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EFEITOS DE DIFERENTES FONTES DE GORDURA ALIMENTAR NA RESPOSTA
A ASPIRACAO FOLICULAR DE CABRAS ANGLO-NUBIANAS

Resumo - Para avaliar os efeitos de dietas alimentares utilizando fontes de gordura
protegida (Megalac® ou linhaca) associada superestimulacdo hormonal sobre os
parametros da aspiracédo folicular em cabras foram utilizadas 18 cabras da raca Anglo-
Nubiano, clinicamente saudaveis e aptas a reproducdo. Os animais foram divididos e
alojados aleatoriamente em 3 grupos experimentais com 6 animais cada, sendo um
grupo controle (C), com dieta utilizando-se o 6leo de soja fonte de gordura alimentar,
um grupo com dieta utilizando-se MEGALAC® (M) como fonte de gordura protegida, um
grupo com dieta alimentar utilizando-se semente de linhaca (L) como fonte de gordura
protegida. Todos os animais foram submetidos a ultrassonografia transretal para a
avaliagdo da quantidade e do diametro folicular imediatamente antes da aspiracao
folicular por video laparoscopia, os odécitos obtidos foram maturados in vitro e avaliados
guanto a sua capacidade de maturacao, para a uma melhor avaliagdo da resposta dos
animais a dieta e ao procedimento de aspiracdo folicular foi coletada amostras de
sangue de todos os animais para avaliacdo hematologica e da bioquimica sérica. Nao
houve diferenca no escore de condi¢cdo corporal e no ganho de peso dos animais. No
exame ultrassonogréfico foi notada diferenca no didmetro dos foliculos observados
entre o primeiro (4,29 * 0,06) e o segundo (3,69 0,07) ultrassom o diametro dos
foliculos considerados aspiraveis pelo ultrassom também diminuiu do primeiro (5,05 +
0,06) para o segundo (4,71 £ 0,13) ultrassom. Notou-se uma maior média de foliculos
observados (28,4 + 4,17) e aspirados (26,8 + 4,12) e o6citos recuperados (10,9 + 1,37)
no Grupo C na. As andlises sanguineas ndo mostrou diferenca entre grupos, porém
parametros sofreram alteracdes no periodo pds operatdrio com retorno a normalidade

Nnos momentos seguintes.

Palavras-chave: gordura alimentar, LOPU, caprino



EFFECTS OF DIFFERENT DIETARY FAT SOURCES ON RESPONSES OF ANGLO
NUBIANS GOATS FOLLICULAR ASPIRATION

Abstract- To evaluate the effects of diet with protected fat (Megalac® or linseed)
associated with ovarian super-stimulation on an follicular aspiration parameters, 18
anglo-nubian goats, in perfect health, were used. The animals were divided in 3
experimental groups with 6 individuals per group, one control group, under a diet
without protected fat with an ovarian super-stimulation protocol, one group under a diet
with MEGALAC® and under an ovarian super-stimulation protocol, one group under a
diet with linseed and under an ovarian super-stimulation protocol. All the animals were
submitted to an ultrasound evaluation immediately before the laparoscopic ovum pick
up (LOPU), all the obtained oocytes were classified and in vitro maturated and evaluate
as their ability to mature, to evaluate the responses of the animals, certified health and
security of the diet and LOPU, blood samples were taken for evaluation of cell blood
count, serum biochemistry profile. During the ultrasound exams were noticed a
decrease in follicles diameter from the first(4,29 + 0,06, mm) to second(3,69+ 0,07,
mm) ultrasound, and in viable follicles diameter from the first(5,05 £ 0,06, mm) to
second (4,71 £ 0,13, mm) ultasound. Animals from the group C had more follicles
observed (28,4 = 4,17) and aspired (26,8 £ 4,12) and more oocytes recovered (10,9 *
1,37), were noticed a decrease in number of thoses parameters in all groups from
comparing the first LOPU with the second. Blood analyses did not shown any difference
between gropus, however were significant changes on the post-surgical period, with a

soon return to normality.

Keywords: Dietary fat, LOPU, caprine
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1. INTRODUCAO

Em 2009 o mundo possuia um rebanho caprino estimado de 35,5 milhdes de
cabecas, 26,2% (9,3 milhdes de cabecas) eram brasileiras, 220852 cabecas
pertenciam ao sudeste brasileiro e destas 26,8% (62.436 cabecas de caprinos) eram
paulistas, constituido basicamente por animais de alto mérito genético do tipo leiteiro
(IBGE, 2010). Entre 2001 e 2009 o rebanho caprino aumentou em 27,8% no Norte,
9,9% no Sudeste, 79,5% no Sul e 25,7% no Centro Oeste Brasileiro (ANUALPEC,
2010).

A producéo de caprinos esta intimamente relacionada a reproducéo, tanto para a
producdo de leite quanto para a producédo de carne, pois a fémea necessita gestar e
parir, para que ocorram todos os estimulos necessarios para a producao de leite. O
produto oriundo da gestacao se for fémea ira repor as fémeas descartadas tornando-se
as futuras produtoras de leite, mas se forem machos irdo dar origem aos bodes
reprodutores ou serdo destinados a engorda e abate.

Devido a caracteristica marcante de estacionalidade reprodutiva com uma
concentracdo da expressdo do comportamento reprodutivo no outono (FONSECA,
2006), pode haver uma concentragdo da oferta dos produtos, consequentemente
abaixando o valor durante os periodos de alta oferta, justamente quando se aumenta o
custo de producdo. Neste contexto, as biotécnicas da reproducdo ganham destaque
por serem fortes aliadas na melhoria da eficiéncia reprodutiva e produtividade dos
rebanhos. As técnicas de controle da reproducdo em caprinos permitem uma melhor
distribuicdo da producéao de leite e carne durante o ano (TRALDI, 2006).

Em baixas latitudes, os caprinos, em auséncia de influéncias significativas ou de
inibicbes fotoperiodicas, apresentam seu desempenho reprodutivo influenciado pelos
fatores nutricionais (WALKDEN-BROWN & RESTALL, 1996). A densidade de energia
da dieta parece ser um dos principais fatores envolvidos no crescimento folicular,
ovulacdo e desenvolvimento embrionario (RIGOLON et al.,2009). Gorduras na dieta
podem influenciar positivamente a reproducdo das fémeas por melhorar a condicao

energética e pelo aumento dos precursores das sinteses dos hormdnios reprodutivos



como os esteroides (SARTORI & MOLLO, 2007), quando ricas em acidos graxos
poliinsaturados (PUFA) podem aumentar a qualidade embrionaria (HAMMICH et al.,
2011)

Em vista que a obtencdo de odcitos em caprinos € feita principalmente por
videolaparoscopia (LOPU) um procedimento minimamente invasivo e segura que
otimiza a reproducdo (CORDEIRO et al.,2014), porém de natureza cirargica e que
fontes de gorduras ricas PUFA podem ser utilizadas na dieta como coadjuvantes no
tratamento pds-operatério com o intuito de se reduzir a reagéo inflamatéria (CALDER,
2004), chegou-se a hipétese que a dieta, utilizando a semente de linhaca como fonte
de gordura rica em PUFA, aumenta o numero de foliculos aspirados por
videolaparoscopia, ao mesmo tempo que, melhora a recuperacdo no periodo poés-
operatério.

Diante do exposto o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos das dietas
alimentares utilizando fontes de gordura (Megalac® ou linhaca) sobre a resposta a

aspiracao folicular por videolaparoscopia em cabras.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. NUTRICAO E A REPRODUCAO

Os caprinos possuem trés caracteristicas marcantes: estacionalidade
reprodutiva, prolificidade e periodo de gestacdo curto. S&o poliéstricas estacionais de
dias curtos, sendo que o estimulo para a intensificacdo dos fenbmenos reprodutivos € o
decréscimo do numero de horas de luz por dia. Esse fendbmeno tende a diminuir ou a
cessar com a aproximacdo da linha do equador. De forma geral, ocorre uma
concentracao da expressdo do comportamento reprodutivo no outono. A oferta anual
de alimentos pode também restringir a atividade reprodutiva (FONSECA, 2006). Em
baixas latitudes, os caprinos, em auséncia de influéncias significativas ou de inibicbes
fotoperioddicas, apresentam seu desempenho reprodutivo influenciado pelos fatores
nutricionais (WALKDEN-BROWN & RESTALL, 1996). Na época do acasalamento, tem-
se utilizado a pratica de flushing em fémeas com éxito. A premissa basica € que uma
melhor nutricdo, especificamente uma fonte de energia, antes e durante o inicio da
estacdo de monta, aumenta a taxa de ovulacdo e, portanto, a taxa de paricdo de
cabritos (PUGH, 2006).

A utilizacdo de gorduras na dieta dos ruminantes pode trazer beneficios,
principalmente devido a alta densidade energética, superando assim as limitacdes em
situacOes de demanda alta de energia. As fontes de gordura protegida comerciais séo
os sabdes de célcio de acidos graxos saturados ou monoinsaturados (MULLER et al.,
2004). Gorduras na dieta podem influenciar positivamente a reproducdo das fémeas
por melhorar a condi¢do energética e pelo aumento dos precursores das sinteses dos
horménios reprodutivos como os esteroides (SARTORI & MOLLO, 2007).

Os acidos graxos de maior interesse nos estudos em reproducdo animal séo os
de acidos graxos de cadeia longa incluindo o acido eicosapentaenoico n-3 (EPA,20:5n-
3), 0 acido docosahexaenoico n-3 (DHA, 22:6n-3), acido araquiddnico n-6 ( AA, 20:4n-
3). Estes acidos graxos polinsaturados de cadeia longa (PUFA) séao sintetizados no
corpo através dos acidos graxos de cadeia curta n-3 a-linolénico (ALA, 18:3n-3) e 0 n-6
acido linoleico (LA, C18: 2n-6). Os ALA e LA n&o podem ser sintetizados por animais e
devem ser consumidos na dieta. Ha varias fontes alimentares de ALA e LA incluindo



linhaca e um suplemento alimentar (MEGALAC) a base de gordura protegida
(GULLIVER et al., 2012).

A densidade de energia da dieta parece ser um dos principais fatores envolvidos
no crescimento folicular, ovulacdo e desenvolvimento embrionario (RIGOLON et
al.,2009).Vacas suplementadas com gordura poli-insaturada apresentaram um maior
namero de foliculos médios maiores que vacas suplementadas com racfes sem
gordura ou com ragdes suplementadas com gordura saturada (THOMAS et al., 1997).
A suplementacao alimentar de ovelhas com gordura protegida rica em PUFA aumentou
0 numero de odcitos de melhor qualidade, aumentou a concentracdo plasmatica de
PUFA e aumentou a integridade de membrana dos odcitos apdés o congelamento
(ZERON et al., 2002). A suplementagdo alimentar com ALA, em mulheres, melhorou a
morfologia dos embrides e aumentou as concentracdes plasméaticas de estrégenos
(HAMMICH et al., 2011).

2.2. ESTIMULACAO OVARIANA

Para a colheita de odcitos in vivo, apenas foliculos antrais sdo acessiveis
(ARMSTRONG et al., 1997). Fisiologicamente, os foliculos antrais crescem em padrao
de ondas nos caprinos. Ha até quatro ondas por ciclo, entretanto, demonstra-se uma
grande variacdo entre os ciclos. Cada onda é precedida por um aumento abrupto das
concentracOes de FSH. Apds o comeco da onda um, dois ou trés foliculos continuam a
crescer até atingir o diametro igual ou maior que 5 mm. Os demais foliculos, médios (4-
5mm) e pequenos (2-4mm), entram em atresia. Os maiores foliculos podem ovular ou
até mesmo entrarem em atresia e, entdo, uma nova onda folicular emerge com
intervalo entre ondas de aproximadamente de 5 dias (3-7 dias; MENCHACA et al.,
2010).

Doadoras de odcitos ndo precisam ser submetidas a um tratamento hormonal e
neste caso, trabalha-se sobre uma populacdo folicular aleatéria e eventualmente
pequena. Entretanto, as doadoras podem ser sincronizadas com progestagenos, e
estimuladas com gonadotrofinas, com o objetivo de trabalhar sobre uma maior
populacdo folicular (AISEN et al., 2008). Uma forma simples e eficiente de se

sincronizar a onda de crescimento folicular € se aproveitando da primeira onda de



crescimento folicular do ciclo estral, a que surge imediatamente apés a ovulacéo (Dia O
do ciclo estral). Logo apds a ovulacéo existe uma auséncia de foliculos grandes e uma
guantidade homogénea de pequenos foliculos comecam a crescer em todas as
fémeas. Para se sincronizar a ovulagéo e o crescimento da primeira onda tém se usado
um protocolo curto, baseado em um implante de progestageno por 5-7 dias associado
a PGF4 e eCG na retirada do implante de progesterona. Para garantir a ovulacao pode
se administrar uma dose de GnRH 36 horas apds a retirada do implante. A
superestimulacao € feita de 72 a 84 horas apés a retirada do implante de progesterona
administrando-se FSH de 6 a 8 doses decrescentes e duas meias doses de PGF,, sdo
aplicadas juntamente com as duas ultimas doses de FSH (MENCHACA et al., 2010).
Protocolos com uma aplicacdo Unica de eCG associada a uma aplicacdo de FSH e
LOPU ap6s 36 horas tem demonstrado resultados satisfatorios (CORDEIRO, 2014;
AISEN et al., 2008 e TEXEIRAet al., 2012).

Devido a algumas dificuldades inerentes ao uso de progestageno, HOLTZ et al.
(2008) compararam durante a estacado de monta, o protocolo de sincronizagéo de estro
tradicional com a utilizacdo de dispositivo intravaginal impregnado com progestageno,
analogo da PGF 2a e gonadotrofina coriénica equina (eCG) com o protocolo Ovsynch
utilizando duas aplicacdes de analogo de GnRH intercalada por uma dose de PGF 2a
em cabras da raca Boer e ndo encontrou diferenca estatisticamente relevante quanto a
eficiéncia dos protocolos. RIAZ et al, (2012) durante a estacdo de monta compararam o
protocolo Ovsynch com duas doses de PGF,, com intervalo de 10 dias na indugéo de
cio em cabras da raca Beetal e Dwarf e também n&o encontraram diferenca entre

indices os reprodutivos atingidos nos dois protocolos.

2.3.ASPIRACAO FOLICULAR POR VIDEOLAPAROSCOPIA

A producéo in vitro de embrides tem o potencial de gerar maior quantidade de
filhos de fémeas excelentes que a ovulagdo mdultipla e transferéncia de embrides. A
recuperacdo de odcitos por laparoscopia, frente a lavagem uterina para recuperacéo de

embribes, permite repetir o procedimento na mesma doadora maior quantidade de



vezes, permite também produzir progénie a partir de animais de alto valor em
circunstancias que a transferéncia de embrides ndo permite, como em animais pré
puberes, senis e gestantes. A producédo in vitro de embrides pode fazer o sistema de
producdo de animais transgénicos eficiente pelo uso de zigotos oriundos de oécitos
recuperados por laparoscopia. Portanto a producdo in vitro de embrides esta bem
desenvolvida para substituir a transferéncia de embrides (AISEN et al., 2008).

Em cabras aspiracdes foliculares por laparoscopia repetidas em intervalos tao
curtos quanto uma semana ndo afetam a condi¢do corporal dos animais, a capacidade
de maturacao dos odcitos, causa aderéncias de significado irrelevante, ndo atrapalha o
desenvolvimento da gestacdo (CORDEIRO, 2014).

2.4. PARAMETROS SANGUINEOS

A intensificacdo dos sistemas de exploracdo para alcancar a rentabilidade
almejada aumentou também os riscos de ocorréncia de transtornos metabdlicos na
cabra, em funcdo de desequilibrios entre o aporte de nutrientes ao organismo, a
capacidade de metabolizacdo desses componentes e o nivel de producao alcancado
(MUNDIM et al., 2007), o que torna vulneravel quando técnicas e praticas de manejo
nao sao conduzidas de maneiras adequadas, sendo necessario o acompanhamento da
saude animal.

Os indicadores metabdlicos tém sido empregados em estudos metabdlico-
nutricionais, pois permitem estabelecer por meio de analises sanguineas de grupos
representativos de animais de um rebanho, seu grau de adequacéo nas principais vias
metabdlicas relacionadas com energia, proteinas e minerais, bem como a
funcionalidade de 6rgéos vitais (GONZALEZ & SCHEFFER, 2003). O uso rotineiro dos
indicadores metabdlicos neste sentido € uma realidade, pois permite melhor
compreensdao dos mecanismos metabdlicos mediante o uso de marcadores
bioguimicos em diferentes espécies, condi¢cdes sexuais e fases de vida dos animais
(GONZALEZ et al., 2000).



As avaliacbes hematoldgicas nos ruminantes podem ser empregadas para
analisar doencas em um animal, para avaliar grupos de animais dentro de um rebanho
ou ainda para detectar doencas ocultas e direcionar as condutas clinicas (WEISS &
PERMAN, 1992). A resposta leucocitaria em ruminantes frequentemente difere das
observadas em outras espécies (COLE et al., 1997; TAYLOR, 2000), o que pode ser
atribuido ao fato desses animais possuirem um compartimento de reserva leucocitaria
limitado na medula 6ssea, fazendo com que os neutréfilos imaturos aparecam
rapidamente, nos estados inflamatérios agudos (KANTEK & NAVARRO, 2005;
THRALL, 2007). O leucograma pode ser influenciado por diversos fatores, dentre estes
a nutricdo (OHTSUKA et al., 2005).

Em razéo da variabilidade da resposta leucocitaria as doencas nos ruminantes, a
avaliacdo dos teores de proteinas como a albumina, a globulina e o fibrinogénio,
juntamente ao leucograma, oferece melhor parametro de interpretacdo do que a
contagem de leucdcitos isoladamente (ECKERSALL & CONNER, 1988; SUTHERLAND
& WHITNEY, 1995).

A resposta de fase aguda da inflamacéo € uma resposta do organismo frente a
doencas infecciosas, procedimentos cirargicos e outras enfermidades inflamatérias
(TAKIGUCHI et al.,, 1990). Na resposta inflamatéria ocorre estimulo a producéo
hepatica de glicoproteinas denominadas proteinas de fase aguda (PFAs) (TAKIGUCHI
et al., 1990; GODSON et al., 1996). As proteinas positivas de fase aguda como
haptoglobina, proteina C-reativa, ceruloplasmina, amiloide sérica A, fibrinogénio e a1-
glicoproteina &cida, tem a concentragdo sérica aumentada em resposta a inflamacao.
As proteinas de fase aguda negativas tém suas concentracdes séricas diminuidas em
resposta a inflamacéao sendo exemplo dessas a albumina e a transferrina (MURATA et
al., 2004).

Em humanos, é bem estabelecido que o trauma cirdrgico aumenta a sintese
hepatica das proteinas de fase aguda e, consequentemente, sua concentracao seérica,
podendo ser empregada no monitoramento de pacientes com doencas infecciosas
primarias ou secundarias no poés-operatorio (KENT, 1992).Em vacas e bufalas
submetidas a lapatotomia h& alteracdes no perfil de proteinas séricas detectaveis em



uma hora apds o procedimento (fibrinogénio,)e persistente até 15 dias apds o
procedimento (haptoglobina) (SAQUETTI, 2010).

Em animais de laboratorio e humanos sabe-se que o 6mega-3 tem efeito anti-
inflamatério (CALDER, 1998). A suplementacdo com 6mega-3, em humanos, pode
diminuir a concentracdo de varias proteinas de fase aguda (ERNST et al., 1991), bem
como diminuir a concentracdo sérica da proteina C-reativa (MUHAMMAD et al., 2011).
Acredita-se que a proteina C-reativa € a principal proteina de fase aguda em caes
(CONNER et al., 1988 e KENT, 1992) e uma das mais importantes na espécie equina
(NUNOKAWA et al., 1993). A nutricao enteral ou parenteral contendo 6mega-3 na sua
composicdo aparentemente preservam melhor a funcdo imune, preservando o
organismo de alguns efeitos da resposta inflamatoria, sendo entdo indicada para o
tratamento pds-operatério (CALDER, 2004).

A avaliacdo da concentracdo de proteinas de fase aguda é um importante meio
de se avaliar a saude de um animal, no entanto pouco se sabe da interacdo entre os
PUFA e as proteinas de fase aguda e suas alteracdes em procedimentos cirdrgicos em

caprinos.



3. HIPOTESE

A dieta, utilizando a semente de linhaga como fonte de gordura rica em PUFA,
aumenta o numero de foliculos aspirados por videolaparoscopia, a0 mesmo tempo que,

melhora a recuperacao no periodo pds-operatorio.

4. OBJETIVOS

4.1.0Dbjetivo geral

Avaliar os efeitos das dietas alimentares utilizando fontes de gordura (Megalac® ou

linhaca) sobre a aspiracao folicular por videolaparoscopia em cabras Anglo-nubiano.

4.2.0Objetivos especificos

Estimar a eficiéncia da aspiracdo folicular por videolaparoscopia em cabras
suplementadas com fontes de gordura rica em PUFA, aos 42 dias e 77 dias de dieta.

Inferir sobre a qualidade oocitaria por caracteristicas morfoldégicas e pela
capacidade de maturagéo in vitro nos diferentes grupos experimentais.

Examinar a condicdo folicular presente nos momentos das LOPU por
ultrassonografia sob efeito das dietas.

Determinar se os tratamentos interferem no metabolismo e na recuperacdo pos
cirirgica dos animais por meio de andlise dos parametros hematolégicos e da
bioquimica sérica.

Correlacionar as variaveis videolaparoscopicas e ultrassonogréaficas a fim de se

identificar a confiabilidade da ultrassonografia como ferramenta de avaliagao folicular.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.Local do experimento

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista, localizada na cidade de Jaboticabal (21°15'22" de
latitude S, 48°18'58" de longitude W e 595 m de altitude), durante os meses de
setembro a dezembro de 2013.

Os animais foram alojados em instalacbes do Setor de Caprinocultura, os
procedimentos cirdrgicos e as analises sanguineas realizadas no Laboratorio de Apoio
a Pesquisa do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, e as avaliacdes e cultivo
in vitro dos odcitos foram feitos no Setor de Reproducdo Animal do Departamento de

Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducao Animal desta Instituicédo.

5.2. Animais

O presente estudo foi realizado sob as nornas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) Protocolo 007244/13.

Foram utilizadas 18 cabras da raca Anglo-Nubiano, ndo lactantes, pluriparas,
clinicamente saudaveis e aptas a reproducédo, com idade entre 2 e 6 anos. Os animais
foram mantidos em baias individuais e arracoados com dietas isoenergéticas e
isoproteica. Estas foram elaboradas de acordo com as exigéncias nutricionais de
cabras adultas ndo lactantes (NRC, 2006), ajustadas na relacéo volumoso:concentrado
de 60:40, com base na matéria seca (MS). A racao foi fornecida em cochos individuais
as 07:00h e 15:00h de forma a permitir sobras (10% na MS), com disponibilidade
irrestrita de 4gua para os animais (ANEXO 1).

Durante o periodo experimental, os animais foram pesados semanalmente,
sempre antes do fornecimento da alimentacdo matinal. Realizou-se, ainda, avaliacédo
do escore de condi¢do corporal, segundo MORAND-FEHR & HERVIEUR (1999),
escala de 1 a5 com intervalo de 0,25.
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Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo as instalacdes,
manejo e dietas, com duracdo de 15 dias, de forma a estabelecer o consumo na
proporcdo de 60% de volumoso e 40% de concentrado. Neste periodo, as cabras
receberam tratamento contra endo e ectoparasitas. Em seguida, foram aleatoriamente

alocadas em grupos de acordo com as dietas experimentais.

5.3.Grupos e Tratamentos

Os animais foram divididos e alojados aleatoriamente em trés grupos
experimentais com seis animais cada, sendo:

Grupo C, com dieta alimentar utilizando 6leo de soja como fonte de gordura;

Grupo M, com dieta alimentar utilizando uma fonte de gordura protegida, sais de
célcio de acidos graxos de cadeia longa (MEGALAC®);

Grupo L, com dieta alimentar utilizando semente de linhaca como fonte de
gordura.

Todas as dietas tiveram 4% de extrato etéreo oriundo da fonte de gordura com
base na matéria seca (MS), mantendo as caracteristicas isoenergéticas e isoproteicas
entre elas (Anexo 2).

Para o controle do ciclo estral, todos os animais foram submetidos ao protocolo
Ovsynch. O tratamento hormonal teve inicio em um dia aleatério do ciclo estral, que
correspondeu ao 30° dia do manejo experimental de alimentagdo, quando foi
administrado, por via intramuscular, 4 pg de um analogo de GnRH! (acetato de
buserelina). No 37° dia de manejo, as fémeas receberam i.m. 75 ug de um analogo de
PGF2a? (cloprostenol sédico) e no 39° dia de manejo, as cabras receberam uma
segunda dose de 4ug de GnRH. ApdGs 36 horas da segunda dose de GnRH, 0s animais
foram submetidos ao protocolo de superestimulacdo ovariana, quando receberam uma

injecéo de 80mg de FSHp® juntamente com outra de 300 Ul de eCG*. As fémeas foram

! Conceptal®, MSD Satide Animal, Brasil.

2 Sincrocio® Orofino S.A, Brasil.

3 Folltropin®, MSD Saude Animal, Canada.

* Novormon®, MSD Saude Animal, Argentina.
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submetidas ao tratamento de superestimulacdo sempre 36 horas antes dos
procedimentos de aspiracao folicular por videolaparoscopia (LOPU), conforme Figura 3.

O protocolo Ovsynch foi repetido, tendo inicio no 58° dia de manejo alimentar.

FSHp FSHp
+ -
eCG eCG
6h|36h
3h 36k
[o] R 5 (=1 5
o o — ™~ 'é —_
— w5 A GnRh 5o = =
A ————
30 39 42 58 67 70

Figura 1. Esquema dos tratamentos hormonais a que as fémeas caprinas dos grupos C, M e L foram
submetidas.

5.4.Ultrassonografia ovariana

Imediatamente antes a cada cirurgia, realizou-se a avaliacdo ultrassonografica
(Modo-B) dos ovarios, sendo nominado como ultrassom 1 (US1) e ultrassom 2 (US2) o
exames realizados antes da primeira LOPU e da segunda LOPU respectivamente. Por
via transretal, utilizando-se o aparelho MyLab VET 30 (Esaote, Italia) e transdutor linear
multifrequencial de 7 a 12 MHz. As fémeas foram mantidas em posicdo quadrupedal e
a manipulacdo externa do transdutor foi feita mediante a fixacdo em uma guia de
comprimento 40 cm. ApOs remocdo das fezes do reto e deposicdo do gel sobre o
transdutor, este foi introduzido no reto com a superficie de contato posicionada
perpendicularmente a parede abdominal. Quando a bexiga urinaria foi ultrapassada e
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0s cornos uterinos localizados, o transdutor foi lentamente rotacionado para esquerda e
direita com finalidade de identificar os ovarios e suas estruturas. Avaliou-se
guantitativamente a presenca de estruturas foliculares, assim como o diametro destas
estruturas e dos ovarios. Os foliculos foram distribuidos em categorias, conforme seu
didmetro, calculado pela equacdo [D=(A+B)/2]; sendo que A representa a altura
maxima e B o didametro transversal maximo.

Os foliculos foram separados em trés categorias, foliculos da categoria 1 (= 6
mm de didmetro) em geral encontram-se em estadio final de crescimento, onde ha
possibilidade de apresentar oécitos que tenham iniciado o processo de maturacdo
(MENCHACA et al., 2010); foliculos de categoria 2 (3,1 a 5,9 mm), encontramos as
estruturas desejaveis para a aspiracdo folicular devido a maior facilidade para
realizacdo do procedimento e potencial qualidade dos o6citos obtidos (CROZET et al.,
1995), e na categoria 3 (3 mm) as estruturas mais dificeis de serem aspiradas por
(CROZET et al., 1995). Apos o exame ultrassonografico, os animais foram submetidos
ao procedimento de videolaparoscopia para aspiragao folicular. Para correlacionar os
resultados obtidos na ultrassonografia com os da LOPU criou-se os a categoria de

foliculos considerados aspiraveis pelo ultrassom (FV).

5.5.Aspiracao folicular

Imediatamente antes de cada LOPU as fémeas foram submetidas a jejum soélido
e hidrico de 36 horas, anestesiadas com associacdo de 0,05 mg/Kg/IM de cloridrato de
xilazina (Rompum® - Bayer - Brasil) e apos 10 minutos 2 mg/Kg/lV de cloridrato de
guetamina (Vetaset® - Fort Dodge - Brasil). Os animais foram intubados e mantidos em
plano superficial com isoflurano durante o procedimento (Forane® - Abbott - Brasil), na
concentragcdo média de 0.89 + 0.08 V%, mensurada com vaporizador calibrado para
esse farmaco (HB® Hospitalar — Brasil).

Apés a anestesia foi preparado o campo cirargico com tricotomia da regiao
abdominal, antissepsia cirurgica e colocacdo dos panos de campo. As fémeas foram
posicionadas em uma inclinacao de 45° de elevacdo dos membros posteriores (posicao
Trendelenburg) para melhor visualizagcdo dos 6rgdos reprodutivos, com o auxilio de um

bisturi, fez-se incisdo cutanea, 10 a 15 cm cranial ao Ubere e 5 cm a direita da linha
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meédia, para facilitar a introducédo de trocater com valvulas para insuflacdo (5 mm),
estabelecendo-se o pneumoperitdnio com CO,, utilizando pressao intrabdominal (PIA)
de 8 mmHg, e velocidade de insuflagdo de 5 L/min. Por este trocater foi introduzido o
laparoscépio conectado a uma camera e a um cabo de fibra 6tica, fornecendo luz para
o interior da cavidade, sendo a imagem visualizada no monitor; seguindo-se a
introducéo video-assistida do segundo trocater de 10 mm em posi¢cdo antimérica ao
primeiro e terceiro de 5 mm na linha média 20 cm cranial ao Ubere, endoscépio foi
transferido para o terceiro trocater obtendo-se campo visual.

Sequencialmente introduziram-se pelo primeiro e segundo trocateres as pincas
atraumaticas (Babcock) que permitiram a manipulacdo do utero, tubas e bursas
ovaricas e individualizacdo dos ovarios, que foram fixados, com este instrumento, pelo
mesovario, evitando sempre lesar qualquer estrutura. Em seguida, uma das pinc¢as foi
retirada e foi introduzido um cateter 18G adaptado para aspiragcdo acoplado a um
circuito de aspiracdo junto a uma bomba de precisdo de vacuo continuo (ajustada a
pressdao maxima de 65 mmHg), e o fluido folicular foi recuperado em um tubo de
colheita de 50mL.

Antes de iniciar a aspiracdo, o tubo e o circuito foram lavadas com meio de
coleta (PBS completo com 10UI/mL de heparina) aquecido a 36°C e aproximadamente
2 mL desse meio foram depositadas no fundo do tubo para receber os odcitos.
Previamente a aspiracdo folicular os ovarios foram examinados e o numero de
foliculos, de corpos lateos e qualquer alteragdo foram anotadas e contabilizadas. Em
seguida, a agulha de aspiracado foi introduzida na cavidade préxima ao local onde se
encontra o ovario. A puncao foi realizada movimentando-se os ovarios em diferentes
posicbes com a pinca de manipulacdo atraumatica. A agulha foi inicialmente colocada
em posicao paralela a superficie ovariana, o que permite as perfuracdes dos foliculos
nas suas extremidades e na impossibilidade, a puncéo foi feita perpendicularmente. A
taxa de recuperacdo oocitaria foi obtida através da relacdo de numero de odcitos
colhidos/nimero de foliculos puncionados.

Apébs a recuperacdo, o ovario foi lavado com solucéo fisioldgica para diminuir

possiveis aderéncias. O mesmo procedimento foi realizado nos dois ovarios. Ao final
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da videolaparoscopia, 0 CO; foi retirado da cavidade abdominal e as incisGes cirargicas
da musculatura e da pele foram suturadas com fios de Nylon O.

Ao redor das feridas cirurgicas foi utilizado spray repelente/cicatrizante. Na
intervengdo subsequente, as incisdes foram feitas lateralmente a um centimetro, cranial
ou caudal a incisdo anterior. Apos serem retiradas da maca cirdrgica as fémeas foram
colocadas em local limpo e tranquilo e observadas até o seu completo
restabelecimento. Os animais receberam uma aplicacdo de antibiético (Penfort PPU®)
intramuscular logo ap6s o término do procedimento cirdrgico e Tramadol intramuscular

12 horas ap6s o término do procedimento cirdrgico.

5.6.Avaliacdo oocitaria e maturacdo in vitro

Em laboratorio, o liquido aspirado foi cuidadosamente depositado em placas de
Petri e levado a observacdo em estereomicroscopio em aumento maximo de 40X. Uma
vez localizados, os odcitos foram transferidos para outra placa contendo 300 a 500 uL
de meio de lavagem e entdo classificados de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas, seguindo a metodologia de GONCALVES et al. (2008), em Grau |
(ooplasma homogéneo, cumulus compacto, contendo mais de trés camadas de
células), Grau Il (ooplasma homogéneo, cumulus compacto parcialmente presente em
volta do odcito ou rodeando completamente o oécito, com menos de trés camadas
celulares), Grau Il (ooplasma homogéneo, cumulus presente, com apenas uma
camada de célula ou auséncia de camada de célula do cumulus - desnudos) e Grau IV
(ooplasma com vacuolos e ou células do cumulus em regressao) considerados odcitos
invidveis (Ol).

Os odcitos de Grau I, Il e lll foram considerados viaveis (OV) e passados em
trés gotas de 100 a 200 yL de meio de lavagem (Anexo 3) e levados para cultivo em
placas contendo gotas de 100 uL de meio de maturacdo (Anexo 4) sob 6leo mineral,
onde permaneceram durante 27 horas, em estufa a 38,5°C, com 5,0% de CO2 em ar e
atmosfera umida.

Apoés o periodo de maturacdo, os odcitos foram transferidos para placas com

gotas de 70uL de PBS e agitados com o uso de uma micropipeta automatica até que os
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odcitos ficassem desnudos, e entdo, colocados em uma placa onde foram depositados
0s odcitos fixados por 5 min com formamida a 4% em PBS, permeabilizados com Triton
a 1% em PBS por 10 min. Posteriormente, foram corados com glicerol incluido com
corante Hoechst 33342, fixados entre lamina e laminula, vedados com esmalte, e
levados ao microscopio de epifluorescéncia, apdés o tempo minimo de 24 horas, para
observacédo do estadio de maturacdo nuclear.

Os od6citos examinados foram classificados da seguinte forma (WANG et
al.,1998): (1) odcitos maturados, onde é possivel observar a formacado de um eixo em
metafase com extrusdo do primeiro corpusculo polar; e (2) odcitos imaturos, nos quais

a placa metafésica nao foi observada.

5.7.Avaliagdes Sanguineas

Com o intuito de se acompanhar a salde dos animais e as alteracbes
metabdlicas (hematoldgicas e bioquimica sérica) ocorridas devido a mudanca de dieta
e a submissdo ao procedimento de LOPU foram coletadas amostra de sangue das
cabras em 18 momentos.

As colheitas de sangue foram realizadas em diversos momentos, porém sempre
antes do fornecimento da dieta, conforme a Figura 4, logo no inicio da adaptacéo, ao
final da adaptacdo de 15 dias e inicio do periodo experimental, aos 7 dias de inicio do
periodo experimental, aos 14 dias de inicio do periodo experimental, aos 21 dias de
inicio do periodo experimental, aos 30 dias de inicio do periodo experimental e
imediatamente antes do inicio do protocolo Ovsynch, imediatamente antes de cada
LOPU e 24 horas, 72 horas, 5 dias e 7 dias subsequentes a cada LOPU, entre a
primeira e a segunda LOPU foram coletadas mais duas amostras de sangue, aos 16 e
23 dias apos a primeira LOPU.
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Figura 2. Esquema de coleta de sangue, as setas indicam o momento da coleta de sangue.

Para facilitar a compreensdo dos dados os momentos foram agrupados em 6
periodos, sendo: Periodo 0 (momento de coleta no inicio da fase de adaptacao);
Periodo 1 (contendo os momentos de coleta de DO a D21 — antes do inicio do protocolo
Ovsynch); Periodo 2 ( contendo os momentos de coleta de D30 a D42 — do Inicio do
protocolo Ovsynch até a coleta imediatamente antes da primeira LOPU); Periodo 3
(contendo os momentos subsequentes a primeira LOPU, de D43 a D49); Periodo 4 (
contendo os momentos de D58 a D70- do inicio do segundo Ovsynch até o momento
imediatamente antes da segunda LOPU) e Periodo 5 ( contendo os momentos
subsequentes a segunda LOPU).

As amostras de sangue foram obtidas por venopuncéo jugular, ap0s antissepsia
local com &lcool iodado, utilizando-se tubos de plastico siliconizados® a vacuo,
anticoagulante fluoretado, para a avaliacdo da glicemia, em tubos de plastico
siliconizados sem anticoagulante® para as anélises bioquimicas do soro sanguineo e
para as andlises hormonais e em tubos de plasticos com edta® para as anlises
hematoldgicas. Todas as amostras foram processadas de acordo com THRALL (2007),
obtendo-se aliquotas de 2 mL que foram armazenadas em tubos tipo Eppendorf,
previamente identificados, a temperatura de -18°C até o momento das anélises.

Foram avaliadas as concentracdes séricas proteinas totais (método do biureto),
albumina (método do verde de bromocresol), uréia (método de urease), creatinina

(método de Basques-Lustosa), aspartato aminotransferase (método cinético-UV),

®> BD Vacutainer, Becton Dickinson Ind. Cirlrgicas Ltda., Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil
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fosfatase alcalina (método de Roy modificado), gamaglutamiltransferase (método de
Szaz modificado) colesterol (método Enzimatico-Trinder), triglicérides (método
colorimétrico, reacao de Trinder) e glicose (método enzimatico de PAP).

Os testes foram realizados utilizando-se conjuntos de reagentes de uso
comercial’. As leituras dos parametros bioquimicos foram realizadas em
espectrofotdmetro’ automatico, com comprimentos de onda especificos para cada
constituinte.

De cada amostra de sangue venoso coletada com o anticoagulante foram
realizadas as contagens de heméacias e de leucdcitos, os teores de hemoglobina e os
valores para o Hematécrito (HCT), o volume globular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) em aparelho automético, para a mensuracdo da concentracdo plasmatica de

fibrinogénio foram seguidas as recomendacdes de TRALL (2007).

5.8.ANALISE DOS DADOS

Apés a confirmacdo da homocedasticidade e normalidade dos dados foi feita a
analise de variancia (ANOVA) em parcelas subdivididas no tempo (split-plot), as
comparacoes das meédias dos pares foi feita usando o teste de Tukey, com valor de
p<0,05 e as correlagbes dos dados por meio do teste de correlacdo de Pearson sendo

consideradas significantes com p< 0,05. Utilizou-se o software R (R Core Team, 2014).

® Labtest Diagndstica, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
’ Labmax plenno, Labtest, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.Desempenho dos animais

N&o houve diferenca do valor médio de ganho de peso diario (GPD) entre os
grupos do inicio do periodo experimental ao 70° dia de experimento, sendo de 50 + 509
para C, 50 £ 50g para L e 80 + 80g para M, tampouco das medidas de escore corporal
dos animais entre os tratamentos sendo estes 2,66 + 0,63; 2,44 + 0,62 e 2,94 = 0,60

para C, L e M respectivamente.

6.2.Ultrassonografia

Os resultados obtidos durante o ultrassom realizado imediatamente antes de
cada LOPU estéao resumidos em efeitos principais (Tabela 1), pois ndo houve interagéo
entre os fatores.

N&o houve diferenca entre tratamentos para o numero e didmetro de foliculos
observados (FO), foliculos considerados aspiraveis pelo ultrassom (FV) e foliculos de
categorias C1, C2 e C3.

Entre o primeiro (US1) e o segundo ultrassom (US2) n&o houve diferenca entre
o numero de FO, C2 e C3, o0 mesmo ocorreu com o didmetro de C1. O nimero de FV e

C1 foi maior no US1,assim como o diametro de FO, FV, C2 e C3.
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Tabela 1 Média e erro padrao da média do numero (n°) e do diametro (mm) do total de
foliculos observados (FO), de foliculos considerados aspiraveis pelo ultrassom (FV), de
foliculos da categoria 1 (C1; =2 6 mm de didmetro), 2 (C2; entre 3,1 e 5,9mm) e 3 (C3;
<3 mm) encontrados nas cabras da raga Anglo Nubiano submetidas a dieta com 6leo
de soja (C), dieta com Linhaca (L) e dieta com Megalac® (M), durante o ultrassom 1

(US1) e ultrassom 2 (US2), realizados imediatamente antes de cada LOPU

C L M US1 uS2
n° 235+3,06 175+142 20,0+248 21,8+1,64 18,8 + 2,23
RO mm 4,06+0,08 3,88+0,09 404+0,09 429+0,06A 3,69+0,07B
n° 172+261 121+132 151+185 173+x139A 123+1,74B
i mm  491+0,08 4,96+0,16 4,75+0,17 5,05*0,06A 4,71+0,13B
c1 n° 433+0,39 325+0,15 458+0,40 511+0,27A 3,00+0,28B
mm 592+0,14 581+0,15 591+0,15 590+0,11 5,87 +0,13
n° 129+268 8,93+120 10,5+2,21 122+1,14 9,28 +1,46
2 mm 4,12+0,04 4,11+0,04 4,02+0,05 4,23+0,03A 391+0,04B
n° 6,17+1,00 550+0,88 5,00+0,95 4,67+0,69 6,44 + 0,78
= mm 250+0,05 237+0,05 247+006 261+005A 234+0,04B

Letras diferentes na mesma linha denotam diferenca significativa para o teste de Tukey (p<0,05).

6.3.Aspiracéao Folicular

Os resultados das variaveis observadas durante cada LOPU estdo resumidas
pelos efeitos principais (Tabela 2), pois ndo houve interacdo entre tratamentos e
momentos.

Entre os grupos experimentais ndo houve diferenca entre TXR e CLO, porém
FOBS, FASP e TO foram maiores em C e menor em L.

Entre a primeira e a segunda LOPU nao foi notada diferenca em TO e CLO. Os
valores de FOBS e FASP foram maiores na primeira LOPU, mas TXR foi maior na
segunda LOPU. PIERSON et al. (2004) afirma que a técnica é viavel durante o ano
todo, porém por se tratar de animais sazonais, a época do ano (Setembro a Dezembro)
em que foi realizada o experimento pode ter interferido nesses resultados, todo cuidado
para se evitar essa interferéncia foi tomada, os animais foram mantidos em local com
pouca influéncia desse fator e em condi¢des de escore corporal adequado em que as

necessidades de mantenca foram atendidas, provadas pelo gpd dos animais.
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Foi notdrio o aumento da TXR, porém se mantendo dentro dos parametros
relatados na literatura MORTOM et al. (2005) e SOUZA-FABJAM et al. (2014), contudo
isso pode ter contribuido para o fato do nimero de odcitos obtidos nao ter diminuido.

O total de FOBS e FASP foi semelhante ao de GIBBONS et al.(2007), COX et
al.(2007), BALDASSARRE et al. (2007), ABDULLAH et al.(2008) e CORDEIRO et al.
(2014), e superior a PIERSON et al.(2004). Fatores como racga e época do ano podem
interferir nos resultados da LOPU, nenhum desses autores utilizou a raca Anglo-
nubiano e poucos mencionam a época do ano em que foi realizado o experimento,
porém o que mais diferencia este trabalho dos demais além do fato de se tratar de um
trabalho envolvendo diferentes fontes de gordura alimentar é o tratamento hormonal
qgue nao utilizou progestagenos, segundo BERLINGUER et al.(2007), o uso desses
progestagenos pode prejudicar a taxa de recuperacdo e a competéncia oocitaria sem,
no entanto, afetar a dindmica folicular, isso poderia ajudar a explicar a boa taxa de
maturacdo obtida neste estudo, porém € necessario um experimento comparativo nas
mesmas condi¢cdes deste experimento utilizando os dois tipos de protocolos hormonais.

Os maiores valores para FOBS, FASP, TO, G3 e OV foram encontrados em no
grupo C, a energia nao variou entre as dietas e estas afetaram de forma semelhante o
metabolismo dos animais, 0 que pode ter mudado foi a composi¢cdo de acidos graxos
da dieta bem como a forma como esses acidos graxos foram biohidrogenados no
ramen (BERCHIELLI et al., 2011), porém estes dados ndo estdo contemplados neste
trabalho. ROSSI (2013) trabalhando com vacas das racas Nelore e Holandesa,
suplementando com torta de linhaca e Megalac® notou aumento do nimero de foliculos

recrutados, porém sem aumentar o niumero de odécitos de boa qualidade.
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Tabela 2. Média e erro padrdo da média de foliculos observados (FOBS), foliculos
aspirados (FASP), odcitos obtidos (TO), taxa média de odcitos recuperados (TXR),
corpos luteos observados (CLO) obtidos durante o procedimento de LOPU nas cabras
da raca Anglo-Nubiano submetidas a dieta com 6leo de soja (C), dieta com Linhaca (L)
e dieta com megalac (M), e entre a primeira (L1) e a segunda (L2) LOPU

FOBS FASP TO TXR CLO

C 28,4+417A 268+4,12A 109+137A 43,9%+4,15 1,42 +£ 0,40
L 155+2,08B 143+189B 592+108B 449+7091 2,50+0,48
M 189+183AB 164+159AB 6,91+0,83B 43,2+ 5,02 1,67 +0,43
L1 24,7+301A 22,4 +294 A 756+093 358+305B 1,72+0,40
L2 17,2+190B 16,0+1,91B 835+1,15 52,7+535A 2,00+0,33

Letras diferentes na mesma linha denotam diferenca significativa para o teste de Tukey (p<0,05).

6.4.Avaliacdo oocitaria e maturacao in vitro

Os resultados obtidos da avaliacdo morfolégica dos odcitos e a taxa de
maturacéo nuclear, estdo resumidos pelos efeitos principais (Tabela 3), pois ndo houve
interacao entre os fatores, nimero total de od6citos Gl, nimero total de odcitos Gll (Gll),
numero total de odcitos Glll (GlIl), numero total de odcitos inviaveis (Ol) e a taxa de
maturacéo nuclear (TXM).

Entre os grupos experimentais ndo houve diferenca em G1, G2, Ol e TXM, G3 e
OV foi maior em C e menor em L. Entre as LOPUs houve diferenca apenas em G2,
sendo o maior valor obtido na primeira LOPU. A técnica usada no presente trabalho
estad de acordo com RODRIGUEZ et al.(2004), com TEIXEIRA et al. (2012), PADILHA
et al. (2014) e CORDEIRO et al (2014), e os resultados corroboram com SOUZA-
FABJAM et al.(2014).

A qualidade oocitaria é o principal fator que leva os embriées produzidos in vitro
a chegarem ao estagio de blastocisto (PARAMIO et al., 2010). O aumento do diametro
folicular melhora a qualidade oocitaria e consequentemente o desenvolvimento
embrionario, odcitos oriundos de foliculos em crescimento sdo mais competentes que
odcitos obtidos de foliculos dominantes (MERMILLOD et a., 2008).
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Tabela 3. Média e erro padrdo da média do Numero total de odcitos Gl (G1), total de
odcitos Gll (G2), total de odcitos Glll (G3), total de odcitos viaveis (OV), total de
odocitos inviaveis (Ol) e a taxa de maturagdo nuclear dos o6citos (TXM), obtidos durante
o procedimento de LOPU (L) nas cabras da raca Anglo-Nubiano submetidas a dieta
com Oleo de soja (C), dieta com Linhaca (L) e dieta com megalac (M), e entre a
primeira (1) e a segunda (2) LOPU

Gl G2 G3 ov Ol
TXM
(n=8) (n=49) (n=190) (n=247) (n=31)
0,25+0,18 1,92+ 0,79 775+ 128 A 9,92+ 1,28A 1,08 + 0,43
C 89,2+ 4,24
(n=3) (n=23) (n=62) (n=93) (n=13)
0,17+0,11 1,33+ 0,62 3,83+£0,91B 508+1,07B 0,83+ 0,27
L 85,4 + 4,66
(n=2) (n=16) (n=23) (n=61) (n=10)
0,27 £0,13 0,91 £ 0,30 491+084AB 558+090AB 0,67 +0,33
M 86,7 £ 4,45
(n=3) (n=10) (n=31) (n=67) (n=8)
0,33+£0,14 2,11+0,62A 4,56 + 0,73 7,00 £ 0,95 0,50 £ 0,22
86,9 £ 3,98
(n=6) (n=38) (n=82) (n=126) (n=9)
0,12+0,08 0,65+0,22B 6,35+ 0,99 6,72 £ 1,09 1,22+ 0,32
87,3+3,19
(n=2) (n=11) (n=108) (n=121) (n=22)

Letras diferentes na mesma linha denotam diferenca significativa para o teste de Tukey (p<0,05).

VIANA et al. (2004) repetiram as LOPU 2 vezes por semana sem afetar a
gualidade oocitaria, PADILHA et al. (2014), utilizando a mesma técnica do presente
trabalho, aspiraram 6 ovelhas por 9 semanas consecutivas e ndo notaram diferenca
entre as secdes tanto para quantidade quanto para a qualidade oocitaria. CORDEIRO
et al. (2014) aspirou cabras adultas e pré puberes 6 semanas consecutivas e notou
declinio no niumero e na qualidade dos odcitos obtidos.

6.5. Correlacdes entre os achados da Ultrassonografia e da Videolaparoscopia

para aspiracgéo folicular.

Os resultados do teste de correlacdo de Pearson entre as variaveis TFO, FV C1,
C2, C3 e FOBS, FASP, TO, G1, G2, G3 e OV estéo resumidos na Tabela 4.

Houve alta correlacdo entre FO e FOBS, FASP, TO G3 e OV; FV e FOBS,
FASP, TO, G3 e OV; C1 com G1 e C2 com FOBS, FASP e TO. Houve correlacéo
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negativa de C3 com G1 e G2. Segundo CROZET et al. (1995) e GIBBONS et al.
(2007) a taxa de recuperacao de oocitos de boa qualidade € maior em foliculos médios
(3,1-5 mm) e grandes (>5mm) e isso corrobora com a alta correlacdo de C1 com G1. O
presente estudo mostrou uma queda no numero e no diametro dos foliculos
observados e no numero de foliculos aspirados, mas sem afetar OV. A diminuicdo do
diametro dos foliculos aspirados pode estar correlacionada com a diminuicdo do
rendimento da técnica em experimentos mais longos. A taxa de maturacdo também
ndo foi afetada. Outros fatores inerentes a técnica como o calibre e tamanho da agulha,
a pressao de aspiracdo e o comprimento do sistema de aspiracdo poderiam afetar de
forma negativa a qualidade oocitaria, a metodologia adotada foi muito similar a de
PIERSON et al.(2004) , TEIXEIRA et al.(2012) e PADILHA et al.(2014) no entanto
esses autores conseguiram maiores TXR e maior quantidade de G1 e G2.

A melhor forma de se averiguar a viabilidade desses odcitos por meio da taxa de
prenhez dos embrides oriundos da producao in vitro, porém esses dados ndo estido

contemplados neste trabalho.

Tabela 4. Valor de R da correlacdo Pearson para o numero do total de foliculos
observados (FO), de foliculos considerados aspiraveis pelo ultrassom (FV), de foliculos
da categoria 1 (C1; = 6 mm de diametro), 2 (C2; entre 3,1 e 59mm) e 3 (C3; <3 mm), e
foliculos observados durante as LOPU (FOBS), foliculos aspirados (FASP), odcitos
obtidos (TO), total de odcitos Gl (G1), total de odcitos GllI (G2), total de odcitos Gll|
(G3) e total de odcitos viaveis (OV)encontrados nas cabras da raca Anglo Nubiano
submetidas a dieta com 6leo de soja (C), dieta com Linhaca (L) e dieta com Megalac®

(M)

FOBS FASP TO Gl G2 G3 ov
FO 0.66* 0.68* 0.66* 0.04* 0.27* 0.57* 0.61*
FV 0.69* 0.70* 0.60* 0.19* 0.36* 0.45* 0.59*
C1l 0.55* 0.53* 0.39* 0.58* 0.51* 0.13* 0.47*
C2 0.57* 0.59* 0.56* -0.06 0.20* 0.49* 0.49*
C3 0.21* 0.24* 0.38* -0.27* -0.09* 0.48* 0.26*

* denota significAncia do teste (p<0,05).
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6.5.1. AvaliacBes Sanguineas

N&o houve grandes intercorréncias e todos os parametros se mantiveram dentro
da normalidade entre os tratamentos e durante os periodos, com algumas ressalvas
durante momentos do pos-operatério (Anexo 6).

Como nao houve interagdo entre os fatores no hemograma e no perfil da
bioquimica sérica, estes foram resumidos de acordo com os efeitos principais,
tratamentos (Tabela 5) e periodos (Tabela 6, Tabela7 e Anexo 5). Para uma melhor
compreensao dos resultados obtidos das avaliagdes pré e pos-cirdrgicas, os dados
foram descritos de acordo com os momentos de coleta (Anexo 6), devido ao jejum pré
operatorio para as variaveis COL, TRIG e GLIC foram incluidos na avaliacdo os
momentos D30 e D65. Houve interacdo para a contagem de leucécitos totais e na
contagem diferencial de leucécitos segmentados, os desdobramentos da interacao
estdo contemplados na Tabela 8.

Entre os tratamentos (Tabela 5) n&do foi detectada diferenca (p>0,05), indicando
gue as fontes de gordura afetaram o metabolismo dos animais de forma semelhante,
foi utilizado na formulacdo da racdo a composicdo maxima de extrato etéreo
recomendada para a ruminantes (BERCHIELLI et al., 2011), sabe-se que a linhaca
pode inibir o consumo (FERNADES et al., 2013), porém sem afetar o ganho de peso
(ALEMU et al., 2010) corroborando com os achados do presente trabalho e em
comparacdo com as outras fontes de gordura utilizadas ndo trouxe beneficios ao
metabolismo das cabras Anglo-Nubianas.

O RBG, HGB, HCT, VCM, HCM e CHCM, néo sofreram alteragcbes e se
mantiveram dentro da normalidade, demonstrando que ndo houve interferéncia como
anemias, sangramentos severos ou parasitose.

Na analise do perfil da bioguimica sérica entre 0s periodos apenas a
concentragdo de GLOB néo variou. O periodo com maior valor das concentracdes
séricas de COL foi encontrado em P4 e P5 e em P1 o menor. Os maiores valores das
concentracfes plasmaticas de GLIC foram encontrados em P2, 3 e 4 e 0S menores em
PO e P1. Segundo LEROY et al.(2010), a lipemia (altos niveis de Colesterol e

Triglicerideos) nutricionalmente induzida pode comprometer a qualidade oocitaria e a



26

viabilidade embrionaria, isto poderia explicar o baixo nimero de odécitos G1 e G2,
porém os animais estudados apresentaram todos os parametros dentro da normalidade
(KANEKO et al.,, 2008) e em todos os tratamentos obteve-se uma boa taxa de
maturacao nuclear. A queda dos niveis de COL e TRIG com aumento de GLIC de D30
para D42 e de D65 para D70 (Anexo 6), sugerindo uma situacdo de balanco
energético negativo (GONZALES et al.,2000; GONZALEZ & SCHEFFER, 2003), devido
ao jejum gue os animais sdo submetidos antes do procedimento cirdrgico, alternativas
para se atenuar esses efeitos devem ser exploradas uma vez que alteracOes
glucogénicas afetam o recrutamento folicular (LEITELIER et al.,2008).

O periodo com o maior valor das concentracdes de PROT foi encontrado em P5
e 0 menor em PO, o maior valor de ALB ocorreu durante P4 e o menor em P1, o maior
de FB ocorreu durante P3 e o menor em PO, PROT e GLOB néo entre momentos apos
as LOPUSo, enquanto que ALB atingiu o nadir em D45 e o pico em D70 e FB
apresentou dois picos (D45 e D75). Nao foi notada diferenca para COL, porém para
TRIG houve uma queda dos teores seéricos de D30 para D45 e o nadir atingido em D73
E GLIC teve um aumento de D30 para D42 e de D65 para D70.

O periodo de maior atividade da AST foi P5 e a menor P1, o maior de CK foi PO
e 0 menor P1, a atividade de AST se mantive dentro da normalidade (SILVA et
al.,2004) enquanto que a de CK se mateve similar a situagbes de contencdo e
transporte (KANANN et al., 2000; KANNAN et al., 2007) e niveis de CK podem ser
influenciados pela quantidade de extrato etéreo da dieta (SOLAIMAN et al.,2009). AST
e CK apresentaram um aumento nas primeiras 24 horas apés as LOPUs (Anexo 6),
provavelmente devido a lesdo tecidual inerente ao procedimento, porém essa alteracao
retornou aos patamares anteriores, nos momentos subsequentes. Quando ha um
aumento concomitante de CK e AST isto indica uma les&o tecidual recente, a CK tem
meia vida curta enquanto a AST possui meia vida longa, mas ambas mostraram uma
diminuicdo dos valores apés 24 horas, indicando que ndo houve mais estimulo para a
atividade dessas enzimas (TRHALL et al.,2007; KANEKO et al,2008).

O periodo de maior atividade de ALP foi PO, a GGT apresentou maior atividade
em P4 e menor atividade em P1, 2 e 3, sempre dentro da normalidade (SILVA et

al.,2004). ALP, GGT e AST sao usadas como biomarcadores do funcionamento
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hepatico, como a atividade dessas enzimas ndo saiu da normalidade nem a a dieta e
nem a LOPU causa danos a este sistema. As maiores concentracdes séricas de
CREAT foram encontradas em P4 e P5 e as menores em PO e P1, as maiores de UUV
em PO e as menores em P3, P4 e P5.

Quanto ao comportamento das células brancas do sangue as contagens de
eosindfilos, mondcitos, baséfilos e neutréfilos bastonetes foram muito pequenas e néo
se alteraram durante o experimento, LT se comportou de forma diferente entre os
tratamentos e os periodos. As contagens de LT foram maior em C durante P5 (p<0,05)
e as contagens de NS foram maior em M durante P2 e em C durante P3, P4 e P5
(p<0,05). Notando-se uma leucocitose no Grupo C ap0s a primeira e a segunda LOPU,
enquanto que nos grupos L e M nao houve, segundo THRALL et al. (2007), em
ruminantes a leucocitose com linfocitose e neutropenia pode ocorrer devido ao stress
de contencéo, transporte e jejum. Em caprinos a leucocitose com neutrofilia e linfopenia
pode ser decorrente ao stress do transporte associado a um jejum (KANANN et al.,
2000) e em procedimentos como a enterotomia (NAZIFI et al.,2000), diferentemente do
gue ocorreu neste estudo, e os valores ficaram muito proximos aos valores basais dos
estudos de NAZIFI et al.(2000) e de KANANN et al. (2000), com excessao aos valores
de LT no Grupo C durante P5, este fato pode ser decorrente da caracteristica
minimamente invasiva da LOPU, ou ao fato do uso de um antibiotico, que né&o foi
usado por NAZIFI et al.,(2000). Nao se pode atribuir a maior valor de LT durante P5 a
uma resposta inflamatéria de maior intensidade atribuida unicamente a fonte de
gordura, pois o numero de foliculos aspirados neste grupo foi maior, tdo pouco pode se
atribuir um efeito anti-inflamatério, nas condicdes deste trabalho, a semente de linhaca,

pois as concentracdes plasmaticas de Fibrinogénio e nos teores séricos de Albumina.
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Tabela 5. Média e desvio-padrdo das contagens de hemécias (Hem, x10°/uL), teor de
hemoglobina (hgb, g/dL), Hematdécrito (HCT, %), volume corpuscular médio (VCM, fL),
hemoglobina globular média (HGM, pg), concentracdo de hemoglobina globular média
(CHGM, g/dL), contagem de leucdcitos totais (LT, x10°/uL), concentracdo séricas de
Proteinas totais (PROT g/dL), Albumina (ALB g/dL) e Globulinas (GLOB g/dL) e os
teores plasmaticos de Fibrinogénio (FB, mg/dL), Colesterol total (COL mg/dL),
Triglicerideos (TRIG mg/dL), Glicose (GLIC mg/dL), Uréia (UUV mg/dL), Creatinina
(CREAT) e a atividade das enzimas Aspartato amino transferase (AST UIl/L), Fosfatase
alcalina (ALP U/L), Creatinoquinase (CK U/L), Gama glutamil-transferase (GGT U/L),
mg/dL), de cabras da raca Anglo-Nubiana submetidas a dieta com éleo de soja (C), a
dieta com semente de Linhaca como fonte de gordura (L) e a dieta com Megalac® (M)

C L M
Hemacias 17,7 £ 0,63 16,9+ 0,91 17,8 £ 0,57
Hemoglobina 11,6 £ 0,35 11,0+ 0,48 11,4 £ 0,36
Hematdcrito 34,1+1,22 32,1+1,83 33,8+1,24
VCM 19,2+ 0,19 19,1+ 0,19 19,0+ 0,18
HCM 6,54 +£0,12 6,56 £ 0,12 6,38 £ 0,10
CHCM 34,1 +0,39 34,4+ 0,55 33,7+£0,41
Proteina Total 7,31+0,24 7,16 £ 0,26 7,34+£0,21
Albumina 2,30+0,14 2,13+0,15 2,23+0,12
Globulinas 5,01 0,20 5,00 + 0,24 5,11+ 0,20
Fibrinigénio 442 + 535 436 + 47,4 415 + 53,7
Colesterol Total 63,5+ 5,81 56,7 + 5,15 58,4 + 4,42
Triglicerideos 9,7+1,33 10,4+1,21 12,2+ 2,01
Glicose 53,8 +2,19 65,4 £ 4,10 61,1+ 3,41
Creatinina 1,41+ 0,09 1,40 £ 0,09 1,44 £ 0,09
Uréia 48,5 + 5,77 48,2 + 5,25 44,6 + 5,22
AST 66,4 + 7,87 57,2+4,93 57,8 +4,51
Fosfatase Alcalina 113 + 13,2 108 + 13,7 92,9+11,2
CK 202 +£51,7 145 + 20,2 150 + 21,3
GGT 75,1+ 2,04 74,3 +1,69 77,1+2,34

* Letras diferentes na mesma linha denotam diferenca significativa para o teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 6. Média e desvio-padréo das contagens de Hemacias (Hem, x10°%/pL), teor de
Hemoglobina (HGB, g/dL), Hematdécrito (HCT, %), Volume Corpuscular Médio (VCM,
fL), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM, pg) e concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM, g/dL) das cabras Anglo-Nubiano de acordo com os
periodos.Periodo 0 (momento de coleta no inicio da fase de adaptacdo); Periodo 1
(contendo os momentos de coleta de DO a D21 — antes do inicio do protocolo
Ovsynch); Periodo 2 ( contendo os momentos de coleta de D30 a D42 — do Inicio do
protocolo Ovsynch até a coleta imediatamente antes da primeira LOPU); Periodo 3
(contendo os momentos subsequentes a primeira LOPU, de D43 a D49); Periodo 4 (
contendo os momentos de D58 a D70- do inicio do segundo Ovsynch até o momento
imediatamente antes da segunda LOPU) e Periodo 5 ( contendo os momentos
subsequentes a segunda LOPU)

PO P1 P2 P3 P4 P5
Hemacias 171+2,75 18,1+251 18,7+3,41 169+3,26 169+3,11 175+3,04
Hemoglobina 10,7+145 115+137 119+1,72 108+1,87 11,1+171 116+1,72
Hematdcrito 319+547 344511 349x7,71 319+660 325+6,15 33,9+6,10
VCM 18,7+0,92 190+0,79 194+097 189+0,67 19,3+0,80 19,2+0,70
HCM 6,32+0,60 638+048 651+048 647049 659+048 6,60+0,41
CHCM 339+226 336+1,77 338+200 343+221 343+182 343+182
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Tabela 7.Média e desvio-padrdo das concentracdo séricas de Colesterol total (COL
mg/dL), Triglicerideos (TRIG mg/dL), Glicose (GLIC mg/dL), Proteinas totais (PROT
g/dL), Albumina (ALB g/dL), Globulinas (GLOB g/dL), Fibrinogénio (FB, mg/dL), Uréia
(UUV mg/dL), Creatinina (CREAT) e a atividade das enzimas Aspartato amino
transferase (AST UI/L), Fosfatase alcalina (ALP U/L), Creatinoquinase (CK U/L), Gama
glutamil-transferase (GGT U/L), mg/dL), de cabras da raca Anglo-Nubiana de acordo
com os periodos.Periodo 0 (momento de coleta no inicio da fase de adaptacéo);
Periodo 1 (contendo os momentos de coleta de DO a D21 — antes do inicio do protocolo
Ovsynch); Periodo 2 ( contendo os momentos de coleta de D30 a D42 — do Inicio do
protocolo Ovsynch até a coleta imediatamente antes da primeira LOPU); Periodo 3
(contendo os momentos subsequentes a primeira LOPU, de D43 a D49); Periodo 4 (
contendo os momentos de D58 a D70- do inicio do segundo Ovsynch até o momento
imediatamente antes da segunda LOPU) e Periodo 5 ( contendo os momentos

subsequentes a segunda LOPU)

PO P1 P2 P3 P4 P5

COL 52,6 £+18,2bc  47,8+27,0c 525+198bc 595+184ab 69,7+165a  69,1+174a

TRIG 11,4 +2,68 12,1+7,02 11,8 +5,88 9,21 £5,74 12,2+891 9,28 + 5,80
GLIC 51,4+842b 533+102b 67,9+20l1a 638+147a 622+167a 59,7+11.8ab
PROT 6,96+0,95b 7,14+099ab 6,99+125b 698+089b 7,51+092ab 7,72%0,93a
ALB 2,03+036bc 185+066c 2,22+057b 210+057bc 255+034a 252+048a

GLOB 4,93 +0,83 5,29 + 0,98 4,77 + 1,09 4,88 + 0,81 4,96 + 0,86 5,20 0,82
FB 317+104c 375+222bc  361+150hbc 517+233a  396+186abc 490+ 232 ab
uuv 68,0£205a 556+268b 47,3x11,1bc 37,7+20,1c  43,6+10,6c  383zx174c
CREAT 1,05+016d 1,18+039cd 156+0,30ab 1,36+041bc 160%024a 160x0,35a
AST 64,3+249ab 489+291c 543+262bc 63,7+21,4ab 629+125abc 69,3+284a
CK 183+56,4a  124+76,7b  194+155ab 157+ 98 ab 154,2+69ab 187+ 178 ab
ALP 134+716a 968+542c 91,5+355c 965+450c 125+654ab  104%52,4bc
GGT 755+512ab 734+740b 737+808b 742+939b  789+82la 77,2+9,70ab
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Tabela 8. Média da contagem de leucécitos totais (LT, x10*/uL) e a porcentagem de,
leucécitos neutrdfilos segmentados (NS) e leucdcitos linfocitos (LINF) de acordo com
os periodos e grupos experimentais. Periodo 0 ( PO, momento de coleta no inicio da
fase de adaptacédo); Periodo 1 ( P1, contendo os momentos de coleta de DO a D21 —
antes do inicio do protocolo Ovsynch); Periodo 2 ( P2, contendo os momentos de
coleta de D30 a D42 — do Inicio do protocolo Ovsynch até a coleta imediatamente antes
da primeira LOPU); Periodo 3 ( P3, contendo os momentos subsequentes a primeira
LOPU, de D43 a D49); Periodo 4 (P4, contendo os momentos de D58 a D70- do inicio
do segundo Ovsynch até o momento imediatamente antes da segunda LOPU) e
Periodo 5 ( P5, contendo os momentos subsequentes a segunda LOPU). Grupos
experimentais, dieta com 6leo de soja (C), a dieta com semente de Linhaca como fonte
de gordura (L) e a dieta com Megalac® (M)

P G LT NS LINF
C 14,0+ 3,558B 42,3+ 9,0BC 53,2 + 8,64
0 L 155+ 3,77 A 46,7+ 11,4 A 48,2 + 11,6
M 153+ 3,71 A 45,7 + 9,9 ABC 49,0 + 10,3
C 151+3,79B 38,8 +10,7 BC 55,0+10,9
1 L 159+281A 36,799 A 53,8+12,4
M 145+2,64 A 38,1+ 10,6 BC 54,2+ 11,7
C 147+2,20B 37,2+ 9,4 BCb 56,5+ 10,9
2 L 16,3+ 3,59 A 43,9 + 14,6 Aab 51,7+ 14,2
M 17,6 +3,92 A 50,7 £ 11,0 Aa 46,5+ 11,86
C 16,3+ 4,30 AB 45,8 + 13,1 ABa 49,7 +12,9
3 L 14,4+ 3,36 A 36,0+ 12,3 Ab 59,3+12,9
M 151+ 293A 36,3+ 11,6Bb 58,5+16,4
C 13,6 + 2,75B 35,4+12,7 Ca 60,3 + 13,0
4 L 14,3+ 3,36 A 36,8+ 11,3 Ab 58,6 +11,4
M 146 £+4,00 A 49,0 + 13,3 ABb 47,2 +13,2
C 18,5+ 4,55 Aa 46,9 + 12,8 Aa 49,5 +12,1
5 L 14,1 + 4,34 Ab 36,8 +12,8 Ab 60,4 + 13,0
M 15,0 £ 3,31 Ab 39,5+11,8Bb 58,1+11,2
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7. CONCLUSOES

1. A dieta utilizando 6leo de soja como fonte de gordura na situacdo apresentada do
presente trabalho se mostrou a melhor escolha frente a semente de linhaga e ao
Megalac® e a repeticdo do procedimento diminuiu o rendimento da LOPU.

2. As dietas nao interferiram diferentemente na taxa de maturacéo.

3. Nenhumas das fontes de gordura foi capaz de influenciar o metabolismo e a
resposta inflamatéria antes e apés o procedimento cirdrgico.

4. E possivel examinar a condicdo folicular presente nos momentos das LOPU por
ultrassonografia, de grande valia no auxilio da avaliacéo folicular e acrescentando
principalmente o valor do didmetro folicular e predizendo o numero de foliculos

aspirados.
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9. ANEXOS
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Figura 3. Fotografia de cabras da raga Anglo-Nubiano no local de experimentacdo, em baias
individuais.
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Anexo 2

Detalhes da formulacdo das dietas resumidos na Tabela 1, contendo a
guantidade de cada ingrediente que compde a racédo de cada tratamento e 0s niveis de
Proteina, Energia (NDT) e Extrato etéreo. A Figura 2 exibe o aspecto visual do

concentrado de cada dieta.

Tabela 9. Quantidade de Milho, farelo de Soja, Megalac, Semente de Linhaca e 6leo de
soja e nucleo mineral para compor 100Kg de concentrado de cada Tratamento.

C L M
Milho 56 42.25 53.5
Farelo de Soja 325 27.5 33.12
Megalac 0 0 11.87
Linhaga 0 28.75
Oleo de Soja 10 0
Nucleo mineral 15 15 15
Silagem de milho 60 60 60
Composicdo da Dieta
PB (%) 12.25 12.30 12.28
NDT (%) 75.75 75.69 75.78

EE(%) 6.67 6.46 6.68




43

Figura 4. Fotografia das ragfes experimentais: (A) racdo enriquecida com 6leo de soja (grupo

C); (B) racao enriguecida com semente de linhaga como fonte de gordura protegida (grupo L); e
(C) racao enriquecida com MEGALAC como fonte de gordura protegida (grupo M).

Anexo 3

Meio de Lavagem:

9 mL solugdo TCM 199 HEPES

1mL de soro inativado de cabra em estro
20 L de piruvato

50 L de solugéo antibidtico.

Anexo 4

Meio de Maturacao:

9mL de solucdo méae TCM 199 bicarbonato
1mL soro de cabra em estro inativado
20uL de piruvato

50uL de solucao de antibiético

10 yL de FSH

100 yL de LH

10 yL de estradiol.
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Anexo 5

Médias de RBG; HGB; HCT; VCM; HCM; CHCM
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Figura 5. Média das contagens de hemacias (Hem, x10°%/uL), teor de hemoglobina (hgb,
g/dL), Hematocrito (HCT, %), volume globular médio (VGM, fL), hemoglobina globular
média (HGM, pg), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM, g/dL), de
acordo com os periodos.Periodo 0 (momento de coleta no inicio da fase de adaptacéo);
Periodo 1 (contendo os momentos de coleta de DO a D21 — antes do inicio do protocolo
Ovsynch); Periodo 2 ( contendo os momentos de coleta de D30 a D42 — do Inicio do
protocolo Ovsynch até a coleta imediatamente antes da primeira LOPU); Periodo 3
(contendo os momentos subsequentes a primeira LOPU, de D43 a D49); Periodo 4 (
contendo os momentos de D58 a D70- do inicio do segundo Ovsynch até o momento
imediatamente antes da segunda LOPU) e Periodo 5 ( contendo os momentos
subsequentes a segunda LOPU).



Médias de COL; TRIG; GLIC; PROT; ALB; GLOB
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Figura 6. Média das concentracdes séricas de Colesterol total (COL mg/dL),
Triglicerideos (TRIG mg/dL),
Albumina (ALB g/dL) e Globulinas (GLOB g/dL) e os
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Glicose (GLIC mg/dL), Proteinas totais (PROT g/dL),

teores plasmaticos de

Fibrinogénio (FB, mg/dL), de acordo com os periodos experimentais. .Periodo 0
(momento de coleta no inicio da fase de adaptacao); Periodo 1 (contendo os momentos
de coleta de DO a D21 — antes do inicio do protocolo Ovsynch); Periodo 2 ( contendo
0s momentos de coleta de D30 a D42 — do Inicio do protocolo Ovsynch até a coleta

imediatamente antes da primeira LOPU);

Periodo 3 (contendo o0s momentos

subsequentes a primeira LOPU, de D43 a D49); Periodo 4 ( contendo os momentos de
D58 a D70- do inicio do segundo Ovsynch até o momento imediatamente antes da
segunda LOPU) e Periodo 5 ( contendo os momentos subsequentes a segunda LOPU).
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Médias de AST; CK: GGT; ALP; CREAT;UUV
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Figura 7. Médias da atividade das enzimas Aspartato amino transferase (AST UI/L),
Fosfatase alcalina (ALP U/L), Creatinoquinase (CK U/L) e Gama glutamil-transferase
(GGT U/L), mg/dL) e das concentracdes seéricas de Uréia (UUV mg/dL), Creatinina
(CREAT), de acordo com os periodos experimentais. .Periodo 0 (momento de coleta no
inicio da fase de adaptacao); Periodo 1 (contendo os momentos de coleta de DO a D21
— antes do inicio do protocolo Ovsynch); Periodo 2 ( contendo os momentos de coleta
de D30 a D42 — do Inicio do protocolo Ovsynch até a coleta imediatamente antes da
primeira LOPU); Periodo 3 (contendo os momentos subsequentes a primeira LOPU, de
D43 a D49); Periodo 4 ( contendo os momentos de D58 a D70- do inicio do segundo
Ovsynch até o momento imediatamente antes da segunda LOPU) e Periodo 5 (
contendo os momentos subsequentes a segunda LOPU).
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Anexo 6

Médias de PROT [g/dL); ALB(g/dL); GLOB {g/dL) e FIBR{g/dL) nos momentos pré e pds ciriirgicos
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Figura 8. Meédia das concentracao séricas de Proteinas totais (PROT g/dL), Albumina
(ALB g/dL) e Globulinas (GLOB g/dL) e os teores plasmaticos de Fibrinogénio (FB,
mg/dL), nos momentos pré cirurgicos (42 e 70) indicadas pelas setas e nos momentos
pos cirurgicos (43, 45, 47,49, 71, 73, 75, 77)
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Médias de AST{ UI/L); CK {(UI'L) nos momentos pré cirurgicos e pods cirurgicos
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Figura 9. Médias da atividade das enzimas Aspartato amino transferase (AST UI/L),
Creatinoquinase (CK UI/L) nos momentos pré cirargicos (42 e 70) indicadas pelas setas
€ nos momentos poés cirargicos (43, 45, 47, 49, 71, 73, 75, 77).



70-

65 -

60 -

55-

49

Médias de COL ( mg/dL); TRIG { mg/dL); GLIC { mg/dL)
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Figura 10. Médias das concentracdes séricas de COL (mg/dL), TRIG (mg/dL), GLIC
(mg/dL), nos momentos de inicio do protocolo Ovsynch (30 e 65), pré cirargicos (42 e
70) indicadas pelas setas e p0s cirurgicos (43, 45, 47, 49, 71, 73, 75, 77).



Médias de LT(x1000/uL); NS(%); LINF{%) nos momentos pré cirurgicos e pos cirargicos
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Figura 11. Média da contagem de leucécitos totais (LT, x10%/uL) e a porcentagem de
leucocitos neutrofilos segmentados (NS) e leucadcitos linfocitos (LINF) nos momentos
pré cirurgicos (42 e 70) indicadas pelas setas e nos momentos pés cirurgicos (43, 45,
47,49, 71, 73, 75, 77).



