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RESUMO

CALOMENI, G. D. Avaliacdo comparativa da suplementacédo de acidos graxos saturados
e insaturados sobre o desempenho produtivo, qualidade oocitaria e embrionaria, e
metabolismo de vacas leiteiras no periodo de transico e inicio de lactacdo. [Comparative
evaluation of saturated and unsaturated fatty acids on productive performance, embryo and
oocyte quality, and blood profile of dairy cows throughout the transition period and early
lactation]. 2016. 114 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2016.

Objetivou-se avaliar a suplementacédo dietética de acidos graxos saturados e insaturados sobre
0 metabolismo, e desempenhos produtivo e reprodutivo no periodo de transicdo e inicio de
lactacdo de vacas leiteiras. Foram utilizadas 36 vacas da raca holandesa distribuidas
aleatoriamente para receber uma das trés dietas experimentais. No periodo pré-parto as dietas
foram: Controle (CON), sem adicdo de gordura e 2,8% de extrato etéreo baseado na matéria
seca; Gordura Saturada (SAT), com incluséo de 2,4% de MAGNAPAC® (Tectron Ltda.) com
4,7% de EE baseado na MS; Gordura Insaturada (INS), com inclusdo de 11% de grdo de Soja,
com 4,7% de EE baseado na MS. No periodo pés-parto, Controle (CON), sem adicao de gordura
e com 2,8% de EE baseado na MS; Gordura Saturada (SAT), com inclusdo de 2,6% de
MAGNAPAC® (Tectron Ltda.) com 5,0% de EE baseado na MS; Gordura Insaturada (INS),
com inclusdo de 13% de Grdo de Soja, com 5% de EE baseado na MS. As dietas foram
fornecidas 35 dias da data prevista do parto até 90 dias de lactacdo. No periodo pré-parto foi
utilizada silagem de milho como volumoso, em uma relagdo volumoso:concentrado de 70:30,
enguanto que no periodo pds-parto foram utilizados 5% de feno de tifton e 45% de silagem de
milho como fontes de volumoso, com uma relacdo entre volumoso:concentrado de 50:50. A
producdo de leite foi mensurada diariamente durante todo o periodo experimental. As amostras
utilizadas para analise da composicdo e o perfil de acidos graxos do leite foram coletadas
semanalmente, sendo provenientes das duas ordenhas diérias. As amostras de sangue para
analise dos metabdlitos sanguineos foram coletadas semanalmente. Do dia 14 ao dia 90 pés-
parto foi realizado avaliacdo da dindmica folicular por ultrassonografia. Nos dias 30, 60 e 90
foram realizadas aspirac@es foliculares, com posterior fertilizacdo in vitro dos odcitos. Todas
as variaveis mensuradas foram avaliadas pelo procedimento PROC MIXED do SAS (2004)
utilizando-se os seguintes contrastes ortogonais: Controle vs Fontes de Lipideo (C1); Fonte de
acidos graxos saturados x Fonte de acidos graxos insaturados (C2). Foi utilizado nivel de 5%
de significancia. No periodo pds-parto, a suplementagdo de lipideos aumentou as concentraces
de AGNE quando comparada a dieta CON. O tratamento INS reduziu as concentracdes de
proteinas totais e de BHB quando comparado ao SAT. Houve interacdo entre tempo e dieta



paras as variaveis colesterol total, LDL e BHB. Houve reducdo da producéo de leite corrigida
para 3,5% de gordura, na producdo total de gordura e de proteina, e no teor de gordura do leite
quando comparado o tratamento INS com o SAT. A suplementacdo de lipideo reduziu as
concentracdes do somatdrio dos acidos graxos saturados (X A.G. Saturados), dos acidos graxos
com menos de 16 carbonos (>C16), e da relacdo entre acidos graxos saturados com insaturados
(X SFA/(MUFA+PUFA)); e aumentou as concentracGes de &cidos graxos acima de 16 carbonos
(>C16), de acidos graxos insaturados com 18 carbonos, da somatdria dos acidos graxos
insaturados e dos &cidos graxos poli-insaturados (£ A.G. Poli-insaturados). O tratamento INS
aumentou a concentragdo de acidos graxos poli-insaturados totais (X A.G. poli-insaturados), e
reduziu o total de &cidos graxos de 16 carbonos (C16) em relacéo ao tratamento SAT. Houve
reducdo no namero de foliculos classe 1, e foliculos totais (NC1 e NTFol) com suplementacéo
de lipideo. O tratamento SAT aumentou o numero de foliculos classe 5 (NC5), em relacéo ao
INS. N&o houve alteracdo na qualidade oocitaria e embrionaria com a suplementacao de lipideo
e entre as duas fontes de lipideo. A suplementacdo de lipideos insaturados através da
suplementacéo via grdo de soja cru e integral, quando comparada a suplementacédo de lipideos
saturados, para vacas no periodo de transicdo e inicio de lactacdo, ndo interferiu na dindamica
folicular e qualidade oocitaria e embrionaria; e reduziu o desempenho produtivo, devido as
reducdes na producéo de gordura do leite a na producéo de leite corrigida para 3,5% dos animais

suplementados.

Palavras chaves: Desempenho reprodutivo. Gordura. Grdo de soja. Producédo de leite. n-6.



ABSTRACT

CALOMENI, G. D. Comparative evaluation of saturated and unsaturated fatty acids on
productive performance, embryo and oocyte quality, and blood profile of dairy cows
throughout the transition period and early lactation [Avaliacdo comparativa da
suplementacdo de acidos graxos saturados e insaturados sobre o desempenho produtivo,
qualidade oocitaria e embrionaria, e metabolismo de vacas leiteiras no periodo de transicao e
inicio de lactacdo]. 2016. 114 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2016.

The aim of the current experiment was to evaluate the saturated and unsaturated fatty acid
supplementation effects on metabolism, productive and reproductive performance during the
transition period and early lactation of dairy cows. Thirty-six Holstein cows were randomly
distributed to one of three experimental treatments. Throughout the pre-partum period cows
received: Control (CON), no fat supplement with 2.8% of ether extract (EE) on DM basis;
Saturated fat (SAT) - MAGNAPAC® (Tectron Ltda.), addition of 2.4% of MAGNAPAC and
4.7% of EE on DM basis; Unsaturated fat (UNS) — Whole soybeans, addition of 11% of whole
raw soybeans and 4.7% of EE in DM basis. In post-partum period the diets follows: Control
(CON), no fat supplementation with 2.8% of ether extract (EE) in DM basis; Saturated fat
(SAT) - MAGNAPAC ® (Tectron Ltda.), addition of 2.6% of MAGNAPAC and 5.0% of EE
in DM basis; Unsaturated fat (UNS) — Whole soybeans, addition of 13% of whole raw soybeans
and 5.0% of EE in DM Basis. The treatments were supplied from day 35 of expect calving date
until 90 days in milk. During the pre-partum period, diet forage to concentrate ratio was 70:30,
in which corn silage was used as the forage source. During the post-partum period, diet forage
to concentrate ratio was 50:50, in which Tifton hay (5%) and corn silage (45%) were used as
forage sources. The milk yield was daily measured during all experimental period. The samples
used for milk composition and milk fatty acid profile were collected once a week, milk from
the morning and evening milking being mixed proportionally to the milk yield. Blood samples
for metabolites analysis were collected weekly before the morning feeding. Follicular dynamic
was monitored by trans “rectal ultrasonography form 14 until 90 days in milk. Ovum pick-up
and in vitro fertilization were performed on days 30, 60, 90 post-partum. Data were analyzed
using the PROC MIXED procedure of SAS (2004). Differences among treatments were
evaluated by orthogonal contrasts as follows: Control vs Fat sources (C1), and Saturated fatty
acid source vs Unsaturated fatty acid source (C2). Significance level was set at 5%. In post-

partum, fat supplementation increased NEFA concentrations when compared to control diet.



The UNS treatment reduced total protein concentration in blood compared to SAT. Diet*time
interaction effect was observed in total cholesterol, LDL and BHB. The UNS decreased fat
corrected milk, fat content, milk protein and fat yield compared to SAT. Fat supplementation
decreased X Saturated F.A, fatty acids lower than 16 C and the relationship between saturated
and unsaturated fatty acids, and increased the concentration of fatty acids higher than 16 C,
unsaturated fatty acids with 18 C, and £ PUFA. UNS increased £ PUFA and decreased fatty
acids with 16 C, when compared to SAT. Fat supplementation decreased class 1 follicle and
total follicles. Treatments did not affect embryo and oocyte quality. Supplementation of
unsaturated fat, through supplementation of whole raw soybean for cows in the transition period
and early lactation did not affect the reproductive performance (follicular dynamics and oocyte
and embryo quality) and reduced the productive performance due to decrease of milk fat

production and fat corrected milk for 3.5% of the supplemented animals.

Keywords: Reproductive performance. Fat. Soybean. Milk yeld. n-6.
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1 INTRODUCAO

O periodo de transi¢cdo é considerado o periodo de tempo compreendido das Gltimas trés
semanas anteriores ao parto até as trés primeiras semanas de lactacio (GRUMMER, 1995).
Esse periodo € caracterizado por grandes mudancas nas demandas de nutrientes no organismo
da vaca leiteira, sendo necessarias coordenadas alteracdes no metabolismo animal para atender
suas exigéncias nutricionais (BELL, 1995). Apos o parto, a producdo de leite e 0 consumo de
alimentos aumentam consideravelmente, no entanto, a velocidade de aumento na producao de
leite € maior do que a velocidade de aumento de consumo de alimentos e, consequentemente,
de nutrientes (TAMMINGA et al., 1997). Devido a essa assincronia entre a demanda e a
disponibilidade de nutrientes no final de gestacdo e inicio de lactacdo, vacas leiteiras sao
submetidas a periodos de balanco negativo de nutrientes, principalmente energia, proteina e
calcio (BELL, 1995).

Para atender as exigéncias nutricionais de energia durante o periodo de transicdo, vacas
leiteiras mobilizam grandes quantidades de acidos graxos do tecido adiposo, resultando em
aumento na concentracdo de acidos graxos ndo-esterificados (AGNE) na corrente sanguinea
(DRACKLEY, 1999). Os AGNE presentes na corrente sanguinea podem ser utilizados por
diversos tecidos corporais para a geracdo de energia (economia na utilizacdo de glicose) e
incorporados na gordura do leite, em nivel de glandula mamaria. Em nivel hepatico, podem ser
oxidados completa ou parcialmente, esterificados ou exportados como lipoproteina de muito
baixa densidade (VLDL) (GRUMMER, 1993). O figado aparentemente metaboliza 0s AGNE
de acordo com a proporcdo de seu suprimento via corrente sanguinea, resultantes da

mobilizagdo de reservas corporais (EMERY et al., 1992).

No entanto, a capacidade hepatica de oxidacdo de acidos graxos e exportacdo de VLDL
sdo relativamente baixas em ruminantes (GRUMMER, 1993). Assim, 0 excesso de AGNE em
nivel hepético, resultantes da excessiva mobilizacdo de reservas corporais de vacas leiteiras
durante o periodo de transicdo e inicio da lactacdo, pode exceder a capacidade hepética de
metabolizacdo desses acidos graxos, resultando no armazenamento hepatico de triglicerideos
(oriundos da esterificacdo dos AGNE), levando os animais ao desenvolvimento de figado
gorduroso (acumulo de triglicerideos no parénquima hepatico) (DRACKLEY, 1999). O

acumulo de triglicerideos no parénquima hepéatico reduz a capacidade hepatica de
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gliconeogénese a partir do propionato, o principal precursor de glicose em ruminantes
(CADORNIGA-VALINO et al., 1997; OVERTON et al., 1999). Somado a isso, Leroy et al.
(2005) detectaram concentragdes elevadas de AGNEs no liquido folicular de vacas leiteiras em
BEN poucos dias ap6s o parto. Em um estudo in vitro os autores demonstraram efeitos
prejudiciais no desenvolvimento embrionario quando ovdcitos foram maturados em um
ambiente com altas concentracdes de AGNEs e baixas concentrac¢des de glicose (LEROY etal.,
2008). Dessa forma, em BEN excessivo, 0 animal estara sujeito a alteragdes nos desempenhos

produtivo e reprodutivo.

Pensando na reducdo do BEN, a suplementacdo dietética de lipideos para vacas leiteiras
tem sido pratica comum na alimentagdo durante o periodo de transi¢do, principalmente por
permitir melhora no status energético desses animais. A suplementacdo de gordura nas dietas
de vacas de alta producdo é frequentemente utilizada durante o pds-parto por aumentar a
densidade caldrica da dieta sem reduzir o contetdo de fibras e, assim, promover aumento da

ingestdo de energia reduzindo o BEN e suas consequéncias (GRUMMER, 2004).

Quando sdo adicionadas fontes de lipideo na dieta de vacas em lactacdo, normalmente
ocorrem aumentos na producédo de leite. No entanto, segundo o NRC (2001), as respostas
produtivas a suplementacédo de lipideo nas dietas de vacas em lactacdo é dependente da dieta
basal, estagio de lactacdo, balanco energético, composicdo e quantidade da fonte de lipideo
utilizada. Staples (2001) cita que a resposta produtiva a utilizacdo de lipideo dietética
suplementar para vacas em lactacdo pode resultar em acréscimos na producdo de leite de até
2,0 a 2,5 kg/vaca/dia, desde que os animais estejam adaptados as dietas contendo gordura e
tenham tempo suficiente para responderem as dietas ricas em energia. Segundo este autor, a
primeira razao para a ocorréncia do aumento de producéo é que a adi¢do de lipideo a uma dieta
tipica para vacas em lactacdo aumenta a densidade energética dietética, sendo que o0 consumo
diario de energia é usualmente aumentado. Somado a isso, a gordura possui melhor eficiéncia
de utilizacdo do que outras fontes energéticas, onde suas perdas energéticas durante o
metabolismo s@o menores em relagdo aos demais graos utilizados em concentrados e aos

volumosos.

Entretanto, segundo Grummer (2004), apesar de, em teoria, o principal papel do
fornecimento de gordura suplementar na dieta de vacas em lactagdo seja aumentar 0 consumo
de energia no inicio da lactacdo, recentemente alguns estudos tem demonstrado que os acidos

graxos poli-insaturados sdo mais do que uma fonte energética. Na verdade, sdo potentes
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reguladores do metabolismo, podendo influenciar as funcbes hepética, adiposa, mamaria,
alterando também a resposta reprodutiva e imunoldgica. Essa resposta extra-caldrica, conhecida
como efeito nutracéutico, no entanto, ndo é apresentada pela suplementagdo com acidos graxos

saturados.

Em relacdo ao desempenho reprodutivo, durante o balango energético negativo, eventos
homeorréticos sustentam as necessidades metabolicas da lactacédo e, aparentemente, a funcéo
da glandula mamaria tem prioridade metabdlica em relacdo a funcdo ovariana (STAPLES et
al., 1998). Portanto, a funcdo reprodutiva no poés-parto é diretamente dependente da
disponibilidade de nutrientes a serem utilizados para a lactacdo. O retorno a ciclicidade depende
da recuperacdo da funcdo normal do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (BUTLER,;
SMITH, 1989). Segundo Beam e Butler (1997), o atraso na ovulacéo pos-parto esta diretamente
associado ao estado energético da vaca, ou seja, quanto maior o BEN, maior o tempo para
retorno a ciclicidade; bem como a efeitos adversos na eficiéncia reprodutiva subsequente da
vaca. Sendo assim, a adi¢éo de fontes de lipideo suplementar na dieta de vacas lactantes € uma
alternativa para diminuir o periodo do balango energético negativo e maximizar o desempenho
reprodutivo no pés-parto (SARTORI; GUARDIEIRO, 2010).

Assim como na glandula mamaéria, além do efeito energético das lipideos em geral, a
suplementacdo com fontes de acidos graxos insaturados influencia diretamente o sistema
reprodutivo através de seus respectivos efeitos nutracéutico. Segundo Staples et al. (1998), além
do efeito energético, existem varios mecanismos possiveis pelos quais a gordura dietética
insaturada pode aumentar a funcao reprodutiva: 1) aumento da esteroidogénese favoravel ao
aumento da fertilidade; 2) manipulacgdo da insulina tal que estimule o desenvolvimento folicular
ovariano; 3) aumento das concentracfes plasmaticas de colesterol que, por sua vez, serve como

precursor para sintese de progesterona; 4) influéncia na producéo e liberacdo da PGF2..

A suplementagdo com &cidos graxos tem apresentado efeitos benéficos no ovario, o6cito,
embrido e no Utero em vacas leiteiras (BILBY et al., 2006). Com relacéo as estruturas ovarianas,
vacas leiteiras suplementadas com dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados ou que
receberam infusdo de gordura no abomaso tiveram foliculos dominantes maiores (STAPLES et
al., 1998; ROBINSON et al., 2002). Da mesma forma, Staples et al. (2000) detectaram um
maior tamanho do foliculo ovulatorio em vacas de leite suplementadas com &cidos graxos poli-
insaturados, em comparacao as que receberam acido oleico na dieta. Em outros estudos, maiores

foliculos pré-ovulatorios também foram relatados em vacas de leite que receberam acido
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linolénico (AMBROSE et al., 2003; BILBY et al., 2006) e linoleico (BILBY et al., 2006) em
relagdo aos grupos controle.

A suplementacdo com 4&cidos graxos insaturados tem melhorado qualidade oocitaria
(ZERON et al., 2002) e embrionéria (KOJIMA et al., 1997; CHILDS et al., 2008). Estes efeitos
benéficos das fontes de lipideo, sobre a qualidade oocitéaria e embrionéria, também sdo relatados
por Bilby et al. (2006); Petit et al. (2008) e Cerri et al. (2009).

Outro fator importante, € que em uma revisdo, Santos et al. (2008), relataram diversos
estudos que demonstraram aumento da progesterona circulante com o fornecimento de acidos
graxos poli-insaturados. A causa da associacdo observada entre suplementacdo com lipideos e
maiores concentragdes circulantes de hormonios esteroides relatada por diversos autores néo
estd bem definida. Especula-se que por meio da acéo dos &cidos graxos poli-insaturados, ocorra
aumento da pulsatilidade de LH (HIGHTSHOE et al., 1991), com um consequente aumento no
tamanho do foliculo pré-ovulatério e subsequente area de corpo lateo (RAES et al., 2004), ou

pela diminuicdo do metabolismo hepatico desses hormoénios (HAWKINS et al., 1995

Assim, a utilizacdo de fontes de lipideo dietética na alimentacdo de vacas no periodo de
transicdo e inicio de lactacdo pode promover maior absorcdo de acidos graxos essenciais,
alterando de forma benéfica o metabolismo hepatico e a funcao reprodutiva, além de promover
melhor atendimento das exigéncias nutricionais por meio de maior ingestdo de energia,

melhorando o desempenho produtivo e reprodutivo de vacas no inicio de lactacao.
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2 HIPOTESE

A suplementacdo dietética de gréo de soja cru e integral como fonte de acidos graxos
poli-insaturados (®-6), quando comparada a fonte de gordura saturada, influencia
positivamente o metabolismo de vacas leiteiras durante o periodo de transi¢do e inicio de
lactacdo, com melhoras no perfil metabdlico, e otimizacdo do desempenho reprodutivo, sem

influenciar a producéo de leite.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar comparativamente a suplementacéo dietética de
acidos graxos saturados e insaturados sobre o metabolismo, e desempenhos produtivo e

reprodutivo no periodo de transicéo e inicio de lactacdo de vacas leiteiras.
Os objetivos especificos na avaliacdo do desempenho produtivo foram:
v Producdo e composic¢do do leite;
v' Perfil de acido graxo no leite;
v" Perfil metabdlico.
Os objetivos especificos na avaliacdo do desempenho reprodutivo foram:
v" Dinamica folicular;
v Qualidade oocitéria;
v Qualidade embrionaria.

Foram avaliados producdo e composicao do leite, e perfil de acidos graxos na gordura do
leite; dindmica folicular, quantificacdo e classificacdo de complexos cummulus o6cito (CCO),
quantificacdo e classificacdo de embrides in vitro; avaliacdo dos parametros plasmaticos de
glicose, AGNE, B-hidroxibutirato, colesterol total, colesterol HDL, proteinas totais, albumina,

enzimas hepaticas (aspartato aminotransferase, gama-glutamiltransferase) e ureia.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PERIODO DE TRANSICAO E INICIO DE LACTACAO EM VACAS LEITEIRAS

O periodo compreendido entre as trés semanas que antecedem ao parto e as trés
semanas que sucedem o parto € conhecido como periodo de transicdo ou periparto
(GRUMMER, 1995), e compreende diversas alteracGes metabdlicas que alteram a vaca de um
estado gestante e ndo lactente, para um estado lactente e nfo gestante. E um periodo marcado
por grandes alteracGes metabdlicas e hormonais responsaveis por permitir e sustentar o parto e
toda a lactagdo. Essas alteragdes, as quais sdo muito mais draméticas do que em qualquer outra
fase produtiva do animal, influenciam diretamente o metabolismo e a utilizacdo de nutrientes
pelos diferentes tecidos (GRUMMER, 1995). Esse periodo € caracterizado por grandes
mudancas nas demandas de nutrientes no organismo da vaca leiteira, sendo necessarias
coordenadas alteracdes no metabolismo animal para atender suas exigéncias nutricionais
(BELL, 1995). Nesta fase, o animal apresenta-se em um estado fisiolégico conhecido como
balangco negativo de nutrientes (BEN), caracterizado por uma exigéncia maior do que seu
aporte nutricional. Nas semanas que antecedem o parto, 0 aumento das exigéncias nutricionais
causada pela maior taxa de crescimento fetal, somada a reduzida capacidade de ingestdo de
alimentos causada pela pressdo fisica fetal e possivelmente por causas endocrinas
(GRUMMER et al., 1995), inserem o animal nesse status de balan¢o negativo de nutrientes.
Esse quadro perpetua-se durante o inicio de lactacdo onde a producéo de leite e 0 consumo de
alimentos aumentam consideravelmente em vacas leiteiras. No entanto, a velocidade de
aumento na producdo de leite € maior do que a velocidade de aumento de consumo de alimentos
(TAMMINGA et al., 1997). Esse quadro encerra-se com a diminuig&o fisioldgica na produgao

de leite, porém com continuacgdo no aumento da ingestao de alimentos.

Em funcdo dessa assincronia entre exigéncia e aporte de nutrientes, vacas leiteiras sao
submetidas a periodos de balanco negativo de nutrientes, principalmente energia, proteina e
calcio, no final da gestacéo e no inicio da lactacdo (BELL, 1995). Para atender a esse estado
de balanco negativo de nutrientes, principalmente do BEN, ocorrem diversas adaptacfes

fisiologicas no organismo do animal. Essas adaptacfes sdo responsaveis por atender as
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exigéncias fisioldgicas de glicose, aminoacidos, &cidos graxos e calcio, que possuem
respectivamente suas exigéncias, triplicadas, duplicadas, quintuplicadas e quadruplicadas
(BELL, 1995). Essas adaptacbes ao BEN consistem em orquestradas adaptacOes
principalmente no metabolismo da glicose e de lipideos. Essas alteracdes sdo baseadas na
geracdo de energia a partir de novos compostos (principalmente acidos graxos), e, a0 mesmo
tempo, economia na utilizacdo de glicose (energia) por alguns tecidos corporais,
principalmente tecidos periféricos como a musculatura esquelética (HERDT, 2000).

Nessa fase, ocorrem adaptacdes metabolicas no metabolismo da glicose, com aumento
na gliconeogénese hepéatica (REYNOLDS et al., 2003) e reducdo da oxidacdo da glicose pelos
tecidos periféricos (BENNINK et al., 1972), com intuito de aumentar o aporte de glicose para
a lactogénese. Além dessas alteracfes no metabolismo da glicose, ocorrem também, profundas
alteracdes no metabolismo lipidico do animal. A primeira adaptacdo nesse metabolismo é a
mobilizacdo de gordura corpdrea para 0 atendimento das exigéncias energéticas durante o
periodo de BEN, resultando em um acimulo de &cidos graxos nédo esterificados (AGNE) na
corrente sanguinea (DRACKLEY, 1999). Os AGNE presentes na corrente sanguinea podem
ser utilizados por diversos tecidos corporais para a geracdo de energia (economia na utilizacéo
de glicose), ou incorporados na gordura do leite, em nivel de glandula mamaria. J& em nivel
hepético, podem ser oxidados completa ou parcialmente, esterificados ou exportados como
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (GRUMMER, 1993). Essa condi¢do de BEN
dos animais no inicio de lactacdo é fisioldgica e rotineiramente os animais perdem cerca de 1
ponto de ECC nesta fase, aproximadamente 10 % do peso vivo. Esta mobilizacéo fisiolégica
pode ser responsavel por até 30% da producdo de leite nos primeiros 21 dias de lactagédo
(GRUMMER, 1995).

O figado aparentemente metaboliza os AGNE de acordo com a propor¢cdo de seu
suprimento via corrente sanguinea, resultantes da mobilizacdo de reservas corporais (EMERY
et al., 1992). No entanto, a capacidade hepética de oxidagdo de &cidos graxos e exportacdo de
VLDL e relativamente baixa em ruminantes (GRUMMER, 1993). Assim, o excesso de AGNE,
resultantes da excessiva mobilizacdo de reservas corporais principalmente durante o inicio de
lactacdo, pode exceder a capacidade de metabolizacdo hepatica desses acidos graxos, resultando
no armazenamento hepético de triglicerideos (oriundos da esterificacdo dos AGNE), levando
os animais ao desenvolvimento de figado gorduroso (DRACKLEY, 1999). O acumulo de
triglicerideos no parénquima hepatico reduz a capacidade gliconeogénica hepatica a partir do
proprionato, o principal precursor de glicose em ruminantes (CADORNIGA-VALINO et al.,
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1997; OVERTON et al., 1999), o que resultaria em queda no aporte energético para o animal,
acentuando o BEN. Dessa forma, o animal estara sujeito a alteragBes nos desempenhos
produtivo e reprodutivo, bem como alteragdes de saude, sendo prioridade a identificacdo de
estratégias de manejo que promovam uma reducdo dessa mobilizacdo das reservas corporais
(GRUM et al., 2002; PIRES et al., 2007).

42 NUTRICAO E ALIMENTACAO DE VACAS LEITEIRAS NO PERIODO DE
TRANSICAO

Manejo e metabolismo de vacas no periodo de transicao se tornaram os principais focos
das pesquisas sob fisiologia e nutri¢do nos Gltimos anos (OVERTON; WALDRON, 2004). E
reconhecido que diversas desordens metabolicas e queda nos desempenhos produtivo e
reprodutivo sdo decorréncias de erros nutricionais durante esse periodo, sendo estritamente
relacionado a severidade da intensidade do BEN. Dessa forma, quanto maior o BEN, maiores

serdo as reducdes nos desempenhos produtivo e reprodutivo dos animais (GRUMMER 1995).

Diversos estudos tém sido realizados com intuito de desenvolver estratégias
nutricionais para maximizacdo de ingestdo de nutrientes com consequente minimizacdo do
BEN. Segundo Butler (2004), manter o consumo de energia no pré-parto até o parto e aumentar
rapido no poés-parto seria uma estratégia interessante de minimizar o BEN. Para isso, uma
importante estratégia utilizada durante o periodo pré-parto é o agrupamento de vacas durante
o0 periodo seco em dois grupos distintos: o primeiro grupo abrange os animais que iniciam o
periodo de repouso que compreende 0 momento da secagem dos animais até 21 dias antes do
parto, denominada fase 1 ou “FAR OFF”; o segundo grupo abrange os animais desde do final
da fase 1 até o parto, sendo fornecido nesse periodo dietas ricas em carboidratos ndo fibrosos
(CNF), e este periodo é denominado de fase 2 ou “CLOSE UP”. O NRC (2001), preconiza
para a fase “FAR OFF” uma dieta com aproximadamente 1,25 Mcal de energia liquida de
lactacdo (Mcal ELi)/kg de matéria seca (MS), e para a fase “CLOSE UP” uma dieta com
aproximadamente 1,62 Mcal EL/kg de MS. O aumento da densidade energética pode resultar
em maior ingestdo de energia durante o peri-parto e diminuicdo de até 9 vezes o acumulo de
gordura no parénguima hepatico (15,0 mg/g de tecido) (VANDEHAAR et al.,1995).
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Umas das formas de se atingir esse aumento da densidade da dieta é a utilizagdo de uma
maior quantidade de CNF. Somado a esse maior aporte energético existe ainda o conceito de
que a maior utilizacdo de CNF nas dietas durante a fase “CLOSE UP” promove maior
desenvolvimento das papilas ruminais proporcionando maior absorcdo dos acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) produzidos durante a fermentacao ruminal (DIRKSEN et al., 1985). Ha
também uma prévia adaptacdo da microbiota ruminal, preparando o ambiente do rimen para a

dieta de lactacdo que em breve sera utilizada.

Outra excelente estratégia para aumento da densidade energética das dietas durante a
fase “CLOSE UP” e principalmente no inicio de lactacdo é a suplementacdo com lipideos,
e sera extensamente discutida durante o0s posteriores topicos dessa tese.

4.3 UTILIZACAO DE LIPIDEOS NA ALIMENTACAO DE VACAS LEITEIRAS NO
PERIODO DE TRANSICAO

Os &cidos graxos sao compostos de cadeias com hidrocarbonetos variando de 4 a 36 atomos
de carbono, podendo ser estas cadeias: ramificadas, que caracterizam a insaturacdo deste acido
graxo; ou nao ramificada, no caso de acidos graxos saturados. Varias formas de lipideo
normalmente sdo utilizadas na nutricdo de vacas leiteiras, como as oleaginosas, a gordura
vegetal e a gordura protegida (CHILLIARD, 1993; NRC, 2001).

A suplementacdo com lipideos nas dietas de vacas leiteiras tem sido muito utilizada desde
a década de 60. Seu uso é motivado principalmente devido ao seu elevado valor energético (9
cal/g), sendo uma importante estratégia para aumento da densidade energética de dietas com
consequente reducdo do BEN (BERCHIELLI et al., 2011). Os atomos de carbono dos acidos
graxos sdo mais reduzidos e, portanto liberam 2,25 vezes mais energia em sua oxidagéo,
comparado aos carboidratos (LEHNINGER, 2005). Somado a esse efeito energético, lipideos
presentes nas membranas celulares (fosfolipideos) possuem um papel importante na regulacao
do metabolismo (SANTOS et al., 2008). Alteracbes no comprimento de cadeia, grau de
instauracao, e posicao das duplas ligaces possuem grande impacto nas fun¢es desempenhadas
pelos acidos graxos no desempenho produtivo e reprodutivo dos animais (STAPLES et al.,
1998; MATTOS et al., 2000). Dessa forma, esses possiveis efeitos com a suplementacdo

lipidica s@o decorrentes diretamente da fonte utilizada.
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431 Metabolismo dos Acidos Graxos

Os é&cidos graxos, independente do seu grau de instauracdo, possuem elevado valor
energético (9 kcal/g) (BERCHIELLI et al., 2011) e baixo incremento calérico, sendo o seu
principal uso, na grande maioria das vezes, como fonte energética, reduzindo a severidade do
BEN durante o periodo de transicao.

Semelhante aos monogastricos, nos ruminantes os acidos graxos gque atingem a mucosa
intestinal sdo absorvidos por combinacdo de difusdo simples ou por agentes carregadores
auxiliados por proteinas ligadoras a acidos graxos. Quase 90 % dos lipideos que atingem o
intestino delgado dos ruminantes séo acidos graxos livres ligados a particulas de alimentos, e
em menor quantidade fosfolipideos microbianos e triglicerideos que escapam do metabolismo
ruminal (DOREAU; CHILLIARD, 1997). Uma vez na membrana, 0s AG sdo esterificados
formando triacilglicerdis. Dentro do complexo de Golgi, os lipideos sdo combinados com
apoproteinas especificas, formando quilomicrons e lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL). Apds essa formacdo, eles prosseguem por exocitose para os ductos linfaticos
torécicos, adentrando posteriormente na veia jugular anterior ao coragdo, e entdo para a
circulagdo geral. Os quilomicrons e VLDL sdo transportadores de lipideos intestinais
(alimentar) para os tecidos. A absorcdo dos acidos graxos presentes nos quilomicrons e no
VLDL é mediada pela lipase lipoprotéica (LPL), enzima essa encontrada nas células epiteliais
de diversos tecidos. Dessa forma, os acidos graxos podem ser utilizados com fonte energética
por diversos tecidos (GRUMMER, 1993).

Em nivel hepatico, o destino normal dos acidos graxos pode seguir por duas rotas
metabdlicas distintas: para producdo de energia, ou sua incorporagdo nos triacilglicerdis e
fosfolipideos que serdo entdo exportados para corrente sanguinea como VLDL. Como 0s
ruminantes tém baixa capacidade hepatica em sintetizar VLDL, durante periodos de BEN
severos a absorcdo hepatica de acidos graxos excede sua capacidade de exporta-los para
corrente sanguinea, ocasionando quadro metabolico conhecido como esteatose hepatica (ou
figado gorduroso).

Para geracdo de energia, 0s acidos graxos precisam ser oxidados. Para isso, primeiramente,
devem ser transportados para dentro das mitocondrias, processo mediado pelo complexo
enzimatico carnitina-palmitoil transferase-1 (CPT-1), cuja atividade é regulada pela
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concentracdo de malonil-COA. Quando a insulina e glicose estdo disponiveis em concentraces
elevadas, a concentracdo de malonil-CoA ¢é alta e a atividade da CPT-1 é inibida, diminuindo a
oxidag8o dos acidos graxos. Em situacdo contraria, isto é, baixas concentracBes de glicose e
insulina, também a concentracdo de malonil-CoA € baixa e a atividade CPT-1 ¢ alta. Assim 0s
acidos graxos séo oxidados rapidamente, gerando grandes quantidades de acetato e equivalentes
redutores. O acetato é oxidado no ciclo de Krebs, que pode ter sua atividade decrescida em
decorréncia da elevada concentracdo de equivalentes redutores ou reduzida disponibilidade de
oxalacetato. Sob tais condi¢es, 0 acetato em excesso é desviado para sintese de acetoacetato,
um corpo cetdnico. Corpos cetbnicos na circulacdo também sdo fontes importantes de energia
para 0os musculos e o cérebro. (BERCHIELLI et al., 2006). Dessa forma, os acidos graxos,
independente do seu grau de insaturacdo, sdo excelentes fontes de energia para os tecidos

hepaticos, muscular, nervoso e adiposo.

4.3.2  Acidos Graxos Insaturados e Metabolismo Ruminal

A utilizagdo de fontes de lipideos nas dietas de vacas leiteiras normalmente aumenta a
densidade energética da racdo, melhorando o desempenho produtivo e reprodutivo dos animais.
No entanto, melhoras no desempenho reprodutivo ocorrem algumas vezes, sem que ocorra essa
alteracdo no balanco energético do animal (STAPLES et al., 1998). Esse efeito extra-caldrico
é conhecido como efeito nutracéutico, e é mediado pela composicdo da fonte de lipideo
(SANTOS et al., 2008). E notdrio o efeito energético apresentado por todos 4cidos graxos, e
qguanto maior sua cadeia de carbonos maior serad seu potencial energético. No entanto, efeitos
extra-caloricos sdo apresentadas apenas por acidos graxos que possuem dentro da sua cadeia de
carbono, duplas ligages, e o grau de instauragdo bem como 0 posicionamento dessas duplas
ligaghes é o que dita o seu papel na regulacdo dos diversos metabolismos (MATTOS et al.,
2000).

Dentre os acidos graxos existentes, o acido linoleico (C18:2), tem apresentado resultados
promissores como regulador de metabolismo (MATTOS et al., 2000; CERRI et al., 2004,
2009). Ele caracteriza-se por possuir uma cadeia com 18 carbonos, duas duplas ligacdes, sendo
que sua primeira dupla ligacéo localiza-se no carbono 6 a partir da extremidade do grupo metil,
compondo a familia do n-6 (MATTOS et al., 2000).
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Apesar dos possiveis efeitos positivos para os ruminantes com a suplementacdo com acidos
graxos insaturados, eles possuem efeitos negativos sobre o ambiente ruminal. Certos acidos
graxos, especialmente os poli-insaturados, sdo toxicos aos microrganismos ruminais. A
toxicidade é relacionada a natureza anfifilica dos acidos graxos, isto €, aqueles que séo soltveis,
tanto em agua como em solventes organicos. Tais acidos incluem os acidos graxos insaturados
de cadeia longa. Para sua defesa, 0s microrganismos ruminais desenvolveram um mecanismo
de autodefesa chamado de biohidrogenacdo, que converte acidos graxos insaturados em
saturados, que sdo consequentemente menos toxicos (BERCHIELLI et al., 2006).

Por ordem fisica da digestdo, todo o alimento ingerido passa pelo rumen antes de serem
absorvidos pelo epitélio intestinal. Sendo assim o metabolismo ruminal tem influéncia direta
sobre a suplementacdo de lipideos. O metabolismo ruminal dos acidos graxos foi bem estudado
e revisado por diversos autores (JENKINS et al., 2008; LOURENCO et al., 2010).

De uma forma geral, o metabolismo ruminal de lipidios pode ser resumido por dois
principais processos: lipolise e biohidrogenacdo de éacidos graxos insaturados (JENKINS,
1993). O processo de lipdlise consiste na quebra das ligacdes éster encontradas nos lipidios dos
alimentos da dieta seguida pela biohidrogenacao de acidos graxos insaturados, a qual reduz o
namero de duplas ligacdes de acidos graxos insaturados (AGI) advindos das fontes de lipideo
(JENKINS, 1993; BAUMAN; LOCK, 2006). A hidrélise é predominantemente realizada pelas
bactérias ruminais, sendo geralmente alta (>85%) e podendo ser influenciada por alguns fatores,
como o nivel de lipideo na racdo, pH ruminal e a utilizacdo de ion6foros, que podem inibir a
atividade e crescimento de bactérias (DOREAU; CHILLIARD, 1997).

Grande parte do processo de hidrélise de triglicerideos é realizado pelas lipases
microbianas, que sdo enzimas extracelulares ligadas em membranas compostas de particulas de
proteina, lipidios e acidos nucléicos (HEDERSON, 1973). A Anaerovibrio lipolytica é a mais
conhecida bactéria com atividade lipolitica (HEDERSON, 1973). Fay et al. (1990)
identificaram 74 cepas de bactérias ruminais que foram capazes de hidrolisar ligacdes éster.
Essas enzimas hidrolisam triacilglicerdis completamente para acidos graxos livres (AGL) e
glicerol, com pouca acumulagdo de mono ou diacilglicerideos (HAWKE, 1970). O glicerol é
fermentado rapidamente, produzindo acido propiénico como produto final.

O primeiro esquema sobre a teoria da biohidrogenacao foi proposta por Davis e Brown
(1970), e elaborada por Pennington e Davis (1975). Apos hidrolise os acidos graxos poli-
insaturados tornam-se entdo, disponiveis a acdo microbiana para 0 processo de

biohidrogenacgdo, que se inicia pela isomerizacdo da ligacdo cis-12 dos acidos linoleico e
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linolénico a ligagdo trans-11, que quando resultante do &cido linoleico, form&o AG cis-9, trans-
11, ou &cido linoleico conjugado (CLA) (Figura 1).

Figure 1-  Biohidrogenacdo ruminal dos &cidos linoleico e linolénico, pelos grupos A e B de bactérias

Acido Linol&nico C18:3
€15,9 CIS12, CIS,15

Acido Linoleico C18:2

J Grupo AeB CIS,9 CIs12
C18:3
Cl5,9, Trans-11, CIS,15 Grupo AeB
J Grupo AeB
C18:2
C18:2 CIS9, Trans,11 - CLA
Trans,11,CIS,15
GrupoAeB
Grupo B/ w
C18:1
TRANS,15 OU CIS,15 C18:1
TRANS,11
lGrupo B
Ac. Esteédrico
C18:0

Fonte: Davis e Brown (1970), elaborada Pennington e Davis (1975).

Em seguida, a dupla ligacdo cis-9 é hidrogenada, produzindo c18:1 trans-11 e c18:2
trans-11, cis-15 para os &cidos linoleico e linolénico, respectivamente. O ¢18:2 trans-11, cis-
15 sofre uma hidrogenacéo na dupla ligagdo cis-15, produzindo também c¢18:1 trans-11, o qual
é também hidrogenado na c1s:1 trans-11, resultando em acido esteérico (Figura 1). As bactérias
envolvidas na biohidrogenacao tém sido classificadas em dois grupos A e B, de acordo com 0
padrido metabolico (KEMP; LANOER, 1984). E preciso enfatizar que para se obter completa
biohidrogenacdo de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) ambos 0s grupos de bactérias sao
geralmente necessarios.

A acdo especifica de diferentes grupos microbianos (A e B) na hidrogenacdo de lipidios
no rimen é demonstrada na figura 1. O grupo A hidrogena os &cidos linoleico e linolénico
somente a C1g:1 trans-11, ja o grupo B é capaz de hidrogenar &cidos graxos monoinsaturados a
acido estearico. A espécie Butyrivibrio fibrisolvens tem sido reconhecida como a principal
bactéria responsavel pela biohidrogenacédo de acidos graxos insaturados no rimen (KEPLER et
al., 1970).
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Devido a ocorréncia do processo de biohidrogenacdo de AGI no rimen, os acidos graxos
da dieta sofrem mudancas em sua estrutura quimica, e o perfil de &cidos graxos que séo
absorvidos é alterado, sendo na grande maioria &cidos graxos saturados (HAVERTINE;
ALLEN, 2006), diminuindo seus efeitos nutracéuticos nos ruminantes. Dessa forma, um dos
maiores impedimentos para as pesquisas sobre os efeitos nutracéuticos dos acidos graxos
insaturados é predizer ou estimar a quantidade com que esses &cidos graxos fornecidos pela
alimentacdo realmente estdo atingindo os sitios de absor¢do (SANTOS et al., 2008).

A rota normal da biohidrogenacgdo dos acidos oleico, linoleico e linolénico formaré &cido
estearico, mas em algumas ocasides podem ocorrer alteragdes nessa rota e o produto final sera
alguns &cidos graxos trans como consequéncia da incompleta biohidrogenacdo daqueles acidos
graxos (BAUMAN; LOCKE, 2006) (Figura 2). Alguns desses acidos graxos, principalmente
0 CLA cisl0-trans12, tem efeitos diretos sobre a producdo gordura do leite (BAUMAN;
GRIINARI, 2003) e serao discutidos posteriormente.

Figure 2 -  Rota principal e alternativa para biohidrogenacédo do acido linoleico

Arido Linoleica Rota Fermentagio
C18:2 cis-0 cis-12 N:amat'ma

Arido RumEnico | CLA trans-10, cis-12
CLa& cis-9, trans-11

Acido vacEnico 131 trans-10

C1E:1 trans-11

Ac. Estedrico Ar. Estedrico
CiE:D C13:0

Fonte: adaptado Bauman e Locke, 2006

Embora o processo possa ser eficiente (90%), o grau de biohidrogenacao € dependente
das caracteristicas quimicas das fontes de gordura utilizadas, do tempo de retencdo no ramen,
das caracteristicas da populacdo microbiana presente no ramen-reticulo (BICKERSTAFFE;
WARNER, 1968), e frequéncia de alimentagdo (NRC, 2001). Juchem (2007) demonstrou que

mais de 70% do C18:2 n-6 fornecido pela alimentacdo para vacas leiteiras sdo
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biohidrogenados. Sendo assim, o metabolismo de &cidos graxos pelos microrganismos
ruminais possui efeito direto sob o perfil de &cidos graxos absorvidos no intestino, e
subsequentemente sobre o desempenho produtivo e reprodutivo dos animais suplementados

com distintas fontes de acidos graxos.

Para minimizac&o dos efeitos deletérios dos lipideos sobre o rimen, e diminuic¢do da
biohidrogenacdo ruminal dos acidos graxos insaturados, desenvolveu-se a tecnologia de
lipideos inertes no ramen, que possuem como principal objetivo, a protecdo dos triglicerideos
da degradacdo ruminal, podendo assim, alcancar seu sitio de absorcdo sem sofrer alteracdes
em sua estrutura fisica e sem interferir no ambiente ruminal. Das principais estratégias de
protecdo utilizadas atualmente podemos citar os sais de calcio (protecdo quimica) e sementes

de oleaginosas (protecdo natural).

4.4 FONTES DE LIPIDEOS INERTES NO RUMEN

441 Sais de Célcio

Diversos tipos de suplementos comerciais contendo lipidios inertes no rimen estdo
disponiveis no mercado. O mais comum deles sdo os sais de célcio de acidos graxos, obtido a
partir de acidos graxos de cadeia longa. Esses &cidos graxos reagem com o0s sais de célcio,
formando um sal do tipo R-COO-Ca, popularmente conhecido como sabéo de calcio. Existem
no mercado sais de célcio de &cidos graxos formados a partir de 6leo de palma, colza, soja,
girassol e linhaca. Considerando que ocorram possiveis efeitos deletérios da suplementacdo de
algumas fontes de gordura insaturadas sobre a fermentacdo ruminal, esses produtos comerciais
teriam como principal vantagem fornecer acidos graxos essenciais que iriam passar direto para
0 abomaso sem que ocorresse liberacdo de acidos graxos no rdmen, e consequentemente,
intensa biohidrogenacao ruminal, ndo afetando diretamente a populagdo microbiana e o perfil
de &cido graxo da fonte utilizada. Para tal, a ligacdo entre o célcio (Ca) e os acidos graxos nao

deve ser rompida.

Os sais de célcio de acidos de cadeia longa geram poucos efeitos sobre a populacédo

microbiana, e sobre os processos de degradacdo e absorcdo ruminal de nutrientes (ALLEN,
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2000; MATTOS, 2000). Normalmente, a inclusdo média de lipideos em dieta de vacas leiteiras
é de 3,5%, de modo que, alguns estudos resultam em quedas de até de 2% na digestibilidade da
matéria seca, para algumas oleaginosas e gorduras saturadas, entretanto, tem sido demonstrado
aumentos o de até 1,7% na digestibilidade pela suplementacdo com sais de célcio de acidos
graxos, que pode estar associado ao tipo de fibra e da relacdo volumoso:concentrado, de modo
que, o estabelecimento de um pH ruminal entre 6,5 e 7,0 pode contribuir com a diminuicdo da
quebra das ligacBes dos acidos graxos com o célcio, que pode vir a interferir na fermentacéao
ruminal e na producéo de &cido linoleico conjugado (CLA) (ONETTI; GRUMMER, 2004).

Além disso, atencdo especial deve ser dada a possiveis variagdes no consumo de matéria
seca quando se utiliza ragdes com sais de calcio de &cidos graxos em racGes de vacas leiteiras.
Isso ocorre porque, sempre que se descreve o uso de fonte alternativa de lipideo nas racdes de
animais é preciso enfatizar que o periodo de adaptacdo e a aceitabilidade da fonte de lipideos
podem ser considerados fatores determinantes para que se tenha resposta de desempenho
adequada dos animais. Allen (2000), em ampla revisdo de literatura avaliou estudos que
observaram o consumo de matéria seca de diferentes fontes de lipideos comumente utilizadas
nas racgdes de vacas leiteiras. Este autor observou que alguns experimentos utilizando os sais de
calcio de &cidos graxos de 6leo de palma como fonte de lipideo apresentaram reducdo do
consumo de matéria seca. Esses resultados, segundo este autor, podem ser atribuidos a questéo
da aceitabilidade desta fonte de lipideo, levando dessa forma ao baixo consumo encontrado.
Entretanto tem sido demonstrado em varios estudos, que apesar de haver uma reducdo no
consumo de matéria seca, o consumo de energia liquida ndo é reduzido, devido a maior
densidade energética das fontes de lipideo (JENKINS, 1993).

Em estudos recentes, a utilizagéo de sais de calcio de acidos graxos em vacas no periodo
de transi¢do ndo tem reduzido o consumo de matéria seca. Duske et al. (2009) avaliaram a
inclusdo de sais de célcio de acidos graxos em racOes de vacas Holandesas no periodo de
transicdo com média de producdo de leite de 34,0 kg/vaca/dia e um total de 5,9 % EE na matéria
seca total no pos-parto. Estes autores ndo observaram reducdo do consumo de matéria seca no
periodo pos-parto. Andersen et al. (2008) e Cerri et al. (2009) avaliaram vacas Holandesas com
suplemento comercial de acidos graxos de 6leo de palma e 6leo de soja com dietas de 8,0 % e
5,5 % de EE na matéria seca total respectivamente para as ragdes com fonte de lipideo. Estes

autores também ndo observaram reducdo no consumo de materia seca.
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Dessa forma, a inclusdo de &cidos graxos de sais de célcio em ra¢des de vacas leiteiras
pode ser considerada uma 6tima alternativa como fonte de lipideo, na tentativa de suprir a
demanda energética de vacas leiteiras no inicio de lactagdo. Entretanto, é preciso considerar um
periodo de adaptacao e a aceitabilidade dessa fonte de lipideo, pois em estagios criticos de baixo
consumo de matéria seca 0s animais submetidos a essa racdes pode ndo apresentar o

desempenho esperado.

4.4.2  Grao de Soja

A soja é um gréo rico em proteinas e &cidos graxos, cultivado em todo mundo como
fonte de alimento para humanos e animais, e pertence a familia Fabaceae (leguminosa).
Destaca-se entre 0s alimentos proteicos de origem vegetal como fonte alternativa de proteina e
energia, sendo considerada semente de oleaginosa mais disponivel no mundo, podendo ser
usada na alimentaco dos ruminantes na sua forma original (crua) ou processada (CORREA,
2007). Quanto ao custo, isso poderia acarretar vantagem econdmica, pois em regides produtoras

brasileiras, na maioria das vezes, o preco do grdo de soja é menor que o do farelo de soja.

Entre as caracteristicas nutritivas da soja integral importantes na nutricdo de ruminantes
destaca-se a grande quantidade de proteina degraddvel no rimen (PDR), que pode ser
convertida em proteina ndo degradada no rimen (PNDR) por meio de tratamento térmico, e ao
seu elevado teor de energia devido ao teor de extrato etéreo. As sementes de oleaginosas se
destacam por apresentar alto conteido de AGPI. O &cido linoleico (C18:2) é o predominante
nas fontes mais comuns (DHIMAN et al., 2005).

Além da vantagem do grao de soja ser rico em extrato etéreo e possui um perfil de acidos
graxos com elevado teor AGPI, ele destaca-se por possuir todo 6leo vegetal dentro do gérmen
do gréo, tornando-o indisponivel para a microbiota ruminal. A disponibilidade do 6leo para o
ambiente ruminal sO acontece ap0s a completa digestdo do gérmen, reduzindo a
biohidrogenacdo e os efeitos deletérios dos AGI para a microbiota ruminal (PALMQUIST,
1991).

Schauff et al. (1992) avaliaram a inclusdo de grao de soja cru na dieta de vacas lactantes,

na proporc¢édo de 15 a 20% na matéria seca total, e verificaram que em quantidades menores que
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16% da matéria seca da dieta de soja crua fornecida, ndo foram observados efeitos negativos
sobre a fermentacdo ruminal. Freitas Junior et al. (2010) avaliaram a utilizacdo de diferentes
fontes de lipideo para vacas leiteiras e neste estudo foram avaliadas a dieta controle e trés fontes
de lipideo, sendo mantido similar nivel de extrato etéreo na matéria seca das dietas com lipideo
(aproximadamente 5,0%): Oleo de soja, grdo de soja e sais de célcio de acidos graxos
insaturados. O volumoso utilizado foi a silagem de milho na relagdo volumoso/concentrado de
60/40. Estes autores observaram menor consumo de matéria seca para 0s animais submetidos
as racOes contendo fontes de lipideo, em relagdo a dieta controle. O consumo de extrato etéreo,
como era de se esperar, foi superior para 0s animais submetidos as dietas com fontes de lipideo.
N&o houve efeito das fontes de lipideos nas rac6es sobre a producéo de leite e producéo de leite

corrigida para 3.5% de gordura, producédo de gordura, lactose e nos teores de proteina e lactose.

Barletta et al. (2015) avaliaram a inclusdo de diferentes niveis de grdo de soja cru e
integral (0, 8, 16 e 24% na MS total da dieta) na dieta de vacas leiteiras no terco inicial de
lactacdo com média de producdo de 31,21 kg/dia. Os autores ndo observaram efeitos sobre a
producdo de leite, teores de proteina, lactose, observando uma tendéncia no aumento dos teores
de gordura para as dietas suplementadas com gréo de soja. Quando Barletta et al. (2015)
avaliaram o consumo de matéria seca, somente observaram diminuicdo do consumo da dieta
com inclusdo de 24% de grao de soja, ndo sendo observado sobre a digestibilidade da matéria
seca. No presente estudo os autores recomendam o uso da inclusdo 16% de grdo de soja cru e
integral na dieta de vacas leiteiras, com média de 30 kg/dia, com silagem de milho como

volumoso base.

Naves (2015) trabalhou com vacas leiteiras no terco médio de lactagdo com média de
producdo de 30,0 kg/dia, utilizando 20% de inclusdo de grdo de soja cru nas ragcdes com
diferentes tipos de moagem, sendo controle (sem adi¢cdo de grdo de soja), grdo de soja cru e
integral e grdo de soja moido em peneira de 2 e 4 mm. Neste estudo ndo foram observadas
diferengas no consumo e digestibilidade da matéria seca, producdo e composicdo de leite,
fermentacao ruminal e sintese de proteina microbiana entre a dieta com gréao cru e integral e as

demais com o grédo moido.

Venturelli et al. (2015), suplementaram vacas leiteiras no final de lactacdo com média de
producdo de 23,0 kg/dia com altos niveis de gréo de soja cru e integral (0, 9, 18 e 27 % na MS

das dietas). Houve efeito linear crescente para o teor de gordura no leite (3,59; 3,95; 4,07; 4,20



39

%). N&o houve efeito da inclusdo do gréo de soja para a producéo de leite corrigida, producao

de gordura, escore de condigéo corporal e eficiéncia produtiva.

A utilizacdo de grdo de soja cru e integral em vacas leiteiras mostra-se como uma
alternativa vidvel para ser usada em todo o periodo de lactacdo, para vacas de alta, média e
baixa producdo de leite, sendo, contudo necessario a inclusdo dos niveis corretos de acordo com

a fase de lactacdo, nivel de producdo e volumoso base (GANDRA, 2012).
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45 FONTES DE LIPIDEOS E O DESEMPENHO PRODUTIVO DE VACAS LEITEIRAS

45.1 Producédo e Composicdo do Leite

Vacas de leite de alta producgdo possuem elevada exigéncia energética que pode exceder
sua capacidade de ingestdo de energia através da dieta, resultando na redu¢édo na sua capacidade
méaxima de producdo de leite (HAVARTINE; ALLEN, 2006). Dessa forma, o aumento na
ingestdo de energia durante o BEN poderia resultar em aumento na producédo de leite.

A primeira razdo para a ocorréncia do aumento de producdo devido a suplementacdo
lipidica é a melhor eficiéncia de utilizacdo do lipideo dietético, onde as perdas energéticas
durante o metabolismo sdo menores em relacéo a utilizacdo de grdos comumente utilizados em
concentrados. Somado a isso, a adi¢do de lipideo para vacas em lactacdo aumenta a densidade
energética dietética, permitindo que o consumo diario de energia seja aumentado (STAPLES et
al., 2001). Porém, como a suplementacdo lipidica pode reduzir a ingestdo de matéria seca, esse
efeito positivo na densidade energética pode ser diluido. Somado a isso, € preciso enfatizar que
as diferentes fases de lactacdo podem influenciar o aproveitamento de energia devido ao
balango energético em que o animal de encontra. Esse beneficio foi confirmado por Onetti e
Grummer, (2004) onde observaram que vacas no inicio de lactagdo utilizaram de forma mais
eficiente 0 aumento densidade energética das ragdes com lipideo em relacdo a vacas no terco
médio de lactacdo, atribuindo tal fato as diferencas na particdo de nutrientes e possivelmente

ao balanco energético dos animais suplementados.

Com relacdo & resposta produtiva Chilliard (1993) sumarizou diversos estudos
envolvendo a suplementacdo de lipideo para vacas leiteiras, e observou que, dependendo da
fase de lactacdo em que se iniciou a suplementacdo, as respostas produtivas variaram de 0,31 a
0,72 kg de leite/dia/vaca. Onetti e Grummer (2004) compilaram dados de 41 experimentos que
avaliaram a suplementacdo de diferentes fontes e niveis de lipideos nas ra¢fes de vacas em
lactacdo. De um total de 21 experimentos analisados que usaram os sais de calcio de acidos
graxos de 6leo de palma como fonte de lipideos a média de producdo de leite foi aumentada em
1,29 kg/dia. Staples et al. (2001) também citaram que a resposta produtiva da utilizacdo de
lipideo dietético suplementar para vacas em lactacdo pode resultar em acréscimos na producédo

de leite de até 2,0 a 2,5 kg/vaca/dia, condicionando estes resultados a adaptacdo dos animais as
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dietas contendo lipideo e ao tempo suficiente de avaliacdo para responderem as dietas ricas em
energia. Wang et al. (2010), testaram doses crescentes de acidos graxos saturados para vacas
em meio de lactacdo (0; 1,5%; 3% na MS) e obtiveram aumentos na producéo de leite. Warntjes
et al. (2007) forneceram lipideos para vacas em lactacdo sobre stress térmico e obtiveram

tendéncia (p = 0,07) para aumento na producédo de leite.

Andersen et al. (2008) avaliaram a suplementacdo de sais de calcio para vacas leiteiras
com producéo média de 35kg/dia, utilizando a silagem de milho como maior parte do volumoso,
e ndo observaram efeito das dietas sobre a producéo de leite e a producdo de leite corrigida.
Freitas Junior et al. (2009) avaliaram a inclusdo de 6leo de soja, sais de calcio (C18:2 n-6) e
grdo de soja em dietas com 5,5 % de EE na matéria seca total em vacas no terco médio de
lactacdo com média de producao de 25 kg/vaca/dia, e ndo observaram alteracdo na producéo de
leite total. Theurer et al. (2009) compararam a suplementacao de Ca-AGCL de 6leo de palmae
Ca-AGCL de acidos graxos poli-insaturados e ndo obtiveram alteracdo na producao de leite.
Dirandeh et al. (2013) avaliaram a suplementagdo com sais de calcio contendo acido linoleico
e sais de célcio contendo &cido linolénico e ndo obtiveram alteragdes na producgdo de leite.
Freitas Junior et al. (2010) avaliaram a utilizacdo trés fontes de lipideo, sendo mantido similar
nivel de extrato etéreo da dieta (5% na MS): 6leo de soja, grao de soja e sais de calcio de acidos
graxos insaturados (C18:2 n-6). Ndo houve efeito das fontes de lipideos sobre a producéo de
leite com e sem correcdo. Barletta et al. (2012) avaliaram a inclusdo de diferentes niveis de gréo
de soja cru e integral (0, 8, 16 e 24% na MS total da dieta) na dieta de vacas leiteiras no tergo
inicial de lactacdo com média de producgdo de 31,21 kg/dia, e ndo foram observados efeitos
sobre a producédo e composicdo do leite. Ao contrario desses resultados, Harvatine e Allen
(2006) avaliaram a suplementacdo de sais de calcio de &cidos graxos saturados e sais de calcio
de &cidos graxos poli-insaturados, e obtiveram reducdo linear para producéo de leite, conforme

aumentava-se a quantidade de acidos graxos poli-insaturados suplementada.

Com relacdo & composigédo do leite, o teor de gordura e proteina do leite sdo as fracdes
que estdo sujeitas a maiores alteracdes durante a suplementacdo com lipideos nas dietas. A
producéo de gordura do leite esta intimamente relacionada com o ambiente ruminal e com o
perfil de &cidos graxos que chegam ao intestino delgado. O processo de biohidrogenacéo
ruminal pode causar variacdes no teor de gordura do leite. Resultados tém demonstrado efeitos
da variacdo no perfil de &cidos graxos da gordura do leite com a suplementacdo de fontes de
gordura nas racOes de vacas leiteiras (DHIMAN et al., 2000; BAUMAN; GRIINARI, 2001).

Embora tais fatores possam influenciar de forma ativa a variacao no teor de gordura do leite, a
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intensidade de tal mudanca € inerente ao tipo e nivel de suplemento utilizado, e ao nivel de fibra
da dieta, especialmente advindas do volumoso utilizado em maior quantidade durante a

suplementagéo.

Devido a ocorréncia do processo de biohidrogenacdo de &cidos graxos insaturados no
ramen, os &cidos graxos da dieta sofrem mudangas em sua estrutura quimica, e o perfil de acidos
graxos que chegam ao abomaso € alterado. Para comprovar a biohidrogenacdo completa de AG,
maiores concentracbes do &cido estedrico (C18:0) teriam que ser encontradas na digesta
abomasal (HAVARTINE; ALLEN, 2006). Entretanto, a biohidrogenagdo pode ser menor
dependendo da concentracéo de hidrogénio (H) no rimen, onde somente 1 a 2% do hidrogénio
metabdlico é usado para este processo. O processo de hidrogenacdo ndo é normalmente
completo, e ampla variedade de acidos graxos sdo resultantes dessa biohidrogenacao
incompleta (BEYERS; SCHEHING, 1993). Embora o processo possa ser eficiente (até 90%),
0 grau de hidrogenacdo é dependente das caracteristicas quimicas das fontes de lipideo
utilizadas, do tempo de retencdo no ramen, e das caracteristicas da populacdo microbiana
presente no rimen-reticulo (RR) (BICKERSTAFFE; WARNER, 1968). De acordo com NRC
(2001) a estimativa de hidrogenacdo de &cidos graxos poli-insaturados varia entre 60 a 90%,
enguanto que a biohidrogenacdo de acidos graxos poli-insaturados suplementados via sais de

calcio pode ser de 30 a 40%.

Dentro do grupo de acidos graxos intermediarios produzidos durante o processo de
biohidrogenacdo parcial, o &cido linoleico conjugado (CLA) trans-10, cis -12 tem ganhado foco
principal nas pesquisas, por apresentar efeito inibidor sobre a sintese da lipideo do leite na
glandula maméaria (BAUMAN; GRIINAR, 2003). O acido linoleico conjugado (CLA) é um
termo utilizado para designar uma mistura de isdmeros geométricos e posicionais do acido
linoleico (C18:2), que contém duas duplas ligacdes conjugadas (DONOVAN et al., 2000). O
CLA é produzido durante a biohidrogenacao incompleta de &cidos graxos insaturados no rimen
pela acdo da bactéria Butyrovibrio fibrisolvens através da isomerizacdo do &cido linoleico
(EVANS et al., 2002). Baumgard et al. (2002), concluiram que o CLA trans-10, cis-12 inibe a
sintese de acidos graxos da glandula mamaria, através da inibicdo das enzimas Acetil-Coa
Carboxilase (ACC), 4acido graxo sintetase (FAS), A9 Desaturase, glicerol fosfato
acetiltransferase (GPAT), acilglicerol fosfato acetiltransferase (AGPAT), lipase lipoprotéica
(LPL), e na proteina ligadora de &cidos graxos (FABP). A enzima ACC é responsavel pelo
inicio da sintese dos &cidos graxos, transformando o acetil-coa em malonil-coa. A enzima FAS

é responsavel pela elongacédo da cadeia do acido graxo. Baumgard et al. (2002) obteve reducéo,
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em ambas as enzimas, ao redor de 40%, com infusdo do CLA trans-10 cis-12. Tsuboyama-
Kasaoka et al. (2000) relataram que os suplementos alimentares ricos em CLA causaram uma
diminuicdo na abundancia de mRNA para ACC e FAS no tecido adiposo de ratos em

crescimento.

Acidos graxos circulantes derivados das reservas corporeas ou da dieta também sio
importantes contribuintes para a composi¢do da gordura do leite. A enzima LPL hidrolisa
triacilglicerdis circulantes, e a enzima FABP esta envolvida na captacéo e trafico intracelular
de acidos graxos. Foi demonstrada que pequena quantidade de CLA trans-10, cis-12 (3,5 g/d),
reduziram a producgdo de gordura no leite em 25%, diminuindo a producéo de &cidos graxos de
cadeia longa, média e principalmente curta (BAUMGARD et al., 2002). Baumgard et al. (2002)
relataram uma reducdo da quantidade dessas duas enzimas-chave para o processo de absor¢éo
dos &cidos graxos presentes na circulacdo sanguinea, o que explica os resultados obtidos pelo

mesmo autor em um estudo realizado anteriormente.

A enzima A9 dessaturase desempenha um papel importante na regulacdo da fluidez dos
triglicerideos do leite através da introducdo de uma dupla ligacdo cis nos &cidos graxos, que
reduz o seu ponto de fusdo (PARODI, 1982). A relacdo entre os &cidos graxos do leite
representa um excelente indice para avaliacdo da atividade dessa enzima (CHOUINARD et al.,
1999). Baumgard et al. (2000) demonstraram que infusdes abomasal de trans-10, cis12-CLA
alteram a atividade dessa enzima. Baumgard et al. (2002), mostraram uma reducdo da

expressdo da do mRNA da enzima A -9 dessaturase em 54%.

Com esses resultados Baumgard et al. (2002) concluiram que, o isdmero CLA trans-10,
cis-12 € um potente inibidor da producdo de gordura do leite e que diversos sdo 0s mecanismos
pelos quais esse acido graxo pode agir. Especificamente, este 4cido graxo reduz dramaticamente
a taxa de lipogénese da glandula mamaria, diminuiu a expressdo de genes que codificam
enzimas envolvidas na sintese De Novo, e na captacéo e transporte de acidos graxos presentes

circulacdo sanguinea para a glandula mamaria.

Em suas compilacdes de dados, Onetti e Grummer (2004) ndo observaram reducdo na
producdo de gordura no leite no inicio de meio de lactacdo com suplementacao de &cidos graxos
saturados inertes no ramen. Diversos estudos investigaram a influéncia da suplementacédo de
C18:2 n-6, via grdo de soja integral sobre a produgdo de gordura do leite, porém ndo foi
detectada nenhuma alteracdo (SANTOS et al., 2001; VARGAS et al., 2002; DUARTE et al.,

2005;). Theurer et al. (2009) compararam a suplementacéo de Ca-AGCL rico em 6leo de palma
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com Ca-AGCL rico em &cidos graxos poli-insaturados e ndo observaram alteracdo na gordura
do leite. Indo de encontro a esses resultados, Freitas Junior et al. (2010) avaliaram a utilizagéo
de trés fontes de lipideo (6leo de soja, grdo de soja e sais de calcio de &cidos graxos
insaturados(C18:2 n-6) mantendo 5% de EE nas dietas baseado na MS, e ndo foram observados
efeitos sobre a composicdo do leite. Barletta et al. (2012) avaliaram a inclusdo de diferentes
niveis de gréo de soja cru e integral ( 0, 8, 16 e 24% na MS total da dieta) na dieta de vacas
leiteiras no terco inicial de lactacdo com média de producdo de 31,21 kg/dia, e também néo
observaram efeitos sobre a composicéo do leite.

Warntjes et al. (2007) analisaram o fornecimento de acidos graxos saturados inertes no
ramen de vacas em lactacdo e observaram reducdo na gordura do leite quando comparado ao
grupo controle. Cerri et al. (2009) compararam vacas leiteiras alimentadas com Ca-AGCL de
0leo de palma e Ca-AGCL de C:18:2 n-6 e obtiveram reducédo da gordura do leite pelo grupo
tratado com a fonte de acido graxo poli-insaturado. Esse resultado também foi obtido por
Juchem et al. (2004) e Piperova et al. (2002) quando suplementaram vacas de leite com fonte
de &cidos graxos poli-insaturados (trans-octadendico). Harvatine e Allen (2006) avaliaram o
fornecimento de &cidos graxos poli-insaturados inertes no ramen (Ca-AGCL) e observaram
reducdo linear na gordura do leite conforme o aumento do fornecimento de acidos graxos poli-
insaturados. Freitas Junior et al. (2009) avaliaram a inclusdo de 6leo de soja, sais de célcio e
grdo de soja em dietas com 5,5 % de EE na matéria seca total em vacas no terco médio de
lactacdo com média de producdo de 25kg/vaca/dia e relataram menor teor de gordura no leite
para 0s animais suplementados com sais de calcio em relagdo as demais dietas experimentais e
atribuiram este resultado a formacdo de acidos graxos intermediérios da biohidrogenagéo no
rimen ja que ndo houve reducdo da digestibilidade de fibra ou alteracbes no padrdo de
fermentagdo no rumen. Contrariamente a esses dados, Wang et al. (2010) analisaram doses
crescentes de acidos graxos saturados (0; 1,5; 3% na MS) e relataram aumento na gordura do
leite.

O uso de fontes de lipideo nas racGes de vacas leiteiras pode também promover reducéo
no teor de proteina do leite. Essa reducdo pode ocorrer pelo simples efeito de diluicdo devido
ao aumento da producéo de leite (GARNSWORTHY, 2002). No entanto, essa variacdo no teor
de proteina do leite em resposta a suplementacgéo de lipideo tem sido citada na literatura (WU;
WUBER, 1993; WU et al., 1994) e algumas hipoteses tem sido propostas procurando explicar
a razdo para este decréscimo. A primeira teoria foi denominada de “deficiéncia de glicose”

onde, teoricamente, a substituicdo de carboidratos rapidamente fermentaveis no ramen por
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suplementos de lipideo resultaria em menores quantidades de precursores para a sintese de

glicose.

O aumento da eficiéncia energética para producdo de leite representa mais uma teoria que
tenta explicar a possivel reducdo da proteina do leite em vacas suplementadas com lipideos.
Durante a suplementagdo de lipideo a sintese de novo de &cidos graxos do leite é diminuida
devido a incorporacdo de acidos graxos da dieta ao leite. Essa diminuicdo pode reduzir as
exigéncias de acetato e aumentar o aproveitamento de glicose para sintese de lactose, a qual é
associada com o aumento da producdo de leite ou eficiéncia de producéo de leite, resultando em
diminuicdo do fluxo sanguineo mamario. Assim, a reducdo do fluxo sanguineo mamario poderia
reduzir o fornecimento de aminoécidos para a sintese de proteina do leite, levando a reducédo da

concentracdo de proteina no leite.

A hip6tese mais aceita descreve que 0S microrganismos ruminais sdo incapazes de
utilizar a energia presente nas fontes de acidos graxos, o que resultariaem uma reducdo na sintese
de proteina microbiana e na quantidade de proteina metabolizavel (CANT et al., 1993). Onetti e
Grummer (2004) utilizaram fontes de lipideo e observaram baixa concentracdo de N-NH3
ruminal como consequéncia de dietas com alta quantidade de silagem de milho e presenca de
acidos graxos insaturados, que pode reduzir o crescimento microbiano e consequentemente o

aproveitamento de aminoacidos disponiveis para a glandula mamaria e para sintese de proteina.

Smith et al. (1978) avaliaram a inclusdo da suplementacéo de lipideo contendo 40% de
sebo e 60% farelo de soja tratado com formaldeido, perfazendo dieta total com 14,3% de extrato
etéreo em vacas leiteiras no inicio de lactacdo. Estes autores verificaram redugdo no teor de
proteina do leite para os animais suplementados com lipideo. Canale et al. (1990), também
verificaram reducdo no teor de proteina do leite de vacas leiteiras suplementadas com sais de
calcio de acidos graxos. Wu e Hurber (1993) revisaram dados de 49 experimentos, envolvendo
83 comparacdes entre ragcdes com e sem adicdo de lipideo em vacas leiteiras, e observaram que
na maioria dos casos o teor de proteina foi reduzido pela adi¢do de fontes de lipideo nas ragdes.
Em sua compilacdo de dados, Onetti e Grummer (2004) relataram redugédo na porcentagem de
proteina do leite no inicio de lactacdo e tendéncia (p = 0.07) de reducgdo na porcentagem de
proteina do leite no meio de lactacdo para vacas suplementadas com fontes de acidos graxos
saturados inertes no rumen. Estes autores concluiram que a reducéo do teor de proteina verificada
nos estudos avaliados pode ser explicada em parte pelo aumento da producéo de leite, sendo o

grau de depressdo dependente da fonte de lipideo utilizada e resposta a suplementacao. Cerri et
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al. (2009) compararam a suplementacdo de Ca-AGCL de 6leo de palma e Ca-AGCL rico em
acido linoleico, e relataram reducdo da proteina do leite com a suplementagdo de &cidos graxos
poli-insaturados. Contrariamente a esses dados, Warntjes et al. (2007) forneceram gordura
saturada inerte no rimen para vacas em lactacao sob stress térmico e observaram tendéncia de

aumento para a proteina do leite.

45.2  Perfil Metabélico

O periodo de transicdo compreende diversas adaptacfes metabdlicas que alteram a vaca
de um estado gestante e ndo lactente, para um estado lactente e nio gestante. E um periodo
marcado por grandes alteracfes metabdlicas e hormonais responsaveis por permitir e sustentar o
parto e toda a lactacdo. Essas altera¢Ges, as quais sdo muito mais dramaticas do que em qualquer
outra fase produtiva do animal, influenciam diretamente o metabolismo e a utilizacdo de
nutrientes pelos diferentes tecidos (GRUMMER, 1995). Esse periodo é caracterizado por grandes
mudancas nas demandas de nutrientes no organismo da vaca leiteira, sendo necessarias
coordenadas alteragdes no metabolismo animal para atender suas exigéncias nutricionais (BELL,
1995). A suplementacdo lipidica pode atenuar essas alteracdes melhorando o desempenho dos
animais suplementados.

Bu et al. (2007) ao estudarem o efeito de 6leos ricos em acido linoleico (6leo de soja),
acido linolénico (6leo de semente de linhaca) ou uma combinacdo dos dois éleos encontraram
concentragdes de colesterol, fosfolipidios, colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL),e
AGNE no sangue aumentadas em relacdo a dieta controle. O aumento nas concentra¢des desses
parametros foi similar em estudos anteriores (PETIT et al., 2002). As concentracfes de beta-
hidroxibutirato (BHBA) ndo foram alteradas relativamente durante a suplementagdo dos 6leos
comparando-se com o controle. Vacas alimentadas com 6leo de linhaca (1,35% da MS no preé-
parto e 1,5% da MS no p0s- parto) também tiveram maiores concentragdes de AGNE na segunda
e quinta semana pos-parto, e ainda maiores concentragdes de gordura hepatica na segunda
semana pés-parto quando comparadas com vacas alimentadas com dieta de alta concentracéo de
acido linoleico (AMARAL, 2008).

Petit et al. (2007) analisaram o perfil metabolico de 33 vacas alimentadas com diferentes

fontes de lipideo (controle, inclusdo de semente de linhaca e gordura saturada na forma de
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“energy buster”) com inicio ha 6 semanas antes da data prevista para o parto até 28 dias de
lactacdo. Foi observado que as porcentagens relativas de C18:3 tenderam a serem maiores nos
momentos do parto e duas semanas antes do parto (P=0,06 e 0,07, respectivamente) para vacas
alimentadas com semente de linhaca e houve diferenca nas segunda e quarta semanas pos-parto.
Houve interacdo entre o tratamento e tempo para as concentracdes de AGNE em vacas
multiparas. Néo foi observada diferenca no pré-parto, mas no pds-parto observaram que vacas
alimentadas com “energy buster” tiveram concentra¢gdes maiores de AGNE quando comparadas
com o grupo controle e alimentadas com semente de linhaga. No entanto as dietas néo
influenciaram os niveis de AGNE nas vacas primiparas. No mesmo experimento observou-se
efeito de interacdo entre os tratamentos e o0 periodo para concentracdo plasméatica de BHBA apds
0 parto nas vacas primiparas e multiparas, sendo que o efeito do aumento de BHBA foi notado
nas vacas alimentadas com fonte de gordura saturada logo apds o parto para as multiparas e ap6s

duas semanas para as primiparas.

Mandebu et al. (2003) compararam a suplementacdo de lipideos em forma de sais de
calcio sendo que as concentracdes de AGNE e BHBA durante as duas primeiras semanas pos-
parto ndo sofreram efeito das dietas (6leo de palma e 6leo de soja), e 0s niveis estavam dentro
dos limites normais para espécie (DRACKELY et al., 1998;). Ballou et al. (2009) observaram
que a suplementacdo lipidica tendeu a aumentar a glicose plasmatica e diminuir a concentracdo
plasmatica de AGNE. A concentracdo plasmatica de BHBA foi menor durante o pds-parto para
as vacas suplementadas com lipidios (saturados ou insaturados). No entanto o grau de saturacdo
do suplemento lipidico ndo teve influéncia sobre os metabdlitos sanguineos. Cerri et al. (2009),
avaliando a suplementacao de Ca-AGCL de 6leo de palma e Ca-AGCL rico em C18:2 n-6, ndo

observaram alteragdes nas concentrag@es sanguineas de AGNE, BHBA e glicose.

Gonthier et al. (2005) observaram aumento do colesterol plasmatico e das concentracdes
de AGNE no sangue para vacas alimentadas com AGPI (semente de linhaga) em relacéo as vacas
do grupo controle. No entanto os tratamentos ndo influenciaram na concentragdo plasmatica de
glicose assim como mencionado em estudo de Zachut et al. (2010a). Em contra partida Zachut
et al. (2010b) ndo notaram alteracdes nas concentracfes plasmaticas de AGNE. Fuentes et al.
(2007) ao alimentarem vacas no inicio da lactacdo com semente de linhaca ndo observaram
alteracGes nas concentracdes de colesterol, triacilglicerol e AGNE aos 40 dias pds-parto quando
comparada com o grupo controle. Resultado semelhantes ao de Petit et al. (2004) que né&o
encontraram diferencas nas concentracdes de AGNEs e colesterol entre vacas que receberam

dietas isolipidicas suplementadas com semente de linhaca e sais de célcio de &cidos graxos.
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4.6 FONTES DE ACIDOS GRAXOS E A REPRODUCAO DE VACAS LEITEIRAS

Existe forte relacéo entre o balango energético no pds-parto e desempenho reprodutivo
de vacas leiteiras (ZACHUT et al., 2010; SILVESTRE et al., 2011). Séo esperadas diferencas
significativas no balango energético das vacas antes do parto e no inicio de lactacdo, uma vez
que estdo bem estabelecidas as diferencas existentes entre as exigéncias nutricionais para
mantenca na vaca gestante em terco final de lactacdo em comparacao a alta energia exigida
para mantenca e producdo de leite na vaca em inicio de lactacdo (MCNAMARA et al., 2003).
O BEN, provavelmente através da sinalizacdo metabdlica de baixas concentracdes de glicose
e insulina associadas com o nivel elevado de acidos graxos ndo esterificados e cetona, pode
influenciar negativamente nos pulsos de LH no inicio da lactacdo, necessarios para estimular
0 desenvolvimento dos foliculos ovarianos (BUTLER, 2004). Secundariamente, baixas
concentragdes de insulina na corrente sanguinea também sao responsaveis pela baixa producéo
de IGF-1 no figado (BUTLER et al., 2004), que juntas reduzem a capacidade de resposta dos
ovarios e gonadotrofinas. O intervalo para a primeira ovulacdo no periodo pés-parto depende
da recuperacdo da funcdo normal do eixo hipotaldamico-hipofisario-gonadal (BUTLER;
SMITH, 1989). O aumento da concentracao energética das racdes pos-parto aumenta a ingestao
voluntéria de energia melhorando a condicéo corporal das vacas, contribuindo com a reducéo
da mobilizacdo de lipideo do tecido adiposo e consequentemente diminuindo as concentragdes
plasméticas de AGNE, enquanto que as concentracfes plasmaticas de IGF-1 e glicose nessas
condig¢des normalmente aumentam (MCNAMARA et al., 2003; THATCHER et al., 2004).

Entretanto, segundo Grummer (2004), apesar de, em teoria, inicialmente o principal
papel do fornecimento de lipideo suplementar na dieta de vacas em lactacdo é aumentar o
consumo de energia no inicio da lactacdo, recentemente alguns estudos tem demonstrado que
0s &cidos graxos sdo mais do que fonte energética. Na verdade, acidos graxos poli-insaturados,
sdo potentes reguladores do metabolismo (efeito nutracéutico), podendo influenciar as fungdes
hepatica, adiposa e mamaria, alterando também a resposta reprodutiva e imunologica. Sendo
assim, a importancia ndo deve ser dada apenas a quantidade da lipideo suplementada, mas
também para qual &cido graxo utilizado (STAPLES et al., 1998; SANTOS et al., 2008). Dentro
deste cenario, o acido linoleico (C18:2 n-6) ganha grande importancia.
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4.6.1 Sintese de Prostaglandinas e Saude Uterina P6s-Parto

A saude uterina € um importante fator de risco para fertilidade em vacas leiteiras.
Durante o parto, eicosanoides sdo produzidos em quantidades substanciais e possuem grande
importancia na regulacdo do parto, contragdo uterina, e expulsdo da placenta. Dentro desse
grupo de eicosanoides, destaca-se a prostaglandina F2a (PGF2a). A sintese uterina de PGF2a.
é regulada em partes pela disponibilidade de substratos, e o acido araquidénico (AA; C20:4 n-
6) é um precursor para sua sintese. Certamente € plausivel sugerir que aumentos nas
concentragdes endometriais de AA devera aumentar a secre¢ao de PGF2a, o que, em partes,
melhoraria a qualidade uterina (SANTOS et al., 2008). O acido linoleico (C18: 2 n-6) é um
AG essencial necessario para a fungdo normal da reproducdo em mamiferos (BURR; BURR,
1930). A medida que ha maior ingestdo deste &cido graxo, ha maior disponibilidade deste
precursor para a sintese enddgena de acido araquidénico, o que se pode resultar em aumento
de incorporacdo desse acido graxo em membranas das células do endométrio resultando em
aumento na sintese de PGF2a (MATTOS et al., 2003.). A PGF2a desempenha um importante
papel no pés-parto durante a involugdo uterina. Melhorar a salde uterina, durante o periodo de
pos-parto imediato, tem potencial efeito para melhorar a fertilidade de vacas leiteiras, obtido
por uma melhor saide uterina e, por conseguinte, melhor fertilizacdo (CERRI et al., 2009) e
prenhez (RUTIGLIANO et al., 2008).

A suplementacdo com C18:2 n-6 no pré-parto, aumentou a secrecdo de PGF2a
(CULLENS et al., 2004). Robinson et al. (2002) e Petit et al. (2004) encontraram um aumento
na sintese de PGF2a causada pela suplementacdo com &cido linoleico, apds desafio com
aplicacdo de ocitocina. Santos et al. (2008) concluiram que o aumento da sintese de PGF2a em
vacas suplementadas com a suplementacdo de C18:2 n-6 podem aumentar o potencial das
células uterinas e de defesa em produzir e secretar eicosanoides o que poderia influenciar a
salde uterina e resposta imune da vaca. Alguns estudos avaliaram os efeitos do fornecimento
pré-parto de fontes de lipideo na saude uterina de vacas de leite no pos-parto. Quando vacas
foram suplementadas com fontes ricas em C18:2 n-6, incidéncia de doencas pos-parto (retencéo
de placenta, metrites e mastites) foram reduzidas de 42,9% para 8,3% quando comparados a
animais ndo suplementados (CULLENS et al., 2004). J& Juchem (2007) comparou a
suplementacdo de 6leo de palma com a suplementacdo com uma fonte rica em C18:2 n-6. A
incidéncia de retencdo de placenta ndo diferiu entre os tratamentos (6.6%). O risco de doencas
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uterinas também foi similar, porém vacas suplementadas com acidos graxos poli-insaturados
reduziram a probabilidade de metrites puerperais (8,8% vs 15.1%). A taxa de involucdo uterina
também ndo diferiu entre os tratamentos, tendo todos os animais completado sua completa

involucgdo uterina até a 6 semana pos-parto (JUCHEM, 2007).

4.6.2 Dinamica Folicular

Lipideos dietéticos influenciam a dinamica folicular, ou por balanco de energia
crescente (BUTLER; SMITH, 1989) ou por a¢Ges em processos reprodutivos que ndo estdo
relacionados a energia (THATCHER et al., 2003). A dinamica folicular pode ser influenciada
pelo estado nutricional e metabdlico do animal (DISKIN et al., 2003). Este efeito é mediado
por alteracfes nos metabdlitos plasmaticos e hormonios, tais como a insulina e fator de
crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1) (ARMSTRONG et al., 2001) e / ou fatores de
horménios de crescimento presentes no fluido folicular (LANDAU et al., 2000).

Um dos mecanismos nos quais a suplementacdo de lipideo pode melhorar a fertilidade
em vacas de leite é influenciando o crescimento folicular e a ovulagdo (LUCY et al., 1993).
Lucy et al. (1991) substituiram milho por acidos graxos trans-octadecendicos em dietas em
inicio de lactacdo. A suplementacéo lipidica aumentou o nimero de foliculos médios (6 — 9
mm), e de foliculos acima de 15 mm. O didametro médio do maior foliculo também foi maior
para o grupo suplementado com lipideo. Quando esse experimento foi realizado com dietas
isoenergéticas, os resultados foram semelhantes (LUCY et al., 1993). Staples e Thatcher
(2005), resumiram os efeitos da suplementacdo lipidica sobre o didmetro do foliculo
dominante. Na média, o foliculo dominante foi 3,2 mm maior, 0 que representa 23% de
aumento para os animais suplementados com lipideo. Diversos estudos demonstraram aumento
no foliculo dominante com o fornecimento de acidos graxos poli-insaturados quando
comparados aos monoinsaturados, sugerindo efeitos diferentes sobre o crescimento folicular
(BILBY etal., 2006). Isto sugere que o tipo da fonte da lipideo utilizada é de suma importancia
para sua resposta no animal. No entanto, o impacto de foliculos ovarianos maiores devido a
suplementacéo lipidica ainda ndo foram bem definidos (SANTOS et al., 2008), porém vacas
que apresentaram ovulacdo pos-partos mais recentes possuiam foliculos maiores (BEAM;
BUTLER, 1997). Dessa forma, € possivel que aumentando o nimero e o tamanho folicular

com suplementacdo lipidica possa reduzir o intervalo entre parto e primeira ovulacdo (DE
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FRIES et al., 1998). Apesar alguns estudos indicarem que a suplementagdo com lipideos
acelera o crescimento folicular, o qual poderia influenciar a ovulacdo poés-parto, esta
inconclusivo como as diferentes fontes de acidos graxos influenciam esses parametros. Juchem
(2007) alimentou 699 vacas multiparas com 4009 de sebo ou 4009 de sais de céalcio de &cidos
graxos de cadeia longa (Ca-AGCL) contendo 6leo de palma e 6leo de peixe, e ndo observou
diferenga na propor¢cdo de vacas ciclando ap6s 65 dias de paridas (83,2% 82,2%,
respectivamente). Subsequentemente, vacas leiteiras suplementadas com Ca-AGCL contendo
6leo de palma ou Ca-AGCL conteudo mistura de C18:2 n-6 e &cidos graxos trans-octadendico,
de 25 dias pré-parto até 80 dias pos-parto obtiveram intervalo similares para primeira ovulacéo
(30.5 e 32.2 dias respectivamente) (JUCHEM, 2007).

4.6.3 Funcao Luteal e a Progesterona

Aumentos na fertilidade tém sido associados ao aumento na concentragao de progesterona
circulante durante a fase luteal, antes e depois da inseminacéo artificial (SANTOS et al., 2008).
A suplementacdo lipidica tem consistentemente aumentado o colesterol plasmatico, no liquido
folicular e no corpo luteo (STAPLES et al., 1998). O colesterol é a substancia precursora para
a sintese de progesterona pelos tecidos esteroidogénicos, e 0 HDL e o LDL fornecem colesterol
aos tecidos ovarianos para a sintese de hormonios esteroides (GRUMMER, 1991). A
hipercolesterolemia pode aumentar a concentracdo plasmatica de progesterona em bovinos
(SANTOS et al., 2008). No entanto, Hawkins et al. (1995) sugeriram que 0S aumentos na
concentracdo de progesterona plasmatica em vacas alimentadas com lipideo ndo sdo devidos ao
aumento na sua sintese, mas sim devido a uma menor taxa de metabolizacdo. Estes resultados
podem explicar a razdo pela qual vacas de leite e de corte ttm maiores niveis de progesterona
no plasma, sem efeito no nimero ou no tamanho (area) do CL, quando elas sdo alimentadas
com dietas com adicdo de lipideo (LAMMOGLIA et al., 1997).

4.6.4  Qualidade Oocitaria e Embrionéria
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A capacidade oocitéria e embrionéria esta diretamente relacionada & composi¢édo dos
acidos graxos. Especificamente, os fosfolipideos que compdem a membrana celular possuem
papel crucial no desenvolvimento durante e depois da fertilizacdo. A composic¢do lipidica dos
odcitos de ruminantes consiste aproximadamente 50% de triacilglicerois, 20% de fosfolipideos,
20% de colesterol e 10% de acidos graxos livres (MCEVOY et al., 2001). Estudos prévios
demonstraram que C16:0 e C18:1 sdo os &cidos graxos mais abundantes, porém essas
concentragdes estdo inter-relacionadas com as reservas energéticas. Acidos graxos poli-
insaturados comp&em menos de 20% do total dos acidos graxos, sendo o C18:2 n-6 o mais
abundante deles (SANTOS et al., 2008).

AlteracGes nos teores de acidos graxos da dieta podem resultar em alteracfes no perfil
lipidico nos tecidos reprodutivos e isso pode influenciar diretamente o desempenho reprodutivo
(BILBY etal., 2006a). Devido ao balanco energético negativo ocorre aumento na concentracao
de AGNE no soro e fluido folicular (LEROY et al., 2005). Foi demonstrado, in vitro, efeito
prejudicial do AGNE sobre o desenvolvimento de odcitos (LEROY et al., 2005). Em contraste,
0s &cidos graxos poli-insaturados, influenciam positivamente a qualidade dos odcitos, onde foi
observado melhora da integridade da membrana apds o congelamento (ZERON et al., 2002).
Aardemaet al. (2011) mostraram in vitro um efeito negativo sobre a qualidade do o6cito quando
os acidos palmitico ou estearico foram suplementados ao meio de cultura. No entanto, quando
0 &cido oleico foi adicionado aos meios, o desenvolvimento e qualidade dos od6citos ndo foram
prejudicados. Zeron et al. (2001) demonstraram que a composicdo de &cidos graxos da
membrana dos odcitos variam de acordo com a esta¢do do ano. Este autor relatou uma relacdo
entre diminuicdo da concentracdo de AG poli-insaturados, e baixa fertilidade de vacas durante

0 verao.

O numero de od6citos de boa qualidade aumentaram em ovelhas alimentadas com acidos
graxos poli-insaturados quando comparados aos animais nao suplementados (74,3% e 57,0%),
e a suplementacdo lipidica aumentou a proporg¢éo de &cidos graxos de cadeia longa no plasma
e nas células do cumullus (ZERON et al., 2002). No entanto, essas alteragdes nos acidos graxos
foram relativamente pequenas, indicando que a absorcéo de acidos graxos poli-insaturados pelo
odcito ou é seletiva ou altamente regulada, o que pode limitar os potenciais impactos da nutricdo
de &cidos graxos na composic¢ao dos odcitos (SANTOS et al., 2008). Marei et al. (2009), em
estudo in vitro, demonstraram que a incorporacao de C18:2 n-6 ao meio de maturacao de o0citos
aumentou a expansdo das células do cummulus e desenvolvimento dos odcitos para metéafase

I1. No entanto, em termos de analise qualitativa e quantitativa de fontes de acidos graxos, dados
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sobre o0citos ainda sdo limitados, assim como o conhecimento sobre o metabolismo lipidico
durante a maturacao oocitaria (STURMEY et al., 2009).

Poucos estudos pesquisaram a influéncia dos acidos graxos sobre o desenvolvimento
embrionario em vacas de leite. Fouladi-Nashta et al. (2007) forneceram 200 ou 800 g/dia de
Ca-AGCL de dleo de palma, e os foliculos foram aspirados transvaginalmente, posteriormente
maturados e fertilizados in vitro. Grande porcentagem dos odcitos que desenvolveram em
blastocisto obteve maior nimero de células totais devido ao aumento nas células da trofoderme.
Apesar de estudos in vitro demonstrarem uma melhora no desenvolvimento com suplementagéo
lipidica (SANTOS et al., 2008), ndo esté claro qual &cido graxo € o mais benéfico. Bilby et al.
(2006a) ndo conseguiram demonstrar efeitos diferentes com diferentes fontes de acidos graxos
em vacas de leite durante o verdo. Porém, sistemas in vitro, podem ndo mimetizar as respostas
in vivo, 0 que poderia mascarar os efeitos potenciais das diferentes fontes de acidos graxos
sobre o desenvolvimento embrionario (SANTOS et al., 2008). Além disso, as vacas foram
submetidas a estresse térmico, o que poderia comprometer a qualidade embrionéria, limitando
os beneficios potenciais da suplementacao lipidica (BILBY et al., 2006). Embrides de vacas de
leite ndo super-ovuladas obtiveram aumento no numero de espermatozoides acessorios,
porcentagem de células vivas, e melhora da qualidade, quando as vacas foram suplementadas
com Ca-AGCL rico em C18:2 n-6 comparadas com vacas suplementadas com Ca-AGCL de
6leo de palma (CERRI et al., 2004). Cerri et al. (2009) verificaram um aumento na qualidade
embrionéria quando as vacas foram alimentadas com Ca-AGCL de &cido trans-octadecendico
em comparagdo com vacas alimentadas com Ca-AGCL de dleo de palma. Dessa forma, estudos
in vivo tém sugerido que a suplementacao de vacas de leite com acidos graxos poli-insaturados

pode melhorar a qualidade oocitaria e o0 desenvolvimento embrionario.

4.6.5 Fertilidade

Suplementacéo lipidica para vacas de leite pode aumentar a taxa de concepgéo por IA,
apesar das respostas ndao serem muito consistentes (SANTOS et al., 2008). Quando a
suplementacdo com lipideo aumentou a perda de peso pos-parto, vacas primiparas obtiveram
reducdo nas taxas de concepcéo na primeira IA (SKLAN et al., 1994). No entanto, Fergunson

et al. (1994) observaram uma probabilidade de emprenhar na primeira inseminacéo 2,2 vezes
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maior em vacas em lactacdo alimentadas com 0,5 kg/dia de lipideo, o que causou uma tendéncia
(P=0.08) no aumento da proporcao de vacas prenhas no final do experimento (93% vs 86.2%).
A suplementacdo com Ca-AGCL de 6leo de palma melhorou a taxa de prenhez de vacas de
leite (SKLAN et al., 1991), porém os autores ndo relataram os valores estatisticos. Por outro
lado, outros autores ndo demonstraram diferencas com a suplementacdo com Ca-AGCL em
vacas de leite (SKLAN et al., 1994; SCOTT et al.,, 1995) ou sementes oleaginosas
(SCHINGOETHE; CASPER, 1991), o que pode ser atribuido aos aumentos na producdo de
leite e perda de peso corpdreo (SKLAN et al., 1991, 1994). Juchem (2007) avaliou os efeitos
da suplementacéo de vacas no pré e pds-parto com Ca-AGCL de 6leo de palma ou uma mistura
com C18:2 n-6 e acido graxo trans-octadenoico. Vacas alimentadas com acidos graxos
insaturados apresentaram maior facilidade para emprenhar quando comparadas as vacas
suplementadas com Oleo de palma. Aumentos no numero de prenhes de vacas quando
alimentadas com Ca-AGCL de C18:2 n-6 e acido graxo trans-octadendico foram confirmadas
com aumento da fertilizacdo e na qualidade embrionéria em vacas leiteiras ndo super-ovuladas
(CERRI et al., 2004). Reis et al. (2012) encontraram uma diminui¢do na perda de gestacdo
guando as vacas foram alimentadas com Ca-AGCL de &cidos graxos poli-insaturados. No
entanto, estes resultados nao sdo sempre consitentes, com diversos estudos mostrando nenhuma
diferenca de alimentar PUFA sobre o desempenho reprodutivo (PETIT; TWAGIRAMUNGU,
2006), provavelmente causados pela falta de poder estatistico observada em muitos estudos
nutricionais avaliando a reproducdo (SANTOS et al., 2008).

De forma geral, apesar de ainda ndo consistentes, os resultados da literatura sugerem
que a suplementacdo com lipideos para vacas leiteiras geralmente melhora a fertilidade, sendo
as respostas obtidas pelos efeitos de incremento caldrico da dieta e pelos efeitos nutracéuticos

de acordo com o tipo de 4cido graxo utilizado (GRECO, 2014).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL, INSTALACOES E ANIMAIS

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa em Bovinos
de Leite (LPBL) do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal (VNP) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP), em
Pirassununga, no periodo de marco de 2012 a janeiro de 2013. As analises bromatoldgica do
alimento fornecido e as de composicdo do leite foram realizadas, respectivamente, no
Laboratério de Bromatologia e Tecnologia de Produtos de Origem Animal, do VNP. As
andlises relacionadas ao metabolismo plasmatico foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica e Fisiologia Animal do Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal (VNP) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP),
em Pirassununga.

Foram selecionadas 36 vacas da raca Holandesa, multiparas e gestantes, com parto
previsto para 35 dias apds o inicio da avaliacdo e fornecimento das dietas experimentais. Foram
divididos 12 animais por tratamento. Devido as enfermidades metabdlicas e infecciosas néo
relacionados a dieta, 6 animais foram retirados do experimento. Os animais foram avaliados
durante o periodo pré-parto (35 dias antes), ao parto, e até o 90° dia de lactacdo (13 semanas).
As vacas foram alojadas em estabulo tipo “free-stall”, providos de baias individuais de 7,5 m2,

com cama de areia e ventilagdo forcada, sendo ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia.

Para melhor distribuicdo entre os tratamentos, os animais selecionados apresentaram
caracteristicas semelhantes entre si. As variaveis utilizadas para a sele¢do dos animais foram:

producéo de leite na lactagao anterior; ordem de partos ¢ “frame” animal.



56

5.2 DIETAS EXPERIMENTAIS E ANALISE DE ALIMENTOS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente para receber uma das trés dietas
experimentais. No periodo pré-parto foram utilizadas as dietas: Controle (CON) (n=11),
composto por uma dieta basal de aproximadamente 2,8% de extrato etéreo (EE) baseado na
matéria seca (MS) da dieta total, sem adicdo de fonte de lipideo; Gordura Saturada (SAT)
(n=11) - MAGNAPAC® (Tectron Ltda.) composto por uma dieta com aproximadamente 4,7%
de EE baseado na MS da dieta total, com incluséo de 2,4% de MAGNAPAC na MS da dieta
total; Gordura Insaturada (INS) (n=8) - Grdo de Soja, composto por uma dieta com
aproximadamente 4,7% de EE baseado na MS da dieta total, com inclusdo de 11% de grdo de

soja cru e integral na MS da dieta total.

No periodo pds-parto foram utilizadas as dietas: Controle (CON), composto por uma
dieta basal de aproximadamente 2,8% de extrato etéreo baseado na matéria seca da dieta total,
sem adicdo de fonte de lipideo; Gordura Saturada (SAT) - MAGNAPAC® (Tectron Ltda.)
composto por uma dieta com aproximadamente 5,0% de extrato etéreo baseado na matéria seca
da dieta total, com inclusdo de 2.6% de MAGNAPAC na matéria seca da dieta total; Gordura
Insaturada (INS) - Grdo de Soja, composto por uma dieta com aproximadamente 5,0% de
extrato etéreo baseado na matéria seca da dieta total, com inclusdo de 13% de grdo de soja cru

e integral na matéria seca da dieta total.

Em ambos os periodos, as dietas experimentais contendo fontes de lipideo possuiram a
mesma concentracdo de extrato etéreo, poréem o perfil de acidos graxos foi diferente para

permitir avaliar o efeito nutracéutico entre elas.

As dietas experimentais foram fornecidas a partir de 35 dias da data de parto prevista,
sendo fornecida até 90° dia ap0s o parto. As dietas foram formuladas conforme as
recomendac¢des do NRC (2001) para cada periodo (pré e pds-parto) e nivel de producdo de leite
estimado durante o inicio da lacta¢do, sendo esta producdo baseada em registros de producgéo
anteriores. As respectivas dietas e dgua foram fornecidas ad libitum durante todo periodo
experimental. No periodo pre-parto foi utilizada silagem de milho como volumoso, em uma
relacdo volumoso:concentrado de 70:30, enquanto que no periodo pés-parto foram utilizados
5% de feno de tifton e 45% de silagem de milho como fonte de volumoso, com uma relacéo

entre volumoso:concentrado de 50:50.
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Foram realizadas andlises quimico-bromatoldgicas dos ingredientes da dieta de acordo
com os procedimentos da AOAC, (2000) (Tabela 1), nas dependéncias do Laboratério de
Bromatologia do Laboratério de Pesquisa de Bovinos de Leite (LPBL) do Departamento de
Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ-USP e, em seguida, foram formuladas as dietas
experimentais. A dieta CON foi calculada para oferecer aproximadamente 2,0-2,5% de extrato
etéreo (%MS), enquanto que a dieta SAT e INS foram calculadas para oferecer
aproximadamente 5,0-5,5% de 4&cidos graxos (%MS), utilizando a adi¢do do produto
MAGNAPAC (fonte de acidos graxos saturados baseado em 6leo de palma) e gréo de soja cru

e integral, respectivamente (Tabelas 2 e 3).

As vacas que receberam a dieta SAT e INS foram alimentadas com a dieta CON durante
uma semana anteriormente ao inicio do periodo experimental, com substituicdo parcial da dieta
CON pelas dietas com adicéo de lipideo, na proporc¢do de 20% ao dia até chegar a 100% destas
dietas. Foi considerado o primeiro dia experimental quando as vacas ingeriram 100% da dieta
contendo lipideo suplementar. As vacas durante o periodo pré-parto ficaram no minimo 3

semanas recebendo as dietas experimentais antes do parto previsto.

Os animais foram arracoados de acordo com o consumo de matéria natural no dia
anterior, de forma a ser mantido um porcentual de sobras das dietas, diariamente, entre 5 e 15%

do fornecido para ndo haver limitagdo de consumo.



Tabelal - Composicdo bromatoldgica dos ingredientes

Ingredientes

Nutrientes Farelo Milho Grédode Saisde Feno Silagem
desoja  fuba soja calcio  tifton de
milho
Matéria seca (%MN?) 88,70 88,00 90,00 95,3 87,30 31,00
Matéria organica
MS) 93,10 97,10 94,70 79,8 93,60 94,70
Proteina bruta (%MS) 48,80 9,10 39,20 0,00 13,70 8,00
PIDN3 (%MS) 0,80 1,60 2,30 0,00 5,30 1,00
PIDA* (%MS) 0,50 1,00 0,60 0,00 1,20 0,80
Extrato etéreo (%MS) 1,70 4,10 19,20 84,50 2,70 2,80
FDN (%MS) 1560 14,00 19,50 0,00 76,90 50,00
FDA (%MS) 9,90 4,10 13,10 0,00 36,20 25,00
Lignina (%MS) 1,30 1,20 1,20 0,00 5,40 4,50
Cinzas ( %MS) 6,30 1,60 5,90 15,50 6,50 5,00
NDT® 79,30 86,80 101,00 163,50 55,30 63,00

58

IMN = matéria natural; 2MS= matéria seca; 3PIDN = proteina insolGvel em detergente neutro; “PIDA
= proteina insolivel em detergente acido; SEstimado pelas equagdes do NRC (2001).
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Tabela2 - Composicdo percentual de ingredientes nos concentrados experimentais

Concentrados Experimentais

Ingredientes (%) Pré-parto Pds-parto

CONt? SAT2  INS3 CON? SAT2  INS3
Milho fuba 62,27 52,99 5324 53,13 49,85 44,77
Farelo de soja 30,40 32,13 - 39,97 3959 22,38
Sais de Calcio - 8,69 - - 5,34 -
Gréo de Soja - - 39,43 - - 26,49
Ureia 3,47 3,47 3,47 0,51 0,51 0,00
Sulfato de amodnia 0,57 0,57 0,57 0,35 0,31 0,31
Fosfato Bicalcico 0,00 0,00 0,00 1,02 1,02 1,02
Calcario 1,14 0,00 1,14 2,06 0,41 2,08
Nutron VitMin* 0,86 0,86 0,86 0,41 0,41 0,41
Nutron Vita Bovi 500 ADE® 0,57 0,57 0,57 - - -
Sal comum 0,72 0,72 0,72 0,61 0,61 0,61
Bicarbonato de Sédio - - - 1,63 1,65 1,63
Oxido de Magnésio - - - 0,31 0,31 0,31

Controle; ?Saturada (sais de célcio) 3Insaturada (grao de soja cru e integral); “Composigao por kg do produto: Mg-10g; S-9g;
Zn- 23,750 mg; Cu- 5625 mg; Mn -18125 mg; Fe - 5,000 mg; Co- 125 mg; 1-312 mg; Se - 144mg; F (max,) 900 mg; vit A -
2000UlI; vit E — 12500 mg; vit D — 5000U1. 5Composicéo por kg do produto: Vit A- 8000UI; vit E — 50000 mg; vit D — 2300
ul.

Nos ingredientes utilizados para a formulacdo da dieta foram determinados os teores de
MS, matéria organica, nitrogénio total (Kjehldal), cinzas e extrato etéreo, de acordo com as
metodologias descritas por Silva e Queiroz (2002), nitrogénio insolivel em detergente neutro,
nitrogénio insollvel em detergente acido e lignina de acordo com as metodologias descritas
por Silva e Queiroz (2002). O teor de proteina bruta foi obtido pela multiplicagdo do teor de
nitrogénio total por 6,25. Os teores de fibra detergente neutro (FDN) e fibra detergente acido
foram obtidos conforme método descrito por Van Soest et al. (1991), utilizando-se a-amilase
e sem adigéo de sulfito de sodio na determinagdo do FDN.

Os teores de carboidratos ndo-fibrosos foram calculados como proposto por Hall (2000),
e 0s nutrientes digestiveis totais (NDT) foram calculados segundo Weiss (1999), conforme
metodologia descrita no NRC (2001).
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Tabela 3 - Composicdo de ingredientes e bromatoldgica das dietas experimentais

Dietas Experimentais Experimentais

Ingredientes (%) Pré-parto Pds-parto

CONt SAT? INS3 CONt SAT? INS3
Silagem de Milho 72,04 72,05 72,05 40,04 40,01 39,98
Feno de Tifton - - - 10,00 10,00 10,00
Milho fuba 17,41 14,81 14,88 26,99 25,40 22,92
Farelo de soja 8,50 8,98 - 19,59 19,41 10,98
Sais de Célcio - 2,43 - - 2,62 -
Gréo de Soja - - 11,02 - - 13,00
Ureia 0,97 0,97 0,97 0,25 0,25 -
Sulfato de amonia 0,16 0,16 0,16 0,17 0,15 0,15
Fosfato Bicalcico - - - 0,50 0,50 0,50
Calcério 0,32 - 0,32 1,01 0,20 1,02
Nutron VitMin* 0,24 0,24 0,24 0,20 0,20 0,20
Nutron Vita Bovi 500 ADE® 0,16 0,16 0,16 - - -
Sal comum 0,20 0,20 0,20 0,30 0,30 0,30
Bicarbonato de Sodio - - - 0,80 0,81 0,80
Oxido de Magnésio - - - 0,15 0,15 0,15

Composicdo Bromatoldgica

Matéria seca (%oMN®) 47,24 47,38 47,40 65,65 65,76 65,85
Matéria organica (%MS’) 93,07 92,94 93,15 91,75 92,10 92,04
Proteina bruta (%MS) 14,40 14,40 14,40 17,20 17,00 17,00
PIDN (%MS) 1,08 1,04 1,23 1,53 1,50 1,69
PIDA (%MS) 0,79 0,76 0,79 0,80 0,78 0,80
Extrato etéreo (%MS) 2,80 4,80 4,70 2,80 5,00 5,00
CNF (%MS) 38,70 37,00 36,40 41,00 39,80 38,40
FDN (%MS) 39,70 39,40 40,30 33,00 32,70 33,70
FDA (%MS) 19,60 19,50 20,10 26,40 16,00 16,80
Lignina (%MS) 3,56 3,53 3,55 2,92 2,90 2,91
NDT® 67,00 69,00 69,00 70,00 73,00 73,00
EL. (Mcal/kg MS?) 1,57 1,64 1,64 1,58 1,66 1,66

Controle; 2Saturada (sais de célcio) 3Insaturada (grdo de soja cru e integral); ); “Composicdo por kg do produto: Mg-10g;
S-9g; Zn- 23,750 mg; Cu- 5625 mg; Mn -18125 mg; Fe - 5,000 mg; Co- 125 mg; 1-312 mg; Se - 144mg; F (max,) 900 mg;
vit A - 2000Ul; vit E — 12500 mg; vit D — 5000UI. *Composicéo por kg do produto: Vit, A- 8000Ul; vit E — 50000 mg; vit
D — 2300 Ul; ®Matéria natural; "Matéria seca; 8Calculado pelo NRC 2001.
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5.3 PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE

A producado de leite foi medida diariamente, com amostras de leite coletadas uma vez por
semana, compreendendo amostras proporcionais das ordenhas realizadas diariamente de manha
e a tarde. A producdo de leite foi corrigida para 3,5% de gordura, segundo férmula descrita por
Sklan et al. (1992).

As amostras foram acondicionadas em frascos plasticos com conservante (Bronopol®)
mantidos entre 2 e 6°C, e encaminhadas para o Laboratério de Tecnologia de Produtos de
Origem Animal do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ-USP para a
obtencdo da composicdo do leite. Foram avaliados os teores de proteina bruta, gordura, lactose

e extrato seco total, segundo a metodologia descrita pela International Dairy Federation (1996).

5.4 PERFIL DE ACIDOS GRAXO0S

A avaliacdo do perfil dos &cidos graxos do leite foi realizada utilizando-se uma aliquota
de 2% da producdo de leite, que foi congelada para posterior analise. As amostras de leite
utilizadas para avaliacdo do perfil de acidos graxos foram obtidas semanalmente durante o
periodo experimental, sendo cada amostra proveniente das duas ordenhas diarias. Inicialmente
as amostras serdo centrifugadas a 17.800 x g por 30 minutos a 4°C e em seguida a 19.300 x ¢
por 20 minutos a 4°C de acordo com Feng et al. (2004). A gordura separada foi extraida de
acordo com Hara e Radin (1978) e metilada de acordo com Christie (1982) como modificado
por Chouinard et al. (1999).

A gordura separada do leite foi metilada e os ésteres metilicos foram formados de acordo
com Kramer et al. (1997). Dois padroées internos C18:0 e C19:0 foram utilizados para corrigir
as perdas durante o processo de metilagdo. Os &cidos graxos foram quantificados por
cromatografia gasosa (GC Shimatzu 2010, com injecdo automatica), usando coluna capilar SP-
2560 (100 m x 0,25 mm de diametro com 0,02 mm de espessura, Supelco, Bellefonte, PA). A
temperatura inicial foi de 70 °C por 4 minutos (13° C/minuto) até chegar a 175 °C, mantendo
por 27 minutos. Depois, um novo aumento de 4 °C/minuto, foi iniciado até 215 °C, mantendo
durante 31 minutos. Hidrogénio (H>) foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 40 cm/s.
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Durante o processo de identificagdo foram utilizados quatro padrdes: standard C4-C24 de
acidos graxos (Supelco ® TM 37), &cido vacénico C18:1 trans-11 (V038-1G, Sigma®), C18
CLA:2 trans-10, cis-12 (UC-61M 100mg), CLA e C18:2 cis-9, trans-11 (UC-60M 100mg),
(Nu-Chek-Prep, EUA ®).

5.5 ULTRASSONOGRAFIA OVARIANA

A atividade ovariana foi avaliada em todos os animais do experimento, sendo utilizando
um aparelho de ultrassom portatil contendo a modalidade B-mode (escala de cinza), acoplado
a um transdutor linear multifrequencial A ultrassonografia foi realizada via transretal,
diariamente, iniciando apds o 14° dia até o 90° dia pds-parto, pela manha. A seguir, segue

descricdo das avaliagOes ultrassonograficas nos modos que foram utilizados:

Ultrassonografia modo B. Medidas gerais de didametro e comprimento foram feitas
utilizando-se o modo B. Dentre outras variaveis, serdo estudadas: duracdo do periodo inter-
ovulatoério, emergéncia do 1°, 2° e 3° (caso haja) ondas foliculares, persisténcia do foliculo
ovulatério, numero de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular, nimero de
foliculos dentro das classes: 1, 2, 3, 4 e 5 (foliculos < 3, de 3 -5, de 6 — 9, 10 -15 e foliculos >
15 mm de didmetro, respectivamente), e diametro foliculo ovulatdrio, bem como a identificacdo
do CL e mensuracdo de sua area. Cavidades luteinicas, caso presentes, tiveram a mesma

mensuracgéo.

A fase de crescimento do CL (metaestro) ira do dia da ovulacéo ao dia em que o CL cessar
0 seu crescimento progressivo. A fase estatica (diestro) ira do altimo dia de crescimento ao
primeiro dia de inicio da regresséo progressiva do diametro e, a fase regressiva (pro-estro) do

ultimo dia da fase estatica ao dia da ovulagdo ou quando o CL néo for mais detectavel.
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5.6 QUALIDADE OOCITARIA E EMBRIONARIA

O procedimento de OPU foi realizado em trés periodos, sendo realizadas nos dia 30,
60 e 90 dias pos-parto. As variaveis mensuradas na OPU foram numero total de odcitos
aspirados, oocitos de grau 1, Il e I1l, nimero de odcitos viaveis, degenerados e atrésicos. Na
avaliacdo da qualidade embrionéria foram avaliados o nimero e a porcentagem de embriGes
clivados e viaveis. As aspiragdes foliculares foram realizadas pela empresa In Vitro (Rod. SP
340 - KM 166, Mogi Mirim - SP), realizadas por médicos veterinario experientes, treinados e

aptos que realizam este tipo de procedimento de aspiracdo com frequéncia diaria.

As sessdes de OPU foram realizadas com aparelho portatil de ultra-som, equipado com
transdutor endocavitario, micro-convexo, mulifrequencial, adaptado a uma guia de biopsia
WTA Ltda (Cravinhos/SP, Brasil) para aspiracéo folicular e conectado a agulha V-OPAA-1855
(Cook Austrélia, Queensland, Australia) descartavel de 18g e linha de aspiracdo VBOAS 18l
(Cook Austrélia, Queensland, Australia) de teflon de 1,7 mm de didmetro interno e 80 cm de
comprimento, conectadas a um recipiente para coleta dos odcitos (tubos conicos de centrifuga
de 50 ml da Corning Life Science Incorporated — Massachusetts/EUA). Este sistema de
aspiracdo foi acoplado a bomba de vacuo portatil V-MAR 5000 (Cook Australia, Queensland,
Australia), calibrada e regulada com pressdo negativa de 68 MMHG (12 a 15 ml de
agua/minuto; KRUP et al., 1994).

A montagem do transdutor foi feita segundo instru¢bes do fabricante e a agulha
inserida no mandril de forma asséptica para evitar contaminacdo. Na montagem dos
equipamentos envolvidos na OPU, foi mantida rigorosa assepsia, principalmente com as partes

que entravam em contato direto com o material aspirado ou com as mucosas das doadoras.

O meio de aspiracao utilizado para lubrificacdo e lavagem do sistema de OPU e para
0 recebimento dos o6citos no tubo de coleta foi preparado com 1,0% de solugdo salina fosfatada
(DPBS — Dmpbs Flush, Nutricell, SP/Brasil), acrescido de 5000 Ul de heparina sddica (5,0
ui/ml, Liguemine®, Roche Brasil, SP/Brasil) e 10,0 ml de soro fetal bovino (SFB — Nutricell,

SP/Brasil), mantidos a aproximadamente 37°C.

Apos a contengdo fisica do animal em brete apropriado, foi realizada anestesia epidural
baixa entre a Gltima vértebra coccigena e a primeira vértebra caudal, com 2,0 a 3,0 ml de
cloridrato de lidocaina 2% (LIDOVET® BRAVET, RJ/BRASIL), sem vasoconstritor (KRUIP
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et al.,, 1994). Esta dosagem variou de acordo com o tamanho, raca, idade, sensibilidade

individual e estado geral de cada vaca.

Apos a perda dos reflexos caudais, a cauda da vaca foi amarrada e se procedeu a
remoc¢do manual de fezes da ampla retal e higienizacdo mecénica da regido perineal, com &gua.
A vulva e o vestibulo vaginal também foram cuidadosamente higienizados, tomando-se o

cuidado de ndo jogar agua dentro da vagina.

Apds anestesia e higienizacdo da doadora, o brago esquerdo do operador foi mantido
posicionado no reto do animal evitando assim a entrada de ar na ampola retal, o que dificulta a
realizacdo da OPU. Visando a padronizacdo da técnica e devido a dificuldade de acesso, 0
ovario esquerdo foi o primeiro a ser aspirado. O ovério foi palpado, inspecionado e isolado de
outros tecidos (vasos sanguineos, porcdes intestinais, tecido adiposo) para evitar sua perfuracao
acidental e, em seguida, o transdutor, acoplado a guia de biopsia e agulha, foi introduzido na
vagina até alcancar o fundo de saco vaginal no lado correspondente ao ovario que foi acessado.
Por meio de manipulacéo transretal, o ovario foi apresentado ao transdutor na face abdominal
da parede da vagina, de forma que os foliculos a serem aspirados fiqguem no percurso da agulha,

indicado na tela do ultra-som pela linha de bidpsia ou linha de punc¢éo (punction line).

Antes do inicio da OPU, foi feito um mapeamento do ovério a fim de se planejar a
aspiracdo, evitando perfuracbes desnecessarias, otimizando o procedimento e preservando 0s
ovarios da doadora. Seguiu a aspiracdo transpassando a agulha através da parede do fundo de
saco vaginal ao mesmo tempo em que foi acionada a pressdo negativa de vacuo por um pedal e
os foliculos foram aspirados (NIBART et al., 1995). Desta forma, foram aspirados todos 0s

foliculos visiveis (com diametro > 1,0 mm) e acessiveis de cada ovario.

Ao término da OPU de cada animal o tubo contendo o liquido aspirado foi trocado,
identificado com a ordem da aspiragdo e RGD da doadora e enviado para o técnico do

laboratdrio-campo, para lavagem do conteudo, procura, selecéo e envase dos o0citos aspirados.

O tubo com o contetdo aspirado foi despejado em filtro de coleta de embrides WTA
(Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda, Cravinhos, SP/Brasil). O conteudo contendo o fluido
aspirado presente no filtro de coleta de embrides foi lavado até se obter um liquido translicido
com cerca de 1.0 cm de altura e com um sedimento contendo os o6citos recuperados. Este

contetdo foi vertido em placas de petri para observagdo em esteriomicroscopio (Neovet Ind. e
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Com. e Servicos Ltda, Uberaba, MG/Brasil) e realizacdo da procura, lavagem, classificacéo e
selecdo dos CCO.

Os critérios considerados para a avaliacdo dos CCO foram a presenca, 0 nimero de
camadas e o grau de expansao das células do cumulus, bem como o aspecto do citoplasma
quanto a cor, homogeneidade e integridade. Desta maneira, 0s odcitos recuperados foram
classificados de acordo com sua morfologia, mensurando-se a quantidade de camadas e
compactacdo das células do cumulus e a homogeneidade do ooplasma, em sete categorias,

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

Foram considerados como viaveis os odcitos classificados como graus I, Il e llI,
enquanto os demais, que ndo apresentarem aspecto de granulagdes citoplasmaticas homogéneo,
foram descartados. No entanto, foram somados aqueles para compor o numero total de odcitos.

Apos a classificacdo, os odcitos foram lavados em solucdo de TCM199 GIBCO®
Invitrogen Corporatio, Califérnia/EUA, suplementada com 10% de SFB. Em seguida, foram
efetuados a contagem por categoria e 0 envase dos odcitos para transporte em Criotubos
(Corning Life Science Incorporated, Massachusetts/EUA) com a mesma solucéo de lavagem,
acrescido de HEPES Nutricell (Campinas, SP/Brasil), em banho-maria a 37°C. O tempo médio
de transporte foi de 1,5 horas, totalizando média de 5,0 horas desde o inicio da aspiracdo da

primeira vaca até a chegada dos odcitos viaveis ao laboratdrio de FIV.

A fase de producdo in vitro foi totalmente executada em laboratério de PIVE, onde os
odcitos aspirados foram submetidos a maturacdo, fecundacédo e cultivo in vitro, num periodo

total de oito dias.

Apbs transporte controlado, os odcitos foram transferidos para as placas de MIV,
agrupados e maturados em microgotas de 100,0 pl de meio de maturagdo tcm199 suplementado
com 10% de SFB, piruvato (22 pg/ml), gentamicina, (50 pg/ml), 5,0 pg/ml de FSH
FOLTROPIN® (Bioniche Animal Health, Belleville, Ontario, Canada), 50,0 pg/ml de LH
PROFASI® (Serono, SP/Brasil) e 1 ug de estradiol/ml, sendo cada microgota referente a um

animal.

As microgotas de MIV foram cobertas com 6leo mineral sigma (Aldrich, Sdo Paulo,
SP/Brasil) e 0s 00citos permaneceram incubados durante 22 a 24 horas a 38,5°C, em atmosfera
de 5% de CO2 em ar e com méxima umidade (WATANABE et al., 1998a,b).
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Uma vez maturados, os odcitos foram submetidos a FIV, em microgotas de 100 pg de
meio talp suplementado com heparina (10 pg/ml), piruvato (22 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml),
albumina sérica bovina (6 mg/ml), solucéo de PHE (2 um de penicilamina, 1 um de hipotaurina
e 0,25 um de epinefrina) e recobertas com 6leo mineral. O sémen utilizado em todo o
experimento foi do mesmo reprodutor (raca Holandesa) e mesma partida. As palhetas contendo
0 sémen diluido foram descongeladas em banho-maria a 35°C durante 30 segundos e 0 seu
conteudo foi centrifugado por meio da técnica de gradiente de percoll (45 e 90%) para obtencédo
dos espermatoz6ides moveis e remogdo do diluidor e do plasma seminal. A concentracao foi
ajustada para 2,0x10° espermatozoides/ml e os gametas permanecerdo incubados nas

microgotas, durante um periodo de 18 a 20 horas a 38,5°C, em atmosfera de 5% de CO; em ar.

Apbs os procedimentos de MIV e FIV, os possiveis zigotos foram lavados e
transferidos para microgotas com 50 pl de meio Cr2 modificado e suplementado com 10% SFB,
30 mg BSA/mlI, acrescido de aminodcidos essenciais e ndo essenciais (WATANABE et al.,
1999), onde permaneceram em desenvolvimento embrionario por sete dias, em incubadora a
38,5°c, com 5% de coz em ar e umidade maxima, até atingirem os estagios de moérula (MO) e
blastocisto (BL). Decorridas 48 horas de CIV, foi avaliada a taxa de clivagem e, em seguida 0s

embrides viaveis foram congelados em nitrogénio liquido a -196°C.

57 METABOLITOS PLASMATICOS

Foram realizadas coletas de sangue na artéria ou veia coccigea sempre anteriormente
ao fornecimento das dietas na manha, para dosagens de metabdlitos. As amostras de sangue
foram coletadas semanalmente nos periodos pré e pés-parto. Amostras de sangue foram

coletadas também no dia do parto (nas primeiras 24 horas).

As amostras foram coletadas em tubos vacuolizados (vacutainer) de 10 ml para
dosagem de metabdlitos sanguineos. Imediatamente apds coleta os tubos foram refrigerados até
a centrifugacao a 3000 rpm durante 15 minutos, para a separacao do plasma. O plasma obtido
foi transferido para tubetes plasticos, identificados e armazenados a -20°C, até o procedimento

das andlises laboratoriais.
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As andlises laboratoriais dos metabolitos plasméticos (glicose, B-hidroxibutirato,
colesterol total, colesterol HDL, proteinas totais, albumina, enzimas hepéticas, aspartato
aminotransferase, gama-glutamiltransferase e uréia) foram realizadas por meio de Kits
comerciais, que utilizam o método enzimatico colorimétrico de ponto final que sdo analisados
em aparelho automatico para bioguimica sanguinea sistema de bioquimica automatico SBA-
200, CELM). As andlises dos &cidos graxos ndo esterificados foram realizadas em aparelho
leitor de microplacas (ELISA). As anélises foram realizadas no LPBL-VNP-FMVZ-USP

58 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado delineamento inteiramente ao acaso, com o0s animais distribuidos
aleatoriamente, de acordo com as dietas experimentais. As variaveis producao, composicao e
perfil de acidos graxos do leite, e metabolitos plasmaticos foram analizadas pelo procedimento
PROC MIXED do SAS (SAS, 2004), utilizando seguinte modelo:

Yij= p+ Ditt Sj+Di(s))+ i

Onde: p = média avaliada, Di= efeito fixo de dieta; Sj= efeito fixo de semana (semanas);
Di(T;)= interacdo semana * dieta; ejj =erro aleatoério.O modelo acima foi utilizado para as
analises do pré e pos parto, sendo a variavel tempo no pré parto as semanas -3 -2, -1 semanas
em realacdo ao parto, e no pos parto as semanas 1 a 13 em relacdo ao parto. O efeito de animal

foi considerado como aleatério em todos os modelos.

Essas variaveis foram analisadas pelos seguintes contrastes ortogonais C1: controle vs
insaturada e saturada (C vs INS + SAT), e C2: insaturada vs saturada (INS vs SAT). Foram

utilizados para as analises entre os tratamentos nivel de 5% de significancia.

A analise da dinamica folicular foi analisada pelo PROC MIXED do SAS (SAS, 2004)

utilizando o seguinte modelo:
Yij= p+ Dit Ti+Di(T))+ e

Onde: p = média avaliada, Di= efeito fixo de dieta; T;= efeito aleatorio de tempo ( dias de
ultrassonografia); Di(T;)= interacdo tempo * dieta; ej =erro aleatorio.O modelo acima foi

utilizado para as analises do dia 14 ao 90 dias de lactacéo.
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As analises de qualidade oocitéria e embrionédria foram analisadas de acordo com o
PROC MIXED do SAS (SAS, 2004) utilizando o seguinte modelo:

Yij= g+ Dit Ai+Di(A)+ e

Onde: p = média avaliada, Di= efeito fixo de dieta; Aj= efeito aleatorio de tempo (dias da
aspiracdo folicular); Di(Aj)= interacdo aspiracdo folicular * dieta; ej; =erro aleat6rio.O modelo
acima foi utilizado para as analises nos dias das aspirac@es foliculares dias 35+7, dias 65+7

dias, e 92+7 de lactacéo.

Essas variaveis foram analisadas pelos seguintes contrastes ortogonais C1: controle vs
insaturada e saturada (C vs INS + SAT), e C2: insaturada vs saturada (INS vs SAT). Foram

utilizados para as analises entre os tratamentos, utilizando-se o nivel de 5% de significancia.

Todas as analises estatisticas passaram pela analise de homogeneidade das variancias e
normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk). Nos casos necessarios, foram excluidos out-

liers ou realizada transformacao das variaveis.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PARAMETROS SANGUINEOS

Os resultados dos pardmetros sanguineos estdo listados na tabela 4. No periodo pré-
parto, houve uma tendéncia de aumento nas concentracbes de AGNE (P=0.064) com a
suplementacdo de gordura quando comparado a dieta controle. Quando comparada as duas
fontes de lipideo, a suplementacdo de gordura insaturada aumentou (P<0,05) as concentracdes
de beta-hidroxibutirato e apresentou uma tendéncia em aumentar a concentracédo de colesterol
HDL (P=0.053) quando comparado a suplementacdo de gordura saturada. Houve efeito de
tempo (P<0,05) para as variaveis: proteina total, ureia, triglicerideos, AGNE e VLDL.

No periodo pds-parto, a suplementacdo de lipideo aumentou as concentracdes de AGNE
e obteve uma tendéncia de aumento nas concentracdes de BHB (P= 0.07) quando comparado
a dieta controle. Quando comparada a suplementacdo entre as diferentes fontes de lipideo, a
gordura insaturada reduziu (P<0,05) as concentracdes de proteinas totais e de BHB e apresentou
tendéncia de reducgéo nas concentragdes de colesterol HDL (P=0,093). Houve interacdo entre
tempo e dieta paras as variaveis colesterol total, LDL e BHB, e efeito de tempo para as variaveis
colesterol HDL, AGNE, AST e GGT.



Tabela4 - Pardmetros Sanguineos de acordo com as dietas experimentais
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(Continua)
Dietas? P-valor®
Item Média EPM?
COM INS SAT Dieta Tempo D*T C1 C2
AGNE* (mmol/L)
Pré-parto 0.50 0.72 0.70 0.64 0.033 0.172 0.002 0.246 0.064 0.982
Pos-parto 0.62 0.91 1.10 0.87 0.040 0.003 <.0001 0.846 0.002 0.157
BHB3(mmol/L)
Pré-parto 0.62 0.53 0.74 0.64 0.032 0.064 0.192 0.114 0.968 0.021
Pos-parto 0.64 0.61 1.04 0.78 0.045 0.001 <.0001 0.025 0.070 <.0001
Glicose (mg/dL)
Pré-parto 63.38 57.03 6831 6355 2721 0274 0532 0.228 0992 0.113
Pos-parto 62.18 59.20 6421  62.07 2161 0.723 0.311 0.184 0942 0.425
Colesterol Total (mg/dL)
Pré-parto 9294 10450 123.67 10823 4870 0.328 0.124 0.586 0.317 0.313
Pds-parto 106.96 112.08 13459 117.98 4540 0.119 <.0001 0.039 0.178 0.141
Colesterol HDL (mg/dL)
Pré-parto 4448 4652 6123 5173 1914 0.039 0577 0.705 0.124 0.053
Pos-parto 56.31 5573 6513 59.37 1.650 0.137 <.0001 0.824 0.345 0.095
Colesterol -VLDL
(mg/dL)
Pré-parto 9.98 11.08 1141 10.84 0.319 0.643 0.012 0.229 0411 0.722
Pds-parto 8.06 9.27 9.77 9.01 0.227 0.203 0.954 0.737 0.110 0.520
Colesterol - LDL (mg/dL)
Pré-parto 3847 4543 4981 4483 4815 0920 0504 0.804 0.795 0.776
Pds-parto 4253 4707  59.27 49.60 4182 0.428 0.034 0.024 0.347 0.414
Triglicerideos (mg/dL)
Pré-parto 4991 5538 57.06 54.18 1595 0.643 0012 0.229 0411 0.722
Pos-parto 40.30 46.34 4885 4504 1136 0.203 0954 0.737 0.110 0.520
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(Conclus&o)

e Dietas* Média  EPMEZ P-valor®
CON INS SAT Dieta Tempo D*T C1 C2

Proteinas Totais
(mg/dL)
Pré-parto 9.02 8.03 8.29 845 0224 0351 <0001 0835 0.159 0.663
Pos-parto 9.99 8.83 10.37 9.81  0.211  0.090 0.173 0.708 0535 0.033
Ureia (mg/dL)
Pré-parto 4470 4146 4425 4365 1.343  0.857 <.0001 0.079 0.687 0.679
Pos-parto 53.15 5460 49.66 5226 1106 0.530 0.198 0.578 0.708 0.310
AST® (mg/dL)
Pré-parto 3051 2985 2070 2641 1255 0.073 0.216 0.634 0.230 0.640
Pos-parto 39.05 4005 3434 3762 1492 0481 <0001 0992 0616 0.297
GGT’ (mg/dL)
Pré-parto 3303 3361 3177 3268 0.908 0.873 0.165 0.735 0.999 0.607
Pos-parto 36.69 3976 3542 3711 0.616 0.247 0.024 0.581 0.476 0.119

IDietas: CON: controle; INS: insaturada; SAT: saturada; 2EPM: erro padrédo da média; 3D*T: Interagdo dieta*tempo; C1: CON
vs (INS + SAT); C2: INS vs SAT; “Acidos graxos ndo esterificados; °Beta-hidroxibutirato; éAspartato aminotransferase; “Gama
glutamiltransferase.

Durante o periodo de transicdo a vaca leiteira passa por um processo de balanco
energético negativo, onde o animal é incapaz de ingerir a quantidade de energia necessaria para
atingir sua exigéncia. Nesse contexto, a primeira adaptacdo no metabolismo animal é a
mobilizacdo de gordura corpérea (DRACKLEY, 1999), sendo as concentra¢des plasmaticas de
AGNE e BHB, excelentes indicadores da magnitude da mobilizacéo do tecido adiposo. (BOBE
et al., 2004). No presente experimento a suplementacédo de lipideo aumentou a concentragéo de
AGNE e apresentou tendéncia de aumento (P=0,07) de BHB no pds-parto 0 que sugere uma
maior mobilizagdo de tecido adiposo nesses animais. Esse resultado pode ser explicado pela
maior producdo de leite corrigido para 3,5% de gordura para os animais suplementados com
Ca-AGCL rico em oleo de palma. Esse fato explica também a interacdo tempo e dieta nas
concentracdes de BHB, demonstrando que, nas semanas 1,2 e 3 (Grafico 9) a suplementacéo
de lipideo aumentou as concentragcdes sanguineas de BHB. Quando comparadas as diferentes
fontes de lipideo, a suplementacdo de gordura insaturada obteve menores concentracfes de
BHB no periodo pré e pos-parto quando comparado a suplementacdo com gordura saturada,
sugerindo um BEN mais severo nos animais alimentados com gordura saturada, o que pode ser
atribuido a maior producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura apresentada por esses

animais. Assim como o presente experimento, Gonthier et al. (2005) observaram aumento da
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concentracdo plasmatica de AGNE para vacas alimentadas com AGPI (semente de linhaca) em
relacdo as vacas do grupo controle. Ao contrario desses resultados, Cerri et al. (2009); Gandra
(2012) e Greco (2014) n&o observaram alteragdes nas concentragdes de AGNE, e Ballou et al.
(2009) observaram que a suplementacéo lipidica reduziu a concentracdo plasmatica de AGNE,
concluindo que a suplementacdo de lipideo reduziu a mobilizacdo de gordura naquelas

condigdes experimentais.

Devido as diferentes composi¢des das dietas, (menor inclusdo de milho moido nas dietas
com inclusdo de lipideo) os animais que receberam o tratamento controle, possivelmente,
apresentaram maior ingestdo de CNF. No entanto, essa maior ingestdo de CNF nédo foi
suficiente para influenciar a concentracdo de glicose plasmatica. Como as coletas de sangue
foram realizadas antes do fornecimento da alimentagdo matinal, houve tempo habil para que a
producdo e liberacdo da insulina tenham equilibrado a glicemia dos animais no presente
experimento. Cerri et al. (2009), avaliando a suplementacdo de Ca-AGCL de 6leo de palma e
Ca-AGCL rico em C18:2 n-6, Gonthier et al. (2005) e Gandra (2012) que avaliaram a
suplementacdo de AGPI, também ndo observaram alteracGes nas concentracdes sanguineas de
glicose. Contrariando esses resultados, Ballou et al. (2009) observaram que a suplementacao
lipidica tendeu a aumentar a glicose plasmatica, e Greco (2014) observou aumento da glicose
plasmética com a suplementa¢do de gordura saturada quando comparada a gordura insaturada.

A homeostase do colesterol é mantida por uma complexa cadeia biosintética com
mecanismos regulatérios, de transporte e secrecdo. Entre esses processos, a circulacdo entero-
hepética do colesterol e os sais biliares estdo envolvidos em papéis cruciais. A inclusdo de
lipideo na dieta aumenta o colesterol total sanguineo devido a maior formacdo de
apolipoproteinas nos enterocitos para o transporte de acidos graxos que chegam ao intestino
delgado. O HDL é a principal lipoproteina plasmatica (>80% do total de lipoproteinas) dos
ruminantes. Essas sdo as principais particulas relacionadas ao sistema de transporte reverso do
colesterol que retornam o excesso de colesterol das células periféricas para o figado para
excrecdo biliar e re-sintese de novas particulas de VLDL. Como a suplementacdo de fontes de
lipideo, teoricamente, aumentariam o consumo de EE era esperado que houvesse um aumento
nos niveis de colesterol plasmatico. Foi o ocorrido, onde houve interacdo tempo e dieta para
colesterol total e LDL no periodo pds-parto, demonstrando que nas semanas 6 e 12 (Grafico 1)
a suplementacgdo de lipideo aumentou a concentragdo de colesterol total e de LDL plasmaético.
Por sua vez, tanto no periodo pré e pds-parto, a suplementagéo de gordura insaturada apresentou
uma tendéncia de redugdo na concentragdo de colesterol HDL quando comparado a gordura
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saturada. Como mencionado anteriormente, o HDL € a principal lipoproteina transportadora
nos ruminantes, e a redugdo da sua concentragdo, sugere um menor consumo de acidos graxos
do grupo tratado com gréo de soja cru e integral quando comparado ao Ca-AGCL de 6leo de
palma. Essa possivel reducdo no consumo de EE explicaria os altos valores de AGNE, mesmo
com uma menor producdo de leite corrigida apresenta pelos animais pertencentes a esse
tratamento. Assim como esses resultados, Bu et al. (2010) ao estudarem o efeito de 6leos ricos
em &cido linoleico (6leo de soja), acido linolénico (6leo de semente de linhaca) ou uma
combinacdo dos dois 6leos encontraram concentracfes de colesterol total, e colesterol LDL
aumentadas em relacdo a dieta controle. O aumento nas concentracdes desses parametros foi
similar em estudos anteriores (GRUMMER; CARROL, 1991; PETIT et al., 2002). No entanto,
contrariando o resultado desse experimento, diversos trabalhos comparam a suplementacao de
fontes AG saturados com insaturados (PETIT et al., 2004; FUENTES et al., 2007; GANDRA,
2012) e ndo obtiveram diferencas nas concentrac@es de colesterol HDL, porém, em nenhum
desses experimentos, houve diferenca de consumo entre as fontes de lipideo, que seria a
principal suspeita para explicar o resultado obtido.

A lipoproteina é o agregado molecular responsavel pelo transporte de lipideos em
meios liquidos, ja que eles ndo se misturam facilmente com o plasma sanguineo. Desta forma,
os lipideos séo revestidos com fosfolipideos, colesterol e proteinas. Sendo assim, é esperado
que quando maior a quantidade de lipideos sendo transportados, maior sera a concentracao de
proteinas totais plasméatica. Como a suplementacdo de lipideo saturada aumentou a
concentracdo de proteinas totais quando comparada com suplementacdo de gordura insaturada,
sugere-se que as vacas alimentadas com gordura saturada apresentam uma maior quantidade de
lipideos circulantes, resultados esses que condizem com 0s encontrados para a variavel
Colesterol HDL.

Grande parte da metabolizagdo dos acidos graxos presentes na corrente sanguinea é
realizada no tecido hepatico, e um grande aporte de gordura no figado pode representar danos
para esse tecido, o que seria evidenciado pelo aumento das enzimas hepaticas AST e GGT.
Como nédo houve diferenga entre os tratamentos para essas enzimas, conclui-se que a
suplementacéo de lipideo, independente da fonte, ndo causa danos hepaticos nos animais.

As curvas que representam o perfil metabdlico dos animais estdo demonstradas nos

gréficos abaixo.



Grafico 1 - Colesterol Total (A) e colesterol HDI (B) de acordo com as dietas experimentais
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Gréfico 2 - Colesterol LDL (A) e colesterol VLDL (B) de acordo com as dietas experimentais
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Grafico 3 - Triglicerideos (A) e proteinas totais (B) de acordo com as dietas experimentais
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Grafico 4 - Glicose (A) e ureia (B) de acordo com as dietas experimentais
A
Glicose
90
80
70
60
50
2
§ 40 ] Pre-parto: Pés-parto:
(G} 30 Dieta: P>0.05 Dieta: P>0.05
20 Tempo: P>0.05 Tempo: P>0.05
D*T: P>0.05 D*T: P>0.05
10
0
-3 -2 -1 0 1 2 3 6 12
Controle |60,9875 56,8857178,94444 48,28 |55,8555660,88182 63,86 66,19 63,46364
----- Insaturada |55,45714, 66,5 |57,2125| 45,66 64 63,8125 | 53,95 |53,9625| 60,275
= - = Saturada 80,08 |69,30909 58,92 63,35714 42,14 |62,0818279,23333| 63,03 |75,18182
B
Ureia
70,00
60,00
50,00
40,00
B Pds-parto:
()]
S 30,00 Pré-parto: Dieta: P>0.05
20,00 Dieta:P>0.05 Tempo: P>0.05
Tempo: P<0.05 D*T: P>0.05
10,00 D*T: P>0.05
0,00
-3 -2 -1 0 1 2 3 6 12
Controle 38,84 42,50 45,52 54,45 53,75 48,17 49,67 58,05 55,82
----- Insaturada| 43,03 41,93 38,64 43,14 53,64 52,69 53,41 55,38 57,89
= - = Saturada 40,92 41,35 45,25 51,01 50,37 49,30 48,78 53,61 46,18




78

Grafico5- AST (A) e GGT (B) de acordo com as dietas experimentais
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Grafico6 - AGNE (A) e BHB (B) de acordo com as dietas experimentais

AG N E Pés-parto:

Pré-parto: Dieta: P<0.05

Dieta: P>0.05

1,60 Tempo: P<0.05
D*T: P<0.05

Tempo: P<0.05

1,40 || p*T: p>0.05 e
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

AGNE

Controle 0,30 0,34 0,44 1,12 0,94 0,75 0,58 0,50 0,35
----- Insaturada| 0,65 0,69 0,66 0,94 0,91 0,96 0,93 0,96 0,77
— - — Saturada 0,63 0,59 0,73 0,89 1,38 1,22 1,10 0,99 0,82

B
2
1,8 Pré-parto: B H B ~ Pos-parto:
16 | Dieta: P<0.05 g Dieta: P<0.05
1,4 Tempo: P>0.05 ‘/ ‘N Tempo: P<0.05
o 1,2 D*T: P>0.05 / '~ D*T: P<0.05
I ) )
o 1
= 0,8
0,6
0,4
0,2
0
-3 -2 -1 0 1 2 3 6 12
Controle | 0,4219 | 0,4874 | 0,7526 | 0,7756 | 1,0853 | 0,639 | 0,7102 | 0,5441 | 0,3909
----- Insaturada| 0,4518 | 0,5975 | 0,5625 | 0,5273 | 0,8129 | 0,9669 | 0,5875 | 0,4625 | 0,3125
= - = Saturada | 0,7056 0,8 0,6477 | 0,8289 | 1,8188 | 1,2214 | 1,0604 | 0,7157 | 0,5608

6.2 PRODUCAO E COMPOSICAO DO LEITE

Os resultados de producdo e composicdo do leite estdo listados na Tabela 5. Foram
encontrados efeitos de dieta (P<0,05) para as variaveis producgéo (kg) e teor (%) de gordura, e
efeitos de tempo (P<0,05) para todas as variaveis, exceto producdo de gordura no leite. Foi
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encontrado (P<0,05) interacdo tempo dieta, para producdo de leite. Quando comparada a
suplementacdo de lipideos com a dieta controle, ndo foram observadas diferengas, porém
quando comparada as duas fontes de lipideo, a suplementacéo de gréo de soja integral reduziu
(P>0,05) o teor de gordura no leite, e as produces de proteina gordura e no leite e
consequentemente a producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura quando comparada a
dieta com Ca-AGCL de 6leo de palma.

Dados da literatura sobre a influéncia lipidica na producéo de leite sdo inconsistentes.
Apesar das fontes de gordura possuirem elevado teor energético (CHILLIARD et al., 1993),
sua influéncia negativa sobre o consumo de matéria seca (ALLEN, 2000), muitas vezes diminui
a ingestdo de energia pelo animal, gerando resultados, em alguns casos, negativos para a
producdo de leite. No presente estudo, a suplementacdo de lipideo nédo alterou a producéo de
leite, demonstrando que a maior densidade energética com a inclusdo de fontes de lipideo
(Tabela 3) ndo foi suficiente para aumentar o desempenho produtivo dos animais.

Condizendo com os resultados do presente estudo, diversos trabalhos compararam a
suplementacdo de lipideo com dietas sem incluséo de lipideos e, ou ndo obtiveram alteracao
dos animais tratados. Gandra (2012), comparando dietas sem inclusdo de lipideo, com 3 dietas
com fontes diferentes de gordura inertes no rimen (uma fonte de n-3 e duas fontes de n-6) ndo
observaram alteracdo na producao de leite. Freitas Janior et al. (2010) compararam dieta sem
inclusdo de fontes de lipideo, com dietas com inclusdo de lipideos (6leo de soja, grdo de soja e
Ca-AGCL de 6leo de soja) e também ndo observaram alteracdo na producao de leite.

Contrariando esses dados, Chilliard (1993) sumarizou diversos estudos envolvendo a
suplementacéo de lipideo para vacas leiteiras, e observou que, dependendo da fase de lactacédo
em que se iniciou a suplementacdo, as respostas produtivas variaram de 0,31 a 0,72 kg de
leite/dia/vaca. Onetti e Grummer (2004) compilaram dados de 41 experimentos que avaliaram
a suplementacéo de diferentes fontes e niveis de lipideo nas racdes de vacas em lactagédo e
relataram diversos aumentos na producdo de leite. Em meta-analise comparando 38 estudos,
Rabiee et al. (2012) observaram aumento de 1,05 Kg/animal em vacas suplementadas com
fontes de lipideo. J& Simas et al. (1995) suplementaram vacas no inicio de lactagdo com Ca-
AGCL e observaram reducdo na producdo de leite, assim como Petit et al. (2007), que
observaram nas vacas tratadas com dieta controle maior producéo de leite quando comparada
aos animais tratados com dietas com gordura saturada ou com gordura insaturada.

Quando comparado especificamente as fontes de suplementacdo de lipideos sobre a
producdo de leite, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Alguns estudos obtiveram
resultados semelhantes ao desse estudo. Cerri et al. (2009); Theurer et al. (2009) e Caldari-
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Torres et al. (2011) compararam a suplementacdo de Ca-AGCL de 6leo de palma e Ca-AGCL
de &cidos graxos poli-insaturados e ambos, ndo obtiveram alteragdo na producéo de leite. J4,
Harvatine e Allen (2006) avaliaram a suplementacdo de sais de célcio de &cidos graxos
comparando niveis de insaturacdo e descreveram reducéo linear na producao de leite de acordo
com a quantidade de acidos graxos insaturados utilizados. Essa queda na producéo de leite foi
explicada pelos autores pela também reducédo linear de ingestdo de matéria seca conforme o
aumento da concentracdo de &cidos graxos poli-insaturados na dieta.

A gordura do leite é derivada de duas fontes: os &cidos graxos de cadeia curta e média
(respectivamente 4 a 8 carbonos e de 10 a 14 carbonos) sao sintetizadas pela glandula mamaria
através da sintese De Novo, engquanto que os acidos graxos de cadeia longa (< 18c) sdo
absorvidos diretamente da glandula mamaria, sendo acidos graxos provenientes da dieta ou da
metabolizacdo do tecido adiposo.

Os acidos graxos de 16 carbonos podem ser derivados das duas fontes (BAUMAN;
GRIINARI, 2003). No presente estudo, a suplementacédo de gréo de soja integral reduziu o teor
e a producao total de lipideo quando comparado a dieta com Ca-AGCL de 6leo de palma. A
principal hipoGtese para esse resultado era a producdo do CLA trans-10 cis-12. Bauman e
Griinari (2001) demonstraram efeito negativo na sintese da gordura do leite causado por esse
AG, através da inibi¢cdo de diversas enzimas responsaveis pela sintese “de novo” e ,em menor
proporcao, da absorcao de acidos graxos da corrente sanguinea pela glandula mamaria. O CLA
trans-10, cis-12 € produzido pela rota alternativa de biohidrogenacdo ruminal de acidos graxos
poli-insaturados. Dentre alguns fatores, o pH ruminal é o que mais influéncia essas rotas
bioquimicas, sendo que, quanto menor o pH maior o deslocamento da rota principal para a rota
alternativa, aumentando a producdo desse isdbmero do CLA (BAUMANN; LOCK, 2006).
Assim caracteristicas intrinsecas inerentes a dieta interferem de forma direta o perfil de acidos
graxos que chegam ao intestino delgado, alterando a producéo de gordura na glandula maméria.
No entanto, a andlise do perfil de acidos graxos do leite ndo detectou alteragdo desse acido
graxo entre os tratamentos, o que reduz a possibilidade desse fato ser a explicacdo desse
resultado.

No entanto, o perfil metabdlico dos animais (Tabela 4), sugere que houve uma reducao
da ingestdo e transporte de acidos graxos com a suplementacdo de grdo de soja quando
comparada a dieta com Ca-AGCL de 6leo de palma, sendo, portanto, a possivel explicacéo pela
menor producédo de gordura no leite desses animais. Concordando com esse estudo, Harvatine
e Allen (2006) avaliaram a suplementacdo de Ca-AGCL diferindo na concentracdo de &cidos
graxos insaturados. Foi observado reducgéo linear na producgéo de gordura do leite conforme o



82

aumento da instauragdo dos &cidos graxos. Cerri et al. (2009) compararam a suplementagdo de
Ca-AGCL de 6leo de palma com Ca-AGCL rico em C18:2 n-6 e também observaram reducéo
na gordura do leite com a utilizagdo de &cidos graxos poli-insaturados.

No presente experimento as diferentes dietas ndo influenciaram o teor de proteina do leite,
porém a suplementacdo com grdo de soja integral reduziu a producdo de proteina (Kg/dia)
quando comparada a suplementacdo com Ca-AGCL. Dados sobre a influéncia da suplementacéo
lipidica sobre proteina do leite sdo inconsistentes. No entanto, diversos estudos tém demonstrado
reducdo na producdo de proteina do leite, sendo as principais teorias o efeito de diluicdo devido
ao aumento na producdo de leite (GARNSWORTHY, 2002), e a falta de energia em nivel ruminal
diminuindo a sintese de proteina microbiana (CANT et al., 1993). Wu e Hurber (1993) revisaram
dados de 49 experimentos, envolvendo 83 comparacdes entre ragdes com e sem adi¢do de lipideo
em vacas leiteiras, e observaram que na maioria dos casos o teor de proteina foi reduzido pela
adicdo de fontes de lipideo nas ragdes. Em sua compilacdo de dados, Onetti e Grummer (2004)
relataram reducdo na proteina do leite no inicio de lactacdo e tendéncia (p=0.07) de reducdo de
proteina do leite no meio de lactagdo para vacas suplementadas com fontes de acidos graxos
saturados inertes no rimen. Condizendo com esse experimento, Cerri et al. (2009) compararam
a suplementacdo de Ca-AGCL de 6leo de palma e Ca-AGCL rico em acido linoleico, e também
relataram reducdo da proteina do leite com a suplementacdo de acidos graxos poli-insaturados.
Ja Harvatine e Allen (2006) compararam suplementacdo de lipideo com diferentes niveis de
saturacdo e ndo relataram diferenca para proteina do leite em relagdo ao tipo de acido graxo
utilizado. Contrariamente a esses dados, Warntjes et al. (2007) relataram aumento na proteina do
leite com a suplementacéo lipidica de gordura saturada, porém os animais estavam sobre estresse

térmico.



Tabela5 - Média (:EPM) da producéo e composicao do leite de acordo com as dietas experimentais
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Dietas Experimentais*

Probabilidades?

INS SAT Dieta Tempo Int Cl1 C2

Kg/dia
PL3 30,16+ 1,58 29,27+1,85 30,98+1,58 0,784 <,0001 0,131 0,984 0,490
PLC* 31,16+1,52 28,12+1,79 33,41+1,52 0,098 0,0005 0,205 0,842 0,033
Gordura 1,09 +£0,05 0,96+0,07 1,22+0,05 0,025 0,259 0,471 0,959 0,007
Proteina 0,88+0,01 0,94+0,01 0,068 <,0001 0,576 0,822 0,024
Lactose 1,29+0,08 1,40+0,07 0,612 <,0001 0,172 0,939 0,326

Teor (%)
Gordura  3,59+0,12 3,31+0,14 4,05%0,12 0,002 0,043 0,251 0,577 0,006
Proteina 3,01+0,03 3,03+0,03 0,796 <,0001 0,059 0,665 0,639
Lactose 451+0,04 4,51+0,05 4,54+0,04 0,864 <,0001 0,051 0,811 0,651

1CON (controle); INS (gréo de soja); SAT (sais de célcio de 6leo de palma). 2INT (interacdo dieta X tempo); C1:
contraste 1 (CON x INS e SAT); C2: contraste 2 (INS x SAT). 3Producéo de leite; “Producdo de leite corrigida

para 3,5% de gordura.

Como néo houve efeito na producéo de leite, porém com efeito negativo para producéo

de gordura do leite, a suplementacdo com gréo de soja reduziu a producéo de leite corrigida para

3,5% em relacdo a suplementacdo com gordura saturada, demonstrando que nas caracteristicas

do presente estudo, a suplementacdo de grdo de soja reduziu o desempenho produtivo dos

animais. Esse resultado condiz com outros experimentos que compararam suplementacao de

acidos graxos saturados e insaturados e obtiveram reducdo na gordura do leite, sem no entanto,

alterar a producéo de leite (CERRI et al., 2009), e em experimentos que deprimiram tanto a
producéo de leite como a gordura do leite (HARVATINE; ALLEN, 2006).
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Grafico 8-

Teor de gordura (A) e producéo de gordura (B) de acordo com as dietas experimentais
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Grafico 9 -

Teor de proteina (A) e produgdo de proteina (B) de acordo com as dietas experimentais
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6.3 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO LEITE

O resultado do perfil de acido graxo do leite estd na tabelas 6 e 7. Analisando
individualmente, a grande maioria dos acidos graxos analisados apresentaram efeito de dieta
(p<0,05), excetuando os &cidos graxos C4:0, C14:1, C16:1, C17:1, C18:1 n9,c, C20:0, CLA 9,
CLA t10*, e C20:3 n6. Também foi observado efeito (p<0,05) de tempo para a grande maioria
dos &cidos graxos, exceto C6:0, C8:0, C17:1*, C18:1 n9,t, C18:2 n6,c, C20:0, C18:3n3, CLA
c9, CLA t10*, C22:0, C20:4 n6. Foi observado interagdo (p<0,05) entre dieta e tempo para 0s
acidos graxos C11:0 e C14:1. (Tabela 6).
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Tabela 6 - Perfil de &cido graxos do leite de acordo com as dietas experimentais — Analise individual

(Continua)
Dietas! Médi P-valor®
Item EPM?
CON INS SAT a DIETA TEMP INT C1 c2
C4:0 Butirico 1.22 110 126 120 0.021 0.059 <0.001 0.553 0.494  0.020
C6:0 Caproico 151 126 119 132 0.032 0.012 0.975 0.433 0.004 0.569
C8:0 Caprilico 1.06 089 0.75 090 0.029 0.008 0.078 0.538 0.007 0.153
C10:0  Caprico 253 213 164 209 0.081 0.005 <0.001 0.658 0.007 0.076
C11:0  Undecandico 0.06 0.09 0.03 0.06 0.005 0.007 <0.001 0.006 0.883  0.002
C12:0  Laurico 296 251 190 245 0.096 0.004 <0.001 0.538 0.006  0.063
C13:0  Tridecandico 0.16 0.14 0.09 0.13 0.006 0.001 <0.001 0.761 0.023 0.004
C14:0  Miristico 10.25 862 7.38 876 0.222 <0.001 <0.001 0596 <0.001 0.048
C14:1  Miristoleico 0.64 061 053 059 0.020 0.221 <0.001 0.032 0.235 0.245
C15:0 Pentadecandico 0.86 0.87 061 0.77 0.027 0.002 <0.001 0.344 0.082  0.003
C16:0 Palmitico 31.17 28.21 33.21 31.13 0.375 <0.001 <0.001 0.057 0.615 <0.001
C16:1  Palmitoleico 1.24 105 133 122 0.034 0.119 0.039 0.326 0.672 0.042
C17:0  Heptadecandico 055 057 045 052 0.008 <0.001 0.747 0.128 0.019 <0.001
C17:1* Heptadecanodico 0.01 0.01 0.02 0.01 0.005 0.797 0.664 0.361 0.539 0.840
C18:0  Estearico 11.42 13.17 11.62 1196 0.216 0.027 <0.001 0.635 0.078 0.024
C18:1n9,t Elaidico 025 0.26 041 031 0.013 <0.001 0.207 0.495 0.019 0.001
Cci18:1
Vacénico 0.74 070 098 0.81 0.028 0.001 0.002 0.466 0.133 0.001
transl1l
Cc18:1
o Oleico 24.89 27.50 28.07 26.75 0.509 0.163 <0.001 0.740 0.067 0.764
n9,c
C18:2
6 Linoleico 264 371 267 294 0.075 <0.001 0.306 0.133 0.007 <0.001
né,c
C20:0  Araquidico 0.12 0.13 0.11 0.12 0.002 0.063 0.133 0.446 0.412 0.023
C20:1n9 Eicosaendico 0.04 0.05 0.05 0.05 0.002 0.015 <0.001 0.371 0.004 0.770
C18:3n3 alfa-Linolénico 0.14 0.28 0.14 0.17 0.008 <0.001 0.776 0.211  <0.001 <0.001
CLACc9 Linoleico conj. 035 035 041 0.37 0.012 0.174 0.622 0.336 0.406 0.111

(Conclusdo)
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Dietas? Médi P-valor®
Item EPM?
CON INS SAT a DIETA TEMP INT Cl c2
CLAt10* Linoleico conj. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.001 0.425 0.231 0.344 0.293 0.384
C22:0*  Behénico 0.00 002 000 0.01 0.002 <0001 0.157 0.356 0.010 <0.001
C20:3n6 Eicosatriendico 0.08 0.10 0.07 0.08 0.004 0.105 <0.001 0.751 0.874  0.035
C20:4n6 Araquiddnico 0.14 015 011 0.13 0.004 0.008 0.579 0.105 0.235  0.005
1Dietas: CON: controle; INS: insaturada; SAT: saturada; 2EPM: erro padrdao da média; 3D*T: Interacdo

dieta*tempo; C1: CON vs (INS + SAT); C2: INS vs SAT,;



Tabela 7 - Perfil de &cido graxos do leite de acordo com as dietas experimentais — Analise em grupo
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Dietas! P-valor®
Item Média EPM?
CON INS SAT DIETA TEMP INT C1 c2
z
¥ A.G. Saturados  (SFA) 63.99 59.84 60.26 61.52 0.582 0.074 <0.001 0.486 0.024 0.836
> AG Insaturados 3142 35.02 35.06 33.71 0545 0.096 <0.001 0.649 0.033 0.982
z A.G. (MUFA
27.99 3043 31.66 29.99 0531 0.128 <0.001 0.731 0.063 0.529

Monoinsaturados )
) A.G.

] (PUFA) 336 459 340 371 0.089 <0.001 0.283 0.163 0.010 <0.001
Polinsaturados
% Outros A.G. 447 473 468 461 0.075 0688 0390 0.369 0.393 0.853
z
SFA/(MUFA+PU 207 176 177 188 0.047 0.068 <0.001 0.650 0.022 0.988
FA)

Total

<C16 21.34 18.33 15.39 18.36 0491 0.001 <0.001 0.462 0.001 0.051
C16 3247 29.33 3460 3241 0.374 <0.001 <0.001 0.021 0581 <0.001
>C16 41.60 47.19 4533 4446 0.626 0.019 <0.001 0.295 0.007 0.343

Total C18
Saturados (SAT) 11.42 13.17 11.62 1196 0.216 0.027 <0.001 0.635 0.078 0.024
Insaturados (INS) 28.70 3235 32.34 31.01 0530 0.077 <0.001 0.562 0.025 0.996
INS/SAT 255 254 282 265 0056 0329 0134 0981 0475 0.218

1Dietas: CON: controle; INS: insaturada; SAT: saturada; 2EPM: erro padrdo da média; 3D*T: Interacdo

dieta*tempo; C1: CON vs (INS + SAT); C2: INS vs SAT;

Quando analisados em grupos (Tabela 7), a somatoria das concentracdes dos acidos

graxos poli-insaturados totais, 0s acidos graxos com menos 16 carbonos (<C16) e os com mais

de 16 carbonos (>C16) apresentaram efeito (p<0,05) de dieta. Todos 0s grupos de &cidos graxos

analisados presentaram efeito de tempo, exceto a somatoria de acidos graxos poli-insaturados

(X AG poli-insaturados), somatoria de outros acidos graxos (X Outros AG) e a relacdo

insaturado/saturado nos acidos graxos com 18C. O total de &cidos graxos com 16C apresentou

(p<0,05) interacdo tempo e dieta.
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A suplementacdo de lipideo (C1) reduziu (p<0,05) as concentra¢fes do somatorio dos
acidos graxos saturados (X A.G. Saturados), dos acidos graxos com menos de 16 carbonos
(>C16), e da relagdo entre acidos graxos saturados com insaturados (X SFA/(MUFA+PUFA));
e aumentou (p<0,05) as concentrac6es de acidos graxos acima de 16 carbonos (>C16), de acidos
graxos insaturados com 18 carbonos, da somatoria dos acidos graxos insaturados (X AG
Insaturados) e dos acidos graxos poli-insaturados (X A.G. Poli-insaturados). Analisando
individualmente, a suplementagdo de lipideo, reduziu (p<0,05) as concentracdes dos &cidos
graxos C6:0, C8:0, C10:0, C12:0, C13:0,C14:0 e C17:0, e aumentou (p<0,05) as concentrac¢des
dos acidos graxos C18:1 n9,t, C18:2 n6,c, C20:1 n9, C18:3 n3, C22:0*.

Quando comparada as duas fontes de lipideo (C2), o grdo de soja, aumentou (p<0,05) a
concentragdo de &cidos graxos poli-insaturados totais (X A.G. poli-insaturados), e reduziu
(p<0,05) o total de acidos graxos de 16 carbonos (C16), quando comparado ao Ca-AGCL rico
em &cido palmitico. Analisando individualmente os &cidos graxos (C2), a suplementacdo de
grdo de soja, quando comparada ao sal de célcio rico em acido palmitico, aumentou (p<0,05)
as concentracdes dos acidos graxos C11:0, C13:0, C15:0, C:17:0, C18:0, C18:2 n6,c, C20:0,
C18:3 n3, C22:0*, C20:3 n6 e C20:4 n6, e reduziu as concentracbes (p<0,05) dos C4:0, C14:0,
C16:0, C16:1, C18:1 n9,t, e C18:1 trans1l.

O lipideo é um dos componentes mais abundantes do leite e 0 mais variavel. Ela é
composta primariamente por triglicerideos que compdem aproximadamente 98% do total da
gordura do leite, e em menores quantidades por diacilglicerideos (0,25-0,48%);
monoacilglicerideos (0,02-0,4%); glicolipideos (0,006%) e acidos graxos livres (0,1 0,4%). Os
acidos graxos saturados sdo responsaveis por aproximadamente 70% do conteudo total, sendo
0 mais abundante o C16, sendo seu contetdo de 30% aproximadamente. Aproximadamente
25% sdo monoinsaturados sendo o mais abundante o C18:1 (23,8%). Os poli-insaturados
correspondem aproximadamente 2,3%, sendo os mais importantes o C18:2 (1,7%) e C18:3
(0,7%) (CHILLIARD et al., 2007). Grandes variagdes do teor de gordura do leite sdo
observadas, sendo a magnitude desta variagdo muito superior & observada para 0s demais
componentes do leite (lactose, proteina e outros nutrientes presentes em menores quantidades).

A gordura do leite pode ser proveniente de duas formas: absorcdo direta, via corrente
sanguinea, de &cidos graxos provenientes da dieta ou da mobilizacdo do tecido adiposo; e/ou
através da sintese de acidos graxos na prépria glandula mamaria, processo conhecido como
sintese de novo. A sintese de novo é responsavel pelos acidos de 4 a 14 carbonos e por parte
dos acidos graxos de 16 carbonos, sendo o restante, absorvido diretamente da corrente

sanguinea. Os resultados demonstraram que a suplementacdo de lipideo aumentou as
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concentragfes dos &cidos graxos insaturados totais, dos acidos graxos poli-insaturados e de
acidos graxos de cadeia longa (>C16), e reduziu as concentra¢fes de &cidos graxos saturados
totais e a relagdo acidos graxos saturados/insaturados e &cidos graxos de cadeira curta (<16C).
Essa alteracdo € explicada pelo perfil dos acidos graxos das fontes de lipideo utilizadas, sendo
0 grédo de soja rico em acidos graxos insaturados, sendo eles, C18:2 (50,8 %) e C18:1 (22,8 %)
(Palmquist, 1980) e o Ca-AGCL de 6leo de palma, que apesar de ser fonte de C16:0 possui
altas concentragdes de C16:1. Esses resultados indicam também, que o processo de
biohidrogenacéo foi, de certa forma, evitado ou reduzido, permitindo a chegada de &cidos
graxos insaturados no duodeno e posterior absorcao.

Quando comparadas as duas fontes de lipideo, a suplementacdo com grdo de soja em
relacdo ao Ca-AGCL de 6leo de palma, aumentou a concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados. Novamente, essas alteracdes sdo perfeitamente justificadas pelas composicdes das
respectivas fontes de lipideo utilizadas, sendo o grdo de soja rico em &cidos graxos poli-
insaturados com 18 carbonos (C18:2), e o 6leo de palma rico em &cidos graxos saturados de 16
carbonos (C16:0) e acidos graxos monoinsaturados de 16 carbonos (C16:1). Diversos estudos
em que estudada a suplementacéo de lipideo para vacas de leite apresentaram o mesmo padrédo
de resposta obtida no presente experimento onde a o perfil de acidos graxos do leite
acompanhou o perfil de &cidos graxos da fonte de gordura protegida utilizada (referéncia
duplicadas?PETIT, 2002; PETIT, et al, 2002, 2004; PETIT et al., 2007; ZACHUT et al.,
2010a,b; BENCHAAR et al., 2012; GANDRA, 2012).

Sabe-se que varios acidos graxos insaturados possuem propriedades benéficas a salde,
como os acidos oleico, eicosapentaenoico (EPA), docosaexaenoico (DHA) e os é&cidos
linoleicos conjugados (CLAS) (Leite e Lanna, 2009). Como resultado, ha um aumento do
interesse em manipular as dietas de vacas leiteiras para aumentar as concentragdes dos acidos
graxos poli-insaturados na gordura do leite (CORTES et al., 2010). No presente experimento,
a suplementagdo com grdo de soja aumentou a concentracéo de &cidos graxos poli-insaturados
e dos acidos graxos C18:2 n6,c, C18:3 n3, C20:3 n6 e C20:4 n6, comprovando que a
suplementacédo de gréo de soja é capaz de melhorar o perfil de &cidos graxos do leite, podendo
causar beneficios a saide humana.

A menor producéo de gordura no leite dos animais suplementados com gréo de soja cru
e integral (Tabela 5) sugere uma influéncia negativa dessa suplementagédo sobre o metabolismo
da glandula mamaria. Quando se avalia 0 processo de inclusdo e digestdo de lipideo em
ruminantes, a maioria dos acidos graxos é modificada através do metabolismo ruminal, dessa

forma a biohidrogenacdo normalmente ndo é completa, resultando em ampla variedade de
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acidos graxos (BYERS; SCHEHING, 1993). Assim, quando ocorre biohidrogenacdo
incompleta de acidos graxos poli-insaturados, aumenta o fluxo duodenal de acidos graxos
C18:1 trans e acido linoleico conjugado CLA cis-9, trans-11 e CLA trans-10, cis-12,
apresentando comprovado efeito inibidor sobre a sintese de gordura do leite (BAUMAN;
GRIINARI, 2003; PETERSON et al., 2003), principalmente sobre os &cidos graxos menores
que 16C (cadeia curta e média). No entanto, quando avaliada a suplementacao de gréo de soja
com a suplementacdo de Ca-AGCL de 6leo de palma, ndo houve diferenga nas concentraces
desses CLAs e de AG menores de 16C entre os tratamentos, 0 que demonstra a auséncia de
influéncia dessa suplementacdo na sintese de-novo da glandula mamaéria. Com essa
possibilidade descartada, a reducéo da gordura do leite apresentada pelo grupo tratado com gréo
de soja é ocasionada pela menor absor¢éo de gordura em nivel intestinal, fato esse comprovado
pelo perfil metabolico dos animais, descritos na tabela 4, onde os animais alimentados com gréo
de soja, apresentaram menor quantidade de proteinas totais, e em algumas semanas, menor
quantidade de colesterol total, elementos esses cruciais para o transporte plasmatico de acidos
graxos. A menor quantidade de AG transportados resulta em um menor aporte de AG na
glandula mamaria ocasionando reducéo na producéo de gordura do leite, explicando o resultado

obtido pelo grupo suplementado com gréo de soja.

6.4 DINAMICA FOLICULAR

Os dados sobre a populacdo folicular ovariana estdo demonstrados na tabela 8. Foi
observado efeito de tempo para as variaveis numero de foliculos classe 1 (NC1), numero de
foliculos classe 3 (NC3), numero de foliculos classe 4 (NC4) e consequentemente, nimero total
de foliculos (NT Fol). Quando analisado os tratamentos, houve reducéo na NC1, NC2 e NTFol
com suplementacdo de gordura, independente da fonte. Quando comparada as duas fontes de
lipideos, a suplementacdo de gordura saturada aumentou o nimero de foliculos classe 5 (NC5)

quando comparado a fonte de gordura insaturada.
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Tabela 8 - Populacéo folicular de acordo com as dietas experimentais

Dietas’ P-valor
Item Média  EPM?
co INS  SAT Dieta Tempo D*T? c1t c2°
NC1° 212 194 1.30 1.76 0.069 0.012 0.007 0.368 0.016 0.101
NC2’ 3.39 259 275 2.93 0.058 0.008 0.269 0.159 0.004 0.124
NC38 267 261 2.62 2.63 0.050 0.867 0.020 0.366 0.931 0.598
NC4° 1.11 1.06 1.03 1.06 0.023 0.486 0.018 0.815 0.406 0.435
NC51° 0.28 0.21 0.43 0.32 0.014 0.030 0.549 0.901 0.538 0.012
NTFol'! 9.57 8.41 8.13 8.70 0.081 0.001 0.019 0.426 0.002 0.750

Dietas: CT controle; INS: insaturada; SAT: saturada; 2EPM: erro padrdo da média; *D*T: Interagdo dieta*tempo;
4C1: CT vs (INS + SAT); °C2: INS vs SAT; 5NC1: nimero de foliculos classe 1, ’'NC2: nimero de foliculos classe
2, 8NC3: nimero de foliculos classe 3, °NC4: niimero de foliculos classe 4, 1°NC5: niimero de foliculos classe 5,
UNTFOL: numero total de foliculos.

Esses resultados diferiram da hipotese do presente estudo, que consistia na obtencédo de
aumento na eficiéncia reprodutiva (nesse caso, aumento do numero de foliculos) com a
suplementacdo de lipideos devido ao aumento da densidade energética da dieta, com uma
vantagem ainda maior para a dieta com grao de soja, devido aos possiveis efeitos nutracéuticos
ocasionados pelos &cidos graxos poli-insaturados. No entanto, a suplementacdo de lipideo
reduziu o nimero de NC1, NC2, e NTFol. Diversos autores tém demonstrado estreita relacéo
entre nutri¢do e reproducdo (GARNSWORTHY et al., 2008; SALES et al., 2011.; THATCHER
et al., 2011), porém esta relagdo é extremamente complexa (SALES et al., 2015). Diversos
fatores nutricionais podem interferir no eixo hipotdlamo-hipofisario-gonadal, o que resulta em
diversas respostas reprodutivas (LEROY et al., 2008). Alteracdes no plano nutricional podem
alterar a sintese e liberacdo de hormonios reprodutivos e proteinas que possuem efeitos diretos
sobre o desenvolvimento folicular (ARMSTRONG et al., 2003). O IGF-1 é uma dessas
proteinas, este é um polipeptidio de 70 aminoacidos que, entre outros efeitos, exerce influéncia
no desenvolvimento periférico de diferenciacdo celular e na sobrevivéncia de diversas células
e tecidos do organismo, apresenta acdes como regulacédo da liberagdo de GnRH, liberacéo de
gonadotrofinas pela hipofise e aumenta a sensibilidade das células da granulosa para as
gonadotrofinas (LUCY, 1993). Gong et al., (1997) demonstraram que o0 aumento de IGF-1
ocasiona um aumento da populacao folicular, principalmente de pequenos foliculos, devido a
acdo desse fator na camada de células da granulosa dos foliculos, tornando-os mais sensiveis
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as gonadotrofinas e estimulando a proliferacdo e a producéo de esteroides (GONG et al., 1997).
Dessa forma, o nivel sérico de insulina e como consequéncia os niveis de IGF-1 podem ser as
possiveis explicacdes para o aumento na populacdo de foliculos pequenos (NC1 e NC2) e

consequentemente no numero total de foliculos (NTFol).

Apesar da maior densidade energética das dietas com incluséo de lipideo (1.58; 1.66; e
1.66 Mcal/kg MS; respectivamente para as dietas controle, saturada e insaturada), a dieta
controle possui maior quantidade de CNF (41.00; 39.80; e 38.4 %; respectivamente para as
dietas controle, saturada e insaturada) em sua composi¢ao que as dietas com incluséo de lipideo
(Tabela 3). CNF ¢ o principal substrato para a produc¢édo do acido propidnico, que por sua vez,
¢ o0 precursor para a gliconeogénese resultando em maiores concentracdes de glicose, insulina
e consequentemente de IGF-1. No entanto, ndo houve diferenca estatistica para as
concentracbes de glicose plasmatica nos animais do presente experimento (tabela 4),
descartando essa hipotese. A explicacdo para esse fato, € a maior concentracao plasmatica de
AGNE apresentada pelos animais suplementados com lipideo quando comparados ao

tratamento controle.

O BEN, provavelmente através da sinalizacdo metabolica com nivel elevado de acidos
graxos ndo esterificados, pode influenciar negativamente nos pulsos de LH no inicio da
lactacdo, necessarios para estimular o desenvolvimento dos foliculos ovarianos (BUTLER,
2004), o que justifica as menores quantidades de NC1, NC2 e NTFol apresentados pelos
animais suplementados com lipideo quando comparados ao tratamento controle. Esses
resultados diferem nos estudos de Gandra (2012) que relatou aumento de foliculos NC1 dos
animais tratados com lipideo, quando comparados ao tratamento controle, Lucy et al. (1991 e
1993) que substituiram milho por acidos graxos trans-octadecenoicos em dietas em inicio de
lactacdo, obtendo aumento no nimero de foliculos médios (6 — 9 mm), e de foliculos acima de
15 mm. Staples e Thatcher (2005), resumiram os efeitos da suplementacdo lipidica sobre o
didametro do foliculo dominante. Na média, o foliculo dominante foi 3,2 mm maior, 0 que

representa 23% de aumento para 0s animais suplementados com lipideo.

A suplementagdo com gordura saturada aumentou o numero de foliculos classe 5 (NC5)
guando comparada a suplementagcdo com gordura insaturada, o que, mais uma vez, discorda da
nossa hipotese que acredita que a suplementacdo com AGPI possua efeitos melhoradores no
desempenho reprodutivo. No entanto, o perfil metabdlico dos animais sugere uma reducédo de

consumo e, consequentemente, de performance dos animais tratados com gréo de soja, 0 que
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justificaria essa reducdo no numero de foliculos classe 5 (NC5) apresentado pelos animais
presentes nesse tratamento. Esses resultados diferem de Staples e Thatcher (2005) que
resumiram os efeitos da suplementacdo lipidica sobre o diametro do foliculo dominante. Na
média, o foliculo dominante foi 3,2 mm maior, 0 que representa 23% de aumento para 0S
animais suplementados com lipideo, e Bilby et al. (2006), que lista diversos trabalhos em que
a suplementacdo de AGPI aumentou o tamanho do foliculo dominante quando comparado a

suplementacédo de &cidos graxos monoinsaturados.

Os numeros de foliculos por semana analisados de acordo com suas respectivas classes

estdo demonstrados no graficos 10 e 11.
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Grafico 10 - Numero de foliculos classe 1 (A), Numero de foliculos classe 2 (B), Namero de foliculos classe 3 (C) de

acordo com as dietas experimentais
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Grafico 11 - Namero de foliculos classe 4 (A), Numero de foliculos classe 5 (B), Namero total de foliculos (C),
de acordo com as dietas experimentais
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Os resultados das variaveis, intervalo parto-1° ovulacgdo, area de corpo liteo, e nimero de
ondas foliculares estdo apresentados na tabela 9. Néo foi encontrado diferencas estatistica para

essas variaveis.
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Tabela9 - Intervalo parto-1°ovulagéo, area do corpo ldteo, e nimero de ondas foliculares de acordo com as
dietas experimentais
Dietas’ P-valor
Item Média EPM?
co INS SAT c13 c2*
Parto-1 ovu® 32,88 30,40 34,75 33,00 3,3806 0,5185 0,7717
Area CL® 4,66 4,39 3,72 4,24 0,2601 0,2745 0,3252
N° Onda fol.” 2,00 1,25 2,00 1,81 0,1875 0,1791 0,3169

'Dietas: CT controle; INS: insaturada; SAT: saturada; “EPM: erro padréo da média; °C1: CT vs (INS + SAT); *C2:
INS vs SAT; SIntervalo parto 1° ovulagéo, 8Area do corpo ldteo, C2: nimero de foliculos classe 2, “Ndmero de
Ondas Foliculares.

O intervalo para a primeira ovulacdo no periodo pds-parto depende da recuperacao da
funcdo normal do eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal (BUTLER; SMITH, 1989). O
aumento da concentracdo energética das racbes pos-parto teoricamente aumentaria a ingestdo
voluntaria de energia melhorando a condigdo corporal das vacas, contribuindo com a reducéao
da mobilizacdo de gordura do tecido adiposo e consequentemente reduzindo o intervalo entre
partos. No entanto, no presente experimento, a suplementacédo de lipideo nédo atenuou o BEN
ndo causando a antecipacdo da 1° ovulacdo. Esses resultados estdo de acordo com Juchem
(2007) alimentou 699 vacas multiparas com 4009 de sebo ou 4009 de sais de calcio de &cidos
graxos de cadeia longa (Ca-AGCL) contendo 6leo de palma e 6leo de peixe, e ndo observou
diferenca na proporcdo de vacas ciclando ap6s 65 dias de paridas (83,2% 82,2%,
respectivamente). Subsequentemente, vacas leiteiras suplementadas com Ca-AGCL contendo
6leo de palma ou Ca-AGCL contedo mistura de C18:2 n-6 e acidos graxos trans-octadendico,
de 25 dias pré-parto até 80 dias pos-parto obtiveram intervalo similares para primeira ovulacéo
(30.5 e 32.2 dias respectivamente) (JUCHEM, 2007).

Em sua revisao Santos relata que alguns estudos relacionam tamanho folicular com area
de corpo luteo, mostrando uma relacdo positiva, onde foliculos maiores pré-ovulatorios
originam corpos luteos com areas maiores. No entanto, no presente estudo, apesar da gordura
saturada ter produzido um maior nimero de NC5 (tabela 7) nédo alterou a area do corpo ldteo.
Esse resultado confirma os resultados de Gandra (2012) que ndo encontrou diferenga na area
do corpo luteo com a suplementacgéo de lipideo, porém difere de Maturana (2009) que relatou
reducdo da area de corpo Iuteo com a suplementacgéo de lipideo. Essa relagcdo suplementacdo

de lipideo, foliculos e corpo lateo é complexa e necessita de maiores estudos.
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Poucos estudos avaliaram a influéncia da suplementacdo de lipideo no ndmero de

ondas foliculares. Ndo houve alteracdo dessa varidvel. No entanto, os valores obtidos estdo

abaixo da média encontrada, que seria entre 2 e 3 ondas (HAFEZ, 2004). Esse fato é explicado

pelas aspiracOes foliculares realizadas em media de 30, 60 e 90 dias pds parto, o que alterou o

perfil das ondas foliculares, dificultando a anélise final.

6.5 QUALIDADE OOCITARIA E EMBRIONARIA

Os resultados de qualidade oocitéria e embrionaria estdo listados na tabela 10. Nao foi

encontrada diferenca estatistica, efeito de dieta, efeito de tempo (ordem de aspiracao) e efeito

de interacdo (dieta e ordem da aspiracéo) para nenhuma das variaveis avaliadas.

Tabela 10 - Qualidade oocitéaria e embrionaria de acordo com as dietas experimentais

e Dieta! Média EPM? Probabilidades (P)
CON INS SAT Dieta Tempo D*T® C1* C2°
Odcitos
Total 869 6,21 7,78 7,77 0,651 0,525 0,735 0,402 0,303 0,542
Grau 1 097 053 109 092 014 0,237 0913 0,495 0,764 0,092
Grau 2 1,19 079 1,13 1,07 0,131 0,618 0,915 0,728 0,628 0,362
Grau 3 284 189 206 233 0,287 0478 0,480 0,164 0,245 0,619
Viaveis 500 3221 4,28 431 0,409 0,466 0,865 0,093 0,307 0,403
Degenerados 228 231 230 230 0,361 0,865 0,456 0,343 0,567 0,645
Atrésicos 323 345 351 342 0,321 0454 0,845 0,512 0,713 0,342
Embrides
Clivados (n) 353 195 2,78 288 0,38 0,588 0,122 0,602 0,335 0,630
Clivados (%) 39,54 36,77 36,88 38,20 3,182 0,935 0,059 0,403 0,720 0,991
Viaveis (n) 1,00 063 1,00 0,92 0,294 0,798 0,330 0,162 0,645 0,586
Viaveis (%) 9,06 11,47 10,03 9,99 1,94 0,925 0,150 0,104 0,769 0,764

!Dietas: CT controle; INS: insaturada; SAT: saturada; EPM: erro padrdo da média; 3D*T: Interagdo
dieta*tempo; “C1: CT vs (INS + SAT); 5C2: INS vs SAT; 6Taxas obtidas pela relagéo entre cada um dos itens

com a quantidade de odcitos cultivados.

A qualidade oocitaria e embriondria esta diretamente ligada a composicéo de acidos

graxos. Os fosfolipideos que compdem a membrana celular possuem papel importante no
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desempenho durante e depois da fertilizagdo, e sua alteracdo pode gerar ganhos ou prejuizos na
eficiéncia reprodutiva (BILBY et al., 2006). No presente estudo, ndo foi observado diferencas
na qualidade oocitaria e embrionéaria dos animais tratados. Foi demonstrado, in vitro, que o
AGNE possui efeito prejudicial sobre o desenvolvimento de odcitos (LEROY et al., 2005), e a
suplementacéo lipidica, devido a sua maior densidade energética poderia, portanto, melhorar a
qualidade oocitaria. No entanto no presente estudo, a suplementacédo de lipideo ndo apresentou
esse efeito positivo esperado sobre a concentracdo plasmatica de AGNE (Tabela 4).

Era esperado no presente experimento efeito direto dos &cidos graxos poli-insaturados
sobre a qualidade oocitaria e embrionaria. Diversos autores tem citado influéncia positiva
desses acidos graxos sobre essas variaveis (ZERON et al.,, 2002; CERRI et al., 2004;
FOULADI-NATASHTA et al., 2007; SANTOS et al., 2008; CERRI et al., 2009). No entanto,
isso ndo aconteceu. O perfil plasmatico dos animais (tabela 4) indica uma menor concentracdo
de AG circulantes nos animais suplementados com gréo de soja integral, o que pode ter gerado
uma insuficiente concentracdo de acidos graxos poli-insaturados na corrente sanguinea, o0 que
foi incapaz de alterar o perfil de acidos graxos do liquido folicular e dos fosfolipideos de parede
dos odcitos. Segundo Santos et al. (2008), a absorcao acidos graxos poli-insaturados pelo odcito
ou é seletiva ou altamente regulada, o que pode limitar os potenciais impactos da nutri¢do de
acidos graxos na composi¢do dos o6citos.

Resultados semelhantes a esse estudo foram encontrados por Gandra (2012) que avaliou
a suplementacédo de fontes de n-6 e n-3 durante o periodo de transicao e inicio de lactacdo de
vacas leiteiras. As dietas experimentais ndo influenciaram o nimero total de odcitos aspirados
e também qualidade oocitaria. Fouladi-Nashta et al. (2007), avaliaram a qualidade oocitaria e
embrionaria com racdes alto e baixo teor de lipidios em vacas leiteiras de alta produgdo no
inicio de lactacdo e ndo observaram diferencgas para o numero de odcitos de grau I, 11, 11l e na
taxa de clivagem dos embriGes, resultados semelhantes ao deste estudo. Em outro estudo
Fouladi-Nashta et al. (2009), utilizaram 3 fontes de acidos graxos, sendo: sais de célcio de 6leo
de palma, gréo de soja, semente de linhaca para 12 vacas leiteiras com média de 45 dias pos
parto, sendo suplementadas 25 dias com cada fonte de lipideo. Os autores ndo observaram
efeitos satisfatorios das diversas fontes de acidos graxos sobre o nimero e qualidade de odcitos
aspirados, bem como nos embrides.

Contrariando esses resultados, Cerri et al. (2009), compararam a suplementacéo de sais
de célcio de 6leo de palma com sais de calcio com acido linoleico e &cido trans-octadendico e
relataram aumento no nimero de odcitos e embrides graus 1 e 2, € nos nimeros de blastdmeros

e de espermatozoides acessorios. No entanto, diferindo do presente estudo, os autores utilizaram
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o0 acido linoleico associado ao &cido trans-octadendico, o que pode explicar essa disparidade

nos resultados.

Grafico 12 -  Qualidade oocitéria (A) e qualidade embrionaria (B) de acordo com as dietas experimentais
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7 CONCLUSAO

A suplementacdo de lipideos insaturados atraves da suplementacdo via gréo de soja cru
e integral, quando comparada a suplementacdo de lipideos saturados, para vacas no periodo de
transicdo e inicio de lactacdo, ndo interferiu na dindmica folicular e qualidade oocitaria e
embrionaria; e reduziu o desempenho produtivo, devido as reducdes na producdo de gordura
do leite a na producdo de leite corrigida para 3,5% dos animais suplementados.
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