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RESUMO

GANDRA, J. R.Fontes de &cidos graxosm 3 e 6 em dietas de vacas leiteiras no
periodo de transicdo e inicio de lactagdo[Sources of fatty acid3 andw6 in dairy cows
diets during the transition period and early laotgt 2012. 170 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria et@woa, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2012.

Objetivou-se avaliar a influencia da suplementag&o acidos graxosn3 e w6, sobre
desempenho produtivo, perfil metabdlico, qualidadeitaria e embrionaria, func¢do imune
em vacas leiteiras no periodo de transicdo e imieitactacdo. Foram selecionadas 42 vacas
da raca holandesa, multiparas e gestantes, com pantisto para 35 dias apés o inicio da
avaliacao e fornecimento das dietas experimemaisacas foram alojadas em estabulo tipo
“free-stall”, providos de baias individuais. Osraais foram distribuidos aleatoriamente para
receber uma das quatro dietas experimentais falagc partir de 35 dias antes da data
prevista para o parto até 84 dias do pos-partotralen(n=11) (C): dieta sem adicdo de
gordura; semente de linhaca (n=10) (SL): inclus&ié@a 80 g/kg de MS (fonte de 6mega 3);
grao de soja cru e integral (n=11) (GS): inclusadld0 a 160 g/kg de MS (fonte de dmega
6); sais de célcio de acidos graxos insaturado$1(n(SC): inclusdo de 24 a 32 g/lkg de MS
(fonte de dmega 6). As dietas experimentais tivesmammesma concentracdo de acidos graxos
insaturados, porém o perfil de acidos graxos dase$ofoi diferente. Os animais foram
arracoados de acordo com o consumo de matérianeetia anterior, de forma a ser mantido
porcentual de sobras das dietas, diariamente, 8n&rel0%. As amostras dos alimentos e
sobras foram coletadas diariamente e armazenad28°@&. Semanalmente as amostras
coletadas diariamente foram misturadas e foi ddinama amostra composta referente a um
periodo de uma semana, a fim de mensurar o condam@téria seca e nutrientes. Amostras
de fezes foram coletadas nos dias -28, -14, 21 82 dias em relagcdo ao parto, com o
proposito de mensurar a digestibilidade da mas&ata e nutrientes. A producao de leite foi
mensurada diariamente e para a composicdo dos teergordura, proteina, lactose e perfil
de &cidos graxos foram coletados amostras semamalrenalisadas a fresco. Amostras de
sangue foram coletadas nos dias -21, -14, -7, ffaifo24 horas), 7, 14, 21, 42 e 84 dias em
relacdo ao parto, a fim de mensuracdo a concentdgs metabdlitos plasmaticos e funcéo
imune. O scaneamento das estruturas ovarianasltpassenografia foi realizada do “&o

72 dia de lactacdo a fim de analisar a dindmica dtdicdos animais. Aspiracées foliculares
foram realizadas nos dia 357 e 657, com o olgetig avaliar a quantidade e qualidade
oocitéria e embrionaria, por fertiliza¢éda vitro”. Foi observado maior CMS para a dieta SL



em relagcdo as dietas GS e SC no pré-parto. No grés-pédo foi observado diferencas no
CMS. Foi observado maior consumo de EE para aasd&it, GS e SC no pré e pds-parto em
relacdo a dieta C. Nao foi observado diferencaigestibilidade da matéria seca no pré e poés-
parto entre as dietas experimentais. Foi obtidmndigestibilidade do EE para a dieta SL em
relagéo as dietas GS e SC no pos-parto. Nao feredda diferengca no balango de energia no
pré-parto. No entanto no periodo pos-parto foi nkag melhor balanco de energia para as
dietas SL, GS e SC em relacdo a dieta C. Nao feervada diferenca para o balanco de
nitrogénio nos periodos pré e pos-parto entre etsaslavaliadas. Foi observado maior teor e
producdo de gordura no leite para a dieta GS eagdelas dietas SL e SC, porém nao foi
observado diferenca para a producao de leite astdéetas experimentais. No perfil de acidos
graxos do leite foi obtido maior concentracdo dg Grans € CLA cis-9 trans-11 Para a dieta SC
em relacdo as demais dietas experimentais, manweotracdo de {gopara a dieta GS e SC
em relacdo a dieta SL edzpara a dieta SL em relagdo as dietas GS e SC.dlabdervada
diferenca no escore de condicdo corporal e pegmirno pré e pdés-parto. Foi observada
maior concentracdo de glicose no pré e pos-pare paieta SL em relacdo as dietas GS e
SC. Foi observado maior concentracdo de colestetal para as dietas SL, GS e SC em
relacdo a dieta C no pos-parto. Nao foi observaifasencas nas concentragdes de acidos
graxos ndo esterificadosehidroxibutirato no pré e pos-parto. Foi observatEnor nimero
total de foliculos e foliculos de classel paraetadC em relacdo as dietas SL, GS e SC. Foi
observado maior nimero de odcitos viaveis na agordos 65+7 dias em relacdo a dos 357
dias de lactacdo. Foi obtido maior nimero e poaggm de embrides viaveis para a dieta SL
em relacdo as dietas GS e SC. Foi observada maicergagem de leucdcitos e monaocitos
positivos a fagocitose para as dietas SL, GS erBCetacdo a dieta C, no pré e pds-parto,
para os neutrofilos no pré e poés-parto e monoaiospds-parto foi observado maior
porcentagem de células positivas para a dieta Stelgao as dietas SC e GS. Foi observado
maior expressdo das células de adesdo QTDRAS, CD25 e CD62L para as dietas SL, GS e
SC em relacdo as dieta C, para o CDfb# observado maior expressdo para as dietas GS e
SC em relacéo a dieta SL. A suplementacédo de agido®sw3 ew6 melhorou o balanco
energeético, e ndo influenciou negativamente osnpetréds produtivos, melhorou a qualidade
oocitéria e embrionéria, bem como a funcdo imunendee de vacas leiteiras em periodo de

transicao e inicio de lactagao.

Palavras-chave: Acidos graxos. Funcéo imune. Rededransi¢do. Qualidade embrionaria.
Vacas leiteiras.



ABSTRACT

GANDRA, J. R.Sources of fatty acidwm3 and o6 in dairy cows diets during the transition
period and early lactation [Fontes de &acidos graxas 3 em 6 em dietas de vacas leiteiras
no periodo de transi¢do e inicio de lactacdo]. 2Q¥P f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, hsidade de Sdo Paulo, Pirassununga,
2012.

The objective was to evaluate the influencen@f and w6 fatty acid supplementation, on
productive performance, metabolic profile, oocyted aembryo quality, immune system
function in dairy cows during the transition periadd early lactationWere selected forty-
two Holstein cows, and multiparous pregnant withviog provided for 35 days after the
beginning of the evaluation and supply of experitakediets. The cows were housed in stable
type "free-stall", provided with individual stall$he animals were randomly assigned to one
of four experimental treatments provided from 3fobethe expected date of calving up to 84
days postpartum: control (n = 11) (C) diet withadtled fat; flaxseed whole (n = 10) (FW):
inclusion of 60 to 80 g / kg DM (source of omegaw@hole raw soybean raw (n = 11) (WS)
including 120-160 g / kg MS (source of omega 6)¢iaa salts of insatured fatty acids (n =
11) (CS): inclusion 24-32 g / kg DM (source of orae®). The experimental diets had the
same concentration of unsaturated fatty acids,thoeitfatty acid profile of the sources was
different. The animals were fed according to the dry mattekia the day before, so as to be
maintained orts a percentage of the diet every betyyeen 5 and 10%. Samples of feeds and
orts were collected daily and stored at -20 °© Cekliesamples were collected daily mixed
and a sample was taken corresponding to a periadaagek in order to measure the intake of
dry matter and nutrients. Feces samples were tetlemn days -28, -14, 21, 42 and 84 days in
relation at calving, in order to measure the digdgy of dry matter and nutrientdilk yield
was measured daily and the composition of fat,gimoand lactose samples were collected
weekly and analyzed fresh. For the fatty acid peadif milk samples were collected weekly
and were grouped for analysis of the week 1-3, 4-8, 10-12, totaling 4 points of analysis.
The measurement of body weight and body conditmreswere measured weekly. Blood
samples were collected on days -21, -14, -7, cgl{¢#24 hours), 7, 14, 21, 42 and 84 days in
relation at calving in order to measure the conegioh of plasma metabolites and immune
function. The scanning of ovarian structures byasibnography was performed from 14th to
72nd day of lactation in order to analyze the dyicanof follicular animals. Follicular
aspirations were performed on day 35 £ 7 and 65 i order to assess the quantity and



guality oocyte and embryo by fertilization "in wtr It was observed higher DMI for the diet
FW in relation to CS and WS diets pre-partum. Parstion was not observed differences in
DMI. It was observed higher intake of fat to the FWS and CS in the pre and postpartum
compared to C diet. There was no difference inndagter digestibility in pre-and postpartum.
It was obtain the highest digestibility of fat teetdiet FW in relation to WS and CS diets
postpartum. There was no difference in the balafieanergy in prepartum. Postpartum was
observed better energy balance for diets FW, WS @8din relation to the C diet. No
differences were observed for nitrogen balancehim pre-and postpartum between diets
evaluated. It was observed a higher content arld gfamilk fat for diet WS in relation to FW
and CS, but no difference was observed for milkdyitn the fatty acid profile of milk was
obtained higher concentration ofidgC: grans@nNd CLA ¢iso wrans-11fOr diet CS in relation the
others and higher concentration of C18: 2 for W& and CS in relation FW and and C18: 3
for FW diet in relation diets WS and CS. There waglifference in body condition score and
body weight in pre-and postpartum. Higher value whserved of glucose in the pre and
postpartum diet for FW in relation to CS and WSwéts observed higher concentrations of
total cholesterol to the diets FW, WS and CS iatreh to Cl diet in postpartum. There was
no difference in concentrations of nonesterifieyfacids and3-hydroxybutyrate in pre and
postpartum. It was observed a shorter total nurobéollicles and follicles classl to the C
diet compared with diets FW, WS and CS. It was niegka higher number of viable oocytes
in aspiration of 65 + 7 days compared to the 35days of lactation. Obtained the highest
number and percentage of viable embryos for FW abetpared to diets CS and WBhere
was a higher percentage of leukocytes and monopg&isive for phagocytosis for diets FW,
WS and CS compared to the C diet, in pre and pdstpa for neutrophils in pre and
postpartum and postpartum monocytes was obsengtbipercentage of positive cells for
FW diet compared to diets CS and WS. It was obseineaeased expression of cell adhesion
CD4 +, CD8 +, CD25 + and CD62L for diets FW, WS &1 in relation to the C diet. For
CD14 + was observed increased expression for W&sand CS in relation to diet FW. The
fatty acid supplementation3 andw6 improved energy balance, and did not influenee th
performance, improved oocyte and embryo qualityiamdune function of dairy cows in the

transition period and early lactation.

Keywords: Dairy cows. Fatty acids. Embryo qualitpgmune function. Transition period.
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1 INTRODUCAO GERAL

As umdancas metabdlicas que regem a fisiologiavdeas leiteiras no periodo de
transicéo (-21 a +21 dias em relagédo ao partoded&uma importancia para a compreensao
dos eventos subsequentes do desempenho produtegraglutivo dos animais ao longo da
lactacdo. As acdes tomadas neste periodo podeatirrefimelhor ou pior desempenho das

vacas na lactacédo que esta se iniciando.

Pensando em melhorar a condicdo metabdlica dass,vatenuando o balanco
energético negativo, diversas estratégias nutiatsoe de manejo sdo sugeridas a fim de
proporcionar aos animais melhor status produtiepradutivo e imune. Dentro desta 6ética as
fontes de &cidos graxes3e w6 tém grande destaque como agentes nutraceutipagesade
modular positivamente a reproducédo e imunidadevdeas leiteiras no periodo de transicao e

inicio de lactacdo, consequentemente melhorandsendpenho produtivo dos animais.

Os acidos graxoe3 e w6 tem grande influencia na fisiologia reprodutiavécas
leiteiras, podendo regular a sintese de prostaglasnddentro de diferentes estagios da
lactac@o. No puerpério os acidos grawésparecem ter a capacidade de aumentar a sintese de
PGF2, contribuindo com a involucéo uterina e a voltaciicidade. Por outro lado os acidos
graxosm3 parecem atuar no periodo de servico reduzindotesge de prostaglandina uterina,
proporcionando um ambiente uterino mais favoraeehm implantacdo e manutencédo da
gestacdo. Estes mesmos &cidos graxos parecemnatcareo mediadores de reagbes do
sistema imune atuando na sintese, expressao eotmxmi de moléculas que aumentam
atividade e poder de fagocitose de leucocitos, mitogimacrofagos e neutrofilos. Nesta
esfera de raciocinio é altamente desejavel verifigafluencia destas fontes de acidos graxos
®6 e®3 no metabolismo de vacas leiteiras no periodoasicdo e inicio de lactacao.
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2 HIPOTESE

A suplementacao de acidos graxe® e ®6 ndo prejudica o desempenho produtivo,
melhora a qualidade oocitaria e embrionéria é@sterma imune de vacas leiteiras no periodo

de transicao e inicio de lactagao.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a suplementaggacidos graxas6 e»3 sobre o
desempenho produtivo, reprodutivo e funcdo imuneadas leiteiras no periodo de transicao
e inicio de lactacgéo.

Os objetivos especificos na avaliacdo do desempanoigiitivo foram:

Consumo de matéria seca e nutrientes
Digestibilidade da matéria seca e nutrientes
Balanco de energia

Balanco de nitrogénio

Producédo e composicéo do leite

Perfil de acido graxo no leite

Escore de condicao corporal e peso corporal
Perfil metabdlico

Os objetivos especificos na avaliagdo do desempepinodutivo foram:

Dinamica folicular
Qualidade oocitaria e embrionaria

Os objetivos especificos na avaliacdo da funcaoénfioram:

Fagocitose de células no sistema imune
Expressao de células de adesao do sistema imune
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PERIODO DE TRANSICAO E INICIO DE LACTACAO EM VA CAS
LEITEIRAS

O periodo de transicdo ou periparto em vacas ri@ited considerado o periodo de
tempo compreendido das Ultimas trés semanas aefteranm parto até as trés primeiras
semanas de lactacdo (GRUMMER, 1995). O inicio d@a¢do é caracterizado como sendo
os primeiros 90 dias de lactacdo apos o partotimes variacdes entre autores, que
consideram até o 100 ou 120° dia apds o parto gumals situacdes. Desta forma, o inicio de
lactacdo abrange a parte do periodo de transigd® as vacas estdo em lactacdo e os dias

subsequentes até o 90° dia apds o parto.

Esse periodo é caracterizado por grandes mudaagsademandas de nutrientes no
organismo da vaca leiteira, sendo necessarias euadds alteracées no metabolismo animal
para atender suas exigéncias nutricionais (BELR5L9ApOs o parto, a producéo de leite e 0
consumo de alimentos aumentam consideravelmentevaaas leiteiras. No entanto, a
velocidade de aumento na producdo de leite € ndmogue a velocidade de aumento de
consumo de alimentos e, consequentemente, de mafig TAMMINGA; LUTEIJN;
MEIJER, 1997).

Em funcéo da assincronia entre a demanda e a didptade de nutrientes, vacas
leiteiras sdo submetidas a periodos de balancdivegie nutrientes, principalmente energia,
proteina e célcio, no final da gestacao e no indeidactacdo (BELL, 1995). Para atender a
esse estado de balanco negativo de nutrientegjgaimente o balanco energético negativo
(BEN), ocorrem adaptacdes fisiologicas no organidm@aca. A adaptacdo ao BEN consiste
em orquestradas adaptacdes no uso e conservac@ordbsstiveis corporais (BAUMAN;
CURRIE, 1980). Essas alteragbes sao baseadas agégedle energia a partir de novos
compostos (principalmente acidos graxos), e, aanodempo, economia na utilizacdo de
glicose (energia) por alguns tecidos corporaisagpalmente tecidos periféricos como a
musculatura esquelética (HERDT, 2000). SegundotOwveat al. (1998) a demanda estimada

de glicose de uma vaca da raca holandesa € deal®000 g/d durante os ultimos dias de
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gestacdo, mas aumenta rapidamente ap0s o partagrasamadamente 2500 g/d aos 21 dias

pds-parto.

As adaptagOes envolvem mobilizacdo da energia @maada nos tecidos corporais,
alteracbes na utilizacdo de substratos, e na omeecsdo dos combustiveis corporais
(HERDT, 2000). Para atender as exigéncias nut@gsode energia durante o periodo de
transicdo, vacas leiteiras mobilizam grandes qdadés de 4cidos graxos do tecido adiposo,
resultando em aumentos na concentracdo de acidessgnao-esterificados (AGNE) na
corrente sanguinea (DRACKLEY, 1999).

Os AGNE presentes na corrente sanguinea podentilszExdos por diversos tecidos
corporais para a geracado de energia (economiailimagfio de glicose) e incorporados na
gordura do leite, em nivel de glandula mamaria. mivel hepatico, podem ser oxidados
completa ou parcialmente, esterificados ou exposgtatbmo lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) (GRUMMER, 1993). O figado aparemt@te metaboliza os AGNE de
acordo com a proporcdo de seu suprimento via derre@anguinea, resultantes da
mobilizacdo de reservas corporais (EMERY; LIESMANERDT, 1992).

No entanto, a capacidade hepatica de oxidacdo idesagraxos e exportacdo de
VLDL é relativamente baixa em ruminantes (GRUMMER93). Assim, 0 excesso de
AGNE em nivel hepético, resultantes da excessivhilibacdo de reservas corporais de
vacas leiteiras durante o periodo de transicaéc®ida lactacdo, pode exceder a capacidade
de metabolizacdo desses acidos graxos, resultamdoarmazenamento hepatico de
triglicerideos (oriundos da esterificacdo dos AGN&)ando os animais ao desenvolvimento
de figado gorduroso (acumulo de triglicerideos moépquima hepatico) (DRACKLEY,
1999).

O acumulo de triglicerideos no parénquima hepéatduz a capacidade do figado
em detoxicar amoénia em uréia (STRANG; BERTICS; GRUEBR, 1998), resultando na
diminuicdo da capacidade de gliconeogénese hepatigartir do propionato, o principal
precursor de glicose em ruminantes (CADORNIGA-VAON GRUMMER,;
ARMENTANO, 1997; OVERTON; DRACKLEY; OTTEMANN-ABBAMONTE, 1999).
Dessa forma, o animal estara sujeito a alteragcéssdasempenho produtivo e reprodutivo,
bem como alteracdes de saude, sendo prioridadmtficacao de estratégias de manejo que
promovam uma reducédo da mobilizacdo das reservpsratss (GRUM et al., 2002; PIRES
et al., 2007), promovam um incremento na capacididégado em oxidar acidos graxos
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(COOKE et al., 2007 falta referéncia?) ou desvda ide alguns acidos graxos para outras
funcdes no organismo das vacas como melhorias sengeenho reprodutivo (CERRI et al.,
2009a ou b) e na funcdo imune (SILVESTRE et all120principalmente de lipideos, que
resultem na diminuicdo da ocorréncia de figado @ob em vacas leiteiras durante o
periodo de transicdo (MASHEK; BERTICS; GRUMMER, 2D0

O BEN se inicia no pré-parto e se estende duraritéc® da lactacdo devido a
mobilizacgéo fisiologica de gordura do tecido ad@o® forma de AGNE, que caso venha ser
exacerbada pode provocar acumulo de triglicéridepanénquima hepatico comprometendo
outras funcdes importantes, como a sintese desgliedGF-1. A condicdo de BEN das vacas
no periodo de transicao é fisioldgica e comumestanimais perdem cercas de 1 unidade de
ECC nesta fase, cerca de aproximadamente 10 % slo ga@poral. Esta mobilizacéo
fisiologica pode ser responsavel por até 30% ddyg@o de leite nos primeiros 21 dias de
lactacdo (GRUMMER, 1995).

Existe forte relacdo entre o balanco energéticpdmparto, a qualidade oocitaria e
atividade da funcdo imun€ACHUT et al., 2010aSILVESTRE et al., 2011 ), que também
tem alta correlacdo com as necessidades nutrisiananetabdlicas voltadas a producéo
leiteira. S&0 esperadas diferencas significativadalanco energético das vacas antes do
parto e no inicio de lactacdo, uma vez que estéodsabelecidas as diferencas existentes
entre as exigéncias nutricionais para mantencaca gestante em terco final de gestacdo em
comparacao a alta energia exigida para mantengadeiqio de leite na vaca em inicio de
lactacdo (MCNAMARA et al.,, 2003). Portanto, as &stgias de manejo nutricional no
periodo de transicdo devem priorizar a manuten@aahsumo adequado de energia,
visando minimizar a severidade do balanco enemésendo este aspecto de grande

importancia para o entendimento da influéncia degéo na reproducéo e na fungéo imune.

O BEN interfere, primariamente, com a habilidadestko hipotalamico-hipofisario
em desenvolver um padrdo de hormdnio luteinizahtd) (hecessario para estimular o
desenvolvimento folicular ovariano e a ovulacacuBdariamente, o déficit de energia e a
baixa concentracdo de insulina durante este penpodi@m limitar a responsividade dos
ovarios a estimulacéo pelas gonadotrofinas. Ovalerpara a primeira ovulagcdo no periodo
pés-parto depende da recuperacdo da funcdo normaixd hipotalamico-hipofisario-
gonadal (BUTLER; SMITH, 1989).
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A intensa mobilizagdo de reservas do tecido adipms®ce estar intimamente
relacionada com a expressao da funcdo imune des ‘aitairas no periodo de transicdo
(CONTRERAS; SORDILLO, 2011). As altas concentrac@®es AGNE e acetil- CoA
circulantes na corrente sanguinea atuam como agipdeoxicos para células de defesa do
organismo dos animais, quando existe um grande woude gordura em tecidos nado
adiposos (VAN HERPEN; SCHRAUWEN-HINDERLING, 200&).lipotoxicidade causada
por altas concentracdes de AGNE e consequente éxlipidico no tecido hepatico causa a
morte programada das células de defesa, (SHIMABURRal., 1998).

4.2 NUTRICAO E ALIMENTAGCAO DE VACAS LEITEIRAS NO PE RIiODO
DE TRANSICAO E INICIO DE LACTACAO
O manejo nutricional e a alimentacdo séo fatoresresais do ciclo produtivo das

vacas leiteiras que devem atender a critériosioglados aos varios eventos que determinam
a fisiologia e a endocrinologia nas ultimas semategestacdo, que afetam o consumo de
matéria seca, a producéo leiteira, a saude das eaaaeducao da incidéncia de doencas no
inicio do periodo de lactacdo (OLSON, 2002). Asséndo, as vacas no periodo seco devem
ser agrupadas em grupos distintos: 0 primeiro graip@nge 0sS animais que iniciam o
periodo de repouso que compreende 0 momento dgeseas animais até 21 dias antes do
parto, denominada fase 1 ou “FAR OFF”; o segundp@iabrange os animais desde da fase
1 até as trés ultimas semanas que antecedem ¢ gamtip denominada fase 2 ou “CLOSE
UP”.

Aumentando a densidade energética na dieta deph0 1,62 Mcal de energia
liguida de lactacdo (Mcal Elkg de matéria seca (MS) e a proteina bruta deat& 17 por
cento durante os 21 dias pré-parto pode resultanaior ingestdo de energia durante o peri-
parto e diminuicdo de até 9 vezes o acumulo deugardo parénquima hepatico (15,0
mg/grama de tecido) (VANDEHAAR; SHARMA; FOGWELL, 29). A adicdo de 450 até
700 gramas de gordura na dieta pode aumentar stdtogee energia pelo animal, sem causar
problemas relacionados com o consumo de matéra (8€2RBA et al., 2006). Segundo o
NRC (2001), as respostas produtivas a suplementagfia@lietas de vacas em lactacdo sao
dependentes de dieta basal, estagio de lactadaagbanergético, composi¢do e quantidade
da fonte de gordura utilizada. Manter o consumoedergia no pré-parto até o parto e

aumentar rapido no poés-parto seria uma estratégeessante de minimizar o balanco
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energético negativo (BUTLER; SMITH, 2004). Durardgebalanco energético negativo,
eventos homeorréticos sustentam as necessidadaisahices da lactacdo, e aparentemente, a
funcado da glandula mamaria tem prioridade metah@in relacéo a funcéo ovariana, assim a
funcdo reprodutiva é diretamente dependente deomilspdade de nutrientes a serem
utilizados para lactacéo (STAPLES; BURKE; THATCHHER98).

As alteracdes no consumo de matéria seca podembservadas principalmente
quando é iniciada a suplementacao lipidica, emordzafonte de gordura utilizada, muitas
vezes nao serem bem caracterizadas, ou quando teomesilagem de milho é usada em
como volumoso padrédo (ONETTI et al., 2001). Odigd sdo degradados dentro da parede
celular microbiana, ou seja, o grau de maturacadomagem e o conteudo de nitrogénio da
dieta influenciam diretamente a taxa de passaganara de digestdo do alimento, além de
alterar a disponibilidade de substratos necessgé@a a sincronia do metabolismo e
desenvolvimento da populacdo de bactérias rumi@@&slKINS, 1993).A suplementacéo
lipidica para vacas leiteiras deve objetivar priamaente a manipulacdo dos eventos fisico-
quimicos gerados por estes compostos na fermentag@inal e controlar a bio-
hidrogenagédo para alterar a absorcdo destes agidegss de forma seletiva (JENKINS,
1993).Tem sido demonstrado em varias situacfesa @uicao total de gordura na dieta ndo
pode exceder 6 a 7 pontos percentuais da matéce geincipalmente no periodo de
transicdo e inicio de lactagdo, que pode ocasiomar reducdo do consumo de matéria seca,

antecipando e exacerbando o balango energétictiviedRC, 2001).

4.3 FONTES DE ACIDOS GRAXOS®3 E w6 NA ALIMENTACAO DE
VACAS LEITEIRAS

A suplementacdo de acidos graxos especificos parasvieiteiras no periodo de
transicdo e inicio de lactagdo vem sendo utilizao,sua grande maioria com finalidade
nutraceutica, e ndo somente como mera fonte dgiaren dietas de transicao. A utilizacéo
destes acidos graxos somente como fonte caldricdietars pré e pds-parto ndo € capaz de
modular o metabolismo dos animais visando melhcoeslicbes de saude, e reproducao dos
animais, pois desta forma a suplementacdo visaneeste atenuacdo de balanco energético
negativo e ndo em modulacdo de sintese de horméstesoides, ativacdo de agentes do

sistema imune e aumento do desempenho produtivo.
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Trabalhando com vacas leiteiras de alta produc&p%3kg/dia) no periodo de
transicao(25 pré-parto a 80 dias pos-parto) e suplementaadofontes de acidos graxos da
familia ®3 e w6, Cerri et al. 2009a ou b observaram melhor qualidade oocitaria e
embrionaria para as vacas que receberam fontéc graxo da familia n-3 em relacéo a
n-6, sendo os indices obtidos sobre a qualidadei@mdibia satisfatorios para vacas leiteiras

de alta producéo.

Os acidos graxos da famil@6 e ®3 tem sido mostrados como importantes
moduladores das reac¢des imunes (CALDER et al.,)2@&tas ricas nestes &cidos graxos
modulam as respostas inflamatorias em modelos ereaios clinicos (STENSON et al.,
1992). Em camundongos alimentando-se de dietas epaacidos graxos n-3, as reacdes
inflamatorias foram reduzidas quando comparadasasdes estudadas em camundongos
alimentando-se com acidos graxo8 (ALBERS et al., 2002). Mecanismos envolvidos na
regulacdo da resposta imune ndo estdo completametaiedidos, mas existe evidéncia que
0s acidos graxoe6 e w3 influenciam a comunicacéo e a ativacéo celul@avéas da sintese
de prostaglandinas, fator de necrose ((Td)Fnterferony (IFN-y) e outros fatores como o
oxido nitrico (CALDER et al., 2002).

As fontes mais utilizadas de acidos graw@ise ®3 sdo sementes de oleaginosas e
sais de célcio de acidos graxos, que podem sé&radils como agentes nutraceuticos em

vacas leiteiras no periodo de transicao e iniciactacao.

4.3.1 SAIS DE CALCIO DE ACIDOS GRAXOS

Diversos tipos de suplementos comerciais conteipdidids inertes no rimen estao
disponiveis no mercado. O mais comum deles saai®sls calcio de acidos graxos, obtido a
partir de acidos graxos de cadeia longa. Essessagidxos reagem com o0s sais de calcio,
unidos na forma de um sal do tipo R-COO-ca, pom#ate conhecido como sabdo de
calcio.

Existem no mercado sais de calcio de acidos gréotasados a partir de 6leo de
palma, colza, soja, girassol e linhaca sendo quipssultimos sdo mais insaturados e mais
dissociados e biohidrogenados no riumen. Os saicdld® de &cidos de cadeia longa e
algumas sementes de oleaginosas geram poucosedefite a populagcdo microbiana, sobre
0s processos de degradacdo e absorcdo ruminaltdentes (PALMQUIST; MATTOS,
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2006; ALLEN, 2000). Entretanto, pode haver benefiaia digestibilidade da FDN quando
utilizado sais de calcio de acidos graxos em ragéescas leiteiras.

Normalmente, a inclusdo média de gordura em deeteadas leiteiras € de 3,5%, de
modo que, alguns estudos resultam em quedas diea?é6 na digestibilidade da matéria
seca, para algumas oleaginosas e gorduras saturaiastanto, tem sido demonstrado
aumentos o de até 1,7% pela suplementagdo condesa@idlcio de 4cidos graxos, que pode
estar associado ao tipo de fibra e da relacdo wagomoncentrado, de modo que, o
estabelecimento de um pH ruminal entre 6,5 e @dke pcontribuir com a diminuicdo da
quebra das ligagBes dos acidos graxos com o célespode vir a interferir na fermentagéo
ruminal e na producéo de acido linoleico conjug@ziod) (ONETTI; GRUMMER, 2004).

Em estudos recentes a utilizacdo de sais de cdécidcidos graxos em vacas no
periodo de transicdo ndo tem reduzido o consumoatéria seca. Rodriguez-Sallaberry et
al. (2007) e Duske et al. (2009) avaliaram a irfcdude sais de calcio de acidos graxos em
racOes de vacas holandesas no periodo de tramsigdonédia de producéo de leite de 34,0
kg/vaca/dia e um total de 5,9 % extrato etéreo.jEh& matéria seca total no periodo pos-
parto. Estes autores ndo observaram reducdo domonde matéria seca no periodo pos-
parto. Andersen et al. (2008) e Cerri et al. (2009#% ) avaliaram vacas da raca Holandesas
com suplemento comercial de acidos graxos de @&eomatina e 6leo de soja com dietas de
8,0 % e 5,5 % de E.E, na matéria seca total gasdrespectivamente, para as ragdes com
fonte de gordura. Estes autores também néo obaerverducdo no consumo de matéria

Seca.

Dessa forma, a inclusdo de &cidos graxos de saald® em racdes de vacas
leiteiras pode ser considerada uma Otima altemaiiymo fonte de gordura, na tentativa de
suprir a demanda energética de vacas leiteirasiom ide lactacdo. Entretanto, é preciso
considerar um periodo de adaptacdo e a aceitatelidessa fonte de gordura, pois em
estagios criticos de baixo consumo de matéria escanimais submetidos a essa racoes

podem néo apresentar o desempenho esperado.

4.3.2 GRAO DE SOJA

A soja é um gréo rico em proteinas, cultivado extotonundo como fonte de

alimento para humanos e animais, e pertence aifaR#baceae(leguminosa). Destaca-se
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entre os alimentos proteicos de origem vegetal clumte alternativa de proteina e energia,
sendo considerada semente de oleaginosa mais tispan mundo, podendo ser usada na
alimentacdo dos ruminantes na sua forma origiralajcou processada (CORREA, 2007).
Considera-se que resultados obtidos com grédo decsoj(moido grosseiramente, peletizado
ou macerado) sao iguais ou melhores quando congsaeas de processos de aquecimento,
extrusdo ou esfarelamento (EARLEYWINE, 1989 fakferéncia). Quanto ao custo, iSso
poderia acarretar vantagem econdmica, pois emaggifbdutoras brasileiras, na maioria das

vezes, 0 preco do grao de soja € menor que o do @ soja.

Entre as caracteristicas nutritivas da soja integrgortantes na nutricdo de
ruminantes destaca-se a grande quantidade derarategradavel no ramen (PDR), que pode
ser convertida em proteina ndo degradada no rURNDR) por meio de tratamento térmico,

e ao seu elevado teor de energia devido ao teextdgto etéreo. As sementes de oleaginosas
se destacam por apresentar alto conteudo de apiaoss poli-insaturados. O acido linoléico
(C18:2) predomina nas fontes mais comuns, sendo @usoja apresenta maiores
concentracdes de acido linoléico (C18:2) (DHIMANakt 2005).

Uma das vantagens do grao de soja integral conte fipidica para ruminantes é a
lenta liberacdo de lipidios no rimen, onde a capae de hidrogenacdo da microbiota
ruminal ndo € excedida, impedindo possivel redutd@adegradacdo da fibra pelo efeito
negativo que acidos graxos insaturados podem caasabactérias fibroliticas (COPPOCK;
WILKS, 1991; PALMQUIST, 1991). Isso ocorre em setesnde oleaginosas porque a
maioria dos lipidios encontra-se no germe e, ptotand necessidade da degradacdo da

parede celular para que a hidrdlise se inicie.

Schauff et al. (1992) avaliaram a inclusédo de gtéosoja cru na dieta de vacas
lactantes, na proporcao de 15 a 20% na matériatsdae verificaram que em quantidades
menores que 16% da matéria seca da dieta de s@afamnecida, ndo foram observados

efeitos negativos sobre a fermentag&o ruminal.

Freitas Janior et al. (2010) avaliaram a utilizagéaliferentes fontes de gordura para
vacas leiteiras. Neste estudo foram avaliadasta dantrole e trés fontes de gordura, sendo
mantido similar nivel de extrato etéreo na matéeca das dietas com gordura
(aproximadamente 5,0%): Oleo de soja, grdo de sogmis de calcio de acidos graxos
insaturados. O nivel de inclusdo do Gleo de saasesais de calcio foi de 3%, enquanto que
do grao de soja integral foi de 16% da MS, e omalso utilizado foi a silagem de milho na



34

relacdo volumoso/concentrado de 60E§tes autores observaram menor consumo de matéria
seca para os animais submetidos as racfes conteme#s de gordura, em relacdo a dieta
controle. O consumo de extrato etéreo, como ersedesperar, foi superior para 0s animais
submetidos as dietas com fontes de gordura. Nawehefeito das fontes de gorduras nas
racOes sobre a producéo de leite com e sem cosrpgdducdo de gordura, lactose e nos

teores de proteina e lactose.

Barletta et al. (2012) avaliaram a inclusdo derdifees niveis de grdo de soja cru e
integral ( 0, 8, 16 e 24% na MS total da dietafliedia de vacas leiteiras no terco inicial de
lactacdo com média de producéo de 31,21 kg/diau@ses ndo observaram efeitos sobre a
producao de leite, teores de proteina, lactosegrednisdo uma tendéncia no aumento dos

teores de gordura para as dietas suplementadagréorde soja.

Quando Barletta et al. (2012) avaliaram o consuraonthtéria seca, somente
observaram diminuicdo do consumo da dieta com sadule 24% de gréo de soja,ndo sendo
observardo sobre a digestibilidade da matéria séta. presente estudo os autores
recomendam o uso da inclusdo 16% de grao de sog iotegral na dieta de vacas leiteiras,

com média de 30 kg/dia, com silagem de milho conionaosa base.

Naves (2010) trabalhou com vacas leiteiras no terédio de lactagdo com média de
producdo de 30,0 kg/dia, utilizando 20% de includé@ograo de soja cru nas ragcdes com
diferentes tipos de moagem, sendo controle (seg@i@adle gréo de soja), gréo de soja cru e
integral e grdo de soja moido em peneira de 2 e.4Adeste estudo ndo foram observadas
diferencas no consumo e digestibilidade da mas®@, producdo e composicao de leite,
fermentacdo ruminal e sintese de proteina micrabisutre a dieta com gréo cru e integral e

as demais com o grao moido.

Venturelli et al. (2011), suplementaram vacas il@geno final de lactagdo com
média de producdo de 23,0 kg/dia com altos nikeigréo de soja cru e integral (0, 9, 18 e
27 % na MS das dietas). Houve efeito linear crascpara o teor de gordura no leite (3,59;
3,95; 4,07; 4,20 %). Nao houve efeito da inclusd@gio de soja para a producgéo de leite

corrigida, producéo de gordura, escore de condiggmoral e eficiéncia produtiva.

A utilizacdo de gréo de soja cru e integral em sdedeiras mostra-se como uma

alternativa viavel para ser usada em todo o perdedlactacdo, para vacas de alta, média e
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baixa producéo de leite, sendo, contudo necesaariolusdo dos niveis corretos de acordo
com a fase de lactacao, nivel de producao e voloiinase.

4.3.3 SEMENTE DE LINHACA

A semente de linhaga, como o grdo de soja int¢iaglicionalmente na nutricdo
animal se enquadra como alimento proteico, magsewe conteudo energético advindo das
altas concentracfes de acidos graxos torna suatémp@ nutricional muito mais importante

gue meramente um simples alimento proteico.

A linhaca em sua forma de semente oleaginosa deseacpelo equilibrio
nutricional, contento 24,60 % de proteina brutg13% de extrato etéreo, 17,65% de fibra
em detergente neutro e um conteddo energético d¥ @&al de energia bruta
(VALADARES FILHO et al., 2006). O destaque prindipdesta oleaginosa de clima
temperado esta no seu alto teor de &cidos grases@ais onde sdo encontrados 52,70% de
C18: 3cis9, cis-12, cis-15 ; 17,20% de C18:@s9, cisl2 e 18,20% de C18dis9, sobre o

total do conteudo de lipidios da semente.

O uso da linhaca da nutricdo de vacas leiteiras semdo difundido principalmente
a partir dos anos 2000, quando uma série trabalbgsesquisadores canadenses retrataram
0s beneficios da linhaca como alimento energéticmeéulador do desempenho reprodutivo
e imunoldégico (PETIT et al., 2004, 2007).

A utilizacdo da linhaca em dietas de vacas legai@inicio de lactacido nédo altera o
consumo e a digestibilidade da matéria seca engaela dietas controle (PETIT et al.,
2002.2003; CORTES et al., 2010 ; CAROPRESE erall0; KAZAMA et al., 2010). Em
relacédo a producéo de leite a semente de linhad@ gantribuir com significativos aumentos
na produgdo quando em vacas no inicio de lact®EdIT et al., 2004), que observaram um
aumento de 4,3kg de leite por dia quando comparasadieta com linhaga a controle em
vacas durantes os 35 dias iniciais do periodoaadao. E em vacas no periodo de transi¢cao
Andersen et al. (2008) obtiveram um aumento de@2@& leite dia. Nao apresentando
diferencas em relag@o ao controle quando os ansmagmcontram no terco médio e final de
lactacdo (CORTES et al., 2010; CAROPRESE et al02BAZAMA et al., 2010).
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A respeito da composi¢cao do leite ndo se obseteaagbes nas porcentagens de
gordura, proteina e lactose em relacdo a dietaale(CORTES et al., 2010; CAROPRESE
et al., 2010; KAZAMA et al., 2010). A literaturatrata um aumento consideravel no leite do
conteudo de acidos graxos insaturados, com despagaes acidos C 18:2 e C 18:3 (PETIT
et al., 2007; CAROPRESE et al., 2010).

A influéncia da semente de linhaca na nutricdo aleay leiteiras parece ser mais
evidente quando observamos o0s seus efeitos comueagatraceutico na modulagdo da
eficiéncia reprodutiva e da funcdo imune de vacasperiodo de transi¢cdo e inicio de
lactacdo. As altas concentracbes de acido lina@émeduzem as concentracbes de
prostaglandina e com maiores didametros do corpm lGb periodo de servico dos animais
(PETIT et al.,, 2002). As baixas concentracdes @&, nesta fase do ciclo de lactacao
contribuem com melhores taxas de concepg¢éo de Veitesas pela influencia negativa

deste hormoénio na manutencao da gestacao (WILTBANK., 2006).

Os efeitos da semente de linhaca podem ser obssrvaa resposta imune dos
animais pela reducéo da proliferacéo de linfoc{fiSBERS et al., 2002; CALDER et al.,
2002) e pela reducéo de citocinas proé inflamat@edss mondcitos (KHAIR-EL-DIN et al.,
1996).

4.4 INFLUENCIA DOS ACIDOS GRAXOS DA FAMILIA ®3 E ®6 NO
DESEMPENHO PRODUTIVO DE VACAS LEITEIRAS NO PERIODO
DE TRANSICAO E INICIO DE LACTACAO

4.4.1 CONSUMO E DIGESTIBILIDADE DA MATERIA SECA E NTRIENTES

Dois principais pontos devem ser destacados quasd@nalisa alteracées no
consumo de matéria seca em vacas suplementaddsm@s de gordura: 1) aceitabilidade do
suplemento de gordura, que esta diretamente rakabioas alteragcdes no consumo de matéria
seca, pois quando o periodo de adaptacdo ndociestdi para 0s animais, as respostas a
suplementacdo podem nao representar a realidajldigo 2 nivel de suplementacéo, pois
respostas diferentes sdo observadas de acordo caaracteristicas quimicas e fisicas da

gordura utilizada.

A suplementacéo lipidica através de sementes daiolesas parece ndo afetar o

consumo de matéria seca de vacas no periodo di;fare inicio da lactacdo (LESSARD et
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al., 2004; PETIT et al., 2007; ANDERSEN et al.08D No entanto, mais estudos devem ser
realizados visando obter resultados mais consegesbbre os efeitos diretos dos &cidos
graxos das familia®3 e w6 sobre o consumo de matéria seca de vacas napel®

transicao e inicio de lactacéo.

Allen (2000) investigou uma série de estudos (n=28)olvendo a suplementacéo de
sais de calcio de Gleo de palma (rico em gordur&a#a) em vacas leiteiras e concluiu que a
cada 1% de inclusdo de sais de célcio de 6Oleo ldeapsomparando-se com a dieta controle,
ocorre uma depressdo de 2,5% na CMB alguns estudos a suplementagdo de gordura
diminuiu a digestibilidade (PALMQUIST; JENKINS, 1@8e o CMS (CHOI; PALMQUIST,
1996; SCHAUFF; CLARK, 1992) de vacas em lactacdds mecanismos pelos quais a
suplementacdo de gordura em alguns casos deprimgestdo de matéria seca ndo estdo
esclarecidos, mas envolvem efeitos da gordura maefgacdo ruminal, motilidade intestinal,
aceitabilidade das dietas contendo gordura, lild@rade hormonios intestinais, e oxidacéo
hepatica (ALLEN, 2000).

Choi e Palmquist (1996) sugeriram que o decréscimmoconsumo de matéria seca em
vacas alimentadas com dietas com grandes quardgiddde gordura é mediado por
colecistoquinina (CCK). A CCK é secretada por @unteroenddcrinas do intestino delgado
e regula a ingestdo por sensores neuro-vagaisdozinglo o transito da digesta. Ainda varios
outros peptideos de origem do trato gastrointdstc@mo o peptideo YY e produtos do
processamento do glucagon [glucagon pancreétidoengina, oxicintomodulina, peptideo
glucagon-likel (GLP-1) ou GLP2], sao potenciais mediadoresedagao do CMS observado
em animais alimentados com gordura (HOLST, 2000 BARHAM; BLOOM, 2003).

Ueda et al. (2003) descreveram que n&o houve efefigativo no CMS e
digestibilidade de nutrientes em vacas leiteiraspivel de inclusdo de 3% de 6leo de semente
de linhaca (com base na MS), porém Martin et &l082 observaram grande decréscimo no
CMS e na digestibilidade de nutrientes quando sogidou-se a dieta em 5,7% de 6leo de
semente de linhaca. Benchaar et al. (2008), coaotuique a suplementacdo de Oleo de
semente de linhaca com até 4% de inclusdo da MEdatdieta ndo causa nenhum detrimento

da funcéo ruminal, digestédo e producéo de leite.

Zachut et al. (2010a) ao estudarem a incluséao merge de linhaca extrusada (5,8%
de extrato etéreo da MS) na dieta de vacas lateicaperiodo de transicdo até 100 dias de
lactacdo observaram que o CMS foi 3,8% maior egasitiio de energia 5% maior quando
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comparadas as vacas do grupo controle no pericsiggmdo porém, no pré parto ndo foram
observadas diferencas no CMS. O aumento do CMSrulmo galimentado com semente de

linhaca extrusada vai de encontro com os resultaddislos por Petit et al. (2007), que

concluiram que uma dieta contendo uma alta propodgdacidos graxos saturados causam
menor CMS do que uma dieta rica em &cidos graxeaturados. Porém, diversos estudos
encontraram queda no CMS ao realizarem infusdo akainde acidos graxos insaturados
(DRACKLEY et al., 1992falta referéncia; BREMMER @t, 1998) ou alimentando vacas com

quantidades crescentes de &cidos graxos insatui@mos decréscimos de acidos graxos
saturados (HAVARTINE; ALLEN, 2006).

As alteracbes no consumo de matéria seca podenobservadas principalmente
quando € iniciada a suplementacdo lipidica, emoralzdfonte de gordura utilizada, muitas
vezes ndo serem bem caracterizadas, ou quando teomeailagem de milho é usada como
volumoso padrdao (ONETTI et al., 2001), pois osdips sdo degradados dentro da parede
celular microbiana, ou seja, o grau de maturagéfodagem e o conteudo de nitrogénio (n)
da dieta, influenciam diretamente a taxa de passa&ge taxa de digestdo do alimento, além de
alterar a disponibilidade de substratos necessg@ra a sincronia do metabolismo e

desenvolvimento da populacdo de bactérias rum{aBNKINS, 1993).

Ballou et al. (2009) realizaram experimento com wias multiparas dentro do
periodo de transicdo ( -21d até +10 d) utilizanda@amentos (controle - sem suplementacao
lipidica; “energy buster"— fonte de gordura satarag 0leo de peixe - fonte de gordura
insaturadan3) e a suplementacédo era realizada em bolus. Audgada no pré-parto foi de
aproximadamente 0,92% e 1% no pos-parto do CMSseNesperimento ndo foi observado
efeito de suplementacdo no CMS. Este resultadosdaielhante no estudo realizado por
Fuentes et al. (2007) que ndo observaram efeit€M& de animais no inicio de lactacédo
suplementados com fontes de acidos graxos insatu@ido de soja extrusado e semente de
linhaca extrusada e niveis de inclusdo baseado ®a dd dieta de 4,9% e 5,5%

respectivamente).

Lessard et al. (2004) estudaram os efeitos desderiequecidas com acidos graxos
poli-insaturados»3 e w6 durante o periodo de transicdo (n=48), e utdirade sais de calcio
de oléo de palma (Megala€R fonte de gordura saturada), grdo de soja mizaci (fonte de
acidos graxosm6) e semente de linhaca integral (fonte de acid@xog ®»3). Nesse

experimento o CMS nas seis primeiras semanas pts-foa significantemente menor para
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vacas alimentadas com Megalal-® que as vacas alimentadas com semente de lift&7a
kg/d vs 16,6 kg/d), e ndo se observou efeito para CMSvatms alimentadas com soja

micronizada.

A partir da literatura nota-se que a suplementaigfigordura pode ou néo afetar o
CMS, porém o grau de saturacdo, a porcentagem dligs@o no total da MS da dieta, a
palatabilidade das dietas, o perfil de acidos ggawométodo de suplementacdo e o periodo
fisiologico influenciam diretamente no efeito da SM

4.4.2 PRODUCAO, COMPOSICAO E PERFIL DE ACIDOS GRAS®O LEITE

Em estudo realizado por Zachut et al. (2010a),nfioodbservadas maior producao de
leite (6,4%) e menor teor de gordura no leite (Q,44ando comparou-se uma dieta rica em
acidos graxos da familia3 com uma dieta controle, em vacas (n=256) no geriie transicéo
até 100 dias de lactacaBsses resultados estdo de acordo com o0s obsempad®etit et al.
(2007), no qual vacas alimentadas com sementenldack integral com 3,3 e 11% de incluséo
na MS nos periodos pré e pos-parto, respectivanpriaduziram mais leite com um menor
teor de gordura em relacdo ao grupo controle. Algua porcentagem de gordura também foi
observada por Mustafa et al. (2003) com vacas alisdas com 7% da MS de linhaca integral,
e por Chilliard et al. (2009) em vacas alimentacia® suplemento contendo 70% de linhaca
extrusada (21,2% da MS).

Em contraste, Cortes et al. (2010) ndo encontradderencas na producédo e na
producao de leite corrigida a 4% entre as vacasealadas com semente de linhaga nas formas
integral ou em sais de calcio de 6leo de linhacaedagdo a dieta controle, as dietas também
nao afetaram as porcentagens de proteina, lacit®génio uréico e solidos totais no leite. No
entanto, a concentracdo de gordura no leite foiompara a dieta de sais de calcio quando
comparada com a dieta controle. Além das fontegatduras serem exploradas pela sua
eficiéncia no metabolismo energético atualmentdoesendo exploradas pelo potencial efeito

nutraceutico que algumas formas lipidicas apresentanutricdo animal e humana.

Acidos graxos poli-insaturados como os da famil ndo sdo sintetizados pelos
humanos, e a procura dos consumidores pelos beisgfi@ra a salde que esses acidos graxos

podem trazer estd aumentando, como por exempldanulgéo na incidéncia de doencas
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cardiovasculares, hipertensao, e artrites (SIMOPQS/L2002). Como resultado, ha também
um aumento do interesse em manipular as dietas adasvleiteiras para aumentar as

concentracdes dos acidos graxos poli-insaturadgsmra do leite (CORTES et al., 2010).

A suplementacdo com semente de linhaca aument@peredes do acido graxa e
CLA cis9, trans-11 na gordura do leite (GLASSER et al.,2008), épora proporcéo de acido
linolénico (cis-9, cis-12, cis-15 18:3) na gordura do leite de vacas suplemestegia acidos
graxosm3 de semente de linhaca integral ndo ultrapassddl®tal de acidos graxos (PETIT
et al., 2002). No entanto, quando uma fonte deo&ojptaxosn3 como o Oleo de semente de
linhaca, que € rico em acido linolénico, foi infioha no intestino delgado para nao sofrer o
impacto ruminal, concentracdes de acidos gradshegaram a 14% do total de acidos graxos
na gordura do leite (PETIT et al.,, 2002). Chilleet al. (2009) relatam resultados mais
expressivos quando se protege a gordura da bigladagdo ruminal, com as concentragdes de

acido graxan-linolénico no leite podendo atingir até 20%.

Zachut et al. (2010a) observaram aumento de 3 &swia propor¢cédo de acidos graxos
®3 na gordura do leite de vacas com inclusdo dedimbextrusada quando comparada com
vacas alimentadas com uma dieta comum, além derrpemporcdan6:03 ( de 8,3 para 2,3).
Porém foi observado que a eficiéncia de transféaéhe C18:3»3 da dieta para a gordura do
leite foi maior na dieta controle do que a dietm@emente de linhaca (médias de 22,7 e 5,9%
respectivamente), implicando que a eficiéncia destieréncia diminui conforme aumenta-se o
C18:3 3 da dieta, resultados semelhantes foram observaolo$sonthier et al. (2005) e
Chilliard et al. (2009). Ainda no mesmo estudo ateddo de C18:3 n-3 na gordura do leite
chegou ao alcance maximo de aproximadamente 29 antplica que o enriqguecimento deste
acido graxo na gordura do leite € limitado quantdmemta-se com semente de linhaca
parcialmente protegida. A média desse acido graxordgrada nesse estudo (1,74g/ 100q) é
maior do que a reportada por outros estudos gliravdim diferentes fontes e quantidades de
semente de linhaca (GONTHIER et al., 2005,2007;LCARD et al., 2009).

No estudo conduzido por Barlleta (2010), no quabsgdeiteiras foram suplementadas
com niveis crescentes de gréo de soja, foi obseraachento nos teores de C 18:0 que € o
produto final da biohidrogenacéo, também foi veaifio aumento nas concentractes de C18:2
cis, mesmos resultados observados por Naves (201€fa$rdr et al. (2010) e Venturelli
(2011).
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Comparando os efeitos independentes dos acidodéitino e linolénico na
concentracdo de &cido linoléico conjugado (CLA) Iede Lock e Garnsworthy (2002)
concluiram que dietas ricas em acido linoléico astaram a producéo de CLA C1&&-9,
trans-11 no rumen. Grandes quantidades de acido vacéni®ioA que chegaram ao duodeno
foram encontradas em vacas alimentadas com digdsnsentadas com 6leos ricos em acido

linoléico quando comparada com vacas alimentadastéeos ricos em acido linolénico.

Fuentes et al. (2007) avaliaram o efeito da semeletelinhaca extrusada no
desempenho e perfil de acidos graxos no leite abas/(n=44) no inicio da lactacdo. Os
animais foram alimentados com relacdo volumosonceotrado de 40% : 60% sendo que a
composicado das duas dietas utilizadas foram siesilaariando apenas na porcentagem de
proteina. As duas dietas utilizadas foram nomedda®ntrole (CTR: inclusédo de 4,9% de gréao
de soja extrusado) e semente de linhaca (LIN: 5j8%semente de linhaca extrusada). No
experimento ndo houve efeito das dietas para p&odde leite (45 kg/d), porém observou-se
menor teor da gordura do leite para vacas alimastadm LIN (2,65%) quando comparada
com CTR (2,86%). A concentragdo de acidos graxisas#os foi menor na gordura do leite da
LIN (56,2%) do que CTR (60,2%). A suplementacdo ceemente de linhaga extrusada
também aumentou a propor¢cdo de acido vacénico (&21,55%), total de acido linoleico
conjugado (0,9Ws. 0,72%) e acido graxos n-3 (1,2%. 0,54%) no leite quando comparado
com a CTR.

Fuentes et al. (2007) observarame a dieta com semente de linhaca reduziu as
concentracdes de 4cidos graxos de cadeia médimentau os 4cidos graxos de cadeia longa
no leite comparada com uma dieta controle. A supigatdo com linhaca reduziu acidos
graxos saturados e aumentou os acidos graxos nsamiados e poli-insaturados no leite. As
concentragdes totais de€8 e C 18:3 foram maiores nas vacas que recebenduach quando
comparada com as que receberam a dieta controtazfia de acidos graxe : ®3 no leite

foi menor para a dieta com linhaca (4y399,26%).

4.4.3 PERFIL METABOLICO

Drackley (1999) sugeriu que o aumento da ingesti@aldos graxos para 1 kg/d
resultaria em aumento da concentracdes de acidgegnao esterificados (AGNE) em apenas

81uM em vacas de lactacdo ¥l ou mais durante o periodo de transigao.
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Bu et al. (2010) ao estudarem o efeito de éleas ran 4cido linoléico (6leo de soja),
acido linolénico (6leo de semente de linhaga) oa eombinacéo dos dois 6leos encontraram
concentracdes de colesterol, fosfolipidios, cotestele lipoproteina de baixa densidade
(LDL),e AGNE no sangue aumentadas em relacdo aa dieintrole. O aumento nas
concentracdoes desses parametros foi similar endasstnteriores (GRUMMER; CARROL,
1991; PETIT et al., 2002; PETIT , 2002). As coricagbes de beta-hidroxibutirato (BHBA)
nao foram alteradas relativamente durante a suplkag@&o dos 6leos comparando-se com 0
controle. Vacas alimentadas com 6leo de linha@b%,da MS no pré-parto e 1,5% da MS no
pés- parto) também tiveram maiores concentracods3ddE na segunda e quinta semana pos-
parto e ainda maiores concentracdes de gordurditeepa segunda semana pos-parto quando
comparadas com vacas alimentadas com dieta decafteentracdo de &acido linoléico
(AMARAL, 2008).

Lessard et al. (2004) observaram que a dieta esvida comn3 (incluséo de semente
de linhaca integral), resultou em concentracad @®:3 no plasma alterado durante todo o
experimento enquanto que permaneceu similar paatimsntadas com sais de calcio de 6leo
de palma ou para as alimentadas com soja micranizQdantidades relativas de éacido
eicosapentandico (C20:5n3) e a raz#ilo3 foram, respectivamente, maiores e menor para
vacas alimentadas com semente de linhaca integaaldgp comparada a vacas alimentadas com

Megalac-E ou grdo de soja.

Petit et al. (2007) analisaram o perfil metabdld® 33 vacas alimentadas com
diferentes fontes de gordura ( sendo que as didibzadas foram: controle, inclusdo de
semente de linhaca (3,3 e 11% da MS no pré e gbs;pespectivamente) e gordura saturada
na forma de “energy buster” — 1,7 e 3,5% da MSnéoeppos-parto) durante 6 semanas da data
prevista para o parto até 28 dias de lactacdo. &dtelo observaram que as porcentagens
relativas de C18:3 tenderam a ser maiores nos moselo parto e duas semanas antes do
parto (P=0,06 e 0,07 respectivamente) para vacasrghdas com semente de linhaca e houve
diferenca nas segunda e quarta semanas posddariee interacdo com significancia entre o
tratamento e periodo para as concentragfes de AgaiN#Zacas multiparas. Nao foi observada
diferenca no pré-parto, mas no pos-parto observamaenvacas alimentadas com “energy
buster” tiveram concentracbes maiores de AGNE quaodnparadas com o grupo controle e
alimentadas com semente de linhaca. No entantdetasdndo influenciaram os niveis de
AGNE nas vacas primiparas. No mesmo experimenterets-se efeito de interacdo entre os

tratamentos e o periodo para concentracdo plasmddécBHBA apd6s o parto nas vacas
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primiparas e multiparas, sendo que o efeito do atonde BHBA foi notado nas vacas
alimentadas com fonte de gordura saturada logo agigto para as multiparas e apés duas

semanas para as primiparas.

Mandebu et al. (2003) compararam a suplementac@omderas em forma de sais de
calcio sendo que as concentracoes de AGNE e BHBantkias duas primeiras semanas pos-
parto ndo sofreram efeito das dietas (6leo de paldao de soja), e 0s niveis estavam dentro
dos limites normais para espécie (DRACKELY et B998; GARCIA-BOJALIL et al., 1998)
Ballou et al. (2009) observaram que a suplementéipédica tendeu a aumentar a glicose
plasmatica e diminuir a concentracdo plasmaticsAG&E. A concentracdo plasmatica de
BHBA foi menor durante o pds-parto para as vacatesientadas com lipidios (saturados ou
insaturados). No entanto o grau de saturacdo dersepto lipidico ndo teve influéncia sobre

0s metabdlitos sanguineos.

Gonthier et al. (2005) observaram aumento do caelstplasmatico e das
concentracdes de AGNE no sangue para vacas alid@antam semente de linhaca em relacéo
as vacas do grupo controle. No entanto os tratameemdio influenciaram na concentracéo
plasmatica de glicose assim como mencionado endastel Zachut et al. (2010a). Em contra
partida Zachut et al. (2010b) ndo notaram alterag@s concentracfes plasmaticas de AGNE.
Fuentes et al. (2007) ao alimentarem vacas nooirdai lactacdo semente de linhaca nao
observaram alteracbes nas concentracdes de colesiacilglicerol e AGNE aos 40 dias pos-
parto quando comparada com o grupo controle. Rekukemelhantes ao de Petit et al. (2004)
que ndo encontraram diferencas nas concentracO@sstEs e colesterol entre vacas que
receberam dietas isolipidicas suplementadas corargerde linhaca e sais de calcio de acidos

graxos.

4.4.4 BALANCO DE ENERGIA E NITROGENIO

A suplementacdo com gordura é comumente utilizada gietas de vacas em lactacao
para atender ao aumento da necessidade ingest@oedgia durante o inicio da lactacao e
conseguir retornar a um balanco energético posdivoais rapido possivelSe a vaca pode
consumir a energia suficiente através da alimentdo@o, o custo em termos de energia €
simplesmente o custo de transformar a energiaineer@iacédo para o leite menos o custo de

suportar as funcdes corporais obrigatorias da Vvdoaentanto, se a vaca ndo consumir 0s
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nutrientes necessarios, o custo energético de gfiodde leite deve entdo incluir o custo da
energia de catabolizar o tecido do corpo para ttwrmsponivel para a producéo de leite.

7z

O termo “balangco de energia” € comumente utilizagsdwa descrever o estado
energético de vacas leiteiras, que € o resultaddluto de energia; o balanco energético
negativo esta associado com a perda de energiarearp 0 balanco de energia positivo esta
associado com o ganho de energia corpOrea. Va@apeandem tecido corpéreo e, portanto
energia, no inicio da lactacdo usualmente retoraasanco positivo de energia dos 40 aos 80
dias pos-parto (SUTTER et al., 2000; VEERKAMP et @000; COFFEY et al., 2001).
Kendrick et al. (1999) relataram que o retorno alafco positivo de energia foi aos 21 dias ou

49 dias com dietas de alta ou baixa energia, réspeente.

Zachut et al. (2010a) observaram que a inclusédeedeente de linhaca na dieta de
vacas no periodo de transicdo até 100 dias dec#actado teve efeito na média de peso
corporeo no pré parto, porém no pos parto as vagagrupo controle perderam mais peso
corporeo do que as vacas do grupo alimentado comrge de linhaca na dieta, aos 100 dias
de lactacdo as vacas alimentadas com sementehdediestavam 32,2 kg mais pesadas que as
do grupo controle. Quando analisado o escore déigd@m corporeo (ECC) observou-se que as
vacas alimentadas com semente de linhaca comecarganhar ECC em média apds 6
semanas do parto, enquanto que as vacas do grapoleaccontinuaram perdendo ECC até a

oitava semana pos parto.

No estudo de Zachut et al. (2010a) , o balanconéegea (BE) calculado durante os
100 dias de lactacdo foi 1,5 Mcal maior no grupmneahtado com semente de linhaca
comparando-se com o grupo controle (2,3 e 0,8 McaBpectivamente). O BE nadir foi menor
no grupo controle que no grupo semente de linha&& € -3,6 Mcal, respectivamente); no

entanto, os dias em BE nadir negativo néo forata@dbs pelo tratamento.

O consumo de energia foi 5% maior e a producamermg@ no leite foi 2% menor nas
suplementadas que no controle, contribuindo paalanco energético. Resultados similares
foram obtidos num experimento com vacas no po pann dietas de 11% de semente de
linhacga integral, as vacas suplementadas com kntiagram maior balanco energético do que

as da dietas com acidos graxos saturados (PET&I., @007).

O metabolismo de nitrogénio em vacas no periodoatsicao esta relacionado com

a mobilizacdo das reservas corporais, onde aagdz de nitrogénio de origem corporal é
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processado através da turn-over de aminoacidos DEANAAR et al., 1999). No inicio da
lactagcdo ocorre uma maior utilizacdo dos amino&cidwusculares principalmente os
aminoacidos glicogénicos visando suprir o défigtethergia fisiolégico dos amimais neste
periodo, também ha utilizacdo em maior escala doscacidos essenciais para a producao
de leite devidos a condicdo homeorréticas das vieitesras para na producdo de leite,
alguns aminoacidos também podem ser utilizados etbulismo da lactose na glandula
mamaria, visto a intensa metabolizacdo de glicoskaspvacas no inicio da lactacao
(OVERTON; WALDRON, 2004). Desta forma ha também ilmalanco de nitrogénio
negativo entre os dias -7 até 14 em relacdo am g&RUMMER, 1995). Este balanco
negativo pode se estender até a 6 semanas pésdeapdadendo do consumo de matéria
seca, producao de leite e dieta base utilizada &rasvleiteiras no periodo de transicao
(CHIBISA et al., 2008).

Outro evento metabdlico que contribui para o balanggativo de nitrogénio em
vacas leiteiras no periodo de transicao, estaioslagdo com a sobrecarga de metabolizacao
hepética de gordura neste periodo, por conseqaemento de excrecado de nitrogénio na
urina. A intensa oxidacdo de &cidos graxos no ¢eb&batico com consequente geracao de
corpos cetdnicos, deprime a transformacdo de amdéema uréia, diminuindo
consideravelmente o pool de reciclagem de ureisaii@a, aumentando a concentracao de
nitrogénio na urina. A excrecdo de nitrogénio naautambém contribui para a intensificagdo
do balancgo energético negativo neste periodo,gaoes cada grama de N excretado via urina

sao gastos 7,2 Mcal de energia metabolizavel (NRG9).

A retencéo de nitrogénio do pré-parto de vacasitaisempre sera positivo, mesmo
com o inicio do déficit energético ja ocorrendotadase, a retencéo nesta fase fica em torno
de 17,5 a 27,5 gramas/dia em dieta tradicionaislake-up com cerca de 15% de proteina
bruta e 1000g de proteina metabolizavel. J& neppds imediato a retencdo pode ficar
negativa chegando a déficits de até 120 gramapfiaolta da 12 a 22 semana de lactacéo
com producdo média de 38,5 kg/dia, voltando a patesnpositivos por volta da 52 a 62
semana, juntamente com inicio do restabelecimentocodsumo de matéria seca (CHIBISA
et al., 2008).
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4.5 INFLUENCIA DOS ACIDOS GRAXOS 3 E 6 NA QUALIDADE
OOCITARIA E EMBRIONARIA DE VACAS LEITEIRAS NO PERRI ODO
DE TRANSICAO E INICIO DE LACTACAO

Acidos graxos poliinsaturados na dieta podem initim positivamente a
reproducdo de vacas leiteiras pela alteracdo dmufolovariano e funcéo do corpo luteo, por
melhorar ostatusenergético e pelo aumento dos precursores dasesnt®ds hormonios
reprodutivos como o0s esterdides e as prostaglandBBAPLES; BURKE; THATCHER,
1998; MATTOS et al., 2000, 2002). Acredita-se quef@ito positivo da gordura sobre a
funcdo reprodutiva seja principalmente devido aasdo& graxos poliinsaturados
(AMBROSE; KASTELIC, 2003; PETIT, 2003).

Os efeitos positivos de a suplementacdo alimentam cacidos graxos
ploiinsaturados em vacas leiteiras pode ocorreo gstimulo do crescimento folicular
ovariano em associacdo a um aumento no balancgéticer (LUCY et al., 1991). Alguns
estudos demonstraram um aumento na populacao l&sliem vacas suplementadas com
acidos graxos poliinsaturados (LUCY et al.,, 199 EAR!; BUTLER, 1997), e outros
demonstraram um aumento no tamanho do foliculoabdrib, quando utilizaram éacidos
graxos poliinsaturados sob a forma de sais deccéBftAM; BUTLER, 1997; STAPLES et
al., 2000). A ovulacdo de um foliculo maior podesuitar em um CL maior
(VASCONCELOS et al., 2001; SARTORI et al., 2002).

O &cido linoleico (C18: &6) € um AG essencial necessario para a funcdo hodana
reproducéo em mamiferos (BURR; BURR, 1930). A medjde ha maior ingestio deste AG
h& maior disponibilidade deste precursor paratasgrendégena de acido araquidénico (C20:
4 »6) o que se pode resultar em aumento de incorpmrdedacido araquidonico em
membranas das células do endométrio resultandongrta asintese de PG&ZMATTOS et
al., 2003.). A PGR2 desempenha um importante papel no pds-parto @ueantbvolucao
uterina (KINDAHL et al., 1992). Melhorar a saudernirta, durante o periodo de pés-parto
imediato, tem potencial efeito para melhorar alig@ade de vacas leiteiras, obtido por uma
melhor saude uterina e, por conseguinte, melhaliZzacdo (CERRI et al., 2009a) e prenhez
(RUTIGLIANO et al., 2008), em vacas diagnosticatiaes de endometrite subclinica apés
30 DEL.
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Recentemente, vacas de alta producdo leiteira @adas com gordura
suplementares enriquecidas com acido linoléico a mistura de AG trans-octadecendicos
(AGCL) tiveram aumento na prenhez entre 27 e 4p&s @ IA (JUCHEM et al., 2008.). No
entanto, as causas para essa melhoria ndo foraamelate determinadas. Além disso, a
prova de um efeito positivo direto de acido linotedurante o desenvolvimento embrionario
inicial foi observada em embriées humanos maismedeidos que incorporaram mais acido
linoleico em comparacdo com os seus homologos réendolvidas (HAGGARTY et al.,
2006). Um maior numero de blastémeros foi obsereadendo as vacas doadoras de embrido
superovuladas foram alimentados com dietas eniidagcom acido linoleico ou linolénico
(C18: 3w3), em comparacédo com uma fonte de AG saturadoANIGAVELU et al., 2007).
Portanto, é plausivel especular que a o aumentogéatdo de acido linoleico pode afetar a
composicao de AG dos tecidos reprodutivos e, pawvead, melhorar as taxas de concepcgéao e
de desenvolvimento embrionario. Isso poderia eapbcmelhora na prnhez por IA observado
em vacas leiteiras alimentados com sal de célcid@eL (JUCHEM et al., 2008).

4.5.1 QUALIDADE OOCITARIA

Crescimento do foliculo ovariano pode ser influadoi pelo estado nutricional e
metabdlico (GUTIERREZ et al., 1997; DISKIN et a(003). Este efeito é mediado por
alteracbes nos metabdlitos plasmaticos e hormoras, como a insulina e fator de
crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1) (ARRSNG et al., 2001; FERGUSON et
al;. 2006) e / ou fatores de hormonios de cresdimpresentes no fluido folicular (LANDAU
et al., 2000). A dieta pode afetar também a mogialaos odcitos (O'CALLAGHAN et al.,
2000), a capacidade de desenvolvimento de oociggreducao de embrides. Muitos estudos
tém mostrado os efeitos nocivos do balanco enemgétegativo sobre os parédmetros
reprodutivos de vacas leiteiras no pds-parto. Emguastiver no periodo nao-lactante a
superalimentacdo de animais também foi demonssadprejudicial (MANTOVANI et al.,
1993; PAPADOPOULOS et al.,, 2001), enquanto questricdo alimentar em especial em
animais previamente superalimentados poderiam rterefeito positivo (Armstrong et al.,
2001; McEvoy et al., 2001; Freret et al., 2006)breoa qualidade dos odcitos e no

desenvolvimento embrionario.



48

Acidos graxos poliinsaturados constituem a maiatepao contetdo de &cidos
graxos do fluido folicular de foliculos grandesampenos (HOMA et al., 1992). Alterando o
teor de acidos graxos total da dieta ocorre alieragbre a distribuicdo de acidos graxos nos
tecidos reprodutivos (BILBY et al., 2006). A supkemiacao dietética em novilhas de corte
com uma elevada inclusdo de Oleo de peixe (formi@ de acidos graxos n-3) aumentou
significativamente a quantidade de AGI®I3 totais e a relacde3: ©6 no fluido folicular
(CHILDS et al., 2008), sendo que esta mudancaofterfnente correlacionado com o aumento
dos niveis des3 no plasma sanguineo. Tal alteracdo do perfilaidos graxos no fluido

folicular demonstrou que hé influencia desses solatesenvolvimento de odcitos.

Alguns acidos graxos podem ser prejudiciais, paiscaso do excessivo balanco
energeético negativo em vacas leiteiras de altaygp@a ocorre a determinacao direta da causa
do aumento da concentracdo de &cidos graxos néufieatos (AGNE) no soro e fluido
folicular (LEROY et al., 2005). Um efeito prejudatisobre o desenvolvimento dos odcitos foi
mostrado por adicdo da mesma concentracdo de AGNEOeitos“in vitro” (Leroy et al.,
2005). Em contraste, os acidos graxos poliinsatsathis coman3 fornecido por sais de
calcio de 6leo de peixe, influenciam a qualidade alacitos, onde foi observado melhora da
integridade da membrana apoés a refrigeracao (ZEBIGIN,, 2002). Estes dados sugerem um
efeito diferencial de acidos graxos diferente noitop pode afetar a maturacdo do odcito e

desenvolvimento embrionario subsequente.

No entanto, em termos de andlise qualitativa etigativa de AG e teor de lipidios,
os dados sobre odcitos ainda séo limitadas, beno @ooonhecimento sobre o metabolismo
lipidico, durante a maturacdo do oécito (KIM et aD01; STURMEY et al., 2009). AGNE
adicionados durante a maturacao in vitro de ood®sovinos tiveram efeios transitérios
sobre a qualidade embrionéria. Marei et al. (208Raram que o acido linolénico (1&33)
pode melhorar a maturacdo do o0cito bovino e dcenpidl desenvolvimento deste,
melhorando a qualidade do blastocisto. Acidos adamico (C20: 4w6) e eicosapentaendico
(C20: 5w3) também melhorou a qualidade de criopreservagiuolgionaria (MARQUES et
al., 2007).

Vacas Leiteiras alimentas com uma dieta rica em daicalcio de 6leo de palma
(800 g / d) apresentaram aumento do numero deobistsis produzidos in vitro apos
aspiracao de foliculos ovarianos por puncao tragieea (OPU), em comparacdo a uma dieta
de baixa inclusédo de sais de célcio de 6leo deg&®0 g /d) (FOULADI-NASHTA et al.,
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2004). Além disso, o numero de células de espemdiaes acessorios ligados a zona
peltcida foi maior (CERRI et al., 2004). Coletivartee estes estudos indicam que varios
acidos graxos tém efeitos diferenciais sobre apostas reprodutivas e pode afetar o
desenvolvimento de odcitos e de embrides. Compeselnd que acidos graxos possuem
efeitos benéficos sobre o desenvolvimento dos a®a@t embrides, pode-se admitir que a
alimentacdo com dietas ricas em acidos graxos iigpsgpode aumentar a fertilidade.

4.5.2 QUALIDADE DE EMBRIOES

Sabe-se que odcitos de vacas de alto mérito genétsultam em rendimentos de
blastocisto significativamente mais baixos, indejggtemente do seu nivel de producéo de
leite. Portanto, € de fundamental importancia cotmae as atencdo em odécitos e embrides de
gualidade superior para caminhar no sentido delvess@ problema da infertilidade ou
fertilidade em vacas de alta producao leiteira.r€entes resultados de Veth et al. (2009)
indicam que o desempenho reprodutivo de vacadrést@ode ser melhorada através da

alimentacéo com suplementos de acido linoléicougago durante o inicio da lactacao.

Varios estudos indicam que a suplementacao diatétim acidos graxos insaturados
podem melhorar a qualidade e desenvolvimento dagi@nfBANTOS et al., 2008; SANTOS
et al., 2009). Estes estudos foram fundamentaoiosgtudosin vitro” Marei et al. ( 2009).
Incorporacdo de linolénico ao meio de maturacdoodetos aumentou a expansdo do

cumulus e desenvolvimento de células dos odcitas pathafase Il.

A mortalidade embrionaria durante o periodo deim@antacdo € um fator chave
para a reducao da fertilidade em bovinos, sendoatpid0% das perdas embrionarias totais
ocorrem entre os dias 8-17 de gestacdo (THATCHERI.et2001). Esta fase de perda
embrionaria coincide com os efeitos inibidoresmerferon-Tau (IFN) produzido por células
de embrides, controlando efeitos que determinaibesiacdo de prostaglandinas a partir do
Gtero (FLINT et al., 1995; ROBINSON et al., 200B}0 sugere que a propor¢cao de embrides
ndo conseguem inibir a liberagdo de prostaglan@&fF2a) cuja induz a regresséo do CL,
reducdo na producéo de progesterona (THATCHER.ell@95) e interrupcdo da gestacéo
(FLINT et al., 1995; ROBINSON et al., 2006). Congexqtemente, a qualidade do embrido no
periodo de pré-implantacédo e a sua capacidaderdendcacdo com as células do utero, sédo

criticos eventos para a concep¢do e manutencaebagz.
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Dietas ricas em acidos graxos insaturados da fawflipode ter um efeito positivo
pelo seu potencial de reducdo da secrecdo de ®P@BHQ@ utero e diminuicdo da sensibilidade
do CL a PGF2 (SARTORI; MOLLO, 2007). Reduzindo a liberacdo def®. apos a IA,
potencialmente melhora a fertilidade pela redugipatdas embrionérias causadas pela falha
na supressdo da liberacdo de P&FRurante o inicio da gestacdo (BINELLI et al., 200
Além disso, durante essa fase, maiores concengajelantes de progesterona resultantes
da suplementacdo com gordura podem auxiliar no ndekemento embrionario,
incrementando a sua producéo e secrecdo de iottfdMANN et al., 1999), prevenindo

assim a lutedlise e mantendo a gestacao.

Zachut et al. (2010b) trabalharam com vacas tagetcom média de 114 dias de
lactacd@o, onde compararam a influencia de doisupogccomerciais um rico em 4cido graxo
®3 ( E-FLAX 31,06% de C18:3); outro rico em acidaxgrw6 ( E- SUN 33,38% de C18:2),
com uma dieta sem adicdo de acidos graxos, solgwam@tidade e qualidade odcitaria e
embrionaria. Os autores supracitados observarammaior nimero de odcitos aspirados e
uma maior taxa de clivagem dos embribes para a dientendo acidem3 em relacdo a
controle, todavia observaram um menor nimero ddasdde grau | para a dieta contendo

®6 em relacdo ao controle.

Trabalhando com um periodo maior (-25 a 80 diasppd®) de suplementacéo de
fontes de acidos graxas3 e w6, com vacas de alta producdo (38,45 kg/dia) Gxral.
(2009a ou b), observaram melhor qualidade odécitar@mbrionaria para as vacas que
receberam fonte de acido grax@ em relacdo @6, sendo os indices obtidos sobre a

qualidade embrionaria satisfatorios para vacasitag de alta producao.

4.5.3 DINAMICA FOLICULAR

Mudancas em curto prazo no plano da nutricdo temodstrado ter um efeito direto
sobre a dinamica folicular ovariana em rebanhobaenos, sem quaisquer alteracbes em
concentragdes circulantes de gonadotropinas (ARMBIR et al., 2003; WEBB et al.,
2003). Postula-se que o sistema endocrino e métabsinaliza e regula o crescimento
folicular como também influenciam no desenvolvinsedé odcitos atraves de alteracdes nas
concentracdes de hormdnios e/ou fatores de crestnpeesentes no fluido folicular ou via

interacdes nas células da granulosa dos o6citoBBME al., 1999).



51

A regulacdo do crescimento folicular, mudancas emocprazo da ingestao de
energia da dieta influéncia a morfologia dos o&cégotencial de desenvolvimento. A maior
parte destes estudos foram realizados em ovine#ds) novilhas ou vacas; até agora, 0s
efeitos dos acidos graxos na dieta sobre a qualidad oocitos em vacas leiteiras, que estéo
sob maior pressao metabdlica, ndo foram totalmesttarecidos. Os acidos graxos sao
fontes ricas de energia e tém um papel importaatestrutura e fungcdo das membranas
biologicas (CRIBIER et al., 1993).

Gorduras alimentares influenciam a funcéo repreduiu por balanco de energia
crescente (BUTLER; SMITH, 1989) ou por a¢cbes entc@ssos reprodutivos que ndo estao
relacionados a energia (Thatcher et al., 2003)ulesnentacéo da dieta com a gordura tem
sido demonstrada que aumenta o numero total deufodi e estimulam o crescimento e o
tamanho do foliculo pré-ovulatério (LUCY et al.99B; Mattos et al., 2000). Além disso, o
aumento da disponibilidade de precursores acidmsogresta correlacionado ao aumento da
secrecao de esteroides e de eicosanoides, que @iteean a funcdo dos ovarios e do utero e

afetar a implantagcéo do embrido (WANG et al., 2005)

4.6 INFLUENCIA DOS ACIDOS GRAXOS 3 E w6 SOBRE A FUNCAO
IMUNE DE VACAS LEITEIRAS NO PERIODO DE TRANSICAO E INICIO
DE LACTACAO

A lactacdo impde grande demandas metabdlicas maraswde alta producdo no
periodo de transicdo. Falhas para conseguir eneegiessaria para a producdo de leite pelo
consumo de energia resultam no balanco energéggatino, que pode ser acompanhado
pelas desordens metabdlicas como cetose e figaddurgeo (GRUMMER, 1993).
Estratégias de manejo e nutricdo visam aumentatirawdar a via glicogénica a lipogénica,
desta forma atenuando o balanco energético negéihddN KNEGSEL et al., 2007),
diminuindo as concentracdes [gdaidroxibutirato no plasma e o acumulo de triglidens no
figado, podem indicar diminuicdo de riscos de dasnpetabdlicas (ADLER, 1970; VAN
KNEGSEL et al., 2005).

Adicionalmente o inicio da lactag&o tem sido relataom o aumento de incidéncia
de doencas infecciosas como mastite, endometrilamenite (HEUER et al., 1999,

COLLARD et al., 2000). Estas doencas tem sido tegdas como consequéncia de um
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funcionamento sub-6timo do sistema imune de vasgseniodo de transicdo (MALLARD et
al., 1998), podendo ser ilustrada pela diminuicaoptbliferagcdo mitogénica induzida de
linfécitos (KEHRLI et al., 1989), reducdo da conicagdo sérica de IGg e IGm.
(DETILLEUX et al., 1995; LACETERA et al., 2005),ndinuicdo da resposta dos anticorpos
(MALLARD et al., 1997), diminui¢cdo da quimiotaxieegpressdo de moléculas de adesédo em
neutréfilos (KIMURA et al., 1999; Weber et al., 2001), bem com@roépria capacidade
reativa dos neutrofilo@KIMURA et al., 2002; HAMMON et al., 2006).

Estudosin vitro tem mostrado que corpos cetbnicos afetam negativama
capacidade quimiostatica e proliferativa dos lintfixc (TARGOWSKI; KLUCINSKI, 1983;
NONNECKE et al.,, 1992; SURIYASATHAPORN et al.,, 1999Corpos cetdnicos
(FRANKLIN et al., 1991) e &cidos graxos ndo esiaifeis (LACETERA et al., 2004).sdo
responsaveis pela diminuicdo da secrecdo mitogénduzida de IGm pelos leucOcitos

vitro.

As prostaglandinas séo derivadas das membranadipodicas do acido aracdonico
(C20:4 w6), que é sintetizado a partir dos acido linolgi€d.8:2 6) e acido linolénico
(C18:3w3). Nos primeiros 10 dias pos-parto ha uma inteseseecédo de PGE2evidenciado
por concentracdes plasméticas de 13,14-dihidrocet®- (um metabdlito da PG&R
(GUILBAULT et al., 1984),quando este metabdlitcngg altas concentracdes plasmaticas a
incidéncia de doencas infecciosas em vacas no deeride transicdo reduzem
consideravelmente (SEALS et al., 2002; SILVESTREalet 2009). A sintese de PGF2
uterina promove aumento da quimiotaxia e fagocitise neutréfilos (HOEDEMAKER et
al., 1992).

Assim dentro desta Otica os acidos graxgs e 3 poli-insaturados tem sido
demonstrados como importantes moduladores dasesagiines (CALDER et al., 2002).
Dietas ricas nestes acidos graxos modulam as taspoglamatdrias em modelos e em
ensaios clinicos (STENSON et al., 1992). Em camngds comendo dietas ricas em acidos
graxosm3, as reac¢fes inflamatorias foram reduzidas quaodgparadas ao acido graxoé
(ALBERS et al., 2002). Mecanismos envolvidos nautegfio da resposta imune ndo estédo
completamente entendidos, mas existe evidenci@sgjaeidos graxos6 e»3 influenciam a
comunicacao e a ativacdo através da sintese dmgleoglinas, fator de necrose (THJ-
interferony (IFN-y) e outros fatores como o 6xido nitrico (CALDERakf 2002).
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O &cido linoleico (C18:®6) pode ser convertido através de reacfes enzas&in
acido aracdonico.o qual é percursor de mediadaemflamatorios, e leucotrienos B A
mesma elongase and dessaturase pode também comvédilo linoleico (C18:33) em
acido eicosapentanoico (C20¢8).0 acido eicopentanoico é percursor para a sindes
prostaglandinasee o leucotrieno B, que causa uma menor severidade da reacéo inflamat
do que a prostaglandina [ o leucotrieno B(YAQOOB; CALDER, 1995).

Estes mediadores lipidios agem com reguladoresipana e autocrinos através de
uma familia de receptores de transmembranas eadostrem muitas células, incluindo
células imunes e citocinas indutoras pro inflamasotais como: TNk interleucina-1 e
interleucina- 6 (JAMES et al., 2000).

4.6.1 FAGOCITOSE

A fagocitose é fundamental para a resposta imunieodpedeiro. E a primeira fase
na eliminacdo dos patdgenos invasores, uma vezmouave 0 aprisionamento por células
hospedeiras. Destruicdo intracelular subsequenigatiimeno gera peptideos que podem ser
apresentadas em conjunto com MHC (complexo maidristecompatibilidade) as células T,
para iniciar a resposta imune adquirida ao patagkriagocitose envolve a ligacdo do agente
patogénico ou de organismos patogénicos por congpiEmou anticorpo revestido a
receptores na superficie do fagoécito e subseqimraginacdo da membrana celular em torno
do patdégeno em ultima analise, de modo a formawvaodolo fagocitico. Este € o local de
digestdo de patdgenos com geracdo de peptideoera spresentados as células T, para

induzir a resposta imune adquirida.

Estudos in vitro tem claramente demonstrado qualtagacdes na composicdo dos
fagocitos &cidos graxos da membrana estdo assediado a capacidade fagocitica alterados
(CALDER, 1998). Isto pode relacionar-se, em padegxpressao alterada de receptores
envolvidos na fagocitose, mas parece ser maidrastrente relacionado com a natureza fisica
da membrana, tal como sugerido por estudos in \Gom o0s macréfagos de murino
(CALDER et al., 1990). Estes achados sugerem quWBAS, em geral, mas PUFAS
altamente insaturados, em particular, vai aumeatabsorcdo do material do alvo pelos
fagodcitos. Estudos de dieta de influéncia do aumdatingestdo de n-3 PUFAS em animais

7

de laboratério e humanos sédo contraditorias (CALDE®O8). Isto é em parte devido a
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diferentes abordagens metodoldgicas e formas destigar a fagocitose. Estudos que
investigam o0 numero ou a proporcdo de fagocitowlgimos no engolfamento do material
alvo ndo séo propensos a ver um efeito de PUFAS épaouco provavel que tal manipulacao
de células ira parar completamente de se envolvaeprocesso ou para induzir a acao de
anteriormente totalmente células inativas. O quieser afetada pela exposicdo de PUFA é a
extensdo da atividade fagocitaria, ou seja, a glade de material de alvo envolvido por
aquelas células que estdo ativas. A citometria ld&of tornou possivel comparar
cuidadosamente a atividade fagocitica ou a capdeidis células, enquanto avaliam a
percentagem de células ativas. Investigacfes rgusamumano apos absorcdo de etiquetas
fluorescentes cor. Coli ao longo de um curto periodo de tempo indica queir parte
dos neutrofilos (80% em média) e cerca de 25% (edialn de mondcitos sdo ativos em
voluntarios saudaveis. A atividade fagocitica daSlulas (“intensidade média de
fluorescéncia” de células envolvidas na fagocitdee)relacionada com a composicdo de
acidos graxos de células mononucleadas no sisternaei (KEW et al., 2003a), e foi
assumido que este era idéntico ao de ambos os itamemeutrofilos (GIBNEY; HUNTER,
1993). Verificou-se que a atividade fagocitica @etrofilos e monécitos foi negativamente
correlacionado com o teor de acido palmitico e @propor¢cdo de saturacdo de acidos
graxos poliinsaturados e positivamente correladangom o teor de &cidos graxos
poliinsaturados individuais, varios PUFAS totai, acidos graxos poliinsaturados totais3
(KEW et al., 2003a). E interessante notar que wdatie fagocitaria foi negativamente
correlacionado com a taxa @& paran3 PUFAS sugerindo que estas ultimas sdo superiores
em termos de aumentar a atividade fagocitaria.sg&efer o caso, as membranas das células
fagociticas enriquecidas coaB PUFAS, por exemplo, por ingestdo oral, deve atanen
atividade dos fagocitos. De fato, a ingestdo deglgé EPA mais DHA/ dia durante 6 meses
por voluntarios humanos saudaveis foi encontrada pamentar a atividade fagocitica de
neutrofilos em cerca de 40 % e a atividade fagmcide mondcitos por cerca de 200% (KEW
et al., 2003b).

4.6.2 ADESAO CELULAR

A adesao dos neutroéfilos as células endoteliaiscade a migracdo de neutrofilos

através das paredes dos vasos e acumulacédo emstecé& resultado de interacbes entre as

moléculas de adesdao em ambos 0s tipos de célutagriipo importante destas moléculas é a
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familia das integrinas de glicoproteinas adesiZi®1(l/CD18 complexo) consistindo de uma
cadeia comum definida pelo antigeno CD-18 e trés cadtifasentesn especificadas como
CDlla (LFA-l), CD11b (MAC-1), eCD1l1c (P150-95). Entas moléculas de adesao
reguladas pelas células endoteliais de superfioigesposta a citocinas e outros estimulos
inflamatorios, tais como lipopolissacarideos e eggéreativas de oxigénio, sao células de
adesdao vascular molécula-1 (VCAM-1), E-selectigdyla de adeséo intercelular molécula-1
(ICAM-1). Além disso ICAM-1 é também expressa emndwtos, macrofagos e linfocitos
(SILVESTRE, 2008).

A L-selectina (CD62L) expressa nha superficie dastndélos sanguineos é critica
para a saude animal, porque esta molécula de atms&mcitaria atua como mediador no
contato inicial de células circulantes com os vasmsguineos. A migracdo de neutrofilos
sanguineos envolve uma captura e aderéncia meutdakaselectinas circulantes, seguido por
uma adesado firme ou por ativacdo das integrinasemuotélio (SILVESTRE, 2008). A
regulacdo da L-selectina ao parto pode tornar ogdfédos incapazes de egressar ao sistema
vascular, apesar da regulacdopde-integrina (KIMURA et al., 1999). O agudo dedtirda
expressao de L-selectina observada em vacas aon§ain grande parte, devido ao efeito de
concentracdes plasmaticas aumentadas de cortisté periodo (WEBERET al., 2001),

resultando em neutrofilia tipica.

Uma forte evidéncia adicional para o papel esskdeiaderéncia de neutrofilos nos
mecanismos de defesa do hospedeiro vem da comf@ceelas deficiéncia de adesao de
leucdcitos em bovinos (BLAD) da raca holandesa (MANBTA, 2004). A base molecular da
BLAD é uma mutacdo de ponto Unico no gene para CIQU8 resulta na diminuicdo do
recrutamento dos neutréfilos para locais de infecE&dte resultado em infec¢des bacterianas
recorrentes, cicatrizacao de feridas e crescimetéodado atrofiado, esta também associada

a uma persistente neutrofilia.

A aderéncia de neutréfilos humanos para placa86dpocos pré-revestidos com
soro autélogo foi medida para os neutréfilos pasbadas por 30 min com DHA, EPA, acido
araquidonico e dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPGJada acido graxo foi solubilizada em DPC.
Na aderéncia 10 pm de concentracdo e 5&élllas/ ml, todos os &cidos graxos aumentaram
em comparacao ao DPC. O acido araquiddnico tevefeito maior do que ®-3. Os tempos
de incubagéo foram testados de 0 a 50 minutos er@nmentos de 10 minutos. a co-incubagéo

de 80 uM de acidos graxos com neutréfilos demomstrajue a resposta de adesao obtida



56

com acido araquidonico foi semelhante ao Td\lema conhecida citocina pro-inflamatoria. o
EPA e o DHA tiveram efeitos menores por serem imgglidrios entre o acido araquidonico e
DPC, e o acido araquidico (C20:0) e a solucéo dés$ihalanceada indicou que a familia de
acidos graxos 6mega induz respostas diferenciaitae a adesdo de neutroéfilos (BATES et
al., 1993).

Respostas diferenciadas de acidos grax8gpodem ser devido a uma diminuicdo na
formacdao indireta de leucotrieno B4, um potentaiiodde quimiotaxia, de inflamacéo e de
aderéncia em leucdcitos, associado comum ao aurdeniEucotrieno B5, um indutor fraco
da inflamacédo e fraco agente quimiostatico. No rentaos efeitos do acido araquidonico
podem ser diretos e independentes da conversaewsdsrivados: 1) neutréfilos incubados
com derivados do acido araquidonico hidroperoxi:€ZC20:4 HP), hydroxi-20:4 (C20:4 H)
nao aumentaram a adesao de neutréfilos em cularadg comparados com apenas o veiculo
e teve um efeito menor do que o acido araquidorgc®) a inibicdo da lipoxigenase com
acido cafeico ou ciclo oxigenase com indometacora neutréfilos antes da adicdo de acido
araquidonico ndo preveniu os efeitos do acido #@dagico na aderéncia de neutréfilos
(BATES et al., 1995).

Curiosamente, os neutrofilos humanos incubadosamdo araquidonico induziram
maior distanciamento das células da veia umbilitamana e induziram uma maior
desgranulacdo de neutrdéfilos, medidos pela liberagigranulos azuréfilos, do que quando
incubadas com veiculo sozinho ou com C18:0, C18;1648:2n-6, C18:3n-6, C18:3n-3,
C18:4n-3. Os efeitos de EPA e DHA nao foram tes4BATES et al., 1995).

Resultados similares apresentados em vacas deplmiiem estar relacionados ao
menor risco de retencdo de membranas fetais (KIMER&., 2002) e metrite (SEALS et al.,
2002) no periodo pos-parto, que € quando neutsofdm maior atividade funcional no pré-
parto e quando PGFm, subproduto de oxidacdo do acafjuidonico, € alta (SEALS et al.,
2002).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS E INSTALACOES

O experimento foi conduzido nas dependéncias doorasfirio de Pesquisa em
Bovinos de Leite (LPBL) do Departamento de NutrigddProducdo Animal (VNP) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia dadisidade de Sao Paulo (FMVZ-USP),
em Pirassununga, no periodo de 01 de marco a @8zeéenbro de 2011.

Foram utilizadas 56 vacas Holandesas durante odmesupracitado, porém visto
enfermidades metabdlicas ou infecciosas, ndo cgladas as dietas experimentais 14 animais
foram retirados dos grupos experimentais. Forarecs®ladas 42 vacas da raca Holandesa,
multiparas e gestantes, com parto previsto paradi@$ apdés o inicio da avaliacdo e
fornecimento das dietas experimentais. Os anintaanf avaliados durante o periodo pré-
parto, ao parto, e até o 84° dia de lactacdo. Aasvébram alojadas em estabulo tipo “free-
stall”, providos de baias individuais, sendo ordetds mecanicamente duas vezes ao dia.

Os animais selecionados apresentaram caractesisg@melhantes entre si, para
melhor distribuicdo nos tratamentos avaliados. &$aveis a serem utilizadas para a selecéo
dos animais séo: producao de leite na lactacaei@mtpeso corporal aos 30 dias pré-parto;
ordem de partos; duragdo do periodo seco; duragdmtdrvalo de partos; e escore de
condicéo corporal 30 dias antes do parto.

5.2 DIETAS EXPERIMENTAIS E ANALISE DE ALIMENTOS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente pageeber uma dos quatro
tratamentos experimentais, fornecidas a partirsddar@es da data prevista para o parto até 84

dias do pos-parto: controle (n=11) (C): dieta safité de gordura; semente de linhaca
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(n=10) (SL): incluséo de 60 a 80 g/kg de MS (fasdep 3); grao de soja cru integral (n=11)
(GS): inclusdo de 120 a 160 g/kg de MS (fontewd6); sais de célcio de acidos graxos
insaturados (Megalac-E) (n=11) (SC): inclusdo da 32 g/kg de MS (fonte comercial de
6).

As dietas experimentais contendo fontes de gordapeesentaram a mesma
concentracdo de acidos graxos insaturados, poreerfib de 4cidos graxos das fontes foi
diferente.

As dietas experimentais foram fornecidas a pamir3® dias da data de parto
prevista, sendo fornecida até 84 dias apds o pasgalietas foram formuladas conforme as
recomendacdes do NRC (2001) para cada periodce(pis-parto) e nivel de producéo de
leite estimado durante o inicio da lactacdo, sessta producédo baseada em registros de
producdo anteriores. As respectivas dietas e &gaeffornecidasdd libitum” durante todo

periodo experimental.

Foram realizadas analises quimico-bromatolégicas idgredientes da dieta de
acordo com os procedimentos da AOAC, (2000) (Tab&la2 e 3). As analises quimico-
bromatoldgicas foram realizadas no Laboratorio denttologia do LPBL-VNP-FMVZ -
USP, em Pirassununga, em seguida, foram formukssldsetas experimentais. A dieta C foi
calculada para oferecer aproximadamente 3,0% datexttéreo (%0MS), enquanto que a
dieta SL, GS e SC foram calculadas para ofereqexmpadamente 4,5% de extrato etéreo
(%MS), periodo pré-parto e 5,5% extrato etéreopswgdo pds-parto. O volumoso utilizado
no pré-parto foi a silagem de milho, e no periods-parto a foi utilizado feno ddton-85e

silagem de milho como volumoso (Tabelas 4 e 5).

Antes do parto previsto, os animais selecionad@syfananejados em estabulo tipo
“free-stall” com baias individuais, de acordo com) dietas experimentais. No momento
imediatamente anterior ao parto os animais foraja@dbs em piquetes deoast- crosse,
apos 24 horas do parto, retornando novamente abudst‘free-stall” nas dependéncias do
LPBL. Apos o parto, todos os animais foram alojagimsnesmo local até o final do periodo
experimental (84 dias pos-parto). O fato dos arins@rem manejados em estabulo tipo
“free-stall” com baias individuais permite o coléralo consumo e a correta administracédo

das dietas experimentais.
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Tabela 1 - Composi¢do quimico-bromatolégica doseitigntes

Ingredientes

Nutrientes Farelo Milho Grédode Semente Saisde Feno Silagem
de soja fuba soja  delinhaca célcio tifton de milho

Matéria seca (%MN) 83,50 84,45 85,30 85,70 97,00 89,78 35,51
Matéria organica (%MS) 93,12 97,12 94,72 95,78 79,78 93,61 94,74
Proteina bruta (%MS) 49,97 8,98 38,03 22,21 - 9,40 6,60
NIDN (%NT) 6,02 8,65 12,78 15,16 - 15,16 17,89
NIDA (%NT) 2,26 3,63 6,04 7,22 - 7,22 11,34
Extrato etéreo (%0MS) 2,79 3,19 24,18 34,51 84,12 1,97 2,90
CNF (%MS) 29,17 69,58 10,61 20,34 - 8,54 29,73
FDN (%MS) 11,19 10,37 21,90 18,72 - 73,70 55,51
FDA (%MS) 6,78 3,40 7,44 7,16 - 31,10 25,95
Lignina (%oMS) 2,22 2,14 3,06 3,89 - 7,35 5,56
FDAI (%MS) 0,40 0,74 0,37 2,78 - 13,76 16,06
Cinzas( %MS) 6,88 8,88 5,28 4,22 20,22 6,39 5,26
NDT? 79,85 86,34 115,49 129,27 182,27 52,17 64,14
EL (Mcal/kg MS) 2,31 2,20 2,74 3,33 3,94 1,89 1,87

'MN = matéria natural; MS= matéria seca; NT= nitmig&otal;” Estimado pelas equacdes do NRC (2001).

Tabela 2 - Composicao percentual dos concentraqEsienentais

Concentrados experimentais

Ingredientes (% MS) Pré-parto Pés-parto
c' sI* GS sC c' sI* GS scC

Milho moido 61,32 48,48 50,99 52,09 52,67 43,83 45,00 47,21
Farelo de soja 31,22 23,25 - 33,58 40,29 34,51 18,39 41,71
Semente de linhaga - 20,72 - - - 14,61 - -
Megalac-E - - - 8,42 - - - 579
Gréao de soja - - 41,46 - - - 29,50 -
Uréia 3,32 3,32 3,32 3,32 0,64 064 064 0,64
Sulfato de amonia 0,44 0,44 0,44 0,44 0,23 0,23 0,13 0,13
Bicarbonato de sodio - - - - 190 190 190 1,90

Oxido de magnésio - - - - 0,31 0,31 0,31 0,31
Fosfato bicalcico 0,37 0,37 0,37 0,37 1,24 1,24 1,24 1,24

Calcareo 1,37 1,37 1,37 - 1,82 1,82 1,82

Premix microminerafs 0,82 0,82 0,82 0,82 0,40 0,40 0,40 0,40
Premix vitminicG 0,55 0,55 0,55 0,55 - - - -
Sal comum 0,68 0,68 0,68 0,68 0,60 0,60 0,60 0,60

IControle; °’Semente de linhaca: Grdo de soja cru e integraiSais de calcio de Acidos graxos
insaturados”Composicéo por kg do produto: Vit, A- 8000UI; vit-£50000mg; vit D — 2300UL.
®Composigdo por kg do produto: Mg-10g; S-9g;; Zn#88mg; Cu-5625mg; Mn-18125mg; Fe-
5,000mg; Co-125mg; 1-312mg; Se-144mg; F (max,) 9§0wit, A- 2000UI; vit E — 12500mg; vit D —
5000ULI.
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Tabela 3 - Composi¢ao quimico-bromatoldgica, aadfisios concentrados experimentais

Concentrados experimentais
Pré-parto Pés-parto
c' s GS scC cC s* GS sc
Matéria seca (%MN) 85,18 85,65 85,96 86,20 84,95 85,33 85,50 85,38
Matéria organica (%MS) 88,76 88,81 89,02 88,51 88,88 88,92 89,05 89,49
Proteina bruta (%MS) 28,28 27,70 27,58 28,69 25,98 25,60 25,54 26,23

Nutrienteg

NIDA (%NT) 462 3,83 4,26 448 505 4,48 481 4,97
NIDN (%NT) 499 355 4,08 3,84 447 431 472 4,52
Extrato etéreo (%MS) 2,83 9,35 999 9,68 2,80 7,40 7,90 7,54
FDN (%MS) 8,38 10,34 10,66 7,91 8,61 10,01 10,32 8,35
FDA (%MS) 420 4,71 4,82 405 452 4,88 506 4,43
Lignina (%MS) 1,75 1,85 1,72 161 1,74 1,83 163 1,66
FDAIi (%MS) 058 067 0,72 052 055 0,62 0,65 0,52
Cinzas( %MS) 11,24 11,19 10,98 11,49 11,12 11,08 10,95 10,51
CNF (%MS) 49,28 41,41 40,78 42,23 51,49 4590 4529 47,37
NDT 76,26 83,71 84,52 8454 7552 81,17 81,58 82,41
EL, (Mcal/kg MS) 2,07 229 226 225 2,09 224 222 223

IControle; °Semente de linhacd&, Grdo de soja cru e integralSais de célcio de acidos graxos
insaturados;MN = matéria natural; MS= matéria seca; NT= niéoig total.

As vacas que receberam a dieta SL, GS e SC foiarardhdas com a dieta Controle
durante uma semana anteriormente ao inicio do gmeréxperimental, com substituicdo
parcial da dieta controle pelas dietas com adigigaidura, na proporcao de 20% ao dia até
chegar a 100% destas dietas. Foi considerado eeipoirdia experimental quando as vacas
estiverem comendo 100% da dieta contendo gordytareentar. As vacas durante o periodo
pré-parto ficaram no minimo 4 semanas recebendtiedgs experimentais antes do parto
previsto.

Os animais foram arragoados de acordo com o conglenmatéria seca no dia
anterior, de forma a ser mantido o porcentual teasodas dietas, diariamente, entre 5 e 10%
do fornecido para ndo haver limitacdo de consunp@sAo preparo da mistura no cocho, as
amostras dos alimentos fornecidos foram coletad@msachente e armazenadas a -20° C.
Semanalmente as amostras coletadas diariamenta foraturadas e foi retirada amostra
composta referente a um periodo de uma semanariBosente, foram realizadas analises

quimico-bromatoldgicas nas amostras armazenadas.
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Tabela 4 - Composicao percentual das dietas expetais

Dietas experimentais
Ingredientes (% MS) Pré-parto P&s-parto
c' sL* GS scC c' s GS sC
Silagem de milho 70,76 71,14 71,13 71,26 40,13 39,98 40,01 39,99
Feno de tifton - - - - 5,04 5,06 5,02 5,03
Milho moido 17,90 13,99 14,72 14,97 28,88 24,00 24,41 25,90

Farelo de soja 9,13 6,71 - 965 22,09 18,90 9,98 22,89
Megalac-E - - - 242 - - - 3,18
Semente de linhaca - 598 - - - 8,00 - -
Grao de soja - - 11,97 - - - 16,01 -
Uréia 0,97 0,97 0,97 0,97 0,35 0,35 0,35 0,35

Sulfato de amonia 0,13 0,13 0,13 0,13 0,07 0,07 0,07 0,07
Bicarbonato de sadio - - - - 1,04 104 1,04 1,04
Oxido de magnésio - 0,27 0,17 0,17 0,17

Fosfato bicalcico 0,08 0,08 0,08 - 0,68 0,68 0,68 0,68
Calcéareo 0,41 041 0,41 - 1,00 1,00 1,00 -
Premix micominerals 0,25 0,25 0,25 0,25 0,22 0,22 0,22 0,22
Premix vitminic§ 0,16 0,26 0,16 0,16 - - - -
Sal comum 0,24 0,24 0,24 0,24 0,33 0,33 0,33 0,33

'Controle; °Semente de linhac&; Grdo de soja cru e integralSais de célcio de acidos graxos
insaturadosComposicéo por kg do produto: Vit, A- 8000UI; vitE50000mg; vit D — 2300LAComposicéo por
kg do produto: Mg-10g; S-9g;; Zn-23,750mg; Cu-5625iMg-18125mg; Fe-5,000mg; Co-125mg; 1-312mg; Se-
144mg; F (max,) 900mg; vit, A- 2000UlI; vit E — 12B0g; vit D — 5000UI ,

Nas amostras de sobras, alimentos fornecidos s feram determinados os teores
de matéria seca (MS), matéria orgéanica, nitrogésal (Kjehldal), cinzas e extrato etéreo, de
acordo com as metodologias descritas pela AOAC QROBas amostras dos alimentos
fornecidos e nas sobras também foram avaliadosagénio insollivel em detergente neutro,
nitrogénio insolivel em detergente acido e ligrdeaacordo com as metodologias descritas
pela AOAC (2000). O teor de proteina bruta foi dbtipela multiplicacdo do teor de
nitrogénio total por 6,25. Os teores de fibra dgtate neutro (FDN) e fibra detergente acido
foram obtidos conforme método descrito por Van Bekal. (1991), utilizando-se-amilase

e sem adicao de sulfito de sodio na determinacaedia
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Tabela 5 - Composi¢ao quimico-bromatolégica, desadiexperimentais

Dietas experimentais
Nutrientes Pré-parto Pos-parto
c' s GS sC c' sI© GS sC
Matéria seca (%MN) 50,89 51,03 51,13 51,20 65,11 65,32 65,41 65,35
Matéria organica (%0MS) 93,06 93,07 93,14 92,98 91,52 91,54 91,61 91,85
Proteina bruta (%oMS) 13,23 13,10 12,99 13,35 17,47 17,26 17,23 17,61

NIDN (%NT) 10,55 10,12 10,27 10,20 8,31 8,22 8,44 8,33
NIDA (%NT) 570 5,47 5,60 5,66 557 525 5,44 552
Extrato etéreo (%MS) 288 483 453 4,93 248 5,33 560 541
CNF (%MS) 38,19 35,79 36,17 36,08 42,39 38,99 38,65 39,80
FDN (%MS) 38,76 39,35 39,45 38,62 29,19 29,96 30,13 29,04
FDA (%MS) 20,34 20,49 20,52 20,29 15,08 15,28 15,38 15,03
Lignina (%MS) 4,78 4,81 4,09 4,05 3,76 3,80 3,70 3,71
FDAI (%MS) 11,40 11,43 11,44 11,64 741 7,44 7,46 7,39
Cinzas (%MS) 6,94 6,93 6,86 7,02 8,48 8,46 8,39 8,15
NDT 68,06 70,30 70,54 70,55 70,02 73,13 73,35 73,81
EL. (Mcal/kg MS) 155 1,72 1,71 1,70 1,72 189 1,88 1,89

IControle; “Semente de linhac&, Grdo de soja cru e integralSais de célcio de acidos graxos
insaturado$.MN = matéria natural; MS= matéria seca; NT= niéoig total.

Os carboidratos totais foram calculados conform&dwdogia descrita por Sniffen
et al. (1992), os teores de carboidratos ndo-fiwdsram calculados como proposto por Hall
(2000) e os nutrientes digestiveis totais (NDTaforcalculados segundo Weiss (1999). Foi
avaliado o consumo de matéria seca, proteina biloita, extrato etéreo, carboidratos totais e
nao-fibrosos, consumo de NDT e energia liquidac(datios segundo o NRC (2001). Por
meio da avaliagdo do consumo de nutrientes, etdaativa das exigéncias nutricionais, foi

calculado o balanco de energia segundo o NRC (2001)

5.3 DIGESTIBILIDADE APARENTE TOTAL

Para a determinacdo da digestibilidade aparentendtsentes foram avaliados
diferentes periodos, com concomitante coleta desfeklo periodo pré-parto foi coletada
amostra de fezes 28 e 14 dias antes da data aeppavisto, e, no periodo pos-parto, foram
coletadas amostras de fezes aos, 21, 42 e 84 @igsapto para avaliagdo da digestibilidade
aparente dos nutrientes. Amostras de fezes fordetadas durante dois dias alternados,

sendo realizadas coletas ap0s as ordenhas da mdaltarde.
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As amostras de silagem, sobras e fezes foram pas-sam estufa com ventilacao
forcada (60°C/72 horas), e, em conjunto com as @earaostras de ingredientes, foram
processadas em moinho de facas com peneiras dadaate 2 mm. Para avaliacao dos teores
dos componentes indigestiveis, as amostras pratzss$aram acondicionadas em sacos de
tecido nao-tecido (TNT-100g/m2), com dimensdes d& & cm. As aliquotas foram
acondicionadas em todos os sacos, segundo a rela@@bmg de matéria seca por centimetro
quadrado de superficie (NOCEK, 1988).

Antes da incubacdo das amostras, dois novilhosnfadaptadas durante 7 dias com
racdo a base de farelo de soja e milho moido,ebeacio silagem de milho como volumoso.
Posteriormente ao periodo de adaptacdo dos aniasa@nostras foram incubadas no rimen
por periodo de 240 horas, segundo adaptacdo dedémscrita por Casali et al. (2008). Apos
a retirada do rumen os sacos foram lavados comamuente até o total clareamento desta, e
imediatamente conduzidos a estufa de ventilac&adar (60°/72 horas). Apos este periodo,
0os sacos foram submetidos a secagem em estufaemditada (105°/45 minutos), sendo
retirados, acondicionados em dessecador (20 sasssihdor), e pesados, obtendo-se a
matéria seca indigestivel. Posteriormente, os séme@sn submetidos ao tratamento com
detergente acido (MERTENS, 2002) por uma hora, gaipamento analisador de fibra tipo
ANKON®. Apbés este periodo foram lavados com agueantpl e acetona, sendo secos e
pesados conforme procedimento anterior. Ao finatelératamento, foi obtida a fibra em

detergente acido indigestivel.

5.4 BALANCO DE ENERGIA

Para obtencdo do consumo de energia bruta e igidizip calculo da eficiéncia de
energia consumida, as amostras de silagem, fegoedientes dos concentrados foram
analisadas quanto ao seu teor de energia brutaoembab calorimétrica, de acordo com
Harvatine e Allen (2006a). O consumo de energiadligel (CED) foi obtido por meio do
coeficiente de digestibilidade das racdes experiarere do consumo de energia bruta, de
acordo com os valores de energia obtidos paragosdientes, a silagem de milho e o feno de
tifton (HARVATINE; ALLEN, 2006a).

O consumo de energia liquida (CEL), os valores mergia liquida de producéo
(ELp), energia liquida de ganho (gLenergia liquida de gestacéo dylenergia liquida de
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mantenca (ELm) e mudanca de peso de corpo vazi€lIFram calculados de acordo com
as equacgbes do NRC (2001), a seguir: CEL (McalA&i@)703 x EM (consumo) — 0,19 +
{[(0,097 x EM (consumo) + 0,19)/97] x [EE3]}; EM (consumo) = 1,01 x (ED (consumo) —
0,45] + 0,0046 x (EE- 3) onde: EM = energia metabolizavel, EE = extrato etéreo; ED =
energia digestivel. EL= 2,7*MPCV*0,65. Elg = 0.00318*(240+ dias para o parto)-
0.0352)*(peso do bezerro ao nascimento/45)/0.21L6 £0,08*PC ™.

Os valores de energia metabolizavel (EM) foramdalstipela seguinte formula: EM
(Mcal/kg) = [1,01 * {(%CNF/100) *4,2+ (%fDN/100) *2 + (%PB/100) *5,6 + (%AG/100)
* 9,4 - 03)}-0,45] + 0, 0046 * (EE-3,0).

Para o calculo de energia digestivel (ED) dos su@ftos de gordura com e sem
glicerol foram utilizadas a seguintes formulas: cgliwerol ED (mcal/dia) = [{9,4 * DAG
*0,9*(EE/100)} + (4,3*0,1*(EE/100)}]; sem glicerdED (mcal/dia) = 9,4 * DAG * (EE/100),
onde: DAG = digestibilidade dos acidos graxos.

Os valores de energia liquida de producéopXBbram calculados segundo a
formula: EL, (Mcal/dia) = produgéo de leite (kg) x (0,0929 x G%,0563 x PV% + 0,0395
x lactose%) onde: G%=teor de gordura no leite; BY=tle proteina verdadeira do leite.

A mudanca de peso de corpo vazio (MPCV) foi caltala partir do peso vivo (PV)
onde: PCV = 0,817* PV. A energia liquida de ganbicchlculada através da formula: &t
1,42 em - 0,174*em + 0,0122*em*1,65.

A eficiéncia de utilizacdo de energia foi calculaldaacordo com Harvatine e Allen
(2006a) da seguinte forma: eficiéncia producéoede £ EL (consumo) — EL (ganho PV) —
EL (leite); eficiéncia lactacdo = EL producéo déesle EL ganho de PV)/consumo de ED.

5.5 BALANCO DE NITROGENIO

Amostrasspot de urina foram obtidas semanalmente nos periodb® pos-parto.
Quatro horas apos a alimentacdo matinal, durarceamiestimulada por massagem na vulva.
A urina foi filtrada e aliqguotas de 10 ml foramin@das e diluidas imediatamente e

armazenadas a —26 para posteriores andlises de nitrogénio totadatinina.

O volume urindrio total diario foi estimado dividimrse as excrec¢des urinarias
diarias de creatinina pelos valores observado®deentracdo de creatinina na urina, segundo

Valadares Filho e Valadares (2001). A excrecaoaunandiaria de creatinina foi estimada a
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partir da proposicao de 24,05 mg/kg de peso vixg (e creatinina (CHIZZOTTI, 2004). O
balanco de compostos nitrogenados (BN) foi obtiela pliferenca entre o total de nitrogénio
ingerido (N-total) e o total de nitrogénio excreiaths fezes (N-fezes), na urina (N-urina) e
no leite (N-leite). A determinacédo do nitrogénitatanas fezes e na urina foi feita segundo
metodologia descrita pela AOAC (2000).

5.6 PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE

A producéo de leite foi medida diariamente, com stnas de leite coletadas uma vez
por semana, compreendendo amostras proporcionsisrdanhas realizadas diariamente de
manha e a tarde para analisar a composicao do Aepeoducédo de leite foi corrigida para
3,5% de gordura para posterior avaliacao, seguirdaula descrita por Sklan et al. (1994).

As amostras coletadas foram acondicionadas enoBgdésticos, mantidos entre 2 e
6°C, e encaminhadas para o Laboratério de Biogaimid-isiologia Animal (LBFA) do
Departamento de Nutricdo e Producédo Animal (VNPFauldade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-U8R),Pirassununga. Foram avaliados
os teores de proteina bruta, gordura e lactosendega metodologia descrita pela
International Dairy Federation (1996).

5.7 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO LEITE

As amostras para analise do perfil de acidos gradmsleite foram obtidas
semanalmente ao longo das 12 semanas de lactagéaraeanalise foram agrupadas da
semanalag3;4a6;7a9el10a l2, totalizaranastras por vaca ao longo das 12 semanas
de lactacdo. Para o processo de extracdo, as amfistum centrifugadas a 17.800 x g por 30
minutos a 4 °C e préximo a 19.300 x g por 20 misw#od °C, de acordo com Feng et al
(2004). A gordura separada (300-400 mg) foi medilacdbs ésteres metilicos foram formados
de acordo com Kramer et al. (1997). Dois padrogsnos C18:0 e C19:0 foram utilizados
para corrigir as perdas durante o processo deat&dil

A extragdo da gordura dos alimentos foi realizaelacbrdo com o método de Folch
et al. (1957) e de metilagéo realizada de acordo Kmamer et al. (1997). Os lipideos foram
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extraidos por homogeneizacdo da amostra com urngdsobe cloroférmio e metanol 2:1.
Em seguida os lipideos foram isolados apoés a adie&@olucdo de NaCl a 1,5%.

Os acidos graxos foram quantificados por cromaf@ggasosa (GC Shimatzu 2010,
com injecdo automatica), usando coluna capilar @®-2100 m x 0,25 mm de diametro com
0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte, PAemperatura inicial foi de 70 °C por 4
minutos (13°C/minuto) até chegar a 175°C, mantgmmo27 minutos. depois, um novo
aumento de 4°C/minuto, foi iniciado até 215°C, readb durante 31 minutos. hidrogénio
(Hy) foi utilizado como gas de arraste com fluxo de ct/s. durante o processo de
identificacdo foram utilizados quatro padrfes: déad C4-C24 de 4cidos graxos (Supelco ®
TM 37), acido vacénico Cl18:ttans11l (V038-1g, Sigma®), C18:2 CL&ans 10, cis-12
(UC-61M 100mg), e C18:2is-9, trans11 (UC-60M 100mg), (NU-CHEK-PREP EUA ®)
para identificacdo dos acidos graxos que sdo favmddrante a biohidrogenacédo de acidos

graxos insaturados.

5.8 AVALIACAO DO ESCORE DE CONDICAO CORPORAL E PESO
CORPORAL

O escore de condi¢do corporal (ECC) e o peso carpimam avaliados ao longo de
todo o periodo experimental. As mensuracdes do E@E&m realizadas a intervalos
quinzenais, por um técnico treinado, segundo méigaoproposta por Wildman et al. (1982)
e desenvolvida por Edmonson et al. (1989). Os asifsaam pesados semanalmente, logo
apos a ordenha da manha, e no dia do parto (naeips 24 horas pés-parto). Foram
avaliadas as mudancas de peso durante o periog@agoé ao parto e em todo periodo pos-

parto.
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5.9 METABOLITOS PLASMATICOS

Foram realizadas coletas de sangue na artériaiaucgecigea sempre as 8:00 hs,
anteriormente ao fornecimento das dietas na map&d dosagens de metabolitos. As
amostras de sangue foram coletadas semanalmenpemodos pré e pés-parto. Amostras de
sangue foram coletadas também no dia do partqfimasiras 24 horas).

As amostras foram coletadas em tubos vacuolizadasuiainer) de 10 ml para
dosagem de metabdlitos (glicose, acidos graxos ewterificados,-hidroxibutirato, |,
colesterol total e triglicerideos). Imediatamentésacoleta os tubos foram refrigerados até a
centrifugacdo em centrifuga refrigerada, a 3000 gurante 15 minutos e a 5°C, para a
separacao do soro. O plasma obtido foi transfepai@ tubetes plasticos, identificados e
armazenados a -20°C, até o procedimento das aniiz@atoriais.

As andlises laboratoriais dos metabdlitos plasmgatioram realizadas por meio de
kits comerciais, que utilizam o método enzimatiotoimétrico de ponto final (glicos§-
hidroxibutirato, colesterol total e triglicérideg)ie foram analisados em aparelho automatico
para bioquimica sanguinea sistema de bioquimicargiico SBA-200, CELM)As anélises
dos &cidos graxos néo esterificados foram feitaseanelho leitor de microplacas (ELISA).
As andlises foram realizadas no o LPBL-VNP-FMVZ-USP

5.10 DINAMICA FOLICULAR

A atividade ovariana foi avaliada em todos os argn@o experimento, sendo
utilizando um aparelho deltrassom portatil da marca Mindray (DP — 2200byYegmpus de
Pirassununga. A ultra-sonografia foi realizadatraasretal, diariamente, iniciando apos o 14°

dia até o 72° dia pés-parto, pela manha, antesrdedimento das dietas.

Foram avaliadas por scaneamento o numero totadlabeilbs, foliculos de classe 1
(<3mm), classe 2 (3-5mm), classe 3 (6-9mm), clakg@0-15mm), classe 5 (>15mm) ,

numero de corpos liteo, area do corpo lGteoQmm
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5.11 QUALIDADE OOCITARIA E EMBRIONARIA

O procedimento de OPU foi realizado em dois pedpdma aspiracéo foi realizada
entre a 35+ 7 dias de lactacdo e outra aspiragaeqgita da 60+7 dias de lactacao, visando a
otimizagdo do numero de vacas a serem aspiradasredmico dia. As variaveis mensuradas
na OPU foram namero total de odcitos aspiradostasdde grau I, Il e 1ll, nimero de oécitos
viaveis, degenerados e atrésicos. Na avaliacaoudhdgde embrionaria foi avaliados o
namero e a porcentagem de embrides clivados eisj@endo que todos os embrides viaveis
foram submetidos ao cultivo, maturacéo, fertilizaigavitro. As aspiracdes foliculares foram
realizadas pela empreBd VITRO (Rod. SP 340 - KM 166, Mogi Mirim - SP), realizagas
meédicos veterinario experientes, treinados e ajiesrealizam este tipo de procedimento de

aspiracao com frequéncia diaria.

As sessbes de OPU foram realizadas com aparelhétipbde ultra-som, equipado
com transdutor endocavitario micro-convexo mulifreigcial , adaptado a uma guia de
biopsia WTA Ltda (Cravinhos/SP, Brasil) para asgi@ folicular e conectado a agulha V-
OPAA-1855 (Cook Australia, Queensland, Australieychrtavel de 18g e linha de aspiracao
VBOAS 18l (Cook Australia, Queensland, Australia)tdflon de 1,7 mm de diametro interno
e 80 cm de comprimento, conectadas a um recipparte coleta dos odécitos (tubos cbénicos
de centrifuga de 50 ml da Corning Life Science lpomted — Massachusetts/EUA). Este
sistema de aspiracéo foi acoplado a bomba de @auatil V-MAR 5000 (Cook Australia,
Queensland, Austrélia), calibrada e regulada cassdio negativa de 68 MMHG (12 a 15 ml
de dgua/minuto; KRUP et al., 1994).

A montagem do transdutor foi feita segundo instescdo fabricante e a agulha
inserida no mandril de forma asséptica para ewftamtaminacdo. Na montagem dos
equipamentos envolvidos na OPU, foi mantida rigorassepsia, principalmente com as
partes que entravam em contato direto com o mht@s@irado ou com as mucosas das
doadoras.

O meio de aspiracéo utilizado para lubrificacdavagem do sistema de OPU e para
0 recebimento dos odcitos no tubo de coleta fopgmado com 1,0 | de solucdo salina
fosfatada (DPBS — Dmpbs Flush, Nutricell, SP/Bjasitrescido de 5000 Ul de heparina
sédica (5,0 ui/ml, Liqguemine®, Roche Brasil, SPAfl)ae 10,0 ml de soro fetal bovino (SFB

— Nutricell, SP/Brasil), mantidos a aproximadame3weC.
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Apds a contencéo fisica do animal em brete aprdgyifoi realizada lentamente
anestesia epidural baixa entre a ultima vértebcaigena e a primeira vértebra caudal, com
2,0 a 3,0 ml de cloridrato de lidocaina 2% (LIDOVEEBRAVET, RJ/BRASIL), sem
vasoconstritor (KRUIP et al., 1994). Esta dosagenvariar de acordo com o tamanho, raca,

idade, sensibilidade individual e estado geralatiaor/aca.

Apoés a perda dos reflexos caudais, a cauda dafoaeanarrada e se procedera a
remocao manual de fezes da ampla retal e higigiozagecanica da regido perineal, com
agua. A vulva e o vestibulo vaginal também foramdampsamente higienizados, tomando-se

o cuidado de né&o jogar agua dentro da vagina.

ApOs anestesia e higienizacdo da doadora, o beagerlo do operador foi mantido
posicionado no reto do animal evitando assim aadatde ar na ampola retal, o que dificulta
a realizacdo da opu. Visando a padronizacdo dacgendevido a dificuldade de acesso, o
ovario esquerdo foi o primeiro a ser aspirado. @riovfoi palpado, inspecionado e isolado de
outros tecidos (vasos sanguineos, porcdes intestitecido adiposo) para evitar sua
perfuracdo acidental e, em seguida, o transdutoplado a guia de biopsia e agulha, foi
introduzido na vagina até alcancgar o fundo de saginal no lado correspondente ao ovario
que foi acessado. Por meio de manipulagéo trahsoeteério foi apresentado ao transdutor
na face abdominal da parede da vagina, de formagjdeliculos a serem aspirados fiqguem
no percurso da agulha, indicado na tela do ultra{sela linha de bidpsia ou linha de puncéao

(punction ling.

Antes do inicio da OPU, foi feito um mapeamentoogério a fim de se planejar a
aspiracdo, evitando perfuragfes desnecesséariaszatido o procedimento e preservando 0s
ovarios da doadora. Seguir-se-4 a aspiracéo tresempdo-se a agulha através da parede do
fundo de saco vaginal ao mesmo tempo em que fonada a pressao negativa de vacuo por
um pedal e os foliculos foram aspirados (NIBAR&let1995). Desta forma, foram aspirados

todos os foliculos visiveis (com didametrd,0 mm) e acessiveis de cada ovario.

Ao término da OPU de cada animal o tubo contentiquido aspirado foi trocado,
identificado com a ordem da aspiracdo e RGD da ataad enviado para o técnico do
laboratorio-campo, para lavagem do conteddo, papcselecdo e envase dos o00citos

aspirados.
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O tubo com o conteudo aspirado foi despejado dro file coleta de embrides WTA
(Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, $&8B. O contetdo contendo o fluido
aspirado presente no filtro de coleta de embridela¥ado até se obter um liquido transltcido
com cerca de 1.0 cm de altura e com um sedimemterdo 0s odcitos recuperados. Este
conteudo foi vertido em placas de petri para olzsgw em esteriomicroscopio (Neovet Ind. e
Com. e Servicos Ltda, Uberaba, MG/Brasil) e reghpada procura, lavagem, classificacéo e

selecéo dos CCO.

Os critérios considerados para a avaliacdo dos fo@n a presenca, 0 numero de
camadas e o grau de expansao das célulasimalus bem como o aspecto do citoplasma
quanto a cor, homogeneidade e integridade. Desteeimaa os odécitos recuperados foram
classificados de acordo com sua morfologia, menslorge a quantidade de camadas e
compactacdo das células domuluse a homogeneidade do ooplasma, em sete categorias,

semelhante ao descrito por Lonergan et al. (1992).

Foram considerados como viaveis e, consequentemapteveitados para FIV
somente 0s o0citos classificados como graus |, lll,eenquanto os demais, que néao
apresentarem aspecto de granulacdes citoplasmédtarasgéneo, foram descartados. No
entanto, foram somados aqueles para compor o niotatae odcitos.

Apéds a classificagdo, os oocitos foram lavados elucdo de TCM199 GIBCO®
Invitrogen Corporatio, Califérnia/EUA, suplementactam 10% de SFB. Em seguida, foram
efetuados a contagem por categoria e 0 envase @i® para transporte em Criotubos
(Corning Life Science Incorporated, Massachusdtt8)Fcom a mesma solucdo de lavagem,
acrescido de HEPES Nutricell (Campinas, SP/Brasi), banho-maria a 3¢. O tempo
médio de transporte foi de 1,5 horas, totalizandamlien de 5,0 horas desde o inicio da
aspiracao da primeira vaca até a chegada dos sé&@deeis ao laboratério de FIV.

A fase de producam vitro foi totalmente executada em laboratorio de PIMitieo
0s odcitos aspirados foram submetidos a maturde@ondacdo e cultivan vitro, num
periodo total de oito dias.

ApoOs transporte controlado, os odcitos foram tendds para as placas de MIV,
agrupados e maturados em microgotas de 100,0 pmei® de maturacdo tcm199
suplementado com 10% de SFB, piruvato (22 pg/mehtamicina, (50 pg/ml), 5,0 pg/ml de
FSH FOLTROPIN® (Bioniche Animal Health, Bellevill&@ntario, Canada), 50,0 pg/ml de
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LH PROFASI® (Serono, SP/Brasil) e 1 pg de estrédilplsendo cada microgota referente a
um animal.

As microgotas de MIV foram cobertas com 6leo mihsigma (Aldrich, Sdo Paulo,
SP/Brasil) e 0os 00citos permanecerao incubadosttu?2 a 24 horas a 385 em atmosfera
de 5% de C@em ar e com maxima umidade (WATANABE et al., 1968a

Uma vez maturados, os odécitos foram submetidod/adrh microgotas de 100 pg
de meio talp suplementado com heparina (10 pgpmbyvato (22 pg/ml), gentamicina (50
png/ml), albumina sérica bovina (6 mg/ml), soluc&RHE (2 um de penicilamina, 1 um de
hipotaurina e 0,25 pm de epinefrina) e recobertais 6leo mineral. O sémen utilizado em
todo o experimento foi do mesmo reprodutor (ractaitiesa) e mesma partida. As palhetas
contendo o sémen diluido foram descongeladas ehobaaria a 35C durante 30 segundos
e 0 seu conteudo foi centrifugado por meio da té&cde gradiente de percoll (45 e 90%) para
obtencdo dos espermatozoides moveis e remocéo ldidodie do plasma seminal. A
concentracdo foi ajustada para 2,0kxE®permatozéides/ml e os gametas permanecer&o
incubados nas microgotas, durante um periodo de A® horas a 38,6, em atmosfera de
5% de CQem ar.

AplOs os procedimentos de MIV e FIV, os possivemotns foram lavados e
transferidos para microgotas com 50 pl de meiwn@dificado e suplementado com 10%
SFB, 30 mg BSA/mI, acrescido de aminoacidos esamneindo essenciais (WATANABE et
al., 1999), onde permaneceram em desenvolvimenboi@mario por sete dias, em incubadora
a 38,5c, com 5% de goem ar e umidade maxima, até atingirem os estéigioaorula (MO)

e blastocisto (BL). Decorridas 48 horas de CIV dealiada a taxa de clivagem e, em seguida

os embrides viaveis foram congelados.

5.12 FAGOCITOSE E ADESAO CELULAR

Foram realizadas coletas de sangue na artéria iauceecigea semanalmente ao
longo de todo o periodo experimental. As amoswesni coletadas em tubos vacuolizados
(vacutainer) de 10 ml contendo solucdo anticoagelémeparina) por puncdo da artéria ou
veia coccigea. As amostras de sangue foram traadpsr ao laboratorio a temperatura
ambiente. As analises de fagocitose foram agrupa@mseguintes tempos -28, -21, -7, parto
(+ 24 horas), 7, 14, 21, 28, 56 e 84. A quantificada intensidade da fagocitose e adesao de
celular foram agrupadas nos tempos -28, -21, 410 |p& 24horas), 7, 14, 21 e 28.
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No laborat6rio, as amostras de foram centrifugadasocidade de 1.500 rpm por 30
min para obtencdo da camada leucocitéria. A careadacitaria foi coletada e transferida
para um tubo cénico de 50 ml. As células vermetltasangue foram lizadas pela adi¢cédo de
30 ml de solucéo de lise [0.37 g EDTA dissodic80Qy cloreto de aménio (NJBL) e 0.84 g
bicarbonato de sddio (NAHGY) por 5 min.

Em seguida, 15 ml de DPBS (dubelco’s phosphateetbusblution) foram
adicionados nos tubos e em seguida centrifugad@® Xpm por 15 min. O pellet de células
foi coletado a viabilidade e concentracéo celutudeterminada pela técnica de exclusao de
azul de tripan e utilizando um hematocitometroustaida para 1x2@élulas/ml. Especificos
protocolos de marcacgao celular para citometridiude fforam utilizados e as amostras foram
analisadas no Laboratério de Morfofisiologia Molecwe Desenvolvimento do Departamento
de Ciéncias Basicas da Faculdade de Engenharididentos e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo, em Pirassununga Sao Paulo.

Resumidamente, 5xiGoram pipetadas em tubos de polietileno de 13x108, m
lavados duas vezes em tampado FACs e ressuspendidoeaor volume. As células foram
incubadas com o anticorpo primario para andlise adhslas T helper (CD¥, células T
citétoxico (CD8); T reguladora (CDZ9; mondcito/macrofagos (CDI@ e neutréfilos
(CD62L) por 30 min a temperatura ambiente. As adldbram lavadas uma vez com 1 ml
tampéo FACs para a retirada do excesso de anticorpo

As células foram incubadas com o anticorpo secimd@o) marcado com
AlexaFluor 488 ou AlexaFluor R-PE por 30 min. Maima vez as células lavadas com
tampéao FACS e fixadas com solucao 4% de parafogitad

A andlise de capacidade fagocitica dos leucocit@rofagos e neutréfilos
foiram avaliadas pelo método pHrodo O pHrodo™ ékiintle particulas por citometria de
fluxo, que permite a marcacao rapida de partichiakgicas, tais como as bactérias e de
avaliacdo da atividade fagocitaria em amostrasatigue total por citometria de fluxo. O
pHrodo ™ é um ensaio a base de corante que proparcima detec¢do sensivel sem a
necessidade de reagentes de extincdo e passosagena adicionais, poupando tempo e
eliminando a incerteza de se os sinais derivam atdcplas internalizadas. O kit inclui
reagentes necessarios para identificar as bactgreaseréo fagocitadas, avaliando a ingestao
de particulas, e a lise de células vermelhas dausanutilizando um corante novo
fluorogénico que aumenta drasticamente a fluoresg@medida que o pH do seu ambiente
torna-se mais acido. O sistema pHrodo ™ a baseodante Unico mede a atividade

fagocitaria baseado na acidificacdo das particulasedida que séo ingeridos, eliminando a
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lavagem e outra etapas que séo necessérias cordicadores ndo fluorogénico de absor¢éo
bacteriana.

Resumidamente, o pHrodo™ ¢é ensaio de fagocitaseeicente que investiga a
interacdo, internalizacdo e atividade fagocitagacélulas em suspensao. A funcao fagocitica
dos leucdcitos polimorfos mononucleares e macré&fdgo avaliada no sangue total pela
exposicdo de sangue heparinizado a particulas descke pHrodo™ por pelo menos 15 min
a 37°C. Uma amostra controle contendo todos oeméag € incubada no gelo. As células
vermelhas do sangue foram lizadas com o tampaseeéguida centrifugacdo seguida de
lavagem dos debris celulares. O pellet celular fooatendo as células brancas do sangue é
resuspendido em tampédo FACS e é analisado por aiiiante fluxo equipado com laser de

argbnio a 488nm.

5.13 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado delineamento inteiramente ao acasmm @s animais distribuidos
aleatoriamente, de acordo com as dietas experimdotantrole, semente de linhaca, grao de
soja e sais de calcio de acidos graxos insaturadlesjariaveis consumo e digestibilidade de
matéria seca e de nutrientes, producédo, composigiofil de acidos graxos do leite, escore
de condicdo corporal e mudanca de condicdo corppesio corporal e mudanca de peso
corporal, metabolitos plasmaticos, balanco de émergitrogénio, andlises da fungédo imune
(fagocitose e adesédo celular) foram analizadas pelcedimento PROC MIXED do SAS
(SAS, 2004), utilizando seguinte modelo:

Yij= g+ D+ S+Di(S)+ g

Onde: p = média avaliada,i-Defeito fixo de dieta; ;S efeito fixo de semana
(semanas); [0Tj)= interagdo semana * dieta; ®erro aleatorio.O modelo acima foi utilizado
para as analises do pré e pos parto, sendo a elaedwpo no pré parto as semanas -4, -3 -2, -
1 semanas em realacdo ao parto, e no pos parenmaas 1 a 12 em relacdo ao parto. O
efeito de animal foi considerado como aletotoriotedos os modelos.

Essas variaveis foram analisadas pelos seguintésastes ortogonais (& SL + GS
+SC); (GSvs SC) e (SLvs GS+SC), foram utilizados para as analises erstrieabamentos,

utilizando-se o um nivel de 5% de significancia.
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Na analise do peso, mudanca de peso corporal alaeshlizada aos 35 dias pré-
parto e foram utilizados como covariaveis no modelm nivel de 5% de probabilidade, nos
periodos pré e pos-parto, respectivamente.

As andlises de dinamica folicular foram analisada® PROC MIXED do SAS
(SAS, 2004) utilizando o seguinte modelo:

Yi= pt+ D+ T+Di(T)+ g

Onde: p = media avaliada;$efeito fixo de dieta; jE efeito aleatorio de tempo (
dias de ultrassonografia);(D;)= interagéo tempo * dieta; eerro aleatorio.O modelo acima
foi utilizado para as andlises do dia 14 ao 72 déakctacdo.

As analises de qualidade oocitaria e embrionaride edinamica folicular foram
analisadas de acordo com o PROC MIXED do SAS (S&A®4) utilizando o seguinte
modelo:

Y= p+ D+ AitDi(A)+ g

Onde: p = média avaliada,Defeito fixo de dieta; & efeito aleatério de tempo
(dias da aspiragéo folicular);([B;)= interagéo aspiracao folicular * dietg;=erro aleatorio.O
modelo acima foi utilizado para as andlises nos dis aspiracdes foliculares dias 3517 e
dias 65+7 dias de lactag&o.

As varidveis reprodutivas foram analisadas pelostrastes ortogonais. Foram
utilizados para as analises entre os tratamentilizando-se o um nivel de 5% de

significancia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CONSUMO DE MATERIA SECA E NUTRIENTES

No periodo pré-parto foi observado efeito (P<0,08)dieta para o consumo de
matéria seca (CMS), organica (CMO), EE (CEE) e GRENF) (kg/dia). Foi observado
efeito (P<0,05) de tempo (semanas), para o CMS, Cdd@sumo de PB (CPB), CEE, FDN
(CFDN), CCNF, NDT (CNDT) (kg/dia) e CMS e CFDN (%PCabela 6).

Quando foram avaliados os contrastes ortogonaisldservado efeito (P<0,05) do
C1 para CEE (Figura 2A) e CCNF (Figura 3A), ondectoservado maior consumo de EE
para as dietas suplementadas com as fontes des &pidowos em relagdo dieta a controle.
Houve um consumo médio superior de 200 g/dia o663, de EE, quando foram
comparadas as dietas suplementadas em relacdot@leom relacdo ao CCNF foi
observado maior consumo para a dieta controle émga® as dietas suplementadas com
fontes de acidos graxos, para o CNF foi observadcansumo superior em torno de 16,27%.

Os resultados observados para 0 CEE e CCNF noapi@-4podem ser justificados
pelo conteudo de extrato etéreo e carboidratodibésos das 4 dietas avaliadas (Tabela 5).
A dieta controle analisada no pré-parto contem e#dian3 unidades percentuais mais de
CNF (Figura 3A) e 2 unidades percentuais a mendsHjesendo que numericamente o CMS
foi superior para a dieta controle em relacdo aetadgicom fontes de acidos graxos (12,33
11,72 kg/dia). O CEE observado para as dietas ma@pieadas com fontes de acidos graxos
apresentou-se acima dos 600 g/animal/dia desdenanse-4 até a data do parto, enquanto
para a dieta C foi observado um consumo médio eno tde 400g/animal/dia, apresentando
valores inferiores a 300g na semana anterior &o faigura 2A).

Um dos principais reguladores do consumo de mas&ta € distensdo do tracto
gastrointestinal. Nos ruminantes, a distensédo tloufe-rumen é geralmente considerada o
local primario em que a distensao pode limitar msoono (ALLEN, 1996). O preenchimento
do reticulo-rumen é afetado tanto pelo teor de FBd&N dieta quanto pela taxa de
digestibilidade da forragem (OBA; ALLEN, 1999). Hidiyet al. (2002) avaliaram os fatores
que afetam CMS durante o periodo de pré-partazanidlo um conjunto de dados de 16

experimentos. O Consumo de matéria seca dimimgarimente com o aumento dos niveis
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de FDN, aparentemente ingestao é limitada em pairagy mas ndo em vacas multiparas, no
pré-parto.

Foi observado efeito (P<0,05) para o CMS (Figury OMO, CFDN (Figura 2B) e
CNDT (Figura 3B) para o C2, onde foi observado meamsumo para a dieta de semente de
linhaca em relagéo ao grdo de soja + sais de cddcicidos graxos. A dieta rica em acidos
graxos®3 apresentou CMS de 7,44% superior as dietas eitaacidos graxoe6. Quando
foi analisado o CFDN esta superioridade foi de ape))86%. Ainda no periodo pré-parto foi
observado efeito (P<0,05) para o C2 em relacaoNd8 (Figura 1B) e CFDN (%PC). Para o
CMS foi observado aumento de 10,45% para a digiesentada com semente de linhaca e
de 13,06% em relacdo ao CFDN (%PC). A dieta SLsamteu superioridade em relagcéo a
GS+SC, desde a semana -4 até a data do partoptmate CMS (Grafico 1A) e para CFDN
(Figura 2B), onde para o CMS apresentou valoresrgups a 12,50 kg de MS por dia no
periodo em questdo, contra valores abaixo de Kg5fe MS observado para as dietas GS
+SC (Figura 1A).

O maior consumo de matéria seca observado paretaa S em relacdo a GS+SC,
foi relatado anteriormente por Petit (2002), nucariente, onde a dieta SL apresentou
consumo de 19,4 vs 18,5 kg/dia em relagdo a GSpB@m com vacas em lactagdo. No
periodo seco resultados comparando o consumo dgiamagca entre acidos graxa3 e 6
sdo escassos. A superioridade no consumo pelaSligp@de estar relacionado com o baixo
consumo da dieta SC e ndo da dieta GS, visto quéaélatos na literatura de diferencas no
CMS entre dietas ricas em sementes de oleaginogsas fonte suplementar de acidos graxos
(ALLEN, 2000). No entanto a diferenca do CMS emtsedietas GS e SC € irrisoria, e desta
forma os processos de bio-hidrogenagdo ruminak eadr fontesn3 e w6 poderiam estar
envolvidos nesta diferenca em um mecanismo regidajae deve ser investigado com maior
detalhe na nutricdo de vacas leiteiras em periedwathsicdo. Os resultados observados para
o CFDN, CNDT (kg/dia) e CMS, CFDN (%PC) estao irgmente ligados ao CMS (kg/dia).

Petit et al. (2007), avaliando o efeito de acidmxgsw6 (sais de calcio de &cido
graxo) en3 (semente de linhaca) em vacas leiteiras no pededransicdo observou reducéo
do CMS no pré-parto para a dieta suplementada acodosagraxosn6 em relacdo @3
(12,10vs12,90).0s resultados do presente estudo sao samethaos observados por Petit et
al. (2007).

No periodo pés-parto foi observado efeito (P<Odb)Xieta para CEE e CCNF. Foi
observado efeito (P<0,05) de tempo (semanas) garar@aveis CMS, CMO, CPB, CEE,
CFDN, CCNF CNDT (kg/dia) e CMS e CFDN (%PV). Foisebvado efeito (P<0,05) de
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interacdo para o CEE e CFDN. Em relagdo aos coesrastogonais foi observado efeito
(P<0,05) para o C1 em relagédo ao CEE e CCNF (T&)ela

Tabela 6 - Médias (+ EPM) do consumo de matériateemtes no periodo pré e pds-parto de acordo
com as dietas experimentais

Dietas experimentdis Probabilidades
C SL GS SC Dieta Tempo Int C1 Cc2 C3

ltem

Consumo Kg/dia
Matéria seca

PréepP 12,7+ 0,43 12,6+0,36 11,2+0,3011,2+0,35 0,042 <0,001 0,691 0,079 0,030 0,966
P&sP 20,8+0,4519,8+0,43 19,1+0,42 18,5+0,36 0,211 <0,001 0,702 0,073 0,339 0,592
Matéria organica

Prép 11,940,40 11,8+0,34 10,5+0,2810,4+0,32 0,042 <0,001 0,693 0,077 0,031 0,876
P&sP 19,1+0,4118,2+0,39 17,6+0,3817,0+0,33 0,216 <0,001 0,676 0,074 0,360 0,573
Proteina bruta

Prép 1,6+0,04 1,5+0,04 1,5+0,04 1,4+0,04 0,106 <0,001 0,672 0,087 0,101 0,502
PosP 3,5£0,02 3,4+ 0,02 3,3+0,02 3,2+0,02 0,468 <0,001 0,700 0,173 0,458 0,813
Extrato etéreo

Prép 0,4+0,01 0,6+0,01 0,6+0,01 0,6+0,01 <0,001 <0,001 0,604 <0,001 0,537 0,977
PésP 0,6+0,01 1,1+0,02 1,0+0,02 1,1+0,02 <0,001 <0,001 0,013 <0,001 0,996 0,228
Fibra em detergente neutro

PréepP 4,8+0,24 4,610,24 4,4+0,17 4,2+0,21 0,096 <0,001 0,814 0,521 0,017 0,733
P&sP 5,9+0,14 5,8+0,14 5,6+0,12 5,1+0,10 0,182 <0,001 0,003 0,215 0,180 0,235
Carboidrato néo fibroso

PréepP 5,2+0,17 4,6+0,12 4,1+0,13 4,2+0,13 0,010 <0,001 0,466 0,002 0,156 0,778
P&sP 9,1+0,19 7,840,147 7,6+0,15 7,6+0,16 0,008 <0,001 0,502 0,009 0,573 0,998
Nutrientes digestiveis totais

PréepP 8,9+0,28 9,0+0,22 8,1+0,21 8,0+0,23 0,100 <0,001 0,644 0,207 0,031 0,957
P&sP 14,8+0,3114,7+0,31 14,2+0,32 13,940,27 0,613 <0,001 0,766 0,383 0,395 0,619

Consumo %PC
Matéria seca

PrepP 1,8+0,09 1,9+0,06 1,5+0,05 1,6+0,06 0,087 <0,001 0,433 0,349 0,030 0,269
P&sP 3,4+0,08 3,3+0,06 3,0+0,08 3,1+0,07 0,489 <0,001 0,810 0,315 0,291 0,573
Fibra em detergente neutro

PrepP 0,7+0,04 0,7+0,04 0,6%0,03 0,6+0,02 0,092 <0,001 0,876 0,765 0,015 0,487
P&sP 0,9+0,02 1,0+0,02 0,9+0,02 0,8+0,02 0,412 <0,001 0,020 0,439 0,139 0,921

IControle; °’Semente de linhacd;Grdo de soja cru e integrdiSais de célcio de &cidos graxos insaturaddsteito de ;
interacdo (INT), Contrastes ortogonais: Controldorges lipidicas (C1); semente de linhaca vs gigigoja + sais de calcio
de acidos graxos insaturados (C2); gréo de sgaigge calcio (C3).

Analisando o CEE no pdés-parto foi observado consomadio superior de 470 g ou
43,69% de EE quando foram comparadas as dietas einaacidos graxos a dieta controle.
Foi observado maior CCNF (Figura 3A) para a diemtrole quando comparada as dietas
suplementadas com fontes de acidos graxos dasidamiB e w6, sendo superior em
aproximadamente 18,33%. O maior CEE e o menor CONS$ervado para as dietas
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suplementadas com fontes de acidos graxos em oekagdieta controle esta relacionado
meramente com a diferenca do conteudo de dietdm® nutrientes entre as dietas
experimentais.

Em recente meta analise realizada por Rabiee €R@l2) onde 59 artigos e 86
comparacgdes sobre suplementacao de gorduras pasledeiras em lactacao foi observado
uma diminui¢ao de 0.78 + 1.20 kg/dia no CMS qualtil@omparado as dietas controles as
dietas com SCAG e diminuicdo de 0.33 = 1.61 kgrhiaCMS quando foi comparado as
dietas controles as com sementes de oleaginosasreddltados observados no presente
estudo sdo semelhantes ao apresentado pelos asuprasitados visto que a diminuicdo da
dieta SC em relagdo a C foi de 2,33 kg/dia e dessliSL e GS em relagao a C foi de 1,43
kg/dia. Por outro lado Allen (2000) investigou wé&riestudos (n = 28), envolvendo o
fornecimento de sais de calcio de 6leo de palndieta de vacas leiteiras e concluiu que para
cada 1% de incluséo sais de célcio de 6leo de pstima a dieta de controle, uma depressao
de 2,5% em CMS ocorreu.

Avaliando a suplementacédo de fontes de acidoogisé e ®3 em dietas de vacas
em lactacdo pos-parto utilizando semente de linheaia de calcio e grdo de soja integral
Petit (2002) ndo observaram diferenca no CMS exstidietas em questdo, onde as médias do
CMS foram 19,40; 18,30 e 18,70 kg/dia, respectivampara semente de linhaga, sais de
calcio de acidos graxos e grao de soja integralltedos semelhantes ao observado neste
estudo até a £Zemana de lactacdo. De mesma forma Petit et@G07)2hdo0 observaram
diferenca no CMS poés-parto no periodo em transigéas leiteiras ao compararem a dieta
controle a suplementada com semente de linhagdmpabservaram diminuicdo no CMS da
dieta suplementada com sais de calcio em relacderaais.

O efeito de interacdo observado para o CEE e CFEiBloerelacionados com o
aumento linear do CMS pés-parto observado a mat# semana de lactacéo (GraficolA). A
interacdo observada para o CEE foi estabeleci® semana pds-parto no momento em que
a dieta SC supera a dieta SL (Figura 2A). O aumdnt@MS da dieta GS no pdés-parto
contribuiu para a interacdo observada, visto qdieta SL apresentou um maior CMS no pré-
parto em relacdo a dieta GS. A interacdo obserpacao CFDN esta evidenciada fie B
semana pos-parto (Figura 2B), onde houve uma sujuiie da dieta C em relacdo a dieta
SL, devido ao maior CMS observado para a dieta Cetagdo a SL, visto que o contetdo de
FDN das dietas pos-parto € semelhante (29,0 %).

O CMS observado pos-parto apresentou aumento ovastgpartir da8semana de

lactag@o, mais evidenciado para a dieta C em @lag&ietas suplementadas com fonte de
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acidos graxos. As dietas SL, GS apresentaram mcE€MS entre a Be 1F semana de
lactagdo, com valores médios por volta de 22,5@&gVS por dia, enquanto a dieta SC
apresentou pico por volta da®i€emana (21,75 kg de MS) e a dieta C apresentoerdam
continuo até a £2emana de lactacéo, atingindo valores proximos@2@) de MS por dia.
(Figura 1A). Em relacdo ao CEE no pés-parto fordoseovados valores crescentes para as
dietas suplementadas com acidos graxos, partindapaeimadamente 600g/animal/dia na
semana posterior ao parto até valores superiat88@g/animal/dia a partir da®i<emana de
lactacdo (Figura 2A).

Rabiee at al., (2012) apresenta que todas as fenp@ementares de acidos graxos
causam uma diminuicdo no CMS em média de 880gtliacalendo que a diminuicdo mais
drastica é observada quando o SCAG ¢ utilizado clami® suplementar, onde a reducéo
média de CMS é de 2,1lkg/vaca/dia em comparacdo dmtas livres de fontes
suplementares de acidos graxos e também acresteatas de regressao multivariada que o
fator determinante para o controle do CMS ndao ies¢éramente relacionado com os niveis
de acidos graxos nas dietas, mas sim com o terogzegodo de suplementacéo das fontes de

acidos graxos independentemente do grau de ingaudestas fontes.
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Figura 1 - Consumo de matéria seca (kg/dia) (A) pe%o vivo (B), nos periodos pré e pos-parto dedaccom
as dietas experimentais. Contrastes ortogonaisratervs fontes lipidicas vs (C1); semente de lgaha
vs grao de soja + sais de calcio insaturado (Gd)y de soja vs sais de calcio insaturado (C3)
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Figura 2 - Consumo extrato etéreo (A) e fibra eterdente neutro (B), nos periodos pré e pés-partacdrdo
com as dietas experimentais. Contrastes ortogooargrole vs fontes lipidicas vs (C1); semente de
linhaca vs grao de soja + sais de célcio insatuf@@(; grédo de soja vs sais de calcio insaturad).(C
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Figura 3 - Consumo carboidratos néo fibrosos (Ayteientes digestiveis totais (B), nos periodoseppés-parto
de acordo com as dietas experimentais. Contrastegonais: controle vs fontes lipidicas vs (C1);
semente de linhaca vs grédo de soja + sais de dakadurado (C2); grao de soja vs sais de calcio
insaturado (C3).
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6.2 DIGESTIBILIDADE DA MATERIA SECA E NUTRIENTES

No periodo pré-parto foi observado efeito (P<0,08)dieta para o coeficiente de
digestibilidade da PB (CDPB), da FDN (CDFDN) e CMFDCNF). Foi observado efeito
(P<0,05) de tempo para o coeficiente de digesidnle da PB (CDPB), do EE (CDEE), do
FDN (CDFDN). Também foi observado efeito (P<0,08)idteracdo para o coeficiente de
digestibillidade da MS (CDMS), MO (CDMO), CDPB, CEE CDCNF (Tabela 7).

O CDMS da dieta C apresentou aumento entre asnssmé a -1, sendo observado
58,89% na semana -4 e 69,48% na semana -1 emaaac@arto. No entanto as dietas
suplementadas com fontes de acidos graxos aprem®@ntalores constantes entre as semana -
4 a semana -1 (Figura 4A).O0 CDPB das dietas SL eaf@8sentaram reducdo entre as
semanas -4 a -2 em relacdo ao parto, onde o deoldservado para a dieta SL foi de 5,84
unidades percentuais e da GS de 8,13 unidadesnpgaie(Figura 4B), ja para as dietas C e
SC foi observado uma estabilidade em torno de 92,3 relacdo ao CDEE foi obtidos
valores entre 85,00 a 90,00% entre as dietas deaalisendo observados valores estaveis sem

reducdes ou aumentos bruscos neste periodo pee(pajtira 5A).

Quando foi analisado o C1, somente foi observadioe{P<0,05) para o CDCNF,
onde foi obtido maior digestibilidade para a dietam relacdo as demais, onde foi observado
um coeficiente de digestibilidade 5,90% maior pardieta C em relacdo as demais. Este
resultado pode ser justificado devido ao maior eorsde CNF (Tabela 6) para a dieta C,
bem como seu maior conteido de CNF (Tabela 5)etaméo as dietas como fontes de acidos
graxos. A variacdo no CDCNF esté exclusivamenseligao consumo e o conteudo dietético

do nutriente em questéo.

Analisando o C2 foi observado efeito (P<0,05) ma@DPB e CDFDN (Figura 5B).
Em relacdo ao CDPB foi obtido maior coeficiente digestibilidade para as dietas
suplementadas com acidos grax@isem relacdo a dieta SL, sendo esta superioridade0d
unidades percentuais. O maior CMS no pré-parto padéeta SLvs GS+SC e o fato da
semente de linhaca ter sido fornecida integral pedéndisponibilizado parte da proteina
contido em sua matriz, contribuindo para um menbDPB. Por outro lado foi observado
maior CDFDN para a dieta SL em relacdo as dietasSESem 5,03 unidades percentuais.
Esta diferenca esta relacionado ao CDFDN da di€&tg52,67%), e com as caracteristicas

guimico-bromatoldgicas dos sais de calcio de aagasos no ambiente ruminal, que podem
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interferir na digestibilidade da fibra, visto quénalusdo de altos niveis grao de soja integral
em dietas de vacas leiteiras n&o altera a digkdtibe da FDN (BARLETTA, 2010).

Doreau et al. (2009) avaliaram a digestibilidadeninal e intestinal em vacas
leiteiras secas, onde as dietas foram suplementadasemente de linhaca, sendo a relacao
volumoso concentrado de 70:30. Os autores ndo \@sen diferencas no CDMS, CDMO,
quando compararam as dietas suplementadas comtseteeimhaca a dieta controle, porém
observaram diferenca numérica de 2,5 unidades mesie em relagdo ao CDFDN,
resultados semelhantes ao do presente estudo, fonddservada uma diferenca de 2,3
unidades percentuais entre as dietas C e SL, npapt@. Cortés et al. (2010) trabalharam
suplementando vacas leiteiras com diferentes psaoentos de semente de linhaca e
também observaram resultados semelhantes ao deawetral. (2009). No entanto, Martin et
al. (2008) observaram menor CDMS e CDFDN(Figura §Bando suplementaram vacas
leiteiras com diferentes formas de processamenteedente de linhaca em relacéo a dieta
controle, porém neste estudo as dietas suplementamha fontes de gordura apresentaram

niveis altos de EE, em torno 7,0%, contra 2,6%ielz dontrole.

No periodo pos-parto foi observado efeito (P<Od¥sHieta para o CDPB, CDEE e
CDCNF. Foi observado efeito (P<0,05) de tempo patdvS, CDMO, CDPB, CDEE,
CDFDN, CDCNF. Foi observado efeito (P<0,05) deratéo para CDMS, CDMO, CDPB,
CDEE, CDFDN, CDCNF (Tabela 7).

Havartine e Allen (2006b), avaliaram digestibilidaaparente total de vacas leiteiras
recebendo dietas suplementadas com &acidos graxosadszs, insaturados e uma dieta
intermediaria. Os autores observaram menor CDMSYICDCDPB e CDFDN para a dieta
suplementada, com fonte de 4cido graxo saturadeelmdo as demais. No presente estudo
apesar do maior conteudo de acidos graxos Cl8zBgdieta SL em relacdo as demais, nao
foram observados diferencas no CDMS, CDMO, CDPBDERN entre as dietas contendo

acidos graxos.

Em relacdo ao CDMS da dieta C no pds-parto foimiasia uma forte redugéo entre
a 3'e ¢ semana de lactacdo, sendo observado declinio48euBjdades percentuais neste
periodo. Para as dietas SL e SC nao foram observadi@cdes consideraveis no CDMS no
pos-parto, sendo apenas apresentado declinio tdisace longo do periodo de lactagao.
Quando foi avaliado o comportamento do CDMS dasd@8 ao longo da lactag&o foi
observado forte reducéo entre’a® semana de lactacéo (68,79 vs 59,87), respectivamen
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Apds a Ssemana de lactacdo o CDMS da dieta GS apresenistéel e os valores foram
mantidos entre por volta de 58,0% (Figura 4A).

O CDPB das dietas SL e SC no pds-parto apresentaakmes estaveis entre aal
8% semana de lactacdo, sendo observado um decligoeetti entre a®a 12 semana de
lactacdo. Ja para a dieta GS foi observada faltegcé® entre as semanas 3 a 5, permanecendo
constante até a ¥2emana de lactacdo, onde foi observado valor nd&li@5,00% neste
periodo em questdo (Figura 4B). Em relacdo ao CDhaEpos-parto para a dieta C foi
observado forte declinio desde 4até a 12 semana de lactacdo, para as dietas GS e SC
também foi observado declinio ao longo do perioeldadtacéo, porém de uma forma mais
menos intensa em relacdo a dieta C. No entantoDBECpara a deita SL apresentou-se
constante ao longo do periodo em questdo, sendmvalol® valores médios em torno de
87,0%.

Analisando os contrastes ortogonais no pés-partolfservado efeito (P<0,05) do
CDEE e CDCNF para o Cl. Em relacdo ao CDEE foi dobt{(81,39 vs 84,97),
respectivamente para a dieta C e as dietas SL+GHHGura 5A). Esta superioridade esta
relacionada com o maior consumo ( Tabela 6) e adot€Tabela 5) de EE para as dietas
suplementadas com fontes de acidos graxos. Congmaras CDCNF das dietas C vs
SL+GS+SC foi obtido (88,0s 84,7), respectivamente. Estes resultados estdoiorhdos

com o maior CCNF observado para a dieta C em elagd@emais.

Benchaar et al. (2012), suplementaram vacadrést@o inicio de lactagcdo, com
producdo meédia de 27,34 kg/dia, com relacdo volomaoncentrado de 50:50, com niveis
crescente de 0leo de linhaca (0; 2; 3 e 4% da N&® da dieta) nas dietas, ndo observaram
diferencas no CDMS, CDMO, CDPB e CDFDN, quando caraam a dieta controle as
suplementadas com 6leo de linhaca. Resultado bantelfoi observado por Barletta, (2010),
guando suplementou vacas leiteiras no inicio dad¢d@o, com producdo média de 30,0 kg/dia,

com niveis crescentes de gréo de soja cru e int@gi@ 16; 24% da MS total da dieta).

Weiss et al. (2011) suplementaram vacas leitetas) produgdo média de 42,10
kg/dia, recebendo silagem de milho como volumossebaom fontes de &cidos graxos
saturados (C18:0), triacilglicerois (C16:0) e SCAG18:2). Os autores nao observaram
diferencas para o CDMS, CDMO, CDPB, CDFDN quandangararam as dietas

suplementadas com fontes de acidos graxos em oedagé@ta controle, no entanto de forma
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semelhante ao presente estudo foi observado mBiBE(ara as dietas suplementadas com
fontes de acidos graxos.

Em estudo avaliando vacas leiteiras por 12 semBeé#is (2002) suplementou os
animais com semente de linhaca, SCAG e grédo deirggjgral micronizado, ndo observou
diferenca entre as dietas em relacdo ao CDPB, pobéeve maior CDMS, CDFDN e CDEE
para a dieta suplementada com gréo de soja endioetagemente de linhaca (6%%6,1 ) ;
(49,5vs 45,5 ) e (88,0vs 80,0 ), respectivamente para MS, FDN e EE. Osltesis
observados sdo adversos ao presente estudo deviptatade processamento do grao de soja,
visto que nao foi observadas diferencas para dcedes da matéria seca e nutrientes entre
as dietas com semente de linhaca e SCAG. Apestrsdessultados os valores médios dos
CDMS, CDPB, CDEE séao semelhantes aos do presentioes

Em relagdo ao C2 foi observado efeito (P<0,05) pa@DEE, onde foi observado
melhor digestibilidade para a dieta SL em relaggidiatas GS+SC de 3,74 % (Figura 5A).
Este resultado pode estar relacionado com o nuderiosaturacdes presentes na fonte de
acidon3, visto que quando maior o numero de insaturagi@esr seria a digestibilidade das
fontes de acidos graxos. Quanto maior o nimerateag6es maior a solubilidade do &cido
graxo no intestino, ficando mais facil a formacés dnicelas no intestino delgado para
absorcéo atraves da luz do intestino delgado (DRAECKet al., 1992).

A interacdo observada para o CDMS esta evidenciadhsemana de lactagcdo com
o declinio do CDMS da dieta C em relacdo as denlaias suplementadas com fontes de
acidos graxos (Figura 4A). Em relacéo a interadisewada para o CDPB também pode ser
observada na®3semana de lactacdo com o declinio do CDPB pra dieem relacdo as
demais (Figura 4B). O declinio do CDEE apresenfzta a dieta GS a partir dasémana

justifica a interacao observada para esta var{&iglra 5A).
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Tabela 7 - Média (xEPM) da digestibilidade apareatal da matéria seca e nutrientes no periode pré
pos-parto de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais Probabilidades
C SL GS SC Dieta Tempo Int Cl C2 C3
Coeficiente de Digestibilidade (%)

ltem

Matéria seca
PréeP 66,5+1,22 64,3+0,47 62,4+0,9463,5+1,08 0,311 0,448 <0,0010,766 0,111 0,210
Pb6sP 65,5+0,54 66,8+048 63,8+0,68 65,3+0,52 0,251 <0,001 <0,0010,073 0,339 0,592

Matéria organica
PréP 68,3+1,08 64,8+0,46 65,5+0,8264,3+1,09 0,249 0,609 <0,0010,083 0,969 0,598
P6sP  66,2+0,54 68,730,45 64,3+0,5666,4+0,48 0,243 <0,001 <0,0010,872 0,244 0,966

Proteina bruta
PrépP 72,6+0,77 70,5+0,58 76,7+0,8174,5+1,13 0,023 0,004 <0,0010,401 0,005 0,257
Pb6sP 77,7+0,47 79,5+0,30 76,6+0,4777,0+0,35 0,008 <0,001 <0,0010,251 0,210 0,202

Extrato etéreo
PréP 89,4+0,57 88,7+0,42 88,7+0,4788,6+0,41 0,872 0,009 <0,0010,413 0,931 0,947
Pb6sP 81,4+0,51 87,1+0,20 84,4+0,4983,4+0,43 0,004 <0,001 <0,0010,007 0,004 0,417

Fibra em detergente neutro
PréP 56,4+0,84 58,7+0,99 54,7+0,9952,7+0,92 0,019 0,006 0,430 0,3680,015 0,991
P6sP  55,2+0,46 58,2+0,56 55,8+0,6056,8+0,47 0,458 <0,001 <0,0010,286 0,269 0,610

Carboidrato nao fibroso
PrépP 86,7+1,20 82,2+0,56 81,8+0,9080,7+1,20 0,034 0,692 <0,0010,013 0,647 0,669
Po6sP 88,1+0,77 85,8+0,67 84,6+0,7283,6+0,72 0,024 <0,001 <0,0010,021 0,189 0,460

IControle; ’Semente de linhacd;Grao de soja cru e integrdfSais de calcio de &cidos graxos insaturaddsteito de ;
interacdo (INT), Contrastes ortogonais: Controldorges lipidicas (C1); semente de linhaca vs gigigoja + sais de calcio
de acidos graxos insaturados (C2); gréo de s@aigge calcio (C3).
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Figura 4 - Coeficiente de digestibilidade da matéeca (A), da proteina bruta (B), nos periodo® pés-parto
de acordo com as dietas experimentais. Contrastegonais: controle vs fontes lipidicas vs (C1);
semente de linhaca vs grdo de soja + sais de dakidurado (C2); grao de soja vs sais de célcio
insaturado (C3).
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Figura 5 - Coeficiente de digestibilidade do extratéreo (A), da fibra em detergente neutro (B3, periodos
pré e pés-parto de acordo com as dietas experilmer@antrastes ortogonais: controle vs fontes
lipidicas vs (C1); semente de linhaca vs gréo ¢ ssais de calcio insaturado (C2); grao de seja v
sais de calcio insaturado (C3).
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6.3 BALANCO DE ENERGIA

No pré-parto foi observado efeito (P<0,05) de dpetea 0 consumo de energia bruta
(CEB), energia digestivel (CED), energia metabokt§CEM), energia liquida de lactacéo
(CELL). Foi observado efeito (P<0,05) de tempo parasadavariaveis mensuradas CEB,
CED, CEM, CEL, producéo de energia liquida de ganho (ELg), maat€ktm), gestacao
(ELG), balanco de energia (BE) e eficiéncia enérgé{ELG/CED). Houve interacao
(P<0,05) entre o tempo e as dietas experimentaasq@ED e CEM (Tabela 8)

Na avaliacdo dos contrastes ortogonais foi obseredeito (P<0,05) para 0 C2 em
relacdo ao CEB, CED, CEM, CELNesta avaliagao foi observado maior consumo degén
para a dieta SL em relacdo a GS+ SC. A dieta Sésaptou um CEB 11,60 % maior que as
dietas GS+SC, para CEB, CEM, GHEigura 6B)a dieta suplementada com fonte de acido
graxo w3 apresentou consumo 13,30% superior as dietasrsaptadas com acidos graxos
6. Estes resultados sao justificados elo maior @RIgsentado pela dieta SL em relagcéo as
dietas GS+SC no pré-parto (Tabela 6).

Caldari-Torres et al. (2011) suplementaram vacisiries no periodo de transicao
com fontes de acidos graxos saturado$ o3 e ndo observaram diferenca no balanco de
energia no pré-parto quando comparam as dietaguecidas com acidos graxe$ e o3,
obtendo em média balanco de energia positivo enotde 3,7 Mcal/d.. Em outro estudo
Hayirli et al. (2011), suplementaram vacas no meride transicdo com fontes de &cidos
graxos oleico (canola), linoleico (linola), linoléa (linhaca) e também n&o observaram

diferencas para o balanco de energia no pré-parto.

No pos-parto apenas foi observado efeito (P>0,85jieta para as variaveis GEL
BE. No entanto foi observado efeito (P<0,05) deperpara todas as variaveis CEB, CED,
CEM, CEL_ producédo desnergia liquida de liquida de lactacdo (ELELg, ELm, BE e
eficiéncia de utilizacdo da EKEL,/CED) e EL. + ELg/CED. Foi observado efeito (P<0,05)

de interacdo no pos-parto para as variaveis CEY €EL (Tabela 8).
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Tabela 8 - Média (tEPM) do balanco de energia dedaccom as dietas experimentais.

Dietas experimentdis Probabilidades
C SL GS SC Dieta Tempo Int Cl C2 C3
Consumo de Energia (Mcal/dia)

Iltem

Energia bruta

PréeP 54,0+1,74 55,5£1,36 49,1+1,41 49,0£1,41 0,037 <0,001 0,711 0,237 0,017 0,961
P6sP 87,6+1,89 86,6+1,87 82,6£1,95 80,8+x1,60 0,459 <0,001 0,449 0,289 0,264 0,709
Energia digestivel

PréP 35,9+1,31 35,5+0,97 30,7+1,08 30,9+1,01 0,049 <0,001 0,011 0,075 0,029 0,950
P6sP 54,7+£1,12 55,4+1,07 49,1+0,96 50,5+0,94 0,232 <0,001 <0,001 0,302 0,079 0,701
Energia Metabolizavel

PréP 29,841,09 29,5+0,80 25,5+0,90 25,6+0,84 0,049 <0,001 0,012 0,075 0,029 0,950
PosP 45,4+0,93 46,0+0,89 40,8+0,80 41,9+0,78 0,232 <0,001 <0,001 0,302 0,079 0,701
Energia liquida de Lactacéo

PréeP 17,9+0,87 20,0+0,64 18,1+0,72 17,9+0,67 0,049 <0,001 0,312 0,352 0,037 0,895
P6sP 27,4+0,74 31,4+0,71 30,9+0,64 30,0+0,62 0,032 <0,001 0,760 0,017 0,510 0,565

Producéo de Energia (Mcal/dia)
Energia liquida de lactacao

PosP 20,1+0,46 19,9+0,56 20,8+0,60 20,1+0,47 0,959 <0,001 0,026 0,893 0,717 0,692

Energia liquida de ganho

PréeP 0,2+0,27 0,5+£0,33 0,8+0,35 0,7+0,34 0,437 <0,001 0,660 0,165 0,408 0,762

P6sP -1,5+0,43 -1,2+0,37 -1,4+0,35 -1,2+0,38 0,796 <0,001 0,188 0,891 0,755 0,491

Energia liquida de mantenca

PréP 11,3+0,19 10,8+0,14 11,7+0,17 10,8+0,14 0,145 <0,001 0,211 0,483 0,291 0,249

Po6sP 10,1+0,08 9,7+0,07 10,4+0,09 9,7+0,07 0,331 <0,001 0,141 0,622 0,454 0,105

Energia liquida de gestacao

PréeP 5,92+0,02 5,92+0,02 5,93+0,02 5,92+0,02 0,562 <0,001 0,182 0,762 0,265 0,485
Balanco de Energia (Mcal/dia)

Balanco

PréP 1,3+1,03 1,8+0,89 1,0+096 1,6+0,82 0,246 <0,001 0,282 0,288 0,106 0,507

PosP -5,2+0,58 -0,4+0,53 -2,5+0,62 -2,2+0,54 0,001 <0,001 0,905 0,046 0,272 0,598

Eficiéncia

EL /CED

P6sP 0,38+0,01 0,37+0,01 0,43+0,01 0,41+0,01 0,452 <0,001 0,151 0,568 0,159 0,565

EL +ELs/CED

P6sP 0,29+ 0,01 0,32+0,01 0,34+0,01 0,33x0,01 0,561 <0,001 0,686 0,207 0,188 0,937

IControle; “Semente de linhacd;Grao de soja cru e integrafSais de calcio de &cidos graxos insaturaddsfeito de ; interaca
(INT), Contrastes ortogonais: Controle vs fontg@ddicas (C1); semente de linhaca vs grao de s@as+de calcio de acidos grax
insaturados (C2); gréo de soja vs sais de cal@p. (C

Na avaliacdo dos contrastes ortogonais foi obsereéeito para C1 em relacdo aos
variaveis CEL e BE, onde foi obtido maior Ckle melhor BE para as dietas suplementadas
com fontes de &cidos graxes8 e ®6 em relacdo a dieta controle, sendo (28,831,60
Mcal/dia) para CEL e (-2,92vs 0,84 Mcal/dia) para o BE.O efeito de interagaoeolsda
para o El_ ao longo da lactacéo foi obtido principalmente @@t e 4 semana de lactacdo

devido ao aumento do Elpara a dieta C e uma diminuicdo para a dieta @8eB 8 e 9a
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semana foi também observado interacdo devido dedEnio da producéo de Epara a dieta
C (Figura 7A).

As dietas GS e SC permaneceram em BE negativo &fésemana de lactacéo,
restabelecendo o BE positivo a partir aeémana, onde foi observado BE entre a ie 3
semana de lactacdo sendo -11,62 e -10,29 Mcalé&dipectivamente para as dietas GS e SC.
Em relacdo as dietas SL foi observado BE negatig¢oaad semana de lactagdo e sendo
restaurado a partir dd$emana. O B apresentado por esta dieta foi observado entte a 1
a 2 semana de lactacao, sendo de -8,26 Mcal/dia @igdy). A dieta C apresentou maior BE
negativo (7 semana) sendo restaurado apenas’sanBana, apresentando R&y de -13,42
Mcal/dia. Estes resultados séo justicados dea@&€EL (Figura 6B) e producao de EL

(Figura 7A) apresentados pelas dietas experimeaaisngo do periodo de lactacao.

Quando foi avaliada a eficiéncia da utilizacdo dergia para a producdo de leite
(EL./CED) (Figura 7B) ndo se obteve efeito da adicafdates de acidos graxo® e »3,
porém foi observado uma melhor eficiéncia paraedadzS (43,0%) em relacdo as demais
(41,0; 38,0 e 37,0%) , respectivamente para SC,SL.eEm relacdo ao C2 foi observado
melhor eficiéncia para GS+SC em relagdo a SL, seedta superioridade de
aproximadamente de 11,90%. Estes resultados séficados exclusivamente pelo maior
CED apresentado pela dieta SL, visto que néo feemtado diferencas para a producédo de
leite (kg/dia) (Tabela 10) e para a,EMcal/dia).

Petit et al. (2007), avaliaram o efeito de acidmxgsw6 (sais de calcio de acido
graxo) em3 (semente de linhaca) em vacas leiteiras no periledtransicdo, observaram
maior BE negativo para a dieta suplementada cosndeacalcio em relagédo a dieta controle e
a com semente de linhaga, sendo que a dieta suphmtaecom sais de calcio permaneceu em
BE negativo ao longo do periodo experimental, ewasas dietas retornaram ao BE positivo

entre a 3 e 4 semana em relacao ao parto.

Avaliando a suplementacdo de acidos grax®®m vacas no periodo de transicao
Zachut et al. (2010a), observara melhor balancersgzgia para a dieta suplementada com
semente de linhaca em relacdo a controle ¥&,8,8 Mcal/dia), porém quando avaliou o
BEadgin Observou ( -7,%s -3,6 ) respectivamente para semente de linhagangote. No
estudo conduzido por Caldari-Torres et al. (20bhjle foram suplementadas vacas leiteiras
no periodo de transicdo com fontes de 4cidos grsatosadosp6 e®3, observaram também
melhor BE, no pés-parto para a dieta suplementantafante de acidos graxes3 em relagao
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as demais, sendo os valores obtidos em 7 semanastaigio ( 2,10; -0,10 e 4,70 Mcal/dia),

respectivamente para as fontes de acido graxosidasmb e®3.

Figura 6 - Balanco de energia (A) consumo de @), nos periodos pré e pés-parto de acordo codiedas
experimentais. Contrastes ortogonais Contrastezxgamtis: controle vs fontes lipidicas vs (C1);
semente de linhaga vs gréo de soja + sais de dakaburado (C2); grédo de soja vs sais de calcio
insaturado (C3).
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Figura 7 - Producéo de EI(A), eficiéncia de utilizacdo da EIB) ao longo da lactagdo de acordo com as dietas
experimentais. Contrastes ortogonais: controleomges lipidicas vs (C1); semente de linhaga vs grao
de soja + sais de célcio insaturado (C2); gramfe\s sais de calcio insaturado (C3).
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D’Angelo (2009) suplementando vacas leiteiras nbople de transi¢cdo e inicio de

lactagdo com Oleo de soja ou sais de calcio def@daxos insaturados, durantes -28 a 84

dias em relacdo ao parto com média de producamera tle 31,0 kg/dia, também observou
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melhor BE para as dietas suplementadas com fotedcidos graxos em relagdo a dieta
controle, sendo (-1,32 vs -2,00) respectivamensga pleo de soja + sais de calcis
controle, contudo neste estudo D’Angelo (2009) olmae maior CMS para a dieta controle

em relacéo as dietas suplementadas com acidossgraxo

O efeito das fontes de acidos grax&s e w6 para vacas no periodo de transicéo e
inicio de lactagdo influenciou de maneira positiv&88E ao longo do periodo de lactacéo,
comprovando a eficacia do aumento da densidadgéticar em dietas de transicdo, porém o
efeito destas fontes energéticas estao além denmaeta um aporte energético, visto que nao
foi observado diferencas nas concentracdes de sagxos ndo esterificado (AGNH};
hidroxibutirato (BHBA) (Tabela 12) entre as dietaplementadas e a controle.

6.4 BALANCO DE NITROGENIO

No periodo pré-parto foi observado efeito (P<0,08) dieta para excrecdo de
nitrogénio nas fezes (ENF) em (g/dia) e (% NT),teogénio absorvido (Nabs) (%NT). Foi
observado efeito (P<0,05) de tempo para consumutaménio total (CNT), ENF (g/dia) e
(%NT), Nabs (g/dia) e (%NT), nitrogénio retido (§rem (g/dia) e (%NT) e excrecdo de
nitrogénio na urina (ENU) em (%NT). Foi observadgeiacdo (P<0,05) para ENF (g/dia) e
(% NT) e Nabs (%NT) (Tabela 9).

Na avaliacdo dos contrastes, foi observado efBk@®,05) no C1 em relagdo & ENF
(g/dia). Foi obtido menor ENF (g/dia) para as dietaplementadas com fontes de acidos
graxos em relacao a dieta C, sendo observado @xcoet 9,2 g/dia ou 13,06% menor para
as dietas ricas em acidos graxis e ®3 em relacdo a dieta controle. Estes resultadés est
de acordo com os CDPB apresentados pelas dietemiadas com acidos graxos que
apresentaram maiores em relacdo a dieta contrabeld 7 e Figura 4B) e podem ter

interferido nesta variavel.

Em relacdo ao C2 foi observado efeito (P<0,05) gt& em (g/dia) e (% NT) e
Nabs em (%NT). Foi obtido menor ENF (g/dia e % Ig@ja as dietas GS+ SC em relagcédo a
dieta SL, sendo observada excrecdo de 18,9 g/di2%6% menor para as dietas

suplementadas com fontes de acidos grax®®m relacdo 3. Para o Nabs (%NT), foi
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observada maior absorcédo também pata as dietas@&nSelacdo a dieta SL, em cerca de
5,0% unidades percentuais. Os resultados apressnéad relacdo ao C2 sao justificados
pelo CDPB apresentado pelas dietas GS+ SC em oetaclieta SL, que foi 6,72% maior
para as dietas suplementadas com fontes de aaiawssgp6 em relacdo a3 (Tabela 7 e
Figura 4B).

O Nabs (g/dia), médio no periodo pré-parto manseveem 177,55 g/dia, esta
guantidade de nitrogénio absorvido equivale aprad@amente a 11,09 % de PB absorvida
diariamente, sendo que as dietas foram balanceadad 3,0% de PB, cerca de 2,0% de PB
estariam excedendo a exigéncia diaria de protedna yacas de leite no pré-parto. Estes
resultados estdo de acordo com os relatados poMBHR (1995), onde constatou a perda

dos mesmo 2,0% de proteina bruta na urina e fezlemgo do pré-parto.

No periodo pds-parto foi observado efeito (P<Odb)ieta para ENU (g/dia). Foi
observado efeito (P<0,05) de tempo para CNT, ENiape (% NT), ENU (g/dia) e (% NT),
excrecao de nitrogénio no leite (ENL) (g/dia e %) NHigura 9A), Nabs e Nret (g/dia) e (%
NT) e eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio parnaraducédo de leite (N excretado no leite/ N
consumido) (Figura 9B). Houve interagao (P<0,0%)ecas dietas experimentais e as semanas
de lactacdo para CNT, ENF (g/dia e % NT), ENU @)/dNabs (g/dia e % NT) e Nret (g/dia)
(Tabela 9). No periodo de lactacdo apenas foi vhder efeito (P<0,05) para o C3, em
relacdo a variavel ENU (g/dia), onde foi obtida onaxcrecdo de N na urina para a dieta GS

em relagdo a SC de aproximadamente 33,4 g/dia 60613

Petit (2002), suplementou vacas no inicio da l@dagpm producdo média de 33,50
kg/dia, com semente de linhaca integral, SCAG e de&isoja integral micronizado, avaliando
0 metabolismo de nitrogénio dos animais por 12 sasde lactacdo nao observou diferencas
entre as dietas estudadas para consumo de nitoogdal e excrecdo de nitrogénio no leite
(g/dia), sendo que encontrou média de 537, 462eAfla para CNT e 157, 142 e 150 g/dia,
respectivamente para semente de linhaca, SCAG @ dgasoja integral micronizado,
resultados semelhantes aos obtidos neste estudentdioto a mesma autora observou maior
excrecao de nitrogénio nas fezes e urina parata siglementada com semente de linhaca
em relacdo as demais, resultados que diferem demniee estudo. Porém, no estudo de Petit
(2002), a dieta suplementada com grado de sojaraitegfreu intenso processamento, o que
pode ter sido preponderante para a diferenca dm@rentre os estudos. JA em estudo
realizado por Cortés et al. (2010) ndo foram olzsios diferencas para CNT, ENF, ENU e
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ENL (g/dia), quando vacas leiteiras, com produc&diende 32,2 kg/dia foram suplementadas

com semente ou Oleo de linhaca em relacao a deateote.

Tabela 9 - Média (tEPM) do balanco de nitrogéni@cderdo com as dietas experimentais

Dietas experimentais Probabilidades
C SL GS SC Dieta Tempo INT Cl C2 C3
Consumo de nitrogénio (g/dia)

ltem

Nitrogénio total

PréP 255,6+6,5 249,5+5,3 234,8+7,3 225,7+6,9 0,992 <0,001 0,800 0,9310,831 0,851
PosP 569,8+12,1 548,3+11,8 558,5+12,9 523,4+10,3 0,445 <0,001 0,258 0,1630,424 0,889
Excrecao de nitrogénio (g/dia)

Fezes

PréP 70,4+2,8 73,8%1,8 53,5%+1,9 56,3+2,2 <0,001 <0,001 0,011 0,011<0,001 0,516
PosP 132,7¢+4,8 115,1+3,6 118,8+4,8 107,8+3,6 0,470 <0,001 <0,0010,068 0,760 0,356
Urina

PréP 96,5+48,4 87,8+5,3 91,5+46,0 75,8456 0,609 0,988 0,060 0,3890,770 0,340
Po6sP 258,7+10,0 228,9+11,1 246,5+14,3 213,1+6,2 0,043 0,004 <0,0010,941 0,585 0,030
Leite

PosP 151,4+3,4 152,843,0 150,5+3,3 159,7+3,1 0,900 <0,001 0,420 0,7910,851 0,503

Balanco de nitrogénio (g/dia)
Nitrogénio absorvido

PréP 185,7+4,8 175,3x4,4 180,4+6,5 169,9+6,1 0,564 <0,001 0,689 0,308,941 0,335
P6sP 437,0£8,4 433,47£8,7 439,7¢8,3 416,1+7,4 0,460 <0,001 0,006 0,3220,265 0,535
Nitrogénio retido

PréP 86,9+11,0 87,8+7,2 92,0+8,9 85,795 0,992 <0,001 0,800 0,9310,831 0,851
PosP 27,0£11,5 51,5+14,1 42,7+15,2 33,2+11,2 0,628 <0,001 <0,0010,537 0,819 0,734

Excrecao de nitrogénio (% nitrogénio total)

Fezes

PréP 27,4+0,7 29,7+0,6 21,2+0,8 25,5+1,1 0,017 <0,001 <0,0010,433 0,003 0,260
PosP 22,4+0,5 20,5+0,3 21,3x0,4 19,9+0,3 0,218 <0,001 <0,0010,236 0,267 0,605
Urina

PrépP 39,243,2 36,6£2,1  40,9+3,2 38,3x4,4 0,975 0,022 0,187 0,9340,714 0,784
P6sP 48,4122 54,2+3,3 44,4+3,1 454+2,1 0,702 <0,001 0,207 0,659,827 0,284
Leite

P6sP 27,6£0,6 28,905 30,0%0,7 31,4+0,6 0,469 <0,001 0,817 0,225,417 0,579

Balanco de Nitrogénio (% nitrogénio total)
Nitrogénio absorvido

PréeP 72,5+0,7 70,2#0,6 76,7+0,8 744+1,1 0,017 <0,001 0,008 0,4330,003 0,260
P6sP 77,5£0,5 79,4+0,3 78,7+x0,4 80,0+0,3 0,318 <0,001 <0,0010,236 0,267 0,705
Nitrogénio retido

PréeP 32,3+4,2 32,6£2,6 35,1+3,9 35,3+5,0 0,985 0,001 0,477 0,8120,771 0,984
PosP 1,4+2.4 9,4+ 3,5 7,6x3,1 3,1+2,3 0,602 <0,001 0,088 0,5640,952 0,218
Eficiéncia(N leite/N consumido)

Po6sP 0,27+0,01 0,29+0,02 0,30+0,01 0,31+0,02 0,564 <0,001 0,847 0,227,582 0,427

IControle;’Semente de linhacaGréo de soja cru e integrdBais de célcio de acidos graxos insaturati&eito de ; interacdo (INT
Contrastes ortogonais: Controle vs fontes lipidig@4); semente de linhaca vs gréo de soja + saisalbéo de acidos grax
insaturados (C2); grao de soja vs sais de cal@p. (C
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A interacdo observada para Nabs (g/dia) no po®-faitestabelecida a partir d& 4
semana de lactagcdo com declinio na absorcdo dméiio para a dieta C em relagdo as
demais dietas e aumento do Nabs para a dieta 8 a&nsemanas 4 a 7 do periodo pos-parto
(Figura 8A). Ja para o Nret (g/dia) a interacamfmservada entre as semanas 8 e 9 do periodo
de lactagdo com um forte declinio na retencéo ttegé@nio da dieta C em relacdo as dietas
suplementadas com fontes de acidos graos®3 (Figura 8B).

O Nret (g/dia) das dietas apresentou-se equivadantengo do periodo pré-parto, ja
no pos-parto foram observadas diferencas evidemigs as dietas experimentais, visto que
as dietas C e SL restabeleceram o balango de @iimgositivo na $semana de lactacéo, a
dieta SC na Bsemana e a dieta GS nd semana de lactacdo. Estes resultados sdo
justificados pela maior ENU (g/dia) da dieta GSh@la 9), bem como o menor CDPB
(Tabela 7) desta mesma dieta, visto que néo faerghdo diferencas no CPB (Tabela 6)

entre as dietas.

No estudo de Petit (2002) néo foi observado difgagrara Nret (g/dia) e (%NT),
sendo obtidos 9,1; 11,2 e 11,0 (%NT) e 47,0; 524® (g/dia), respectivamente pra
semente de linhaga, SCAG e gréo de soja integ@bmzado, resultados semelhantes ao do
presente estudo com suplementacdo dos animais mapd€12 semanas de lactacdo. Em
outro estudo Petit et al. (2004) suplementaram svaainicio de lactacdo (DEL = 38) e
producdo media de 28,6 kg/dia, com semente dadalf C18:3), semente de girassol
(C18:2) e SCAG e nao observaram diferencas no (gfeéta) e (%NT), mesmos resultados
obtidos por Cortés et al. (2010).
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Figura 8 - Nitrogénio absorvido (A) nitrogénio oii(B), nos peridos pré e pés-parto de acordo comeasd
experimentais. Contrastes ortogonais: controleomges lipidicas vs (C1); semente de linhaga vs grao
de soja + sais de célcio insaturado (C2); gramgevs sais de calcio insaturado (C3).
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As fontes de acidos graxas6 e w3 parecem nao interferir no metabolismo de
nitrogénio de vacas leiteiras no periodo de tr@iosi inicio de lactacdo notadamente no

nitrogénio retido (g/dia ou (%NT), somente influmme variaveis intermediarias ao balanco
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final de nitrogénio que sdo dependentes de vasd@no consumo e digestibilidade de
proteina bruta.

Figura 9 - Nitrogénio no leite (A) eficiéncia deliaacao do nitrogénio para a produgéo de (B no pos-parto
de acordo com as dietas experimentais. Contrastegonais: controle vs fontes lipidicas vs (C1);
semente de linhaca vs gréo de soja + sais de dakaturado (C2); grao de soja vs sais de calcio
insaturado (C3).
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6.5 PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE

N&o foi observado efeito (P>0,05) das fontes ddo&cgraxos sobre a producéo de
leite (PL), producéo de leite corrigida (PLC) (FigulOB), proteina (Figura 12A e 12B) e
lactose (kg/dia e %). Foi observado efeito (P<Od&)Ytempo para PL, gordura, proteina e
lactose (kg/dia e %). Nao foi observado efeitorderagcéao entre dieta e semanas de lactacao
para as variaveis avaliadas PL, PLC, gordura, jmate lactose (kg/dia e %). A producao
média de leite foi de 32,27 kg/dia, onde as di€taSL; GS e SC apresentaram (31.80, 31.43,
31.81 e 33,57kg/dia), respectivamente (Tabela 10).

Houve efeito (P<0,05) para o contraste C3 para ugardkg/dia e %) sendo
observado maior teor e producdo de gordura (Figtra e 11B) para a dieta G% SC (
3,52%vs 2,88%) ; (1,09%vs 0,92) respectivamente. A dieta GS apresentou npagmtucao e

teor de gordura (Figura 10B) em relacéo as denetiadexperimentais (Tabela 10).

Na literatura é retratado o aumento do teor dewgardom a suplementacao de grao
de soja cru e integral na dieta de vacas leiteBagetta et al. (2012) suplementaram vacas
leiteiras no terco inicial de lactagdo, com médiaBd,0 kg de leite/dia com niveis crescentes
de gréo soja cru e integral 0; 8, 16 e 24% na M8 tia dieta, observando maior teor de
gordura para o nivel de 16% de inclusdo sendo (3,98; 3,30 e 3,06 %) respectivamente
para 0; 8; 16; e 24% de inclusdo de grédo de sogamaneira semelhante Venturelli et
al.(2011) suplementaram vacas no final de lactagéo média de producdo de 23,0 kg/dia
com niveis crescente de grao de soja cru e int@gl18 e 27% na MS total da dieta, sendo
observado  efeito linear crescente com a inclusad®9( 3,95, 4,07 e 4,20 %),
respectivamente. O maior valor percentual apredenpela dieta grdo de soja pode estar
relacionado com a protecdo que a matriz proteiemcexsobre a porcao lipidica do gréo,
liberando lentamente a gordura no ramen, minimieanas efeitos negativos da
biohidrogenizacdo incompleta sobre o teor de gardiz leite. Outro fato que poderia
fundamentar a maior teor de gordura apresentadegiardieta seria o grande conteudo de

FDN efetivo presente no gréo de soja.

Para a producédo de leite somente foi observaddoefEk0,05) de semanas de
lactacdo, onde a dieta SC apresentou a partir®dserbana de lactacdo uma producéo
numericamente superior as demais dietas e por datim foi observado persisténcia de

producao pelas dietas C, SL e GS, a partir do mesmana (Figura 5A). A producao de leite
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das dietas SL e GS apresentaram-se sempre eqiaébao longo de todo o periodo de
lactacdo, havendo ligeira superioridade para a &, principalmente nd,%%e 10'semana
de lactacéo, sendo (294428,5) ; (33,0vs31,4) e (33,2s31,9), respectivamente para &GS
SL na 2, 5 e 10 semana de lactagcdo. Por outro lado a dieta C eapmes producdo
intermediaria, sendo observados valores superawabetas GS e SL, principalmente entre a
6°e 8 semana de lactacédo e inferiores a dieta SC a garfisemana (Figura 10A).

Petit et al. (2004) suplementaram vacas no inieitadtacdo com semente de linhaca
(C18:3), semente de girassol (C18:2) e sais deocélle acidos graxos, 0s autores nao
observaram diferencas na producdo de leite entdietas suplementadas com semente de
linha ( 32,0 kg/dia) e sais de calcio ( 31,5 kg/dmorém observaram menor producédo para
dieta suplementada com girassol ( 25,9 kg/dia) elac@io as anteriores. No entanto n&o
observaram efeito das fontes de acidos graxos®3 no teor de gordura do leite.

A suplementagdo com fontes de 4cidos grax®parece ndo atuar negativamente na
producao e composicao do leite de vacas leitewaainio de lactacdo, visto que Benchaar et
al. (2012) suplementaram vacas leiteiras com nim@scente de linhaca ( 0; 2; 3 e 4% de
inclusdo de Oleo de linhaca na MS total da dieta)dieta e ndo observaram diferencas para
producdo de leite e teores de gordura e protein&re @s dietas suplementadas a dieta
controle. As fontes de acidos graxe8 e w6 utilizadas no presente estudo na forma de
sementes nao influenciaram negativamente a producamposicao do leite de vacas leiteira
no periodo de transicao e inicio de lactacdo. Atadisuplementadas com semente de linhaca
ou grao de soja ndo foram superiores a dieta dentEstes resultados sédo contrarios aos
apresentados por (PETIT et al.,, 2007; CHILLIABLaI., 2009; ZACHUT et al., 2010a). A
divergéncia dos resultados observados € dependemmcessamento sofrido pelas sementes

de oleaginosas como a linhaga e o gréo de soja.

Analisando o teor de gordura ao longo do periodéadecao foi observado forte
reducdo no teor de gordura para todas as dietas 4tgemana de lactacdo e a partir da 5
semana a suplementagcdo com acidos gragoswn3 influenciaram de maneira contundente o
conteudo de gordura do leite (Figura 11A). O teogdrdura do leite tende a ser mais elevada
nas primeiras semanas de lactacdo, ficando estavielrco médio da lactacdo e aumentado
novamente no terco final da lactacdo. A adicaoaeet lipidicas pode deprimir a teor da
gordura do leite dependendo da fonte utilizada feetaacdo de intermediarios do processo

de biohidrogenizacéo incompleta de acidos graxoemaentacdo ruminal, onde a presenca
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de determinados &cidos graxos na glandula mamdéba & acdo da enzim®-desaturase

responsavel pela sintese de gordura do leite.

Foi observado maior conteldo de gordura pela di$aem relacdo as demais,
principalmente a partir d& Semana de lactac&o. Foi observada também umaddieso no
teor de gordura a partir dd gemana de lactacdo para a dieta SC, sendo estd@ioecbntinua
até a 16semana de lactacdo. O teor de gordura das dietaSLCpermaneceram constantes a
partir da 5 semana de lactacéo até o final do periodo expetah@igura 11A e 11B).

Tabela 10 - Média (tEPM) da producédo e composicéleite de acordo com as dietas experimentais

tem Dietas experimentdis Probabilidades
C SL GS SC Dieta Tempo INT C1 C2 C3
Kg/ dia
PL 31,8+0,70 31,4+0,52 31,8+0,63 33,5+0,67 0,852 <0,001 0,242 0,827 0,596 0,517
PLC 29,9+0,64 28,9+0,5231,6+£0,61 29,5+0,56 0,752 0,284 0,647 0,957 0,462 0,412

Gordura 1,0£0,02 0,9+0,02 1,1+0,02 0,9+0,02 0,012 <0,001 0,598 0,932 0,376 0,049
Proteina 0,9+0,02 0,9+0,01 1,0+0,02 1,0+0,01 0,918 <0,001 0,759 0,702 0,750 0,636
Lactose 1,4+0,03 1,40,02 1,4+0,03 1,5+0,02 0,872 <0,001 0,485 0,684 0,646 0,592

Teor (%)
Gordura 3,2+0,08 3,0+0,08 3,5+0,07 2,8+0,09 0,001 <0,001 0,102 0,622 0,285 0,001
Proteina 3,0£0,01 3,1+0,02 3,1+0,02 3,1+0,09 0,851 <0,001 0,404 0,484 0,642 0,783
Lactose 4,5+0,02 4,6+0,02 4,6+0,02 4,6+0,02 0,787 <0,001 0,171 0,322 0,954 0,806

IControle; ’Semente de linhacd;Grao de soja cru e integrdfSais de calcio de &cidos graxos insaturaddsteito de ;
interacdo (INT), Contrastes ortogonais: Controldorges lipidicas (C1); semente de linhaca vs gigigoja + sais de calcio
de acidos graxos insaturados (C2); gréo de sgaigge calcio (C3).

Analisando a influencia de acidos graxe® e ®6 nas variaveis PL e gordura (%),
conjuntamente, ao longo do periodo de lactacamliservado um maior equilibro para as
dietas GS e SL em relacdo a dieta GS. A forte depenos teores de gordura do leite pra
dietas suplementadas com sais de célcio podem edtmionados com a eficiéncia do
processo de protecdo do produto no ambiente rungo@l aumenta a formacao de acidos
graxos intermediarios da biohidrogenacéo no ruraeuge nao houve reducédo do consumo de

matéria seca (Tabela 6) e digestibilidade de fibedoela 7).

Na literatura é amplamente discutido o poder deig&d da gordura no leite em
dietas de vacas leiteiras suplementadas com sa@ald® de acidos insaturaddsteitas
Junior et al. (2010) avaliaram a incluséo de desoja, SCAGI e grdo de soja em dietas com
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5,5 % de EE na matéria seca total, da dietas easvax terco médio de lactacdo com média
de producgao de 25,0 kg/vaca/dia. Estes autoreswaloamn que 0s animais que consumiram a
racdo com sais de célcio de acidos graxos apreasentaenor teor de gordura no leite em
relacdo as demais racdes experimentais. De formmellsente em estudo suplementando
vacas leiteiras no periodo de transicdo e inicidagéacdo com producdo meédia de 30,0
kg/dia, com 6leo de soja e SCAGIi D’Angelo, (200&)servou também forte depresséo dos
teores de gordura do leite quando avaliou a dighéesientada com sais de calcio, sendo o
teor médio de gordura observado em 12 semanastdeda de 2,81% e semelhante a dieta

com 6leo de soja.

Por outro lado em recente estudo de Freitas J{2@dr2), onde suplementou vacas
leiteiras canuladas no rumem e abomaso com dietimot® 6leo de soja, grdo de soja cru
integral e SCAGI, mensurou o fluxo abomasal ded&cigraxos e bio-hidrogenag&o ruminal,
nao observou menor teor de gordura e maior coraggurde C18:&ans-10,cis-12 no leite
para a dieta suplementada com sais de célcio,lutndoe que o grao de soja cru e integral e
os sais de calcio de &cidos graxos insaturadosz radaxa de biohidrogenag&o ruminal e
aumentam o fluxo dos acidos insaturados linoléicin@énico no intestino delgado em
comparacao ao 6leo de soja e a dieta controlenbmi® neste estudo o autor trabalhou com
vacas no terco médio de lactacdo e com producdeitdenferior ao obtido neste, fato que

pode ser preponderante para os teores de gordiledeno
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Figura 10 - Producgdo de leite (A) producdo de leiterigida(B), no pds-parto de acordo com as dietas
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Figura 11 - Teor gordura (A) producdo de gordidp no pés-parto de acordo com as dietas expetaigen

Contrastes ortogonais: controle vs fontes lipidicafC1); semente de linhaga vs grao de soja + sais

de célcio insaturado (C2); gréo de soja vs sasattgo insaturado (C3).
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Figura 12 — Teor de proteina (A) produgéo de pnai{@), no pds-parto de acordo com as dietas expetaigen
Contrastes ortogonais: controle vs fontes lipidicafC1); semente de linhaga vs grao de soja + sais

de calcio insaturado (C2); grao de soja vs saati#o insaturado (C3).
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Em relacdo aos teores de proteina no leite ao lalogperiodo de lactacdo foi
observada uma forte reducdo em todas as dietasiraepéais até a®semana de lactacéo e
ap6s a $semana foi observada uma equivaléncia nos teerpsoteina até a 3&mana para
todas as dietas analisadas (Figura 12A). Foi obdarmaior concentracdo de proteina entre a
1°e a 4semana de lactacdo para a dieta SC e enfre a 5% maior teor para a dieta SL. Em
relacdo as dieta C e GS foi observada uma igualdadodo o periodo de lactacdo (Figura
12A). Estes resultados contrariam a teoria de ques@ de alguns tipos de gorduras
suplementares diminuem os teores de proteina, aevéd substituicdo de carboidratos
disponiveis no rimen pelo lipidio, esse tem ef&iico sobre os microganismos do rumen,
causando reducdo no crescimento microbiano e efelice o transporte de aminoacidos na
glandula mamaria. Assim, o conteudo de proteindede poderia diminuir por causa da

deficiéncia de um ou mais aminoacidos.

6.6 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS NO LEITE

Foi observado efeito (P<0,05) de dieta para a naatos acidos graxos avaliados,
exceto para £, Cs.0, Ci0:00 Cia1, Cig1cis 9 FOI observado efeito (P<0,05) de tempo também
para a grande maioria dos acidos graxos avaliadmtiendo-se £, Cis:0, Cig:1trans 11 Cis:2
(Figura 14A)., Gg:z3 e CLA s, rans-12(Tabela 12). Foi observado efeito (P<0,05) deragi@o
entre tempo e dieta parasGians 1{Figura 13A)., Gg:3(Figural4B). e CLAss.9, rans-1{Figura
13B).

Os acidos graxos de 4 a 16 carbonos sao provesidatglandula mamaria através
da sintese de novo sendo cerca de 45 a 60% dalidortietal de acidos graxos da gordura do
leite. Através da sintese de novo séo sintetizadost os acidos graxos de 4 a 14 carbonos e
metade dos de 16 carbonos. Os acidos graxos gSagurado responsaveis por
aproximadamente 70% do conteldo total, sendo o abaisdante o C16, sendo seu contetdo
de 30% aproximadamente. Aproximadamente 25% saocodimsaturados sendo o0 mais
abundante o C18:1 (23,8%). Os poli-insaturadosespondem aproximadamente 2,3%,
sendo os mais importantes o C18:2 (1,7%) e C187340(CHILLIARD et al., 2007).
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Na avaliacdo dos contrastes ortogonais foi obseredeito (P<0,05) para o C1 em
relacdo aos acidos graxos saturados de cadeia f&@diaCio.0, Ci1.00 Ci2:0C14:0) € acidos
graxos de 16 cadeia média;{ce G cid, onde foi observado maior concentracdo para a
dieta controle em relacéo as dietas suplementasasdontes de acidos graxe8 e 6. Foi
observado ainda efeito do C1 para os acidos grdeasmdeia longa(€o, Cis:1 trans-11 Cis:3,
C18, e C18y,s), porém para estes acidos graxos foi observadorroancentracdo para as
dietas SL, GS e SC em relacdo a dieta C (TabelaEs®s resultados podem ser explicados
pelo conteudo de acidos graxos presentes na senefitdaca, no grao de soja e no SCAGI
e também pelo processo de bio-hidrogenacdo em miwveinal, que pode mudar a
configuracdo e a saturacao dos acido graxos déedadga como o C18.

Foi observado efeito da dietas experimentais sobotal de acidos graxos de cadeia
curta(<C16) e média (C16) (P<0,05), sendo as mmicvacentracdes obtidas para a dieta C
em relacdo as dietas SL, GS e CS (C1). Diferenteranconcentracdes de acidos graxos de

cadeia longa (>C16) foram maiores para as dieta§&Sle CS em relacéo a dieta C.

Em relacdo ao C2 foi observado feito (P<0,05) & trans-11(Figura 13A). Cis:
(Figura 14B).>C16, C18,s, relacdo C18 insat/sat e total de acido graxosuresdos, onde
foi observado maior concentracdo para as dietdermentadas com fontes de 4cidos graxos
06 (GS e SC) em relacdo a dieta suplementada cato gcaxon3. Somente foi observado
maior concentracdo (P<0,05) para a dieta suplem@mtam semente de linhaca em relacéo as
dietas GS e SC para o acido graxe{fFigura 14B). Estes resultados estdo de acordoocom
conteudo do acido graxo linoleico (gréo de sojascno Megalac-E) e do linolénico (semente

de linhaca) presente nas dietas experimentais.

Os resultados apresentados neste estudo em relagiwentracdes de acido graxos
C18:2 e C18:3 no leite em funcdo das suplementad@etetas ricas em acidos graxi e
®6 estdo de acordo com (PETIT , 2002; PETIT eka@b2; PETIT et al., 2004; PETIT et al.,
2007; ZACHUT et al., 2010a, b; BENCHAAR et al.,12), sendo as fontes mais utilizadas:

semente de linhaca, gréo de soja , sais de caadtet de girassol e 6leo de palma.

Os resultados observados para as concentragdeégidos graxos C18:2 e C18:3 ao
longo do periodo de lactacdo evidenciam os dadaeséritos na literatura , visto que foi
observado maiores concentragfes de C18:2 paraias duplementadas com gréo de soja e
sais de célcio em relacdo as demais, principalmardeeta SC (Figura 14A). A interacao

observada para as concentracfes de C18:3 pode refdaionada como aumento das
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concentraces do acido graxo apresentado pelaSlietapartir do 21 dia de lactacdo até o

final do periodo experimental (Figura 14B)

Foi observado efeito (P<0,05) do C3 para a conaedir dos acidos graxoss trans-
11 € CLAis9, rans-110nde foi observado maior concentracao para a sligtiementada SCAGi
em relacdo a com grao de soja cru e integral. Bsérwada concentracao 2,25 e 2,35 vezes
maior para a dieta SC em relacéo a dieta GS, ridgp@ente para {81 rans-11€ CLA ¢is-9. trans-
11. Estes resultados estdo intimamente ligados coraares de gordura do leite apresentados
pela a dietas SC e GS (2,88s 3,55), respectivamente (Tabela 11 e Figura 11AjeE
resultados sugerem maior intensidade de bio-hidwagfo incompleta em ambiente ruminal

por parte do SCAGIi em relacéo ao grao de soja ortegral.

Quando se avalia o processo de inclusédo e digelstdgordura em ruminantes, a
maioria dos 4cidos graxos € modificada através ef@lmlismo ruminal, dessa forma a bio-
hidrogenagdo normalmente ndo € completa, resultamdampla variedade de acidos graxos
(BYERS; SCHEHING, 1993). Assim, quando ocorre bigdrtigenacado incompleta de acidos
graxos poliinsaturados, aumenta o fluxo duodenabddos graxos C18:1 trans e &cido
linoléico conjugado CLA cis-9, trans-11 e CLA arns-10, cis-12, apresentando
comprovado efeito inibidor sobre a sintese delgar do leite (BAUMAN; GRIINARI,
2003; PETERSON et al., 2003).

Segundo Doreau (2011) &acidos graxos livres sdo mgddamente e mais
intensamente bio-hidrogenados no rimen. A rapg@o alas lipases ocorre separando o
glicerol dos acidos graxos tornando os disponipeisa adicdo de hidrogénio gerando os
iIsOmeros Gg:1 tans-11 (Figura 13A) e CLAcgis-9, wans-11(Figura 13B). Assim os resultados
observados com maiores concentra¢des dos intemosdd processo de bio-hidrogenacao
para as dietas suplementadas com fontes de acide®sgn3 e w6 devido a grande
quantidade de gordura disponivel no rimen, estéaxadelo com os resultado de Chilliard et
al. ( 2007), visto as concentracfes principalmelgteicido vacénico (@1 trans-1). Pode-se
entdo questionar o possivel poder de protecdo aoatr bio-hidrogenacdo ruminal
principalmente dos sais de calcio de acidos grafusvacas leiteiras modernas de alta

producao.
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Tabela 11 - Média (xEPM) do perfil de acidos gradodeite de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentais Probabilidades

ltem C SL GS sC Dieta Tempo INT ClL _C2  C3
0/100g total AG
C4:0 1,430,06 1,30+0,06 1,29:+0,06 1,43:+0,03 0,285 0,216 0,480 0,262 0,455 0,172
C6:0 1,36£0,07 1,2440,07 1,10:0,05 1,15:0,07 0,166 0,028 0,573 0,054 0,723 0,265
C8:0 0,930,06 0,830,05 0,69+0,05 0,71#0,06 0,047 0,002 0,491 0,025 0,132 0,853
C10:0 2,1620,18 1,94%0,13 1,524#0,14 1,63:0,16 0,123 0,004 0,727 0,060 0,710 0,139
C11:0 0,1840,02 0,14+0,01 0,11#0,01 0,10:0,01 0,038 0,002 0,785 0,012 0,487 0,163
C12:0 2,55£0,22 2,20+0,15 1,724#0,16 1,94:0,18 0,038 0,003 0,860 0,035 0,525 0,189
C14:0 8,0240,53 8,16£0,45 6,79+0,41 7,540,552 0,025 0,008 0,779 0,040 0,388 0,160
C14:1 0,380,04 0,36£0,03 0,32+0,02 0,34:0,02 0,653 0,006 0,743 0,339 0,656 0,497
C16:0 29,23+1,10 25,84+1,13 25,75+1,10 27,54+0,42 0,009 0,259 0,538 0,036 0,292 0,563
C16:1,c 1,340,08 1,01£0,07 1,18:0,06 1,08+0,07 0,042 0,004 0,729 0,043 0,533 0,320
C18:0 13,1240,56 16,4020,76 15,85:0,49 16,82+0,80 0,001 0,001 0,365 0,001 0,316 0,941
C18:111 0,720,07 0,85:0,12 0,90£0,17 2,03#0,20 0,001 0,932 0,004 0,020 0,008 0,002
C18:1c9 29,33+1,43 29,35+1,47 31,550,81 33,27+1,49 0,189 0,006 0,602 0,218 0,086 0,416
C18:2 2,790,14 2,370,20 3,38:0,11 3,08¢0,13 0,001 0,599 0,342 0,348 0,001 0,162
C18:3 0,140,01 0,300,02 0,20+0,01 0,18#0,01 0,001 0,651 0,004 0,005 0,001 0,369
cisOtransll 0,17#0,01 0,18#0,02 0,17#0,02 0,41+0,06 0,003 0,099 0,001 0,153 0,062 0,001
Total
<C16 18,11+1,15 16,39+1,08 13,7240,93 14,99+0,84 0,023 0,001 0,754 0,039 0,179 0,489
C16 30,58+1,13 26,86+1,15 26,94+0,44 28,62+1,17 0,032 0,267 0,540 0,027 0,333 0,523
>C16 46,75+2,04 49,61+2,30 52,51+2,32 56,48+1,04 0,004 0,008 0,603 0,004 0,029 0,128
C18
Insaturado 33,181,509 32,93+1,65 36,23+1,67 39,15:0,83 0,018 0,024 0,570 0,085 0,010 0,175
Saturado  13,12+0,56 16,40+0,76 15,85+0,49 16,820,80 0,001 0,001 0,365 0,001 0,316 0,941
Insat/Sat 2,4420,11 1,930,12 2,19+0,07 2,38:0,11 0,025 0,295 0,376 0,062 0,025 0,374
Total
Saturados  60,41+2,33 58,68+2,41 55,32+0,85 59,27+2,61 0,521 0,253 0,570 0,367 0,293 0,652
Insaturados ~ 35,03+1,66 34,40+1,72 37,85+1,74 40,62+0,85 0,031 0,024 0,587 0,143 0,012 0,218

Controle;’Semente de linhacd;Grdo de soja cru e integrdBais de calcio de acidos graxos insaturatd@&eito de ;
Contrastes ortogonais: Controle vs fontes lipidi¢@4); semente de linhaca vs grdo de soja + saiséaigo
insaturados (C2); grdo de soja vs sais de cal@p. (C

interacdo (INT)
de acidos graxo
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Figura 13 - Concentragdo de Cli8ahs-11(A) CLA cis-9 trans-11B), no periodo pés-parto de acordo com as
dietas experimentais Contrastes ortogonais: cantrelfontes lipidicas vs (C1); semente de linhaca
vs gréo de soja + sais de calcio insaturado (G de soja vs sais de calcio insaturado (C3).
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Figura 14- Concentracéo deagG (A) Cis:3(B), no periodo pds-parto de acordo com as dietpsrenentais.
Contrastes ortogonais: controle vs fontes lipidicafC1); semente de linhaga vs grao de soja + sais
de calcio insaturado (C2); grao de soja vs saati#o insaturado (C3).

A
—_——C -l S| —aa=-GS --e--SC
4.2 -
Dieta P<0,05 '/+
3.8 - C2 P<0,05 _’
f 34 -
3
(2]
=2
S 2.6 -
—
@)
2.2 -
1.8 T T T 1
21 42 56 84
Dias em lactacao
B
—_—e—C B S —a==-GS --e--SC
0.5 -
Dieta P<0,05
Int P< 0,05
0.4 - Cl P<0,05 _ }
& C2 P<0,05 } ...........
< T
3 0.3 - ;|;
§ -
£} ~S¥3s. _—“'{
™ 02 I - i --------- "—’
© 9 t—— ¥ TTmemm——a
%) ---i
0.1 -
0 T T T 1

21 42 56 84
Dias em lactacao

FONTE: (GANDRA, 2012)



114

6.7 PESO E ESCORE DE CONDICAO CORPORAL

No pré-parto ndo foi observado efeito (P>0,05) e¢adpara o peso corporal (PC),
escore de condi¢cao corporal (ECC) e movimentacgmede corporal (MPC). Foi observado
efeito (P<0,05) de tempo (semanas) para PC, ECAP€.NN&o houve interacdo (P>0,05)
para as variaveis avaliadas PC, ECC e MPC (Tal®laNEo foi observado efeito (P>0,05)
para nenhum dos contrastes avaliados. No pos-paddfoi observado efeito (P>0,05) de
dieta, interacdo e contrastes para PC, ECC e MBilservado efeito (P<0,05) de tempo
para PC e MPC (Tabela 12). Os resultados obtid@s@pré e pds-parto estdo de acordo com
o CMS (Tabela 6, Figura 1A), BE (Tabela 8, Figutg 6 as concentra¢cfes de acidos graxos
nao esterificados (AGNE) (Tabela 13 e Figura 18A).

Tabela 12 - Média (xEPM) do peso corporal (PC)pesce condicado corporal (ECC) e mudanca de pes
corporal (MPC) no periodo pré e pos-parto de acooto as dietas experimentais

Dietas experimentais Probabilidades
C SL GS SC Dieta Tempo INT C1 C2 C3
Peso corporal (kg)
PréP 742+16,9 694+12,6 762+15,1 691+12,4 0,244 <0,001 0,198 0,476 0,291 0,105
PésP 635+7,21 602+6,64 657+8,33 598%6,64 0,299 <0,001 0,599 0,574 0,423 0,098

ltem

Escore de condicdo corporal
PrépP 2,8+£0,04 2,9+0,04 3,1+0,02 2,8+0,03 0,233 0,005 0,606 0,320 0,744 0,332
PosP 2,5+0,01 2,5£0,02 2,6+0,01 2,5+0,01 0,784 0,145 0,667 0,972 0,489 0,777

Mudanca de peso corporal (kg)

PrépP 1,2+1,34 2,5+1,66 4,1+1,77 3,5£1,69 0,169 0,007 0,419 0,169 0,767 0,419
PosP -7,5£2,21 -6,0£1,75 -7,1+1,91 -6,2+1,90 0,008 <0,001 0,401 0,169 0,210 0,402
'Controle;’Semente de linhacaGréo de soja cru e integrdBais de calcio de &cidos graxos insaturatiseito de ; interacéo
(INT), Contrastes ortogonais: Controle vs font@édicas (C1); semente de linhaca vs grao de sgaistde célcio de acidos

graxos insaturados (C2); gréo de soja vs saisld® ¢&3).

Mudangas no PC e ECC estdo intimamente ligadasasotoncentragdes de AGNE,
que por sua vez € um indicador preciso de mobdizalg tecido adiposo, que juntos com o
CMS no pré-parto contribuem para a intensidade BonBgativo ou positivo. Em diversos
estudos (PETIT et al., 2007; MOALLEM et al., 20@ACHUT et al., 2010%; HAYIRLI et
al., 2011), que avaliaram a suplementacdo de falgefcidos graxoe6 e ®3 em vacas no
periodo de transi¢cdo e inicio de lactacdo tambémoh&ervaram diferencas no PC, ECC e
MPC.
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Figura 15 - Peso corporal nos periodos pré e pds-pe acordo com as dietas experimentais. Coafrast
ortogonais: controle vs fontes lipidicas vs (C&mente de linhaga vs grao de soja + sais de calcio
insaturado (C2); gréo de soja vs sais de calcatunado (C3).
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FONTE: (GANDRA, 2012)

Avaliando o PC (Figura 15) e MPC (Figura 16A) amgo de todo o periodo
experimental, foi observado um discreto ganho d&® patre as semanas — 4 a -2 em relagéo
ao parto para todas as dietas avaliadas . Na seamde@or ao parto foi observada também
discreta perda de peso, que esta relacionada comendm nas concentracbes de AGNE
(Tabela 12 e Figura 18A) e consequente mobilizatioeservas corporais (GRUMMER,
1995; DRACKLEY, 1999; OVERTON; WALDRON, 2004). Noamento do parto (+ 24
horas) foi observada uma abrupta perda de pesoédiame (68 kg/animal), proveniente do
peso do bezerro e dos anexos fetais (RENNO &046).
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Figura 16 - Mudanga de peso corpdisl e escore de condigdo corporal (B) nos periqutése pos-parto de

ECC (Unidades de ECC)

NNNNNNNN W w
N W NN DO W RN

acordo com as dietas experimentais. Contrastegaitéis: controle vs fontes lipidicas vs (C1);
semente de linhaga vs gréo de soja + sais de dakaturado (C2); grdo de soja vs sais de célcio
insaturado (C3).
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Da semana posterior ao parto até o final do perdmerimental foi observado

reducdo de PC para todas as dietas experimergadg sbservado um declinio suave até a 7
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semana de lactacdo e um aumento no PC a partir®deen8ana (Figura 15). Este
comportamento esta de acordo com os resultadodosbgior Renné et al. (2006), quando
avaliaram vacas multiparas, de alta producdo co@Eg,25.Em relacdo a MPC ao longo do
periodo de lactacao, foi observado igualdade nanmmentacédo corpdrea para todas as dietas
avaliadas, sendo que foi obtido melhor BE (Tabglgpa@a as dietas suplementadas com
acidos graxosn6 e 3 e ndo foi observado efeito a PL (Tabela 10), CWi&bela 6) e
concentracdo de AGNE (Tabela 12), pode-se infeierayMPC ndo € um parametro confiavel
para predicdo de mobilizacdo de tecido adiposo e@wass no periodo de transicao
concordando com as conclusdes elaboradas por Retnaf (2006). As dietas C e SC
apresentaram movimentacdo positiva fisenana de lactacdo, ja a dieta SL hsefmana e a
dieta GS apresentou retorno a movimentagdo posipenas na “8semana de lactagdo
(Figura 16A).

No pré-parto foi observado variacdo positiva deubilades de ECC entre as dietas
experimentais da semana -4 até a semana anterjpartm O escore de condicdo corporal
médio no momento do parto (x 24 horas) foi de apragamente 3,00. A variagdo negativa
maxima do ECC no pés-parto ocorreu do dia do part®4 horas) a 7semana de lactacdo
(0,6 unidades de ECC) (Figura 16B). Entre®ze 82 semana de lactagdo foi observada
variacao positiva de aproximadamente 0,2 unidadesSQIC. As experimentais apresentaram
perda 0,61; 0,55; 0,64 e 0,50 unidades de ECC doentw do parto a®semana de lactacao,
respectivamente para as dietas C, SL, GS e SGaz&arpositiva de ECC de 0,29; 0,18; 0,16
e 0,18 respectivamente para as dietas C, SL, GS5(Ei§ura 16B).

Vale ressaltar ainda que a variacio maxima de EGCloago do periodo
experimental ndo ultrapassou 1 unidade de ECCr vedomendado por Overton e Waldron,
(2004) para diminuicdo de riscos de desordens miatab, perdas produtivas e atrasos
reprodutivos ao longo do periodo de lactagdo, eomastra condi¢des nutricionais, sanitarias

e manejo adequadas para vacas leiteiras no petéttansicao.



118

6.8 PARAMETROS SANGUINEOS

No periodo pré-parto foi observado efeito de digt&0,05) na concentracdo de
glicose (GLI), colesterol total (COL), trigliceride (TRI). Também foi observado efeito de
tempo (P<0,05) na concentracdo de GLI e COL, bemocaa concentracdo dos acidos
graxos nao esterificados (AGNE). Houve interac&oeedieta e tempo (P<0,05) para COL
(mg/dL) (Tabela 13).

Foi observado (P<0,05), efeito para o C1, ondenimas que consumiram dietas
suplementadas com fontes de acidos graxos (SL,UGS(Q) apresentaram em média, mais
15,05 mg/dL de TRI em relacdo aos que consumirgata @ontrole (Tabela 12). Estes
resultados estdo de acordo com o CEE (Tabela @uwaRA) observado para as dietas
suplementadas com fontes de acidos graxoem3 .

Houve efeito de C2 (P<0,05) em GLI no periodo @dey em que a dieta rica em
®3 (SL) proporcionou aumento de 8,21 mg/dL em re@laggdietas ricas ewb (GS e SC), o
que representa uma diferenca de 11,61%, nestadpgiiabela 12). Estes resultados podem
ser justificados pelo maior CMS (Tabela 6 e Figl#d no pré-parto observado para a dieta
SL em relacéo as dieta GS+SC.

Também foi observado efeito (P<0,05) de C3 parareentracdo de COL no pre-
parto, com maior concentracdo em vacas que cornsunS, sendo 34,87 mg/dL ou 25,28%
maior em relacdo as que consumiram SC (TabelaEk3. resultado pode estar relacionado
com a extensao da bio-hidrogenacao ruminal do dedeoja cru integral e do Megalac-E,
para vacas secas e com a quantidade de acidos gitvem3 que foram absorvidos em nivel
de intestino delgado, pois se a dieta GS tem mapenidrogenacéo em relacdo a dieta SC a
quantidade de acidos graxe$ e »3 absorvido vai ser maior para GS em relacédo a SC e
sendo estes &cidos graxos percussores diretosit@geside colesterol, este resultado seria
justificado.

A dieta SL apresentou maiores concentracdes desgliao longo do pré-parto em
relacdo as demais, mesmo sendo observada uma qoedaderavel na concentracéo
sanguinea entre os dias -21 a — 7. Comportamantzéta observado para as dietas GS e SC.
No momento do parto houve um pico nas concentragi@ssnéaticas de GLI (67,5 mg/dL)
para todas as dietas avaliadas. Este comportarastdaelacionado com o gasto energético

dos animais durante o parto (Figura 17A). Este astamento da concentracdo de GLI no
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momento do parto também foi observado por Haytrlale (2011), quando suplementaram
vacas leiteiras no periodo de transicdo com sematdelinhaca (C18:3), linola(C18:2) e

canola(C18:1) que obteve um pico de GLI em tom@%0 mg/dL.

A interacdo observada para a concentracdo de CQiréyparto ocorreu devido a
queda abrupta das concentracdes de COL apresqratiaddieta GS entre os dias -21 a -7 em
relacédo ao parto (Figura 17B). As concentracdeS@Ek se mantiveram elevadas ao longo do
pré-parto para a dieta GS em relagdo as demaisnongsido ocorrido esta queda abrupta
mencionada anteriormente, visto que apdés o dia cidvéh um aumento continuo na
concentracdo sanguinea de COL até o momento do. fizssta queda abrupta também foi
observada para a dieta SL entre os dia -21 a -Tel&mao ao parto, porém a dieta SL nado
apresentou aumento continuo até a data do parttenti-se constante apds este declinio.
As dietas C e SC apresentaram concentracdes seneslleaconstantes ao longo do periodo

seco (Figura 17B).

Analisando a concentracdo de AGNE no pré-partoliservado aumento gradativo
para todas as dietas até o0 momento do parto, sstdaumento mais pronunciado para as
dietas suplementadas com fonte de &cido gdxem relacdo a dieta Sbd) ou a dieta C. A
dieta SL manteve concentragbes constantes de AGNE @s dias -21 a -14 em relagao ao
parto, sendo observado aumento abrupto a partidido-7 ao momento do parto. A

concentracdo média de AGNE no momento do partoef@,884 mmol/L (Figura 18A).

Bertics et al. (1992) relatou que o CMS é invergam@roporcional a concentracéo
de AGNE e B-hidroxibutirato (BHBA) no plasma. Os dados do prés estudo concordam
com esta observacao visto que foi observado meki® (Tabela 6 e Figura 1A) no pré-parto
para as dietas GS e SC em relagdo a dieta SL,qustmumericamente foi observado menor
concentracdo de AGNE (Figura 18A) e BHBA (Figur&8)l@ara a dieta SL em relacdo as
dietas GS e SC no pré-parto.

O CMS no pré e pos-parto contribui para um aumedatbpidose hepatica, devido a
maior concentracdo plasmatica de AGNE e hepéaticBRlgVan Den Top et al., 1996) e a
capacidade limitada das vacas de leite para expdm hepéaticos como VLDL
(GRUMMER, 1993). Além disso, elevadas concentragilasmaticas de AGNE e BHBA
estdo associadas com uma baixa taxa de aumentl8egfecoce no pos-parto (VAZQUEZ-
ANON et al., 1994).
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Tabela 13 - Média (tEPM) dos parametros sanguinessperiodos pré e pos-parto, de acordo com as
dietas experimentais

Dietas experimentais Probabilidades
C SL GS SC Dieta SEM INT C1 C2 C3
mg/dL

Item

Glicose
PréeP 64,3+1,04 70,7+1,06 60,0+1,11 64,9+1,01 0,043 0,014 0,7010,799 0,043 0,284
PosP 62,0+1,09 67,2+1,07 57,4+1,05 59,4+1,04 0,020 0,038 0,9550,845 0,041 0,663

Colesterol total
PréP 95,8+1,01 118,9+0,90 137,9+1,02 103,1+1,04 0,015 0,001 0,0370,287 0,157 0,042
P6sP 142,0+1,82 148,3+1,77 184,4+1,96 162,7+1,94 0,011 <0,001 0,022 0,018 0,123 0,311

Triglicerideos
PréP 25,4+1,39 50,3+0,89 41,0+0,85 30,1+0,81 0,014 0,987 0,9590,007 0,159 0,185
PosP 28,6+1,23 34,7+x1,19 41,1+1,10 37,1+1,08 0,041 0,499 0,2280,874 0,116 0,569

mmol/L
Acidos graxos n#o esterificados
PréP 0,39+0,03 0,36+0,02 0,45+0,05 0,41+0,05 0,566 0,009 0,2020,744 0,211 0,525
P6sP 0,63+0,06 0,67+0,03 0,72+0,04 0,74+0,07 0,791 <0,001 0,797 0,422 0,573 0,865

B-hidroxibutirato

PréP 0,55+ 0,07 0,45+0,03 0,55+0,05 0,65+0,04 0,305 0,127 0,9910,982 0,104 0,363

PosP 0,61+0,03 0,64+0,07 0,83+0,05 0,77+0,08 0,209 0,162 0,3250,149 0,740 0,116
IControle;’Semente de linhacaGrao de soja cru e integraBais de célcio de acidos graxos insaturad&seito de ; interacéo
(INT), Contrastes ortogonais: Controle vs fontgddicas (C1); semente de linhaca vs grdo de s@aistde calcio de acidos
graxos insaturados (C2); grdo de soja vs saisld®¢&3).

No periodo pos-parto foi observado efeito de d{&=0,05) na concentracdo de
glicose (GLI), colesterol total (COL), trigliceride (TRI). Também foi observado efeito de
tempo (P<0,05) na concentracdo de GLI e COL, bemocoa concentragcdo dos acidos
graxos néo esterificados (AGNE). Houve interac&oeedieta e tempo (P<0,05) para COL
(mg/dL) (Tabela 13). Na avaliacdo dos contrastesgonais foi observado efeito do C1 para
as variaveis COL e TRI, onde as dietas suplemestaden fontes de acidos graxos
apresentaram maiores concentracdes em relacadaacdigtrole. Foi obtido concentracdes
23,15 e 8,98 mg/dL, (respectivamente para COL e) TRiperiores para as dietas
suplementadas com &cidos grax@se w6 em relacdo a dieta controle. Estes resultadés est
também de acordo como o maior CEE (Tabela 6 e &igAa) apresentados pelas dietas SL,
GS e SC. Os resultados obtidos estdo de acordgamarasa concentracées de COL estdo de
acordo com (GARCIA-BOJALIL et al., 1998; PETIT adt, 2004)
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Houve efeito de C2 (P<0,05) em GLI no periodo péitep em que a dieta rica em
®3 (SL) proporcionou aumento de 8,81 mg/dL ou d@%,@m relacdo as dietas ricas @/
(GS e SC), o que representa uma diferenca de 11/648te periodo (Tabela 13). Petit et al.
(2007), avaliaram o efeito de acidos graw@s(sais de calcio de acido graxop@ (semente
de linhagca) em vacas leiteiras no periodo de tansiobservaram menor concentragdo de
GLI no pés parto para a dieta suplementadas cotosigraxos6.

A dieta SL apresentou maiores concentracbes degBélas demais ao longo do
periodo de lactacdo. As dietas GS e C apresentemacentracdo e comportamento para a
GLI semelhante ao longo do periodo de lactagcdosAp@arto a concentracdo de GLI das
dietas experimentais apresentou um declinio aié @ dés-parto, em média de 11,75 mg/dL,
sendo que para dieta SC este declinio prossetpin dia 21 pos-parto (Figura 17A). Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos por Hatal. (2011).

A interacdo observada para a concentracdo de COperiodo de lactacdo esta
relacionada com um aumento consideravel destavehnara a dieta GS, principalmente a
partir do 14 dia de lactacdo, onde a dieta GS supera as detéis final do periodo
experimental (Figura 17B). A concentracdo de COtapaes dietas GS e SL apresentaram
semelhantes do momento do parto até o de lactacéo, onde foi observado um aumento
para a dieta SC (Figura 17B).

Foi observado pico (0,936 mmol/L) na concentragdd@NE no 7 dia de lactacdo
para todas as dietas experimentais, sendo queta 8{& apresentou maior concentracao
(1,071 mmol/L) em relagdo as demais. Apd$ did de lactagdo todas as dietas experimentais
apresentaram constante diminuicdo nas concentra®eAGNE até o final do periodo
experimental, sendo observado menores concentrpefiasa dieta SL, principalmente entre
os dias 7 a 21 do periodo de lactacédo (Figura 18A).

A concentracdo plasmatica de AGNE € um indice desoracdo da magnitude da
mobilizacdo do tecido adiposo (BOBE et al., 2003¢ acordo com Mashek, Bertics e
Grummer (2005), a infusdo de emulsdo de sebotoesldm maiores concentracdes
plasmaticas de AGNE e glicose, enquanto a infusdooldo de linhaca resultou em
concentracdes mais baixas AGNE e BHBA. Além diséashek, Bertics e Grummer (2005)
relataram que o contetdo de TRI hepatico foi mgrawa as vacas infundidos com Gleo de
linhaca em comparagao com aqueles com infusdo dis@&onde sebo, o que pode sugerir que
as vacas que receberam o 6leo de linhaca seriamsnseisceptiveis ao desenvolvimento de

figado gorduroso.
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Apesar de nao ter sido observado efeito na coraggdrde BHBA (mmol/L) para
nenhum dos fatores analisados (dieta, tempo, g#era contrastes) foi observado diferencas
numericas importantes, entre as dietas ao longoéle pds-parto (Figura 18B). Entre os dias
-21 a -7 a dieta SC apresentou maior concentragégetacdo as demais e aa dieta SL
apresentou menor concentracao ao longo de todoadpepré-parto até omomento do parto.
A dieta GS apresentou um aumento consideravel meeotracdo de BHBA do dia — 7 até o
dia 7 em relacdo ao parto (Figura 18B). Ao longdatdacdo as concentracoes de BHBA
entre as dietas experimentais foram semelhantés.cBmportamento esta de acordo com o
CMS (Tabela 6 e Figura 1A), BE (Tabela 8 e Figusa BCC (Figura 16B) constatados neste
estudo.

Em estudo realizado por Ospina et al. (2010), andb mais de 1300 animais no
periodo de transicdo em fazendas do Nordeste dés &&)autores estabeleceram limiares
criticos nas concentracdes de AGNE e BHBA, contésla riscos para doencas metabdlicas
no pés-parto ( deslocamento de abomaso, cetoseaclimetrite e retencdo de placenta). Os
valores criticos estabelecidos foram ®®,3 mmol/L para AGNE no pré-parto (- 14 a -2 dias
em relacdo ao parto), de 0,6 mmol/L para AGNE e 0,96 mmol/L para BHBA no pos-
parto (+ 3 a +14 dias em relagdo ao parto). Tendlo vesta as concentragbes e 0
comportamento de AGNE e BHBA observados no pré £pafto neste estudo, pode-se
inferir que a suplementacédo com fontes de acidmsogm6 e®3 em vacas leiteiras o periodo
de transicdo parece contribuir para a diminui¢cé® rikcos de doencas metabdlicos no pos-

parto.
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Figura 17 - Concentracdo de glicose (A) colesténtdl (B), no pré e pds-parto de acordo com as dietas
experimentais. Contrastes ortogonais: controleonset lipidicas vs (C1); semente de linhaga vs
grao de soja + sais de célcio insaturado (C2); defsoja vs sais de calcio insaturado (C3).
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Figura 18 - Acidos graxos ndo esterificados (A)-kidroxibutirato (B) no pré e pos-parto de acordmcas
dietas experimentais. Contrastes ortogonais: clemofontes lipidicas vs (C1); semente de linhaga
vs gréo de soja + sais de calcio insaturado (G de soja vs sais de calcio insaturado (C3).
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6.9 DINAMICA FOLICULAR

Foi observado efeito (P<0,05) de dieta apenas@artanero total de foliculos (NTF)
e para os foliculos de classe 1 (<3mm) (CLAL). dtméervado efeito de tempo para NTF,
foliculos de classe3 (6-9mm) (CLA3) e de classel®fnhm) (CLAS5). Houve interacdo entre
tempo e dieta para NTF, foliculos de classe 2 (83b(CLA2) e CLA3. Nao foi observado
efeito para nenhum dos fatores avaliados (dietapde interacéo ou contrastes) para foliculos
de classe 4 (10-15mm) CLA4, niumero ou area do datpo (CL).

Petit et al. (2002) ao suplementarem vacas noinieilactacdo com quatro fontes de
gordura ndo encontroaram diferenca em relacdo awemide foliculo de classel classe2,
classe3, area do corpo lateo, porém o numerodetébliculos de classel, classe2 e classe3,
foi semelhante ao observado neste estudo .Resslltztoelhantes podem ser observados em
(PETIT etal., 2004; BILBY et al., 2006b; GARNSWORY et al., 2008).

Analisando os contrastes ortogonais foi observddiboepara o C1 em relagcéo as
variaveis NTF e CLAL, onde as dietas suplementadas fontes de acidos graxe8 e w6
apresentaram maior NTF e CLAL1 em relacédo a dietérale. Em média foram observados
28,3% de foliculos a mais para as dietas (SL, G&rem relacdo a controle ao longo de
aproximadamente 56 dias de avaliacdo. Em relacdLAl foi observado (1,27 vs
4,21),respectivamente para a dieta contrgkedontes de gordura, sendo esta diferenca de
aproximadamente de 69,8 % . Estes resultados esld@cionados de acordo com o BE
(Tabela 8) apresentado pelas dietas suplementadasontes de acidos graxos em relacdo a

controle.

De forma semelhante Maturana Filho (2009) supléameldo vacas leiteiras no
periodo de transicdo e inicio de lactacdo com déesoja ou SCAGI, durante -28 a 84 dias de
lactacdo com meédia de producdo em torno de 31,Afiakgobservou maior NTF para as
dietas suplementadas com fontes de acidos graxoslagdo a dieta controle sendo (15,12 vs
13,97), respectivamente para dietas suplementada$ontes de graxos e dieta controle.

Os efeitos observados, podem estar relacionadosasmr aporte de acidos graxos
para os ovarios das vacas suplementadas com @gmasn3 ew6, que € capaz de alterar a
expressdo do mRNA para a codificacdo de fatorea-faliculares como ativinas, inibinas e
IGF-1, diferenciar o crescimento de foliculos prérais, sugerindo que um aumento da

absorcao de &cidos graxos no intestino pode melbasporte de colesterol total (Tabela 12,
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grafico 7B) no fluido folicular plasmatico e reflfeha modulagédo de mecanismos voltados ao
recrutamento de foliculos antrais ou pré-inicigise também podem melhorar a qualidade do
oocito (LEROY et al., 2010) (Tabela 15 e Figura 0B

Tabela 14 - Média (xEPM) da dinamica folicular derao com as dietas experimentais

tem Dietas experimentais . Probabilidades
C SL GS SC Dieta Tempo INT C1 C2 C3
Foliculos
Total 10,4+0,22 14,1+0,19 14,1+0,24 15,3+0,28 0,021 0,002 0,050 0,036 0,494 0,432

Classel 1,3+0,18 4,7+0,16 4,5+0,12 3,4+0,19 0,039 0,708 0,274 0,033 0,404 0,194
Classe2 5,0£0,16 4,5+0,16 5,5+0,18 4,9+0,15 0,670 0,110 0,050 0,914 0,326 0,457
Classe3 3,4+0,05 3,8+0,02 3,7%0,07 4,0+0,01 0,784 0,009 0,0150,412 0,917 0,544
Classe4 0,9+0,04 1,2+0,06 1,2+0,07 2,0+0,05 0,204 0,760 0,740 0,966 0,079 0,228
Classe5 0,4+0,02 0,9+0,06 1,0+0,04 1,0+0,03 0,492 0,027 0,424 0,175 0,984 0,464
Corpo lateo
CL (n) 0,6+0,04 0,9+0,02 1,0+0,04 1,5+£0,04 0,062 0,588 0,594 0,261 0,671 0,419
CL(mrr12) 2,0£0,08 3,7+0,03 4,3+0,07 4,3+0,08 0,380 0,103 0,088 0,399 0,504 0,151
Controle;’Semente de linhacaGréo de soja cru e integrdBais de calcio de &cidos graxos insaturatiseito de ; interacéo
(INT), Contrastes ortogonais: Controle vs font@édicas (C1); semente de linhaca vs grao de sgaistde célcio de acidos
graxos insaturados (C2); gréo de soja vs saisld® ¢&3).

Os efeitos (P<0,05) de tempo e interacdo observpdos NTF esta relacionado
diretamente com o BE apresentado pelas dietas imgrégnis ao longo do periodo de
lactacd@o. As dietas suplementadas com fontes desagraxosn6 e ®3 apresentaram maior
NTF (P<0,05) em relacdo a dieta controle em todopesiodos avaliados (Figura 19). Entre
as dietas suplementadas com fontes de acidos graxdeta SC apresentou maior NTF
(P<0,05) até o periodo de 39-55 dias. Nos periddd6-62 e 63-68 dias foi observado maior
NTF (P<0,05) para dieta Sw8). Estes resultados podem ser explicado pelo ruwsravel
de ondas de crescimento folicular em vacas legtai@ inicio de lactacdo, decorrente de
fatores relacionados ao controle do crescimentouialr, do controle enddcrino, metabdlico e
nutricional dos mecanismos relacionados a selegidoliculo dominante, que pode ter
influenciado o numero de ondas de crescimento ulalic além disso, pode haver uma
associacdo destes fatores aos efeitos do balargygétino negativo na pulsatilidade LH

(WILTBANK et al., 2006).
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Figura 19 - Ndmero total de foliculos scaneados ylvassonografia agrupados por periodo ao lorgo d
lactacao. Contrastes ortogonais: controle vs fdifigdicas vs (C1); semente de linhaga vs grao de
soja + sais de calcio insaturado (C2); gréo desogais de calcio insaturado (C3).

mC mSL mGS BSC

I
14-20 21-27 28-34 35-41 42-48 49-55 56-62 63-68
Dias de lactacio

[EN
o
)

Interagdo P<0,05

Tempo P<0,05

= = =
N N o
. . .

[y
o
1

NuUmero total de foliculos

FONTE: (GANDRA, 2012)

Crescimento do foliculo ovariano pode ser influadoi pelo estado nutricional
metabolico (Gutiérrez et al., 1997; Diskin et 2D03). Este efeito € mediado por alteracbes
nos metabdlitos plasmaticos (Tabela 12) e hormdmetabdlicos, tais como a insulina e
fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IiFAEIMstrong et al. (2001) e Ferguson et
al. (2006) e / ou fatores de hormonios de cresdiongresentes no fluido folicular (Landau et
al., 2000). A suplementacdo com acidos grax@s e w6 influencia positivamente o
crescimento e a populagao folicular por estes cetticos constituirem a maior parte do
contetdo &cidos graxos do fluido folicular de folds grandes e pequenos (Homa e Brown,
1992). Alterando o teor de acidos graxos total igtacha uma importante redistribuicdo de
acidos graxos nos tecidos reprodutivos (Bilby et2006b e ZACHUT et al., 2010b), que

podem auxiliar a explica restes resultados.
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6.10 QUALIDADE OOCITARIA E EMBRIONARIA

Foi observado efeito de dieta para o numero (ng erdbrides viaveis (EV). Foi
observado efeito de aspiragdo para odcitos vi§@ai3 e degenerados (OD). Houve interacao
apenas para EV(n). As dietas experimentais naaenfiiaram (P<0,05) o numero total de
oocitos aspirados e também qualidade oocitaria. fhidobservado diferenca no namero de

oocitos, de grau I, Il e 1, além do total de \e#&/e odcitos degenerados (Tabela 15).

Fouladi-Nashta et al. (2007), avaliaram a qualidadeitaria e embrinaria com
racOes alto e baixo teor de lipidios em vacasilagale alta producdo no inicio de lactacao e
nao observaram diferencas para o numero de o@stgsau I, Il, Il e na taxa de clivagem
dos embrides, resultados semelhantes ao destdoeBim outro estudo Fouladi-Nashta et al.
(2009), utilizaram 3 fontes de acidos graxos, semdis de calcio ( 39% de C16:0), grao de
soja ( 48% de C18:2c9,c1d6 ), semente de linhaca ( 48% de C18:3c9,c1Zy@)5para 12
vacas leiteiras com média de 45 pos parto, senplersentadas 25 dias com cada fonte de
gordura em quadrado latino 3x3. Os autores naonadosen nao encontrando efeitos
satisfatérios das diversas fontes de acidos grambse 0 niumero e qualidade de odcitos

aspirados, bem como nos embrides.

Na avaliagcéo dos contrastes ortogonais, foi obdereéeito de C2, com maior EV(n)
para a dieta suplementada com acidos gra®$SL) em relacdo as dietas suplementadas
comwb (GS e SC), sendo (1,27 vs 0,73), respectivanmante as dietas SL e GS+SC. Estes
resultados podem estar relacionados com o metaimldo acido linolénico, presente em
abundancia na dieta SL, que parece inibir a sintegostaglandinas pelo Gtero e diminuir a
sensibilidade do corpo luteo a PGF2.

Zachut et al. (2010b) trabalharam com vacas tagetcom média de 114 dias de
lactagdo, onde compararam a influencia de doisupogccomerciais um rico em 4cido graxo
®3 ( E-FLAX 31,06% de C18:3); outro rico em acidaxgrw6 ( E- SUN 33,38% de C18:2),
com uma dieta sem adicao de acidos graxos, e m@mlia quantidade e qualidade odcitaria e
embrionaria. Os autores supracitados observarammaior nimero de odcitos aspirados e
uma maior taxa de clivagem dos embribes para a dientendo acidem3 em relacdo a
controle, todavia observaram um menor nimero ddasbde grau | para a dieta contendo

®6 em relacdo ao controle. Outros estudos tambéataet a influencia positiva dos acidos
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graxosm3 na qualidade embrionaria (ZERON et al., 2002;BiLet al., 2006b; MAREI et
al., 2009).

Trabalhando com um periodo maior (-25 a 80 diaspadto) de suplementagéo de
fontes de acidos graxas3 e w6, com vacas de alta producdo (38,45 kg/dia) Gxral.
(2009b), observaram melhor qualidade odcitaria briemaria para as vacas que receberam
fonte de &cido graxe3 em relacdo a6, sendo os indices obtidos sobre a qualidade
embriondria satisfatorios para vacas leiteiradtdepaoducao.

Alguns estudos tém examinado os possiveis efeilo8E negativo sobre baixa
concentracdo de glicose associado a elevadasntoag@es de BHBA e AGNE sobre a
qualidade do odcito. Porque além dos efeitos itmlrda hipoglicemia em vacas leiteiras no
periodo de transicdo (através de efeito sobre @gEr de LH ou de resposta ovariana as
gonadotrofinas), as condicdes de hipoglicemia ¢eetcclinica) séo refletidas no
microambiente do ovOcito pré-ovulatério e pode cameter a capacidade de
desenvolvimento oocitario, pois a glicose € umagawdh indispensavel para a maturacao de
adequada odcitos (LEROY et al.,, 2010). No presesteido foram observados maiores
concentracdes de GLI (Tabela 12 e Figura 17A) pateta suplementada com &cido graxos
®3 (SL) em relacdo as suplementadas edintanto no pré como no pos-parto, fato este que
pode ter sido primordial para a maioria do numesoethbrides viaveis pela dieta SL em
relacdo a GS+SC.

Estudo realizado por Hochi et al. (1999ab), embrigeltivados em 0,3% de
BSA+C18:2 tiveram um desenvolvimento reduzido para estadio de morula e
desenvolvimento reduzido na sequéncia da fase akdoblsto comparado com embrides
cultivados em BSA 0,3%. Possivelmente aumentand®&2Zfa dieta teriam aumentado a
guantidade de C18:2 no odcito, subsequentementigzirelo o desenvolvimento embrionario
in vitro. Homa e Brown (1992) cultivaram odécitosvbms provenientes de ovarios de
matadouro com C18:2 e notou uma reducdo na quebreesicula germinal espontanea
comparado com odcitos cultivados sem &acidos gra&tisn disso, o fluido folicular de
foliculos pequenos versus grandes foram analiga@@sas concentracdes de acidos graxos, e
o0 C18:2 era o Unico acido graxo reduzido em fotisudrandes mas ndo pequenos. Apenas
depois que o foliculo cresce na fase pré-ovulatdréacada que a influéncia inibitéria sobre a
retomada da meiose em odcitos € concluida, sofugmeia da LH (BILBY et al., 2006b).
No entanto no presente estudo ndo foram obsenditiaencas importantes na qualidade

oocitéria e embrionéaria entre as dietas suplemastaoim fontes de acidos graxe®ew6.
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Tabela 15 - Médias (xEPM) da qualidade oocitagandrionaria em funcdo das dietas experimentais

Dietas experimentais

Probabilidades

ftem C SL GS sC Dieta ASP INT Cl1__C2  C3
Oocitos aspirados
Total 9,86+£1,47 12,72+1,36 10,62+1,5413,77+2,03 0,485 0,885 0,515 0,282 0,838 0,2
Grau | 0,43+0,14 0,28+0,13 0,31+0,13 0,36+0,22 0,890 0,597 0,544 0,486 0,763 0,8(
Grau |l 1,04+0,37 1,23+0,45 0,42+0,17 1,04+0,25 0,393 0,148 0,563 0,708 0,256 0,1
Grau Il 3,78+0,84 4,29+1,05 3,21+0,48 5,22+0,92 0,553 0,089 0,650 0,697 0,954 0,1
Viaveis 5,29+0,96 5,75+1,23 3,89+0,53 6,27+1,08 0,551 0,050 0,381 0,990 0,660 0,168
Degenerados2,33+0,73 2,26+0,56 2,63+0,42 2,35+0,62 0,971 0,041 0,182 0,909 0,763 0,7:
Atrésicos 3,23+x0,58 4,55+0,78 4,33x1,05 4,77£0,77 0,157 0,776 0,326 0,226 0,999 0,7:
Embrides

Clivados (n) 3,86+0,92 3,83+0,99 2,72#0,51 5,04+0,89 0,483 0,319 0,566 0,999 0,971 0,1°
Clivados(%) 64,4+9,59 66,3+9,04 68,9+9,36 74,0+6,79 0,911 0,173 0,233 0,648 0,689 0,7-
Viaveis(n) 1,130,40 1,27+0,34 0,52%0,23 0,95+0,24 0,005 0,203 0,045 0,505 0,012 0,3¢
Viaveig %) 16,3+5,42 27,9+49,55 13,8+6,40 22,7+6,36 0,532 0,885 0,253 0,529 0,295 0,3¢
IControle; ’Semente de linhacd;Grao de soja cru e integraiSais de calcio de &cidos graxos insaturaddsfeito de ; interaca

(INT), Contrastes ortogonais: Controle vs fontggdicas C1); semente de linhaca vs grdo de soja + saisidec de acidos grax
insaturados (C2); grao de soja vs sais de cal@p. (C

Quando foram avaliados o numero de odcitos vid@\s) e degenerados (OD) ao
longo das duas aspiracoes, foi observado maialgrQ)V para a 22 aspiracado (ASP2) (657
dias) em relacéo a 12 aspiracédo (ASP1) (357 dias), (4,12 vs 6,45); (4,30 vs 7,20); (3,60
vs 4,20) e (6,18 vs 6,36) de OV, respectivameram ps dietas C, SL, GS e SC em ASP1 e
ASP2 (Figura 20B). Contrariamente, para OD, foieolsado maior (n) para ASP1, com (3,49
vs 1,18); (3,50 vs 1,02); (2,80 vs 1,90) e (3,0@,20) de OD, respectivamente, para as dietas
C, SL, GS e SC (Figura 21A). Estes resultados poskmjustificados pelo BE (Figura 6A)
apresentado no momento das duas aspira¢fes, visto 8E médio em ASP1 foi de -2,52
Mcal/dia e, em ASP2, 3,15 Mcal/dia.

As mudancas enddcrinas e bioquimicas associaddBE&b (balanco energético
negativo) refletem no microambiente do ovario, efagéo ao crescimento e a maturacao dos
oocitos; efeito este comprovado por modelos inoyitiue mostraram a toxicidade destas
alteracbes ao oocito. Ainda, inadequada funcao atpocliteo, associada a reducdo de
progesterona e, provavelmente, baixo IGF-1, poder@ar em um microambiente uterino
desfavoravel que o incapacita de manter a vidaiemdia (LEROY et al., 2008).

A interacdo observada entre aspiracdo e as fomtexidos graxo®3 e w6 estd
relacionada com o comportamento da dieta SC emaelas demais, visto que somente esta

dieta apresentou menor numero de EV na ASP2 (FigLB). Este resultado pode estar
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relacionado com a influéncia negativa do acidoléimo (©6) na qualidade oocitaria retratado
por (BILBY et al., 2006b; WONNACOTT et al., 201@). efeito negativo do acido linoleico
no desenvolvimento embrionario esta ligado na €esbélastocisto, porém os mecanismos e
rotas metabolicas relacionadas a este aconteciragmia ndo esta definidos.

Apesar de nao ter sido observado efeito para nerdusrfatores avaliados (dieta,
tempo (aspiracdo), interagdo e contrastes) € ieupert ressaltar algumas diferencas
numericas obtidas para o numero total de odcitpgaas (Figura 20A). Foi observado
maior nimero de odcitos para a ASP2 em relacdo RlAfra todas as dietas avaliadas,
principalmente para as dietas suplementadas cotesioé (GS e SC), em relagéo as demais.
Ainda é importante ressaltar que esse maior nuhe@dcitos apresentados pelas dietas GS
e SC na ASP2 sdo em sua grande maioria estrutena&dor medida (3 a 6 mm), ou seja de
menor capacidade de fertilizacdo e viabilidadendse(0,33; 0,44 e 3,46) e (0,18; 1,18 e
5,36) respectivamente numero de odcitos de clhsde 3 para as dietas GS e SC na ASP2.
A incorporacéo acido linolénica8) ao meio de maturacdo de odcitos aumentou a s&pan
do cumulus e desenvolvimento de células dos oégitma methafase Il (MAREI et al.,
2009). Estes efeitos estimulatorios aumentaram axsist de clivagem subsequentes,
melhoraram o desenvolvimento do blastocisto e atareem o numero de células em ambas

as massas, sendo as células do interior do bls&ioci

Em relacdo as células positivas aptas a fagooitase intensidade, foi observado
efeito (P<0,05) de dieta e tempo para todas adaséhwvaliadas leucdcitos, mondcitos e
neutroéfilos, nos periodos pré e pos-parto. Houteragao (P<0,05) somente para leucoécitos

positivos para fagocitose no pos-parto e monogitastivos no pré e pos-parto.
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Figura 20 - Total de odcitos (A) odcitos viavéB), no periodo de lactacdo de acordo com as dietas
experimentais. Contrastes ortogonais: controleonsef lipidicas vs (C1); semente de linhaga vs
grao de soja + sais de calcio insaturado (C2); defisoja vs sais de calcio insaturado (C3).
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Figura 21 - Odcitos degenerados (A) e embrideseisa(B) no periodo de lactacdo de acordo com aaddie
experimentais Contrastes ortogonais: controle nteflipidicas vs (C1); semente de linhaca vs grao
de soja + sais de célcio insaturado (C2); gramfe\s sais de calcio insaturado (C3).
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6.11 FAGOCITOSE (CELULAS POSITIVAS E INTENSIDADE)

A fagocitose é fundamental para a resposta imunieodpedeiro. E a primeira fase
na eliminacdo dos patdgenos invasores, uma vezmuave o aprisionamento por células
hospedeiras. Destruicdo intracelular subsequenigatijeno gera peptideos que podem ser
apresentadas em conjunto com MHC (complexo prihd@distocompatibilidadeas células
T, para iniciar a resposta imune adquirida ao matogA fagocitose envolve a ligacdo do
agente patogénico ou de organismos patogénicosopaplemento ou anticorpo revestido a
receptores na superficie do fagécito e subseqimrdginacdo da membrana celular em torno
do patdégeno em ultima analise, de modo a formawvaaodolo fagocitico. Este é o local de
digestdo de patdégenos com geracdo de peptideaera spresentados as células T, para
induzir a resposta imune adquirida (Tizard, 20@%)citometria de fluxo tornou possivel
comparar cuidadosamente a atividade fagocitica aamacidade das células, enquanto

avaliam a percentagem de células ativas.

Quando foi avaliado o C1 foi observado efeito (BSPpara leucdcitos e monaocitos
positivos para fagocitose no pré e pos-parto, doidebtido maior % de células positivas para
as dietas suplementadas com fontes de acidos gn@xee®6 em relagcdo a dieta controle. No
pré-parto foi obtido 35,58% de leucdcitos e 43,7@86mondcitos positivos a mais para as
dietas SL, GS e SC em relacao a dieta C. Ja nparésFfoi obtido a diferenca de leucocitos
positivos a fagocitose foi menor cerca de 0,38% par dietas suplementadas em relacdo a
controle e para os mondcitos a diferenca apreserfiadu em torno de 15,11%. Ainda
analisando o C1 foi observada maior intensidadecajzacidade de fagocitose (P<0,05)
mensurada pela luminescéncia das células (leusdcitondcitos e neutréfilos) no citbmetro
de fluxo fmean fluorescence intensiviMIFl) para as dietas suplementadas com fontes de
acidos graxos3 em6 em relacéo a dieta controle. No pré-parto patawscitos foi obtido
indice de MFI de (494vs 354) e de (554vs 528) para 0s mondcitos positivos,
respectivamente para as dietas (SL, GS e &3 dieta C. No pés-parto somente foi

observado efeito somente para os monaocitos posjonde o indice MFI foi de (496 vs 489).

Estudos in vitro tem claramente demonstrado qualtasacdes na composi¢cado dos
acidos graxos da membrana das células fogocitist#® eassociados com a capacidade
fagocitica aumentada (CALDER , 1998). Isto podeaaiehar-se, em parte, a expressao

intensificada de receptores envolvidos a fagocitéstes achados sugerem que em geral,
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acidos graxos altamente insaturados, em particalanentam a absor¢do do material do alvo
pelos fagdcitos.

Tabela 16 - Média (xEPM) das células positivas fiagacitose e intensidade da fagocitose de acado ¢
as dietas experimentais

Dietas experimentais Probabilidades

ltem

C SL GS SC Dieta Tempo INT C1 C2 C3
% células positivas

Leucdcitos
PréeP 21,3+1,04 36,0+1,0633,1+1,11 30,2+1,01 0,001 <0,001 0,2310,006 0,115 0,341
PosP 32,6+1,09 37,2+1,0731,4+1,05 29,5+1,04 0,001 <0,001 0,0010,045 0,115 0,459

Mondcitos
PréP 32,7+1,01 64,6+0,9061,4+1,02 48,2+1,04 0,010 0,001 0,0310,001 0,004 0,082
PosP 41,2+1,82 51,241,7749,1+1,96 47,6+1,94 0,010 <0,001 0,0020,013 0,123 0,311

Neutrofilos
Préep 73,1+1,39 77,7+0,8970,0+0,85 71,7+0,81 0,050 0,006 0,3450,347 0,009 0,185
P6sP 77,5+1,23 80,1+1,1978,4+1,10 66,1+1,08 0,046 0,008 0453 0,8740,006 0,569

Mean intensive fluorescence

Leucdcitos
PréP 354+0,07 524+0,04 460+0,02 498+0,07 0,014 0,002 0,9590,001 0,159 0,185
P6sP 502+0,74 525+0,71 493+0,64 477+0,62 0,141 0,008 0,2280,874 0,116 0,569

Mondcitos
PréP 528+0,03 665+0,02 443+0,05 555+0,05 0,009 0,019 0,2020,004 0,011 0,525
PésP 489+0,06 573+0,03 487+0,04 427+0,07 0,001 0,001 0,7970,002 0,033 0,865

Neutrofilos
PréP 535+0,07 634+0,03 432+0,05 543+0,04 0,605 0,007 0,9910,982 0,104 0,363
P6sP 474+0,03 599+0,07 477+ 0,05433+0,08 0,009 0,002 0,3250,149 0,040 0,116

Controle;’Semente de linhacaGrao de soja cru e integrdBais de calcio de acidos graxos insaturad@&seito de ;
interacdo (INT), Contrastes ortogonais: Controldarges lipidicas (C1); semente de linhaca vs giéigoja + sais de

célcio de acidos graxos insaturados (C2); grésofevs sais de calcio (C3).

Analisando o C2 foi observado maior (P<0,05) % dendcitos e neutréfilos

positivos para a dieta suplementada com acido grax®d (SL) em relagcdo a dieta
suplementada com6 (GS e SL). No pré-parto foi obtido 8,72 % de nwius e 9,74% de

neutroéfilos a mais para a dieta SL em relacdo eétasl(GS+SC). No pds-parto foi observado

15,12% de neutréfilos a mais para a dieta supleadantom acido graxe3. Ainda

analisando o C2 foi observado maior indice de Mifa@ dieta SL em relagéo as dietas GS e

SC para 0s mondcitos positivos no pré e pos-papera os neutrofilos no pés-parto. No pré-

parto foi obtido (665%/s499) para mondcitos, respectivamente para as ditas (GS+SC).

No pés-parto foi observado (5%3 457) para mondcitos e (596 455) para neutrofilos,

respectivamente a dieta suplementadas com acido @Ba(SL)vsdietas suplementadas com
®6 (GS e SC).
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Verificou-se que a atividade fagocitica de neulwéfe mondcitos foi negativamente
correlacionado com a suplementagcdo de acidos grapaigrados e positivamente
correlacionada com o teor de instauracdo dos agido®sm 6 en 3 (KEW et al., 2003a). E
interessante notar que a atividade fagocitarimégativamente correlacionado com a taxa de
®6 em relacdo @3, sugerindo que estas ultimas sdo superiores enotede aumentar a
atividade fagocitaria. Neste caso, as membranasdalss fagociticas enriquecidas co,
por exemplo, por ingestédo oral, deve aumentavalatie dos fagocitos, sendo que atividade
fagocitica aumentou em neutrofilos em cerca d&4® em mondcitos por cerca de 200%
(KEW et al., 2003b).

O efeito de tempo observado para a % de célulatvassa fagocitose (leucocitos,
monaocitos e neutroéfilos), esta de acordo com alfigia dos animais ao longo do pré e pos-
parto. De modo geral todas as células positivabaales para fagocitose apresentaram forte
declinio de sua expressao na semana anterior 8 paintensificando no momento do parto
e permanecendo até a semana posterior ao partiandola aumentar sua expressao no dia 14
pds-parto. Para todas as células avaliadas fal@intienor porcentagem de células positivas
para a dieta controle em relacdo as demais ao ldiegpré-parto e principalmente no
momento do parto. Entre as dietas suplementadasfaues de acidos graxes3 e w6, a
dieta suplementadas com sais de calcio (SC) apoeserenor expressao de células positivas
em relagéo as dietas SL e GS (Figura 22A, 22B §.23A
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Figura 22 - Leucécitos positivos (A) e mondcitossiiwos (B) no pré e pds-parto de acordo com ataslie
experimentais. Contrastes ortogonais: controleowset lipidicas vs (C1); semente de linhaga vs
grao de soja + sais de célcio insaturado (C2); defsoja vs sais de calcio insaturado (C3).
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Analisando os leucdcitos positivos a fagocitose ofiservado forte reducéo das
células positivas para a dieta C no periodo dea-28 (dias em relacdo ao parto) e somente
voltando a concentracfes consideraveis depois do 1di pés-parto. Entre as dietas
suplementadas como fontes de acidos gradoe w6, foi obtido melhor expresséo de células
positivas para a dieta SL em relacdo as dietas §S, @0 pré parto, no momento do parto e
até 22 dia de lactacéo (Figura 22A).

Para os mondcitos positivos foi observado tambémomexpressao para a dieta
controle em relacdo as demais, principalmente éeparto e no momento do parto até 8 28
dia de lactacdo. Foi observada uma menor expretaiiaéelulas positivas também para a
dieta SC em relacéo as dietas GS e SL em todoiodpeexperimental. As dietas SL e GS
apresentaram concentracdo de células positivadibegdas entre si, excetuando-se no
momento do parto e na semana posterior ao parte amtieta GS apresentou forte declinio

quando comparado a dieta SL (Figura 22B).

Avaliando a concentracdo de neutrofilos positivmsobservado ao longo do pré e
pos-parto uma maior porcentagem de células positva relacédo a leucdcitos e mondocitos.
Estes resultado estdo de acordo com as func¢éo légice dos neutrofilos, que sédo parte do
sistema imune inato e agem sobre os antigenosme ftéo especifica, como primeira linha
de defesa (SILVESTRE, 2008). Avaliando as célulasitivas no pré-parto foi observado
equilibrio nas quando se comparou a dieta C engaelas dietas SL, GS e SC, porém foi
observado uma sutil superioridade para dieta SL retacdo as dietas SC e GS,
principalmente entre os dia -28 a -14 (dias engéelaao parto). No pds-parto € importante
destacar o forte declinio na concentracdo dasasepdsitivas para a dieta GS do momento do
parto ate o 14dia de lactacdo. No restante do periodo de expatahas concentracées de
células positivas permaneceram equilibradas estiedas experimentais (Figura 23A). Os
neutréfilos fagdéciticos sdo capazes de ingerir sagepatogénicos e, dessa forma, sdo capazes
de internalizar e matar os microrganismos patogebada fagoécito é resultado da formacédo
de um fagossoma, com secrecdo de espécies redévasigénio e enzimas hidroliticas. A
reducdo da funcédo dos neutrofilos isolados no gerjwré-parto, pode ser efeito das altas
concentracdes de AGNE (Figura 18A) e BE negativguiia 6A).
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Figura 23 - Neutrdfilos positivos (A) e leucécites=l (B) nos peridos pré e pos-parto de acordo cemietas
experimentais. Contrastes ortogonais: controleovnset lipidicas vs (C1); semente de linhaca vs
grao de soja + sais de célcio insaturado (C2); defisoja vs sais de calcio insaturado (C3).
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Na literatura recente observa-se a realizacdo aealtros visando mensurar a

influencia dos acidos graxes3 e®6 na imunidade de vacas leiteiras no periodo dsitrao.
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Silvestre et al. (2011) trabalharam com vacasitegeno periodo de transicdo, no qual os
animais foram suplementados de -35 a 30 (dias @ma® ao parto) com fontes de acidos
graxos saturados (sal de célcio de 6leo de palrfa@jte de acidos graxos ricos @8 (sal de
calcio de Oleo de cartamo), e de 30 a 160 diagppre foram suplementadas com fonte de
acidos graxos saturados (sal de célcio de Oleabiea) e fonte de &cido graxsB ( sal de
calcio de Oleo de peixe), os autores ndo observenfiu@ncia das dietas utilizadas no periodo
de transicdo sobre a atividade fagocitica dos @flos, somente observando efeito de tempo,
onde a atividade fagocitica foi menor no partotaradlo a aumentar novamente apos 4 dias
pds-parto, resultados semelhantes ao presenteestud

A mensuracdo do indice MFI das células positivagagocitose (leucocitos,
monocitos e neutrofilos), apresentou comportamesgimelhante a das células positivas
quando se avaliou os periodos pré, parto e pos-mart conjunto. De modo geral foi
observado uma queda constante do indice MFI coroxanuidade do parto, sendo o declinio
mais intenso no momento do parto e na semana posaer parto. Para o indice MFI dos
leucécitos foi observado no pré-parto maior ingheea a dieta SL em relacdo as demais e
menor indice para a dieta C. No pos-parto foi a@bt@bmento gradativo no indice
independentemente da dieta até 8 @@ de lactacdo. (Figura 23B). Para o indice M#d d
monacitos (Figura 24A) e neutrdfilos (Figura 24B)pré-parto foi observado comportamento
semelhantes ao dos leucdcitos, porém a dieta GSaypou menor indice MFI em relacdo as
demais dietas. No pos-parto foi observado menacénidF| para a dieta SC em relacéo as
demais, principalmente no momento do parto atéal fio periodo experimental (Figura 24A
e 24B). Estudos como os de LiImas Moya et al. (20R8yelo e Waldron (2010); Silvestre et
al. (2011) e Ster et al. (2012) observaram reddegdimtensidade da fagocitose por leucocitos
monocitos e neutrofilos com a proximidade do paté a semana posterior ao parto,
resultados semelhantes ao deste estudo, porémsapeestudo de Silvestre et al. (2011)
suplementou vacas leiteiras com fontes de acidnsgre ndo observou efeitos das fontes de
acidos graxos sobre o indice de MFI, diferenteméaseresultados obtidos por este estudo.



141

Figura 24 - Monécitos MFI (A) e neutréfilos MFI (Bp pré e pds-parto de acordo com as dietas expietais.
Contrastes ortogonais: controle vs fontes lipidia6C1); semente de linhaca vs grdo de soja + sais
de calcio insaturado (C2); grao de soja vs satsatteo insaturado (C3)
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6.12 CELULAS DE ADESAO

No periodo pré-parto foi observado efeito de dégtanas para as células de adesao
CD14'(mondcitos). Foi observado efeito de tempo para’@h#fdcitos T helper) e CD62ZL
(L-selectinas). Nao foi observado efeito de int@cago pré-parto entre tempo e dieta (Tabela
17).

Os linfocitos T tém papel fundamental na orqueéitvada resposta imune adaptativa.
Estas células podem ser divididas em distintascaulpcées dependendo da sua fungéo e de
marcadores especificos expressos na superfici@amceldentificados como CD, do inglés,
“cluste rof differentiation”. Assim, todas as célslT expressam na sua membrana o receptor
de antigeno (TCR, do inglés T cell receptor). Exstdois tipos bem definidos de TCR: o
heterodimérico com dois peptideos ligados por moudlissulfeto ¢ e B) e o outro, que
consiste em polipeptideog e 5. Ambos receptores estdo associados a um conjda
cinco polipeptideos, o complexo CD3, que, @sslos, dao origem ao complexo
receptor (TCR-CD3) da célula T. O complexo de pnate CD3 age na transducéo de sinais e
€ encontrado em todos os linfocitos T. Apmadamente 90 a 95% dos linfécitos T
expressam o TCR ep os restantes 5 a 10% sé&o linfocitog @5 (TIZARD, 2002).

As células Tap podem, ser subdivididas em duas subpopula¢cbesatiiepostas,
uma apresentando o marcador CDdossuindo a funcdo de auxiliar ou induzir a respo
imune; e outra apresentando o marcador ‘CR&iando predominantemente de forma
citotoxica. O CD4 € uma glicoproteina de cadeiaaide 55kDa e o CD8 € um dimero de 68
kDa, sendo ambos da superfamilia das imunoglcdmliTIZARD, 2002). A molécula
CD25' (cadeia alfa do receptor de IL-2) é consideraaaccom dos principais marcadores de
linfécitos T reguladores, quetem a funcéo de regusaacao dos linfécitos no organismo. A
molécula CD62L (L-selectinas) é expressa em linfocitos T de méhaentral, que s&o

fundamentais para a migracao dos neutréfilos egmtacais de infeccao.

Na avaliacdo dos contrastes ortogonais foi obsereégito no pré-parto para o C1,
onde foi observado maior expressdo de Cpdra as dietas suplementadas com fontes de
acidos graxos3 e w6 em relacdo a dieta controle, sendo (10,44 vs)8t83pectivamente
para dietas SL GS e SC vs dieta C. Avaliando-se2on& pré-parto foi obtido maior

expressdo da células de adesdo CDfdra as dietas suplementadas com fontes de acidos
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graxos®w6 em relacdo a dieta suplementada com &cido gn®csendo (27,86 vs 18,17)
respectivamente para as dietas GS e SC vs digfaabela 17).

No pés-parto foi observado efeito (P<0,05) de dmdea as moléculas de adesédo
CD4'", CD§', CD14, CD25 e CD62L. Foi observado efeito (P<0,05) de tempo para’CD4
CD8" e CD62L". N&o houve efeito (P>0,05) de interacdo para lasaséde adesdo avaliadas.
Avaliando o C1 foi constatado efeito para CD@DS8', CD25 e CD62L ,onde foi obtido
maior expressao destas células de adesao paratas sliplementadas com fontes de acidos
graxosm3 em6 em relacdo a dieta controle, sendo ( 12$651,14); (14,33/s7,67); (15,18
vs 6,16) e ( 51,1%s 41,35), respectivamente para CD&DS', CD25 e CD62L e para as
dietas SL, GS e S@s dieta C. De acordo com estes resultados podenf@sr ique dietas
suplementadas com fontes de acidos grax®® w6 apresentam uma maior expressao de
linfocitos helper (CD3) e citotoxicos (CDH, bem como maior atividade imunoldgica dos
linfocitos (CD25) e de neutréfilos (CD621), em relacdo a dietas ndo suplementadas (Tabela
17).

Na avaliagdo do C2 foi observado efeito (P<0,05a@D4 e CD14, onde foi
obtido maior expressdo de Chdara a dieta suplementada com &cido gra&em relacio as
dietas suplementadas cané (16,28vs 10,68), respectivamente para 86GS e SC. Por
outro lado houve maior expressdo de CDIlgara as dietas suplementadas com fontes de
acidos graxos6 em relacdo a dieta suplementada ag81(23,34vs 11,23), respectivamente
para as dietas GS e SC vs SL. Desta forma podefesgr ique a dieta suplementada com
fonte de acido graxe3 apresenta maior atividade de producdo de antisofD4) em
relacdo as dietas suplementadas ao®) sendo que a atividade de fagocitose primaria
(mondcito/macrofago) (CDI% de debris celulares e patdégenos é mais intensadiesas

suplementadas com &cidos grax@sem relacdo a3 (Tabela 17).

Silvestre et al. (2011), somente mensuraram a adesl@lar e quantificaram os
anticorpos CD62L I(-selectina) e CDI§B-integrina). Os resultados obtidos mostraram
maior adesdo para a dieta suplementada com saé&lde de cartamow6) em relagdo ao
oleo de palma (saturado), e também foi observagitoede tempo, onde foi observado maior

adesao celular entre os dia 4 a 7 pos parto.
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Tabela 17 - Média (xEPM) da expresséo das céldasldsao de acordo com as dietas experimentais

Dietas experimentdis

Probabilidades

ftem C SL GS SC  Dieta Tempo INT C1_C2 C3
% células positivas
CD4"
PréP 9,0+1,62 13,0£1,74 8,4+x1,77 9,9+161 0,566 0,007 0,3690,013 0,199 0,688
PosP 11,1+1,24 16,3+1,85 12,2+1,609,1+1,67 0,043 0,002 0,5420,009 0,039 0,656
CD§8'
Préep 8,4+1,25 10,6+1,30 10,3+2,529,7+1,40 0,938 0,468 0,9150,567 0,866 0,843
PésP 7,7+1,82 13,2+1,77 15,3+1,9614,6+1,94 0,021 0,006 0,9220,018 0,923 0,711
|
Préep 47,5+0,07 42,3+0,03 29,2+0,0517,0+0,04 0,615 0,201 0,9860,498 0,233 0,736
P6sP 42,2+0,03 40,2+0,07 36,2+0,0%38,0+0,08 0,209 0,162 0,3250,149 0,740 0,116
CD14
PréP 21,6+1,39 18,2+0,89 30,6+0,8%5,1+0,81 0,023 0,758 0,6820,810 0,035 0,486
PosP 18,9+1,23 11,2+1,19 24,4+1,122,3+1,08 0,001 0,508 0,2370,761 0,008 0,203
CD25'( 0-1L-2)
PréepP 6,5+0,97 9,8+0,94 10,0+0,928,5+0,77 0,633 0,483 0,3610,224 0,644 0,823
P6sP 6,2+0,74 9,2+0,71  24,1+0,6412,2+0,62 0,008 0,081 0,8870,017 0,323 0,239
CD62L" (L- selectinas)
PréP 36,5+2,03 38,1+2,02 38,8+2,0837,0+2,05 0,566 0,009 0,2020,744 0,271 0,595
Po6sP 41,3+2,06 51,242,03 52,5+2,0449,7+2,07 0,001 <0,001 0,7970,002 0,563 0,805

IControle;’Semente de linhacaGréo de soja cru e integra8ais de célcio de Acidos graxos insaturadBgeito de ; interacéo
(INT), Contrastes ortogonais: Controle vs fontgesédicas (C1); semente de linhaca vs grdo de scjistde célcio de acidos
graxos insaturados (C2); grao de soja vs saisldo ¢&3).

Silvestre et al. (2011) relataram que o utilizag@ofontes de acido graxa® em
comparacao com fontes de acidos graxos saturadpsrimdo de transicdo ndo melhorou o
statusimune dos animais neste periodo mais critico do die producao.

Analisando o comportamento das células de adesdongo do pré-parto, parto e
pos-parto foi observado para CD#enor expressio no pré-parto, pequeno aumento no
momento do parto em relacdo ao pré-parto e aundsmtexpressdo a partir da semana
posterior ao parto. (Figura 25A). A dieta SL apnése maior expressao em relacao as demais
ao longo do periodo experimental, principalmente periodos -28 a -14 (dias em relacdo ao
parto) e do momento do parto ad’ tha de lactacdo (Figura 25A). Em relacdo a Ch8
observado no pré-parto expressdo semelhantesasntlietas avaliadas, no momento do parto
houve um declinio da expressao para todas as detesto a dieta suplementada com acido
graxo 3 , porém ao longo do periodo de lactacdo foi sad&S (6) apresentou maior

expressdo em relacdo as demais (Figura 25B).
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Figura 25 - Adeséo celular CD4A) e CD8 (B) no pré e pés-parto de acordo com as dietasrampntais.
Contrastes ortogonais: controle vs fontes lipidicafC1); semente de linhaga vs grao de soja + sais
de célcio insaturado (C2); gréo de soja vs sasattgo insaturado (C3).
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FONTE: (GANDRA, 2012).

Em relacido ao CDZ5oi obtida menor expressio para todas as diefgyiexentais
no pré-parto em relacdo ao momento do parto e sepado (Figura 26A). A dieta GS
apresentou maior expressdo desta molécula em oelagddemais, principalmente no

momento do parto e a partir do®idia de lactacdo, sendo que a dieta C apresentoorme
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expressdo em relacdo as demais por praticamerdeotpdriodo experimental (Figura 26A).
Para o CD62L foi observado declinio de sua expressédo em taddiets com a proximidade
do parto e no momento do parto, sendo que suass§maumento consideravelmente a partir
do 7 dia de lactagdo. De maneira semelhante ao CB2%eta C apresentou menor expressao
em todo o periodo experimental em relacdo as dstpkementadas com fontes de acidos
graxosm3 e w6 (Figura 26B). O agudo declinio da expressao @eléetina observada em
vacas ao parto €, em grande parte, devido ao efeitmncentracdes plasmaticas aumentadas
de cortisol neste periodo (WEBER et al., 2001)ultasdo em neutrofilia tipica. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos porsBiévet al. (2011) para a avalicdao do
CD62L".

Tendo em vista os resultados apresentados poddese gue as fontes de acidos
graxos®3 e o6 promovem uma melhora na funcdo imune de vacgseriodo transicdo e
inicio de lactacéo, sendo que a fonte de acidoogiei esta diretamente relacionada com
imunidade inata dos animais (CD)4 as fontes de acidos graxo8 esta relacionado com a

imunidade imediata (CD8e CD14) de vacas leiteiras no periodo de transicao.

Os resultados observados em relagcdo a funcéo icheivacas suplementadas com
fontes de acidos graxas3 e ®6, estdo intimamente correlacionados com os remdta
obtidos nos parametros de nutricdo, producéo, roktain e reproducdo. A porcentagem de
células positivas a fagocitose e a intensidade admcitose (Tabela 16), bem como a
expressdo das células de adesédo (Tabela 17) estmmado como o CMS (Figura 1A), BE
negativo (Figura 6A), producdo de leite (Figura 1L0Aem como as concentracdes
plasmaticas de AGNE (Figura 18A) e BHBA (Figura 1.8B

A perfeita integracado entre a nutricdo, reprodugdmunidade de vacas leiteiras
modernas no periodo de transi¢do e inicio de laotag fundamental para que os animais
consigam expressar 0 maximo potencial produtivdoago da lactacdo, sendo que este
potencial produtivo € expresso em producdo de, léngices reprodutivos adequados e
resisténcia a eventuais transtornos metabolicofeediosos. A necessidade da realizacdo de
estudos que busquem integrar as diversas areasvatedtultura de leite é fundamental para
gue possamos sugerir estratégias integradas visalntdo de cada animal o seu maximo
potencial produtivo.
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Figura 26 - Adeséo celular CDZB) e CD62L°(B), no pré e pds-parto de acordo com as dietasrempntais.

CD25* (a-I1L-2)

CD62L* (L-selectina)

Contrastes ortogonais: controle vs fontes lipidicagC1); semente de linhaga vs grao de soja + sais
de célcio insaturado (C2); gréo de soja vs sasattgo insaturado (C3).
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7 CONCLUSOES

A suplementacdo de acidos grax®8 e w6 em vacas leiteiras no periodo de
transicdo e inicio de lactagdo nado influenciou geslido, o desempenho produtivo e a
qualidade oocitaria e embrionaria, no entanto @lter porcentagem e producéo de gordura no
leite, bem como o perfil metabdlico, sendo estewrdéa dependentes da fonte de acido graxo

suplementada.

As fontes de acidos graxas3 e w6 influenciaram positivamente de maneira

preponderante o sistema imune de vacas leiteirpemodo de transicdo e inicio de lactacao.
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