Figura 12, as fémeas

suplementadas com semente de girassol apresentaram aumento nas concentracdes
plasmaticas de acido estearico (C18:0) no D10, D13 e D16 e acido oleico (C18:1 n9,c)

no D13 e verificou-se uma diminuicdo de acido palmitico (C16:0) no D7, D10 e D13 e

acido linoléico (C18:2 n6,c) no D13 e D16 comparado ao Grupo Controle; o &cido alfa-

linolénico (C18:3 n3) so foi constatado no plasma das vacas tratadas com semente de

girassol. Quando considerou-se a média de todos os dias (Figura 13), a concentracdes

plasmaticas de acido estearico e acido alfa linolénico foram maiores no grupo de

animais suplementados com semente de girassol, enquanto no grupo controle a

concentragdes plasméticas de &cido palmitico e &cido linoleico foram maiores. O &cido

oleico foi igual entre os dois grupos.
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Figura 13 — Sumarizacao dos resultados do Experimento 1

SUMARIZAGCAO DOS RESULTADOS
CONTROLE GIRASSOL

"
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« A. Linoleico * « A. Linoleico ¥
* A. Alfa-linolénico ® » A. Alfa-linolénico #

f Concentracao plasmatica aumentou; ‘ Concentragdo plasmatica diminuiu.
s Nao foi detectado nenhuma concentracéo plasmatica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Experimento 2

4.2.1 Concentracdes plasmaticas de Colesterol

Nas amostras de sangue coletadas no D4, D7 e D22, a concentracdo
plasmética de colesterol no Grupo Controle foi maior no D4 (149,45 + 14,76 mg/dl)
comparado ao D22 (118,26 + 14,57 mg/dl) (P=0,015), tendeu a ser maior no D4
comparado ao D7 (126,10 = 14,57 mg/dl) (P=0,0818) e nao diferiu entre D7 e D22
(P=0,7266). No grupo controle houve uma queda gradativa das concentragcdes
plasmaticas de colesterol do D4 até o D22. No grupo tratado com Girassol houve um
aumento gradativo na concentracdo plasmatica de colesterol do D4 até o D22. A
concentracéo plasmética de colesterol ndo variou entre o D4 (131,19 + 25,87 mg/dl) e
o D7 (146,76 = 25,87 mg/dl) (P=0,3116), mas foi maior no D22 (179,22 + 25,96 mg/dl)
comparado ao D4 (P=0,0003) e ao D7 (P=0,0141) (Figura 14).
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Figura 14 - Concentracdes plasmaticas de COLESTEROL (mg/dl + erro padrao), nos
diferentes dias de coleta de sangue ap6s o inicio da suplementacéo, considerando o
DO como o dia da IATF, em vacas Nelore: A) ndo tratadas (Grupo Controle; n=108), B)
tratadas com semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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Fonte: Elaborado pelo Autor

4.2.2 Concentracfes plasmaticas de triglicerideos

A concentracéo plasmatica de triglicerideos néo diferiu no Grupo Controle, nas
amostras de sangue coletadas no D4, D7 e D22. Entre o D4 (39,70 £ 1,53 mg/dl) e D7
(36,93 + 3,95 mg/dl) (P=0,7708), e no D22 (23,16 + 1,70 mg/dl) a concentracao de
triglicerideos foi menor que nos dias D4 (P=0,001) e D7 (P=0,0054). Em amostras
coletadas nos animais do Grupo Girassol, ndo observou-se diferenca estatistica entre
o D4 (28,30 £ 2,67 mg/dl) e D7 (26,21 + 2,67 mg/dl) (P=0,8457), entretanto a
concentracéo no D22 (38,88 + 2,67 mg/dl) foi maior comparado D4 (P=0,0239) e D7
(P=0,0062), uma variagcdo oposta na concentracdo de triglicerideos entre os dois
grupos analisados (Figura 15).
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Figura 15 - Concentrac6es plasmaticas de TRIGLICERIDEOS (mg/dl + erro padr&o), nos
diferentes dias de coleta de sangue ap6s o inicio da suplementacéo, considerando o
DO como o dia da IATF, em vacas Nelore: A) ndo tratadas (Grupo Controle; n=108), B)
tratadas com semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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4.2.3 Concentracfes plasmaticas de HDL

Nas amostras de sangue coletadas no Grupo Controle, verificou-se que as
concentragdes plasmaticas de HDL foram menores no D4 (47,91 + 4,24 mg/dl)
comparado ao D7 (72,65 + 4,24 mg/dl) (P=0,001) e ao D22 (68,27 + 4.38 mg/dl)
(P=0,0011), entre os D7 e D22 foram estatisticamente iguais (P=0,6723). No Grupo
Girassol as concentragdes plasmaticas de HDL néo diferiram estatisticamente entre o
D4 (72,70 + 9,67 mg/dl) e D7 (82,08 + 9,67 mg/dl) (P=0,3044), mas no D22 (53,38 +
9,67 mg/dl) foram menores comparado ao D4 (P=0,0117) e D7 (P=0,0002) (Figura
16).
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Figura 16 - Concentracdes plasmaticas de HDL (mg/dl + erro padrdo), nos diferentes
dias de coleta de sangue ap6s o inicio da suplementacao, considerando o DO como o
dia da IATF, em vacas Nelore: A) néo tratadas (Grupo Controle; n=108), B) tratadas com
semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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4.2.4 Concentracdes plasmaticas de VLDL

No Grupo Controle as concentracdes plasmaticas de VLDL foram
estatisticamente iguais entre o D4 (7,94 + 0,30 mg/dl) e D7 (7,39 £ 0,79 mg/dl)
(P=0,7708), mas no D22 (4,63 = 0,34 mg/dl) foi menor que no D4 (P=0,001) e D7
(P=0,0054). No Grupo Girassol observou-se que as concentracdes plasmaticas de
VLDL néo diferiram entre D4 (5,66 + 0,53 mg/dl) e D7 (5,24 + 0,53 mg/dl) (P=0,8457),
contudo no D22 (7,78 + 0,53 mg/dl) foram maiores comparado ao D4 (P=0,0239) e D7
(P=0,0062) (Figural?).
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Figura 17 - Concentracfes plasmaticas de VLDL (mg/dl £ erro padrao), nos diferentes
dias de coleta de sangue apés o inicio da suplementacao, considerando o DO como o
dia da IATF, em vacas Nelore: A) néo tratadas (Grupo Controle; n=108), B) tratadas com
semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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4.2.5 Concentracdes plasmaéticas de LDL

Nas amostras de sangue coletadas do Grupo Controle verificou-se que as
concentracdes plasmaticas de LDL foram maiores no D4 (90,69 + 11,89 mg/dl) quando
comparado ao D7 (44,33 £ 4,77 mg/dl) (P=0,0029) e D22 (40,55 + 4,53 mg/dl)
(P=0,0012). A concentracao no D7 foi estatisticamente igual ao D22 (P=0,8345). No
Grupo Girassol observou-se que as concentracdes plasmaticas de LDL néo diferiram
entre D4 (52,36 + 17,21 mg/dl) e D7 (58,97 + 17,21 mg/dl) (P=0,8311), contudo no
D22 (118,01 + 17,38 mg/dl) a concentracdo foi maior comparado ao D4 (P=0,0001) e
D7 (P=0,0001) (Figura 18).
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Figura 18 - Concentragcbes plasmaticas de LDL (mg/dl + erro padr&o), nos diferentes
dias de coleta de sangue apés o inicio da suplementacao, considerando o DO como o
dia da IATF, em vacas Nelore: A) néo tratadas (Grupo Controle; n=108), B) tratadas com
semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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4.2.6 Taxa de prenhez do D30

N&do observou-se diferenca entre os tratamentos (P=0,8148) na taxa de
prenhez 30 dias apés a IATF (D30); o grupo controle apresentou 50,36 % de prenhez,
contra 47,56% de prenhez no grupo que recebeu a dieta contendo semente de girassol
(Figura 19).
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Figura 19 - Taxa de prenhez no D30, considerando o DO como o dia da IATF, em vacas
Nelore: ndo tratadas (Grupo Controle; n=108) e tratadas com semente de girassol por
23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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Fonte: Elaborado pelo Autor

4.2.7 Taxa de prenhez do D60
N&o observou-se diferenca entre os tratamentos (P=0,4091) para a taxa de

prenhez 60 dias ap6s a IATF (D60); o grupo controle apresentou 48,51 % de prenhez

e 0 grupo girassol apresentou 46,58 %. (Figura 20).

Figura 20 - Taxa de prenhez no D60, considerando o DO como o dia da IATF, em vacas
Nelore: ndo tratadas (Grupo Controle; n=108) e tratadas com semente de girassol por
23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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Fonte: Elaborado pelo Autor

4.2.8 Mortalidade embrionéria entre D30 e D60

Para as perdas embrionarias ocorridas entre 30 e 60 dias apos a IATF nao

observou-se diferenca estatistica entre os tratamentos (P=0,7430); o grupo girassol

apresentou 1,85% de perda embrionaria, e o grupo girassol 0.98% (Figura 21).
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Figura 21 - Taxa de perdas embrionarias entre o D30 e D60, considerando o DO como o
dia da IATF, em vacas Nelore: ndo tratadas (Grupo Controle; n=108), e tratadas com
semente de girassol por 23 dias (Grupo Girassol; n=102).
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4.2.9 Sumarizacao dos resultados

No Experimento 2, conforme representado na Figura 22, os animais
suplementados com semente de girassol tiveram maiores concentragdes plasmaticas
de colesterol, triglicerideos, VLDL e LDL, enquanto no grupo controle verificou-se um

aumento apenas no HDL.

Figura 22 — Sumarizacao dos resultados do experimento 2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

No experimento 1, na avaliacdo geral realizada com a somatéria de todos os
dias de coleta analisados, observou-se uma maior concentracdo de &cido palmitico
(C16:0) no grupo controle do que no grupo tratado com semente de girassol. Mais
especificamente, o grupo controle teve maior concentracdo de acido palmitico no D7,
D10 e D13. A diferenca entre os grupos esta na suplementagéo recebida, o grupo
controle recebeu farelo de soja como fonte de energia enquanto que o grupo tratado
recebeu semente de girassol. O acido graxo saturado mais abundante no 6leo de soja,
(11% do total dos acidos graxos saturados, € o acido palmitico (ANAI et al., 2012), o
gue explica as maiores concentracdes do mesmo no grupo controle. Em alguns
estudos relata-se que o &cido palmitico exerceria efeito apopt6tico nas células da
granulosa em ratos (CHEN et al. 2001) e humanos (MU et al., 2001). Embora tal efeito
nao tenha sido descrito em bovinos no grupo ndo suplementado (grupo controle), que
recebeu o mesmo tratamento do experimento 1, as taxas de prenhez também nao
foram beneficiadas.

Os animais do grupo tratado com semente de girassol apresentaram maior
concentracdo de &cido estearico comparado aos animais do grupo controle
(experimento 1). No 6leo de girassol ha 5% de acido estearico enquanto que no 6leo
de soja ha 4% (ANUSHREE et al, 2017), embora a diferenca na composicao seja
pequena, isso pode explicar porque no grupo que recebeu semente de girassol houve
uma concentracao 9,27% maior de acido estearico comparada com o grupo controle
(experimento 1). Em um estudo em vacas de leite, 0 aumento da concentracdo de
acido esteéarico no meio de cultura de células da granulosa aumentou a expresséao de
receptor para FSH, receptor para LH, aromatase, 3B-HSD e ciclinaD2. Tais aumentos
caracterizaram uma maior producao de 17B-estradiol in vitro (SHARMA et al, 2019).
Nesse estudo agora mencionado, o diametro folicular dos animais nao foi avaliado,
mas com 0 aumento da concentracdo de estradiol podemos esperar um maior
diametro folicular e possivelmente um corpo luteo mais eficiente na producdo de
progesterona. De fato, no presente estudo, o aumento das concentragfes plasmaticas
de &cido estearico nas fémeas tratadas com semente de girassol no experimento 1,
nao promoveu aumento na taxa de prenhez do experimento 2. Importante alertar que

0 excesso de acidos graxos saturados pode comprometer a reproducao (MU et al.,
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2001), esta situacao fica evidenciada na menor fertilidade observada em humanos
individuos obesos.

N&o houve diferenca na concentracdo plasmaticas de acido oleico (C18:1 n9,
C) entre 0s animais que receberam semente de girassol ou ndo, porém nos dias no
D13 e D16 de suplementacdo foram observados um aumento e uma tendéncia de
aumento na concentracdo do &cido oleico nas vacas que receberam semente de
girassol em sua dieta (experimento 1). Isso é explicado pelo fato da semente de
girassol ter uma alta porcentagem de &cido oleico (27%) em sua composicao
(ANUSHREE et al.,, 2017). A suplementacdo com AGPI favorece a performance
reprodutiva de fémeas bovinas, alterando o perfil plasmético de acidos graxos nos
animais tratados (FONTES et al., 2018), promovendo uma melhora na fisiologia que
envolve o contexto reprodutivo. Foi demonstrado que o acido oleico aumenta o
armazenamento de lipidios em gotas aumentando a competéncia de desenvolvimento
oocitério, esse efeito se opde aos dos &cidos palmitico e esteérico que inibem o
armazenamento de lipidios nos oocitos (AARDEMA et al., 2011; FAYEZI et al., 2018).

A concentracdo do acido linoleico (C18:2 n6,c) teve uma tendéncia em ser
menor no grupo tratado que no grupo controle (P=0,06). A concentracdo do acido
linoleico foi menor no grupo tratado a partir do D10, e permaneceu menor até o D16
de suplementacdo (experimento 1). Considerando que a percentagem de &cido
linoleico € um pouco menor no 6leo de soja (54%) do que na semente de girassol
(61%) (ANUSHREE et al., 2017), esperdvamos que 0 grupo tratado apresentasse
concentragdo maior de &cido linoleico. Provavelmente a semente de girassol ndo
“protegeu” com tanta eficacia os acidos graxos da metabolizacdo ruminal. Quando
adicionado o acido linoléico puro a cultura de bactérias ruminais, o acido linoléico
(18:2) sofre bio-hidrogenacdo microbiana sendo convertido a acido estearico (18:0),
sendo que a taxa de desaparecimento do 18:2 varia de 23,6 a 44,6%/h (JOUANY et
al., 2007).

Considerando a concentracdo do &cido alfa-linolénico (C18:3 n3), foram
detectados picos cromatograficos somente nos animais que receberam semente de
girassol em sua dieta (experimento 1). Isso € um achado interessante uma vez que a
semente de girassol possui 0,12% dos lipidios composto por C18:3. Em vacas de leite
a suplementacdo com semente de girassol aumentou a perda embrionaria quando
comparada com vacas que receberam suplemento com Oleo de linhaga rica que

possui acido alfa linolénico compondo 57% do total de lipidios (AMBROSE et al, 2006).
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Por outro lado, o 6leo de soja possui entre 4 e 5% dos seus lipidios composto por
C18:3 (MARTIN et al, 2008), era de se esperar que a concentracdo de C18:3 no
plasma de vacas que receberam farelo de soja também estivessem presentes. Essas
discrepancias sugerem que a metabolizacdo ruminal interfere na biodisponibilidade
dos acidos graxos que sdo ingeridos e em alguns casos ndo aparecem na corrente
sanguinea dos ruminantes.

Embora se esperava maiores concentracdes de acidos graxos poliinsaturados
no grupo que recebeu a semente de girassol em sua dieta, sabemos que a
metabolizacdo ruminal interfere na biodisponibilidade desses AGPIs na concentracao
plasmatica. Por isso é tdo importante a “protecéo” das gorduras, quando estas sao
oferecida a ruminantes (SPENCER E BAZER, 2004). Muitos AGPIs que estéo
presentes na dieta, sdo biotransformados no rimen, sendo disponivel na absorcao
intestinal com uma diferente ligagdo e composi¢cao (JOUANY et al., 2007).

No experimento 2, apesar de achados anteriores pelo mesmo grupo de
pesquisa reportando uma melhor taxa de prenhez em vacas que consumiram a
semente de girassol por 23 dias (CORDEIRO et al.,, 2015), nesse trabalho né&o
observamos diferenca na taxa de prenhez entre os grupos. Tal resultado contraditério
entre experimentos do mesmo grupo de pesquisa pode ser consequéncia do
excelente manejo dos animais da fazenda que realizamos esse trabalho,
considerando que as fémeas recebiam uma nutricdo de qualidade, fazendo com que
0S animais desse experimento estivessem em condicdo corporal perfeitamente
adequada no inicio do protocolo de IATF. Essa situacdo pode ter feito com que a
adicdo de semente de girassol na dieta néo interferisse na fertilidade das vacas. Os
animais que integraram o experimento de Cordeiro et al. (2015) tinham um escore de
condicéao corporal (ECC) médio de 3,74 (em escala de 1 a 9), enquanto que 0s animais
que integraram o experimento desse trabalho tinham uma média de ECC de 3,06 (em
escalade 1 a5).

Porém, mesmo na auséncia de diferenca estatistica na taxa de prenhez, foi
possivel observar diferengas no perfil de lipidios entre os grupos tratados e controle.
A concentracao plasmatica de colesterol analisada no D4, D7 e D22 dias apos a IATF
diminuiu gradativamente do inicio até o final do oferecimento da dieta no grupo
controle (D4>D22), diferente do aumento gradativo no grupo que recebeu a semente
de girassol (D4<D22). O mesmo aconteceu com a concentracdo de triglicerideo

plasmatico, cuja concentragdo plasmatica aumentou nos animais tratados com
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semente de girassol (D4<D22), e 0 mesmo né&o foi observado nos animais do grupo
controle (D4>D22). Foi relatado em vacas de leite que a suplementagédo com semente
de girassol aumentou a concentracao de colesterol total e com isso a concentracéo
de progesterona, comparado com o grupo controle (TALAVERA et al, 1985).

Foi observado um aumento gradativo na concentragdo plasmética de HDL, nos
animais do grupo controle e uma diminui¢cdo na concentragdo de HDL nos animais do
grupo girassol. Diferente do observado nesse experimento, o tratamento com semente
de girassol em vaca de corte aumentou a concentracdo de HDL quando comparado
com o controle (CORDEIRO et al, 2015).

As concentracdes de VLDL plasmatico do grupo controle foram iguais no inicio
do fornecimento da dieta e diminuiram no ultimo dia de dieta. J& no grupo tratado com
semente de girassol, as concentracdes nos primeiros dias (D4 e D7) nao diferiram
mas aumentaram no Ultimo dia de dieta. Esse efeito j& foi observado em outro
experimento do mesmo grupo de pesquisa (CORDEIRO et al, 2015), onde novamente
o efeito da dieta com semente de girassol aumentou as concentracées plasmaticas
de lipideos nos animais tratados.

Uma observagcdo muito importante nas concentracdes plasmaticas de lipidios
dos animais que receberam a semente de girassol em sua dieta, foi que o LDL
apresentou concentracao plasmatica de LDL trés vezes maior que no grupo controle.
Em um experimento anterior, vacas de corte suplementadas com semente de girassol
ndo apresentaram diferenca na concentracao de LDL se comparadas com o grupo
controle (CORDEIRO et al, 2015).

Analisando as taxas de prenhez 30 e 60 dias ap6s a IATF, juntamente com as
concentracfes plasmaticas dos lipidios, observamos que uma possivel explicacdo
para a nao diferenciacao da taxa de prenhez pode ser o escore de condicéo corporal
(ECC) classificado como “6timo” para a reproducao que 0s animais se encontravam
no inicio do experimento, inexistindo assim a necessidade de um suplemento para
aumentar sua eficacia reprodutiva. Observa-se diferencas no perfil plasmatico de
lipidios dos animais do experimento anterior (CORDEIRO et al., 2015) e do atual,
mesmo esses animais terem sidos sujeitos a um tratamento semelhante, sugerindo
uma diferenca de resposta, que pode explicar o menor efeito na taxa de prenhez. Mais
experimentos explorativos nessa area seria necessario para explicar resultados que

diferiram de outros experimentos.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se no experimento 1 que a suplementacdo com semente de girassol
alterou o perfil plasmatico de &cidos graxos, aumentando a concentragdo plasmatica

de acido estearico, acido oleico e acido alfa-linolénico em vacas Nelore de corte.

No experimento 2 a suplementacdo com semente de girassol alterou o perfil
plasmético de lipidios, aumentando a concentragdo plasmatica de colesterol,
triglicerideos, VLDL e LDL; porém tal suplementacdo ndo afetou a taxa de prenhez e

perda embrionaria em vacas Nelore de corte.
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