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Tabela 6 -

Médias das alturas e da massa de forragem de capim
estrela-africana (Cynodon nlemfliensis), coletadas no
periodo pré e poés-pastejo, para o Grupo Controle e

GUIASSOL. e e
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EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM SEMENTE DE GIRASSOL EM
FEMEAS BOVINAS NA PRODUCAO DE OOCITOS E EMBRIOES IN
VITRO

RESUMO- A suplementacdo com compostos ricos em acido linoleico,
dentre os quais inclui-se a semente de girassol, promove aumento na
taxa de concepgdo em fémeas bovinas. Hipotetizou-se que a
suplementacdo com semente de girassol em doadoras de odcitos
aumenta o nimero e a qualidade de odcitos, incrementa as taxas de
clivagem e determina um aumento no numero e qualidade dos
blastocistos produzidos in vitro. Assim, objetivou-se investigar o efeito de
tal suplementacdo, no niumero e qualidade de odcitos cultivados in vitro,
na taxa de clivagem e no numero e qualidade de blastocistos produzidos
in vitro. Para tanto, cinco vacas e vinte e cinco novilhas (n=30) Nelore
foram divididas em dois grupos para receberem um dos seguintes
tratamentos: 1,7 kg/dia de suplemento contendo 53% de farelo de soja
com 44% de PB e 47% de milho (Grupo Controle - Grupo C; n= 15) ou
1,7 kg/dia de suplemento contendo 40% de farelo de soja com 44% de
proteina bruta (PB) e 60% de semente de girassol (Grupo Girassol -
Grupo G; n= 15), durante 57 dias. As fémeas foram submetidas a
aspiracao folicular nos dias DO, D13, D29, D43, D56 e D77 (DO= inicio
da suplementacédo; D56= término da suplementacéo). Os odcitos foram
submetidos ao processo de producdo de embrides in vitro. Os dados
foram analisados pelo programa Mixed procedure (SAS) verséo 9.2, pelo
teste ANOVA modelo misto. Nao se observou diferenca entre os Grupos
C e G no numero de foliculos visualizados (16,85 + 1,32 vs. 16,12 +
1,48); numero de odcitos aspirados (13,80 + 1,27 vs. 13,05 + 1,25); taxa
de recuperacao (82 + 1% vs. 80 + 2%); taxa de clivagem (76,32 = 1,58%
VS. 76,78 = 2,11%); numero de embrides (10,79 + 0,94 vs. 10,08 £ 1,01);
numero de blastocistos (5,89 + 0,66 vs. 4,48 + 0,6); nUmero de embrides
Grau |l e Il (5,49 £ 0,64 vs. 4,17 + 0,57); concentracdes plasmaticas de
colesterol total (85,76 + 1,20 vs. 87,11 + 1,18 mg/dL), triglicerideos



(14,98 + 0,29 vs. 14,26 + 0,27 mg/dL); HDL (35,12 + 1,10 vs. 35,40 £ 1,0
mg/dL) e LDL (47,92 + 1,58 vs. 48,85 + 1,51 mg/dL), para os respectivos
grupos. Conclui-se que a suplementacdo com semente de girassol em
doadoras de odcitos ndo incrementou o numero e a qualidade de
oocitos, as taxas de clivagem e o numero e qualidade dos blastocistos

produzidos in vitro.

Palavras-chave: &acido linoleico, bovinos, estruturas embrionarias,

girassol, odcitos, sementes



EFFECTS OF SUPPLEMENT WITH SUNFLOWER SEED IN THE
FEMALE BOVINE OOCYTES PRODUCTION AND EMBRYOS IN
VITRO

SUMMARY- Supplementation with compounds rich in linoleic acid,
among which is included sunflower seed, promotes increase in
conception rates in cows. It was hypothesized that sunflower seed
supplementation in oocyte donors increases the number and quality of
oocytes, increases the cleavage rates and determines an increase in the
number and quality of blastocysts produced in vitro. Therefore the
objective was to investigate the effect of such supplementation, in the
number and quality of oocytes cultured in vitro on cleavage rate and in
the number and quality of in vitro produced blastocysts. Therefore, cows
five and twenty-five heifers (n = 30) Nellore were divided into two groups
to receive one of the following treatments: 1.7 kg / day supplement
containing 53% soybean meal 44% and 47% PB corn (Control Group -
Group C, n =15) or 1.7 kg / containing 40% add-on of soybean meal with
44% crude protein (CP) and 60% sunflower seed (Sunflower group -
Group C; n = 15) for 57 days. Females underwent follicular aspiration on
days DO, D13, D29, D43, D56 and D77 (DO = start of supplementation;
D56 = end of supplementation). The oocytes were subjected to in vitro
embryo production process. Data were analyzed by the Mixed procedure
(SAS) version 9.2, by ANOVA mixed model. There was no difference
between Groups C and G on the number of displayed follicles (16.85 +
1.32 vs. 16.12 + 1.48); number of aspired oocytes (13.80 + 1.27 vs.
13.05 £ 1.25); recovery rate (82 = 1% vs. 80 + 2%); cleavage rate (76.32
+ 1.58% vs. 76.78 = 2.11%); number of embryos (10.79 + 0.94 vs. 10.08
+ 1.01); number of blastocysts (5.89 + 0.66 vs. 4.48 = 0.6); embryos
number of Grade | and Il (5.49 + 0.64 vs. 4.17 + 0.57); plasma
concentrations of total cholesterol (85.76 + 1.20 vs. 87.11 + 1.18 mg / dl),



triglycerides (14.98 + 0.29 vs. 14.26 + 0.27 mg / dL); HDL (35.12 + 1.10
vs. 35.40+£1.0mg/dL) and LDL (47.92 £ 1.58 vs. 48.85 + 1.51 mg / dL),
for the respective groups. It was concluded that sunflower seed
supplementation in oocyte donors did not increase the number and
quality of oocytes, cleavage rates and the number and quality of
blastocysts produced in vitro.

Keywords: linoleic acid, cattle, embryonic structures, sunflower, oocytes,
seed
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I- INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos cresce de forma desproporcional ao
aumento da populacédo (FEDOROFF et al., 2010). O Brasil possui o segundo
maior rebanho bovino do mundo, estimado em 217.550.000 animais, sendo
80% destes destinados a producdo de carne. Estima-se que a producdo
nacional de carne bovina em 2015 tenha sido de 8.192.920 toneladas de
equivalente carcaca, proveniente do abate de 43.070.000 cabecas
(ANUALPEC, 2015). Atualmente, o Brasil apresenta uma taxa de desfrute
(nimero de animais abatidos divididos pelo numero total de animais x 100) de
20% e abate carcacas com um peso médio de 15 arrobas (ANUALPEC, 2015).
Em comparacdo, os norte-americanos desfrutam de 30% do seu rebanho e
abatem carcacas pesando 24 arrobas (ANUALPEC, 2015). Assim, o rebanho
nacional apresenta uma producéo de carne/animal abatido aquém da almejada.

Na bovinocultura de corte, a produtividade esta diretamente relacionada
a eficiéncia reprodutiva das fémeas, que devem apresentar um intervalo entre
partos de 12 meses, gerando a producao de um bezerro/matriz/ano. Em 2014,
o rebanho nacional era composto por 80.632.741 matrizes, destas 65.548.639
eram vacas e 15.084.102 novilhas com mais de 24 meses. Em 2015, estimou-
se uma producdo nacional de 47.984.262 bezerros (ANUALPEC, 2015),
caracterizando uma média nacional de 0,6 bezerro/vaca/ano, um intervalo entre
partos de aproximadamente 18 meses e uma baixa eficiéncia reprodutiva.

Para que a bovinocultura brasileira supere os indices atuais de
produtividade, além da eficiéncia reprodutiva, o melhoramento genético
necessita ser priorizado (BARUSELLI et al., 2006). O emprego de biotécnicas
gue possibilitam que fémeas bovinas geneticamente superiores se multipliquem
em maior escala favorece o incremento genético do rebanho. Neste contexto, o
Brasil se tornou lider mundial no emprego da técnica de transferéncia de

embrides em tempo fixo (TETF). A TETF, aliada a producéo in vitro (PIV) de
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embrides, constituem biotécnicas poderosas para aumentar o0s produtos
nascidos oriundos de matrizes geneticamente superiores.

O numero total de embrides produzidos no mundo (coletados in vivo e
produzidos in vitro), entre 2008 e 2012, apresentou um aumento de 5,8%. Entre
2012 e 2013, o aumento foi de 11,6%, chegando ao total de 1.275.874
embrides produzidos (Sociedade brasileira de tecnologia de embrides, 2015).
Atualmente, o Brasil consagrou-se como lider mundial na PIV de embrides
bovinos, responsavel por 70% do total de embrides gerados no mundo
(Federacgéo da agricultura e pecuéria do estado de Minas Gerais, 2013).

As matrizes zebuinas apresentam maior producdo de odcitos quando
comparadas as fémeas taurinas. Com o emprego da aspiracao folicular guiada
por ultrassonografia pelo método de “ovum pick up” (OPU) associado a
producdo in vitro (PIV), fémeas da raca Nelore se tornaram as principais
representantes do rebanho nacional de matrizes, pois rendem em meédia 30
oocitos por sessdo de OPU, podendo chegar até mais que 128 odcitos viaveis
coletados em um unico animal (PONTES et al., 2011). Com o emprego destas
biotécnicas, torna-se possivel obter entre 50 a 100 embribes/fémeas/ano.
Considerando uma taxa de concepcao de 50% ap6s a TETF, torna-se possivel
obter de 25 a 50 bezerros/vaca/ano (RHEINGANTZ, 2005), indice que supera
a eficiéncia dos métodos convencionais que associam a superovulacdo a
transferéncia de embribes (MOET), resultando em um menor custo por
prenhez. No comparativo entre as técnicas de OPU associada a PIV com o
meétodo convencional MOET (ovulacBes multiplas e transferéncia de embrides),
a OPU/PIV oferece a vantagem de reduzir o intervalo entre as coletas no
minimo em 15 dias, além de possibilitar a producao em média de oito embrides
viaveis por sessao de aspiracdo. Pela técnica de MOET, a média seria de trés
a quatro embrides viaveis por coleta (PONTES et al., 2009).

A OPU/PIV permite empregar sémen de touros de alto valor genético,
reduzindo o custo do sémen e do embrido produzido, uma vez que mais de 100

embrides podem ser originados com uma unica palheta de sémen. A PIV
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permite a escolha do sexo dos bezerros gerados pela possibilidade de
emprego do sémen sexado e permite ainda 0 uso em maior escala das fémeas
receptoras de embrides, reduzindo o custo desta categoria (RHEINGANTZ,
2005). Entretanto, deve-se salientar que o principal obstaculo para a expansao
comercial da PIV no Brasil é a obtencdo de taxas de concepcao insatisfatorias
guando se transfere embrides criopreservados (NOGUEIRA, 2008a).

A maior producédo de embrides por OPU/PIV reduz o custo por bezerro
nascido. Desta forma, estratégias que possam incrementar a producdo de
oocitos aspirados, de embrides produzidos in vitro e/ou as taxas de concepcéo
tornam-se relevantes para aumentar a eficiéncia destas biotécnicas
associadas.

Dentre os fatores que exercem influéncia na reproducdo de fémeas
bovinas, a nutricdo tem um papel reconhecidamente importante por modificar a
performance reprodutiva (SARTORI; GUARDIEIRO, 2010). Observou-se em
estudos prévios, que os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) promovem
beneficios as funcdes reprodutivas de fémeas bovinas através de mecanismos
nao relacionados a suplementacdo energética (FUNSTON, 2004; RAES et al.,
2004; STAPLES et al., 1998). Para bovinos, os AGPI da familia do 6mega 3 (n-
3) e 6 (n-6), sdo os mais importantes envolvidos na reproducdo. O acido
linoleico (AL) é abundante nos 6leos vegetais e € um dos representantes da
familia do 6mega 6 (WATHES et al., 2007). Dentre as sementes oleaginosas,
uma das fontes mais ricas em AL € a semente de 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%). Em
tal semente, os AGPI sé@o constituidos por 65% de AL e 20% de &cido graxo
insaturado oléico (CHEVA- ISARAKUL; TANGTWEEWIPAT, 1991).

Em estudos prévios realizados por este grupo (CORDEIRO et al., 2015),
observou-se que a taxa de concepcao foi aumentada em vacas Nelore

suplementadas com semente de girassol durante 22 dias a partir da
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Inseminacéo artificial em tempo fixo- IATF (47,8% vs. 66,7%), onde verificou-se
um incremento de 18,9% nas taxas de concepcao quando tal suplementacéo
foi aliada a IATF. O entendimento dos mecanismos pelos quais tal incremento
€ ocasionado torna-se de grande interesse.

O efeito dos AGPI fornecidos na dieta sobre a reprodugédo pode ser
parcialmente mediado por alteracdes na composi¢cado destes no fluido folicular e
no microambiente que cerca o complexo cumulus-odcitos durante o
desenvolvimento e maturacdo do foliculo (CHILDS et al., 2008a; FOULADI-
NASHTA et al., 2009). Além disso, relata-se que a suplementacdo com AGPI
(FERGUSON, 1991), altera o numero e o tamanho de foliculos ovarianos
(BILBY et al., 2006; LUCY et al.,, 1991; ROBINSON et al.,, 2002), além de
incrementar a qualidade oocitaria (CERRI et al., 2009b; CHILDS et al., 2008a;
KIM et al., 2001; KOJIMA et al., 1997; ZERON et al., 2002). Em relacdo aos
efeitos que os AGPI podem promover no microambiente uterino, 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 a capacidade de sintese de PGF2a no endométrio materno e/ou
maximizar o estimulo anti-luteolitico induzido pelo concepto. A utilizacao de
determinados componentes na dieta poderia promover alteragbes na
composicao lipidica endometrial, tornando-o0 menos luteolitico (MATTOS et al.,
2000). Dentre os componentes citados, encontra-se o acido linoleico.

A hip6tese do presente estudo é que a suplementacdo com semente de
girassol em doadoras de odécitos aumenta o niumero e a qualidade de odcitos,
incrementa as taxas de clivagem e determina um aumento no numero e
qualidade dos blastocistos produzidos in vitro.

No presente estudo, objetivou-se investigar o efeito da suplementacdo com
semente de girassol no numero e qualidade de odcitos cultivados in vitro, na
taxa de clivagem e no numero e qualidade de blastocistos produzidos in vitro

provenientes de fémeas Nelore.
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ll- REVISAO DE LITERATURA

2.1Caracteristicas lipidicas da semente de girassol

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

Na Tabela 1, estdo sumarizadas as principais fontes de gordura utilizadas

na alimentac&do animal e suas respectivas composicdes de acidos graxos.
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Tabela 1 — Principais fontes de gordura empregadas na alimentacdo animal e
suas respectivas composic¢des de acidos graxos

CONSTITUICAO DE ACIDOS GRAXOS (%)

C14:0 C16:0 Ci6:1 C18:0 Ci8:1 C18:2 C18:3

Fonte de gordura ito-

g Miristico Palmitico Pg\llér?(l:tg Estearico Oléico Linoleico Linolénico
Sebo 3 25 3 18 43 4 <1
Olep reciclado de 2 21 4 11 24 14 <1
cozinha
fgg{gy Booster 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 ge caroco de 1 23 1 3 18 54 1
algodao
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

! Preparacdes comerciais consideradas parcialmente inertes no ramen.
Z Também contém 14% EPA e 9% DHA.

Fonte: Staples (2009).

As gorduras de graxaria, denominadas de sebo animal e a gordura
amarela representada pelo 6leo reciclado de cozinha séo fontes de gordura
compostas principalmente de &cido oléico (~43%). As gorduras granuladas,
como Energy Booster 100, EnerG-Il e Megalac; séo gorduras secas compostas
principalmente de acido palmitico (36-50%). O éleo de canola é rico em &cido
oléico (63%). O Oleo de caroco de algodao, cartamo, girassol e soja séo ricos
em AL (54 a 78%). O acido linoleico, abreviado como C18:2, representa um AG
essencial do tipo 6mega 6.

Em geral, as sementes oleaginosas sao ricas em AGPI, mas uma das
fontes mais ricas em AL é 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;
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KARUNOJEEWA et al.,, 1989; SILVA, 1990), caracterizando-se por ter alta
relacdo de AGPI/saturados (65,3%/11,6%), possuindo cerca de 24% de
proteinas e 47% de AG em sua composi¢ao. Os AGPI sdo constituidos, quase
na sua totalidade, pelo acido linoleico e oleico, sendo que a concentracdo
desses &cidos corresponde a 90% do total dos AG presentes no Oleo de
girassol (MANDARINO, 1992). O AL constitui o AG mais abundante na
composicdo das sementes de girassol, apresentando teores préximos a4 68%
(QUEIROGA; DURAN, 2010). 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 dleo, e 4% de cinzas, além de possuir em torno de
24% de fibra em detergente neutro (FDN).

Queiroga e Duran (2010) avaliaram a composicao quimica de &cidos
graxos do Oleo de seis gendtipos de semente de girassol. De acordo com a
Tabela 2, observa-se que na semente de girassol, independente do gendtipo, o
AG mais abundante é o linoleico, procedido pelo oleico, palmitico e estearico,

respectivamente.

Tabela 2 — Variacdo da composicdo em acidos graxos do 6leo em funcao de
seis genotipos de girassol

ACIDOS GRAXOS (%)

Genobtipos Palmitico Estearico Oleico Linoleico
(16:0) (18:0) (18:1) (18:2) Outros
6,77 2,52 31,42 56,55 2,74
Toledo-2
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).
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Telles (2006) caracterizou os graos 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. O mesmo autor determinou
a composicdo de AG nas trés variedades analisadas, sendo que o AG
predominante foi o acido linoleico (64,4 a 69,7%), seguido do acido oleico (17,1
a 23,0%). Em relag&o aos acidos graxos saturados, o &cido palmitico (entre 5,8
e 6,5%) e o acido estearico (entre 4,1 e 4,4%) foram os predominantes nas trés
variedades estudadas.

Em &reas onde se faz rotacao de culturas com o girassol, observa-se um
aumento de produtividade de 10% nas lavouras de soja e entre 15 e 20% nas
de milho. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), em
2015 o Brasil plantou mais de 120 mil hectares de girassol tendo havido uma
producdo nacional de 190 mil toneladas, sendo o estado de Mato Grosso
responsavel por quase 85% do girassol produzido no pais, seguido pelo estado
de Goias, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, que juntos concentram
mais de 90% do total produzido no pais. Analisando-se a distribuicdo
geografica do rebanho de corte nacional, a regido centro-oeste concentra
31,8% do rebanho nacional e detém 31,51% do total de matrizes, havendo no
estado do Mato Grosso a maior concentracdo de matrizes do rebanho de corte
nacional. Diante deste contexto, o incremento na performance reprodutiva com
0 uso da semente de girassol demonstrada em estudos anteriores realizados
por este grupo (CORDEIRO et al., 2015) caracteriza a mesma como uma fonte

de AGPI economicamente viavel.

2.2 Producéao nacional de embriées bovinos in vitro

A PIV representa uma biotécnica que tem sido amplamente empregada
na reproducéo assistida das areas humana e animal. No ambito da producéo
animal, a técnica consiste em coletar oocitos da fémea doadora, e em seguida,

tais estruturas sdo cultivadas, fecundadas com o sémen de um determinado
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animal, e os embribes séo cultivados in vitro, sendo que apos sete dias de
cultivo sao transferidos para as fémeas receptoras (Federagéo da agricultura e
pecuaria do estado de Minas Gerais, 2013). Tal biotécnica tém sido de grande
importancia para o melhoramento genético animal e alcancou um nivel de
desenvolvimento tecnoldgico que permitiu sua aplicacdo comercial em
rebanhos bovinos (RHEINGANTZ, 2005). Atualmente, a técnica de OPU é o
método mais utilizado para obtencdo de od6citos para PIV, visando
complementar os programas convencionais de superovulacao e TE.

O numero de embribes produzidos no pais, de 2003 a 2012, passou de
50 mil para 400 mil em uma década. Os dados referentes a producdo e TE em
2013 confirmaram tendéncias de crescimento observadas anteriormente, ano
em que foi comunicada a producdo de 416.970 embrides bovinos no Brasil.
Mundialmente, o numero total de embribes produzidos (coletados in vivo e
produzidos in vitro) entre 2008 e 2012 teve um aumento de 5,8% e entre 2012
e 2013 o aumento foi de 11,6%, chegando ao total de 1.275.874 embribes
(Sociedade brasileira de tecnologia de embrides, 2015). No ano de 2015, o
Brasil aumentou sua produtividade para 450.000 embrifes bovinos através da
técnica de PIV (Sociedade brasileira de tecnologia de embrides, 2015). Na PIV
de embribes bovinos, o Brasil tornou-se lider mundial, sendo atualmente
responsavel pela producédo de 70% dos embrides produzidos no mundo.

Em 2005, houve um grande pico na producdo sul americana de
embrides coletados in vivo que foi de 150.424 embrides. Dentro do cenario sul
americano e mundial, o Brasil se destaca como o quinto maior produtor mundial
de embrides coletados in vivo, com 50.455 embrides transferiveis coletados em
2013, mesmo com uma pequena queda de 1% em relacdo a 2012. O numero
total de embrides produzidos in vivo no Brasil (66% em bovinos de corte e 34%
em bovinos de leite) corresponde a 6% do total mundial (Sociedade brasileira
de tecnologia de embrides, 2015). Com relagdo aos embrides produzidos por
OPU/PIV, a producdo de embrides in vitro encontra-se em plena ascens&o.
Desta forma, estratégias que possam incrementar a producdo de embrides in

vitro tornam-se de grande interesse.
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2.3 Efeitos dos AGPI na performance reprodutiva de fémeas bovinas

A suplementacéo lipidica em animais ruminantes & uma pratica comum
para aumentar a densidade energética da dieta, sendo bastante utilizada em
bovinos de leite, uma vez que a gordura apresenta uma quantidade 2,25 vezes
maior de contetdo energético quando comparada aos carboidratos (REDDY et
al.,, 1994; SIMAS, 1998). Entretanto, além de fornecer energia, determinados
tipos de lipidios s@o capazes de modificar alguns eventos fisiolégicos
reprodutivos especificos (FUNSTON, 2004; RAES et al., 2004).

Atualmente, muitos estudos tem enfatizado em bovinos a importancia da
inclusdo na dieta de duas familias de acidos graxos essenciais (AGE) que
estdo envolvidas na reproducdo, o 6mega 3 (n-3) tendo como principal
representante o acido linolénico (ALA) e o 6mega 6 (n-6), sendo o principal o
acido linoleico (AL). Os mesmos sdo denominados AGE, pois devem ser
obtidos a partir da dieta fornecida, uma vez que o organismo é incapaz de
produzi-los, devido a falta da enzima dessaturase apropriada (SANTOS et al.,
2008a). Em geral, as sementes oleaginosas séo ricas em AGPI, e sendo assim,
maiores quantidades de lipidios podem ser fornecidas pela adi¢cdo de gorduras
ou sementes oleaginosas na dieta.

Entretanto, a maior dificuldade para o estudo dos efeitos dos AGPI sobre
a reproducdo em bovinos é a inabilidade em predizer a disponibilidade dos
mesmos para absorcdo no intestino delgado, e sua distribuicdo pelo organismo
do animal. No fornecimento de AGPI, deve-se considerar que a atividade de
biohidrogenacdo exercida pela microbiota ruminal reduz drasticamente a
quantidade de AGPI que alcanca o intestino delgado, local de absor¢cédo dos
mesmos (SANTOS et al., 2008b). De fato, foi demonstrado em estudos que
mais de 70% do AL e mais de 85% do ALA ingerido por vacas em lactacao foi
biohidrogenado no rimen quando fornecido na forma de gordura ndo protegida
(JUCHEM et al., 2010).

Os AGPI sao capazes de modificar algumas vias especificas e

influenciar o metabolismo de alguns hormdénios esterdides e eicosandides que
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modulam Vvarios processos nos ovarios e utero, além de exercer efeitos diretos
na transcricdo de genes que codificam proteinas essenciais a reproducdo. O
efeito dos AGPI fornecidos na dieta sobre a reproducédo pode ser parcialmente
mediado por alteragcdes na composicdo desses acidos graxos no fluido folicular
€ no microambiente que cerca o complexo cumulus-odcitos durante o
desenvolvimento e maturacdo do foliculo (CHILDS et al., 2008a, FOULADI-
NASHTA et al., 2009). De maneira geral, relata-se que a inclusdo de uma dieta
suplementada com AGPI (FERGUSON, 1991), altera o0 nimero e o tamanho de
foliculos ovarianos (BILBY et al., 2006; LUCY et al., 1991; ROBINSON et al.,
2002); o tamanho do CL (BILBY et al., 2006; RAES et al., 2004); a qualidade
oocitaria (CERRI et al., 2009b; CHILDS et al., 2008a; KIM et al., 2001; KOJIMA
et al.,, 1997; ZERON et al., 2002), quantidade e qualidade de embribes
produzidos (THANGAVELU et al., 2007) e promove a diminuicdo dos sinais
luteoliticos durante o reconhecimento materno da gestacdo (MATTOS et al.,
2000). Além disso, também se observou que fémeas bovinas suplementadas
com AGPI apresentaram modificacbes na concentracdo circulante de
prostaglandina e horménios esteréides (CHILDS et al., 2008b; PETIT, 20083;
RYAN et al., 1992).

Em relacdo aos efeitos que os AGPI podem promover no microambiente
uterino, Petit e Twagiramungu (2006); Williams e Stanko (1999) e Staples et al.
(1998) sugerem que a suplementagcdo com AGPI promove um atraso na
lutedlise por inibir a sintese de PGF2a. Alguns estudos reportam a
possibilidade de controlar os eventos reprodutivos através de manipulacfes da
dieta, visto que controlando os ingredientes da dieta pode-se alterar a
composicdo lipidica do atero, tornando-o menos luteolitico (LOPES, 2009;
MATTOS et al., 2000, 2002, 2004; PETIT et al., 2004; ROBINSON et al., 2002;
STAPLES, 2009; THATCHER et al., 1997; WILKINS et al., 1996).

Além disso, a adi¢do de gordura nas dietas tem mostrado consistentes

aumentos no colesterol plasmatico e no colesterol contido no conteudo folicular
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e luteal (LAMMOGLIA et al.,1996; RYAN et al., 1992; STAPLES et al., 1998;
WILLIAMS, 1989). O colesterol serve como precursor para a sintese de
progesterona (P4) nas células ovarianas (GRUMMER; CARROLL, 1991). Os
mecanismos pelos quais a suplementacdo melhora o desempenho reprodutivo
também parecem envolver o aumento nas concentracdes de P4 circulante e na
vida util do CL (LAMMOGLIA et al., 1996; RYAN et al., 1992; WILLIAMS, 1990).
Especula-se que a suplementacdo com AGPI, aumenta a pulsatilidade do
horménio luteinizante- LH (HIGHTSHOE et al., 1991), com consequente
aumento no tamanho do foliculo pré-ovulatério e subseqiente CL formado
(RAES et al, 2004) ou diminui o metabolismo hepéatico dos hormonios
esteroides, inclusive P4 (HAWKINS et al., 1995). Outras possibilidades de acdo
dos AGPI seriam o aumento das concentracdes circulantes de colesterol,
precursor da sintese de esterdides (THOMAS et al., 1997) e/ou a inibicdo da
sintese de prostaglandina F2a (PGF2a), desta forma preservando o CL
(CHILDS et al., 2008b; PETIT; TWAGIRAMUNGU, 2006). Relata-se ainda que
0s AGPI promovam a formacédo de um CL maior, com um maior acumulo de
lipidios nas células luteais observado apO0s microscopia eletrénica. Assim,
pode-se esperar que ocorra uma maior producdo de P4 (BILBY et al., 2006).
No entanto, informacgdes adicionais sobre a influéncia da suplementacéao
da dieta com AGPI e sua interferéncia na fisiologia reprodutiva de fémeas

bovinas, ainda necessitam ser melhor compreendidas.

2.4 Efeitos da suplementacéo lipidica em o6citos e embrides

Em nivel celular, os lipidios funcionam como uma fonte de energia e sdo
componentes criticos para a estrutura fisica e funcional das células. O
conteudo e a composicéo de lipidios em odcitos e embrides podem influenciar
sua competéncia (SANTOS et al., 2008b). O status energético do animal esta
ligado & maturacdo folicular e a ovulacdo (SANTOS et al., 2008b),

considerando que a energia fornecida pela suplementacdo com gordura
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aumenta a producdo de propionato no rumen, a gliconeogénese hepética, a
producdo de insulina e o fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1-
IGF-1 (NOGUEIRA, 2008a). A glicose tem um efeito positivo sobre a secrecao
do LH (FUNSTON, 2004), aumentando a frequéncia de pulsos de LH e dessa
forma o crescimento e maturacéo folicular (MATTOS et al., 2000). A insulina e
o IGF-1 agem no foliculo dominante estimulando a esteroidogénese e a
proliferacdo das células da granulosa (ARMSTRONG et al., 2002). O aumento
das concentracbes de glicose tem um papel importante em mediar o
crescimento folicular, aumentando o diametro do foliculo pré-ovulatério e a
aguisicdo da competéncia oocitaria, o que resulta em aumento da viabilidade
embrionaria (COYNE et al., 2011).

Os AG sao utilizados como fonte de energia durante a maturacao
oocitaria e desenvolvimento embrionario inicial (FERGUSON; LEESE, 2006),
até o estadio de 8 a 16 células, periodo que em bovinos corresponde a
ativacdo do genoma do proprio embrido e inicio da sintese de transcritos (LIM
et al., 1999). Entretanto, a suplementacdo com AGPI ndo altera a composicao
de acidos graxos nos odcitos (STURMEY et al., 2009), ou das membranas
celulares (ZERON et al., 2001). Atualmente, acredita-se que os AGPI atuem
regulando o momento da retomada da maturacdo nuclear do odcito e a
expansdo das células do cumulus, eventos criticos para o desenvolvimento
oocitario e fertilizacdo (MAREI et al., 2010).

Os lipidios constituem uma importante fonte de energia durante a
maturacdo do odcito, estruturacdo celular, fertilizacdo e clivagem embrionaria.
Os AGPI sdo usados como fonte de energia pelo od6cito durante 0os processos
de maturacdo citoplasmatica e nuclear (KIM et al., 2001; STURMEY et al.,
2009), bem como durante o desenvolvimento embrionario até a implantacao.

A maior parte dos lipidios intracelulares sintetizados em odcitos e
embrides bovinos sdo os triacilglicerdis, que correspondem a 50% da massa
lipidica total em embrides produzidos in vivo. No entanto, essa proporcao pode

alcancar até 88% da massa de lipidios em embrides PIV (PEREIRA et
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al., 2008). Assim os AGPI compreendem menos de 20% do total de AG, sendo
o &cido linoleico conjugado (CLA), da familia n-6, o mais abundante deles
(SANTOS et al., 2008b). O acumulo lipidico intracitoplasmatico funciona como
um reservatorio potencial de energia para o desenvolvimento embrionario
inicial, antes da ativacdo do préprio genoma embrionario (KIM et al., 2001;
STURMEY et al., 2009; ZERON et al., 2001).

A presenca de CLA durante a maturacao in vitro (MIV) também afeta a
competéncia do odécito bovino e posterior desenvolvimento dos embrides
(LAPA et al., 2011). Da mesma forma, os efeitos positivos foram relatados na
maturacdo dos odécitos e subsequente desenvolvimento embrionario precoce
ap6s a adicdo de concentracbes apropriadas de AL no meio de
maturacdo (MAREI et al., 2009). Este cenario reflete um efeito acelerador dos
AGPI sobre eventos associados a maturacdo oocitaria, 0 que resulta em
melhor potencial de desenvolvimento e qualidade embrionarios (MAREI et al.,
2009).

Os embrides possuem uma grande necessidade por AGE (HAGGARTY
et al., 2006), o que poderia explicar a melhoria da qualidade dos embrides e o
desenvolvimento embrionario (CERRI et al., 2004; RYAN et al., 1992;
THANGAVELU et al., 2007). Childs et al. (2008a) relataram que novilhas
alimentadas com uma dieta rica em AGPI n-3 exibiu reducdo no namero de
embrides degenerados. Além disso, Thangavelu et al. (2007) observaram
embribes com maior numero de blastbmeros de vacas holandesas
suplementadas com ALA ou AL.

Relativamente, poucos trabalhos avaliaram o efeito dos AGPI na producéao
e desenvolvimento de embries produzidos in vitro (BADER et al., 2005;
CERRI et al., 2009b; CHILDS et al., 2008a; KOJIMA et al., 1997; PETIT et al.,
2008; RYAN et al., 1992; THANGAVELU et al., 2007) e alguns resultados séo
contraditorios, pois na maioria das vezes € impossivel distinguir o nivel de
impacto dos AGPI sobre os oocitos ou embrides (LEROY et al., 2010). Além
disso, se desconhece se os AGPI sdo mais importantes para o embrido em si

ou para sua implantacdo (PETIT et al., 2008), pois podem reduzir a sintese de
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PGF2a endometrial e auxiliar o embrido a produzir interferon- tau (IFNT), bem
como alterar o ambiente do oviduto e do Utero. Esses efeitos dos AGPI
contribuem para o desenvolvimento embrionario, redu¢éo na morte embrionaria
e consequente estabelecimento da prenhez (BINELLI et al., 2001; CHILDS et
al., 2008a; MATTOS et al., 2004). A maior parte dos estudos foram realizados
em bovinos leiteiros e, em raz&o das diferencas na ingestdo de matéria seca e
no nivel de producdo de leite, os resultados dessas pesquisas tornam-se

limitados nas fémeas destinadas a producéo de carne (FUNSTON, 2004).

2.5 Aplicacdo pratica da suplementacdo lipidica em programas de

producao de embrides bovinos

Em estudos prévios realizados por este grupo (CORDEIRO et al., 2015),
observou-se que a taxa de concepcdo foi aumentada em vacas Nelore
suplementadas com semente de girassol durante 22 dias a partir da IATF
(47,8% vs. 66,7%). Desta forma, verificou-se um incremento de 18,9% nas
taxas de concepc¢ao quando tal suplementacao foi aliada a IATF. Wilkins et al.
(1996) alimentaram vacas de corte com uma dieta de carogo de algodao
descascado, tratado com formol. Tal dieta era rica em AL protegido, que
escapa a biohidrogenacao ruminal. As taxas de concepg¢ao no primeiro (61 vs.
46%) e segundo (71 vs. 56%) ciclo estral foram maiores para as vacas que
receberam a dieta rica em AL.

Lopes et al. (2009) forneceram Megalac-E durante o inicio do protocolo de
sincronizacdo do estro até 28 dias apds IATF em vacas Nelore lactantes, e
observaram taxas de prenhez superiores, em relacgdo ao grupo néo
suplementado (51,2% vs. 39,6%, respectivamente). No mesmo estudo, o
Megalac-E foi fornecido a receptoras de embrides (n = 435) do final do
protocolo de sincronizagdo até 21 dias apds a TETF e verificou-se uma
diferenca de 11,9% entre 0s grupos, o que representou um aumento de 31,5%

na taxa de concepcdo nas receptoras suplementadas (49,6% vs. 37,7%).
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Esses autores verificaram que os AGPI possuem efeito pés IA ou TE,
provavelmente durante o periodo de lutedlise.

Em alguns estudos, verificou-se uma melhoria na quantidade ou qualidade
dos embribes apd6s a suplementacdo com os AGPI (FOULADI-NASHTA et
al., 2009). Em complemento, em outros estudos, observou-se uma redugao no
namero de embribes degenerados (CHILDS et al., 2008a) e melhoria na
producdo de blastocistos (FOULADI-NASHTA et al., 2007, THANGAVELU et
al., 2007). Thangavelu et al. (2007) suplementaram vacas Holandesas (n=24)
em lactacdo com dietas contendo &cidos graxos saturados (SAT; ricos em
acidos palmitico e estearico) ou linhaga inteira (FLX; ricos em acido a-
linolénico) ou sementes de girassol (SUN; ricos em AL). As vacas foram
suplementadas durante 20 dias, e ndo houve efeito da dieta sobre o namero
médio de foliculos, CL, odcitos e embrides totais, embrides transferiveis e taxa
de fertilizacdo. No entanto, a taxa de recuperacdo (numero de odcitos
recuperados apos puncdo de uma determinada quantidade de foliculos) foi
mais elevada nas vacas do grupo SUN e o namero total de blastdmeros foram
aumentados. Quando todas as categorias de embrides foram consideradas, os
embrides coletados de vacas alimentadas com SAT tinham menos blastomeros
do que os de vacas alimentadas com FLX ou SUN. No entanto, as diferencas
foram claramente evidentes na fase de blastocisto expandido, onde os
embribes de vacas alimentadas com FLX ou SUN tiveram maior nimero de
blastdmeros do que os de vacas alimentadas com SAT. Portanto, os autores
concluiram que as dietas enriquecidas com AGPI, por meio da adicdo de
linhaca ou semente de girassol, acelerou o desenvolvimento embrionario em
vacas leiteiras, obtendo embrides com um maior nimero de blastdbmeros em
comparacdo com uma dieta enriquecida com &cidos graxos saturados. O
reforco do desenvolvimento embrionario foi manifestado por aumentos
significativos nos niameros de blastbmeros além da fase de mérula.

Childs et al. (2008a) suplementou novilhas de corte mesticas com palha de
cevada ou racdo concentrada ou acido palmitico (n-3). O suplemento n-3 néo

promoveu efeitos no numero de ovulagcbes, numero total de embribes néo
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fertilizados e recuperados e nimero de embrides de boa qualidade (graus | e
II). No entanto, houve uma reducdo no numero de embrides degenerados
recuperados de novilhas na dieta com AGPI n-3. Os mesmos autores
concluem que a suplementagdo com n-3 ndo aumentou a resposta a
superovulacao e a producéo de embrides comparados aos outros tratamentos,
entretanto, promoveu uma reducdo do numero de embrides degenerados.

Varios trabalhos utilizaram o produto Megalac® como fonte de gordura
empregada na alimentacdo de bovinos. Este produto, que associa acidos
graxos ao calcio, também chamado de sais de célcio, € uma gordura granular
composta de sais de célcio de 6leo de palma, contendo &cidos graxos
saturados (palmitico e esteéarico) e insaturados (acido linoleico e &cido
linolénico). Os acidos graxos reagem com sais de calcio, unidos em forma de
sal, e sdo popularmente chamados de sabdes de calcio (ARM; HAMMER,
2006). Fouladi-Nashta et al. (2009) utilizaram vacas da raca Holandesa (n=12)
e estas receberam trés dietas contendo gordura protegida ruminal (Megalac®),
soja ou linhaca como a principal fonte de AG por trés periodos de 25 dias. O
namero de foliculos pequenos (< 4 mm), médios (4-10 mm) e grandes (>10
mm) por vaca nao diferiram entre os tratamentos. Também ndo houve
diferenca de tratamento no nimero e qualidade dos odcitos produzidos. A taxa
de clivagem foi maior (P = 0,029) para od0citos coletados de vacas
suplementadas com Megalac® comparada as outras duas dietas. No entanto, a
dieta ndo afetou o rendimento de blastocistos que se desenvolveram a partir do
namero de odcitos inseminados ou clivados e nem afetou a qualidade
embrionaria. Nao houve efeito de tratamento dietético em proporcbes de
trofectoderma ou massa celular interna (MCI) em células de blastocistos, ou a
relacdo de MCI para trofectoderma. Consequentemente, ndo houve efeito da
dieta sobre os numeros de foliculos e desenvolvimento pos-fecundacédo de
o0citos in vitro.

Em estudos anteriores de Fouladi-Nashta et al. (2007) com vacas em
lactacéo, a suplementacdo com sais de calcio de 6leo de palma incrementou o

namero de odécitos que se desenvolveram até o estadio de blastocisto. Para
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tanto, as vacas receberam uma dieta contendo gordura protegida ruminal
(Megalac®) na quantidade de 200 g/dia (grupo baixa gordura) ou 800 g/dia
(grupo alta gordura) nos dias 40 a 60 pos-parto. Os animais do grupo de baixa
gordura tiveram aumento significativo no numero de foliculos ovarianos
pequenos, médios e grandes, e, por conseguinte, mais odcitos foram
recuperados comparados ao grupo alta gordura. No entanto, ndo houve
diferenca significativa na taxa de recuperacao de odcitos entre os dois grupos.
Para o grupo alta gordura, a porcentagem de odcitos grau Il recolhidos foi mais
elevada (P = 0,08), os oo0citos recuperados tiveram uma taxa de clivagem
superior (72,0% + 2,2% vs. 66,6% + 2,1%; P = 0,076) e significativo aumento
na taxa de desenvolvimento (27,4% * 2,2% vs. 19,4% * 1,8%), na producao de
blastocisto e no numero de embrides clivados (38,0% + 2,8% vs. 29,1% + 2,5%
nos grupos alta e baixa gordura, respectivamente). No grupo de alta gordura,
observaram-se embriGes com maior namero total de células, nimero de células
trofectodérmicas e células da MCI foram maiores nesse grupo, sugerindo
blastocistos de melhor qualidade que podem melhorar o seu subsequente
desenvolvimento.

Acidos graxos néo esterificados adicionados durante a maturacdo in vitro
de odcitos bovinos teve efeitos sobre a qualidade do embrido. Marei et
al. (2009) relataram que o ALA pode aumentar a maturacdo do odcito bovino e
seu potencial de desenvolvimento, melhorando a qualidade dos
blastocistos. Acido araquidonico (AA) e A&cido eicosapentaenoico (EPA)
também melhoraram a qualidade do embrido e criotolerancia (MARQUES et
al., 2010). Vacas de leite alimentadas com sais de calcio de AL apresentaram
maiores porcentagens de embrides de alta qualidade (73,5% vs. 51,5%, P =
0,06) em relacdo aos animais que receberam sais de célcio de 6leo de palma
(CERRI et al., 2009b).

Lapa et al. (2011) demonstrou que a presenca de CLA trans-10 cis-12
durante a MIV pode melhorar a competéncia citoplasmatica de oocitos bovinos,
aumentando a taxa de blastocistos com morfologia adequada. Esse efeito

benéfico foi associado com a presenca de trans-10 cis-12 CLA e menores
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niveis de AA no perfil de AG de odcitos maturados. No entanto, a melhor
qualidade obtida a partir de blastocistos com odcitos suplementados com CLA
pode estar relacionada com alteracbes nos niveis de fatores de crescimento
presentes no citoplasma. Esses autores concluem que a presenca de CLA
durante a maturacdo interferiu no metabolismo lipidico, melhorando a
competéncia do odcito bovino e desenvolvendo embrifes de melhor qualidade.
Da mesma forma, os efeitos positivos foram relatados na maturacdo dos
oocitos e subsequente desenvolvimento embrionario precoce apos a adicao de

niveis apropriados de AL no meio de maturacdo (MAREI et al., 2009).
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lll. OBJETIVOS

O objetivo geral foi investigar o efeito da suplementacdo com semente de
girassol no numero e qualidade de odcitos cultivados in vitro, na taxa de
clivagem e no numero e qualidade de blastocistos produzidos in vitro,
provenientes de fémeas Nelore.

Desta forma tornam-se objetivos especificos avaliar o efeito da
suplementacao contendo semente de girassol no:

a) numero de foliculos visualizados;

b) nimero de odcitos aspirados;

c) taxa de recuperacédo (porcentagem do numero de odcitos aspirados / nimero
de foliculos visualizados);

d) taxa de clivagem (porcentagem dos embrides clivados / total de odcitos
cultivados);

e) numero de embrides produzidos in vitro;

f) nUmero de blastocistos produzidos in vitro;

g) namero de embrides Gl e Gll produzidos in vitro;

h) taxa de blastocistos (porcentagem de blastocisto geral (grau | + grau Il) /
total de odcitos cultivados);

i) taxa de embrides Gl e Gll (porcentagem de embrides grau | e grau Il (mérula
a blastocisto eclodido) no D7 / total de odcitos cultivados).
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IV. HIPOTESE

A hipotese do presente estudo € que a suplementacdo com semente de
girassol em doadoras de odécitos aumenta o nimero e a qualidade de odcitos,
incrementa as taxas de clivagem e determina um aumento no numero e

qualidade dos blastocistos produzidos in vitro.
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V. MATERIAL E METODOS

5.1 Local do experimento

Este estudo foi conduzido na Fazenda Experimental da Universidade do
Oeste Paulista (UNOESTE), localizada no municipio de Presidente Bernardes,
estado de S&o Paulo, Brasil. O processo de maturacdo de odQcitos in vitro
(MIV), fertilizacdo in vitro (FIV) e cultivo de embriGes in vitro foi realizada no
Laboratério Quali’'s in vitro, sediado no municipio de Presidente Prudente,
estado de Sado Paulo, Brasil. As andlises das mensuracdes plasmaticas de
lipidios foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia da Reproducédo (LFER),
da Universidade de S&o Paulo-USP, sediado na cidade de Pirassununga,
estado de S&o Paulo, Brasil. As analises bromatolégicas das forragens e
suplementos foram realizadas no Departamento de Melhoramento e Nutricdo
Animal, no Laboratério de Bromatologia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” - UNESP, na cidade de Botucatu, estado de S&o
Paulo, Brasil. Os procedimentos com os animais foram conduzidos de outubro
a dezembro de 2014. Todas as praticas envolvendo os animais foram
realizadas de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal,
aprovadas pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da UNESP de Dracena (Protocolo n°
14/2013), estado de Sao Paulo, Brasil.

5.2 Animais

Foram utilizadas 30 fémeas da raca Nelore (Bos taurus taurus), das
quais trés vacas e doze novilhas compuseram o Grupo Controle (Grupo C;

n=15) e duas vacas e treze novilhas o grupo tratado com semente de girassol
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(Grupo G; n=15). As vacas apresentavam trés a quatro anos e as novilhas vinte
e dois meses de idade. No DO (dia de inicio da suplementacdo), as fémeas
apresentaram um peso meédio + EPM de 403,8 + 20,9 kg para o Grupo C e
398,1 + 26,7 kg para o Grupo G. No D56 (dia de término da suplementacao), as
fémeas apresentaram um peso médio + EPM de 422,43 + 8,82 kg no Grupo C
e 406,67 = 10,17 kg no Grupo G. As fémeas foram avaliadas quanto ao escore
de condicado corporal (ECC), segundo Houghton et al. (1990), em uma escala
de 1 a 5, sendo 1 muito magro; 2 magro; 3 intermediario; 4 gordo e 5 muito
gordo. No DO, a média de ECC + EPM foi de 3,0 £ 0,0 para o Grupo C e 3,0 £
0,0 para o Grupo G e no D56 a média de escore + EPM foi de 3,0 + 0,05 e 2,78
+ 0,05, respectivamente para os Grupos C e G. Para a formacdo dos grupos
experimentais, as fémeas foram divididas equitativamente segundo idade,
peso, ECC e condicdo ovariana, sendo que no primeiro dia do experimento
(D0), a condicao ovariana (populacao folicular) foi avaliada de acordo com o
namero de foliculos totais existentes no ovario no momento da primeira
aspiracao (DO0), sendo que para cada 10 foliculos aspirados foram computados
uma +, 0s animais variaram de + a +++++. Durante o periodo experimental, as
fémeas foram mantidas em piquetes de pastagem de estrela africana (Cynodon
nlemflensis), delimitados em uma area de 1 hectare/cada, sob lotacéo
rotacionada com trés dias de ocupacdo. Os animais tinham &gua e

suplementacao mineral a vontade.

5.3 Sincronizacdo da onda de crescimento folicular

No periodo compreendido entre cinco e sete dias antes de cada
aspiracao folicular (D-6, D6, D20, D38, D43, D50), foram aplicadas 0,5 mg de
PGF2a (Sincrocio® - Ouro Fino) e 2 mg de benzoato de estradiol (RIC-BE-
Tecnopec), ambos por via intramuscular, com o intuito de sincronizar a

emergéncia de onda folicular de todas as fémeas.
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5.4 Tratamentos in vivo

Os animais do Grupo C (n=15) receberam 1,7 kg/animal/dia de
suplemento contendo 53% de farelo de soja e 47% de milho. Os animais do
Grupo G (n=15) receberam 1,7 kg/animal/dia de suplemento contendo 40% de
farelo de soja e 60% de semente de girassol. Os suplementos para ambos o0s
grupos foi fornecido durante 57 dias a partir do DO. O farelo de soja utilizado na
formulacdo de ambos os suplementos continha 44% de proteina bruta (PB). Os
suplementos fornecidos aos dois grupos foram igualmente balanceados em
energia e proteina, ambos com 72% de NDT e 24% de PB, porém acrescido ou
ndo com semente de girassol. Durante os dias de suplementacdo, antes do
fornecimento diario do suplemento, as sobras da refeicdo anterior eram
pesadas para mensuracdo do consumo médio diario de cada grupo ao longo
de todo o periodo de suplementagdo. O suplemento foi fornecido uma vez ao
dia, por volta das 07h00min. Os suplementos foram administrados em cochos
com espaco de 33 cm lineares/animal e os piquetes foram alternados entre os
grupos para que houvesse a eliminacdo do efeito do ambiente. Os animais de
cada grupo foram intercalados em piquetes com caracteristicas de producédo
semelhantes, permanecendo trés dias em cada piquete, com o objetivo de
reduzir ao maximo o efeito da pastagem. Os animais de ambos 0s grupos
receberam, do D29 ao D57, uma ragao comercial para bovinos (Ra¢ao Bovinos
18% (Premix Nutricdo de Resultados, Presidente Prudente, SP, Brasil), na
guantidade de 333,33 g/animal/dia, associado ao suplemento. Tal racdo foi
adicionada para que o consumo do suplemento fosse garantido. Os
procedimentos realizados durante o experimento encontram-se sumarizados na

Figura 1.
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FIGURA 1 — Representacédo esquemaética do delineamento experimental ilustrando os respectivos dias de OPU, aplicacdo de PGF2a e BE, coletas de
sangue e o periodo de suplementacdo. A OPU ocorreu em 6 momentos diferentes (DO, D13, D29, D43, D56 e D77), e em torno de 5 a 7 dias antes de
cada aspiragdo, foram aplicados 0,5 mg de PGF2a. e 2 mg de BE (D-6, D6, D20, D38, D43 e D50), para sincronizar a emergéncia de onda folicular. As
fémeas foram reavaliadas quanto ao peso e ao escore de condi¢cdo corporal nos mesmos dias em que foram realizadas as aspirac6es foliculares, e as
coletas de sangue foram realizadas no DO, D6, D13, D20, D29, D38, D43, D50, D56 e D77. No D29 houve mudanca na dieta, com inclusao da racdo

para bovinos da Premix, para ambos os grupos de tratamento.
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5.5 Aspiracéao folicular guiada por ultrassom (OPU)

De cinco a sete dias ap0s a aplicacédo de cada injecdo de PGF2a e BE
foi realizada a OPU. Imediatamente antes da aspira¢ao folicular, foi procedida a
aplicacdo de 0,1 g de lidocaina injetavel (Lidovet®, Laboratorio Bravet Ltda, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) com 5 mg de Acepromazina (Acepran 1,0%, Vetnil Ind. e
Com. de Produtos Veterinarios Ltda) no espaco intervertebral, ambos
administrados pela via peridural. Em seguida, foi realizada a avaliagdo da
populacéo folicular ovariana (contagem da populagéo folicular) com o auxilio de
um aparelho de ultrassonografia (Aloka, modelo SSD-500, Berger Distribuidora
Aloka para Brasil), com transdutor de aspiracdo folicular (Aloka, modelo 981,
Eletromed representacdes T). Todos os foliculos maiores do que 5 mm
visualizados nos ovarios foram puncionados para obtencdo dos complexos
cumulus-odcitos (COCs). Para tanto, foi utilizado um cateter (Jelco) 18G
acoplado a sonda convexa transvaginal, com bomba de succ¢ao a vacuo, 100
mmHg/min (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, SP, Brasil,
modelo BV 003), produzindo um fluxo de 15 mL/min. O conteudo folicular foi
recuperado a partir de um circuito de Teflon (WTA Watanabe Tecnologia
Aplicada Ltda, Cravinhos, SP, Brasil), de 2 mm de diametro interno e 80 cm de
comprimento, ligando a agulha a um tubo plastico de 50 mL, contendo 0,5 mL
de meio constituido de Tampédo fosfato de Dulbecco-salino (DPBS),
suplementado com 1% de soro fetal bovino- SFB (Gibco BRL) e 125 Ul de
heparina sodica/mL (Heparin®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil), com temperatura
entre 35 e 37°C. O material coletado contido no tubo foi depositado em um filtro
de coleta de embrides, com malha de 80 um (Millipore®, Bedford, MA, USA) e
lavado com DPBS. Todas as aspiracbes foram realizadas por um Unico

veterinario.
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5.6 ldentificacdo dos COCs

Os COCs recuperados no filtro foram transferidos para placas de
poliestireno 100 x 20 mm (Corning Incorporated, NY, USA), contendo DPBS
suplementado com 1% de SFB e avaliados através de microscopio
estereoscopico. Os odcitos foram classificados segundo Lonergan (1992) em
cinco grupos de qualidade, onde grau | = células do cumulus compacto
presente, contendo mais de trés camadas de células; grau Il = células do

cumulus compacto parcialmente presente em volta do o6cito ou rodeando

completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares; grau Il

células do cumulus presente, com apenas uma camada de célula; Desnudo
auséncia de camada de células do cumulus e Atrésicos = células do cumulus
em regressao celular, cumulus expandido com células escuras e em grumos, e
complexo cumulus oocitario escuro e irregular. Apos classificacdo, os odécitos
graus 1, II, lll e desnudos com citoplasma homogéneo foram lavados duas
vezes em meio de lavagem H-199, constituido por TCM-199 (Gibco BRL)
suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 20 mM de HEPES, 5 mM de
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) e 75 pug de Gentamicina/mL. Posteriormente
foram lavados uma vez em meio de maturacédo B-199, constituido de TCM-199,
suplementado com 0,2 mM de Piruvato, 25 mM de Bicarbonato de Sodio, 75 ug
de Gentamicina/mL, 0,5 ng de FSH/mL (Pluset®, Hertape Calier, Juatuba, MG,
Brasil), 100 Ul de hCG/mL (Vetecor®, Hertape Calier, Juatuba, MG, Brasil) e
10% de SFB (Gibco BRL), antes de serem transferidos para o cultivo de
maturacdo. Todos os meios de cultivo utilizados neste estudo foram produzidos
pelo Laboratério Progest® (Progest Biotecnologia em Reproducdo Animal,
Botucatu- SP, Brasil). Tal procedimento, ao longo de todo o periodo

experimental, foi realizado por um Unico médico veterinario.
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5.7 Maturacgdo in vitro dos odcitos

Os odcitos foram maturados em meio TCM-199 com sais de Earles,
glutamina e NaHCO3, suplementado com 10% de SFB, piruvato (22 pg/mL),
sulfato de amicacina (16,67 pg/ul) e 0,5 ug de FSH/mL, 50 ug de LH/mL e 1 ug
de estradiol/mL, em microgotas de 100 ul de meio de maturacdo, cobertas com
0leo mineral e levados a incubadora a 38,5 °C, com 5% de CO, em ar e com

maxima umidade, durante 22 a 24 horas.

5.8 Fertilizagéo in vitro

Ap6s o periodo de maturagdo, os oocitos foram submetidos a
fecundacdo in vitro, em microgotas de 100 pl de meio TALP suplementado com
heparina (10 pg/mL), piruvato (22 pg/mL), sulfato de amicacina (16,67 pg/ul),
BSA livre de acidos graxos (6 mg/mL) e solucédo de PHE (2 uM de penicilamina,
1 pM de hipotaurina e 0,25 pM de epinefrina). Foram utilizados dois touros
diferentes da raca Nelore (fertilidade in vitro previamente comprovada) para o
processo de fertilizacdo in vitro. As palhetas de sémen foram descongeladas
em banho-maria a 35 °C, durante 30 segundos e seu conteudo centrifugado a
1500 rpm por 8 minutos em gradiente de Percoll (45 e 90%) para obtencdo dos
espermatozoides moveis. Em seguida, foram centrifugados em meio FIV, por 3
minutos a 900 rpm, para remocdo do diluidor e do plasma seminal. A
concentracdo espermatica foi de 2 x 10° espermatozoides vivos/mL e o0s
oocitos foram transferidos para as microgotas (de 25 a 30 odlcitos/gota)
contendo o0s espermatozoides, onde permaneceram sob incubacdo em

atmosfera com 5% de CO, em ar a 38,5 °C, por um periodo de 18 a 20 horas.

5.9 Cultivo de embrides in vitro
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ApGs os processos de MIV e FIV, os provaveis zigotos tiveram as células
do cumulus removidas parcialmente, onde permaneceram poucas
monocamadas de células da granulosa; e foram cultivados in vitro em meio
SOF (“synthetic oviduct fluid”) suplementado com 0,5% de SFB (livre de acidos
graxos), piruvato (22 pg/mL) e sulfato de amicacina (16,67 pg/pl). Decorridas
72 horas pés-inseminagcdo (hpi), ou seja, no D3, foi verificada a taxa de
clivagem. Os odcitos nado clivados, ou seja, aqueles odécitos que nao foram
fertilizados e que ndo continuaram seu desenvolvimento embrionario e se
degeneraram apo6s a fertilizacdo foram retirados, e o meio de cultivo foi
renovado (feeding). Foi realizado um segundo “feeding” 144 hpi (D6). O estadio
de desenvolvimento embrionario, incluindo a classificacdo de mdérulas,
blastocistos iniciais, blastocistos, blastocistos expandidos e blastocistos
eclodidos foi avaliado de acordo com Lindner e Wright Junior (1983), nos dias
seis e sete apos a fertilizacdo. A qualidade dos embrides foi avaliada segundo
Kennedy et al. (1983). Os embrides permaneceram incubados em atmosfera
com 5% de CO, em ar, a 38,5 °C. Todos os processos de PIV de embrides,

incluindo MIV, FIV e cultivo in vitro foram realizados por uma Unica técnica.

5.10 Coleta de sangue

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia caudal mediana
no DO (dia do inicio da suplementacéo); D6, D13, D20, D29, D38, D43, D50,
D56 (ultimo dia de suplementacéo); e por fim, no D77, onde os animais nao
estavam mais sendo suplementados. O sangue foi coletado utilizando-se
agulha de calibre 21G x 1” (BD Vacutainer®, REF 360212), e foi dispensado
em um tubo de vidro de 4 ml com vacuo (Vacutainer; Labor Import, Sdo Paulo,
SP, Brasil) contendo acido etilenodiamino tetra-acético de sodio (EDTA), com
sal tripotassico de EDTA. Imediatamente apdés a coleta, o sangue foi
delicadamente homogeneizado com a solugcdo de EDTA e acondicionado em

gelo até a centrifugacédo. Posteriormente, dentro de 2 horas, foi centrifugado
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(Centrifuga Marca Centribio, modelo 80-2B), a 2500 rpm por 15 minutos, em
temperatura ambiente. Apds este procedimento, o plasma foi transferido para

microtubos e acondicionado a -20°C devidamente identificado.

5.11 Mensuracdo das concentracfes plasmaticas de colesterol total,
triglicerideos, HDL e LDL

A mensuracdo das concentracfes plasmaticas de colesterol total,
lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL)
foram feitas pelo método colorimétrico enzimatico, utilizando um kit comercial
(Randox CH3810), de acordo com o método descrito por Allain et al. (1974). A
determinacao das concentracfes plasmaticas de triglicerideos foram realizadas
pelo método colorimétrico enzimatico, utilizando um kit comercial (Randox
TR3823), de acordo com a técnica descrita por Fossati e Prencipe (1982). Para

todas as andlises, as amostras foram mensuradas em duplicata.

5.12 Coleta das amostras de forragem e suplementos

Foram coletadas amostras do pasto por meio da simulacdo de pré-
pastejo para ambos o0s grupos, de acordo com 0 método proposto por
Sollenberger e Cherney (1995). As amostras foram coletadas pelo método
“hand-plucking”, na qual a forragem é colhida manualmente apds uma prévia
observacdo do habito de pastejo dos animais (ANDRADE, 2003). Cada
amostra de forragem foi pesada e homogeneizada. Posteriormente, retirou-se
de cada amostra duas subamostras para determinacdo de matéria seca e da
composicdo morfologica, separando a forragem em folhas verdes, folhas
senescentes e secas, colmo verde, e colmo seco mais material morto. As
subamostras foram secadas em estufa de circulacdo de ar a 65°C, por no
minimo 72 horas e apos este procedimento foram pesadas. Posteriormente, as

amostras foram moidas em moinho tipo Wiley (Marconi®, Equipamentos para
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laboratorios Ltda, Piracicaba, SP, Brasil), com peneira de malha de 1 mm. As
amostras dos suplementos que foram fornecidas aos animais foram coletadas
nos dias DO, D6, D14, D20, D29, D35, D42, D48 e D56, foram acondicionadas
em sacos plasticos e armazenadas em local de baixa umidade e protegidas da
luz solar. Posteriormente, foram encaminhadas para as analises

bromatoldgicas.

5.13 Andlises bromatoldgicas

As amostras de forragem de simulacdo do pré-pastejo e dos
suplementos foram analisadas quanto aos teores de matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN),
fibora em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE), e nutrientes digestiveis
totais (NDT); segundo método proposto por Van Soest (1994), sendo 0s
valores corrigidos para 100% de MS a 100 °C por 24 horas (SILVA; QUEIROZ,
2002).

5.14 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico MIXED
procedure do SAS (SAS, 2003; SAS Institute, Cary, NC, USA), versado 9.2. Foi
realizado o teste ANOVA (modelo misto), com uma estrutura paramétrica
especial sobre as matrizes de covariancia. Foram utilizadas como covariaveis
no modelo: ECC, peso, numero de foliculos visualizados, nimero de odcitos
aspirados, taxa de recuperacédo (porcentagem do numero de odcitos aspirados
/ nimero de foliculos visualizados), taxa de clivagem (porcentagem dos
embrides clivados / total de odcitos cultivados), nimero de embribes, niumero
de blastocistos, numero de embribes grau | e Il, taxa de blastocistos
(porcentagem de blastocisto geral (grau | + grau 1) / total de odcitos cultivados)

e taxa de embrides Gl e Gll (porcentagem de embrides grau | e grau Il (mérula
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a blastocisto eclodido) no D7 / total de odcitos cultivados). O modelo incluiu
interac&o entre grupos, interacao entre tempo (dias) e interagcdo entre grupos x
tempo (dias). As variaveis foram testadas quanto a normalidade utilizando o
artificio “Guided Data Analysis” do SAS, e quando necessario, foram
transformadas conforme a sugestao do programa para alcancar a normalidade.
Em relacdo ao ECC, taxa de recuperagédo, HDL e LDL, os dados n&o foram
transformados, pois seguiram a normalidade. O peso, numero de odcitos
aspirados, taxa de clivagem, colesterol total e triglicerideos foram
transformados por ranqueamento (Rank). O numero de embrifes, taxa de
clivagem e embrides de grau | e Il foram transformados por raiz quadrada. O
namero de blastocistos e a taxa de blastocistos foram transformados em
logaritmo (Log). Os resultados serdo apresentados com médias + erro padrao
da média (EPM) ndo transformados. Em todas as analises considerou-se um
nivel de significancia de 5%, onde diferencas com probabilidades (P) < 0,05

foram consideradas significativas.
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VI. RESULTADOS

6.1 Ganho de peso

Conforme ilustrado na Figura 2, para o peso vivo (kg) das fémeas, ao
longo do periodo de suplementacdo, ndo foi observado efeito de grupo.
Observou-se um efeito de tempo (P < 0,0001) e uma interagdo entre grupo X
tempo (P < 0,03). No D43, houve uma diferenca significativa (P < 0,048) em
relacdo ao grupo x tempo, onde verificou-se que o peso do Grupo C (4125 +
20,1 kg) foi maior que o Grupo G (391,0 = 22,1 kg).
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FIGURA 2 - Peso Vivo (kg) nos diferentes dias de suplementag&o, em fémeas bovinas Nelore
(n=30) suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de
girassol.

Houve um efeito de tempo (P < 0,0001) e uma interacdo entre os grupos de tratamento vs. 0s
dias de suplementacéo (P < 0,03).

(*) Diferenca significativa (P < 0,048) no D43 entre grupos e dia de suplementacéo.
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Conforme ilustrado na Figura 3, para o efeito de tempo, considerando o
peso médio de todos os animais independente do tratamento, no D77 (427,33
15,7 kg) o peso foi maior que no D13 (418,97 £+ 15,75 kg) e D56 (415,47 +
14,66 kg). No D13 e D56, o peso médio dos animais foi maior que no D29
(409,2 + 14,96 kg). O peso médio no D29 foi maior que no D43 (401,77 + 14,84
kg). Os dados estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.
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FIGURA 3 - Peso Vivo (kg) dos animais em relagdo ao tempo, em cada dia de suplementacéo
para fémeas bovinas Nelore (n=30) suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento
contendo ou ndo semente de girassol.

abed ) etras diferentes nas respectivas linhas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que o peso foi maior no D77 (427,33 + 15,7 kg) do que nos demais dias de
suplementacéo.
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TABELA 3 — Médias + EPM para as diferentes variaveis analisadas no experimento em relacdo aos diferentes dias em que
foram realizadas aspiracdes foliculares (OPU), para fémeas bovinas Nelore (n = 30) suplementadas durante 57 dias com
1,7kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol

Grupo Controle (n=15)

Grupo Girassol (n=15)

Variaveis
D13 D29 D43 D56 D77 D13 D77

Peso Vivo (kg) 422,2+20,5 415,7+19,3 412,5+20,1 424,4+20,0 437,3%20,8 415,7+24,7 402,7+23,5 391,0+22,1 406,5+21,8 417,3+24,0
ECC 33+0,2 28+0,1 29%+01 30x0,0 3000 29+0,2 3,1+£0,1
N° de foliculos vis. 145+2,7 11,8+18 19,7+3,0 176+3,0 20,6+3,8 12,0+3,5 19,9+3,2
N° de odcitos asp. 140+2,7 10,7+18 157+23 145+28 14,0+29 12,2+3,5 135+£2,1
% de recuperagao 0,96 +0,01 0,89 +0,02 0,80 10,02 0,79 +0,03 0,66 +0,04 0,94 +0,07 0,64 +0,06
% de clivagem 738+40 798+25 808+33 744+43 729+32 70,6 + 6,7 69,3+7,6
N° de embrides 10,3+19 87+16 13,1+21 111+26 10,723 89+25 10,3+1,9
N° de blastocistos 10,3+19 8,7+16 131+21 11,1+26 10,7+23 89+25 10,3+£1,9
N° embrides Gl e GlI 56+14 41+12 73x14 52+19 53+1,2 26+0,9 44+1.2
% de blastocistos 428+69 323+65 486+t44 332+52 36664 23,6 +8,2 30,0+ 6,6
% embribes Gle GIl  36,7+6,0 299+6,3 458+36 314+48 354+6,1 225+78 26,9+5,8

Os dados séo a média + erro padrdao da média (EPM).
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TABELA 4 — Médias + EPM das variaveis observadas durante o experimento
em relagdo ao peso, ECC, n° de foliculos visualizados, n° de od6citos aspirados,
taxa de clivagem, n°® de embriGes, n° de blastocistos, n°® de embrides Gl e GlI,
taxa de blastocistos e taxa de embrides Gl e GIl para fémeas Nelore
suplementadas ou ndo, e os valores de P considerando grupo, tempo e a
interagcdo entre grupo X tempo

P-valor

Variaveis Controle Girassol Grupo Tempo GXT
Peso 422,43 +8,82 406,67 +10,17 0,21 <0,0001 0,03
ECC 3,0+0,05 2,78 £ 0,05 0,01 <0,001 0,0509
N° de foliculos visualizados 16,8 + 1,32 16,1 + 1,48 0,2 <0,0001 0,34
N° de odcitos aspirados 13,8 £1,27 13,05+ 1,25 0,53 0,0002 0,22
% de recuperagéo 82+ 1% 80 + 2% 0,83 <0,0001 0,17
% de clivagem 76,32+158 76,78+ 2,11 0,4 0,37 0,69
N° de embrides 10,79+0,94 10,08 +1,01 0,58 0,0023 0,7378
N° de blastocistos 5,89 + 0,66 4,48 £ 0,6 0,96 0,19 0,31
N° de embrides Gl e GlI 5,49 + 0,64 4,17 £ 0,57 0,22 0,002 0,37
% de blastocistos 38,71+ 2,68 30,53+ 2,89 0,26 0,95 0,03
% de embrides Gl e GlI 35,83+ 2,47 27,72+ 2,74 0,31 0,99 0,02

Considerou-se um nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

6.2 Escore de condicéao corporal

Conforme representado na Figura 4, para o ECC houve efeito de grupo
(P < 0,0096), tempo (P < 0,001) e efeito da interagédo entre grupo x tempo (P =
0,0509). Para o efeito de interagédo entre 0s grupos X tempo, se observou maior
ECC para o Grupo C nos dias D13, D43 e D56 (3,3+0,2; 2,9+ 0,1 e 3,0 0,0;
respectivamente) quando comparado ao Grupo G (2,9 £0,2; 3,0+ 0,0e 3,0 £
0,0; respectivamente); ndo tendo havido efeito no D29 e no D77 para o Grupo
C (2,8 £0,1; 3,0 £ 0,0; respectivamente) e para o Grupo G (2,8 £0,3; 3,1 £0,1;
respectivamente). O ECC foi maior no Grupo C para os dias D13 (P < 0,005),
D43 (P < 0,05) e D56 (P < 0,026).
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FIGURA 4 — Escore de condigéo corporal (escala de 1 a 5) em fémeas bovinas Nelore (n = 30)
suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de
girassol.

Houve um efeito de grupo (P < 0,0096), efeito de tempo (P < 0,001) e uma interacdo entre 0s
grupos de tratamento vs. os dias de suplementagéo (P= 0,0509).

(*) Diferenca significativa entre os grupos de tratamento, onde o ECC foi maior no Grupo C em
3 momentos: D13 (P < 0,005), D43 (P < 0,05) e D56 (P < 0,026).

Conforme representado na Figura 5, para o efeito de tempo, houve
maior ECC nos dias D13 (3,07 + 0,1), D56 (2,99 £ 0,64) e D77 (3,05 + 0,06)
guando comparado aos dias D29 (2,62 + 0,06) e D43 (2,73 + 0,08), para ambos
0s grupos. Para o efeito de grupo, a média geral do Grupo C foi maior que a
média do Grupo G (3,0 £ 0,05 vs. 2,78 £ 0,05, respectivamente).
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FIGURA 5 — Escore de condi¢cdo corporal (escala de 1 a 5) em relagdo ao tempo, de cada
grupo em cada dia de suplementagdo, para fémeas bovinas Nelore (n = 30) suplementadas
durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol.

2P| etras diferentes nas respectivas linhas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve uma diferenca significativa entre os grupos de tratamento em relagéo
ao tempo, onde observa-se um maior ECC nos dias D13 (3,07 + 0,1), D56 (2,99 + 0,64) e D77
(3,05 £ 0,06) do que nos demais dias de suplementacédo, para ambos 0s grupos.

6.3 Numero de foliculos visualizados, numero de o4citos aspirados e taxa

de recuperacao oocitéaria

Conforme ilustrado na Figura 6, para o numero de foliculos visualizados,
nao se observou efeito de grupo, entretanto, observou-se um efeito de tempo
(P < 0,0001). Verificou-se numero maior de foliculos visualizados no D43
(21,33 £ 2,54) e D77 (20,26 = 2,41) quando comparado aos demais dias. Nos
dias D13 (13,26 + 2,17) e D29 (11,30 + 1,32), as médias foram menores
quando comparadas ao D56 (16,26 + 1,96), para ambos o0s grupos de

tratamento.
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FIGURA 6 — Numero de foliculos visualizados em fémeas bovinas Nelore (n = 30)
suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de

girassol.

Houve um efeito de tempo (P < 0,0001).

abe |etras diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores diferiram
estatisticamente, demonstrando que houve uma diferenga significativa entre os grupos de
tratamento em relagdo ao tempo, observando-se um maior nimero de foliculos visualizados
nos dias D43 (21,33 + 2,54) e D77 (20,26 + 2,41) do que nos demais dias de suplementacgéo,
para ambos 0s grupos.

Conforme demonstrado na Figura 7, em relacdo ao numero de o0citos
aspirados, ndo houve diferenca significativa entre os grupos de tratamento,
pois as médias foram semelhantes para o Grupo C (13,8 + 1,27) e G (13,05 +
1,25). Entretanto, houve efeito de tempo (P < 0,0002), onde a média do numero
de odcitos aspirados no D43 (17,0 = 2,17) foi maior que nos demais dias
avaliados para ambos os grupos. A média do D77 (13,77 + 1,79) foi maior do
que nos dias D13 (13,1 + 2,17), D29 (10,47 + 1,26) e D56 (12,8 + 1,79).
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FIGURA 7 — Nimero de odcitos aspirados em fémeas bovinas Nelore (n = 30) suplementadas
durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol.

Houve um efeito de tempo (P < 0,0002).

abe | etras diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores diferiram
estatisticamente, demonstrando que houve uma diferenca entre os grupos de tratamento em
relagdo ao tempo, observando-se um maior niumero de odcitos aspirados no D43 (17,0 £ 2,17)
do que nos demais dias de suplementacgdo, para ambos 0s grupos.

Conforme ilustrado na Figura 8, quanto a taxa de recuperacdo (nimero
de odcitos aspirados / numero de foliculos visualizados), ndo houve efeito de
grupo, entretanto, houve um efeito de tempo (P < 0,0001), havendo uma maior
taxa de recuperacédo para os dias D13 (95 = 0,3%) e D29 (92 £ 1%), do que
para os dias D43 (77 £ 4%), D56 (75 = 2%) e D77 (65 + 3%), independente do

grupo de tratamento.



69

— 1.51
S P<0,0001 [ Grupo Controle
2 El Grupo Girassol
o] - lb _b
S b
(&)
et
o 0.5-
©
©
G
= o004 . . . .
NI S T TS

Dias de suplementacéo

FIGURA 8 — Taxa de recuperagdo dos odcitos cultivados em relagdo aos foliculos aspirados
em fémeas bovinas Nelore (n = 30) suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento
contendo ou ndo semente de girassol.

Houve um efeito de tempo (P < 0,0001).

b | etras diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve uma diferenca entre os grupos de tratamento em relagdo ao tempo,
observando-se uma maior taxa de recuperacdo nos dias D13 (95 + 0,3%) e D29 (92 + 1%), do
que nos demais dias de suplementacgéo.

6.4 Taxa de clivagem

De acordo com a Figura 9, na taxa de clivagem (porcentagem dos
embrides clivados / total de odcitos cultivados), ndo houve efeito de grupo,
efeito de tempo e interacédo entre 0s grupos x tempo. Ambos os grupos (Grupo
C e G) apresentaram médias semelhantes (76,32 + 1,58% vs. 76,78 + 2,11%;

respectivamente).
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FIGURA 9 - Taxa de clivagem (porcentagem dos embriBes clivados / total de odcitos
cultivados) em fémeas bovinas Nelore (n = 30) suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de
suplemento contendo ou ndo semente de girassol.

6.5 Numero de embrides produzidos in vitro

Conforme ilustrado na Figura 10, em relacdo ao numero de embrides
produzidos in vitro, as médias de ambos o0s grupos nédo diferiram
significativamente, sendo 10,79 + 0,94 para o Grupo C e 10,08 £ 1,01 para o
Grupo G. Entretanto, houve efeito de tempo, onde se observou um aumento (P
< 0,0023) no numero de embrides produzidos no D43 (13,53 = 1,8) quando
comparado aos dias D13 (9,6 + 1,57); D29 (8,63 + 1,11); D56 (9,9 + 1,6) e D77
(10,5 £ 1,48), independente dos grupos de tratamento. Para os demais dias, as

médias para o numero de embrides produzidos néo foram diferentes.
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FIGURA 10 — Numero de embrides produzidos in vitro em fémeas bovinas Nelore (n = 30)
suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de
girassol.

Houve um efeito de tempo (P < 0,0023).

2P | etras diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve uma diferenca entre os grupos de tratamento em relagdo ao tempo,
observando-se um maior nimero de embriées produzidos in vitro no D43 (13,53 + 1,8) do que
nos demais dias de suplementacéo.

6.6 Numero de blastocistos produzidos in vitro

Como ilustrado na Figura 11, para o niumero de blastocistos produzidos
in vitro, ndo houve diferenca significativa dos grupos de tratamento entre a
meédia do Grupo C e G considerando todos os dias de suplementacédo (5,89 +
0,66 vs. 4,48 + 0,6, respectivamente). Também nado houve efeito de tempo e

interac&o entre 0s grupos x tempo.



72

201
1 Grupo Controle

Bl Grupo Girassol

N° de blastocistos produzidos in vitro

Dias de suplementacéao

FIGURA 11 — Numero de blastocistos em fémeas bovinas Nelore (n = 30) suplementadas
durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol.

6.7 Numero de embrides Gl e Gll produzidos in vitro

Como ilustrado na Figura 12, em relacdo ao numero de embrides grau |
e Il produzidos, as médias dos grupos C e G nao diferiram significativamente,
sendo de 5,49 + 0,64 vs. 4,17 + 0,57; respectivamente. Entretanto, houve um
efeito de tempo (P < 0,0001), onde o numero de embribes grau | e Il
produzidos no D43 (6,67 = 1,1) foi maior quando comparado ao D13 (4,1 +
0,84), D29 (3,83 £ 0,79), D56 (4,7 = 1,16) e D77 (4,87 + 0,85), para ambos 0s

grupos de tratamento.



73

P< 0,0001 a 1 Grupo Controle
8+ I Bl Grupo Girassol

o [° b Ib lb

N° de embrides Gl e GlI

Dias de suplementacéao

FIGURA 12 — Numero de embriGes Gl e Gll produzidos in vitro, em fémeas bovinas Nelore (n =
30) suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de
girassol.

Houve um efeito de tempo (P < 0,0001).

b | etras diferentes nas respectivas colunas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve uma diferenca entre os grupos de tratamento em relagdo ao tempo,
observando-se um maior nimero de embriées Gl e Gll produzidos in vitro no D43 (6,67 + 1,1)
do que nos demais dias de suplementagéo.

6.8 Taxa de blastocistos

Como ilustrado na Figura 13, para a taxa de blastocistos, ndo houve
efeito de tratamento e nem de tempo, entretanto, houve um efeito de interacdo
entre 0os grupos x tempo (P < 0,03). Comparando-se o0s grupos nos diferentes
dias, a diferenca foi significativa (P < 0,02) apenas no D43 para o Grupo C, que
apresentou uma média £+ EPM de 48,6 + 4,4%. O Grupo G nao apresentou
efeito nenhum ao longo do tempo, ou seja, se comportou da mesma maneira,

apresentando uma média + EPM de 31,4 £ 5,2%.
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FIGURA 13 — Taxa de blastocistos (porcentagem de blastocisto geral (grau | + grau Il) / total de
odcitos cultivados) em fémeas bovinas Nelore (n = 30) suplementadas durante 57 dias com 1,7
kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol.

Houve um efeito de interacdo entre os grupos vs. tempo (P < 0,03).

(*) Diferenca significativa (P < 0,02) na taxa de blastocistos, onde houve uma maior taxa de
blastocistos no D43 para o Grupo C (48,6 £ 4,4%) em relacdo ao Grupo G (31,4 + 5,2%).

6.9 Taxa de embrides graus l e ll

Conforme ilustrado na Figura 14, para a taxa de embrides Gl e Gll, ndo
houve efeito de grupo e de tempo. Entretanto, houve interacao entre os grupos
x tempo (P < 0,02), onde se observou que no Grupo G nao houve efeito ao
longo do tempo, enquanto no Grupo C houve diferenca significativa no D43 (P
< 0,016), ou seja, houve uma maior taxa de embrides Gl e Gll neste dia em
relacdo aos demais dias de suplementacédo, apresentando uma média + EPM
de 45,8 * 3,6%; enquanto o grupo G apresentou uma média + EPM no D43 de
28,0 = 5,2%.
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FIGURA 14 — Taxa de embrides Gl e Gll (porcentagem de embrifes Grau | e Grau Il (mérula a
blastocisto eclodido) no D7 / total de odcitos cultivados) em fémeas bovinas Nelore (n = 30)
suplementadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de
girassol.

Houve um efeito de interacdo entre os grupos vs. tempo (P < 0,02).

(*) Diferenca significativa (P < 0,016) na taxa de embri6es Gl e Gll, onde houve uma maior taxa
no D43 para o Grupo C (45,8 + 3,6%) em relacdo ao Grupo G (28,0 = 5,2%).

6.10 Avaliacdo das concentracfes plasmaticas de colesterol total,
triglicerideos, HDL e LDL

Conforme representado na Figura 15, ndo foram observados efeitos de
grupo e nem interagdo entre 0os grupos x tempo. As concentracdes plasmaticas
de colesterol total no D6, D13, D20, D29, D38, D43, D50, D56 e D77 para o
Grupo Controle foram 79,14 + 2,88; 89,51 + 4,30; 81,12 + 3,01; 92,17 + 4,37,
98,20 + 3,52; 82,36 + 2,16; 81,46 + 2,69; 81,55 + 3,47 e 86,30 * 3,27 mg/dL,
respectivamente. Para o Grupo Girassol foram de 83,71 + 3,24; 92,81 + 3,53;
83,39 * 3,73; 89,27 + 3,81; 92,07 + 3,89; 85,84 + 3,21; 86,70 * 4,28; 82,06 +
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2,69; 88,12 + 3,08 mg/dL, respectivamente. Ndo houve diferenga significativa
em relacdo as médias + EPM para o Grupo C e para o Grupo G (85,76 + 1,20
vs. 87,11 + 1,18 mg/dL, respectivamente), ou seja, a média geral de ambos os
grupos foram semelhantes. Verificou-se que tanto no Grupo Controle como no
Girassol houve efeito significativo de tempo (P < 0,0003), tendo havido uma
maior concentracdo de colesterol total no D38 (95,14 *= 2,64 mg/dL)
comparados aos dias D6 (81,42 + 2,17), D13 (91,16 + 2,75), D20 (82,25 +
2,36), D29 (90,72 + 2,86), D43 (84,10 + 1,93), D50 (84,08 + 2,53), D56 (81,81 +
2,16) e D77 (87,21 = 2,21), independente do grupo de tratamento.
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FIGURA 15 — Concentragfes plasmaticas de colesterol total (mg/dL) de fémeas bovinas Nelore
(n = 30) tratadas com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol durante 57
dias.

Houve um efeito significativo de tempo (P < 0,0003).

2P| etras diferentes nas respectivas linhas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve um efeito em relacdo ao tempo, observando-se um maior
concentracdo de colesterol total no D38 (95,14 + 2,64 mg/dL) do que nos demais dias de
suplementacgédo, independente do grupo de tratamento.
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Conforme representado na Figura 16, ndo foram observadas diferencas
significativas (P < 0,05) nas médias + EPM das concentracdes plasméaticas de
triglicerideos entre o Grupo Controle e Girassol (14,98 + 0,29 vs. 14,26 + 0,27
mg/dL, respectivamente). As concentracfes plasmaticas de triglicerideos no
D6, D13, D20, D29, D38, D43, D50, D56 e D77 para o Grupo Controle foram
15,76 + 0,70; 14,54 + 1,43; 15,21 + 0,49; 15,83 + 0,98; 15,53 + 0,70; 13,46 +
0,95; 14,78 £ 0,62; 15,22 £ 0,59 e 14,52 + 1,16 mg/dL; respectivamente. Para o
Grupo Girassol, as concentracdes foram 14,93 + 0,67; 15,56 + 0,97; 15,16 +
0,65; 15,04 + 1,28; 13,54 + 0,61; 13,68 + 0,67; 13,68 + 0,77; 14,62 + 0,48 e
12,15 + 0,95 mg/dL, respectivamente. N&o houve efeito de grupo e nem
interacdo entre os grupos x tempo. Verificou-se que para ambos 0s grupos de
tratamento, houve um efeito de tempo (P= 0,0928), tendo havido uma maior
concentragdo plasmatica de triglicerideos nos dias D6 (15,34 + 0,48 mg/dL) e
D29 (15,43 + 0,80 mg/dL), independente do grupo de tratamento.
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FIGURA 16 — Concentracdes plasméticas de triglicerideos (mg/dL) de fémeas bovinas Nelore
(n = 30) tratadas com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol, durante 57
dias.

Houve um efeito de tempo (P= 0,0928).

b ) etras diferentes nas respectivas linhas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve um efeito em relacdo ao tempo, observando-se um maior
concentracao de triglicerideos nos dias D6 (15,34 + 0,48 mg/dL) e D29 (15,43 + 0,80 mg/dL) do
que nos demais dias de suplementacéo, independente do grupo de tratamento.
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Conforme ilustrado na Figura 17, ndo foram observadas diferencas
significativas (P < 0,05) nas médias + EPM das concentragBes plasmaticas de
HDL entre o Grupo Controle e Girassol (35,12 + 1,10 vs. 35,40 = 1,0 mg/dL,
respectivamente). No Grupo Controle, as concentracdes plasmaticas de HDL
no D6, D13, D20, D29, D38, D43, D50, D56 e D77 foram de 38,90 + 2,64;
35,44 + 3,88; 29,58 + 2,96; 35,67 + 3,97; 33,44 + 3,50; 35,44 = 3,59; 34,08
2,63; 31,53 + 3,47 e 42,03 = 2,67 mg/dL. No Grupo Girassol, as concentracdes
foram de 36,15 + 2,99; 36,61 + 3,11; 33,37 + 3,16; 38,13 + 2,89; 31,86 * 3,64,
3554 + 3,06; 31,64 = 2,29; 3394 £+ 251 e 41,35 + 3,24 mg/dL;
respectivamente. N&o houve interacdo entre 0s grupos x tempo. As
concentracfes plasmaticas de HDL em ambos 0s grupos apresentaram efeito
significativo de tempo (P < 0,0406), tendo havido uma maior concentracéo
plasmatica de HDL no dia D77 (41,69 + 2,06 mg/dL), independente do grupo de
tratamento.
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FIGURA 17 — Concentracdes plasmaticas de HDL (mg/dL) de fémeas bovinas Nelore (n = 30)
tratadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol.
Houve um feito de tempo (P < 0,0406).

b ) etras diferentes nas respectivas linhas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve um efeito em relacdo ao tempo, observando-se um maior
concentracdo de HDL no dia D77 (41,69 + 2,06 mg/dL) do que nos demais dias de
suplementacéo, independente do grupo de tratamento.
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Conforme representado na Figura 18, ndo foram observadas diferencas
significativas (P < 0,05) nas médias + EPM das concentracdes de LDL entre o
Grupo Controle e Girassol (47,92 = 1,58 vs. 48,85 = 1,51mg/dL,
respectivamente). Em ambos o0s grupos, houve efeito significativo de tempo (P
< 0,0036). As concentracdes de LDL aumentaram no dia D38 (59,57 + 3,56
mg/dL), independente do grupo de tratamento. No Grupo Controle, as
concentracdes plasmaticas de LDL no D6, D13, D20, D29, D38, D43, D50, D56
e D77 foram 37,08 + 4,69; 51,18 + 4,34; 48,49 + 4,48; 53,34 + 5,58; 61,65 +
4,63; 44,22 + 3,98; 44,42 + 4,31; 49,64 £ 4,17 e 41,35 £ 4,55 mg/dL;
respectivamente. No Grupo Girassol foram 44,57 + 4,16; 53,09 £ 3,73; 46,97 +
4,27; 48,12 + 4,50; 57,50 + 5,52; 47,54 + 5,17; 52,30 + 5,32; 45,18 + 4,12 e
44,35 + 3,83 mg/dL; respectivamente. Nado houve efeito de grupo e nem

interac&o entre 0s grupos x tempo.

801

-e- Grupo Controle
- Grupo Girassol

3 GRUPO = 0,6908
g’ TEMPO < 0,0036
= GRUPO X TEMPO = 0,7726
20
0 .

Concentracdes plasmaticas de LDL

© D P P X R L A

Dias de suplementacéao

FIGURA 18 — Concentra¢cBes plasméticas de LDL (mg/dL) em fémeas bovinas Nelore (n = 30)
tratadas durante 57 dias com 1,7 kg de suplemento contendo ou ndo semente de girassol.
Houve um efeito de tempo (P < 0,0036).

ab| etras diferentes nas respectivas linhas ilustram que os valores diferiram estatisticamente,
demonstrando que houve uma diferenca entre os grupos de tratamento em relagdo ao tempo,
observando-se um maior concentragdo de LDL no dia D38 (59,57 + 3,56 mg/dL), do que nos
demais dias de suplementacao, independente do grupo de tratamento.
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6.11 Andlises bromatolégicas das forragens e suplementos

Conforme representado na Tabela 5, segue a composicédo das forragens
para os Grupos C e G respectivamente: matéria seca (91,6 vs. 91,2), matéria
mineral (7,85 vs. 7,35), proteina bruta (14,34 vs. 15,64), Fibra em Detergente
Neutro (77,52 vs. 75,27), Fibra em Detergente Acido (73,97 vs. 72,76), extrato
etéreo (2,78 vs. 2,52) e nutrientes digestiveis totais (53,5 vs. 54,1). Quando os
suplementos foram avaliados quanto a constituicdo, verificou-se para 0s
Grupos C e G respectivamente: matéria seca (87,5 vs. 90,5), matéria mineral
(5,04 vs. 5,53), proteina bruta (30,91 vs. 31,37) e nutrientes digestiveis totais
(83,6 vs. 87,1). Entretanto, pela diferenciada composicdo de AGPI da semente
de girassol, verificou-se para o Grupo C e G respectivamente: Fibra em
Detergente Neutro (21,4 vs. 46,68), Fibra em Detergente Acido (7,02 vs. 38,39)
e extrato etéreo (5,7 vs. 24,38). Observou-se que para o suplemento contendo
girassol, o teor de FDN foi alto, 46,68% em comparacdo com 21,40% do Grupo
C. O teor de FDN é correlacionado com a capacidade de consumo da dieta,

visto que este parametro é responsavel pelo preenchimento do rimen.

Tabela 5- Composicdo bromatolégica das amostras de forragens para
simulacdo de pré-pastejo de capim estrela-africana (Cynodon nlemfliensis)
para 0s grupos experimentais e dos suplementos contendo ou ndo semente de
girassol utilizados no experimento

Alimento/Amostra MS MM PB FDN FDA EE NDT

) () (%) (%) %) (%) (%)
Forragem do Grupo Controle 916 79 143 77,5 74 2,8 53,5
Forragem do Grupo Girassol 912 74 156 75,3 72,8 25 54,1
Suplemento do Grupo Controle 875 50 309 21,4 7,0 57 83,6
Suplemento do Grupo Girassol 905 55 314 46,7 389 244 871

Resultados expressos em 100% da matéria seca.

MS: Matéria Seca; MM: Matéria Mineral; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra em Detergente
Neutro; FDA: Fibra em Detergente Acido; EE: Extrato Etéreo; NDT: Nutrientes digestiveis
totais.
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A altura do capim estrela-africana (Cynodon nlemfiiensis) foi semelhante
nos tratamentos e foi de 32 cm na entrada das novilhas nos piquetes (pré-
pastejo) e 19 cm na saida (pOs-pastejo). No pré-pastejo, as medias da massa
seca de forragem para os grupos C e G foram 3,61 kg/ha e 3,55 kg/ha,
respectivamente. Os dados estdo representados na Tabela 6, os quais foram
semelhantes entre os tratamentos. Os resultados obtidos da massa de
forragem e o manejo adotado foram similares ao utilizado no trabalho de Alvim
et al. (2003).

Tabela 6- Médias das alturas e da massa de forragem de capim estrela-
africana (Cynodon nlemfiiensis), coletadas no periodo pré e pos-pastejo, para o
Grupo Controle e Girassol

R Pré-pastejo Pés-pastejo
Pardmetro do pasto
Controle Girassol Controle Girassol
Altura (cm) 32,2 31,6 19,2 19,4

Massa de forragem (kg/ha) 3.611 3.555 1.883 1.906
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VII. DISCUSSAO

O periodo de suplementacao utilizado neste estudo foi determinado a
partir do tempo requerido para que os foliculos primarios se desenvolvessem
até o estagio antral e assim sejam observados os efeitos da dieta sobre a
qualidade oocitaria e desenvolvimento embrionario (WEBB et al., 2004). No
presente estudo, esperava-se que a suplementacdo com semente de girassol
em doadoras de odcitos durante 57 dias aumentaria 0 numero de foliculos
visualizados e odcitos coletados, assim como incrementaria a qualidade dos
mesmos. Tal premissa fundamentou-se no fato de que o fornecimento de
dietas contendo elevadas concentragdes de AL, componente presente em altas
concentracfes na semente de girassol, contribuiria para a maturacédo nuclear e
o nivel de expansdo das células do cumulus-odcitos, favorecendo a
competéncia oocitaria (MAREI et al.,, 2010). Entretanto, neste estudo, a
suplementacdo com semente de girassol hdo aumentou o namero de foliculos
visualizados, visto que ao longo do periodo experimental, as médias foram
semelhantes para o Grupo C (20,2 + 1,01) e G (19,01 + 1,05). Tal
suplementacdo também ndo incrementou 0 nimero de o4citos aspirados, visto
que as médias foram semelhantes para o Grupo C (13,8 + 1,27) e G (13,05 +
1,25).

Embora poucos estudos tenham sido realizados com fémeas de corte,
Le&o (2012) realizaram um estudo com novilhas Nelore suplementadas com
uma fonte de gordura protegida rica em AGPI n-6 e n-3 (Megalac-E®- 100
g/dia) durante 60 dias antes da aspiracdo folicular. Os mesmos autores nao
observaram efeito direto da suplementacdo sobre o numero de foliculos
ovarianos e taxa de recuperacao de oocitos destinados a PIV. Em novilhas de
corte suplementadas com AGPI (CHILDS et al., 2008a; RYAN et al., 1992),
verificou-se nao ter havido melhoria no nimero de foliculos apés os programas

de superestimulacao. E ainda, Fouladi-Nashta et al. (2009) utilizaram vacas da


http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD12403#R51
http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD12403#R51
http://www.publish.csiro.au/view/journals/dsp_journal_fulltext.cfm?nid=44&f=RD12403#R51
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raca Holandesa e estas receberam trés dietas contendo gordura protegida
ruminal (Megalac), soja ou linhaca como a principal fonte de AG e néo
verificaram efeito no nimero de foliculos pequenos, médios e grandes, no
namero e qualidade dos odcitos produzidos e no rendimento de blastocistos.
Deve-se salientar que no presente estudo, as fémeas suplementadas com
semente de girassol ndo ingeriram diariamente a quantidade inicialmente
estipulada do referido suplemento, enquanto as fémeas do Grupo Controle
consumiram a quantidade estipulada (Apéndice A). Possivelmente a alta
concentracdo de AGPI, presentes na suplementacdo contendo semente de
girassol, tenha limitado o consumo no grupo tratado, comprometendo o0s
pardmetros reprodutivos avaliados. Sabidamente, a ingestdo de maior
quantidade de gordura reduz a velocidade de transito do alimento no tubo
digestorio, desta forma podendo promover uma reducdo na quantidade de
alimento ingerido. Deve-se salientar que em experimentos anteriores realizados
por este grupo com tal suplemento (CORDEIRO et al.,, 2015), fornecido na
mesma quantidade animal/dia, ndo houve esta limitacdo de consumo.

No presente estudo, ndo foi realizado um periodo de adaptacdo do
fornecimento da suplementacao com fornecimento diario da dieta de mantenca,
com o objetivo de observar o consumo progressivo até a estabilizacdo. Sabe-
se que o estresse de adaptacdo reduz o apetite e ingestdo de alimentos
através de vias hormonais, e tem um impacto negativo sobre a secrecédo de
hormdnios sexuais. Sendo assim, pode prejudicar também a maturacao dos
gametas e causar abortos e nascimentos prematuros (DOBSON; SMITH,
2000).

Adicionalmente, deve-se considerar que as fémeas foram submetidas a
um manejo intensivo para avaliacdes ultrassonograficas e colheitas
sanguineas, e que tais fontes de estresse podem ter influenciado
negativamente a subsequente ovulacdo (DOBSON et al., 2001), além de que
h& indicios que animais submetidos a situacfes de estresse também seriam

doadores de odcitos menos competentes (SENEDA et al., 2000). A exposicao
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de um animal ao estresse evitavel compromete seu bem estar.

De fato, em consoéncia com 0 exposto, em relagdo ao peso corporal,
houve um declinio do mesmo até o D43 para o Grupo C (de 422,2 £ 20,5 kg
para 412,5 £+ 20,1 kg; para D13 e D43, respectivamente); e Grupo G (de 415,7
+ 24,7 kg para 391,0 + 22,1 kg; para D13 e D43, respectivamente). Do D43 ao
D77, evidenciou-se um aumento no peso vivo para o Grupo C (de 412,5 + 20,1
kg para 437,3 + 20,8 kg; para D43 e D77, respectivamente); e Grupo G (de
391,0 + 22,1 kg para 417,3 £ 24,0 kg; para D43 e D77, respectivamente). No
mesmo periodo, também se observou aumento no ECC para o Grupo C (de 2,9
+ 0,1 para 3,0 + 0,0; para D43 e D77, respectivamente) e Grupo G (de 3,0 £ 0,0
para 3,1 £ 0,1; para D43 e D77, respectivamente). Embora o presente estudo
tenha objetivado avaliar especificamente a suplementacdo com AL na
performance reprodutiva e ndo o0s aspectos energéticos, a reducdo da
ingestdo, peso vivo e ECC observado nestes animais influenciou a
performance reprodutiva das fémeas avaliadas.

Em ambos os grupos, independente do tratamento, verificou-se uma
maior concentracdo de colesterol total e LDL no D38 quando comparado aos
demais dias do estudo, parametro que demonstra no D38 um “status”
energético superior. Tal achado coincide com o incremento da performance
reprodutiva, também em ambos o0s grupos no D43, momento em que foi
caracterizada o maior numero de foliculos visualizados, maior nimero de
o0citos aspirados, maior nimero de embrides produzidos in vitro, maior nimero
de embrides Gl e Gll, maior taxa de blastocistos e maior taxa de embrides Gl e
Gll. Tais achados reforcam o fato de que o0s aspectos energéticos
influenciaram a performance reprodutiva das fémeas avaliadas, ja que no D29
houve uma mudanca na dieta, pela adicdo da rac&o para bovinos da Premix.

Entretanto, considerando que ambos 0s grupos de tratamento sao
coincidentes no comportamento temporal de perda de peso do D13 ao D43 e

de ganho de peso do D43 ao D77, pode-se observar no Grupo G que a perda
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de peso foi mais acentuada e o ganho de peso menos proeminente quando
comparado ao Grupo C, embora ambos 0s grupos de tratamento ndo tenham
diferido na performance reprodutiva. Desta forma, especula-se que animais em
processo de perda de peso, suplementados com AL, possam manter sua
performance reprodutiva na OPU associada a PIV.

No presente estudo, esperava-se que a suplementagédo com semente de
girassol em doadoras de odcitos favorecesse a taxa de clivagem, aumentando
o numero de embrides produzidos. Porém, ndo foi observado tal efeito,
considerando que ambos os grupos (Grupo C e G) apresentaram médias
semelhantes (76,32 + 1,58% vs. 76,78 £ 2,11%; respectivamente). Ledo (2012)
suplementou novilhas Nelore com AGPI (Megalac-E®- 100 g/dia) durante 60
dias antes da aspiracao folicular e ndo observou efeito na taxa de clivagem e
producdo de blastocistos. Contudo, Fouladi-Nashtaetal. (2007), que
suplementou vacas em lactacdo com sais de calcio de Oleo de palma
verificaram uma maior taxa de clivagem (P = 0,076), embora o valor de P
demonstre apenas uma tendéncia.

Em relacdo ao numero de embrifes produzidos in vitro, também néo se
observou tal efeito positivo, considerando que as médias de ambos 0s grupos
nao diferiram significativamente, sendo 10,79 + 0,94 para o Grupo C e 10,08 £
1,01 para o Grupo G. Em varios estudos que utilizaram a suplementacdo com
AGPI, evidenciou-se um incremento na quantidade dos embrides produzidos
(FOULADI-NASHTA et al., 2009), assim como uma reducdo no numero de
embrides degenerados em vacas de leite, com aumento do consumo de
matéria seca (CHILDS et al., 2008a). Thangavelu et al. (2007) suplementaram
vacas Holandesas em lactacdo com dietas contendo acidos graxos saturados
(SAT), linhaga inteira (FLX) ou sementes de girassol (SUN). Os mesmos
autores concluiram que as dietas FLX e SUN acelerou o desenvolvimento
embrionério e favoreceu embries com um maior numero de blastdmeros

guando comparada a dieta SAT. No presente estudo, a suplementagdo com
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semente de girassol ndo promoveu incremento na quantidade e qualidade dos
embrides produzidos in vitro.

Childs et al. (2008a) suplementaram novilhas de corte mesticas com
palha de cevada, racdo concentrada ou 4cido palmitico. Em novilhas de corte
suplementadas com &cido palmitico, houve uma redugdo no numero de
embrides degenerados. Os mesmos autores atribuem que a redugdo nesta
degeneragdo poderia ser promovida por alteragbes no ambiente uterino,
possivelmente por uma mudanca na sintese e secrecao das trés séries de
prostaglandinas. Assim, trabalhos que utilizaram a suplementacdo com AGPI e
avaliaram embrides coletados produzidos in vivo, certamente contam com a
influéncia de tal suplementacdo também no microambiente uterino e no tecido
endometrial, enquanto que estudos que priorizam a suplementacdo com AGPI
para a producdo de embrides in vitro tenham tais influéncias desconsideradas.
Assim, a producdo de embrides pelos diferentes métodos estabelecem
analogias diferentes para a compreensao dos mecanismos pelos quais 0s
AGPI favorecem a producédo de embrides. Em concordancia com este estudo,
Bilby et al. (2006) nao verificaram diferenca significativa na producdo de
blastocistos produzidos in vitro quando odcitos foram coletados de vacas
leiteiras aspiradas, suplementadas com 6leo de girassol ou sais de calcio trans
ou sais de calcio de 6leo vegetal (ricos em n-6) e 6leo de linhaca (rica em n-3).

No presente estudo também ndo foram encontrados efeitos da
suplementacao com AL no nimero de blastocistos e nimero de embriées grau
| e grau Il em novilhas Nelore suplementadas durante 57 dias. No estudo de
Ledo (2012), novilhas Nelore suplementadas com Megalac-E nao tiveram maior
producado de blastocistos. Adamiak et al. (2004) relataram que novilhas leiteiras
que receberam gordura protegida nao tiveram incremento na qualidade dos
embrides. Os mesmos autores concluem que a suplementacdo com gordura
protegida contendo AL n&o melhorou a producdo e o desenvolvimento dos
embrides in vitro. Em outro estudo realizado, Guardieiro et al. (2014)

suplementaram novilhas Nelore com Megalac-E e concluiram que tal fonte de
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AL ndo melhorou a producdo de embrides, a criotolerancia e a qualidade
embrionaria.

Pelo fato de existir variagcado na seletividade e consumo individuais entre
0S animais a pasto, a proporcdo de AL inicialmente estipulada para o consumo
pode nao ter sido alcancada satisfatoriamente neste estudo, podendo explicar
as médias semelhantes e que nao diferiram significativamente para ambos 0s
grupos de tratamento em relacdo ao desenvolvimento dos embrides e numero
de blastocistos. No presente estudo, houve a preocupacédo de fornecer aos dois
grupos suplementos igualmente balanceados em energia e proteina, ambos
com 72% de NDT e 24% de PB, porém observou-se um maior ECC para o
Grupo C em relacdo ao Grupo G. Torna-se importante que para ambos o0s
grupos de tratamento, o ganho de peso dos animais foi relativamente baixo,
demonstrando que isto pode ter influenciado a performance reprodutiva das
fémeas.

Embora poucos estudos tenham sido realizados com Bos taurus indicus,
conclui-se que os resultados da suplementacdo com AGPI na performance
reprodutiva sé@o bastante controversos. As variaveis para os diferentes
resultados encontrados na literatura sdo muitas. Deve-se considerar que vacas
de leite apresentam um regime alimentar diferenciado quando comparado a
vacas de corte. A propria populacdo de microorganismos do rimen torna-se
diferenciada em vacas de leite, com a predominancia de bactérias amiloliticas,
enquanto em vacas de corte ocorre um predominio das celuloliticas. Tais
populacbes apresentam comportamentos de biohidrogenacéo de acidos graxos
diferenciada, e ainda vacas de leite apresentam mais agilidade em varios
procesos de metabolizacdo hepética. O fato dos AGPI serem, em sua maioria,
biohidrogenados pelos microorganismos ruminais, pode gerar propor¢coes
diferenciadas dos produtos finais que torna-se bastante variavel, inclusive pela
composicdo da dieta restante que ocupa 0 rumen durante o processo de
biohidrogenacdo. Isso torna-se valido também para as gorduras protegidas,

que diante deste contexto podem se tornar mais ou menos protegidas. Assim,
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embora possamos tratar de fontes semelhantes de AGPI, diante do processo
percorrido por tais fontes e do aproveitamento das mesmas, podemos estar
estabelecendo comparacgdes bastante discrepantes.

Observou-se também, no presente estudo, que para algumas variaveis,
quando considerado o efeito de tempo, houve no geral um aumento das
médias para o dia D43, em relagdo as seguintes variaveis: numero de foliculos
visualizados, numero de odcitos aspirados, niumero de embriées e niumero de
embribes Gl e GIl. A inclusdo da racdo para bovinos da Premix nos
suplementos dos animais a partir do D29 para ambos 0s grupos parece ter
melhorado positivamente o consumo e parece justificar 0 aumento para essas
variaveis no D43. No contexto da aspiracdo folicular, sabe-se que é possivel
haver um aumento no numero de foliculos apés varias semanas de aspiracdes
foliculares (STUBBINGS e WALTON, 1995), porém esta informacdo ndo se
aplica ao presente estudo, ja& que foi realizada a sincronizacdo da onda de
crescimento folicular.

Analisando-se o consumo alimentar, houve uma grande variacdo do
consumo de suplemento contendo semente de girassol, fato que ndo ocorreu
no Grupo Controle. No Grupo G, na maioria dos dias em que as novilhas foram
suplementadas, a ingestdo alcancada foi inferior a ingestdo estipulada, e a
sobra dos suplementos foi significativa (Apéndice A). A gordura também pode
promover um efeito negativo na digestibilidade das fibras e no consumo de
matéria seca, devido ao revestimento fisico e a protecdo contra a acao dos
microrganismos, ja que apresentam um efeito toxico dos &cidos graxos de
cadeia longa sobre as bactérias ruminais (HENDERSON, 1973). Além disso, 0
excesso de gordura pode atuar contra a selecdo de microrganismos com
capacidade celulolitica (EZEQUIEL, 2001). Portanto, alteragcdes na
fermentacdo ruminal podem diminuir o consumo, como foi observado no
presente estudo, e isto ocorre devido ao fato de que os AGPI diminuem a

digestao das fibras.
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Entretanto, segundo Duckett (2003), as sementes oleaginosas s&o
fisicamente protegidas da biohidrogenagcdo ruminal pelas cascas de suas
sementes, como é o0 caso das sementes de girassol. Neste estudo, a semente
de girassol foi fornecida inteira. Portanto, usando gordura de sementes
oleaginosas inteiras, sem quebra-las, como as utilizadas no presente estudo,
esta pode ser administrada em niveis mais altos do que 6leos livres, pois a
mastigacdo incompleta néo libera simultaneamente todo o 6leo das sementes,
sendo este liberado no rimen mais lentamente. Devido a auséncia de ligacdes
duplas, os acidos graxos saturados passam pelo rumen sem sofrerem
degradacdo. Coppock e Wilks (1991) afirmaram que o fornecimento de lipidios
provenientes de sementes oleaginosas compreende uma liberacdo lenta do
0leo no decorrer do dia, decorrente da regurgitacdo e remastigacdo das
sementes, permitindo a acdo dos microrganismos ruminais em hidrogenar as
ligagbes duplas dos &cidos graxos insaturados, impedindo o efeito inibidor do
Oleo sobre a digestibilidade da fibra.

Neste estudo, constatou-se que as concentracdes de colesterol total,
triglicerideos, HDL e LDL nao diferiram (P > 0,05) entre os grupos de
tratamento, ou seja, foram semelhantes entre os animais que receberam
(Grupo Girassol) ou ndo (Grupo Controle) a suplementacdo. Sendo assim,
deve-se salientar que a falta de aumento dos lipidios plasmaticos pode nao ter

favorecido modificacdes nos foliculos e odcitos.
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VIIl. CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementacdo com semente de girassol em doadoras
de odcitos ndo incrementou 0 numero e a qualidade de odcitos, as taxas de
clivagem e o numero e qualidade dos blastocistos produzidos in vitro em

fémeas Nelore (Bos taurus taurus).
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IX. IMPLICACAO

A utilizacdo do &cido linoleico como fonte de gordura empregada na
alimentacdo de fémeas bovinas Nelore pode ter comprometido o consumo do
suplemento, comprometendo assim o seu efeito.

Os efeitos positivos da suplementacdo com semente de girassol observada
em estudos anteriores, como o aumento das taxas de concepcdo em novilhas
Nelore suplementadas durante 22 dias a partir da IATF, parecem ser
decorrentes de efeitos no microambiente uterino, e ndo somente nos o4citos,

como testado neste experimento.
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FIGURA 1A — Consumo dos suplementos/animal/dia em relacdo aos dias de ingestdo do
suplemento, demonstrando a ingestdo estipulada e a ingestdo alcancada para o Grupo

Controle.
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FIGURA 2A — Consumo dos suplementos/animal/dia em relacdo aos dias de ingestdo do
suplemento, demonstrando a ingestdo estipulada e a ingestdo alcangcada para o Grupo

Girassol.



