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assim como a PGE2 que pode ser convertida a PGF2a
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EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM SEMENTE DE GIRASSOL NA
PERFORMANCE REPRODUTIVA DE FEMEAS BOVINAS DE CORTE

RESUMO - A mortalidade embrionaria em bovinos, entre 15 e 19 dias de
prenhez, pode ser promovida pela liberagdo de PGF2a endometrial. A sintese
de PGF2a é inibida pela suplementagcdo com compostos ricos em &cido
linoléico, como a semente de girassol. Assim, objetivou-se avaliar o efeito e os
mecanismos pelos quais a suplementacdo com semente de girassol atua na
performance reprodutiva de fémeas bovinas de corte. Hipotetizou-se que tal
suplementacdo promove um incremento na taxa de concepc¢ao de receptoras
de embrides produzidos in vitro submetidas a TETF e que tal efeito decorra de
modificacdes na composicao lipidica plasmatica e endometrial, alteracdes na
expressdo de transcritos envolvidos na biossintese de eicosanoides e/ou
modificacbes no numero e/ou morfometria das glandulas endometriais. No
Experimento 1, novilhas mesticas zebuinas submetidas ao protocolo de TETF
suplementadas com semente de girassol, por 22 dias a partir da remocao do
dispositivo de progesterona, apresentaram maior taxa de concepcdo em
relacdo ao grupo controle (55,66% vs. 36,94%; P < 0,01). No Experimento 2,
vacas Nelore suplementadas com semente de girassol apresentaram maiores
concentracfes plasmaticas de colesterol total, LDL e HDL; modificagcdes na
composicao lipidica endometrial e alteracbes na expressdo de transcritos
envolvidos na biossintese de eicosanoides. Conclui-se que a suplementacéo
com semente de girassol aumenta a taxa de concepcdo por modificar a
composicao lipidica plasmatica e endometrial, a expressdo de transcritos
envolvidos na biossintese de eicosanoides e numero e morfometria das

glandulas endometriais.

Palavras-Chave: acido linoléico, bovino, endométrio, mortalidade embrionéaria,
PGF2a



EFFECT OF SUPPLEMENTATION WITH SUNFLOWER SEED IN
REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF FEMALE BEEF CATTLE

SUMMARY - Embryonic mortality in cattle, between 15 and 19 days of
pregnancy, can be promoted by the release of endometrial PGF2a. Synthesis of
PGF2a is inhibited by supplementation with compounds rich in linoleic acid
such as sunflower seed. This study aimed to evaluate the effects and the
mechanisms by which supplementation with sunflower seed acts on
reproductive performance of beef cows. It was hypothesized that such
supplementation promotes an increase on conception rate of in vitro-produced
embryos subjected to FTET; and that this effect arises from changes in plasma
lipid composition and endometrial changes in the expression of transcripts
involved in the biosynthesis of eicosanoids and/or changes in the number
and/or endometrial gland morphology. In Experiment 1, zebu crossbred heifers
submitted to the FTET protocol supplemented with sunflower seed, for 22 days
from the removal of the progesterone device, showed higher conception rate in
the control group (55.66% vs. 36.94% ; P < 0.01). In Experiment 2, Nelore cows
supplemented with sunflower seed showed higher plasma concentrations of
total cholesterol, LDL and HDL, changes in endometrial lipid composition and
changes in the expression of transcripts involved in the biosynthesis of
eicosanoids. It was concluded that supplementation with sunflower seeds
increases the conception rate by modifying the lipid composition of the plasma
and the endometrium, the expression of transcripts involved in the biosynthesis

of eicosanoids and number and morphometry of the endometrial glands.

Keywords: linoleic acid, bovine, endometrium, embryonic mortality, PGF2a
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l. INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos cresce rapidamente de forma
proporcional ao aumento da populagcdo. Em 2013, o Brasil ocupa a posicéo de
segundo maior exportador de carne bovina e tem recebido grande atencao
mundial devido ao modelo de criacdo extensiva e potencial de incremento na
producdo. O rebanho bovino brasileiro € constituido por 209.790.000 animais,
sendo 80% destes destinados a producdo de carne. Estima-se que a producao
nacional de carne bovina seja de 9.375.000 toneladas, proveniente do abate de
42.859.754 cabecas, sendo 1.450.000 toneladas do produto destinadas as
exportacdes que representa 15,46% da producédo (ANUALPEC, 2013).

Atualmente o Brasil apresenta uma taxa de desfrute (nUmero de animais
abatidos dividido pelo nimero total de animais x 100) de 20%, abate carcacas
com um peso médio de 15 arrobas e exporta 15% da producdo (ANUALPEC,
2013). Em comparacdo, os norte americanos desfrutam de 36% do seu
rebanho, abatem carcacas pesando 24 arrobas e exportam 11% de sua
producdo (ANUALPEC, 2013). Embora detentor do maior rebanho bovino
comercial do mundo, o Brasil apresenta uma eficiéncia na producdo pecuaria
aguém da necessaria, caracterizada inclusive pela baixa eficiéncia reprodutiva
nas operacodes de cria.

Na criacdo de bovinos a produtividade esta diretamente relacionada a
eficiéncia reprodutiva das fémeas, que devem apresentar um intervalo de
partos de 12 meses, gerando a producédo de 1 bezerro/matriz/ano. Em 2012, o
rebanho nacional era composto por 76.126.751 matrizes, destas 62.620.239
eram vacas e 13.506.512 novilhas com mais de 24 meses. Em 2013, estima-se
uma producdo nacional de 53.015.511 bezerros (ANUALPEC, 2013). Quando
se estabelece uma relagdo entre o numero de matrizes em idade reprodutiva e
0 numero de bezerros nascidos no ano subsequente, estima-se uma producao
nacional média de 0,69 bezerro/matriz/ano, estabelecendo um intervalo entre

partos de 17 meses. Nos ultimos sete anos, houve uma grande agregagéo ao
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valor do bezerro ao desmame, que passou de 60,6 IGP/bezerro em 2006 para
164,8 IGP/bezerro em 2012 (ANUALPEC, 2013). Conclui-se que a baixa
eficiéncia reprodutiva nas operacdes de cria, caracterizada pela baixa eficiéncia
na producgao de bezerros nascidos reduz a lucratividade e a competitividade do
setor pecuario.

A avaliacéo critica do mercado financeiro e a rentabilidade agropecuéria
em 2010 permitiram demonstrar que o investimento de maior lucratividade
sobre o capital investido foi o ouro (32,26%), seguido pela producao de leite
com alta tecnologia (11,42%), poupanca (6,90%), produgcdo com ciclo completo
na pecuaria de corte (5,76%) e recria e engorda exclusivamente (5,07%). As
operacgOes restritas apenas a fase cria de bovinos de corte com alta e baixa
tecnologia foram de 1,62% e -1,38%, respectivamente (SCOT CONSULTORIA,
2010). Assim, assume-se que a rentabilidade da fase de cria requer sua
insercdo no ciclo completo da criacdo de bovinos de corte e o crescente
emprego de tecnologia para que a mesma se torne economicamente viavel.

Mantendo-se baixa a eficiéncia reprodutiva, a Unica maneira de se
aumentar o volume de carne produzido € aumentando a area destinada a
exploracdo pecuaria. Contudo, tal pratica é indesejavel pelas Obvias
implicacbes ambientais negativas. Assim, torna-se evidente a importancia de
se aumentar a eficiéncia reprodutiva das exploracées pecuarias com o objetivo
de incrementar a producdo de carne sem necessariamente aumentar o nimero
de matrizes. Para tanto, torna-se imprescindivel aumentar a taxa de prenhez
(nimero de bezerros nascidos dividido pelo numero de fémeas em reproducao
x 100) e concepcéo (numero de bezerros nascidos dividido pelo nimero de
fémeas inseminadas x 100). Entretanto, para que a bovinocultura brasileira
atinja maiores niveis de produtividade, além da eficiéncia reprodutiva, o
melhoramento genético necessita ser priorizado (BARUSELLI et al., 2006).

Tais requisitos tem alavancado o emprego da inseminacdao artificial (1A).
Para otimizar seu emprego, foram desenvolvidos protocolos hormonais que
permitem a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) em 100% das fémeas

tratadas em um momento pré-determinado, procedimento que exclui a
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necessidade da detecc¢édo de estros. Além disso, a IATF possibilita a indugéo da
ciclicidade de fémeas em anestro no periodo pos-parto (DAY, 2005; PURSLEY
et al., 1995; VASCONCELOS, 1994). No Brasil, segundo estimativas da
Associagédo Brasileira de Inseminagao Artificial (ASBIA), estima-se que 27,19%
das fémeas bovinas tenham sido inseminadas em 2012, destas 32,96% fémeas
de corte e 19,21% fémeas de leite, sendo aproximadamente 50% do total de
inseminacdes realizadas por IATF (ASBIA, 2012). Apesar dos bons resultados
obtidos com o emprego da IATF, as taxas de prenhez a primeira inseminacao
dificilmente s&o maiores que 60% em vacas de corte e 30% em vacas leiteiras
de alta producédo, indicando que uma propor¢cdo expressiva de fémeas
inseminadas ndo se tornam prenhes. A taxa média 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).

Considerando a importancia do incremento genético aliado ao aumento
da eficiéncia reprodutiva, o Brasil também se tornou lider mundial no emprego
da técnica de transferéncia de embrides em tempo fixo (TETF). A TETF aliada
a producdo de embrides in vitro constituem biotécnicas poderosas na
disseminacdo de produtos nascidos oriundos de animais geneticamente
superiores. Entretanto, as taxas de concepcdo no emprego da TETF
dificilmente superam 50%. No Brasil, a producdo anual de embrides bovinos
teve um aumento de 800% ao longo da ultima década. Segundo a Sociedade
Brasileira de Tecnologia de Embrides (SBTE) o Brasil € lider mundial na
producéo in vitro de embrides bovinos, sendo responsavel por 70% do total de
embrides gerados no mundo através desta biotecnologia (FAEMG, 2013).

Em rebanhos bovinos, a mortalidade embrionaria € uma das maiores
causas de falhas reprodutivas, conforme revisado por Santos et al. (2004) e
Sartori (2004). Nos primeiros sete dias poés-inseminacao tal mortalidade foi
associada a falhas de fertilizacdo, defeitos genéticos e anormalidades no
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto. Neste periodo, a
mortalidade normalmente é inferior a 10%, mas em vacas de leite sob estresse
caldrico pode ultrapassar 40% (SARTORI et al., 2002; SARTORI, 2004). Em
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bovinos os principais desafios biolégicos para o estabelecimento da prenhez
ocorrem no periodo especialmente compreendido entre os dias 15 e 19 apés a
fecundacao, esse posteriormente designado de “periodo critico” (BINELLI et al.,
2001).

Diskin e Sreenan (1980) verificaram, em novilhas de corte, que falhas de
fertilizacdo até o dia 8 pds-inseminagcdo sao responsaveis por 10% dos casos
de fracasso reprodutivo, enquanto as mortes embrionarias entre os dias 8 e 16
poés-inseminacao contribuem com mais de 30% dos referidos casos. De fato,
Humblot (2001) reportou em rebanhos franceses, 20,5 a 43,6% de mortalidade
embrionaria até o dia 25 pos-inseminacéo. Santos et al. (2004) sugeriram que a
mortalidade embrionaria se aproxime de 60% até 28 dias pds-inseminacao,
para vacas de leite de alta producdo. Em complemento, Kunz et al. (2002)
encontraram em vacas de corte taxas de mortalidade entre 20 e 40% até 22
dias poés-inseminacdo. Estudos onde vacas leiteiras lactantes foram
submetidas a transferéncia de embrides e ao diagnostico precoce da gestacao
por ultrassonografia observou-se que menos de 50% dos embribes viaveis
estabelecem a gestacdo entre 27-30 dias apods a ovulacdo (SARTORI et al.,
2003). Tais dados justificam relatos de taxas de nascimento apds Unica
inseminacdo de 50 a 55% para novilhas (ROCHE et al., 1977; SREENAN;
MULVEHILL, 1975) e de 53% para vacas de racas especializadas na producao
de carne (ROCHE et al., 1977).

Em fémeas bovinas, durante o periodo critico, o0 concepto (embrido e
membranas associadas) deve produzir competentemente moléculas que
interagem com o endomeétrio inibindo a sintese de prostaglandina F2a (PGF2a)
e, consequentemente, a lutedlise, condicdo determinante para o0
estabelecimento da prenhez. Contudo, a simples existéncia do concepto no
Utero ndo assegura o bloqueio efetivo da lutedlise e o reconhecimento materno
da prenhez. Imediatamente ap6s a ovulacdo, se inicia o desenvolvimento do
corpo luteo, uma estrutura glandular transitoria, com capacidade de sintetizar
varios hormonios, sendo que o principal € a progesterona (P4), fundamental

para preparar adequadamente o meio uterino para o desenvolvimento do
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concepto. Para a determinacdo de uma prenhez, deve ocorrer o
reconhecimento fisiolégico da presenca do concepto. A lutedlise € promovida
na auséncia da fertilizacdo ou quando o concepto € incapaz de sinalizar sua
presenca no atero.

Diante deste contexto, estratégias nutricionais podem ser empregadas
com a finalidade de reduzir a mortalidade embrionaria entre os dias 15 e 19 da
gestacdo. Tais estratégias objetivam minimizar capacidade de sintese de
PGF2a no endométrio materno e/ou maximizar o estimulo anti-luteolitico
induzido pelo concepto. Alguns estudos reportam a possibilidade de controlar
eventos reprodutivos através de manipulactes da dieta (CERRI et al., 2004;
FOULDI-NASHTA et al., 2007; STAPLES et al., 1998; STAPLES; THATCHER,
2005; STAPLES et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2001). A utilizacdo de
determinados componentes na dieta poderia promover alteracdes na
composicao lipidica do endométrio tornando-o menos luteolitico (MATTOS et
al., 2000). Dentre os componentes citados encontra-se o acido linoléico.

Em geral, as sementes oleaginosas sao ricas em acidos graxos
poliinsaturados (AGPI), mas uma das fontes mais ricas em acido linoléico ou
acido 9,12-octadecadiendico € o girassol (Helianthus annuus L.). O teor de 6leo
do girassol varia de 20 a 45% de acordo com o cultivar (DAGHIR et al., 1980;
KARUNOJEEWA et al., 1989; SILVA, 1990), caracterizando-se por ter alta
relacdo de AGPI/saturados (65,3%/11,6%). Os AGPI sédo constituidos, quase
na sua totalidade pelo acido linoléico (65%) e teores proximos a 20% de &cido
graxo insaturado oléico (CHEVA-ISARAKUL; TANGTWEEWIPAT, 1991).

Reportou-se que a inclusdo de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) na
dieta altera o desenvolvimento folicular (STAPLES; THATCHER, 2005),
aumenta a concentracdo de P4 (STAPLES et al., 1998), melhora a qualidade
do embrido (CERRI et al.,, 2004) e diminui a capacidade luteolitica do
endométrio durante o reconhecimento materno da gestacdo (MATTOS et al.,
2000).

Em um estudo realizado por Peres et al. (2008), vacas Nelore,

pluriparas, no periodo pés-parto, apds serem submetidas a IATF receberam
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suplemento alimentar contendo 40% de farelo de soja com 44% PB e 60% de
semente de girassol ou suplemento igualmente balanceado em energia e
proteina, porém nao acrescido de semente de girassol (53% de farelo de soja
com 44% PB e 47% de milho), ambos constituidos de 72% NDT e 24% de PB.
As fémeas receberam 1,7kg de suplemento/dia, até o 22° dia ap6s IATF. Nas
fémeas suplementadas com semente de girassol, observou-se maior taxa de
concepcao (66,7% vs. 46,3%; P = 0,02) 30 dias ap6s a IATF. Considerando
gue houve uma diferenca de 20,4% entre a taxa de concepcao das fémeas
suplementadas com semente de girassol comparada as que nao receberam tal
suplementacao, o que representa um aumento de 44% na taxa de concepcao,
e que o efeito da semente de girassol em tal aumento, possivelmente seja
multifatorial. Sugere-se que tal efeito, possa ser promovido por alteracdes no
embrido, concepto, endométrio, microambiente uterino e/ou corpo lateo.

Até o momento nao foi caracterizada a composicdo lipidica do
endométrio assim como as alteracbes promovidas em tal constituicio em
animais suplementados com gordura.

A hipétese no presente estudo, é que a suplementacdo com semente de
girassol promove um incremento na taxa de concepcdo de receptoras de
embrides produzidos in vitro submetidas a TETF e que tal efeito decorra de
modificacdes na composicao lipidica plasmatica e endometrial, alteracdes na
expressdo de transcritos envolvidos na biossintese de eicosanoides e/ou

modificacdes no niumero e/ou morfometria das glandulas endometriais.
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|. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fontes de gordura utilizadas na alimentagdo de bovinos

Os alimentos de origem vegetal e animal possuem substancias
insolUveis em agua e sollveis em solventes organicos. Tais substancias sdo
referenciadas como lipidios. Os lipidios apresentam funcdes estruturais e de
reserva. Na condicdo de reserva, os lipidios podem ser mobilizados e
transformados em outras substancias ou catabolizados para a producéo de
energia (GONCALVES; DOMINGUES, 2007). Na nutricdo animal, os lipidios
fornecem 2,25 vezes mais calor ou energia por quilo quando comparado a
carboidratos e proteinas na mesma quantidade (MARQUES, 2003).

Os ruminantes alimentados basicamente com forrageiras, ingerem baixo
teor de lipidios, entre 1 e 4% da matéria seca (MS). O fornecimento de maiores
guantidades de lipidios pode ser realizado pela adicdo de gorduras ou
sementes oleaginosas na dieta. Recomenda-se nédo ultrapassar 6 a 7% da MS,
pois quantidades acima deste limite promovem inibicdo da fermentacdo ruminal
especialmente pelas bactérias celuloliticas, além de exercerem um efeito toxico
nas membranas celulares bacterianas (NRC, 2007; SANTOS et al., 2008).

Existem varias fontes de gordura que podem ser fornecidas aos animais,
tais como sementes de oleaginosas, sebo, 6leo reciclado de cozinha, 6leos
vegetais, 6leos de peixe e gorduras comercialmente protegidas contra acao
dos microorganismos ruminais como o0s sais de calcio de acidos graxos e
gorduras granuladas (WATHES et al., 2007). Cada fonte de gordura €
composta de uma mistura de diferentes acidos graxos individuais. Os principais
acidos graxos presentes nas dietas sao acido palmitico (C16:0), esteérico
(C18:0) ambos saturados; acido oléico (C18:1) este insaturado e &cido linoléico
(C18:2) e linolénico (C18:3) ambos poliinsaturados (SOARES, 2009).



37

Na Tabela 1, estdo sumarizadas as principais fontes de gordura
utilizadas na alimentacdo animal e suas respectivas composi¢cdes de acidos

graxos.

Tabela 1 — Principais fontes de gordura empregadas na alimentagdo animal e suas respectivas
composicOes de acidos graxos

COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS (%)

C14:0 C16:0 Cl6:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Fonte de Gordura Miristico Palmitico  Palmito- Estearico Oléico Linoléico Linolénico
oleico
Sebo 3 25 3 18 43 4 <1
Oleo reciclado de cozinha 2 21 4 11 44 14 <1
Energy Booster 100" 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 algod&o 1 23 1 3 18 54 1
Oleo de linhaga <1 5 < 3 20 16 55
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

! Preparac¢des comerciais consideradas parcialmente inertes no ramen
> Também contém 14% C20:5 e 9% C22:6.

Fonte: Staples (2009).

As gorduras de graxaria denominadas de sebo animal e a gordura
amarela representada pelo 6leo reciclado de cozinha sédo fontes de gordura
compostas principalmente de &cido oléico (~43%). As gorduras granuladas,
como Energy Booster 100, EnerG-1l e Megalac; sdo gorduras secas compostas
principalmente de &cido palmitico (36-50%). O 6leo de canola é rico em acido
oléico (63%). O Oleo de caroco de algodao, cartamo, girassol e soja sao ricos
em acido linoléico (54 a 78%). O acido linoléico, abreviado como C18:2,

representa um acido graxo essencial do tipo 6mega 6 (Figura 1).
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FIGURA 1 — Estrutura quimica do acido linoléico, um acido graxo essencial do tipo 6mega 6.

O ¢6leo de linhaca é rico em &cido linolénico (55%), abreviado como
C18:3, representa um acido graxo essencial tipo 6mega 3 (Figura 2). O acido
eicosapentaendico (C20:5) e acido docosahexaenodico (C22:6) também sao
acidos graxos tipo 6mega 3 (STAPLES, 2009).

C18H3002
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FIGURA 2 — Estrutura quimica do &cido linolénico, um &acido graxo essencial do tipo 6mega 3.

O conteudo de odleo das forragens e de varios graos, embora seja
usualmente baixo, possui altas proporcdes de acidos graxos poliinsaturados
(AGPI). Os AGPI sao representados pelo acido linolénico (C18:3) e linoléico
(C18:2). Ambos representam acidos graxos essenciais na dieta, considerando
gue nao podem ser sintetizados pelo organismo animal e humano (NRC, 2007,
WATHES et al., 2007).
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2.2 Propriedades e efeitos da semente de girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma cultura de ampla capacidade de
adaptacdo as diversas condi¢cbes de latitude, longitude e fotoperiodo. Nos
ultimos anos, vem se apresentando como opc¢ao de rotacdo e sucessao de
culturas nas regides produtoras de graos. Sua melhor tolerancia a seca quando
comparada ao milho ou sorgo, sua baixa incidéncia de pragas e doencas, além
dos beneficios que o girassol proporciona as culturas subsequentes sao alguns
dos fatores que vém conquistando os produtores brasileiros.

Em areas onde se faz rotac&o de culturas com o girassol, observa-se um
aumento de produtividade de 10% nas lavouras de soja e de 15 a 20% nas de
milho. Em 2011, a area nacional ocupada com cultivo do girassol cresceu 30%,
e os estados de Mato Grosso, Goias e Tocantins sdo atualmente os maiores
produtores, estados potencialmente expressivos na pecuaria de corte. O
girassol vem sendo utilizado, principalmente, para extracdo de Oleo e é
considerado, dentro os Oleos vegetais, como um dos 0leos de melhor qualidade
nutricional e organoléptica (aroma e sabor). Além disso, a massa resultante da
extracdo do 6leo rende uma torta altamente protéica, usada na producdo de
racdo. O girassol ainda é utilizado na silagem para alimentacdo animal e seu
cultivo também pode estar associado a apicultura (EMBRAPA, 2013).

A cultura do girassol se destaca no cenario mundial como quinta
oleaginosa em producédo de matéria prima, perdendo apenas para a cultura da
soja, colza, algoddo e amendoim. Destaca-se como a quarta oleaginosa em
producdo de farelo; atrds da soja, colza e algoddo. Representa a terceira
oleaginosa em producéo de Oleo, atrds da soja e colza. No Brasil, o estado do
Mato Grosso € responsavel por cerca de 70% da producdo nacional de
girassol, seguido do estado de Goids, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do
Sul, que juntos concentram mais de 90% do total produzido no pais. De acordo
com Bett et al. (2004), o grdo de girassol representa uma importante alternativa
de alimento energético e proteico para os ruminantes, disponibilizando uma

maior quantidade de nutrientes e, dessa forma, permitindo um maior suporte a
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producdo animal. Apesar de limitante no aminoacido lisina, o girassol é uma
importante fonte de proteinas para alimentacdo animal. A semente de girassol,
além do alto rendimento em O6leo, contém altos niveis de aminoécidos
essenciais, principalmente os aminoacidos sulfurados (MURATE;
PRUDENCIO-FERREIRA, 1999; TELLES, 2006). Os efeitos de sua inclusdo
nas dietas vém sendo reportados em diversos trabalhos.

O Oleo de girassol, dentre os Oleos vegetais, apresenta uma das maiores
concentracbes de AGPI, principalmente o &cido linoléico. A semente de
girassol possui cerca de 24% de proteinas e 47% de acidos graxos em sua
composicdo. A concentracao de acidos linoléico e oléico corresponde a 90% do
total dos acidos graxos presentes no 0Oleo de girassol (MANDARINO, 1992). O
Oleo de girassol, assim como o de soja e de caroco de algodao, €é rico em acido
linoléico (~68%) (PEREZ et al., 2004; STAPLES, 2009).

Queiroga e Duran (2010) avaliaram a composicdo quimica de acidos
graxos do Oleo de seis gendtipos de semente de girassol, cujo resultado é

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Variagdo da composi¢cdo em acidos graxos do 6leo em funcdo de seis genétipos de

girassol
ACIDOS GRAXOS (%)
Genotipos Palmitico Estearico Oléico Linoléico outros
(16:0) (18:0) (18:1) (18:2)
Toledo-2 6,77 2,52 31,42 56,55 2,74
Peredovik 7,2 3,4 26 62,82 0,58
Narval 5,87 3,55 36,5 54,05 0,03
Girospan-70 5,87 4,2 26,37 62,4 1,16
Toledo-8 6,55 3,95 27,25 61,62 0,63
Monro-45 7,15 5,22 33,92 52,85 0,86

Fonte: Adaptada de Queiroga e Duran (2010).

De acordo com a Tabela 2, observa-se que a ordem de importancia dos

acidos graxos das sementes de girassol € a seguinte: linoléico, oléico, palmitico



41

e estedrico, reiterando o conceito de que o acido linoléico constitui o &cido
graxo mais abundante na composi¢cao das sementes de girassol (QUEIROGA;
DURAN, 2010).

Telles (2006) caracterizou os grédos de trés variedades de girassol
(Catissol, EMBRAPA e uma variedade hibrida), e reportou teores de lipidios
entre 27,6 e 34,4% para as variedades analisadas, além de obter teores de
proteina que variaram de 15,3 a 20,2%, e teores de umidade nos graos de 5,7
a 7,1%. O mesmo autor determinou a composicdo de &acidos graxos nas trés
variedades analisadas, sendo que o &cido graxo predominante foi o acido
linoléico (64,4 a 69,7%), seguido do acido oléico (17,1 a 23,0%). Em relacdo
aos acidos graxos saturados, o acido palmitico (entre 5,8 e 6,5%) e o acido
esteéarico (entre 4,1 e 4,4%) foram os predominantes nas trés variedades
estudadas. Segundo Leite et al. (2005), a composicdo média das sementes de
girassol é 4,8% de umidade, 19,9% de carboidratos totais, 24% de proteina,
47,3% de oleo, e 4% de cinzas, além de possuir em torno de 24% de fibra em
detergente neutro (FDN),

Figueiroa (2010) ao avaliar o efeito da adicdo de lignosulfonato em
dietas a base de grdo de girassol peletizado ou néo, concluiu que o processo
de peletizacdo do grao de girassol diminui o teor de gordura do leite e aumenta
a razao de acidos graxos 6mega 6 e 6mega 3 no leite de vacas Holandesas, 0
gue pode ser explicado pelos altos teores de 6mega 6 no grao de girassol.
Além disso, o0 processo de peletizacdo proporcionou uma liberacdo mais rapida
dos acidos graxos poliinsaturados presentes no grao para o ambiente ruminal,
e a inclusdo de lignosulfonato na dieta das vacas nao foi eficiente em proteger
os acidos graxos oriundos do grdo do girassol contra a biohidrogenacdo
(MOHAMED et al., 1988 apud FIGUEROA, 2010). Dessa forma, essa liberacéo
de acidos graxos no rumen pode ter favorecido a formacéo do cis-12 trans-10,
um dos isdémeros do acido linoléico conjugado (CLA), responsavel por reduzir a
sintese de gordura na glandula mamaria. Segundo Gonzalez (2004), tal
fenbmeno é chamado de Sindrome de Depressao da Gordura, que consiste na

acdo da bactéria Butyvibrio fabrisolvens, alterando a sintese de alguns
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isbmeros do CLA. Segundo o autor, todos os acidos graxos de cadeia longa
gue constituem a gordura do leite provém da biohidrogenac¢éo no rimen, sendo
que uma enzima presente na glandula mamaria (A9-desaturase) ndo consegue
modificar o isbmero cis-12 trans-10, que altera o isbmero biologicamente ativo
cis-9 trans-11, resultando no decréscimo na porcentagem de gordura do leite.
Entretanto, Medeiros (2002) enfatiza a necessidade de estudos individuais dos
acidos graxos, jA que se passaram quase 30 anos entre a proposta da
depressédo da gordura do leite até a identificacdo dos isdmeros trans-10 (cis-12
trans-10) como 0s agentes causais.

Schingoethe et al. (1996) forneceram dietas a base de gréo de girassol e
Soja extrusada a vacas da raca Holandesa e observaram que o leite das vacas
gue receberam a soja extrusada e o grao de girassol apresentou um maior teor
de acidos graxos insaturados e de cadeia longa, quando comparados com 0s
animais que receberam a dieta controle.

Macedo et al. (2008), avaliaram a composicao tecidual e quimica do
musculo Longissimus dorsi de cordeiros Suffolk alimentados com racao
contendo diferentes percentuais de inclusdo de semente de girassol (0%, 6,6%,
13,20% e 19,80%), e constataram que o aumento deste percentual de semente
de girassol na racéo alterou o perfil de acidos graxos do musculo, sendo que
elevou a quantidade dos acidos insaturados oléico e linoléico e reduziu os
acidos graxos saturados laurico e palmitico, melhorando dessa forma a
gualidade nutricional da carne dos cordeiros.

Fernandes et al. (2009) avaliaram as caracteristicas quimicas e a
composicdo em acidos graxos da carne de tourinhos, novilhos e novilhas da
raca Canchim terminados em confinamento recebendo uma dieta contendo
graos de girassol, e observaram que tal dieta proporcionou maior quantidade
de CLA e &cidos graxos poliinsaturados nos lipidios intramusculares,
aumentando as relagdes acidos graxos insaturados:saturados e
poliinsaturados:saturados.

Para Mir et al. (2003), grdos de girassol, ricos em acidos graxos

poliinsaturados, aumentam a sintese de CLA no rumen, como produto da
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biohidrogenacédo do &cido linoléico, que por sua vez estd presente em grande

guantidade nesse alimento.

2.3 Metabolismo dos lipidios no ramen

Um grande numero de bactérias e protozoarios produzem enzimas para
degradar os lipidios dos alimentos consumidos pelos ruminantes. O nimero de
microrganismos com tal funcéo depende da quantidade e da natureza da dieta,
da frequéncia de alimentacdo, ruminacao, distribuicdo fisica e quantidade de
protozoarios e bactérias. As bactérias ruminais ndo apresentam triglicerideos e
sdo incapazes de sintetizar acidos graxos poliinsaturados (com duplas ou
triplas ligagdes entre os atomos de carbonos). Assim, tais bactérias incorporam
em sua composicao lipidica somente acidos graxos saturados constituidos por
ligacbes simples (MARQUES, 2003).

A maior parte dos acidos graxos de cadeia longa, incorporados por
bactérias e protozoarios é do tipo saturado, devido ao processo de
biohidrogenacéo presente no ramen. Contrariamente, aproximadamente 88%
da gordura ingerida que alcanca o rumen é do tipo insaturada, representada
pelo acido oléico (C18:1), acido linoléico (C18:2) e acido linolénico (C18;3).
Apoés passar pelo processo biohidrogenacdo, 49,5% dessa mesma gordura
corresponde aquela insaturada. Os 50,5% restantes correspondem aos acidos
graxos saturados miristico, palmitico e estearico (MARQUES, 2003).

Cerca de 80% do &cido linoléico e 92% do linolénico sofrem
biohidrogenac&o no rimen, tal evento constitui uma limitagcdo ao fornecimento
de acidos graxos insaturados tanto para deposi¢do no tecido adiposo quanto
na incorporacdo no leite, pela glandula mamaria. Entretanto, o excesso de
ingestdo desses acidos graxos insaturados pelos animais pode interferir de
maneira negativa na biohidrogenacdo, excedendo a capacidade dos
microrganismos presentes no ambiente ruminal em realizar tal processo,

proporcionando maior absorcdo intestinal de A&cidos graxos insaturados
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(MEDEIROS, 2002). De acordo com Kim et al. (2000), a bactéria Butyrivibrio
fibrisolvens A38 pode produzir quantidades de CLA significativas no ambiente
ruminal, desta forma o &acido linoléico em alta concentracdo promove a
inibicdo da biohidrogenacéo, resultando no acimulo de CLA no rumen.

O metabolismo ruminal de lipidios e o processo de biohidrogenacéo foi
descrito por Berchielli et al. (2006). Segundo estes autores, a taxa de liberacéo
de gordura da matriz do alimento € um fator limitante do metabolismo de
lipidios no rimen, sendo que sementes de oleaginosas possuem os lipidios no
germe, tornando necessaria a degradacdo da parede celular para que a
hidrolise se inicie. Apoés a liberacédo da matriz, os triacilgliceréis sao hidrolisados
a acidos graxos e glicerol, processo chamado de lipdlise.

A lipdlise consiste no inicio do processo de metabolismo dos lipidios no
ramen, sendo imprescindivel para que ocorra a biohidrogenacdo (HARFOOT;
HAZLEWOOD, 1988 apud MAIA et al., 2011). Segundo Church (1998) apud
Maia et al. (2011), as bactérias ruminais modificam rapidamente os lipidios da
dieta em sua permanéncia no ramen, hidrolisando-os a acidos graxos, glicerol
e outros compostos, dependendo da natureza do lipidio. O glicerol liberado &
utilizado para producéo de acidos graxos volateis, entretanto, as bactérias nao
sdo capazes de utilizar os acidos graxos para producédo de energia. Uma vez
hidrolisados, os acidos graxos passam pelo processo de biohidrogenacéo, que
consiste na adicdo de hidrogénio nas ligac6es duplas, aumentando o grau de
saturacao destes. A taxa de lipdlise que ocorre no ambiente ruminal pode variar
de acordo com a composicado dos acidos graxos e o percentual de inclusédo de
gordura na dieta (NRC, 2001).

Acidos graxos poliinsaturados, presente em grande quantidade em
sementes de oleaginosas como a semente de girassol, sdo toxicos aos
microrganismos presentes no ramen, principalmente as bactérias gram
positivas, metanogénicas e protozoarios que S80 mais susceptiveis a
toxicidade desses acidos graxos. Dessa forma, 0s microrganismos ruminais
desenvolveram a biohidrogenagdo como um mecanismo de defesa,

promovendo a transformacéo de &acidos graxos insaturados em saturados. Os
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AGPI, principalmente os acidos linoléico e linolénico, liberados pela quebra da
ligacdo éster sdo hidrogenados pelas bactérias (Figura 3), tendo como produto
final o &cido esteérico (BONDI, 1987 apud MAIA et al., 2011).

cis-9, cis-12 C1a8:2 cis-9, cis-12, cis-15 C18:3

Acido Linoléico Acido Linolénico

}

cis-9, trans-11, cis-15 C18:3

l

cis-9, trans-11 C18:2 trans-11, cis-15 C18:2
trans-11C18:1 trans-15 e cis-15 C18:1

Acido Vacénico
C 18:0

Acido Estedrico

FIGURA 3 — Vias de biohidrogenac¢&o ruminal do acido linoléico e linolénico: o acido linoléico
transforma-se em cis-9, trans-11 C18:2, este posteriormente em &cido vacénico e
finalmente a acido esteérico; o 4cido linolénico transforma-se em cis-9, trans-11, cis-
15 C:18:3, este posteriormente em trans-11, cis-15 C18:2 que transforma-se em
acido vacénico e finalmente a acido esteérico.

Fonte: Adaptada de Harfoot; Hazlewood (1997) apud Maia et al. (2011).

O acido cis-9 trans-11 dieno conjugado, também chamado de acido
linoléico conjugado (CLA) é um produto da biohidrogenacédo incompleta do
acido linoléico, pela acdo da enzima isomerase proveniente de bactérias
fermentativas presentes no ramen, como a Butyrivibrio fibrisolvens, que
isomeriza o &cido linoléico preferencialmente para as formas cis-9 e trans-11
(KEPLER et al., 1966). A estrutura do &cido linoléico e de dois de seus

isdmeros conjugados pode ser observada na Figura 4.
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A) Acido Linoleico (C18:2, B)CLA, cis-12, trans-10 C)Acido Ruménico (CLA,
cis-9, cis-12) cis-9 trans-11

FIGURA 4 — Estrutura do acido linoléico (A) e de dois de seus isbmeros conjugados (B e C).

Fonte: Adaptada de Funck et al. (2006).

De acordo com Medeiros (2002), dentre os diversos isdmeros de CLA,
dois deles assumem grande importancia: C18:2 Cis-9 Trans-11, que apresenta
efeito anticarcinogénico e ainda atua na modulacédo do sistema imune. Outro
isbmero é o C18:2 Trans-10, Cis-12, um potente repartidor de nutrientes.
Apesar da pequena diferenca de posicdo e geometria de ligacdo, essas
moléculas possuem ac¢des distintas e intensas no metabolismo animal, mesmo
em quantidades reduzidas na dieta (0,1-1% da MS), pelo fato de interferirem
diretamente nos processos basicos do metabolismo.

A biohidrogenacéo envolve varios passos bioquimicos, onde diferentes
grupos de bactérias ruminais catalisam essas conversées, e desse modo Kemp
e Lander (1984) apud Modesto et al. (2002), dividiram essas bactérias em dois
grupos: o grupo A sdo bactérias que hidrogenam principalmente o acido
linoléico a acido vacénico (C18:1 trans-11, forma isémera do &cido linol€ico); o
grupo B é formado por bactérias que utilizam principalmente o C18:1 trans-11
como substrato, obtendo como produto final o acido estearico (C18:0). Se os
acidos graxos estdo em uma concentracao elevada no rimen, a etapa final da
biohidrogenacédo € inibida e, consequentemente, a concentracdo ruminal de
acido vacénico (C18:1 trans-11) aumenta. De acordo com Soares (2009), para

gue ocorra a biohidrogenagdo completa de um &cido graxo poliinsaturado, se
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torna necessario a acao de ambos o0s grupos de bactérias citados
anteriormente. Dessa forma, dietas ricas em concentrado, que propiciam a
gueda do pH ruminal e, consequentemente, provocam a inibicdo da lipdlise, e
também o fornecimento de ioné6foros inibem o passo final da biohidrogenacéao,
provocando o acumulo do &cido vacénico (C18:1, trans-11).

Varios trabalhos foram realizados para diminuir esses efeitos da
biohidrogenacdo dos lipidios no ramen com o uso de diferentes técnicas de
protecdo das gorduras. Uma dessas técnicas foi obtida em 1984 associando os
acidos graxos ao célcio, também chamado de sais de célcio, que originou o
produto Megalac® (DOREAU; CHILLIARD, 1997 apud LOPES, 2009). Este
produto € uma gordura granular composta de sais de calcio de 6leo de palma
contendo acidos graxos saturados (palmitico e esteéarico) e insaturados (acido
linoleico e acido linolénico). Esta protecdo é determinada pela cisdo dos
triglicerideos do 6leo. Os acidos graxos reagem com sais de calcio, unidos em
forma de sal, popularmente chamados de sabdes de célcio (ARM; HAMMER,
2006 apud LOPES, 2009). Esta gordura, por ser um produto estavel em agua e
a alta temperatura, € digerida somente em meio acido. No rimen, o meio é
ligeiramente acido (pH = 6,2), que faz com que ela atravesse praticamente
intacta. Ao chegar ao abomaso, onde o meio é acido (pH médio = 2 a 3), ocorre
o desdobramento do Megalac resultando na liberacdo dos acidos graxos e ions
de célcio para o intestino, onde serdo absorvidos (ARM; HAMMER, 2006 apud
LOPES, 2009).

Outra forma de reduzir a biohidrogenacdo ruminal é através do
fornecimento de sementes de oleaginosas, pois essas sao fisicamente
protegidas do processo de biohidrogenacdo, devido a casca, tornando a
gordura indisponivel quimicamente para a biohidrogenacdo ruminal
(DUCKETT, 2003, apud AFERRI et al., 2005). Os graos inteiros das
oleaginosas possuem uma taxa de liberacéo lenta de 6leo, reduzindo o efeito
negativo da gordura sobre a digestibilidade da fibra. O menor processamento
sobre o grdo da oleaginosa favorece a uma menor disponibilidade do 6leo

contido na semente no meio ruminal e, dessa forma, reduz os efeitos deletérios
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aos microrganismos ruminais (BETT, 2004; COPPOCK; WILKS, 1991).
Concomitantemente, a biohidrogenacdo sera reduzida, aumentando os acidos
graxos insaturados livres passantes no riumen como fonte de gordura dietética
para ruminantes, fato que tem sido estimulado com o intuito de melhorar a
gualidade dos alimentos produzidos (BETT, 2004).

Adicionalmente, Juchem (2007) demonstrou que quando sdo fornecidos
Oleos desprotegidos ou sais de célcio de cadeia longa para vacas lactantes,
mais de 70% do &cido linoléico e mais de 85% do acido linolénico fornecidos
sdo biohidrogenados no ramen. O mesmo autor relata que somente o
fornecimento de uma fonte extremamente rica nesses acidos graxos torna
possivel a resisténcia dos mesmos a biohidrogenacdo ruminal, condicéo

fundamental para que os mesmos possam ser absorvidos no intestino delgado.

2.4 Efeitos da suplementacdao lipidica na reproducéo

A influéncia da nutricdo sobre o desempenho reprodutivo € um tema que
tem gerado muito interesse entre os pesquisadores, incluindo a avaliacdo dos
efeitos da suplementacdo com gorduras. As gorduras e 0Oleos sdo nutrientes
essenciais na alimentacdo humana e animal, pois proporcionam uma fonte
altamente concentrada de energia, além de serem componentes criticos na
estrutura fisica e funcional das células. A impossibilidade dos animais, diferente
dos vegetais, de sintetizar estes acidos graxos a partir de precursores
estruturalmente mais simples, deve-se a caréncia de enzimas especificas para
tal sintese (NRC, 2007; SANTOS et al., 2008).

As principais familias de acidos graxos essenciais envolvidas na
reproducdo de bovinos sédo os acidos graxos linolénico e linoléico. Tais efeitos
sdo determinados tanto pela quantidade total destes acidos graxos como pela
proporcao existente entre ambos (LOPES, 2009).

O mecanismo de acdo das gorduras via incremento energético ou via

fornecimento de acidos graxos essenciais, ainda néo esta bem esclarecido. Em
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varios estudos verificou-se o impacto positivo da suplementacdo com gordura
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). Os
mecanismos envolvidos em tal incremento reprodutivo referem-se ao
desenvolvimento de um maior foliculo e corpo luteo (VASCONCELOS et al.,
2001), maior desenvolvimento do embrido (FOULDI-NASHTA et al., 2007) e
inibicdo da producédo de PGF2a pelo Utero com atraso da lutedlise (STAPLES
et al., 2009).

Outro possivel mecanismo associado a melhoria da concepcédo pela
suplementacao com acidos graxos poliinsaturados é a necessidade do embrido
por acidos graxos essenciais (HAGGARTY et al., 2006), o que poderia explicar
a melhor qualidade dos embrides e desenvolvimento embrionario (CERRI et al.,
2004; RYAN et al., 1992; THANGAVELU et al., 2007; THOMAS; WILLIAMS,
1995). Entretanto, 0 mecanismo mais aceito € que a inclusdo de uma dieta com
alta densidade energética altera o desenvolvimento folicular (STAPLES;
THATCHER, 2005), aumenta a concentracdo de P4 (STAPLES et al., 1998),
diminui os sinais luteoliticos durante o reconhecimento materno da gestacao
(MATTOS et al., 2000) e melhora a qualidade do embrido (CERRI et al., 2004).

Incrementos na fertilidade de vacas tém sido associados com o aumento
da concentracdo circulante de P4 durante a fase luteolitica. A adicdo de
gordura nas dietas tem mostrado consistentes aumentos no colesterol
plasmatico e no colesterol contido no conteudo folicular e luteal (HAWKINS et
al., 1995; LAMMOGLIA et al., 1996; RYAN et al., 1992; STAPLES et al., 1998;
WILLIAMS, 1989). Nesse contexto, o colesterol serve como precursor para a
sintese de P4 em células luteais (GRUMMER; CARROLL, 1991).

Sangsritavong et al. (2002) e Lopes et al. (2009), realizaram estudos
utilizando vacas ovarectomizadas e verificaram que o0 aumento das
concentracfes séricas de P4 possa ser consequéncia de uma menor
metabolizacdo da mesma pelo figado. O aumento da concentracdo de P4 no
inicio do diestro mostrou-se associado ao aumento da taxa de concepcao
(DEMETRIO et al., 2007).
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Ferguson et al. (1990) fornecendo 2% de gordura granulada/animal/dia
guando comparado ao grupo controle observaram um aumento na taxa de
concepcao no primeiro servigo de 59,1% vs. 42,6%; e em todos 0S servigos
observaram um aumento de 59,3 vs. 40,7%. Em vacas suplementadas a pasto
com 3509 de &cidos graxos, ocorreu um aumento nas taxas de prenhez depois
da primeira inseminagdo pos-parto (MCNAMARA et al.,, 2003). Com o
fornecimento de sais de calcio de cadeia longa, foi possivel aumentar a taxa de
prenhez em vacas de leite (SCHNEIDER et al., 1988; SKLAN et al., 1991) Em
outros estudos n&o se observaram incrementos nas taxas de fertilidade de
vacas leiteiras suplementadas com sais de calcio de cadeia longa (SCOTT et
al.,, 1995; SKLAN et al.,, 1994) ou sementes oleaginosas (SCHINGOETHE;
CASPER, 1991), podendo ser atribuido um aumento na producgéo de leite a um
ganho de peso (SKLAN et al., 1991; SKLAN et al., 1994).

Quando vacas leiteiras da raca Holandesa foram suplementadas com
750g de gordura de semente de linhaca, rica em acido linolénico, ou semente
de girassol, rica em acido linoléico, as taxas de prenhez foram maiores nas
vacas suplementadas com &acido linolénico (AMBROSE et al., 2006). No
entanto, resultados similares ndo foram encontrados por outros autores que
usaram a semente de linhaca (FUENTES et al., 2008, PETIT;
TWAGIRAMUNGU, 2006). Similarmente, o fornecimento de acido linolénico
proveniente de 0leo de peixe ndo promoveu 0 aumento das taxas de prenhez
na primeira IA pés-parto quando comparadas com o fornecimento de sebo
bovino (JUCHEM, 2007), embora a taxa de prenhez tenha sido maior na
segunda IA, para vacas alimentadas com acido linolénico. Juchem (2007)
avaliou o efeito do fornecimento de sais de célcio de cadeia longa de 6leo de
palma ou a mistura de acido linoléico e trans-octadecandico, para vacas de
leite no pré e poés-parto. Vacas que receberam &cidos graxos insaturados
tiveram maior taxa de prenhez quando comparadas com vacas suplementadas
com 6leo de palma.

Wilkins et al. (1996) alimentaram vacas de corte com uma dieta de

caroco de algodao descascado, tratado com formol. Tal dieta era rica em acido
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linoléico protegido, que escapa a biohidrogenacdo no rimen. Vacas controle
receberam farinha de caroco de algodéao peletizada. As taxas de concepcao no
primeiro (61% vs. 46%) e segundo (71% vs. 56%) ciclo estral foram maiores

para as vacas que receberam a dieta rica em &cido linoléico.

2.4.1 Efeitos da suplementacéo lipidica no endométrio

Petit et al. (2006); Williams; Stanko (1999) e Staples et al. (1998)
sugerem que a suplementacdo com acidos graxos poliinsaturados promove um
atraso na lutedlise por inibir a sintese de PGF2a. Alguns estudos reportam a
possibilidade de controlar os eventos reprodutivos através de manipulacdes da
dieta, visto que controlando os ingredientes da dieta se pode alterar a
composicao lipidica do utero tornando-o menos luteolitico (LOPES, 2009;
MATTOS et al., 2000; MATTOS et al., 2002; MATTOS et al., 2004; PETIT et al.,
2004; ROBINSON et al., 2002; STAPLES et al., 2009; THATCHER et al., 1997;
WILKINS et al., 1996).

No organismo o acido linoléico, representante do 6mega 6, € convertido
em acido araquidénico, precursor das prostaglandinas diendicas, como a
PGF2a. O acido linoléico e o linolénico utilizam as mesmas enzimas para a
metabolizacdo. As enzimas elongase e dessaturase atuam na conversao do
acido linoléico em acido araquidénico e também na conversdo do acido
linolénico a acido eicosapentaendico, precursor das prostaglandinas triendicas,
como a prostaglandina 3o (PGF3a). A série de prostaglandina a ser produzida
depende da quantidade do substrato. Sabe-se que o0 aumento de acido
linolénico na dieta diminuird a producao de prostaglandina diendica (WATHES
et al., 2007). Entretanto, pode-se aumentar a produgcdo de PGF2a quando se
aumenta a disponibilidade de &cido araquidénico (STAPLES et al., 1998).
Sugere-se que exista uma relacdo entre a propor¢cdo de AGPI e a acao dos

mesmos, inibindo ou estimulando a producdo de PGF2a, porém ndo foram
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encontrados estudos citando especificamente a melhor relagéo entre ambos na
dieta (WATHES et al., 2007).

O acido linoléico apresenta uma acéo inibidora da enzima cicloxigenase-
2 (COX-2), fundamental para a sintese de PGF2a (MATTOS et al., 2003). Dois
outros lipidios, encontrados em alguns tipos de peixe de aguas geladas, foram
descritos com atividade inibidora da enzima COX-2. Tais lipidios referem-se
aos acidos eicosapentanoico (EPA; 20:5n-3) e docosahexandico (DHA; 22:6n-
3) (MATTOS et al., 2003; THATCHER et al., 2001). Thatcher et al. (1997)
alimentaram vacas holandesas nao lactantes com farinha de peixe do
Manhaden durante 25 dias e mediram as concentracdes plasmaticas de 15-
ceto-13,14-diidroprostaglandina F2a. (PGFM), este o principal metabdlito da
PGF2a (PIPER et al., 1970), ap0s a administracdo de estradiol e ocitocina no
15° dia do ciclo estral. Os mesmos autores verificaram que a farinha de peixe
do Manhaden inibiu o pico de PGFM ocasionado pelo estradiol e pela ocitocina
em comparacdo com a dieta controle, que ndo continha a farinha de peixe.
Mattos et al. (2002) confirmaram tais resultados para vacas em lactacdo. Vacas
leiteiras alimentadas com 6leo de peixe durante o periodo de transicdo
aumentaram as concentracbes de EPA e DHA no tecido caruncular e
reduziram a concentracdo de PGFM no pdés-parto, comparadas com vacas
alimentadas com o6leo de oliva (MATTOS et al., 2004). Inversamente, quando
fornecida gordura rica em acido linoléico, a PGFM plasmatica aumentou apos a
administracdo de ocitocina (PETIT et al.,, 2004; ROBINSON et al., 2002).
Assim, a suplementacéo lipidica pode inibir ou estimular a secrecéo de PGF2a,

dependendo da fonte de acido graxo especifico.

2.5 Vias de sintese, sinalizacdo e metabolismo dos eicosanoides

A distribuicdo de &cidos graxos essenciais no plasma € modulada pela
ingestdo dietética assim, manipulacdes alimentares influenciam diretamente

importantes propriedades de regulagéo de tais &cidos graxos, como fun¢des de
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primeiro e segundo mensageiro, formagdo de eicosanoides, liberacdo de
citocinas, funcbes de receptores e composicdo da membrana celular
(ANGULO-GUERRERO; OLIART, 1998; WALLACE et al., 2003).

Os eicosanoides sao metabdlitos oxigenados dos &cidos graxos
essenciais. A familia dos eicosanoides € composta por prostaglandinas,
leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos e derivados dos acidos graxos
hidroxilados. Os substratos para a formag¢do dos eicosanoides sdo o &cido
diomo-gama-linolénico, acido araquidénico (AA) e acido eicosapentaendico.
Para a sintese destas substancias, o acido graxo precursor é clivado a
fosfolipidios de membrana pela acdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2) ou
fosfolipase C (PLC), dependendo do subtipo fosfatidil ao qual o acido graxo
esta ligado (KONIG et al., 1997).

Conforme ilustrado na Figura 5, a grande parte dos eicosanoides

relevantes deriva do AA através de diferentes vias de sintese.
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FIGURA 5 — Via de sintese, sinalizacdo e metabolismo de eicosanoides no endométrio de
fémeas bovinas: a enzima fosfolipase citosdlica A2 (PLA2) libera o &cido
araquidénico (AA) da membrana fosfolipidica, este pode ser convertido pela
cicloxigenase 1 (PTGS1) ou cicloxigenase 2 (PTGS2) a PGH2, esta precursora de
todos os prostanoides. A PGH2 é convertida pelas enzimas PGE sintases
(PTGES1, PTGES2 ou PTGES3) em PGE2; PGF sintase (AKR1B1, AKR1C3,
AKR1C4) em PGF2a, PGD sintase (PTGDS) em PGD2; TXAs sintase (TBXAS2) em
TXA2 ou PGI sintase (PTGIS) no produto PGI2. Depois de sintetizadas, a PGD2
pode ser convertida & PGF2a pela acéo da enzima AKR1C3, assim como a PGE2
gue pode ser convertida a PGF2a pela agdo da enzima CBR1. A seguir, 0s
prostanoides atravessam a membrana plasmética passivamente ou por transporte
facilitado. Uma vez no exterior das células, os prostanoides se ligam aos seus
receptores especificos: a PGE2 aos receptores PTGER-1, PTGER-2, PTGER-3,
PTGER-4; a PGF2a ao PTGFR; a PGD2 ao PTGDR; a PGI2 ao PTGIR e o
tromboxano A2 ao TBXAR2. A PGE2 e PGF2a podem entrar na célula alvo por
transporte facilitado utilizando a proteina transportadora de membrana SLCO2A1 ou
podem ser inativadas pela enzima PGDH.

Fonte: Adaptada de Oliveira (2013).
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O AA é clivado pela acdo das PLA2 e apos sua clivagem o AA livre no
citosol é oxigenado pelas enzimas cicloxigenases. Existem duas isoformas de
COX, a Prostaglandina Endoperéxido H Sintase 1 (PTGS1 ou COX-1) e a
Prostaglandina Endoperéxido H Sintase 2 (PTGS2 ou COX-2). APTGS1 é uma
enzima expressa de forma constitutiva nos tecidos, enquanto a expressao de
PTGS2 ocorre a partir de estimulos celulares. Ambas isoformas das COX
possuem a funcdo de converter o AA a Prostaglandina G2 (PGG2).
Subsequentemente, peroxidases realizam a reducdo de PGG2 a
Prostaglandina H2 (PGH2), conhecida como o principal substrato predecessor
na sintese de todos os prostanoides (SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000).
Assim, cada prostanoide é sintetizado a partir da PTGS2, por atividade de
enzimas especificas de sintese de prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PCI)
e tromboxanos (TXs).

Quando a via de metabolizacdo é a da cicloxigenase, ha a formacgao de
endoperoxidos labeis como os prostanoides: PGs, TXs e PCI. Os prostanoides
sdo substancias muito potentes mesmo estando em concentracbes muito
baixas e também possuem uma meia-vida muito curta (menor que 1 minuto),
sendo degradados rapidamente a metabdlitos com fraca ou nenhuma atividade
(KONIG et al., 1997).

As PGs compreendem muitos subtipos, os quais possuem diferentes
funcdes. A prostaglandina E (PGE) tem sido amplamente investigada, em
funcdo do seu importante papel como imunomoduladora. Entre os
tromboxanos, apenas o tromboxano A (TXA) é ativo, sendo o TXB inativo.
Todos aqueles metabdlitos formados a partir de &cido araquidénico (o
precursor mais importante) recebem um sufixo “2” (PGE2, TXA2, PCI2) e
aqueles oriundos do acido eicosapentaendico recebem o sufixo “3” (PGES3,
TXA3, PCI3). O acido diomo-gama-linolénico origina prostaglandinas do tipo 1,
das quais a PGEL1 é a mais importante do grupo (ANDRADE; CARMO, 2006).

As enzimas pertencentes a familia aldo-cetoredutase (AKR) AKR1B1,
AKR1C3 e AKR1C4, convertem a PGH2 a PGF2a. Contudo, outras

prostaglandinas podem servir de substrato para a sintese de PGF2a. Por
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exemplo, a PGD2 pode ser convertida pela AKR1B1 ao metabdlito 9a,
11BPGF2 e a PGE2 ser transformada pela CBR1 em PGF2a (ACTIVITY et al.,
1998; KANKOFER; WIERCINSKI, 1999; KANKOFER; WIERCINSKI; ZERBE,
2002; SCENNA et al., 2004).

Atualmente foram identificadas duas sintases de PGD?2 distintas: enzima
PGDS (L-PGDS; tipo lipocalina) e PGDS (H-PGDS; tipo hematopoiética) ambas
possuem a capacidade de converter PTGS2 em PGD2 (GABLER et al., 2009).

A PGE2 possui quatro subtipos de receptores (PGER1, PGER2, PGER3
e PGER4) que uma vez ativados promovem diferentes efeitos celulares. Os
receptores PGER2 e PGER4 estéo ligados a proteina G e apds serem ativados
estimulam a liberacdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). Em
bovinos foram identificadas mais quatro isoformas de PGER3 (EPsa, EPg, EPc,
EPp). Estas isoformas apresentam semelhante especificidade aos seus
agonistas e, entretanto, estédo ligadas a diferentes proteinas G que promovem
diferentes formas de sinalizacdo intracelular, permitindo tanto respostas
estimulantes como inibitorias sobre o AMPc. Além disso, como 0s receptores
PTGER3, promovem a mobilizacdo do célcio intracelular e de inositol trifosfato
(IP3) quando ativados (COLEMAN; SMITH; NARUMIYA, 1994). Assim, 0s
efeitos biol6égicos da PGE2 dependerdo do tipo de receptor expresso. Os
receptores PGFR induzem aumento da mobilizacdo intracelular de calcio por
mecanismo independente de IP3. Os receptores PTGDR sédo acoplados a
proteina G estimulando a adenilato ciclase, e assim, também aumentam o
AMPc (NARUMIYA; SUGIMOTO; USHIKUBI, 1999). Assim, essa variedade de
receptores e suas especificidades, aliada as diversas isoformas de
prostaglandinas possibilitam uma ampla diversidade de respostas biologicas.

Da mesma forma que as prostaglandinas e prostaciclinas, o0s
tromboxanos séo sintetizados a partir da PGH2 por sintases especificas que
exercem suas funcdes bioldgicas através de receptores especificos localizados
na superficie das células-alvo (NARUMIYA; FITZGERALD, 2001). Até o

momento ndo foram identificadas isoformas de PGI2 ou de TBXA2 em bovinos.
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Desta forma, PTGIS e TBXAS1 sdo as Unicas enzimas responsaveis pela

sintese de PGI2 e de TBXA2, respectivamente.

2.6 Andlise morfométrica de glandulas endometriais e suas implicacfes

A morfometria foi utilizada com sucesso para monitorar mudancas
patolégicas no endométrio bovino (GONZALEZ et al., 1985) e para estudar os
efeitos de drogas e hormbénios no endométrio humano (JOHANNISSON et
al., 1991). No endométrio humano, o diametro glandular nas fases proliferativa
e secretora tem sido correlacionado com os niveis de estrogénio e P4
(JOHANNISSON et al, 1987). Mais recentemente, em ruminantes, a
morfometria foi também aplicada a anélise da morfogénese de glandulas
uterinas (CARPENTER et al., 2003; GRAY et al., 2001).

Estudos relatam a ocorréncia de alteracdes na morfologia celular do
endométrio de bovinos durante o ciclo estral e no inicio da gestacédo (KOJIMA;
SELANDER, 1970; GUILLOMOT; GUAY, 1982; MARINOV; LOVELL,
1968; STINSON et al., 1962). As caracteristicas histolégicas do endométrio
mudam qualitativamente durante o ciclo estral. Alteracbes nao foram
observadas no perimetro ou area das glandulas endometriais quando
comparou-se os dias 0, 8 e 16 do ciclo estral (WANG et al., 2007).

Em vacas Holandesas multiparas verificou-se uma correlacdo negativa
da concentracao circulante de P4 plasmatica com a area total do endométrio,
perimetro e area das glandulas endometriais nos dias 5 e 8 do ciclo estral. Isto
indica que uma maior concentracdo de P4 no dia 5, esta associada a uma
menor area total do endométrio no dia 8, e sugere que a espessura endometrial
e tamanho das glandulas durante a fase secretdria precoce podem ser
reguladas pela velocidade que os niveis de P4 sobem durante a formacao do
corpo lateo. Em contraste, a densidade de ductos glandulares no dia 8 foi
associada positivamente com as concentracdes de P4 no dia 5. Esta resposta

reflete provavelmente na diminuicdo da area do endométrio, em resposta a um
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elevado nivel de P4 no dia 5, o mesmo numero de ductos glandulares que
ocupam uma area reduzida (WANG et al., 2007).

Alguns autores relatam que o numero de glandulas endometriais nao
muda durante o ciclo natural (JOHANNISSON et al., 1987, 1991; WAHAB et al.,
1999). Dhaliwal et al. (2002) utlizaram anélises bidimensionais e
tridimensionais para avaliar as alteracdes das glandulas endometriais bovinas
entre as fases folicular e lGtea. Segundo esses autores, a area superficial
meédia das glandulas por unidade de &rea de endométrio no local
intercaruncular em novilhas e vacas era de aproximadamente 18 mm%mm? na
fase folicular e 26 mm*mm? na fase litea, nimeros semelhantes para a area
da glandula encontrada em mulheres. Em novilhas, o volume da glandula
intercaruncular aumentou significativamente, em cerca de 30%, durante a fase
luteinica do ciclo estral, 0,01-0,13 por mm®. A espessura do endométrio das

vacas foi sempre maior do que das novilhas, independentemente do local de

amostragem.
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V. OBJETIVOS

Com o presente estudo teve-se 0 objetivo geral de avaliar o efeito e os
mecanismos pelos quais a suplementacdo com semente de girassol atua na
performance reprodutiva de fémeas bovinas de corte.

Objetivou-se especificamente com o Experimento 1 avaliar o efeito da
suplementacao contendo semente de girassol nas taxas de concepcao 23 dias
apos a TETF em receptoras de embrides produzidos in vitro.

Objetivou-se especificamente com o Experimento 2: a) comparar as
concentragbes plasmaticas de colesterol total, triglicerideos, lipoproteina de
alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e P4, em vacas
suplementadas ou ndo com semente de girassol no D1, D7, D11, D15, D19 e
D22 do ciclo estral; b) identificar e comparar o perfil de acidos graxos no tecido
endometrial em vacas suplementadas ou ndo com semente de girassol; c)
analisar a abundancia relativa dos transcritos dos genes de PTGES1, PTGES2,
AKR1B1, AKR1C4, PTGS2, PTGER2, PTGER4 e PLA2G10, envolvidos na
biossintese de eicosanoides, no endométrio de vacas suplementadas ou nao
com semente de girassol no D6, D14 e D22 do ciclo estral e d) comparar o
namero, diametro, perimetro e area total das glandulas endometriais, em vacas
suplementadas ou ndo com semente de girassol no D7, D15 e D23 do ciclo

estral.
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VI. HIPOTESE

A hipétese no presente estudo, é que a suplementacdo com semente
de girassol promove um incremento na taxa de concepcao de receptoras de
embrides produzidos in vitro submetidas a TETF (Experimento 1) e que tal
efeito decorra de modificacbes na composicao lipidica plasmatica e
endometrial, alteracBes na expresséo de transcritos envolvidos na biossintese
de eicosanoides e/ou modificagcdes no numero e/ou morfometria das glandulas

endometriais (Experimento 2).
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VIl. MATERIAL E METODOS

5.1 Experimento 1

5.1.1 Local do experimento

O manejo dos animais, assim como as coletas dos materiais bioldgicos
foram conduzidos na Central de Receptoras Retorno, localizada no municipio
de Coroados, estado de Sao Paulo, Brasil. O tratamento dos animais e coleta
de materiais biolégicos foram realizados de julho a setembro de 2012. A
analise bromatologica foi realizada em outubro de 2012, no Laboratério de
Bromatologia e Analise de Alimentos, sediado na Faculdade de Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de
Dracena/SP, Brasil. A mensuracdo das concentracfes plasmaticas de P4, pela
técnica de Radioimunoensaio, foi realizada em dezembro de 2012 no
Laboratério de Endocrinologia Animal, sediado na Faculdade de Medicina
Veterinaria da UNESP, Campus de Aracatuba/SP, Brasil, com a colaboracéo
do Prof. Dr. Guilherme de Paula Nogueira. A mensuracdo das concentracdes
plasmaticas de colesterol total, triglicerideos, HDL e LDL foi realizada de
novembro a dezembro de 2012, no Laboratério de Fisiologia da Reproducao
(LFER), sediado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (USP), Campus de Pirassununga/SP, Brasil, com a

colaboracéao do Prof. Dr. Ed Hoffmann Madureira.

5.1.2 Animais

Foram utilizadas novilhas mesticas (n = 217) de idade variada, sendo

estas provenientes dos seguintes cruzamentos: Nelore x Abeerdeen Angus (n
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= 139), Nelore x Simental (n = 65) ou Nelore x Pardo Suico (n = 13). As
novilhas foram pesadas individualmente e avaliadas quanto ao escore de
condicao corporal (ECC - escala de 1 a 9) e classificadas da seguinte forma:
escore 3 (n = 15; 6,91%), 4 (n = 144, 66,36%) e 5 (n = 58; 26,73%). O peso
médio das novilhas foi de 356,22kg + 1,04kg no Grupo Controle e 357,62kg *
1,07kg no grupo tratado com semente de girassol. As novilhas foram avaliadas
guanto a condicao ovariana no dia de inicio do protocolo de sincronizacdo do
estro e ovulagdo e classificadas da seguinte forma: Condigdo 1, quando
observou-se ovario com a presenca de um corpo lateo (n = 133; 61,29%);
Condicao 2, quando observaram-se ovarios com presenca de foliculos grandes
e auséncia de corpo lateo (n = 53; 24,42%) e Condicao 3, quando observaram-
se ovarios pequenos com foliculos pequenos (n = 31; 14,29%). Os animais
foram divididos equitativamente em dois grupos (Grupo Controle e Grupo
Girassol) segundo raca, peso, ECC e condicdo ovariana. Foram realizadas
cinco repeticbes experimentais, onde o niumero de animais por tratamento foi
dividido equitativamente em cada uma das repeticdes. Segundo as repeticoes,
os animais foram divididos da seguinte maneira: repeticdo 1 (n = 30), 2 (n =
41), 3 (n = 29), 4 (n = 101) e 5 (n = 16); totalizando 217 animais. Todos 0s
procedimentos realizados na execucdo do referido estudo foram aprovados
pela Comisséo de Etica em Uso de Animais (CEUA), da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus Experimental de Dracena,
certificando que os procedimentos utilizando animais estdo de acordo com os

“Principios Eticos de Experimentagéo Animal” (Protocolo n° 26/2012).

5.1.3. Sincronizacéo do estro e ovulacao

O protocolo para a realizacdo da TETF foi realizado em dias aleatorios
do ciclo estral. Para tanto, conforme representado na Figura 6, as novilhas
foram submetidas a sincronizagdo dos estros pelo uso de um dispositivo

intravaginal contendo 1g de P4 impregnada em 28g de silicone
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(CRONIPRESS®; Biogenesis Bago), associado a uma injecdo de 2mg de
benzoato de estradiol (BIOESTROGIN®; Biogenesis Bago), via intramuscular
(IM). O dia da colocacao do dispositivo foi considerado o D-10. Oito dias apos a
colocacdo do dispositivo (no D-2) realizou-se a retirada do mesmo, e 0s
animais receberam uma injecao de 150ug de D-cloprostenol (CRONIBEN®;
Biogenesis Bago) e 400Ul de Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG; Folligon®;
Intervet), ambos via IM. Apés 24 horas da retirada do implante (D-1), as fémeas
receberam uma injecdo de 1mg de benzoato de estradiol (BIOESTROGIN®;
Biogenesis Bago), via IM. O DO foi considerado o dia esperado para o estro. A
TETF foi realizada no D7.

lmgd
mgde ben;nam de Témine da
estradiol N
Inicio da suplemerntagdo com suplementagdo
ou semm semente de girassol I /
D-10 "SSDp2 D1 DO D7 D19 D30
Dispositivo P4 Betirada do Dia esperado TETF Coleta de Diagnéstico
+ dispositive P4 para o estro + sangue de gestacdo
2mg debenzoato T Coleta de
de estradiol 150pgdeD- sangue
cloprostenol +
400Ul de eCG
Coleta de
sangue

FIGURA 6 — Representacdo esqguematica do delineamento referente ao Experimento 1,
colocacdo do dispositivo intravaginal com P4 associado a 2mg de benzoato de
estradiol (D-10), retirada do dispositivo intravaginal associado a administracdo de
150ug de D-cloprostenol e 400Ul de eCG (D-2), fornecimento de suplemento sem
(Grupo Controle; n = 111) ou com semente de girassol (Grupo Girassol; n = 106)
do D-2 ao D19, administracdo de 1mg de benzoato de estradiol (D-1), realizacédo
da TETF (D7), coletas de sangue realizadas no D-2, D7 e D19 e diagndstico de
gestacao por ultrassonografia no D30, receptoras mesticas de embrido.
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5.1.4 Administracao dos tratamentos

Apos a remocédo do implante (D-2), as fémeas foram divididas em dois
grupos para receberem, durante 22 dias, 1,7kg/animal/dia de um dos seguintes
suplementos: 53% de farelo de soja com 44% de Proteina Bruta (PB) + 47% de
milho (Grupo Controle; n = 111) ou 40% de farelo de soja 44% de PB + 60% de
semente de girassol (Grupo Girassol; n = 106). No Grupo Girassol, utilizou-se a
inclusdo de 9% de semente de girassol na matéria seca (MS), quantidade
maxima para que ndo seja ultrapassado o limite maximo de 5% de extrato
etéreo (EE) do concentrado. Os suplementos utilizados em ambos os grupos
foram igualmente balanceados em energia e proteina, ambos com 72% de
nitrogénio digestivel total (NDT) e 24% de PB. Os suplementos foram
fornecidos uma vez ao dia pela manha, a partir da remogao do dispositivo (D-2
ao D19). Para a formulacdo da racdo de ambos o0s grupos estimou-se 0
consumo de pasto em 2% do peso vivo das fémeas, e as exigéncias
nutricionais seguiram as recomendacdes do NRC (1996). Durante o periodo de
suplementacao, as novilhas foram mantidas em piquetes formados por capim
Tanzéania (Panicum maximum Jacq vr. Tanzania |) recebendo agua e sal
mineral ad libitum. Os suplementos foram fornecidos em cochos, respeitando-
se a medida de 22 cm lineares de cocho/animal. Apesar dos pigquetes
apresentarem caracteristicas muito semelhantes, os animais de cada grupo
foram intercalados entre dois piquetes, permanecendo cinco dias em cada um,
com o intuito de reduzir ao maximo o efeito da pastagem. Além disso, 0s
animais receberam silagem de milho como fonte de volumoso, ja que na época
da seca a qualidade das pastagens € limitada, devido principalmente a falta de
umidade além das baixas temperaturas do periodo, momento em que o0s teores
de proteina bruta da pastagem estdo abaixo de 7%. Vale ressaltar que se
buscou fornecer a mesma quantidade de silagem de milho para ambos os

grupos para reduzir ao maximo o efeito da mesma.
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5.1.5 Analise Bromatoldgica dos suplementos utilizados

Fez-se a andlise bromatologica, tanto dos suplementos quanto da
silagem de milho utilizados no experimento 1. Determinaram-se proteina bruta
(PB), matéria seca (MS), matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) pelo
método de Weende (AOAC, 1993). A fibra em detergente neutro (FDN) foi
determinada através do método descrito por de Van Soest (1967). Para a
andlise bromatolégica foram utilizadas amostras em duplicata. Matéria Seca
(MS) é a porcdo do alimento onde estdo todos os nutrientes, a massa total
descontada a umidade. Proteina Bruta (PB) € determinada medindo-se o total
de nitrogénio e multiplicando-se por 6,25 (as proteinas tém em média 16% de
N no aminoacido). Matéria Mineral (MM) € o teor total de minerais contidos no
alimento, correspondendo a fragdo ndo organica. Extrato Etéreo (EE)
corresponde ao teor de Oleo do alimento. A composicdo de ambos os
suplementos e da silagem de milho foi ilustrada na Tabela 3. O valor médio de
PB foi de 24,5% para suplemento com girassol (tratamento) e 24,95% para o
suplemento sem girassol (controle), respectivamente, respeitando a incluséo
estabelecida de 24% PB. Vale ressaltar que a porcentagem elevada de EE no
suplemento com girassol (10,12%) € justificada pela grande quantidade de
oleo, principalmente de AGPI, presente nos graos de girassol. Em relacdo a
silagem de milho, o valor médio de PB obtido foi de 7,14% PB, sendo que um
valor de proteina para uma silagem de milho gira em torno de 8% PB. Com
relacdo a FDN, EE e MM, o valor obtido para a silagem de milho foi de 45,15%,
2,76% e 4,85% respectivamente, valores proximos aos encontrados na

literatura, que por sua vez giram em torno de 45% FDN, 3% EE e 4% MM.
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Tabela 3 — Andlise bromatoldgica dos suplementos e da silagem de milho utilizados no
experimento 1

PB (%) MS(%) MM (%) EE (%) FDN (%)

Suplemento com girassol 24,50 95,95 5,62 10,12 24,40
Suplemento sem girassol 24,95 95,79 5,61 2,93 10,69

Silagem de milho 7,14 93,03 4,85 2,76 45,15

PB: Proteina Bruta; MS: Matéria Seca; MM: Matéria Mineral; EE: Estrato Etéreo e FDN: Fibra
em Detergente Neutro.

5.1.6 Colheita de sangue e processamento das amostras

Amostras de sangue foram coletadas por venopuncédo da veia/artéria
caudal mediana nos dias D-2 (colheita realizada imediatamente antes da
suplementacao), D7 e D19 (colheita realizada imediatamente apds a ingestéo
do suplemento). O sangue foi coletado em um tubo a vacuo de acrilico com
capacidade para 4mL (Vacuntainer Systems, Becton, Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) contendo como anticoagulante o &cido tetracético
etilenediamine de sodio (EDTA). Em cada animal, foi utilizada uma agulha para
coleta (Labor Import Imp. Exp. Ltda, 25 x 0,8 mm (21G1”). Em seguida, o tubo
foi invertido lentamente quatro vezes para que fosse suficientemente
homogeneizado com o EDTA e foi imediatamente acondicionado a 4°C. O
sangue foi centrifugado (Centrifuga Marca Centribio), em temperatura
ambiente, a 2900 x g por 30 minutos. O plasma foi retirado e aliqguotado em
microtubos e acondicionado a -20°C. Foram armazenadas trés aliguotas da
mesma amostra para posterior mensuracdo das concentracdes plasmaticas de
lipidios (duplicata) e P4, sendo que cada amostra foi submetida ao

descongelamento Unico.
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5.1.7 Transferéncia dos embrides produzidos por fertilizagao in vitro (FIV)

Do total de embrides transferidos (n = 217), 13,82% eram da raca
Holandesa (30/217) e 86,18% da raca Nelore (187/217). Foram utilizadas 31
matrizes doadoras de odcitos para FIV, sendo 5 da raca Holandesa e 26 da
raca Nelore. Para os embrides de raca Holandesa foi utilizado o sémen de um
Unico touro, e para os embrides de Nelore foram utilizados sémens de 9 touros.
Os embrides foram divididos equitativamente entre os dois grupos segundo a
origem materna e paterna, estagio e qualidade do embrido. No sétimo dia do
cultivo in vitro, os embrides provenientes da FIV foram classificados segundo
estagio de desenvolvimento embrionario em blastocisto inicial (Bi), blastocisto
(BI), blastocisto expandido (Bx) ou blastocisto eclodido (Be) e classificados
também segundo a qualidade em embrides de grau | (qualidade excelente), Il
(qualidade mediana) e Il (qualidade ruim). Em seguida, apenas os embrides de
grau |, foram envasados e transportados, em temperatura de 36°C, do
laboratorio até o local onde ocorreu a TETF. Com a receptora devidamente
sincronizada no D7, de acordo com o protocolo apresentado anteriormente,
realizou-se a palpacédo retal para determinar o ovario que continha o corpo
liteo. A seguir, aplicou-se a anestesia epidural com lidocaina 2% (LIDOVET®,
Bravet), sendo a dose de anestésico ajustada de forma a assegurar que o
animal permaneca em pé ao longo da transferéncia. Apos tal procedimento, a
palheta contendo o embrido envasado, foi encaixada em um aplicador e este
coberto com uma bainha estéril. Posteriormente, o mesmo foi inserido na
vagina, passado através da cérvix e guiado para o corno uterino ipsolateral ao
corpo luteo. O embrido contido na palheta foi depositado na parte distal no

corno uterino. As transferéncias foram realizadas por um unico veterinario.
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5.1.8 Diagnéstico de prenhez

O diagnostico de prenhez foi realizado no 30° dia de prenhez (23 dias
apos a TETF) através de exame ultra-sonografico (Aloka Ultrasound Diagnostic
Equipament, Modelo SSD-500, Tokyo-Japao) com transdutor linear de 5 mHz.
As fémeas foram classificadas em prenhes (presenca do feto) ou néo prenhes
(auséncia do feto).

5.1.9 Radioimunoensaio para a mensuracdo das concentracdes

plasmaticas de progesterona

As concentragdes plasmaticas de P4 foram mensuradas pela Técnica de
Radioimunoensaio, utilizando kits comerciais (Count-a-Count®, DPC,
Diagnostic Products Corporation; Los Angeles, EUA). Para a avaliacao do total
das amostras foram realizados trés ensaios. Foram utilizadas amostras de
referéncia contendo concentracdes altas (CA) e baixas (CB) de P4. Para cada
um dos ensaios o coeficiente de variacao intra-ensaio foi de 1,47%; 0,69% e
1,23% para CA e 0,15%; 0,34% e 0,15% para a CB. O coeficiente inter-ensaio
foi 4,72% para a CA e 16,56% para a CB.

5.1.10 Mensuracéo das concentracdes plasmaticas de lipidios

A mensuracdo das concentracdes plasmaticas de colesterol total foi
determinada por metodologia enzimatica colorimétrica em Analisador
Bioquimico Automatico (RX Daytona® - Randox Laboratories, Reino Unido,
utilizando-se KIT CHOL R1 Randox Laboratories Ltda, REF CH 3810, Lote
557CHRX), conforme método descrito por Allain et al. (1974). A mensuracao
das concentracbes plasmaticas de triglicerideos foi determinada por

metodologia enzimatica colorimétrica em Analisador Bioquimico Automatico
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(RX Daytona® - Randox Laboratories, Reino Unido, utilizando-se KIT TRIgs
R1b Randox Laboratories Ltda, REF TR3823, Lote 83TRRX, conforme técnica
descrita por Fossati et al. (1982). A mensuracdo das concentracdes
plasmaticas de HDL foi determinada por metodologia enzimatica colorimétrica
em Analisador Bioquimico Automatico (RX Daytona® - Randox Laboratories,
Reino Unido, utilizando-se KIT HDL R2 Randox Laboratories Ltda, REF CH
3811, Lote 609CHRX). A mensuracdo das concentracdes plasmaticas de LDL

foi determinada através da Equacéo de Friedewald, onde:

LDL mg/dL = colesterol total — HDL — (triglicerideos/5)

5.1.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SAS
(SAS, 2003; SAS Institute, Cary, NC, USA). A variavel taxa de concepcdao foi
determinada pela porcentagem de fémeas diagnosticadas como prenhes, em
relacdo ao numero total das novilhas submetidas a TETF. As variaveis
continuas foram testadas quanto a normalidade utilizando o artificio “Guided
Data Analysis” do SAS e quando necessario foram transformadas conforme a
sugestdo do programa para alcancar a normalidade. Os dados foram
analisados por analise de variancia. As médias foram analisadas pelo Glimmix,
no qual o modelo inicial para analise da taxa de concepcéao incluiu os efeitos de
tratamento, qualidade do corpo Iuteo, concentracdo de P4 no D7, concentracao
de colesterol total no D-2, concentracao de colesterol total no D7, concentracéo
de colesterol total no D19, concentracdo de triglicerideos no D-2, concentracao
de triglicerideos no D7, concentracao de triglicerideos no D19, concentracdo de
HDL no D-2, concentracdo de HDL no D7, concentracdo de HDL no D19,
concentracdo de LDL no D-2, concentracdo de LDL no D7 e concentracdo de
LDL no D19. Para a obtencdo do modelo estatistico final, as variaveis

explanatérias foram sequencialmente removidas através do critério estatistico
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de Wald utilizando como critério de remoc¢éo o valor de P > 0,20. No modelo
estatistico final considerou-se para a andlise tratamento, concentracdo de P4
no D7, concentracdo de colesterol total no D-2, concentracéo de colesterol total
no D7, concentracao de triglicerideos no D7 e concentracdo de HDL no D7. Em
todas as analises considerou-se um nivel de significancia de 5%. Todos o0s
resultados estdo apresentados na forma de média + erro padrdo nao

transformados.

5.1.12 Analise econOmica

Com o intuito de demonstrar a viabilidade econdmica da utilizacdo da
semente de girassol como suplemento alimentar para fémeas bovinas de corte,
no caso de efeito positivo sobre a taxa de concepcdo nas fémeas tratadas,
desenvolveu-se uma analise econdémica. Vale ressaltar que para os céalculos da
analise econbmica considerou-se o0 suplemento fornecido ao Grupo Girassol
onde empregou-se 40% de farelo de soja com 44% de proteina bruta (PB) +
60% de semente de girassol, disponibilizando 1,7kg de suplemento/animal/dia
por 22 dias. Inicialmente foi obtida uma média dos precos reais, a partir da
deflacdo dos precos nominais, do farelo de soja e bezerro no estado de Sao
Paulo nos ultimos dez anos e seis meses (Janeiro de 2003 a Julho de 2013) e
da semente de girassol no estado do Mato Grosso nos ultimos seis anos
(periodo de registro disponivel — Maio de 2007 a Maio de 2013). A média do
preco real da semente de girassol foi obtida pelos precos recebidos pelos
produtores do Mato Grosso, fornecidos pela Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), considerando ser o estado que mais produz semente
de girassol no Brasil. Na safra 2012/2013, a producao estimada em Mato
Grosso é de 71,8 mil toneladas sendo a producdo estadual concentrada na
cidade de Campo Novo do Parecis. Os precos nominais do farelo de soja e
bezerro, nos dltimos 10 anos e 6 meses, foram obtidos no banco de dados do

Instituto de Economia Agricola (IEA)
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(http://lwww.iea.sp.gov.br/out/bancodedados.html). A deflagdo dos precos
nominais de um determinado produto para a obtencdo da média do preco real
do produto ao longo de um periodo foi feita por meio do indice Nacional de
Precos ao Consumidor (INPC), fornecido pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) (http://www.portalbrasil.net /inpc.htm) a partir do seguinte

calculo:

Preco real = (INPC ao longo do periodo / INPC do més e ano de referéncia) x

preco nominal

Para estimar o valor do frete da cidade de Campo Novo do Parecis/MS
para a cidade de Aracatuba/SP utilizou-se a seguinte equacao:

Frete R$/ton = 41,7233 + distancia (km)

5.2 Experimento 2

5.2.1 Local do experimento

Os procedimentos experimentais conduzidos com 0s animais e as
coletas de materiais biolégicos foram realizados na Fazenda Santa
Encarnacao, localizada no municipio de Santa Rita do Pardo, estado do Mato
Grosso do Sul, Brasil. A aplicacdo dos protocolos de sincronizacdo dos estros e
da ovulacéo, o tratamento dos animais e a coleta de materiais bioldgicos foram
realizados de janeiro a fevereiro de 2013. A analise bromatoldgica, realizada
em marc¢o de 2013, foi conduzida no Laboratério de Bromatologia e Andlise de
Alimento, sediado na Faculdade de Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Dracena/SP, Brasil. A

mensuragdo das concentracbes plasmaticas de P4 pela técnica de


http://www.iea.sp.gov.br/out/bancodedados.html
http://www.portalbrasil.net/inpc.htm
http://www.portalbrasil.net/
http://www.portalbrasil.net/inpc.htm
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Radioimunoensaio, foi realizada em marco de 2013, no Laboratério de
Endocrinologia Animal, sediado na Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de
Aracatuba/SP, Brasil. A mensuracdo das concentracbes plasmaticas de
colesterol total, triglicerideos, HDL e LDL foi realizada em setembro de 2013,
no Laboratério de Fisiologia da Reproducéo (LFER), sediado na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (USP),
Campus de Pirassununga/SP, Brasil. A avaliacdo da constituicdo lipidica
endometrial, por cromatografia gasosa, foi realizada em setembro de 2013, no
Laboratorio de Nutricdo e Crescimento Animal, na Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), Piracicaba/SP, Brasil. A anélise de
expressdo génica no tecido endometrial, por PCR em tempo real, foi realizada
de julho a agosto de 2013, no Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia
Molecular (LFEM), sediado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da USP, Campus de Pirassununga/SP, Brasil. A preparacdo das laminas
histoldgicas foi realizada em julho de 2013, no Laboratério de Endocrinologia
Animal, sediado na Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, Campus de
Aracatuba/SP, Brasil. O registro fotografico das laminas histolégicas foi
realizado no Laboratorio de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento,
sediado na Faculdade Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP, Campus
de Pirassununga/SP. A avaliacdo das imagens fotograficas das glandulas
endometriais, obtidas a partir das laminas histologicas, foi realizada em
setembro de 2013, no Laboratdério de Reproducdo Animal, sediado na
Faculdade de Zootecnia da UNESP, Campus de Dracena/SP, Brasil.

5.2.2 Animais

Foram utilizadas 60 vacas Nelore (Bos taurus indicus), pluriparas, nao
lactantes, de diferentes idades. As fémeas foram pesadas individualmente e

avaliadas quanto ao ECC (escala de 1 a 5) e classificadas em escore 2,25 (n =
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5; 8,3%), 2,5 (n = 6; 10%), 2,75 (n = 8; 13,4%), 3 (n = 11; 18,3%), 3,25 (n = 9;
15%), 3,5 (n = 10; 16,7%), 3,75 (n = 5; 8,3%), 4 (n = 5; 8,3%) e 4,25 (n = 1;
1,7%). A média para o ECC dos animais utilizados no grupo controle foi de 3,25
+ 0,084 e no grupo tratado com semente de girassol foi de 3,4 £ 0,094. O peso
médio dos animais foi 395,57kg + 6,38kg no grupo controle e 386,13kg *
5,28kg no tratado com semente de girassol. As vacas foram avaliadas quanto a
condicdo ovariana no dia de inicio do protocolo de sincronizagdo do estro e
ovulacao e classificadas da seguinte forma: Condi¢do 1, quando observou-se
ovario com a presenca de corpo luteo (n = 26; 43,3%); Condicdo 2, quando
observaram-se ovarios com a presenca de foliculos grandes e auséncia de

corpo lateo (n = 31; 51,7%) e Condicdo 3, quando observaram-se ovarios

pequenos com foliculos pequenos (n = 3; 5%). Os animais foram divididos
equitativamente segundo peso, ECC e condicdo ovariana em seis grupos
experimentais: Grupo Controle D6 (n = 10), Grupo Controle D14 (n = 10),
Grupo Controle D22 (n = 10), Grupo Girassol D6 (n = 10), Grupo Girassol D14

(n = 10) e Grupo Girassol D22 (n = 10). Ao final do periodo de suplementacao

por 6, 14 ou 22 dias foram abatidas 4 fémeas no D7, 5 fémeas no D15 e 6
fémeas no D23 do Grupo Controle e 6 fémeas no D7, 6 fémeas no D15 e 6
fémeas no D23 do Grupo Girassol; totalizando o abate de 33 animais. Todos 0s
procedimentos realizados no Experimento 2 foram aprovados pela Comissao
de Etica em Uso de Animais (CEUA), da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), Campus Experimental de Dracena, certificando
gue os procedimentos utilizando animais estdo de acordo com os “Principios

Eticos de Experimentacdo Animal” (Protocolo n° 14/2013).

5.2.3 Sincronizacao dos estros e das ovulacdes

O inicio da sincronizag¢do ocorreu em dias aleatdrios do ciclo estral. Os

protocolos foram iniciados em dias que possibilitassem gue o0s seis grupos

experimentais, embora estivessem em dias do ciclo estral diferentes, tivessem
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a coleta do material biolégico e o abate em um Unico dia. Conforme ilustrado na
Figura 7, as vacas foram submetidas a sincronizacao dos estros pelo uso de
um dispositivo intravaginal constituido por 30g de silicone contendo 1g de P4
(DIB, Syntex Industria Bioquimica & Farmacéutica S.A.), associado a uma
injecdo de 2mg de benzoato de estradiol (Benzoato HC, Hertape Calier Saude
Animal S.A.), via IM. O dia da colocacao do dispositivo foi considerado o D-10.
Oito dias apds a colocacdo do dispositivo (D-2) realizou-se a retirada do
mesmo, e 0s animais receberam 2mg de cloprostenol sddico (Sincrocio®,
Ourofino Saude Animal Ltda.), 0,5mg de cipionato de estradiol (E.C.P.®,
Ourofino Saude Animal Ltda., Laboratérios PFIZER Ltda.) e 300Ul de
Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG; Folligon®, Intervet do Brasil Veterinaria
Ltda.), todos via IM. O dia esperado para o cio (DO) foi estimado 48 horas apos

a retirada do implante.
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FIGURA 7 — Representacdo esquemética do delineamento referente ao Experimento 2 de
acordo com o periodo (dias) de suplementacdo dos animais pertencentes a cada

grupo experimental, colocacdo do dispositivo intravaginal com P4 associado

a

2mg de benzoato de estradiol (D-10), retirada do dispositivo intravaginal associado
a administracdo de 2mg de cloprostenol sddico, 0,5mg de cipionato de estradiol e
300Ul de eCG (D-2), fornecimento de suplemento sem (Grupo Controle) ou com
semente de girassol (Grupo Girassol) do DO ao D22 ou D14 ou D6, bidpsia uterina
no D22 ou D14 ou D6, coletas de sangue apartir do DO, abate no D23 ou D15 ou

D7 e coleta de materiais bioldgicos, em vacas Nelore (Bos taurus indicus).
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5.2.4 Administracao dos tratamentos

ApoOs 48 horas da retirada dos dispositivos intra-vaginais (D0), as fémeas
foram divididas aleatoriamente em seis grupos: suplementagdo sem semente
de girassol por 6 dias (Grupo Controle D6; n = 10), 14 dias (Grupo Controle
D14; n = 10) ou 22 dias (Grupo Controle D22; n = 10); ou suplementacdo com
semente de girassol por 6 dias (Grupo Girassol D6; n = 10), 14 dias (Grupo
Girassol D14; n = 10) ou 22 dias (Grupo Girassol D22; n = 10). As vacas do
grupo controle receberam suplemento contendo 53% de farelo de soja com
44% de PB + 47% de milho. As vacas do grupo tratado com semente de
girassol receberam suplemento contendo 40% de farelo de soja com 44% de
PB + 60% de semente de girassol. Ambos os suplementos fornecidos aos
animais foram igualmente balanceados em energia e proteina, com 72% de
NDT e 24% de PB. As vacas de ambos os tratamentos foram suplementadas
diariamente com 1,7Kg de suplemento/dia, sendo oferecido em apenas um
trato pela manha. A suplementacéo foi realizada durante 6, 14 ou 22 dias, para
ambos os grupos. Durante o periodo de suplementacdo, as vacas foram
mantidas em trés piquetes formados por Brachiaria decumbens cv. Basilisk. Os
piquetes foram divididos da seguinte maneira: um piquete para o Grupo
Controle (piquete 1), um piquete para o Grupo Girassol (piquete 2) e outro
piquete para os animais que seriam introduzidos posteriormente a um dos lotes
de tratamento (piquete 3). Primeiramente, iniciou-se o fornecimento da dieta
controle (no piquete 1; n = 10) ou da dieta com semente de girassol (no piquete
2; n = 10) para os animais que seriam suplementados por 22 dias (n = 20); oito
dias depois do inicio da suplementacédo, os animais que seriam suplementados
por 14 dias (n = 20) foram retirados do piquete 3 e colocados ou no piquete 1
para receber a dieta controle (n = 10) ou no piquete 2 para receber a dieta com
semente de girassol (n = 10). Dezesseis dias depois do inicio da
suplementacao, as fémeas que seriam suplementados durante 6 dias foram
inseridas em seus respectivos lotes. Os suplementos foram fornecidos em

cochos, respeitando-se a medida de 22cm lineares de cocho/animal. As
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fémeas receberam sal mineral e &gua ad libitum. Apesar dos piquetes
apresentarem caracteristicas muito semelhantes os animais de cada grupo
foram intercalados de forma que permaneceram sete dias em cada piquete,
com o objetivo de reduzir ao maximo o efeito da pastagem. Para a formulacao
da racado de ambos os grupos estimou-se o consumo de pasto em 2% do peso
vivo das fémeas, e as exigéncias nutricionais seguiram as recomendacdes do
NRC (1996). No Grupo Girassol, utilizou-se a inclusdo de 9% de semente de
girassol na MS total, quantidade maxima para que ndo fosse ultrapassado o
limite de 5% de EE do concentrado.

5.2.5 Anélise bromatoldgica dos suplementos utilizados

A analise bromatologica, tanto dos suplementos quanto da semente de
girassol utilizados no experimento 2, foi procedida e os dados obtidos estédo
descritos na Tabela 4. Determinaram-se PB, MS, MM, EE pelo método de
Weende (1864). Para a analise bromatoldgica, foram utilizadas amostras em
duplicata. Vale ressaltar que a porcentagem elevada de EE na semente de
girassol (40,72%) é justificada pela grande quantidade de 0leo, principalmente

de AGPI, presente nos graos.

Tabela 4 — Andlise bromatoldgica dos suplementos utilizados no experimento 2

MS (%) MM (%) PB (%) EE (%) Agua (%)

Semente de girassol 94,65 2,62 19,94 40,72 5,35
Suplemento com girassol 85,79 4,41 31,39 17,09 14,21
Suplemento sem girassol 88,58 4,64 28,50 2,25 11,43

MS: Matéria Seca; MM: Matéria Mineral; PB: Proteina Bruta; EE: Estrato Etéreo.
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5.2.6 Colheita de sangue e processamento das amostras

Amostras de sangue foram colhidas por venopungdo da veia/artéria
caudal mediana no DO (antes da suplementacdo), D7, D11, D15, D19 e D22
dias para os animais suplementados por 22 dias; no DO, D7, D11 e D14 para
0os animais suplementados por 14 dias e no DO e D6 para 0s animais
suplementados por 6 dias. O sangue coletado em tubo a vacuo de acrilico com
capacidade para 4mL (Vacuntainer Systems, Becton, Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA) contendo como anticoagulante o EDTA. Em cada animal, foi
utilizada uma agulha para coleta (Labor Import Imp. Exp. Ltda, 25 x 0,8 mm
(21G1”). Em seguida, o tubo foi invertido lentamente por quatro vezes para que
fosse suficientemente homogeneizado com o EDTA e imediatamente
acondicionado a 4°C. Posteriormente, o sangue foi centrifugado (Centrifuga
Marca Centribio), em temperatura ambiente, a 2900 x g por 30 minutos. O
plasma foi aliguotado em microtubos e acondicionado a -20°C. Foram
armazenadas trés aliquotas de plasma para cada amostra, para posterior
mensuracdo das concentracoes plasmaticas de P4 e lipidios (duplicata). Assim,

cada amostra foi submetida ao descongelamento Unico.

5.2.7 Avaliacéo do corpo luteo

Para mensuracdo do didametro e area total do corpo lateo utilizou-se um
ultrassom bi-dimensional DP-50 Vet (Mindray DS USA, Inc.) com probe
transretal linear multifrequencial. Quando o corpo lateo apresentou-se cavitario,
a area representada pela cavidade foi subtraida da area total mensurada no

corpo lateo.


http://www.mindray.com/na/home.html

79

5.2.8 Biopsia uterina

A biopsia uterina foi realizada com o uso da pinga para biopsia Yoann
(Hauptner, Solingen, Alemanha), através da via transcervical. A biopsia foi
realizada em 81,67% das fémeas — (Grupo Controle D6; n = 9), (Grupo
Controle D14; n = 9), (Grupo Controle D22; n = 10); (Grupo Girassol D6; n = 8),
(Grupo Girassol D14; n = 7) e (Grupo Girassol D22; n = 6) — totalizando 28
fragmentos coletados do Grupo Controle e 21 fragmentos coletados do Grupo
Girassol, pois em determinadas vacas nao foi possivel a passagem da pinca de
bidpsia pela via transcervical. A coleta do tecido endometrial foi procedida na
porcéo distal do corno uterino ipsolateral ao ovario contendo o corpo luteo, logo
apos a bifurcacdo. As bidpsias foram feitas nos animais dos seis grupos
experimentais nos dias 6, 14 ou 22 apos o inicio da suplementacdo. Foram
realizadas de duas a trés bidpsias consecutivas em locais diferentes do corno
uterino (na porcao superior do corno uterino e/ou do lado direito do corno
uterino e/ou do lado esquerdo do corno uterino). ApOs a coleta, o tecido

endometrial foi imediatamente armazenado a -196°C.

5.2.9 Radioimunoensaio para a mensuracdo das concentracdes

plasmaticas de progesterona

As concentra¢fes plasmaticas de P4 foram mensuradas pela Técnica de
Radioimunoensaio, utilizando kits comerciais (Count-a-Count®, DPC,
Diagnostic Products Corporation; Los Angeles, EUA). Foram utilizadas
amostras de referéncia contendo concentragfes altas (CA) e baixas (CB) de
P4. Para a avaliacdo do total das amostras foi realizado um Unico ensaio e com

coeficiente de variacdo de 11,22% para CA e de 0,07% para CB.
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5.2.10 Mensuracdo das concentracdes plasmaticas de lipidios

A mensuracdo das concentracfes plasmaticas de colesterol total foi
determinada por metodologia enzimatica colorimétrica em Analisador
Bioquimico Automético (RX Daytona® - Randox Laboratories, Reino Unido,
utilizando-se KIT CHOL R1 Randox Laboratories Ltda, REF CH 3810, Lote
557CHRX), conforme método descrito por Allain et al. (1974). A mensuracao
das concentracdes plasmaticas de triglicerideos foi determinada por
metodologia enzimética colorimétrica em Analisador Bioquimico Automético
(RX Daytona® - Randox Laboratories, Reino Unido, utilizando-se KIT TRIgs
R1b Randox Laboratories Ltda, REF TR3823, Lote 83TRRX, conforme técnica
descrita por Fossati et al. (1982). A mensuracdo das concentracdes
plasmaticas de HDL foi determinada por metodologia enzimatica colorimétrica
em Analisador Bioquimico Automatico (RX Daytona® - Randox Laboratories,
Reino Unido, utilizando-se KIT HDL R2 Randox Laboratories Ltda, REF CH
3811, Lote 609CHRX). A mensuracao das concentracoes plasmaticas de LDL

foi determinada através da Equacéo de Friedewald, onde:

LDL mg/dL = colesterol total — HDL — (triglicerideos/5)

5.2.11 Cromatografia gasosa

Levando em consideracdo que o tecido endometrial contém baixa
concentracdo de &cidos graxos, para a realizacdo da cromatografia gasosa
tornou-se necesséaria a formagao de “pools” dos tecidos endometriais. Para
tanto, constituiram-se dois “pools” com quantidades, em gramas, aproximadas
de tecido endometrial. Foram utilizados fragmentos de tecido endometrial de
fémeas abatidas no D7 (n = 4; 0,69g/animal), D15 (n = 5; 0,56g/animal) e D23
(n = 6; 0,76g/animal) pertencentes ao Grupo Controle para a constituicdo do

‘pool” do Grupo Controle com aproximadamente 10g. Foram utilizados
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fragmentos de tecido endometrial de fémeas abatidas no D7 (n = 4
0,79g/animal), D15 (n = 5; 0,49g/animal) e D23 (n = 6; 0,66g/animal)
pertencentes ao Grupo Girassol para a constituigdo do “pool” do Grupo
Girassol com aproximadamente 9,6g. Os “pools” foram extraidos conforme o
método descrito por Hara e Radin (1978) para posteriormente passarem pelo
processo de transmetilacdo conforme o método descrito por Christie (1982). Os
“pools” transmetilados foram analisados em cromatografo a gas (modelo Focus
CG- Finnigan), com detector de ionizacado de chama e coluna capilar CP-Sil 88
(Varian) com 100m de comprimento por 0,25 um de diametro interno e 0,20pum
de espessura do filme. O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste, numa
vazéo de 1,8mL/minuto. O programa de temperatura do forno inicialmente foi
de 70°C e tempo de espera de 4 minutos; posteriormente houve um aumento
de 13°C/minuto até atingir 175°C e tempo de espera de 27 minutos; em
seguida houve um aumento de 4°C/minuto até atingir 215°C e tempo de espera
de 9 minutos e finalmente um aumento de 7°C/minuto até atingir 230°C e
tempo de espera de 5 minutos, totalizando 65 minutos. A temperatura do
vaporizador foi de 250°C e a do detector de 300°C. Uma aliquota de 1uL do
extrato esterificado foi injetada no cromatografo, a identificacdo dos acidos
graxos foi feita pela comparacédo dos tempos de retencdo e as porcentagens
dos acidos graxos foram obtidas através do “software” Chromquest 4.1
(Thermo Electron, Italy). Identificaram-se os acidos graxos por comparacéo dos
tempos de retencéo dos ésteres metilicos das amostras com padrdes de acidos
graxos e se quantificou os acidos graxos por normalizacdo das areas dos
ésteres metilicos onde os resultados foram expressos em percentual de area
(%). Analisou-se o perfil de 54 acidos graxos (C4:0, C6:0, C8:0, C10:0, C10:1,
C11:0, C12:0, C12:1, C13:0 I1SO, C13:0 ANTEISO, C13:0, C14:0 ISO, C14:0,
C15:0 I1SO, C15:0 ANTEISO, C14:1 C9, C15:0, C16:0 ISO, C15:1, C16:0,
C17:0 ISO, C16:1 C9, C17:0, C17:1, C18:0, C18:1 T6-T7-T8-T9, C18:1 T10-
T11-T12,C18:1 C9, C18:1 C11, C18:1 C12,C18:1 C13, C18:1 T16, C18:1 C15,
C18:2 C9-C12, C20:0, C18:3 n6, C18:3 n3, C20:1, C18:2 C9-T11, C18:2 T10
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C12, C21:0, C20:2, C20:3n6, C22:0, C22:1, C20:4, C20:3n3, C23:0, C22:2,
C20:5, C24:0, C24:1, C22:5 e C22:6).

5.2.12 Andlise de expressao génica

5.2.12.1 Extrag&do de RNA

Os tecidos endometriais, armazenados a -196°C, foram macerados em
aparato de aco inoxidavel pela aplicacéo de presséao, resultando na maceracéo
do tecido endometrial. Durante o referido procedimento o tecido foi mantido a
-196°C. Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA das amostras utilizando-
se PureLink® RNA Mini Kit (Ambion by Life Technologies™, Frederick,
Maryland, USA, Cat. n°® 12183018A, Lot. 1348826) de acordo com instrucdes
do fabricante. Previamente a transcricdo reversa (RT), as amostras de RNA
foram tratadas com DNase | (PureLink™ Genomic DNA Purification;
Deoxyribonuclease | — Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), segundo indicacbes do
fabricante. O tratamento com DNase | foi realizado na coluna de extracdo de
RNA de cada amostra sob temperatura ambiente utilizando 1,0pug de RNA em
reacdo com volume total de 10uL. A concentracdo do extrato de RNA foi
mensurada por espectrofotbmetro de baixo volume (NanoVue Plus, GE

Healthcare, Life Sciences).

5.2.12.2 Sintese de cDNA

Para a transcricdo reversa, preparou-se 10uL/por amostra de solucao
Master Mix contendo RT buffer (2,0uL), dNTP mix (0,8uL), primers randémicos
(2,0uL), inibidor de RNase (1,0uL), transcriptase reversa (1,0uL) e agua livre de
nucleases (3,2uL), seguindo instru¢bes do fabricante (High Capacity cDNA
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Reverse Transcricdo Transcription Kit, Life Technologies™, Frederick,
Maryland, USA). Em seguida, o Master Mix (10pL) foi adicionado as amostras
tratadas com DNase |. As amostras permaneceram sob incubag¢do durante 10
minutos a 25°C e por 2 horas a 37°C, seguido por inativagdo da transcriptase
reversa a 85°C por 5 minutos, e estocadas a 4°C para posterior

armazenamento a -80°C.

5.2.12.3 Desenho de “primers”

Os “primers” senso e anti-senso, disponiveis na Tabela 5, foram obtidos
por meio de publicacdo cientifica ou desenhados utilizando o “software”
PrimerQuest. Todas as identificacdes dos genes alvo utilizadas no desenho de
“‘primers” foram encontradas por pesquisas nas bases de dados da NCBI
(http:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Utilizando-se a identidade adquirida pelo
NCBI foram obtidas as sequencias de “primers” senso e anti-senso pelo
“software” PrimerQuest disponivel no “site” Integrated DNA Technologies (IDT)
(http://lwww.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Em seguida, a ferramenta
Oligo Analyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnaly
zer/) foi utilizada para avaliar a qualidade dos “primers” levando em
consideracdo a probabilidade de formacdo de homodimeros, heterodimeros e
“harpins”. O programa Blast® (Basic Local Alignmennt Search Tool)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) foi utilizado para avaliar a especificidade dos
“‘primers” obtidos pelo “software” Oligo Analyzer. Os “primers” foram

sintetizados por laboratorio terceirizado (https://commerce.invitrogen.com/).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnaly%20zer/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnaly%20zer/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://commerce.invitrogen.com/
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Tabela 5 — Nomenclatura do gene, “primers forward” (F) e “reverse” (R), sequéncia dos
“primers”, identificagdo representativa (ID) e nimeros de pares de bases (pb) dos

genes
o
Nomenclatura do Gene Sequéncia 5'-3' ID N
gene pb
Aldo-ceto reductase AKR1B1 F ATACAAGCCGGCGGTTAAC
fam"ylél”)\em ber  AkR1B1 R TGTCTGCAATCGCTTTGATC NM_001012519 188
Alftimetlo :sg;c;:rse AKRIC4 F  TCCTGTCCTGGGATTTGGAACCTT  \\' 1410075 166
y P AKRIC4 R ATCGGCAATCTTGCTTCGAATGGC
Prostaglandin E~ PTGER2_F ~ CTACTTGCCTTTTCCATGACC NM_174588 210
receptor 2° PTGER2_R GATGAAGCACCACGTCCC
Prostaglandin E~ PTGER4_F  CGATGAGTATTGAGCGCTACC NM_174589 237

receptor 4° PTGER4_R AGCCCGCATACATGTAGGAG

Prostaglandin E PTGES_F GCTGCGGAAGAAGGCTTTTGCC NM_174443.2 101

synthase® PTGES_R GGGCTCTGAGGCAGCGTTCC
Prostaglandin E PTGES2_F GTGGGCGGACGACTGGTTGG NM_001166554.1 192
synthase 2° PTGES2_R CGGAGGTGGTGCCTGCGTTT
Fosfolipase A2 PLA2G10_F TGTGCCCGAAGGTAGGGCTGTT XM_864950.4 138
G10° PLA2G10_R GGCGAGGGCCAACACAGTCAAT
Prostaglandin PTGS2_F CCAGAGCTCTTCCTCCTGTG NM_174445.2 161
endoperoxide PTGS2 R GGCAAAGAATGCAAACATCA
synthase2®
Peptidylprolyl
Snuliin | TAESCeNOCASeReTIOS o ez
(Cyclophilin A) —

Software utilizado no delineamento das sequéncias de primers ou referéncia de artigo de
origem: “Ulbrich et al. (2009); ®PrimerQuest.

Fonte: Adaptada de Oliveira (2013).

5.2.12.4 Validacao de “primers”

Os primers utilizados nesse experimento foram previamente validados

por Oliveira (2013). As reacdes de polimerizacdo em cadeia em tempo real


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_181027.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_178320.2
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(qPCR) foram executadas em termociclador StepOne Plus™ Real Time System
(Applied Biosystems® — Life Technologies Corporation, Frederick, Maryland,
USA). O termociclador foi programado para iniciar com estéagio de espera (95°C
por 10 minutos), seguido por 40 ciclos compostos por fase de desnaturacéo
(95°C por 15 segundos), anelamento e extensao (60°C por 1 minuto). A curva
de dissociacdo (“melting”) foi obtida imediatamente apds a amplificacéo
permanecendo a 95°C por 15 minutos, passando a 60°C por 1 minuto e
voltando a 95°C por 15 minutos. Os “primers” liofilizados foram diluidos em
agua DEPC (livre de nucleases) originando solucbes de estoque com
concentracédo de 100 mM. As solugdes de trabalho com concentragdo de 20mM
foram preparadas por rediluicdo das solu¢cdes de estoque. Ambas solucdes
foram armazenadas a -20°C. De forma simplificada, as reacfes de gqPCR
continham uma mistura de solu¢des contendo os “primers” senso e anti-senso,
solucdo Master Mix pré-preparada (Power SYBR® Green PCR Master Mix, Life
Technologies Corporation, Frederick, Maryland, USA) e agua totalizando
16,0uL. A essa solucdo foram adicionados 4,0uL de solugcédo contendo cDNA,
exceto 0S pogos que serviram como controle negativo que receberam 4,0uL de
agua DEPC no lugar dos 4,0uL de solucdo de cDNA. Quando utilizada, a
solucdo de cDNA foi diluida em &agua DEPC a 1:80, a menos que
especificamente mencionado. Realizaram-se testes com o intuito de encontrar
concentragdes de “primers” que estabelecessem maior eficiéncia nas reacoes
de gPCR. Os critérios para escolha da melhor concentracdo de “primers”
foram: (1) eficiéncia de amplificacdo entre 85 e 110% (2) auséncia de
amplificagdo no controle negativo (3) unico pico na curva de “melting” e (4)
menor ciclo limiar (cycle threshold; CT). Primeiramente foram realizados testes
nas concentracdes de 150 ou 300 nM para cada par de “primers” (senso e anti-
senso), e quando necessario, concentragcbes maiores ou menores foram
testadas. Cada concentracao foi testada em duplicata e com um poco usado
como controle negativo. Para verificacdo da eficiéncia, dados extraidos do
termociclador foram avaliados pelo programa LinReg (RUIJTER et al., 2009;

http://www.gene-gquantification.de/download.html#linregpcr). Foram escolhidas


http://www.gene-quantification.de/download.html#linregpcr
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as concentracdes de “primers” que apresentaram melhores resultados segundo
os critérios acima. A seguir, foi testada uma curva padrao composta por cinco
pontos, em duplicatas, contendo “pool” de cDNA diluido em série, normalmente
de 1:20 a 1:320, em 4gua DEPC. Os dados de amplificacdo foram analisados
pelo programa StepOne Plus™ (Software v2.2.2, Life Technologies Frederick,
Maryland, USA). A eficiéncia de amplificacdo foi calculada pela seguinte
equacao: Eficiéncia = -1+10ncinacd) Eqoram consideradas validadas as curvas
padrdo com eficiéncia entre 85 e 110% e coeficiente de determinacéo (R?)
proximo a 1. Estabelecidas as validagbes foram realizadas reacBes para
comparar a abundancia de cada transcrito entre os dias (D6, D14 e D22) e
entre os grupos (Grupo Controle D6 x Grupo Girassol D6; Grupo Controle D14
x Grupo Girassol D14; Grupo Controle D22 x Grupo Girassol D22) . Todas as
amostras com cDNA e os controles negativos foram analisadas em triplicata na
comparacao. A quantificacdo de transcritos presentes nas amostras de cada
vaca que compunha o Grupo Controle D6, Grupo Girassol D6, Grupo Controle
D14, Grupo Girassol D14, Grupo Controle D22 e Grupo Girassol D22 foi
realizada de forma relativa a quantidade de transcritos de um gene referéncia
(ciclofilina), pelo método delta CT ajustado para a eficiéncia de amplificacao,

segundo descrito por Pfaffl (2001).

5.2.13 Confeccéao das laminas histoldgicas

Imediatamente apds o abate das fémeas, fragmentos de tecido
endometrial do terco médio do corno uterino contralateral ao corpo lateo foram
imediatamente coletados e acondicionados em solucao fixadora de formol
tamponado (PAF), pH 7,0 (500ml de formol 40%, 20g de NaH,PO, + H,0,
32,59 de NaH,PO, e 5 litros de agua destilada) por 24 horas. Posteriormente
os fragmentos foram lavados por seis vezes consecutivas, a cada 12 horas,
com solugdo de PBS, pH 7,5; para posterior desidratacdo e inclusdo em

parafina. Apés a fixagdo, o tecido foi desidratado, através de imersdo numa
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sequencia de solugdes alcodlicas em concentragdes graduais e crescentes. A
graduacdo foi iniciada imergindo-se o tecido por 1 hora em alcool 70%, depois
em alcool 90% por 1 hora, em uma dupla lavagem com alcool absoluto
totalizando 2 horas, e finalmente uma dupla lavagem com xilol P.A — ACS
totalizando 2 horas. Apés a desidratacdo do tecido o material foi primeiramente
incluso por duas horas em parafina histolégica (Histosec), uma hora por vez,
para posterior “emblocamento” de forma a obter blocos de resina com o
fragmento de tecido em seu interior. ApGs a inclusdo das amostras, sec¢des
endometriais de 4um de espessura foram cortadas em microtomo (Leica RM
2155 — Rotary Microtome) e dispostas em laminas de vidro previamente
identificadas. Em seguida, as laminas foram colocadas por 2 horas em estufa
sob temperatura de 56°C a 58°C, com intuito de derreter o excesso de parafina,
e posteriormente foram transferidas para cubetas de coloracdo para dar
seguimento a desparafinacdo. Na Bateria | de coloracdo (Bateria |I:
submeteram-se as cubetas a xilol | por 10 minutos, xilol II por 10 minutos,
alcool 100% | por 5 minutos, alcool 100% Il por 5 minutos, alcool 90% por 5
minutos, alcool 70% por 5 minutos). ApOs 0s passos supracitados seguiu-se
com o protocolo de coloracdo Hematoxilina - Eosina (HE). Nesse, as cubetas
foram submetidas a agua destilada por 15 minutos, corante hematoxilina de
Harris por 1 minuto, agua corrente por 4 minutos, corante eosina a 5% por 1
minuto. Apos a coloracdo com HE, os cortes foram desidratados com a Bateria
Il de coloracdo (Bateria Il: submeteram-se as cubetas a alcool 95% por 5
minutos, alcool 100% | por 5 minutos, alcool 100% Il por 5 minutos, xilol
diafranizador por 5 minutos, xilol intermediario por 5 minutos e xilol de
montagem por no minimo 15 minutos). A partir deste momento, colocou-se
sobre cada corte corado uma gota de balsamo do Canada (Entellan, Marca:
Merk) e cobriu-se esse com laminula. O tempo estimado para que o material

ficasse seco e pronto para a andlise por microscopia de luz foi de 72 horas.
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5.2.14 Andalise morfométrica e numero de glandulas endometriais

Ap6s a obtencdo das laminas histolégicas coradas, estas foram
submetidas a um sistema de anélise de imagem computadorizada programado
a um microscopio de luz com camera fotogréafica (Axioplan 2, Modelo: MC 80
DX - Microscope Camera, Marca: ZEISS), com o objetivo de obter fotos tiradas
de 10 campos o6pticos selecionados aleatoriamente, 5 a partir de uma regido
superficial do endométrio e 5 a partir de uma regido de profundidade, com uma
lente de aumento 10x. Posteriormente, as fotos foram analisadas através do
“software” Image-Pro® PLUS-The Proven Solution™ para obtencdo das areas
(um?), perimetros (um) e diametros (um) das glandulas endometriais. A
contagem do numero de glandulas endometriais foi feita visualmente, a partir

de cada um dos 10 campos Opticos selecionados anteriormente.

5.2.15 Analise estatistica

5.2.15.1 Anélise estatistica utilizada para avaliacdo da expressado génica

por PCR em tempo real

Para a averiguacdo da abundancia relativa de transcritos envolvidos na
biossintese de eicosanoides no endométrio, nos dias 6, 14 e 22 pés-cio (sendo
DO o dia esperado para o cio e 1° dia de suplementacdo), das vacas que
receberam (Grupo Girassol) ou ndo (Grupo Controle) suplementacdo com
semente de girassol avaliou-se o efeito de grupo, dia e interacdo entre grupo e
dia para uma andlise global pelo Proc Mixed do programa SAS.
Posteriormente, compararam-se 0s grupos em cada dia e os dias em cada
grupo, analise realizada por ANOVA seguida por teste de comparacédo mdultipla
SNK. Consideraram-se valores de P < 0,05 como significativos e valores de P

entre 0,05 e 0,10 como se aproximando da significancia.
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5.2.15.2 Andlise estatistica utilizada para avaliacdo dos componentes

plasmaticos

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SAS
(versdo 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC), considerando as vacas como
unidade experimental. Utilizaram-se medidas repetidas em um modelo Unico
considerando efeito do tratamento, efeito do tempo e interacdo entre
tratamento x tempo. Com o intuito de manter o maior nimero de associacfes
temporais entre os tratamentos (tratamento controle ou tratamento com
semente de girassol) para as variaveis continuas concentracdes plasmaticas
de P4, colesterol total, triglicerideos, HDL e LDL formou-se um banco de dados
somente com as fémeas abatidas no D23 (n = 20). Amostras de plasma
coletadas no primeiro dia de suplementacao (dia esperado para o cio), 7, 11,
15, 19 e 22 dias pos-cio foram utilizadas para analisar o efeito do tratamento e
do tempo e a interacdo entre tratamento x tempo nas fémeas abatidas no D23.
Os dados foram analisados por andlise de variancia. As variaveis continuas
foram testadas quanto a normalidade utilizando o artificio “Guided Data
Analysis” do SAS e quando necessario foram transformadas conforme a
sugestdo do programa para alcancar a normalidade. As médias foram
analisadas pelo Proc Glimmix do SAS. Os resultados encontrados para as
mensuracfes das concentragbes dos componentes plasmaticos foram
selecionados para outliers por avaliagdo visual das distribuicbes. Os outliers
extremos (observacdes 3 vezes maiores que os intervalos interquartis a partir
do primeiro ou terceiro quartil do conjunto de dados) foram descartados. Em
todas as analises considerou-se um nivel de significancia entre 5 e 10%. Todos
0s resultados serdo apresentados na forma de média * erro padrdo nao

transformados.
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5.2.15.3 Anadlise estatistica utilizada para avaliacdo da morfometria do
corpo lateo, morfometria das glandulas endometriais e avaliacdo do
namero de glandulas endometriais considerando o efeito de tratamento

em determinado tempo

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SAS
(verséo 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC), considerando as vacas como
unidade experimental. Fez-se uma analise pontual levando em conta, no
modelo, o efeito do tratamento (tratamento controle ou tratamento com
semente de girassol) em determinado tempo (dia 6, 14 e 22 pds-inicio da
suplementacao para corpo lateo e dia 7, 15 ou 23 pos-inicio da suplementacéo
para glandulas endometriais). Considerou-se vaca com efeito aleatorio e vaca
dentro de cada tratamento. As variaveis continuas foram testadas quanto a
normalidade utilizando o artificio “Guided Data Analysis” do SAS e quando
necessario foram transformadas conforme a sugestdo do programa para
alcancar a normalidade. Os dados foram analisados por andlise de variancia.
As médias foram analisadas pelo Proc Glimmix do SAS. Em todas as analises
considerou-se um nivel de significancia entre 5 e 10%. Todos os resultados

serdo apresentados na forma de média * erro padrao nao transformados.

5.2.15.4 Analise estatistica utilizada para avaliacdo da morfometria e
numero de glandulas endometriais considerando somente efeito de

tratamento e avaliacdo do perfil de acidos graxos no endométrio

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico SAS
(versdo 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC), considerando as vacas como
unidade experimental. Fez-se uma analise pontual levando em conta, no
modelo, somente o efeito do tratamento (tratamento controle ou tratamento
com semente de girassol). Considerou-se vaca com efeito aleatério e vaca

dentro de cada tratamento. As variaveis continuas foram testadas quanto a
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normalidade utilizando o artificio “Guided Data Analysis” do SAS e quando
necesséario foram transformadas conforme a sugestdo do programa para
alcancar a normalidade. Os dados foram analisados por analise de variancia.
As médias foram analisadas pelo Proc Glimmix do SAS. Em todas as analises
considerou-se um nivel de significancia entre 5 e 10%. Todos os resultados

serdo apresentados na forma de média + erro padréo ndo transformados.
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VI. RESULTADOS

6.1 Experimento 1

6.1.1 Efeito de tratamento nas taxas de concepc¢ao

No experimento 1, verificou-se o efeito do tratamento (Figura 8), onde a
taxa de concepcédo foi maior (P < 0,01) no Grupo Girassol (55,66%; 59/106)
comparado ao Grupo Controle (36,94%; 41/111). Observou-se uma diferenca
de 18,72% na taxa de concepc¢ao das receptoras tratadas com semente de

girassol, que representou um aumento de 50% na concepcao.
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FIGURA 8 — Experimento 1: Efeito de tratamento sobre as taxas de concepgdo 23 dias pés
TETF, em receptoras de embrides produzidos in vitro, tratadas durante 22 dias apés
a remocéo do dispositivo (D-2 a D19), com 1,7kg de suplemento contendo semente
de girassol (Grupo Girassol; n = 106) ou ndo (Grupo Controle; n = 111).
AB Letras maitisculas diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores
diferiram estatisticamente de maneira altamente significativa (P < 0,01).
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6.1.2 Avaliacdo das concentragfes plasméticas de progesterona

As concentracBes plasmaticas de P4 estdo representadas na Figura 9.
No D7 nao foram observadas diferencas (P > 0,05) entre o Grupo Controle
(4,72 = 0,23ng/mL) e Girassol (4,92 %= 0,24ng/mL). Entretanto, no D19
observaram-se maiores concentracoes de P4 (P < 0,01) no Grupo Girassol
(5,75 £ 0,39ng/mL) que no Controle (3,48 + 0,38ng/mL).
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FIGUIRA 9 — Experimento 1: Efeito do tratamento sobre as concentracdes plasmaticas de P4
no D7 e D19 em receptoras de embrides produzidos in vitro, tratadas durante 22
dias apo6s a remocgédo do dispositivo (D-2 a D19), com 1,7kg de suplemento contendo
semente de girassol (Grupo Girassol; n = 106) ou ndo (Grupo Controle; n = 111).

AB | etras maitisculas diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores
diferiram estatisticamente de maneira altamente significativa (P < 0,01).
NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

6.1.3 Avaliacdo das concentracdes plasmaticas de lipidios

Conforme representado na Figura 10, maiores concentracdes
plasmaticas de colesterol total foram observadas no Grupo Girassol comparado
ao Controle no D7 (306,02 + 11,61 vs. 277,10 £ 11,88mg/dL, respectivamente;
P < 0,05) e D19 (260,51 £+ 7,98 vs. 231,95 + 7,95mg/dL, respectivamente; P <
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0,01). Entretanto no D —2 n&o foram encontradas diferencas nas concentragoes
plasmaticas de colesterol entre o Grupo Girassol e Controle (269,79 + 7,55 vs.
267,93 + 7,70mg/dL, respectivamente; P > 0,05).
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FIGURA 10 — Experimento 1: Efeito do tratamento sobre as concentracBes plasmaticas de
colesterol total no D-2, D7 e D19 em receptoras de embrides produzidos in vitro,
tratadas durante 22 dias ap6s a remocéao do dispositivo (D-2 a D19), com 1,7kg de
suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 106) ou ndo
&Grupo Controle; n =111).

® |etras mailsculas diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores
diferiram estatisticamente de maneira altamente significativa (P < 0,01).
2P| etras mintsculas diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores
diferiram estatisticamente de maneira significativa (P < 0,05).
NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

Conforme representado na Figura 11, ndo foram observadas diferencas
significativas (P > 0,05) nas concentracdes plasmaticas de triglicerideos entre o
Grupo Girassol e Controle no D-2 (24,13 + 1,18 vs. 23,99 = 1,17mg/dL,
respectivamente), D7 (32,66 + 3,20 vs. 34,65 + 3,54mg/dL, respectivamente) e
D19 (25,49 + 1,31 vs. 24,96 = 1,29mg/dL, respectivamente).
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FIGURA 11 — Experimento 1: Efeito do tratamento sobre as concentracdes plasmaticas de
triglicerideos no D-2, D7 e D19 em receptoras de embrides produzidos in vitro,
tratadas durante 22 dias ap6s a remocdao do dispositivo (D-2 a D19), com 1,7kg de
suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 106) ou ndo
(Grupo Controle; n =111).

NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

As concentracdes de HDL estéo ilustradas na Figura 12, onde foram
observadas maiores concentracdes de HDL no Grupo Girassol comparado ao
Controle no D7 (166,82 + 5,88 vs. 139,43 + 5,74mg/dL, respectivamente; P <
0,01) e D19 (162,01 £ 4,67 vs. 135,57 £ 4,76mg/mL, respectivamente; P <
0,01). Entretanto, tais diferencas ndo foram observadas no D-2 (151,79 + 4,20
vs. 146,92 + 4,34mg/dL, respectivamente).
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FIGURA 12 — Experimento 1: Efeito do tratamento sobre as concentra¢g8es de HDL no D-2, D7
e D19 em receptoras de embribes produzidos in vitro, tratadas durante 22 dias
apo6s a remocao do dispositivo (D-2 a D19), com 1,7kg de suplemento contendo
semente de girassol (Grupo Girassol; n = 106) ou ndo (Grupo Controle; n = 111).
AB Letras mailisculas diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores
diferiram estatisticamente de maneira altamente significativa (P < 0,01).

NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

Conforme representado na Figura 13, ndo foram observadas diferencas
significativas (P > 0,05) nas concentracdes de LDL entre o Grupo Girassol e
Controle no D-2 (111,86 + 4,36 vs. 116.56 + 4,51mg/dL, respectivamente), D7
(127,70 £ 7,14 vs. 127,77 + 8,33mg/dL, respectivamente) e D19 (93,22 £ 3,92
vs. 91,89 + 4,12mg/dL, respectivamente).
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FIGURA 13 — Experimento 1: Efeito do tratamento sobre as concentra¢ges de LDL no D-2, D7
e D19 pds-cio das receptoras de embrides produzidos in vitro, tratadas durante 22
dias apés a remocdo do dispositivo (D-2 a D19), com 1,7kg de suplemento
contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 106) ou ndo (Grupo Controle;
n=111).

NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

6.1.4 Analise da viabilidade econdmica da suplementagcdo com semente

de girassol

A média do preco real, pago pela agricultura no estado de Sao Paulo,
para o farelo de soja foi de R$ 0,96/kg. A média do preco real, recebido pelo
produtor no estado do Mato Grosso, para a semente de girassol foi de R$
0,65/kg. A média do preco real, recebido pelo agricultor no estado de Sao
Paulo, para o bezerro foi de R$ 643,19 a unidade. Na referida analise
econdmica sera considerado o preco do bezerro comercial, que permitird a
simulacdo do rendimento minimo obtido pelo emprego da referida
suplementacdo com semente de girassol. Entretanto, deve-se salientar que
bezerros nascidos da producdo de embrides in vitro sdo provenientes de maes
geneticamente superiores, fato que certamente agrega maior valor aos
bezerros.

Obtendo-se a média dos precos reais dos produtos, determina-se que
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para suplementar 100 vacas fornecendo 1,7kg de suplemento por animal/dia
por 22 dias sao necessarios 3.740 Kg de suplemento e que tal suplemento é
constituido por 60% de semente de girassol e 40% de farelo de soja, ou seja,
2.244kg de semente de girassol e 1.496Kg de farelo de soja. Calculou-se para
semente de girassol um custo (2.244kg x R$ 0,65/kg) de R$ 1.458,60 acrescido
do valor do frete de R$ 155,88 (frete de Campo Novo do Parecis/MS para
Aracatuba/SP, 1.504 km), totalizando R$ 1.614,48. Calculou-se para o farelo de
soja um custo (1.496kg x R$ 0,96/kg) de R$ 1.436,16. Assim, o custo total do
suplemento fornecido a 100 matrizes por 22 dias seria de R$ 3.050,64, ou seja,
R$ 30,51/matriz/22 dias.

Considerando que neste estudo a taxa de concep¢do com uso da TETF
foi de 36,94% e que houve um incremento de 18,72% nas receptoras
suplementadas com semente de girassol, conclui-se que em um lote de 100
matrizes essa percentagem coresponderia a um incremento de
aproximadamente 19 bezerros concebidos, portanto ter-se-ia um ganho
financeiro adicional com bezerros (19 bezerros x R$ 643,19/unidade) de R$
12.220,61 na regiao de Aracatuba/SP.

6.2 Experimento 2

6.2.1 Avaliacdo das concentracdes plasmaticas de progesterona

Conforme representado na Figura 14, as concentracdes plasmaticas de
P4, tanto para o Grupo Controle quanto para o Girassol, apresentaram efeito
significativo de tempo (P < 0,05) onde do DO até D11 caracterizou-se um
aumento crescente nas concentracbes de P4. No Grupo Controle as
concentracbes de P4 no DO, D7 e D11 foram de 2,24 + 0,56ng/mL; 7,65 +
0,69ng/mL e 14,24 + 1,49ng/mL, respectivamente. No Grupo Girassol as
concentragbes de P4 no DO, D7 e D11 foram de 2,15 *+ 0,32ng/mL; 7,13 *
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1,12ng/mL e 12,07 = 1,76ng/mL, respectivamente. No D15, D19 e D22 tais
concentragbes decresceram sendo que no Grupo Controle foram de 14,03 +
1,06ng/mL; 7,15 + 2,18ng/mL e 2,43 + 0,59ng/mL, respectivamente; e no Grupo
Girassol foram de 15,66 = 2,93ng/mL; 9,71 + 2,38ng/mL e 4,55 + 1,36ng/mL,
respectivamente. Nao houve interacdo entre tratamento x tempo, desta forma
as concentragfes plasmaticas de P4 ndo diferiram estatisticamente (P > 0,10)
entre o Grupo Controle e Girassol no DO, D7, D11, D15, D19 e D22.
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FIGURA 14 — Experimento 2: Efeito do tratamento, tempo e interag&o entre tratamento x tempo
sobre as concentracdes plasméticas de P4 no DO, D7, D11, D15, D19 e D22 de
vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol
(Grupo Girassol; n = 10) ou ndo (Grupo Controle; n = 10); durante 22 dias, com
inicio da suplementacéo 48 horas ap6s a remocéao do dispositivo (DO a D22).

6.2.2 Avaliacdo das concentracdes plasmaticas de lipidios

Conforme ilustrado na Figura 15, as concentracfes plasmaticas de
triglicerideos, tanto para o Grupo Controle quanto para o Girassol,
apresentaram efeito significativo de tempo (P < 0,05) apresentando oscilacdes
de concentracdo ao longo do periodo estudado. As concentracdes plasmaticas
de triglicerideos no DO, D7, D11, D15, D19 e D22 para o Grupo Controle foram
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22,91 £1,42; 25,00 £ 1,53; 26,16 = 2,70; 20,71 £ 1,60; 22,15+ 1,42 e 27,47 £
1,67mg/dL; respectivamente. Para o Grupo Girassol as concentragdes foram
23,36 £ 1,04; 27,67 £ 1,62; 28,41 + 1,36; 26,23 + 1,30 e 26,30 + 1,83mg/dL
respectivamente. N&o houve interacdo entre tratamento x tempo assim, as
concentracfes plasmaticas de triglicerideos nado diferiram estatisticamente (P >
0,10) entre o Grupo Controle e Girassol no DO, D7, D11, D15, D19 e D22.

o5 -
-+ Grupo Controle

& Grupo Girassol

TRAT = 0.2519
TEMP = 0.0001
TRAT x TEMP = 0.2627

Concentragao de triglicerideos
(mg/dL)
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FIGURA 15 — Experimento 2: Efeito do tratamento, tempo e interag&o entre tratamento x tempo
sobre as concentracdes plasméticas de triglicerideos no DO, D7, D11, D15, D19 e
D22 de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de
girassol (Grupo Girassol; n = 10) ou ndo (Grupo Controle; n = 10) durante 22 dias,
com inicio da suplementacéo 48 horas apos a remoc¢éo do dispositivo (DO a D22).

As concentracfes plasmaticas de colesterol total estdo ilustradas na
Figura 16. Verificou-se que tanto no Grupo Controle com no Girassol houve
efeito significativo de tempo (P < 0,05), tendo havido um aumento crescente
nas concentracdes de colesterol ao longo do D15, D19 e D22. As
concentragfes plasmaticas de colesterol total no DO, D7, D11, D15, D19 e D22
para o Grupo Controle foram 137,95 + 6,14; 136,93 = 5,55; 134,79 + 6,25;
128,93 + 7,18; 133,03 = 7,27 e 142,32 + 8,18mg/dL respectivamente. Para o
Grupo Girassol foram de 128,76 = 5,61; 135,67 + 8,05; 142,44 + 7,19; 142,49 +
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7,24; 150,03 + 7,93 e 161,63 = 6,65mg/dL respectivamente. Houve interacéo
entre tratamento X tempo assim, observaram-se maiores concentracoes
plasmaticas de colesterol total (P < 0,05) no Grupo Girassol comparado ao
Controle no D19 (150,03 + 7,93 vs. 133,03 = 7,27mg/dL) e D22 (161,63 + 6,65
vs. 142,32 + 8,18mg/dL).
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FIGURA 16 — Experimento 2: Efeito do tratamento, tempo e interag&o entre tratamento x tempo
sobre as concentracdes plasmaticas de colesterol total no DO, D7, D11, D15, D19
e D22 de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de
girassol (Grupo Girassol; n = 10) ou ndo (Grupo Controle; n = 10); durante 22 dias,
com inicio da suplementacéo 48 horas apos a remoc¢éo do dispositivo (DO a D22).
(*) representam os pontos onde houve interagéo (P < 0,05) entre tratamento e dia
de suplementacéo.

Conforme ilustrado na Figura 17, as concentracdes plasmaticas de HDL
em ambos 0s grupos apresentaram efeito significativo de tempo (P < 0,05). As
concentracBes foram crescentes do D15 ao D22. No Grupo Controle, as
concentragfes plasmaticas de HDL no DO, D7, D11, D15, D19 e D22 foram de
36,88 £ 1,21; 37,08 £ 1,17; 37,05 £ 1,62; 36,94 + 1,94; 38,78 + 2,14 e 39,99 +
2,47mg/dL. No Grupo Girassol as concentracdes no DO, D7, D11, D15, D19 e
D22 foram de 34,56 + 1,22; 38,85 + 1,75; 41,03 + 1,65; 41,82 + 1,82; 43,26 +
1,85 e 45,17 + 1,51mg/dL; respectivamente. Houve interagdo (P < 0,05) entre
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tratamento x tempo assim, observaram-se maiores concentracées plasmaticas
de HDL no Grupo Girassol comparado ao Controle no D11 (41,03 + 1,65 vs.
37,05 + 1,62mg/dL); D15 (41,82 + 1,82 vs. 36,94 + 1,94mg/dL); D19 (43,26 +
1,85 vs. 38,78 £ 2,14mg/dL) e D22 (45,17 £ 1,51 vs. 39,99 + 2,47mg/dL).
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FIGURA 17 — Experimento 2: Efeito do tratamento, tempo e interacdo entre tratamento x tempo
sobre as concentracdes plasmaticas de HDL no DO, D7, D11, D15, D19 e D22 de
vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol
(Grupo Girassol; n = 10) ou ndo (Grupo Controle; n = 10); durante 22 dias, com
inicio da suplementacéo 48 horas apos a remocéo do dispositivo (DO a D22).

(*) representam os pontos onde houve interagéo (P < 0,05) entre tratamento e dia
de suplementacéo.

As concentracdes plasmaticas de LDL estéo ilustradas na Figural8. Em
ambos o0s grupos houve efeito significativo de tempo (P < 0,05). As
concentracfes de LDL aumentaram do D15 ao D22. No Grupo Controle as
concentragfes plasmaticas de LDL no DO, D7, D11, D15, D19 e D22 foram
96,48 + 5,26; 94,85 + 4,78; 92,51 + 4,98; 87,85 + 5,60; 89,83 + 5,62 e 96,82 +
6,33mg/dL; respectivamente. No Grupo Girassol foram 89,52 + 4,43; 91,29 +
6,23; 95,74 + 5,80; 95,84 + 5,66; 101,52 + 6,39 e 111,20 + 5,40mg/dL;
respectivamente. Houve interacdo entre tratamento x tempo (P < 0,05), onde

observou-se maior concentragdo plasmatica de LDL no Grupo Girassol
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comparado ao Controle no D22 (111,20 = 5,40 vs. 96,82 + 6,33mg/dL,

respectivamente).
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FIGURA 18 — Experimento 2: Efeito do tratamento, tempo e interacdo entre tratamento x tempo
sobre as concentracdes plasmaticas de LDL no DO, D7, D11, D15, D19 e D22 de
vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol
(Grupo Girassol; n = 10) ou ndo (Grupo Controle; n = 10); durante 22 dias, com
inicio da suplementacao 48 horas apds a remoc¢éo do dispositivo (D0 a D22).

(*) representa o0 ponto onde houve interacdo (P < 0,05) entre tratamento e dia de
suplementacéo.

6.2.3 Avaliacdo do diametro e da area do corpo luteo

A avaliacdo pertinente ao diametro do corpo lateo esta representada na
Figura 19. Observou-se que o valor médio do diametro do corpo luteo foi maior
(P = 0,05) no Grupo Girassol comparado ao Controle no D6 (1,59 + 0,13 vs.
1,24 + 0,13cm; respectivamente). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
(P > 0,10) entre os Grupos Controle e Girassol no D14 (1,77 £ 0,11 vs. 1,94 +
0,11cm, respectivamente) e D22 (1,23 + 0,10 vs. 1,39 + 0,10cm,

respectivamente).
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FIGURA 19 — Experimento 2: Diametro do corpo Idteo (média + erro padrdo da média) de
vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol
(Grupo Girassol; n = 30) ou ndo (Grupo Controle; n = 30); durante 6, 14 ou 22
dias, com inicio da suplementacéo 48 horas ap6s a remocéao do dispositivo.
NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

A avaliacao pertinente a area total do corpo lUteo esta representada na
Figura 20. Observou-se que o valor médio da area do corpo luteo foi maior (P <
0,10) no Grupo Girassol comparado ao Controle no D6 (2,02 + 0,26 vs. 1,30 +
0,26cm?, respectivamente). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas (P > 0,10) entre os Grupos Controle e Girassol no D14
(2,51 + 0,26 vs. 2,91 + 0,26cm?, respectivamente) e D22 (1,34 + 0,22 vs. 1,57 +

0,22cm?, respectivamente).
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FIGURA 20 — Experimento 2: Area total do corpo Iiteo (média + erro padrdo da média) de
vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol
(Grupo Girassol; n = 30) ou ndo (Grupo Controle; n = 30); durante 6, 14 ou 22
dias, com inicio da suplementacéo 48 horas ap6s a remocéao do dispositivo.
S Demonstra que o valor de P nao foi significativo.

6.2.4 Avaliacdo do perfil de acidos graxos endometriais por cromatografia

gasosa

A avaliacado do perfil de acidos graxos endometriais esta ilustrada na
Tabela 6. Foram avaliados o total de 54 acidos graxos. Destes, verificou-se a
presenca de 43 acidos graxos no tecido endometrial. Os acidos graxos que nao
estavam presentes no referido tecido foram: C4:0, C11.0, C12:1, C:13:0, C13:0
ISO, C13:0 ANTEISO, C14:0 I1SO, C15:1, C18:1 T16, C18:2 T10 C12 e C21:0
Considerando os &cidos graxos presentes, oito apresentaram diferencas

significativas em percentual entre o Grupo Controle e Grupo Girassol.
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Tabela 6 — Perfil de acidos graxos identificados em “pools” de tecido endometrial obtido a partir
de amostras de endométrio coletadas no D7, D15 e D23 de vacas Nelore tratadas
com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol) ou nao
(Grupo Controle) com inicio da suplementacdo 48 horas apdés a remocao do
dispositivo (DO ao D22). Para confecgao do “pool” do Grupo Girassol foram utilizadas
4 fémeas no D7, 5 fémeas no D15 e fémeas no D23 e para confec¢cdo do “pool” do
Grupo Controle utilizou-se a mesma quantidade de animais/dia

Acido Graxo

Abreviatura

Grupo Controle (%)

Grupo Girassol (%) Valor P

Cadeia curta

Hexandico C6:0 0,0155 + 0,0045 0,0470 + 0,0330 NS
Octandico C8:0 0,0163 + 0,0018 0,0340 + 0,0180 NS
Decandico C10:0 0,0263 + 0,0038 0,0650 + 0,0390 NS
Decendico C10:1 0,0233 + 0,0020" 0,0297 + 0,0018 0,0864
Cadeia média
Dodecandico C12:0 0,0323 + 0,0306 0,0780 + 0,0306 NS
Tetradecandico C14:.0 0,9380 +0,0219 1,2043 + 0,2487 NS
cis-9-tetradecendico C14:1 C9 0,0187 + 0,0023 0,0680 + 0,0420 NS
Pentadecandico C15:0 0,3463 + 0,02330 0,3573 + 0,02330 NS
iso-pentadecandico C15:01S0 0,3467 + 0,01548% 0,2857 +0,01548°  0,0495
pentAarc]iteetl:z%éico C15:0 ANTEISO 0,3313 +0,02289 0,2813 + 0,02289 NS
Hexadecandico C16:0 16,3367 + 0,5587 17,0197 + 0,5587 NS
iso-hexadecanoico C16:01SO 0,2327 + 0,04962 0,1600 + 0,04962 NS
cis-9-hexadecentico C16:1C9 0,6460 + 0,04822 0,6367 + 0,04822 NS
Cadeia longa
Heptadecanoico C17:0 0,7300 + 0,03453 0,6457 + 0,03453 NS
iso-heptadecandico C17:01S0 0,1393 + 0,01239 0,1477 +0,01239 NS
Heptadecendico Ci7:1 0,1710 + 0,04568 0,2063 + 0,04568 NS
Octadecanoico C18:0 19,8227 +0,6146 19,3790 + 0,6146 NS
;g‘;‘geignilgo C18:1 T6-T7-T8-T9 0,1130 + 0,02858 0,1720 + 0,02858 NS
wans 10ILI%  cig1T10T11TI2 0,5933 + 0,08999" 1,1267 +0,08999*  0,0138
cis-9-octadecenoico C18:1 C9 23,8170+ 0,7231 24,2173 +£0,7231 NS
cis-11-octadecendico Ci18:1 C11 2,6440 + 0,1496 2,6510 + 0,1496 NS
cis-12-octadecendico C18:1 C12 0,6540 + 0,02586 0,7103 + 0,02586 NS
cis-13-octadecendico C18:1 C13 0,1127 + 0,02335 0,1667 + 0,02335 NS
cis-15-octadecendico C18:1 C15 0,0417 + 0,0082 0,0323 +0,0082 NS
Cc')itgélr::;gj C18:2 C9-T11 0,1497 + 0,02809 0,1907 + 0,02809 NS
cis-9,12-octadiendico C18:2 C9-C12 6,2910 + 0,4552 6,5630 + 0,4552 NS
n3-octatrienéico C18:3n3 0,3040 + 0,03233 0,2590 + 0,03233 NS
n6-octatriendico C18:3 n6 0,1697 + 0,08539 0,2237 + 0,08539 NS
Eicosanoico C20:0 0,2767 +0,01326 0,2873 +0,01326 NS
Eicosenoico C20:1 0,5330 + 0,03519 0,5453 + 0,03519 NS



Eicosadiendico
n3-eicosatriendico
n6-eicosatriendico
Eicosatetraendico
Eicosapentaendico

Docosandico
Docosendico
Docosadienoico
Docosapentaendico
Docosahexaendico
Tricosanoico
Tetracosanangico
Tetracosendico

C20:2
C20:3n3
C20:3n6

C20:4

C20:5

C22:.0

Cc22:1

C22:2

C22:5

C22:6

C23:0

C24:.0

C24:1

0,3613 + 0,04500
0,5840 + 0,03367"
2,1107 £ 0,2229
10,9203 £ 0,7357
0,5743 + 0,04493%
0,1167 + 0,01919
0,07833 £ 0,01216
0,04850 * 0,02155
3,8953 + 0,1646"
3,4370 + 0,2576
0,0673 + 0,0012"
0,08467 + 0,01028"
0,7940 + 0,2665

0,4433 + 0,04500
0,4530 + 0,03367"
1,8840 + 0,2229
10,5740 + 0,7357
0,3907 + 0,04493"
0,08633 +0,01919
0,05233 +0,01216
0,04300 + 0,01760
3,3490 + 0,1646"
2,8453 +0,2576
0,0430 + 0,0103"
0,05067 + 0,01028"
1,3140 + 0,2665

107

NS
0,0513
NS
NS
0,0446
NS
NS
NS
0,0788
NS
0,0781
0,0796
NS

Percentual total de
acidos graxos no

tecido endometrial (%)

98,941

99,319

b | etras diferentes na mesma linha indicam que os grupos diferem de maneira significativa (P

< 0,05);

*Y|etras diferentes na mesma linha indicam uma tendéncia a significancia (P < 0,10).

NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

Conforme

representado na Figura 21,

0S acidos graxos que

apresentaram maior percentual no Grupo Girassol comparado ao Controle

foram C18:1 T10-T11-T12 e C10:1. Os acidos graxos que apresentaram menor

percentual no Grupo Girassol comparado ao Controle foram C15:0 1ISO, C20:5,

C20:3n3, C23:0, C24:0 e C22:5.
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FIGURA 21 — Experimento 2: Percentual de lipidios endometriais identificados em “pools” de
tecido endometrial obtido a partir de amostras de endométrio coletadas no D7,
D15 e D23 de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente
de girassol (Grupo Girassol) ou ndo (Grupo Controle) com inicio da
suplementacéo 48 horas apds a remocédo do dispositivo (DO).

6.2.5 Anélise de expressao génica por PCR em tempo real

Todos os “primers” utilizados nas analises de PCR em tempo real foram
validados conforme descrito anteriormente no item 5.2.12.4 e os resultados das

validacbes encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7 — Caracteristicas das reacdes de amplificacdes e da curva padrédo para validagao dos

“primers”

Inclinacéo da Eficiéncia
Nomenclatura Gene Gene Curva Padréo R? Curva-padréo
(Slope) (%)
Phospholipase A2 PLA2G10 -3,26 0,97 100,3
Prostaglandin endoperoxide synthase2 PTGS2 -2,87 0,97 88,5
Prostaglandin E synthase PTGES1 -3,33 0,99 99,6
Prostaglandin E synthase 2 PTGES2 -3,44 0,99 95,3
Aldo-ceto reductase, familyl, member B1 AKR1B1 -3,48 1,00 93,9
Aldo-ceto reductase, familyl, member C4 AKR1C4 -3,51 1,00 92,6
Prostaglandin E receptor 2 PTGER2 -3,24 0,96 103,3
Prostaglandin E receptor 4 PTGER4 -3,24 0,99 103,6

A abundancia relativa de transcritos envolvidos na biossintese de

eicosanoides no endomeétrio nos dias 6, 14 e 22 pos-inicio da suplementacéo

das fémeas do Grupo Controle e Grupo Girassol esta representada na Tabela

8. Observaram-se diferencas estatisticas significativas entre grupos e/ou dias

pos-inicio da suplementacéo para os transcritos PTGER4, AKR1B1, AKR1C4 e

PTGS2.
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Tabela 8 — Abundancia relativa (média + erro padrdo da média) de transcritos envolvidos na
biossintese de eicosanoides no endométrio nos dias 6, 14 e 22 péds-inicio da
suplementacdo de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo
semente de girassol (Grupo Girassol) ou ndo (Grupo Controle) com inicio da
suplementacéo 48 horas ap6s a remocéo do dispositivo (DO ao D22)

D6 D14
Transcrito Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Girassol Controle Girassol Controle Girassol
PTGES1 0,027 + 0,012 0,023 £ 0,011 0,022 + 0,004 0,039 + 0,010 0,030 + 0,014 0,025 + 0,006
PTGES2 0,036 + 0,010 0,038 + 0,007 0,0039 £ 0,010 0,040 + 0,009 0,038 + 0,015 0,058 + 0,007
PTGER2 0,027 + 0,012 0,012 + 0,005 0,036 + 0,018 0,020 + 0,007 0,024 + 0,006 0,021 + 0,003
PTGER4 0,024 + 0,015 0,022 + 0,012b 0,035 + 0,014 0,055 + 0,019a 0,033 + 0,007A 0,016 + 0,004b, B
AKR1B1 6,958 + 4,207 7,844 + 3,900ab 17,462+ 6,810 16,531+ 10,451a 4,385 + 1,648 2,231 + 0,759b
AKR1C4 0,041 £ 0,023c 0,054 + 0,032c 0,615 + 0,105a 0,653 + 0,402a 0,185 + 0,091b 0,229 + 0,099b
PTGS2 0,129 + 0,114b 0,021+ 0,004b 0,230 = 0,056a 0,137 +0,026a 0,094 + 0,023ab, Y 0,405 + 0,196a, X
PLA2G10 0,006 + 0,003 0,003 + 0,001 0,025 + 0,008 0,038 + 0,037 0,010 + 0,009

0,005 + 0,004

AB | etras diferentes na mesma linha em cada dia indicam que os grupos diferem (P < 0,05);
*Y Letras diferentes na mesma linha em cada dia indicam que os grupos diferem (P < 0,1);

ab,c

Letras diferentes na mesma linha em cada grupo indicam que os dias diferem (P < 0,05).

Conforme representado na Figura 22, o endométrio das vacas tratadas

com semente de girassol apresentou maior expressao (P < 0,05) do transcrito

do receptor de membrana PTGER4 (receptor 4 de prostaglandina E) no D14

guando comparada a expressdao do mesmo transcrito no D6 e D22 (0,055 +

0,019 vs. 0,022 = 0,012 vs. 0,016 = 0,004, respectivamente). No Grupo

Controle, a expresséo do transcrito ndo apresentou diferenca estatistica (P >
0,10) entre os dias 6, 14 e 22 (0,024 + 0,015 vs. 0,035 + 0,014 vs. 0,033 +

0,007, respectivamente). No D22 houve interagdo tempo e tratamento, portanto

a expressao do transcrito diferiu entre os grupos sendo maior no Grupo

Controle comparado ao Girassol (0,033 + 0,007 vs. 0,016 *= 0,004,

respectivamente; P < 0,05).
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FIGURA 22 — Experimento 2: Abundancia relativa (média + erro padrdo da média) do transcrito
do receptor de membrana PTGER4 no endométrio nos dias 6, 14 e 22 de vacas
Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol (Grupo
Girassol; n = 19) ou ndo (Grupo Controle; n = 20) com inicio da suplementacéo 48
horas ap6s a remocao do dispositivo (DO).
(*) representa o ponto onde houve interacdo entre tratamento e dia de
suplementacéo.

Conforme representado na Figura 23, No Grupo Girassol houve maior
expressao do transcrito da COX-2 no D14, apresentando diferenca estatistica
significativa (P < 0,05), quando comparada a expressado do transcrito no D6
(0,137 £ 0,026 vs. 0,021 + 0,004, respectivamente), porém a expressao do
mesmo nédo diferiu significativamente entre o D14 e D22 (0,137 + 0,026 vs.
0,405 £ 0,196, respectivamente; P > 0,10). No Grupo Controle, a expressao do
transcrito foi maior no D14 quando comparada a expressdo do mesmo no D6
(0,230 = 0,056 vs. 0,129 + 0,114, respectivamente; P < 0,05), entretanto a
expressdo desse ndo apresentou diferenca estatistica (P > 0,10) entre o D6 e
D22 (0,129 £+ 0,114 vs. 0,094 + 0,023, respectivamente). No D22 houve
interacdo tratamento x tempo e, portanto, a expressao do transcrito diferiu entre
0s grupos sendo maior no Grupo Girassol comparado ao Controle (0,405 +
0,196 vs. 0,094 + 0,023, respectivamente; P < 0,10).
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FIGURA 23 — Abundancia relativa (média + erro padrdo da média) do transcrito da COX-2
(PTGS2) no endométrio nos dias 6, 14 e 22 de vacas Nelore tratadas com 1,7kg
de suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 19) ou ndo
(Grupo Controle; n = 20) com inicio da suplementacdo 48 horas apds a remoc¢ao
do dispositivo (DO).

(*) representa o ponto onde houve interacdo entre tratamento e dia de
suplementacéo.

Conforme ilustrado na Figura 24, em ambos os grupos houve maior (P <
0,05) expresséao do transcrito da enzima AKR1C4 no D14 quando comparada a
expressao do transcrito no D22 e D6 (Grupo Controle — 0,615 + 0,105 vs. 0,185
+ 0,091 vs. 0,041 £ 0,023, respectivamente e Grupo Girassol — 0,653 + 0,402
vs. 0,229 £ 0,099 vs. 0,054 £ 0,032, respectivamente). De acordo com o0s
dados supracitados, observou-se também que houve maior expressdo da
enzima no D22 quando comparada a expressao do transcrito no D6 (P < 0,05).

N&o houve diferenca estatistica entre o Grupo Controle e o Grupo Girassol.
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FIGURA 24 — Abundancia relativa (média *+ erro padrdo da média) do transcrito da enzima
AKR1C4 no endométrio nos dias 6, 14 e 22 de vacas Nelore tratadas com 1,7kg
de suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 19) ou néo
(Grupo Controle; n = 20) com inicio da suplementacdo 48 horas apds a remocao
do dispositivo (DO).

Conforme ilustrado na Figura 25, em ambos 0s grupos a expressao do
transcrito da enzima AKR1B1 néo diferiu estatisticamente (P > 0,10) entre D6 e
D14 (Grupo Controle — 6,958 + vs. 17,462 * 6,810, respectivamente e Grupo
Girassol — 7,844 + 3,900 vs. 16,531 + 10,451, respectivamente) e entre D6 e
D22 (Grupo Controle — 6,958 + 4,207 vs. 4,385 = 1,648, respectivamente e
Grupo Girassol — 7,844 + 3,900 vs. 2,231 = 0,759, respectivamente). N&o

houve diferenca estatistica entre o Grupo Controle e o Grupo Girassol.



114

2]

=

S

S 30-

E 8 1 Grupo Controle
=m mm Grupo Girassol
S 20+

g E: a,b

g |

® E 10- b

& G

[&]

27, B O

=

E T T T

s

= &) q@ﬁ Qrﬂr

FIGURA 25 — Abundancia relativa (média *+ erro padrdo da média) do transcrito da enzima
AKR1B1 no endométrio nos dias 6, 14 e 22 de vacas Nelore tratadas com 1,7kg
de suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 19) ou néo
(Grupo Controle; n = 20) com inicio da suplementacdo 48 horas apds a remocéo
do dispositivo (DO).

6.2.6 Andlise morfométrica e numero de glandulas endometriais

A analise morfométrica pertinente ao diametro das glandulas
endometriais esta representada na Figura 26. Observou-se que o valor médio
para o diametro das glandulas endometriais foi maior (P < 0,01) no Grupo
Controle comparado ao Girassol no D15 (62,38 + 1,66 vs. 54,78 + 1,52um,

respectivamente). Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas

+

significativas (P > 0,10) entre os Grupos Controle e Girassol no D7 (59,62 +
2,65 vs. 55,75 £ 2,17um, respectivamente) e D23 (57,46 + 1,90 vs. 54,67 *

1,90um, respectivamente).
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FIGURA 26 — Experimento 2: Diametro das glandulas endometriais (média + erro padrdo da
média) de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de
girassol (Grupo Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo Controle; n = 15); durante 6,14 ou
22 dias, com inicio da suplementacdo 48 horas apés a remocao do dispositivo
(DO).

NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

A analise morfométrica pertinente ao diametro das glandulas
endometriais considerando somente o efeito do tratamento esta representada
na Figura 27. Observou-se que o valor médio para o diametro das glandulas
endometriais foi maior no Grupo Controle comparado ao Girassol (59,68 + 1,17

vs. 55,07 + 1,07, respectivamente; P < 0,05).



116

=5
= P =0.0067
=
'E 80-
a
E b
g=] 60 —_
[
Q
(1]
S 40-
=
[
{0
S  20-
(1]
=]
°© 0-
k]
E Grupo Controle  Grupo Girassol
S

FIGURA 27 — Experimento 2: Diametro das glandulas endometriais (média + erro padrdo da
média), considerando efeito de tratamento, de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de
suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo
Controle; n = 15).

A andlise morfométrica pertinente ao perimetro das glandulas
endometriais esta representada na Figura 28. Observou-se que o valor médio
para perimetro das glandulas endometriais ndo diferiu estatisticamente (P >
0,10) entre o Grupo Controle e Girassol no D7 (255,30 + 18,81 vs. 237,00 +
15,36um, respectivamente), D15 (237,13 + 13,96 vs. 215,01 £ 12,75um,
respectivamente) e D23 (219,61 + 12,19 vs. 197,98 * 12,19um,

respectivamente).
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FIGURA 28 — Experimento 2: Perimetro das glandulas endometriais (média * erro padrao da
média) de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de
girassol (Grupo Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo Controle; n = 15); durante 6,14 ou

22 dias, com inicio da suplementacdo 48 horas apés a remocao do dispositivo
(DO).

NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

A andlise morfométrica pertinente ao perimetro das glandulas
endometriais considerando somente o efeito do tratamento esta representada
na Figura 29. Observou-se que o valor médio para perimetro das glandulas
endometriais ndo diferiu estatisticamente entre o Grupo Controle e Girassol
(234,97 £ 8,88 vs. 216,67 * 8,11, respectivamente; P > 0,10).
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FIGURA 29 — Experimento 2: Perimetro das glandulas endometriais (média * erro padrdo da
média), considerando efeito de tratamento, de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de
suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo
Controle; n = 15).

A analise morfométrica pertinente a area das glandulas endometriais
esta representada na Figura 30. Observou-se que o valor médio para area das
glandulas endometriais ndo diferiu estatisticamente (P > 0,10) entre o Grupo
Controle e Girassol no D7 (3863,26 + 536,21 vs. 3310,47 + 426,99um?,
respectivamente), D15 (3308,45 + 4545 vs. 2996,96 + 420,39um?
respectivamente) e D23 (3024,96 + 324,34 vs. 2622,10 + 69,14pm?

respectivamente).
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FIGURA 30 — Experimento 2: Area das glandulas endometriais (média * erro padrdo da média)
de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol
(Grupo Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo Controle; n = 15); durante 6,14 ou 22 dias,
com inicio da suplementacédo 48 horas ap6s a remocao do dispositivo (DO0).
NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

A analise morfométrica pertinente a area das glandulas endometriais
considerando somente o efeito do tratamento esta representada na Figura 31.
Observou-se que o valor médio para area das glandulas endometriais nao
diferiu estatisticamente entre o Grupo Controle e Girassol (3343,00 + 199,32
vs. 2976,51 + 200,82, respectivamente; P > 0,10).
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FIGURA 31 — Experimento 2: Area das glandulas endometriais (média + erro padrdo da média),
considerando efeito de tratamento, de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de
suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo
Controle; n = 15).

A analise pertinente a contagem do namero de glandulas endometriais
por campo o6ptico no D7, D15 e D23 pos-inicio da suplementacdo esta
representada na Figura 32. Observou-se que o valor médio para numero de
glandulas endometriais por campo Optico nao diferiu estatisticamente (P > 0,10)
entre 0 Grupo Controle e Girassol no D7 (201 + 25,52 vs. 286 + 49,43,
respectivamente), D15 (197 £+ 32,34 vs. 369 + 79,01, respectivamente) e D23
(255 + 30,42 vs. 327 + 45,93, respectivamente).
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FIGURA 32 — Experimento 2: Nimero de glandulas endometriais por campo 6ptico (média +
erro padrdao da média) de vacas Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento
contendo semente de girassol (Grupo Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo Controle; n
= 15); durante 6,14 ou 22 dias, com inicio da suplementacdo 48 horas apés a

remocdao do dispositivo (DO).
NS Demonstra que o valor de P n&o foi significativo.

A analise pertinente a contagem do numero de glandulas endometriais

por campo Optico considerando somente o efeito do tratamento esta

representada na Figura 33. Observou-se que valor médio para numero de

glandulas endometriais por campo Optico foi

maior no Grupo Girassol

comparado ao Controle (327 = 33,56 vs. 221 + 18,00, respectivamente; P <

0,05).
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FIGURA 33 — Experimento 2: Nimero de glandulas endometriais por campo 6ptico (média +
erro padrao da média), considerando efeito de tratamento, de vacas Nelore
tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol (Grupo Girassol;
n = 18) ou ndo (Grupo Controle; n = 15).

As imagens das glandulas endometriais, em aumento 10x, das fémeas
suplementadas com semente de girassol (Grupo Girassol) ou nao (Grupo
Controle) por 6, 14 ou 22 dias e abatidas no dia 7, 15 ou 23 pds-inicio da

suplementacao podem ser observadas na Figura 34.
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FIGURA 34 — Experimento 2: Imagens de glandulas endometriais, em aumento 10x, de vacas
Nelore tratadas com 1,7kg de suplemento contendo semente de girassol (Grupo
Girassol; n = 18) ou ndo (Grupo Controle; n = 15); durante 6,14 ou 22 dias, e
abatidas nos dias 7, 15 ou 23 pés-inicio da suplementacao.
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VIIl. DISCUSSAO

7.1 Experimento 1

7.1.1 Taxa de concepcgéo

No Experimento 1, verificou-se que a taxa de concepcéo foi maior no
Grupo Girassol que no Controle (55,66% vs. 36,94% respectivamente; P <
0,01) o que apresentou uma diferenca de 18,72% na taxa de concepcéo das
receptoras tratadas com semente de girassol, que representou um aumento de
50% na concepcao quando associada ao programa de TETF. Considerando
gue no presente estudo o suplemento do grupo controle era isoprotéico e
isoenergético em relagcdo ao suplemento do grupo tratado, sugere-se que a
acao benéfica do tratamento possivelmente tenha decorrido da composi¢cao
diferenciada dos acidos graxos contidos na semente de girassol. Em estudo
realizado anteriormente por este grupo, Peres et al. (2008) avaliaram os
mesmos suplementos em vacas Nelore, pluriparas, no periodo pés-parto. Os
mesmo autores verificaram que tal suplemento, fornecido durante 22 dias a
partir da IATF, determinou maior taxa de concepcao nos animais tratados
(66,7% vs. 46,3%; P = 0,02). Considerando que Peres et al. (2008) observaram
um incremento nas taxas de concepcdo de aproximadamente 20,4%, valor
préximo ao encontrado no Experimento 1, presume-se que os efeitos benéficos
da suplementacdo com semente de girassol sdo alcancados em fémeas
bovinas submetidas a IATF e TETF, resultando em um incremento de 44 a 50%
na taxa de concepcao.

De fato, em varios estudos utilizando a suplementacdo com diferentes
tipos de gordura em fémeas bovinas verificou-se incrementos nas taxas de
concepcao (FERGUSON et al., 1990; MCNAMARA et al., 2003; SCHNEIDER

et al., 1988; SKLAN et al., 1991), em concordancia com o presente estudo. Em
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contrapartida, outros autores n&o verificaram incrementos nas taxas de
concepcao em vacas leiteiras suplementadas com gordura protegida (SCOTT
et al., 1995; SKLAN et al., 1994) ou sementes oleaginosas (SCHINGOETHE;
CASPER, 1991). Quando vacas foram suplementadas com 750g de semente
de linhaca rica em &cido linolénico, ou semente de girassol rica em &cido
linoléico, maiores taxas de prenhez foram alcancadas nas fémeas
suplementadas com semente de linhaca (AMBROSE et al., 2006). No entanto
tais efeitos benéficos determinados pela semente de linhaca néo foi descrito
por outros autores que também utilizaram a mesma (FUENTES et al., 2008;
PETIT; TWAGIRAMUNGU, 2006). Em outro estudo, o fornecimento de acido
linolénico proveniente de 6leo de peixe ndo promoveu 0 aumento das taxas de
prenhez na primeira IA pés-parto quando comparadas com o fornecimento de
sebo bovino (JUCHEM, 2007). Wilkins et al. (1996) alimentaram vacas de corte
com uma dieta de caroco de algodao descascado, tratado com formol. Tal dieta
era rica em acido linoléico protegido, que escapa a biohidrogenacéo no ramen.
Vacas controle receberam farinha de caroco de algodéo peletizada. As taxas
de concepcédo no primeiro (61% vs. 46%) e segundo (71% vs. 56%) ciclo estral
foram maiores para as vacas que receberam a dieta rica em acido linoléico,
tendo havido um incremento na taxa de concepcdo de 15% em ambos 0s
ciclos. Desta forma, estudos que utilizaram outras fontes de acido linoléico
também verificaram incremento na taxa de concepc¢do, como no referido
estudo. Até o momento, ndo temos conhecimento de estudos, realizados com
suplementacdo de gordura em vacas de corte, que tenham determinado um
incremento de 44 a 50% na taxa de concep¢do como se verificou com a
semente de girassol.

A grande maioria dos estudos que avaliaram o efeito dos acidos graxos
na performance reprodutiva de fémeas de corte Nelore e receptoras, utilizaram
a suplementacdo com Megalac-E. Lopes et al. (2009) forneceram Megalac-E,
no periodo compreendido entre o inicio do protocolo de IATF até 28 dias pés
IATF em vacas Nelore lactentes e verificaram um incremento na taxa de

concepcgao de 11,6% em relagdo ao grupo néo tratado (51,2% vs. 39,6%). No
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mesmo estudo, o Megalac-E foi fornecido a receptoras de embrides (n = 435)
do final do protocolo de sincronizacéo até 21 dias apés a TETF e verificou-se
uma diferenca de 11,9% entre 0s grupos, 0 que representou um aumento de
31,5% na taxa de concepcdo nas receptoras suplementadas (49,6% vs.
37,7%). Desta forma, em vacas Nelore e receptoras mesticas de embrido, o
Megalac-E incrementa com menor eficiéncia a taxa de concepg¢do quando
comparado a semente de girassol. Além disso, o Megalac apresenta baixa
palatabilidade, circunstancia que restringe seu consumo e compromete a meta
de ingestao almejada. Deve-se salientar que no presente estudo e no de Peres
et al. (2008), o suplemento contendo semente de girassol apresentou excelente
palatabilidade, n&o tendo havido restricbes quanto a ingestao.

Embora varios estudos tenham observado o impacto positivo da
suplementacdo com gordura na reproducao de fémeas bovinas de corte e leite
(FERGUSON et al., 1990; GARCIA-BOJALIL et al., 1998; SKLAN et al., 1991;
STAPLES et al.,, 1998), os mecanismos pelos quais a suplementacdo com
lipidios altera a fisiologia do sistema reprodutivo de forma a favorecer a
concepcao, ainda sdo pouco conhecidos. Varias hipoteses foram geradas,
dentre as principais o desenvolvimento de um maior foliculo e corpo lateo
(VASCONCELOS et al., 2001), atraso da lutedlise (STAPLES et al., 2009) e
maior desenvolvimento do embrido e concepto (CERRI et al., 2004; FOULDI-
NASHTA et al.,, 2007; HAGGARTY et al., 2006; RYAN et al.,, 1992;
THANGAVELU et al., 2007; THOMAS; WILLIAMS, 1995). No presente estudo,
considerando que o incremento na taxa de concep¢do poOs-TETF foi
semelhante ao estudo anterior de Peres et al. (2008) com IATF, pressupde-se
gue os efeitos diretos de tal suplementacdo no embrido, que poderiam
determinar um incremento da taxa de concepc¢ao, sejam ocasionados a partir
do 7° dia de desenvolvimento embrionario, considerando que receptoras que
receberam embries no 7° dia de desenvolvimento apresentaram taxa de
concepcao similar a vacas submetidas a IATF cujos efeitos da semente foram
exercidos desde o inicio do desenvolvimento embrionario. Entretanto, se a

semente de girassol exerce efeitos na preparacdo do microambiente uterino
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para favorecer o desenvolvimento embrionario a partir do 7° dia, tal efeito foi
igualmente exercido nas receptoras de embrides.

Outros estudos relatam que o efeito benéfico dos acidos graxos decorra
da melhor qualidade oocitaria (KIM et al., 2001; ZERON et al., 2002).
Considerando que no presente estudo, a suplementacdo foi fornecida a
receptoras, cujos odcitos ndo foram fertilizados, e que no estudo de Peres et al.
(2008) a suplementacgéo foi exercida apos a IATF, o incremento registrado na
taxa de concepc¢ao nao estabelece nenhuma relacéo da suplementacéo com a
melhoria na qualidade oocitaria.

Em estudo recente, Guardieiro et al. (2010) ndo observou efeito positivo
da suplementacdo com Megalac-E na producéo de embrides em doadoras da
raca Nelore. Os mesmos autores relatam que nao houve diferenca entre o
grupo tratado com 100g/dia de Megalac-E e grupo controle (P > 0,10) sobre a
resposta superovulatoria, nimero total de embrides / 6vulos, embrides viaveis,
embrides degenerados ou oOvulos nao fertilizados recuperados. No entanto, o
grupo controle teve uma resposta maior a superovulacéo do que o tratado com
Megalac-E (18,0 £ 1,3 vs.15,7 £ 1,2, respectivamente P = 0,06). Embribes do
grupo controle apresentaram maior taxa de ecloséo, independentemente do
método de criopreservacao, as 48 horas (33,1 £ 4,0%, n = 148 vs. 17,3 = 3,3%,
n= 137, P=0,009) e as 72 horas (44,3 £ 4,2%, n = 148 vs. 30,9 + 4,0%, n =
137, P = 0,04) da cultura in vitro. Considerando que no presente estudo, o
incremento na taxa de concepc¢éo pés-TETF foi semelhante ao estudo anterior
de Peres et al. (2008) com IATF, possivelmente a suplementacdo com semente
de girassol ndo exerca seus efeitos benéficos sobre o embrido nos primeiros

sete dias de desenvolvimento.

7.1.2 Concentracéo de lipidios no plasma

Em estudos em que foi realizada a adicdo de gordura na dieta verificou-

se consistentes aumentos na concentracdo plasmatica de colesterol, assim
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como um incremento na concentracdo de colesterol contido no contetdo
folicular e luteal (HAWKINS et al., 1995; LAMMOGLIA et al., 1996; RYAN et al.,
1992; STAPLES et al., 1998; WILLIAMS, 1989). O colesterol é o precursor para
a sintese de P4 nas células luteais (GRUMMER; CARROLL, 1991). Desta
forma, o aumento das concentracdes plasmaticas de colesterol promoveria um
aumento na capacidade de sintese de 17p-estradiol pelo foliculo e P4 pelo
corpo luteo.

No Experimento 1, considerando que a suplementacao foi iniciada no
D-2, maiores concentracdes de colesterol total foram observadas no Grupo
Girassol comparado ao Controle no D7 (306,02 + 11,61 vs. 277,10 +
11,88mg/dL, respectivamente; P < 0,05) e D19 (260,51 + 7,98 vs. 231,95 *
7,95mg/dL, respectivamente; P < 0,01). Neste estudo, ainda verificou-se
maiores concentracdes de HDL no Grupo Girassol comparado ao Controle no
D7 (166,82 + 5,88 vs. 139,43 + 5,74mg/dL, respectivamente; P < 0,01) e D19
(162,01 + 4,67 vs. 135,57 + 4,76mg/mL, respectivamente; P < 0,01). No
entanto, mesmo tendo havido aumento de colesterol total e HDL, constatou-se
gue a concentracao de P4 no D7 néao diferiu (P > 0,05) entre o Grupo Girassol
e Controle (4,92 £ 0,24 vs. 4,72 = 0,23ng/mL, respectivamente). Assim,
presume-se que embora os precursores da P4 tenham sido aumentados na
corrente sanguinea a producdo da mesma no corpo luteo ndo foi incrementada
no D7, mas sim no D19 quando a concentracdo de P4 circulante pode ter seu
aumento influenciado pelo estabelecimento da prenhez de 46% das novilhas
utilizadas nesse experimento. Mesmo assim, deve-se salientar que o0 aumento
dos lipidios plasméaticos pode ter favorecido modificacbes no tecido

endometrial, microambiente uterino, embrido e/ou concepto.

7.1.3 Concentracédo de progesterona no plasma

Son et al. (1996) verificaram um aumento na producdo de P4 nos

animais que receberam gordura animal, observagéao feita também por Willians



129

(1989) e Lammoglia et al. (1996). Tal aumento na sintese de P4 foi relacionado
com o aumento de colesterol, sendo que o HDL ¢é a principal fracao lipidica que
estimula a sintese de P4 (WILLIANS, 1989). De fato, Mancio et al. (1999)
encontraram correlacdo positiva entre os teores de colesterol total e de HDL e
a concentragdo de P4. No presente estudo, houve um aumento nas
concentragdes de colesterol e HDL, mas tal aumento n&o foi verificado para as
concentragdes de P4 no D7.

Segundo Aswhort (1995) a concentracdo de P4 circulante influencia a
guantidade e a composicdo dos polipeptidicos secretados pelo tecido
endometrial, muitos dos quais sdo responsaveis pelo desenvolvimento do
embrido e concepto. O'Callaghan et al. (2000) afirmaram que baixas
concentragcbes de P4 no periodo inicial do desenvolvimento embrionario,
podem comprometer a sobrevivéncia do embrido. De fato, Lopes (2009) relata
gue o aumento da concentracdo de P4 no sexto dia apos a ovulagdo mostrou-
se associado ao aumento da taxa de prenhez. No presente estudo, embora
tenha sido evidenciadas maiores concentracées de HDL no Grupo Girassol
comparado ao Controle no D7 e D19, tal evento fisiolégico ndo alterou a
concentragdo circulante de P4 no D7, desta forma alteracdes benéficas no
tecido endometrial e microambiente uterino certamente ndo foram promovidas
por um incremento nas concentracdes circulantes de P4.

Vasconcelos et al. (2001); Staples; Thatcher (2005) e Staples et al.
(1998) relataram que o efeito benéfico da suplementacdo com gordura
promoveria aumento no tamanho dos foliculos ovarianos e corpo lateo, o0 que
resultaria em maiores quantidades de P4. No presente estudo, considerando
gue a concentracdo circulante de P4 nao foi alterada no D7 no grupo
suplementado com semente de girassol, supde-se que o efeito benéfico da
suplementacdo com semente de girassol sobre a taxa de concepc¢do néo
decorra do aumento no tamanho dos foliculos ovarianos e corpo Iiteo e nem
do aumento nas concentracfes plasmaticas de P4. Concordando com o0s
resultados do presente estudo, alguns autores (AMBROSE et al.,, 2006;

CHILDS et al., 2008a) verificaram que dietas ricas em acido linoléico ou
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linolénico ndo alteraram a concentracdo plasmética de P4. Desta forma,
sugere-se que o efeito da semente de girassol no incremento da taxa de
concepcao, possivelmente seja multifatorial, sendo seu efeito promovido por
alteracdes no endométrio, microambiente uterino, embrido e/ou concepto, mas

n&ao no corpo luteo.

7.1.4 Andlise econdmica da utilizacdo da semente de girassol

Considerando que no presente estudo, receptoras de embrides
produzidos in vitro suplementadas com semente de girassol apresentaram um
aumento de aproximadamente 19% na taxa de concepcdo, simulou-se a
relacédo custo beneficio de tal suplementacdo em um rebanho de 100 matrizes.
Desta forma, com a utilizacdo do referido suplemento haveria um incremento
anual na producdo de 19 bezerros. Considerando a producdo bezerros
comerciais, produzidos pelo emprego da IATF em larga escala, tal incremento
representaria R$12.000,00. Entretanto, deve-se considerar que bezerros
nascidos de TETF apresentam um valor genético superior quando comparado
ao bezerro comercial, o que significa um incremento ainda maior que pode ser
facilmente estimado determinando-se o valor do bezerro produzido. O custo da
suplementacdo com semente de girassol a R$ 30,51/matriz determina uma boa
relacdo custo-beneficio em programas de IATF e uma excelente relacdo custo-

beneficio quando aliada a programas de TETF.

7.2 Experimento 2

7.2.1 Concentracdes de lipidios no plasma

No presente estudo, verificaram-se maiores concentracées plasmaticas
de colesterol total no Grupo Girassol comparado ao Controle no D19 e D22
pos-inicio da suplementacgéo (150,03 £+ 7,93 vs. 133,03 + 7,27 e 161,63 + 6,65
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vs. 142,32 = 8,18mg/dL respectivamente; P < 0,05); maiores concentragdes
plasmaticas de HDL no Grupo Girassol comparado ao Controle no D11, D15,
D19 e D22 pés-inicio da suplementacao (41,03 + 1,65 vs. 37,05 + 1,62; 41,82 +
1,82 vs. 36,94 + 1,94; 43,26 £ 1,85 vs. 38,78 + 2,14 e 45,17 £ 1,51 vs. 39,99 +
2,47mg/dL respectivamente; P < 0,05) e ainda maiores concentragdes
plasmatica de LDL no Grupo Girassol comparado ao Controle no D22 pés-
inicio da suplementacdo (111,20 * 5,40 vs. 96,82 + 6,33mg/dL,
respectivamente; P < 0,05). Este aumento na concentracao de colesterol total e
HDL em fémeas bovinas suplementadas com semente de girassol, também foi
verificado no Experimento 1, entretanto, o incremento nas concentragdes de
LDL nao foi evidenciado no mesmo. A semelhanca dos resultados em ambos
0s experimentos, com relacdo ao colesterol total e HDL, evidenciam grande
consisténcia em tais achados.

Comparando-se os valores das médias do Experimento 1 com o 2,
observou-se no Experimento 1 maiores valores quando comparado ao
Experimento 2. Este fato possivelmente decorra das diferencas no grupo
genético e condicdo nutricional encontrada em cada um dos experimentos. No
Experimento 1, foram utilizadas novilhas cruzadas zebuinas suplementadas
com silagem de milho. Tais novilhas apresentaram maiores meédias que as
vacas Nelore, alimentadas exclusivamente com forragem, utilizadas no
Experimento 2.

No presente estudo, apesar do aumento de colesterol total, HDL e LDL
nao houve diferenca estatistica (P > 0,10) nas concentra¢cdes de P4 no DO, D7,
D11, D15, D19 e D22 pébs-inicio da suplementacdo entre Grupo Girassol e
Controle (2,15 £ 0,32 vs.2,24 £ 0,56; 7,13 £ 1,12 vs. 7,65 £ 0,69 e 12,07 + 1,76
vs. 14,24 + 1,49ng/mL, respectivamente, P > 0,10). Desta forma, o aumento de
colesterol total, HDL e LDL néo alterou a producédo de P4 pelo corpo luteo.
Concordando com os resultados do presente estudo, diversos autores
(AMBROSE et al., 2006; CHILDS et al., 2008a; GUARDIEIRO et al., 2010)
verificaram que dietas ricas em &cido linoléico ou linolénico ndo alteraram a

concentracdo plasmatica de P4. Os resultados observados no Experimento 2
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estdo em concordancia com os resultados encontrados no Experimento 1. Tais
resultados reforcam as colocagdes apresentadas no Experimento 1, onde
presume-se que o0 incremento na taxa de concepg¢éo ocasionado pela semente
de girassol decorra de alteragBes na composicao lipidica do embrido, concepto,
endométrio e/ou microambiente uterino e ndo por alteracbes ocasionadas no

corpo luteo.

7.2.2 Tamanho do corpo luteo e concentracfes plasméaticas de P4

Observou-se maior valor médio para diametro do corpo lateo foi
observado no Grupo Girassol comparado ao Controle no D7 (1,59 + 0,13 vs.
1,24 + 0,13cm; respectivamente; P < 0,10) e, no entanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas (P > 0,10) entre os Grupos
Controle e Girassol no D15 (1,77 £ 0,11 vs. 1,94 £ 0,11cm, respectivamente) e
D23 (1,23 + 0,10 vs. 1,39 £ 0,10cm, respectivamente).

No presente estudo, observou-se que o valor médio para area do corpo
luteo foi maior em vacas que receberam suplementacéo a base de semente de
girassol (Grupo Girassol) comparado a vacas que receberam uma dieta
controle (Grupo Controle) no D7 (2,02 + 0,26 vs. 1,30 + 0,26cm?
respectivamente; P < 0,10). Entretanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas (P > 0,10) entre os Grupos Controle e Girassol ho D15
(2,51 + 0,26 vs. 2,91 + 0,26cm?, respectivamente) e D23 (1,34 + 0,22 vs. 1,57 +
0,22cm?, respectivamente).

Embora a area do corpo tenha sido maior no D7 em vacas
suplementadas com semente de girassol ndo houve aumento nas
concentracfes plasmaticas de P4 no D7. Tal diferenca nao foi verificada para
os dias D11, D15, D19 e D22 poés-inicio da suplementacdo no Grupo Girassol
guando comparado ao Controle. Considerando que o incremento na taxa de
concepcao de vacas suplementadas com semente de girassol foi semelhante

em programas de IATF e TETF, o aumento do diametro e area do corpo luteo
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no D7 possivelmente n&o tenha efeito em tal incremento. Os resultados
encontrados no D15 e D23 do presente estudo, estdo em concordancia com os
achados de diversos autores (AMBROSE et al., 2006; CHILDS et al., 2008a;
GUARDIEIRO et al., 2010) que verificaram que dietas ricas em acido linoléico
ou linolénico ndo alteraram a area e o diametro do corpo Iuteo.

Desta forma, em concordancia com o Experimento 1, presume-se que 0
incremento nas taxas de concep¢ao em vacas suplementadas com semente de

girassol ndo decorra do aumento da producéo de P4.

7.2.3 Composicao lipidica endometrial

Diante das alteracbes promovidas na concentracdo de lipidios
plasmaticos, verificadas no Experimento 1 e 2, pode-se pressupor que tal
modificacdo lipidica poderia estar sendo ocasionada também no tecido
endometrial. Alguns estudos relatam que modificaces lipidicas no tecido
endometrial poderiam restringir a quantidade de &acido araquidonico destas
células. Nesse contexto, o acido araquidonico é considerado a principal
substrato para a sintese de PGF2a. No presente estudo, analisou-se o perfil de
54 &cidos graxos dos quais 43 estavam presentes no tecido endometrial.
Conforme apresentado na Tabela 6 (item 6.2.2) verificou-se diferencas
significativas em percentual entre o Grupo Controle e Grupo Girassol para oito
acidos graxos.

No Grupo Girassol verificou-se que o acido graxo monoinsaturado de
cadeia curta C10:1 (4cido graxo decendico) teve maior percentual, quando
comparado ao Grupo Controle (0,0297 + 0,0018 vs. 0,0233 + 0,0020%,
respectivamente; P < 0,10). Os acidos graxos monoinsaturados de cadeia
longa C18:1 T10-T11-T12 (4cidos graxos octadecendicos; entre eles o acido
graxo vacénico - C18:1 T11) também tiveram maior percentual no Grupo
Girassol comparado ao Controle (1,1267 + 0,08999 vs. 0,5933 * 0,08999%,

respectivamente; P < 0,05). No Grupo Controle o percentual de acidos graxos
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saturados no endométrio foi maior que no Grupo Girassol. Os acidos graxos
saturados que apresentaram maior percentual no Grupo Controle comparado
ao Girassol foram iso-pentadecandico (C15:0 I1ISO - 0,3467 + 0,01548 vs.
0,2857 + 0,01548%, respectivamente; P < 0,05), tricosandico (C23:0 - 0,0673 +
0,0012 vs. 0,0430 £ 0,0103%, respectivamente; P < 0,10) e tetracosanandico
(C24:0 - 0,08467 + 0,01028 vs. 0,05067 + 0,01028%, respectivamente; P <
0,10). De fato, conforme observado no presente estudo, outros estudos
também reportam a possibilidade de controlar os eventos reprodutivos através
de manipulagbes da dieta, visto que controlando os ingredientes da dieta se
pode alterar a composicdo lipidica do utero tornando-o menos favoravel a
lutedlise (LOPES, 2009; MATTOS et al., 2000; MATTOS et al., 2002; MATTOS
et al., 2004; PETIT et al., 2004; ROBINSON et al., 2002; STAPLES et al., 2009;
THATCHER et al., 1997; WILKINS et al., 1996).

Neste contexto, até o momento ainda ndo ha um consenso se os acidos
graxos sado mais importantes para o embrido ou para sua implantacdo (PETIT
et al.,, 2008), uma vez que podem reduzir a sintese endometrial de PGF2aq,
auxiliar o embrido a produzir interferon-t, assim como alterar o microambiente
uterino. Estes efeitos contribuiriam para o desenvolvimento embrionario,
reducdo da mortalidade embrionaria e consequente estabelecimento da
prenhez (BINELLI et al., 2001; MATTOS et al. 2004; CHILDS et al., 2008b). Em
outro estudo, a infusdo de gordura contendo alta quantidade de acido linoléico
(OLDICK et al., 1997) ou a suplementacdo com acidos n-6 protegidos (CHENG
et al., 2001) determinaram menor liberagdo de PGF2a em resposta a ocitocina.
Desta forma, outra possibilidade de atuacdo da semente de girassol seria
reduzir a sintese e/ou liberacdo de PGF2a endometrial, desta forma
favorecendo o estabelecimento da prenhez. No presente estudo, especula-se
gue as alteracoes lipidicas promovidas no endométrio pela suplementacdo com
semente de girassol pode torna-lo menos luteolitico, aumentando desta forma
as taxas de concepcao. De fato, Petit et al. (2006); Williams; Stanko (1999) e
Staples et al. (1998) sugerem que a suplementacdo com acidos graxos

poliinsaturados promove um atraso na lutedlise por inibir a sintese de PGF2a.
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No organismo o &cido linoléico, representante do 6mega 6, é convertido
em &cido araquidbnico, precursor das prostaglandinas diendicas, como a
PGF2a. O acido linoléico e o linolénico utilizam as mesmas enzimas para a
metabolizacdo. As enzimas elongase e dessaturase atuam na conversédo do
acido linoléico em acido araquidénico e também na conversdao do acido
linolénico a acido eicosapentaendico, precursor das prostaglandinas triendicas,
como a prostaglandina 3a. (PGF3a). A série de prostaglandina a ser produzida
depende da quantidade do substrato. Sabe-se que o aumento de Aacido
linolénico na dieta diminuira a producdo de prostaglandina diendica (WATHES
et al., 2007). Entretanto, pode-se aumentar a producdo de PGF2a quando se
aumenta a disponibilidade de &cido araquidénico (STAPLES et al., 1998).
Sugere-se que exista uma relacdo entre a propor¢cdo de AGPI e a acdo dos
mesmos, inibindo ou estimulando a producdo de PGF2a, porém nao foram
encontrados estudos citando especificamente a melhor relacdo entre ambos na
dieta (WATHES et al., 2007).

No presente estudo, o percentual do &cido graxo insaturado n3-
eicosatriendico (C20:3n3) no endométrio foi maior no Grupo Controle
comparado ao Girassol (0,5840 + 0,03367 vs. 0,4530 = 0,03367%,
respectivamente; P < 0,10), assim como o0s acidos graxos poliinsaturados
docosapentaendico (C22:5 - 3,8953 + 0,1646 vs. 3,3490 *= 0,1646%,
respectivamente; P < 0,10) e eicosapentaendico (C20:5 - 0,5743 £ 0,04493 vs.
0,3907 * 0,04493%, respectivamente; P < 0,05), precursor das prostaglandinas
triendicas, como a prostaglandina 3a (PGF3a). No entanto, o percentual de
acido linoléico no endométrio das vacas (cis-9,12-octadiendico) ndo diferiu
estatisticamente entre Grupo Controle e Girassol (6,2910 + 0,4552 vs. 6,5630 +
0,4552, respectivamente; P = 0,6944).

Neste estudo, nao foi observada diferenca em percentual de CLA (C18:2
C9-T11) no endométrio das fémeas do Grupo Controle comparado ao Grupo
Girassol (0,1497 = 0,02809 vs. 0,1907 + 0,02809, respectivamente; P =
0,3603). Deve-se salientar que, o principal impedimento para o estudo da

influéncia dos acidos graxos na reproducdo é a incapacidade de predizer a
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chegada do lipidio especifico, particularmente os acidos graxos poliinsaturados
no intestino delgado para serem absorvidos, e a exata necessidade de acidos
graxos dos diferentes tecidos na reproducao.

Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que a semente de
girassol promoveu alteracdes no perfil de lipidios endometriais que poderiam
limitar a capacidade de sintese de PGF2a proporcionando o aumento na taxa

de concepcao.

7.2.4 Andlise de expressao génica

Cogitando que fémeas bovinas de corte suplementadas com semente de
girassol apresentam maiores taxas de concepcao por apresentarem alteracdes
na expressao de transcritos envolvidos na biossintese de eicosanoides, no
presente estudo foram analisadas expressées génicas, por PCR em tempo
real, de oito transcritos (PTGES1, PTGES2, AKR1B1l, AKR1C4, PTGS2,
PTGER2, PTGER4 e PLA2G10) envolvidos na biossintese de eicosanoides no
endométrio nos dias 6, 14 e 22 pés-inicio da suplementacédo em vacas de corte
gue receberam (Grupo Girassol) ou ndo (Grupo Controle) suplemento contendo
semente de girassol. Nessa pesquisa constatou-se interacdo entre tratamento
e dia do ciclo estral somente para os transcritos PTGER4 e PTGS2, onde a
expressdo do transcrito do receptor de membrana PTGER4 no D22 foi maior
no Grupo Controle comparado ao Girassol (0,033 £ 0,007 vs. 0,016 + 0,004,
respectivamente; P < 0,05); e a expressao do transcrito da COX-2 (PTGS2) no
D22 foi maior no Grupo Girassol comparado ao Controle (0,405 % 0,196 vs.
0,094 + 0,023, respectivamente; P < 0,10).

Mesmo nédo tendo sido observadas diferencas estatisticas entre os
Grupos Controle e Girassol para as expressdes dos transcritos das enzimas
AKR1B1 e AKR1C4 observou-se uma reducéo na expressao desses transcritos

no D22 quando comparado ao D14.
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Em estudo anterior reportou-se que no cultivo de células endometriais
com doses crescentes de ocitocina ou de AA ha um aumento na expressao de
PTGS2, e consequentemente aumento das concentracdes de PGE2 e PGF2q,
evidenciando que a enzima PTGS2 esta intimamente relacionada com a
sintese de prostaglandinas (PARENT; VILLENEUVE; FORTIER, 2003).
Segundo Pereira et al. (2001), a suplementacdo com AA ao longo de toda a
cultura de células da placenta influencia positivamente o desenvolvimento dos
embrides até ao estaddio de morula, prejudicando o seu desenvolvimento
posterior, provavelmente por causar um aumento da sintese de prostaglandina.
O mesmo autor relata que no grupo da placenta suplementado com AA verifica-
se uma descida significativa na taxa de embrides de D7 para D8 (23,1 para
15,14%, P = 0,02). Esta descida da taxa de embrides entre D7 e D8 também se
verifica quando células da granulosa e embrides sdo suplementados com
indometacina e PGE2 ou apenas PGE2, corroborando o envolvimento da
PGE2 neste processo.

Tendo em vista os dados supracitados e considerando que ambas
isoformas das COX1 e 2 (PTGS1 e PTGS2) possuem a funcao de converter o
AA a Prostaglandina G2 (PGG2); que de forma subsequentemente peroxidases
realizam a reducdo de PGG2 a Prostaglandina H2 (PGH2), conhecida como o
principal substrato predecessor na sintese de todos os prostanoides (SMITH,;
DEWITT; GARAVITO, 2000); e que as enzimas pertencentes a familia aldo-
cetoredutase (AKR) AKR1B1, AKR1C3 e AKR1C4, convertem a PGH2 a
PGF2a (GAUVREAU et al., 2010) sugere-se que ocorra maior expressao do
transcrito PTGS2 no endométrio de vacas de corte suplementadas com
semente de girassol a partir do D14 pelo fato de que nesse periodo o
suplemento rico em acido linoléico pode atuar primeiramente inibindo a sintese
de enzimas AKR1B1 e AKR1C4 fazendo com que a PGH2 reduza a sintese de
PGF2a, tornando-se mais disponivel a sintese de outros prostanoides como
PGEZ2, prostaciclinas e tromboxanos e dessa forma influenciando positivamente

a taxa de concepc¢ao de vacas de corte.
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7.2.5 Andlise morfométrica das glandulas endometriais

No experimento 2, verificou-se maior valor médio para o didmetro das
glandulas endometriais no Grupo Controle comparado ao Girassol no D15
(62,38 + 1,66 vs. 54,78 = 1,52um, respectivamente; P < 0,01). Nao foram
observadas diferencas estatisticas significativas (P > 0,10) entre os Grupos
Controle e Girassol no D7 (59,62 = 2,65 vs. 55,75 + 2,17um, respectivamente)
e D23 (57,46 £ 1,90 vs. 54,67 + 1,90um, respectivamente). Da mesma forma,
observou-se que o valor médio para area das glandulas endometriais nao
diferiu estatisticamente (P > 0,10) entre o Grupo Controle e Girassol no D7
(3863,26 + 536,21 vs. 3310,47 + 426,99um?, respectivamente), D15 (3308,45 +
45,45 vs. 2996,96 + 420,39um?, respectivamente) e D23 (3024,96 + 324,34 vs.
2622,10 + 69,14um? respectivamente); assim como ndo se observaram
diferencas estatisticas (P > 0,10) para valor médio para perimetro das
glandulas endometriais entre o0 Grupo Controle e Girassol no D7 (255,30 +
18,81 vs. 237,00 + 15,36um, respectivamente), D15 (237,13 + 13,96 vs. 215,01
+ 12,75um, respectivamente) e D23 (219,61 + 12,19 vs. 197,98 + 12,19um,
respectivamente). Esse dados corroboram aos encontrados por Wang et al.
(2007) que néao observaram alteragcbes no perimetro ou area das glandulas
endometriais quando comparou-se os dias 0, 8 e 16 do ciclo estral.

Ainda, pode-se verificar que o valor médio para nimero de glandulas
endometriais por campo optico ndo diferiu estatisticamente (P > 0,10) entre o
Grupo Controle e Girassol no D7 (201 £+ 2552 vs. 286 = 49,43,
respectivamente), D15 (197 £+ 32,34 vs. 369 + 79,01, respectivamente) e D23
(255 + 30,42 vs. 327 + 45,93, respectivamente), quando se fez uma analise
considerando o efeito do tratamento em determinado tempo, ou seja, no dia 7,
15 ou 23 pos-inicio da suplementacdo. Esses resultados estdo em
concordancia com alguns autores que relatam que o numero de glandulas
endometriais ndo muda durante o ciclo natural (JOHANNISSONet al.,
1987,1991; WAHAB et al., 1999). No entanto, no D15 os valores estatisticos

encontrados se aproximaram da significancia (P = 0,1024) o que mostra que


http://www.reproduction-online.org/content/134/2/365.long#ref-13
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houve uma tendéncia a ter um maior numero de glandulas endometriais no
Grupo Girassol comparado ao Controle. Analisando-se o nimero de glandulas
endometriais considerando somente o efeito de tratamento constatou-se que
valor médio para numero de glandulas endometriais por campo optico foi maior
no Grupo Girassol comparado ao Controle (327 = 33,56 vs. 221 + 18,00,
respectivamente; P < 0,05).

Visto que as caracteristicas histolégicas do endométrio mudam
gualitativamente durante o ciclo estral (WANG et al., 2007) e que a espessura
do endométrio de vacas é maior do que de novilhas, independentemente do
local de amostragem (DHALIWAL et al., 2002) presume-se que a semente de
girassol esteja influenciando positivamente a taxa de concepcdo em vacas de
corte por aumentar o numero de glandulas em uma area endometrial mais

espessa.


http://www.reproduction-online.org/content/134/2/365.long#ref-5
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VIIl. CONCLUSAO

No presente estudo, conclui-se que a suplementagcdo com semente de
girassol aumenta em 50% a taxa de concepcao em receptoras de embrides
produzidos in vitro submetidas a TETF. Adicionalmente, fémeas bovinas de
corte suplementadas com semente de girassol apresentam modificacbes na
composigdo lipidica plasmatica e endometrial, na expressdo de transcritos
envolvidos na biossintese de eicosanoides e também no niumero e morfometria

das glandulas endometriais.
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