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RESUMO

Os graos de oleaginosas sao utilizados em dietas para ruminantes pelas altas
concentracdes de lipideos. A linhaca destaca-se pela composicdo de acidos
graxos, ricos em acidos insaturados (linoleico e linolénico) e por apresentar
lenta liberacdo do Oleo a nivel ruminal. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da suplementagdo com linhaga sobre o consumo, digestibilidade e
degradabilidade ruminal, metabdlitos sanguineos (glicose, albumina e
colesterol séricos), bem como a qualidade e pefrfil lipidico de odcitos bovinos.
Foram utilizadas 12 femeas bovinas da raca Girolando mantidas em sistema de
pastejo rotacionado de capim Panicum Maximum sp. (cv. Mombacga), e
divididas em 2 grupos experimentais. O grupo CONTR (n=6) recebeu apenas a
dieta base (pastagem) e o grupo LINH (n=6) recebeu suplementacdo com 800
g/animal/dia de linhaca marrom. A biomassa forrageira ndo apresentou
diferencas durante o periodo experimental.

Nao foi observada diferenca significativa (P>0,05) no nimero médio de CCOs
recuperados e a taxa de viabilidade. N&o houve efeito (P>0,05) da
suplementacao lipidica sobre os metabolitos sanguineos entre os grupos e as
OPUs. Os animais do grupo LINH consumiram mais proteina bruta e extrato
etéreo e tiveram menor consumo de fibra insolivel em detergente neutro,
porém ndo foi suficiente para alterar o ganho de peso e os coeficientes de
digestibilidade, exceto do extrato etéreo. A linhaca fornecida em gréo para os
animais, teve baixa degradabilidade efetiva e potencial, no entanto reduziu a
degradabilidade do capim quando consumida na quantidade fornecida nesse
experimento. A suplementacdo de 0,800 kg de linhaca na dieta de vacas

Girolando néo alterou o perfil lipidico dos odcitos.

Palavras chave: criopreservacao, acidos graxos, embrides.



ABSTRACT

The oil seeds are used in ruminant diets by high concentrations of lipids.
Flaxseed stands out for the fatty acid composition, rich in unsaturated acids
(linoleic and linolenic) and provide slow release of oil rumen level. The objective
this study was to evaluate the effect of suplementation with flaxseed on intake,
digestibility and rumen degrability, blood metabolites (glucose, albumin and
cholesterol serum), as well as the quality and lipidic profile of bovines oocytes.
Were used 12 bovinas female of Girolando breed kept in a rotational grazing
system of grass Panicum Maximum sp. (Cv. Mombasa), and divided into two
experimental groups. The CONTR group (n=6) receveid basic diet (pasture)
and the LINH group (n=6) receveid suplementation with 800g/animal/day
flaxseed. The forage biomass did not differences during the experimental
period. There were no significant difference (P> 0.05) in the average number of
recovered COCs and viability rate. There was no effect (P> 0.05) of lipid
supplementation on blood metabolites between groups and OPUs. The animals
of LINH group consume more crude protein and ether extract and had lower
consumption of insoluble fiber, neutral detergent, but it was not sufficient to
change the weight gain and digestibility coefficients except ether extract. The
flaxseed provided grain for the animals, had low degradability and potential, but
reduced the grasses of degradability when consumed in quantity supplied in this
experiment. The supplementation of 0.800 kg of flaxseed in the diet of

Girolando cows did not alter the lipid profile of oocytes.

Key words: cryopreservation, fatty acids, embryos.



CAPITULO 1 — Consideragtes Gerais

1. INTRODUCAO

Dentre os fatores que afetam a criacdo de bovinos, a nutricdo € a que
tem o maior impacto. De maneira geral, animais mal nutridos apresentam
desempenho produtivo e reprodutivo inexpressivos. Assim, torna-se cada vez
mais evidente a importancia da nutricdo sobre a expressdo do potencial dos
animais.

O aumento da densidade energética da dieta através da
suplementacdo com gordura € uma pratica comumente utilizada,
principalmente em rebanhos leiteiros. Atualmente, tem-se enfatizado a
importancia da inclusdo de duas familias de acidos graxos essenciais na
alimentacédo: Omega 3 (n-3) e Omega 6 (n-6), também conhecido por &cido
linolénico e linoléico, respectivamente. Os mesmos sdo denominados
essenciais, pois devem ser obtidos a partir da alimentagéo, j& que o organismo
€ incapaz de produzi-los na velocidade necessaria para atender a demanda do
animal (WATHES et al., 2007).

No entanto, a suplementacdo com gorduras livresna dietas de bovinos
afeta negativamente a digestdo de fibras, em razdo da acédo dos acidos graxos
de cadeia longa sobre os microrganismos ruminais (HIGHTSHOE et al., 1991).
Uma das maneiras de evitar a bio-hidrogenacdo e, conseqientemente, o efeito
negativo na fermentagdo ruminal, é fornecer a gordura na forma protegida ou
como sementes integrais de oleaginosas (HUSSEIN et al., 1995; ANDRADE et
al., 2001).

Para ruminantes criados em regides de clima tropical, o uso de
sementes oleaginosas ainda é interessante por reduzir o incremento calérico e
auxiliar no processo de aclimatacdo (PAULA et al., 2012), além de diminuir
distirbios metabdlicos, geralmente causados por dietas contendo elevados
niveis de amido.

A linhaca em grdo é um alimento rico em &cidos graxos poli-
insaturados, em especial o acido linolénico (KENNELLY, 1996), e por estar na
forma de gréo, o Oleo da linhaca tem liberacdo mais lenta, diminuindo, assim, a
bio-hidrogenacédo ruminal (CAVALIERI et al., 2005).



Sabe-se que diversos acidos graxos possuem efeitos diferentes nas
respostas reprodutivas, podendo ser positivos ou efeito nenhum. Apesar das
dificuldades de fornecimento de &cidos graxos poli-insaturados (do inglés: poli
unsaturated fat acids — PUFAS) para ruminantes, a maioria dos estudos
indicam que os acidos graxos n-6 e n-3 exercem mais efeitos benéficos sobre a
reproducdo, em fémeas bovinas (SANTOS et al., 2008).

No entanto, alguns resultados sé@o contraditérios quando se utilizam da
suplementacao lipidica para bovinos, pois na maioria das vezes é impossivel
distinguir o nivel de impacto dos PUFAs sobre os o6citos (LERQY et al., 2010).
Todavia, pouco se sabe sobre como os foliculos e 0s odcitos absorvem esses
AGs.

Nesse contexto, diversos estudos vem sendo realizados com o objetivo
de avaliar o fornecimento de diferentes fontes de lipidios na dieta dos animais
buscando melhoras na condicdo reprodutiva e 0 aproveitamento da dieta

fornecida ao rebanho.

1.1 Hipétese
A hipétese desse trabalho é que a linhaca integral promove alteragcfes
nos parametros nutricionais bem como no perfil lipidico dos oocitos em funcao

do tempo de suplementagéo.

1.2 Objetivo geral
Avaliar os efeitos da suplementacdo com linhaca integral na
performance de vacas Girolando e na qualidade e perfil lipidico de odcitos em

funcdo do tempo de suplementacao.

1.3 Objetivos especificos

Avaliar a digestibilidade de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente
acido (FDA), matéria mineral (MM), carboidratos totais (CHOT), carboidratos
ndo fibrosos (CNF) e nutrientes digestiveis totais (NDT) dos alimentos
ofertados;

Avaliar a degradabilidade da MS, PB, EE, FDN e FDA dos alimentos
ofertados;



Avaliar as concentragfes séricas de glicose, albumina e colesterol de
acordo com o periodo de suplementacao.

Avaliar o efeito da suplementacdo lipidica sobre a recuperacdo e
gualidade oocitéaria.

Avaliar o perfil lipidico dos odcitos de fémeas bovinas de acordo com o

periodo de suplementacao.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Linhaga

O linho (Linum usitatissimum L.), € uma planta pertencente a familia
das Linaceas, caracterizada por apresentar uma altura de 30 a 130 cm, talos
eretos, folhas estreitas lineares ou lanceoladas, alternando entre verde escuro
e verde claro. O fruto consiste de capsula globosa, da qual saem as sementes
brilhantes e planas. E reconhecida devido a importancia do consumo do gréo
do linho. S&o cultivadas as variedades de coloragbes marrom e dourada
(MORRIS e VAISEY-GENSER, 2003), sendo que a marrom tem sido mais
cultivada no Brasil (TRUCOM, 2006).

A semente oleaginosa, é rica em gordura, fibra dietética e proteinas.
Sua composicao em média € de 35% de lipidio, 26% de proteina, 14% de fibra
alimentar total, 9% de umidade, 4% de cinzas (CORREIA, 2001). A quantidade
de gordura na linhaca pode variar de 34-47%, dependendo da localizagéo,
cultivo e condigbes ambientais (OOMAH et al., 1997).

A linhaca é um alimento rico em acidos graxos poli-insaturados das
familias n-3 (a-linolénico) e em menor quantidade nos da familia n-6 (linoleico).
Também contém &acidos graxos monoinsaturados (palmitoléico, oleico,
gadoléico eracico, e nervbnico) e saturados (caprico, laurico, miristico,
pentadecilico, palmitico, margéarico, estearico, araquidico, behénico e
lignocérico) (NEPA-UNICAMP, 2011) e quando fornecida na forma de gréo, o
Oleo presente na linhaca tem liberacdo mais lenta, diminuindo, assim, a bio-
hidrogenacao ruminal (CAVALIERI et al., 2005).

O acido graxo essencial a-linolénico, responsavel por 40 a 60% dos
acidos graxos do Oleo da linhaca, torna esse alimento uma das mais ricas
fontes desse nutriente (MADHUSUDHAN, 2009). O &acido graxo essencial
linoleico também esta presente em quantidade menor (16%). Devido ao



elevado teor de a-linolénico, a linhaca apresenta relagcéo linoleico:linolénico
bastante favoravel de 0,3:1 (MORRIS e VAISEY-GENSER, 2003). Vale
ressaltar, que o acido a-linolénico possui teores menores no 6leo de canola e
no oleo de soja (9,1% e 6,8%, respectivamente) e teores menores ainda nos

Oleos de milho, algodéo e girassol (TARPILA et al., 2002).

2.2 Consumo, degradabilidade e digestibilidade de sementes de linhaca

A linhaca é uma excelente fonte de acidos graxos dmega-3, que sao
conhecido por ser anti-carcinogénico, por evitar doencas cardiovasculares, e
por aumentar a atividade visual (WRIGHT et al.,, 1998). No entanto, diversos
estudos vém sendo realizados para determinar o consumo de linhaca para
ruminantes e seus efeitos sobre o consumo de digestibilidade de outros
nutrientes

Alimentando com até 15% da MS total com linhaca, ndo foi observado
nenhum efeito sobre a ingestdo de materia seca de vacas leiteiras em lactacéo
(KENNELLY & KHORASANI, 1992). Além disso, vacas leiteiras suplementadas
com sementes de linhaca tratadas com formaldeido a 10% na matéria seca,
tiveram auséncia de efeitos no consumo de matéria seca em comparacdo com
sais de calcio de &acido palmitco, porém, foi observado aumento nas
concentracdes de proteina e acido linolénico no leite (PETIT et al., 2002), o que
sugere uma melhor utilizacdo do nitrogénio na dieta de linhaca.

Enriquecendo a dieta com linhaga inteira, vacas leiteiras apresentaram
menor digestibilidade de MS e fibra do que aquelas alimentadas com soja
micronizada ou Megalac. Os autores sugeriram que a soja micronizadas e
Megalac pode ser completamente substituido por linhaca como fonte de
gordura na dieta de vacas em inicio de lactacdo sem qualquer efeito adverso
na producdo e que a linhaca aumenta o percentual de proteina de leite e a sua
relacdo de &cidos linolénico:linoleico (PETIT etal., 2003).

Em outro estudo, observaram que o fornecimento de 10% de semente de
linhaca na dieta para vacas primiparas em lactacdo causou aumento na
digestibilidade do extrato etéreo, sem haver alteracdo na digestibilidade da
matéria seca e da fibra em detergente neutro (OBA et al. 2009).

De maneira semelhante, Silva et al. (2007), suplementaram vacas leiteiras

no inicio da lactagdo com dietas contendo 12% de semente de linhaca e



verificaram aumento na digestibilidade da proteina bruta e do extrato etéreo,
com diminuicdo da digestibilidade da fibra em detergente acido.

No entanto, a digestibilidade dos nutrientes dependem de diversos
fatores. A digestibilidade da fibra estd associada aos processamentos fisicos
gue a semente de linhaca sofre, como a moagem, que facilita o acesso dos
microrganismos  ruminais as particulas do suplemento fornecido,
diferentemente quando fornecida na forma de gréo. Para Doreau et al., (2009)
o efeito da semente de linhaca é dependente da quantidade fornecida, devido a
alteracdo na taxa de passagem e baixa ingestdo de matéria seca.

Os processos digestivos nos ruminantes sofrem influéncia do tamanho
de particula do alimento e de seu fluxo pelo ramen. A reducdo do tamanho de
particula dos grdos aumenta efetivamente a area de contato superficial
tornando as frac6es mais susceptiveis a digestdo. No entanto, o conhecimento
da degradabilidade ruminal de sementes de oleaginosas ainda € restrito.

Outra maneira de fornecer a linhaca aos animais é na forma de dleo.
Porém, a adicdo de 6leos vegetais na forma in natura na dieta de bovinos pode
causar alteracbes na atividade ruminal, pois a alta concentracdo de acidos
graxos poli-insaturados afeta alguns microrganismos, principalmente bactérias
Gram (+), metanogénicas e protozoarios (PALMQUIST e MATTOS, 2011),
causando prejuizos no desempenho dos animais.

Além disso, o 6leo presente nas dietas pode reduzir a digestibilidade da
fibra, pois, o recobrimento das particulas dos alimentos pelo 6leo impede que
0s microrganismos degradem a fracdo fibrosa, reduzindo a taxa de passagem
dos alimentos e diminuindo o consumo de matéria seca; 0 que também
prejudica o desempenho (PALMQUIST e MATTOS, 2011).

A utilizacdo de Oleos protegidos da degradacdo ruminal, através da
adicdo de sais de calcio ou na forma de gréos de oleaginosas, pode evitar
esses efeitos deletérios sobre a atividade ruminal. Os 6leos protegidos passam
pelo ramen quase de forma inerte, sendo pouco dissociados dentro dele, e ndo
prejudicam a atividade dos microrganismos ruminais (PALMQUIST e MATTOS,
2011). Outro beneficio dos Oleos protegidos € que, por se tornarem sélidos,
facilitam a sua utilizacdo em fabricas de racdo e aumentam a homogeneizacao

com outros ingredientes do concentrado.



Varias pesquisas séo realizadas para se avaliar a inclusdo de gréos de
oleaginosas na alimentacdo de ruminantes, como fonte de energia e proteina
para a producdo animal (GOES et al., 2010; MULLER et al., 2008; SANTOS et
al., 2009). O conhecimento da degradacdo ruminal de grédos de oleaginosas,
seja na forma inteira, triturada ou moida, ainda é restrito. Goes et al., (2011)
determinaram os padrbes cinéticos de degradacdo da matéria seca e da
proteina bruta de grdos de oleaginosas (colza, canola, linhaca, caroco de
algodao milho e soja) e observaram que o grdo de linhaca apresentou a maior
degradabilidade potencial (DP) para a MS, de 97,01% e degradabilidade efetiva
(DE) de 64,24%, para taxa de passagem de 5% h-1. A fracdo potencialmente
degradavel da linhaca foi de 87,89%, superior a da canola e da colza, de 76,30
e 55,34%, respectivamente. A taxa de degradacado da fracdo “b” foi de 8,32,
3,64 e 3,95, para linhaca, canola e colza, respectivamente. Dentre 0s graos
avaliados a linhagca foi a que apresentou a maior fragdo potencialmente
degradavel (38,80%), porém com baixa fracdo soluvel.

A baixa DE apresentada pelos grédos de oleaginosas pode ser
decorrente do alto teor de 6leo presente, 0 que pode ter alterado a porosidade
do saquinhos, decorrente do processo de trituracdo dos grdos em que parte do
envoltério da améndoa mistura-se com o Oleo, causando obstrucdo dos poros,
na malha do saco de ndilon (BERAN et al., 2005; MOREIRA et al., 2003).

2.3 Acidos graxos

Os acidos graxos sdo definidos como compostos que possuem cadeia
longa de hidrocarbonetos e estrutura terminal com grupo carboxila, que podem
ser encontrados em sistemas biolégicos, comumente ligado a molécula de
glicerol (LEHNINGER et al, 1995).

A maioria dos acidos graxos encontrado na natureza possui humero de
atomos de carbono que variam de 14 a 24. Estes podem ser classificados
guanto a presenca da dupla ligacdo em saturados (sem dupla ligacdo) ou
insaturados (com uma ou mais duplas ligacdes) (LEHNINGER et al, 1995). Os
acidos graxos insaturados podem ser subdivididos em monoinsaturados
(MUFA - uma dupla ligagdo) ou em poli-insaturados (PUFA - duas ou mais

duplas ligagbes). O comprimento da cadeia, 0 nimero de duplas ligacdes e o



tipo de isdbmero formado em cada dupla ligacdo determina sua funcdo biolégica
(MATTOS et al., 2000).

Os PUFAs séao classificados em trés grupos com base na estrutura
guimica: 6mega-3 (n-3), 6mega-6 (n-6) e 6mega-9 (n-9), sendo que a primeira
dupla ligacdo esta localizada no carbono 3, 6 ou 9, respectivamente. Os
animais nado sintetizam o n-3 e n-6, por ndo terem as enzimas dessaturases
apropriadas para inserir as duplas ligagdes na posicao correta (WATHES et al.,
2007), por tal motivo, os acidos graxos sdo denominados de &cidos graxos
essenciais (STAPLES et al., 1998).

Por meio desses acidos graxos essenciais, 0s animais tém condicfes
de produzir outros acidos graxos importantes no metabolismo. Acidos graxos
de uma familia gera apenas acido graxo da mesma familia, ou seja, acidos
graxos da familia n-3 ndo podem ser convertidos em acido graxo da familia n-6
e vice-versa (MATTOS et al., 2000).

As principais familias de acidos graxos que exercem efeito sobre as
funcbes reprodutivas sdo n-3 e n-6 (STAPLES et al, 1998). O principal
representante da familia n-6 na dieta de ruminantes é o acido linoleico (C18:2),
abundante nos 06leos vegetais (WATHES et al.,, 2007). De acordo com estes
autores, no organismo é convertido em acido aracdonico (C20:4 n-6), precursor
das prostaglandinas diendicas, conhecidas como prostaglandinas da série 2
(PGF20a), estas possuem atividade luteolitica. O acido linolénico (C18:3) é o
principal representante da familia n-3 que, no organismo, sdo convertidos a
acido eicosapentaenoico (C20:5 n-3), precursor das prostaglandinas trienoicas,
série 3 (PGF3a), estas possuem acgéo luteotroficas que estimula a atividade
luteal (WATHES et al., 2007).

A inclusdo de acidos graxos na dieta de vacas, geralmente, melhora a
fertilidade, cujas respostas sdo observadas independentemente do incremento
energético da dieta. Sugerem-se ainda que as respostas sobre a fertilidade séo
alteradas conforme o tipo de acidos graxos presente na dieta, sendo que 0s
poli-insaturados tendem a apresentar maior beneficio (COPPOCK E
WILKS,1991).

Vérios estudos vém sendo realizadas em busca de um melhor

entendimento dos efeitos dos &cidos graxos sobre a reprodugdo animal, visto



gque existem ainda varios questionamentos sobre a utilizacdo das gorduras na
alimentacdo de ruminantes.

A dieta dos ruminantes pode ser enriquecida com acidos graxos
mediante o fornecimento de sementes de oleaginosas, como linhaca, soja,
girassol e canola. Essas sementes s&o bastante utilizadas pelas altas
concentracdes de lipidios e por apresentarem caracteristicas desejaveis quanto
a taxa de liberacdo do 6leo, que ocorre a medida que o animal consome o
alimento por meio da mastigacdo, chegando em pequenas fracbes ao rumen
(COPPOCK e WILKS, 1991).

2.4 Metabolismo dos 4cidos graxos nos ruminantes

Na dieta dos ruminantes, os lipidios encontram-se principalmente na
forma esterificada como mono e diglicerideos em forragens, e como
triglicerideos nos alimentos concentrados (VAN SOEST, 1994). Plantas
forrageiras geralmente contém pequena quantidade de lipidios, com valores de
3,0 a 6,0% para a maioria das espécies. Ja as sementes oleaginosas e 0s
Oleos vegetais possuem maiores teores de lipidios, com valores de 18 a 50% e
80 a 95%, respectivamente (MILINSK, 2007).

O ambiente ruminal € responsavel por algumas transformacdes nos
lipidios da dieta, alterando a composicéo e o perfil de acidos graxos que chega
ao duodeno devido aos processos bioquimicos (FRANCO, 2007). No rimen, a
degradacdo lipidica envolve dois processos: lipdlise e biohidrogenagédo, ambos
realizados por microrganismos tornando a digestao dos lipidios mais complexa,
e fazendo com que boa parte dela ocorra antes que a digesta atinja o intestino
delgado (VAN SOEST, 1994).

O processo de lipdlise (Figura 6) consiste na quebra das ligacbes éster
encontradas nos lipidios dos alimentos da dieta seguida pela biohidrogenacao
de &cidos graxos insaturados (AGI), a qual reduz o nimero de duplas ligacdes
de AGI advindos das fontes de gordura (JEKINS, 1993). A hidrolise é
predominantemente realizada pelas bactérias ruminais, sendo geralmente alta
(>85%) e podendo ser influenciada por alguns fatores, como o nivel de gordura
na racao, pH ruminal e a utilizacdo de ion6foros, que podem inibir a atividade e
crescimento de bactérias (DOREAU & CHILLIARD, 1997) e os produtos



gerados gerados sdo acidos graxos e glicerol, sendo o Ultimo fermentado a
acidos graxos de cadeia curta (AGCC).

Os AGCC séao produzidos em grandes quantidades pelos ruminantes e
sdo formados por cadeias de um a sete atomos de carbono, sendo os

principais o acético, o propidnico e o butiico (BERGMAN, 1990).

Acido graxo
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Figura 1: Esquema da lipdlise em triacilglicerideos (Adaptado de ROSA, 2014).

A velocidade da lipdlise é rapida e este pode ser um fator limitante que,
possivelmente, evite a formacdo de excessivas quantidades de acidos graxos
poli-insaturados livres, que normalmente interferem na digestdo das fibras e
inibem a biohidrogenacéo (ROSA, 2014).

A biohidrogenacéo é a insercdo de atomos de hidrogénio nas ligacdes
insaturadas (duplas), tornando-as saturadas (CHURCH, 1993), e tem como
teoria 0 papel de proteger os microrganismos ruminais do efeito deletério dos
acidos graxos insaturados. Esses acidos tém a capacidade de se incorporar
nas membranas celulares dos microrganismos interferindo na sua
permeabilidade e fluidez, e/ou de recobrir as particulas dos alimentos formando
uma barreira fisica a acdo dos microrganismos (Figura 7). Portanto, a incluséo
de altas quantidades de lipidios na dieta (acima de 7,0% da MS) pode
comprometer o desempenho animal e a digestibilidade da fibra pelos efeitos
deletérios citados acima (JENKINS, 1993; KOZLOSKI, 2011).
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Lipidios esterificados
(Acéo de lipases, fosfolipases e galactosidases)

Glicerol Acidos graxos insaturados Biohidrogenacdo Acidos graxos saturados
Galactose —
AGCC

Figura 2: Esquema do metabolismo de lipidios em ruminantes (Adaptado de
Kosloski, 2011)

ApoOs a hidrélise os acidos graxos poli-insaturados tornam-se entéo,
disponiveis a acdo microbiana para o processo de biohidrogenacédo, que se
inicia pela isomerizacdo da ligacdo cis-12 dos acidos linoleico e linolénico a
ligagdo trans-11, que quando resultando do &acido linolénico, formam AG cis-9,
trans-11, ou acido linoleico conjugado (CLA). Em seguida, a dupla ligacdo cis-9
é hidrogenada, produzindo C18:1 trans-11 e C18:2 trans-11, cis-15 para 0s
acidos linoleico e linolénico, respectivamente. O C18:2 trans-11, cis-15 sofre
uma hidrogenacdo na dupla ligagédo cis-15, produzindo também C18:1trans-11,
o qual é também é hidrogenado na C18:1 trans-11, resultando em acido
estearico C18:0. No entanto, a bio-hidrogenacdo ndo € completa, resultando
em alta concentragcdo de CLA (PENNINGTON & DAVIS, 1975).

As bactérias envolvidas na biohidrogenacao tém sido classificadas em
dois grupos A e B, de acordo com o padrdo metabdlico (KEMP & LANDER,
1984). O grupo A hidrogena os acidos linoleico e linolénico somente a C18:1
trans-11, e o grupo B é capaz de hidrogenar acidos graxos monoinsaturados a
acido estearico. Quando ocorre biohidrogenacdo de acidos graxos insaturados
no rdmen, os acidos graxos da dieta sofrem mudancas em sua estrutura
guimica, e o perfil de acidos graxos que passam pro abomaso € alterado,
sendo que para comprovar a biohidrogenacdo completa de AG, maiores
concentracdes de &cido estearico (C18:0) teriam que ser encontradas ha
digesta abomasal comprovando tal condicdo (HAVERTINE & ALLEN, 2006).

Nesse caso, a biohidrogenacdo pode ser menos dependente da

concentracdo de hidrogénio (H) no rdmen, onde somente 1 a 2% do H
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metabdlico € usado para este processo (CZERKAWSK, 1984). Por outro lado,
esse processo contribui para a retirada de ions H' do ambiente ruminal,
evitando seu acumulo, e para a reducdo da producdo de metano (CHj) pelas
bactérias metanogénicas, uma vez que estas consomem H, aumentando dessa
forma a eficiéncia energética da dieta de todas as duplas ligacdes sdo
completamente convertidas em ligacbes simples, e os acidos graxos sao
saturados. Enquanto a maioria dos acidos graxos sdo modificados através do
metabolismo ruminal, a hidrogenacdo ndo € normalmente completa, e ampla
variedade de &acidos graxos sao resultantes de uma biohidrogenagéo
incompleta (BYERS & SCHEHING, 1993).

Aproximadamente 10% dos &cidos graxos poli-insaturados escapam da
biohidrogenacdo ruminal, chegando ao duodeno, basicamente, pequenas
guantidades de acidos graxos poli-insaturados, acidos graxos saturados, e
lipidios microbianos. Essa pequena quantidade de &cidos graxos poli-
insaturados que passa pelo rimen parece ser suficiente para atender as
exigéncias dos ruminantes, poiS 0S Mesmos parecem nhao apresentar
deficiéncias desses acidos graxos (CAVALIERI et al., 2005). Todavia, sabe-se
gque as membranas das células animais necessitam de &cidos graxos
insaturados para manter sua estrutura, fluidez e funcéo

Para reduzir a biohidrogenagdo e assim, aumentar a quantidade de
acidos graxos poli-insaturados que chegam ao intestino delgado é necessario
fornecer dietas ricas nestes &cidos, mas também, dietas que elevem o pH
ruminal (OLIVEIRA etal., 2004).

Os microrganismos responsaveis pela biohidrogenacdo sdo as
bactérias celuloliticas, por serem as mais afetadas pela suplementacdo com
gordura e diminuicdo do pH (PALMQUIST E JENKINS, 1980). Da mesma
forma, estudos realizados por Harfoot e Hazlewood (1997), substituindo fibra
por carboidrato de rapida degradacao ruminal na dieta, verificaram reducao nas
taxas de lipdlise de biohidrogenacéo, reafirmando a hipétese de acdo dos
microrganismos celuloliticos sobre o processo de biohidrogenacao.

Os acidos graxos poli-insaturados podem ser oferecidos na dieta com o
uso de sementes de oleaginosas como soja, canola, girassol e linhaca. Essas

sementes sdo bastante interessantes pelas altas concentracdes de lipidios e
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por apresentarem taxa de liberacdo desejaveis de 0Oleo, que ocorre quando o
animal tritura o alimento pela mastigacdo (COPPOCK & WILKS, 1991).

2.5 O Ovério bovino

O ovario € um érgdo complexo que garante um ambiente ideal para a
producdo de hormdnios esterdides e de peptideos e liberagdo dos gametas
femininos (JOHNSON, 2003). E composto por uma regido cortical e uma
medular, circundado por epitélio superficial ou germinativo que repousa sobre
uma membrana basal. Abaixo dele, observa-se a tanica albuginea e o estroma
ovariano (MURDOCH, 1996).

O ovario mamifero é composto por varios tipos celulares: odcitos,
células da granulosa, da teca, do estroma e do epitélio da superficie ovariana.
Estes tipos celulares, presentes na regido cortical do ovario, posteriormente
diferenciam em varios subtipos (ERICKSON & SHIMASAKI, 2003).

Sua forma varia de acordo com a espécie e o estadio do ciclo estral
(PINEDA, 1989, NUNEZ, 1993; HAFEZ & HAFEZ, 2004). Em bovinos, o ovario
tem forma de améndoa e o peso em vacas adultas varia de 10 a 20 g. o
comprimento varia de 3,0 a 4,5 cm, e a largura de 1,5 a 2,0 cm (HAFEZ
HAFEZ, 2004). Em outros estudos observou-se peso médio dos ovarios de
10,88+0,27 (MURASAWA et al., 2005) e diametro ovariano entre 1,90 e 2,50
cm (RODRIGUES et al.,, 2013) e nos dois casos a populacao folicular antral

ovariana foi correlacionada positivamente com o peso e o diametro ovariano.

2.6 Foliculogénese

O potencial reprodutivo da fémea bovina € formado durante a vida fetal
por meio do desenvolvimento de um estoque finito de od4citos num processo
denominado oogénese (SENEDA et al., 2010).

A foliculogénese é um processo fisiologico que se inicia com a
formacdo do foliculo primordial e culmina com o estagio de foliculo maduro,
também conhecido como foliculo de Graff ou pré-ovulatério (SAUMANDE,
1991). O termino da foliculogénese ocorre no momento da ovulacédo do foliculo
maduro, enquanto a odgenese se encerra somente apdés a fecundacdo
(FIGUEIREDO et al., 2002).
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2.7 Foliculos ovarianos

Os foliculos sdo as unidades morfofuncionais do ovario, sendo que cada
um é constituido por um odcito circundado por células somaticas (células da
granulosa e tecais). O foliculo apresenta funcbes enddcrinas (producédo e
liberacdo de horménios esterdides e outros peptideos) e exocrina ou
gametogénica, apresentando-se como elemento essencial para a manutencdo
da viabilidade oocitaria. Nesse contexto, observa-se que o foliculo proporciona
um ambiente ideal para o crescimento e a maturacdo do odcito imaturo e
permite que o o6cito maduro alcance a owulagdo (FIGUEIREDO et al., 2002).

A populacédo folicular no ovario é bastante heterogénea (SAUMANDE,
1991). De acordo com os aspectos morfolégicos, os foliculos podem ser
divididos em: 1) foliculos pré-antrais ou nao cavitarios, que abrangem os
foliculos primordiais, primarios e secundéarios e 2) foliculos antrais ou cavitarios,
compreendendo os foliculos terciarios, de De Graaf ou pré-owvulatério (Figura 3;
HULSHOF et al., 1994).

Pré-ovulatorio
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Figura 3: Representacdo esqueméatica do desenvolvimento dos foliculos
ovarianos.

1. OAdcito primario; 2. Célula da pré-granulosa; 3. Membrana basal; 4. Células da Granulosa; 5.
Cavidade antral; 6. Célula da teca e 7. Odcito terciario. (Adaptado de Rodgers et al., 1999).

A fémea bovina tem em seus ovarios antes do nascimento (180-240 dias
gestacdo) uma grande quantidade de foliculos primordiais, sendo em torno de
89.051+40.050 em Bos indicus e 234.570+310.058 em Bos taurus. Ao chegar a
puberdade, é observado uma reducédo e diferenca entre as espécies ficando
entre 47.436+61.888 e 83.726+85.148 (Bos indicus e Bos taurus
respectivamente. Ao chegar na vida adulta (72-96 meses) esse nimero reduz
mais ainda ficando entre 24.617+22.057 e 64.395+69.371 respectivamente, e



14

destes, somente poucos chegam a owulagdo (0,01%), durante o periodo de
vida, enquanto o restante sofre atresia (SILVA-SANTOS et al., 2011).

A populacdo de foliculos ovarianos é constituida principalmente por
foliculos primordiais que representam a maioria (95%) da populacao folicular e
por isso sdo chamados de reservatério de foliculos quiescentes. O inicio do
crescimento dos foliculos primordiais, processo denominado ativacdo
(MCLAUGHLIN e McIVER, 2009), caracteriza-se pelo crescimento oocitario,
pela multiplicacdo das células da granulosa e pela transformacéo da morfologia
dessas células da forma pavimentosa para a forma cubica (SKINNER, 2005). A
transicdo do estagio primordial para primario pode ser prolongada. Os foliculos
de transicdo sdo aqueles com células da granulosa de morfologia pavimentosa
e cubica e sdo frequentemente observados (SILVA etal., 2004).

Os foliculos primarios conttm uma Unica camada de células da
granulosa com morfologia cubica circundando o odcito. Uma caracteristica
notavel dos foliculos primarios é a presenca de uma zona pellcida, formada
por glicoproteinas (ZP1, ZP2 e ZP3), que circunda o oécito (RANKIN et al.,
2001). Os foliculos sdo denominados secundarios quando apresentam duas a
trés camadas de células da granulosa e células da teca em torno da membrana
basal (BARNETT et al, 2006). Neste estadio, as ceélulas da granulosa
apresentam uma extensiva rede de juncdes do tipo gap, que sSao canais
membranarios que permitem a passagem de nutrientes, ions inorganicos,
segundo mensageiros e pequenos metabdlitos entre as células (KIDDER &
MHAWI, 2002).

A fase antral da foliculogénese é caracterizada pela presenca de
foliculos terciarios ou antrais, morfologicamente formados por um odcito
circundado por uma zona pellcida, um antro, varias camadas de células da
granulosa, duas camadas de células da teca, a interna e a externa, € uma
membrana basal (SILVA et al.,, 2002). O fluido folicular presente no interior do
antro € constituido por agua, eletrélitos, proteinas séricas e altas
concentracdes de estradiol e inibina, ambos produzidos pelas células da
granulosa (MARTINS etal., 2008).

Os foliculos pré-ovulatérios, ou também denominados de foliculos De
Graaf, representam o estagio terminal do desenvolvimento folicular. Neles

predominam mitocondrias arredondadas que caracterizam o completo
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crescimento do o6cito em bovinos. Também sdo observados reticulo
endoplasmatico liso e rugoso. Podem ser identificados ainda granulos da
cortical e microtubulos no ooplasma do odcito. O espaco perivitelino € formado
neste estagio de desenvolvimento e ha um aumento no nimero de vesiculas e
de complexo de Golgi. E também no final deste estagio que a funcdo do
nucléolo é inativada, como indica a marginalizacdo dos centro fibrilares,
sinalizando uma presumivel retragdo dos genes de rRNA do nucléolo.
Concomitantemente, a atividade transcricional do oécito é diminuida. Foi
demonstrado entretanto, que a transcricio do mRNA ndo é completamente

inativada com o crescimento total do oécito (HYTTEL etal., 1997).

2.8 Populacao folicular

O numero de foliculos em fase antral, hum determinado momento do
ciclo estral, depende da taxa de mobilizacdo da reserva de foliculos primordiais
e, posteriormente, do suporte proporcionado por fatores de crescimento e
gonadotrofinas hipofisarias (CROWE, 1999).

O desenvolvimento folicular segue um padrdao de ondas de crescimento
descoberto com o advento da ultrassonografia (GINTHER et al., 1989a). Em
varias espécies domesticas, os foliculos antrais sdo recrutados e crescem
simultaneamente em uma onda folicular sobre o controle de gonadotrofinas
(FORTUNE, 1994). As ondas de desenvolvimento folicular ndo sédo eventos
exclusivos de fémeas que alcancaram a maturidade sexual, estando presentes
também antes da puberdade (EVANS et al, 1994) e durante a gestacao
(GINTHER et al., 1989a). A maioria dos ciclos estrais sdo constituidos por duas
a trés ondas foliculares, podendo variar de acordo com a raca e estado
fisiologico (GINTHER et al., 1989b).

Existe grande variabilidade individual quanto ao numero de foliculos e
olcitos pré-antrais nos ovarios de fémeas bovinas, e isto esta fortemente
relacionado a raca e/ou subespécie, principalmente quando se compara Bos
taurus taurus e Bos taurus indicus (SILVA-SANTOS et al., 2013).

Durante muitos anos, acreditou-se que a emergéncia era marcada pelo
crescimento de um ndmero constante entre 23 a 25 foliculos antrais (GINTHER

et al., 1996). No entanto, verificou-se que os zebuinos e particularmente a raca
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Nelore apresenta uma superioridade numérica em relacdo aos taurinos,
recrutando cerca de 30 a 50 foliculos por onda (LOUREIRO et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que o nimero de foliculos antrais presente no
momento da emergéncia € uma caracteristica que apresenta alta variabilidade
individual (IRELAND et al., 2007). Diversos grupos de pesquisa tém enumerado
e catalogado a quantidade de foliculos antrais em diferentes dias do ciclo estral
em novilhas, vacas paridas e solteiras de leite e de corte, estabelecendo que o
nimero de foliculos em cada onda folicular é altamente variavel entre animais e
apresenta uma grande repetibilidade individual (EVANS et al., 2010).

Ireland et al. (2008) e Santos et al. (2012) confirmaram a existéncia de
uma grande associagao entre a populagao folicular antral ovariana - PFAO e o
nimero de foliculos e odcitos saudaveis, sendo demonstrado que fémeas
portadoras de alta populacdo folicular oferecem grande possibilidade de
sucesso ao se empregar algumas biotecnologias da reprodugéo assistida como
a producédo invitro de embrides e a superovulacéo.

A PFAO tem sido correlacionada positivamente com as concentracfes
de insulina circulante, fator de crescimento semelhante a insulina — IGF-l e do
hormoénio anti-mulleriano — AMH (BATISTA et al., 2014; ALVAREZ et al., 2000).

2.9 0dbgenese

A oogénese em ruminantes consiste na formacao e diferenciacdo das
células germinativas primordiais (CGP) até o estagio de odcito hapléide
fecundado (RUSSE, 1983).

Os mecanismos que acontecem durante a oogénese sao coordenados
por uma série de fatores autdcrinos, paracrinos e endocrinos, que
desempenham importantes papéis também na foliculogénse, entretanto, estes
fatores e suas respectivas acdes ainda sado pouco esclarecidos (BINELLI et al.,
2009). A oogénese e a foliculogénese sédo processos distintos, porém
interdependentes (SILVA et al., 2002).

A oogénese inicia-se antes do nascimento na maioria dos mamiferos,
mas somente alguns o0citos conseguem completar este mecanismo, ou seja,
depois que nascem e iniciam sua atividade, ap0s a fecundacdo (MARTINS et
al., 2008). Em bovinos, este evento € iniciado entre os 30 a 40 dias de vida

uterina por meio da migracdo das CGP do saco vitelino para regido das
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gbnadas primitivas, ao chegarem nesta regido, essas células sofrem mudancas
morfolégicas e proliferam-se por divisbes mitéticas formando as oogobnias
(SILVA et al., 2002). Nesta fase, células somaticas do mesonefron circundam
as oogonias, formando os corddes corticais, precursores dos foliculos
primordiais (Figura 1). As odgonias sofrem sucessivas mitoses e diferenciam-
se em o0citos, que iniciam o processo de divisdo meidtica, o qual €&
interrompido em profase da meiose | no estagio de diploteno (SOTO-SUAZO &
ZORN, 2005; VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

Celulas epiteliais da :
superficie do ovario ™~—___ S

Foliculos primordiais

Figura 4: Esquema ilustrando a origem das células da pré-granulosa durante a
formacédo dos foliculos primordiais. (Adaptado de Juengel et al., 2002).

Na espécie bovina a maioria das mitoses cessam entre 150 e 180 dias
de vida, quando todos os gametas atingem a meiose tornando-se o00citos
primarios. Nas fémeas bovinas, o o0cito primario ou imaturo permanece no
estagio de préfase | até imediatamente antes da ovulacdo (DINIZ et al., 2005).
O processo de maturacdo meiotica (retomada da meiose e alcance do estagio
de metafase da segunda divisdo meidtica), in vivo, pode ocorrer apenas no
odcito do foliculo pre-ovulatério dominante e resulta, dentre outros fatores, da
estimulacdo especifica pelo pico pré-owulatério de LH e FSH (ERICKSON,
1986).

No estagio de metéafase I, ocorre uma segunda interrupcdo da meiose
(BETTERIDGE et al.,, 1989). O odcito permanece em metafase Il até que

ocorra a ovdlacdo e em seguida é transportado para o oviduto, onde podera ser
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fecundado. Somente quando ocorre a penetragdo do espermatozoide na
membrana do o0d0cito, a meiose € retomada e a segunda divisdo meidtica é
finalizada apdés a liberacdo do segundo corpUsculo polar (estimulada por
oscilacbes de calcio no interior do gameta feminino). Em seguida inicia-se o
desenvolvimento embrionério (Figura 2; ARROYO, 2008).

Deglnese Foliculogénese
Antes do %
nascimento @  Oogonia Células foliculares
Mitose ——¢ / Obeito
2n Obeito primério ¢ Foliculo primordial
Crescimento—‘
'
. Odcito primari0 ———s  {g°  Foliculo primordial
(estagnado em profase 1) 1
Infincia Ovirio inativo
r
€ . SERF
& Foliculoprimério
‘ Odcito primario v
(estagnado em profase I) o
é?_ P 3 Foliculo secundirio
&
\ Y
Meiose I completa (por um P o

s e - o BF )
obcito primério a cada mc?j\‘ AL Foliculo terciario

; \ Odbcito secundario \

Primeiro corptisculo b @  (estagnadoem metifase IT) Complexo cumulus-
polar §— Ovulagao ' odeito sendo liberado
- : d na ovulagao
§ Espermatozéide e
Meiose IT do "] A4
corpusculo polar ')\—‘ Meiose IT completa (apenas se o
6 espermatozoide penetrar)
® @9 @ Owvulo
Corpiisculos polares Segundo
(degeneram) corpusculo
polar

Figura 5: Esquema representando os processos de odgenese e foliculogénese
relacionados. (Adaptado de Lemes, 2013).

2.10 Importancia da maquinaria do o6cito na embriogénese

O od6cito é a maior célula de um organismo, sendo aproximadamente
dez vezes maior que uma célula somatica nos mamiferos. Durante o
desenvolvimento folicular, crescimento e maturagcdo, 0s o00citos acumulam

citoplasma volumoso contendo as biomoléculas que permitem o0 seu
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desenvolvimento, a maturagdo e também as primeiras clivagens embrionarias
(MEIRELLES etal., 2003).

A capacidade para fecundacdo e desenvolvimento do odcito, €
alcancada apds longo periodo de crescimento. Este processo envolve tanto a
sintese de componentes citoplasméaticos como o rearranjo e a reducdo no
numero de cromossomos. Estes dois eventos séo interligados, e sua cronologia
€ determinante para assegurar que 0 00cito atinja a maturacdo nuclear e a
citoplasmatica simultaneamente. O desenvolvimento embrionario é diretamente
comprometido se a maturacdo do odécito ndo for completa (HUNTER, 2000).

A nutricdo dos odcitos é feita por células somaticas intimamente
associadas nos foliculos ovarianos, que regulam o crescimento do odcito,
provendo 0s nutrientes que a célula germinativa ndo consegue por falta de
sistemas de transporte e que controlam a maturacdo nuclear e citoplasmatica
dos odcitos quando esses sdo selecionados para a ovulagdo (EPPIG, 1996).

A comunicacdo entre as células do cumulus e o odécito é estabelecida
pela sinalizacdo paracrina e pelas extremidades dos processos celulares das
células do cumulus, que penetram no cortex e fazem juncdes intracelulares do
tipo gap com o oolema. Através dessas conexdes, ocorre a transferéncia de
moléculas de pequeno peso molecular, tais como: metabolitos, ions
aminoacidos e nucleotideos, assim como pequenas moléculas reguladoras,
como o cAMP (adenosina monofosfato ciclico) e as purinas (SUTTON et al.,
2003).

Quanto aos padrdes morfolégicos dos odcitos, é observado grandes
variacdes entre as espécies. OOcitos de camundongos e ruminantes
apresentam ooplasma claro e quase ausente de granulacdes, enquanto em
equinos, suinos e caninos, observa-se ooplasma escuro e com granulagées.
Essas podem se apresentar de forma heterogénea, devido a quantidade e a
distribuicdo dos lipidios citoplasmaticos (CARNEIRO, 2002).

Através da aparéncia do complexo cumulus-odcito (CCOs), pode-se
estimar potencial de maturacédo, fecundacdo e capacidade de desenvolvimento
embrionario do odcito. A classificacdo dos odécitos pode ser realizada em uma
escala de 1 a 4, sendo: qualidade 1 - cumulus compacto presente, contendo
mais de trés camadas de células. Ooplasma com granulagbes finas e

homogéneas, preenchendo o interior da zona pelicida e de coloracdo marrom;
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qualidade 2 -cumulus compacto parcialmente presente em volta do oécito ou
rodeando completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares.
Ooplasma com granulagdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar
mais concentradas no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um
s6 local aparentando uma mancha escura. O ooplasma preenche o espac¢o do
interior da zona pellcida; qualidade 3 - cumulus presente, mas expandido.
Ooplasma contraido com espaco entre a membrana celular e a zona pellcida,
preenchendo irregularmente o espaco perivitelino; qualidade 4 - odécito sem
cumulus, também conhecido como odcito desnudo (GONCALVES et al., 2008).

Em bovinos, a expansdo e 0 enegrecimento do cumulus sao
caracteristicas utilizadas para se verificar a maturacdo oocitaria e estdo
diretamente relacionados com boa qualidade embrionaria (WURTH & KRIUP,
1992). Ja foi relatado que odbcitos bovinos que exibiram citoplasma mais
heterogéneo apresentam maior capacidade de fecundagdo normal e com
reducdo da polispermia, pois exibem melhor distribuicdo dos granulos corticais
ap6s a MV (NAGANO et al., 1999).

A competéncia oocitaria consiste na capacidade do odcito de ser
fecundado e de manter o desenvolvimento embrionario até a ativagcdo do
genoma embrionario. O potencial de desenvolvimento embrionario esta
associado a caracteristicas de competéncia oocitaria como o diametro e a
idade do foliculo de origem, a morfologia do COC, a cinética nas primeiras
clivagens e o estado de poliadenilacdo (BREVINI et al., 2002; HYTTEL et al.,
2001; MOUROQT et al., 2006)

Para o processo de maturacdo € de fundamental importancia ter um
estoque de transcritos e proteinas no citoplasma do odcito, especialmente,
para assegurar o desenvolvimento embrionario inicial até o estagio de oito
células (bovinos), quando o genoma embrionario € ativado necessitando da
sintese de novas proteinas. Essa fase € denominada transicdo materno-
zigbtica (MZT, do inglés, maternal zigotic transition) e a expressao de certos
genes durante esse periodo determinara o sucesso da embriogénese no
estagio de pré-implantacdo (MEIRELLES et al., 2004).
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2.11 Membrana plasmatica

As membranas sdo constituidas principalmente de lipidios e proteinas.
Enquanto que a principal fungdo dos lipidios nas biomembranas é de natureza
estrutural, permitindo a formacdo de uma bicamada estavel, as proteinas séo
0S componentes mais ativos bioquimicamente, conferindo as propriedades
funcionais caracteristicas de cada tipo de membrana, contribuindo assim para a
vasta diversidade (GENNIS, 1989).

Segundo o Modelo de Mosaico Fluido sugerido por Singer & Nicholson
(1972), os lipidios formam uma bicamada, tendo cada monocamada a
espessura de uma Unica molécula de lipidio, e onde os lipidios se encontram
empacotados de modo a manter as cabecas polares voltadas para a fase
aquosa (meio extracelular) e as caudas apolares voltadas para o interior da
bicamada, orientadas perpendicularmente em relacdo ao plano da
biomembrana (Figura 4).

Plasma Membrane - chain

pelar /-—"'_‘

internal membrone
surfoce

Figura 6: Composicdo da membrana plasmatica. Fonte: http://mww.clickesco
lar.com.br/a-membrana-celular.htm

A composicdo das membranas biologicas € bastante variavel,
possuindo diversas atividades e propriedades comuns a todas elas, no entanto,
todas elas desempenham funcbes essenciais na célula como delimitar toda a
célula, e agir como uma barreira de permeabilidade, fazendo a funcdo de
homeostasia celular. Além disso, as membranas realizam atividades
especificas dentro e ao redor das células através da sua associacdo com

proteinas especificas. Elas também recebem sinais externos, principalmente de
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outras ceélulas. Na maioria dos casos, sdo sinais extracelulares na forma de
peqguenas moléculas ou proteinas que sao detectadas por receptores presentes
na membrana (GENNIS, 1989).

As proteinas possuem estruturas e funcdes diversas de acordo com o
tipo de célula e local em que se encontra. As proteinas podem ser classificadas
como integrais, ou seja, que atravessam a bicamada lipidica e podem constituir
cerca de 70% da massa total de proteinas em certas membranas; e periféricas,
ou seja, localizam-se a superficie das membranas, por vezes associadas a
proteinas integrais (CANTOR & SCHIMMEL, 1980).

As moléculas lipidicas presentes na membrana plasmatica sdo de
carater anfifilico, ou seja, possuem uma parte da molécula hidrofilica polar e
outra parte hidrofébica, apolar. Os lipidios mais abundantes sdo o0s
fosfolipidios, que possuem uma cabeca polar e duas caudas de
hidrocarbonetos apolares, sendo que uma cauda tipicamente possui uma ou
mais ligacdes insaturadas (duplas) do tipo cis, enquanto que a outra ndo possui
esse tipo de ligacdo, sendo saturada. Cada ligacdo cis cria uma pequena
torcdo na cauda (Figura 5), gerando diferencas no comprimento e na saturacao
das cadeias lipidicas, influenciando no modo de como as moléculas
fosfolipidicas se acoplam umas com as outras, contribuindo para a fluidez da
membrana (PRALLE et al., 2000).
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Figura 7: Partes de uma molécula de um fosfolipidio (fostatidilcolina)

(A) cabeca polar (hidrofilica) composta por uma colina, grupo fosfato e glicerol; parte apolar
composta por duas caudas (hidrofébicas) de &cidos graxos; (B) representacdo por formula
quimica, indicando a dupla ligacdo; (C) por modelo de estrutura tridimensional; e (D)
representacdo simbdlica do grupo polar hidrofilica e pernas hidrofébicas (Adaptado de Alberts,
2002).

Na camada externa da bicamada lipidica, pode-se encontrar
principalmente fosfolipidios como a fosfatidilcolina e a esfingomielina, enquanto
na camada interna, encontram-se glicolipidios, fosfatidiletanolamina e
fosfatidilserina (BRATTON et al., 1997). J& as proteinas, sdo embebidas na
bicamada com orientacfes especificas cruciais para a sua funcdo. A assimetria
dos lipidios é estabelecida durante a sua producdo, para que a membrana
cresga por igual, sendo para isso, uma proporcdo dos lipidios recém-
sintetizados, transferida para a monocamada oposta. Essa transferéncia €
catalisada por enzimas chamadas flipases, que transferem seletivamente
moléculas de fosfolipidios para sua respectiva monocamada, fazendo com que
cada uma tenha sua concentracdo especifica de fosfolipidios (CANTOR &
SCHIMMEL, 1980).

2.12 Efeitos da suplementacdo lipidica sobre areproducéo e na qualidade
oocitaria
Uma melhora aparente na fertilidade tem sido associada a

suplementacao lipidica (ADAMIAK et al., 2006). Atualmente, tem-se destacado
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a importancia da inclusdo de duas familias de &cidos graxos essenciais na
alimentacdo: Omega 3 (n-3) e Omega 6 (n-6), também conhecido por acido
linolénico e linoléico, respectivamente. Esses acidos sdo denominados
essenciais, pois devem ser fornecidos a partir da alimentacdo, ja que o
organismo ndo é capaz de produzi-los (WATHES et al., 2007).

A suplementacdo de PUFAs na dieta de bovinos tém influéncia no
crescimento folicular e na ovulagéo, incluindo efeitos sobre liberagdo de GnRH,
na sintese e liberacdo de FSH, LH e GH, além de promoverem também
alteracdes no metabolismo dos esterdides (ABAYASEKARA e WATHES, 1999;
WEBB et al., 2004).

Aumento da concentracdo de progesterona (LOPES et al., 2009),
melhora da qualidade embrionaria (CERRI et al., 2004) e supressao de sinais
luteoliticos nas proximidades do reconhecimento materno da gestacao
(MATTOS et al., 2000), foi observado quando se suplementou 0os animais com
PUFAs.

Aumento no numero de foliculos de tamanho médio e aumento do
tamanho do foliculo dominante foi observado quando se adicionou gordura na
dieta (De FRIES et al., 1998), o que torna favoravel a realizacdo da OPU-PIVE.
Por outro lado, pode-se verificar que a alteracdo na dinamica folicular com a
utilizacdo na dieta de acidos graxos poli-insaturados € acompanhada de
mudancas nas concentracfes sangulineas de insulina, colesterol, GH e nas
concentracdes intrafoliculares de IGF-I e HDL-colesterol (THOMAS e
WILLIAMS, 1996).

Quando se fornece dieta com PUFAs aos ruminantes, ocorre uma
alteracdo na populacdo de microbiota ruminal, afetando a producdo e a
propor¢cdo de AGVs no rimen, dessa forma favorecendo uma maior producéo
de acido propionico (NUSSIO et al., 2006). Depois de absorvido pela parede
ruminal, este acido é conduzido ao figado e por meio da gliconeogénese é
metabolizado até se transformar em glicose, que gera um aumento no nivel de
glicose circulante (LEURY et al, 1990) e, por consequéncia, no nivel de
insulina sanguinea (GUTIERREZ et al., 1997) e IGF-1 (NOGUEIRA, 2008).

A glicose também tem efeito positivo sobre a secrecdo do LH, pois
aumenta sua frequéncia e dessa forma o crescimento e maturacdo dos
foliculos (MATTOS etal., 2000; FUNSTON, 2004).
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Em outros estudos, adicionaram &cido linoléico ou linolénico na dieta e
ndo observaram alteracdo no tamanho do foliculo dominante (AMBROSE et al.,
2006), nem no didmetro e nem na taxa de crescimento do foliculo pré-
owvulatério (CHILDS et al., 2008; CERRI et al., 2009).

A mudanga no conteddo de AG contidos na dieta pode alterar sua
distribuicdo pelos tecidos reprodutivos (BILBY et al.,, 2006). A finalidade dos
PUFAs adicionados na dieta sobre a reprodugdo pode ser parcialmente
decorrente por mudancas alteracfes na composicdo de AG no fluido folicular,
ambiente que os CCOs estdo inseridos, durante seu desenvolvimento e
maturacao (CHILDS etal., 2008; FOULADI-NASHTA et al., 2009).

Foram encontradas diferencas significativas no perfil de acidos graxos
no plasma e no leite quando se forneceu sais de calcio de 6leo de palma (rico
em C16:0 e C18:1) ou soja tostada (rica em C18:2) ou semente de linhaca
extrusada (rica em C18:3) por periodo de 25 dias para vacas da raca
Holandesa em lactacdo. No entanto, nas células da granulosa e a qualidade
dos odcitos observaram diferencas nas proporcdes de acidos graxos saturados
e insaturados. Os autores concluiram que a suplementacdo por poucos dias
(25 dias) nao foi capaz de modificar o perfil lipidico das células da granulosa e
a qualidade dos odcitos, necessitando de um periodo maior de alimentacéo
para que tal evento ocorresse (FOULADI-NASHTA etal., 2009).

Maior periodo de suplementacdo foi testado por Ponter et al., (2012),
fornecendo linhaca ou grédos de soja para novilhas nao-lactantes da raca
Holandesa por seis semanas e ndo observaram diferenca no ndmero e
qualidade dos odcitaria. Da mesma forma Nogueira et al., (2008),
suplementaram com 4% de 6leo de soja ou Megalac na dieta de novilhas
Nelore por 35 dias e ndo encontraram diferencas significativas em relacao ao
nimero e a qualidade dos odcitos aspirados.

Os odcitos utilizam-se dos &cidos graxos como fonte de energia
durante a maturacdo e ao longo do periodo de desenvolvimento embrionario,
porém, alteracbes na composicdo de &cidos graxos nos odcitos podem
melhorar tais eventos (KIM et al., 2001).

Os oocitos de fémeas bovinas possuem grandes quantidade de
lipidios, aproximadamente 20 vezes maior que a quantidade encontrada em

oocitos de ratas e, sua distribuicAo encontra-se da seguinte maneira:
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aproximadamente 50% de trigliceridios, 20% de fosfolipidios, 20% de colesterol
e 10% de acidos graxos livres. Dentre a fracdo fosfolipidica, os acidos graxos
saturados (C16:0 = 25% e C18:0 = 16%) estdo em maior quantidade do que os
PUFA (C18:2; 5-8% e C20:4; 1-3%) (MCEVOY et al., 2000).

O peffil lipidico dos odcitos de bovinos ja € bem estabelecido, porém,
pouco se sabe sobre como os foliculos e os od6citos absorvem esses AG. Outro
desafio, é saber como nutricio com esses AGs modificam esses
compartimentos reprodutivos e como alteram o desenvolvimento apds a
fertilizacdo (ADAMIAK et al., 2006).

Alguns estudos apontam para que a qualidade do odcito esteja
relacionada a composicdo de &cidos graxos, especialmente da fracao
fosfolipidica (McEVOY et al., 2000). Os fosfolipidios sdo os principais
componentes das membranas celulares, sendo que estas recebem influéncia
do numero, posic¢do da dupla ligacdo e do comprimento da cadeia dos acidos
graxos interferindo diretamente nas suas propriedades (STUBBS & SMITH,
1984), contribuindo para a fluidez da mesma e melhorando o processo de
criopreservagao.

Existem diferencas na composicao de AGs entre odcitos de grau 1 e os
de grau 2 ou 3, havendo maior concentracdo de C18:1, C18:2 e C20:4 nos
odcitos grau 1do que nos graus 2 e 3 (KIM et al., 2001). Os autores sugeriram
gue a aparéncia do citoplasma dos odcitos pode refletir o conteudo de AGs,
porém ndo h4 interferéncia na maturagdo dos mesmos, mas pode nao ser
benéfica nas taxas de fertilizacdo e producédo de embrido.

Vale lembrar que o ambiente também possui efeito na qualidade
oocitaria e quando submetidos a altas temperaturas, ha evidéncias de
mudanc¢as na composicao dos acidos graxos. Zeron et al., (2001) verificaram a
composicdo de AGs nos odcitos, células da granulosa e fluido folicular de
vacas e novilhas Holandesas aspiradas no verdo e inverno e observaram maior
porcentagem de AG saturados nos odcitos (C16:0), células da granulosa
(C16:0 e C18:0) e fluido folicular (C16:0 e C18:0) durante o veréo, e no inverno
foram encontradas maiores porcentagens de PUFAs (C18:2 e C22:6) nos
ooOcitos e células da granulosa. Em seguida, observaram que a taxa de
clivagem e a producdo de embrido no inverno foi significativamente maior do

gque no verdo, sugerindo uma mudanca no perfil lipidico dos od0citos
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acarretando em modificagcdes morfoldgicas nos mesmos. Os autores relataram
gue o efeito da temperatura ambiente sobre a embriogénese, pode ser devido
as mudancas das propriedades fisico-quimicas das membranas. Pois como j&
visto em outros trabalho, a composi¢cdo dos lipidios das membranas sofrem
influéncia da temperatura (QUINN, 1985).

Outro aspecto a ser considerado é o aumento na insaturacdo dos
acidos graxos nas membranas. A maior instauracdo esta associado a maior
fluidez e, muitas vezes, isso esta intimamente correlacionada a diminuicdo de
temperatura (CROWE et al., 1989).

2.13 Matrix-assisted laser desorption and ionization - time of flight/
espectrometria de massa (MALDI-TOF/MS) em anélises de lipidios e
fosfolipidios

Estudos anteriores relatavam a dessorcdo e ionizacdo de laser
assistida por matriz — tempo de voo/espectrometria de massa (MALDI-TOF/MS)
parecia ser quase um sinbnimo para analises de proteinas, carboidratos e
acidos nucléicos (SCHILLER et al, 2007). No entanto, had evidéncias
crescentes de que esta técnica é também uma ferramenta Util na analise de
lipidios e lipidomas por causa de seu desempenho rapido e simples, permitindo
gravar espectros de massa celular, tecidos e fluidos corporais em alguns
minutos (PETKOVIC et al., 2001).

Resumidamente, a técnica da MALDI-TOF consiste na deposicao de
uma determinada amostra em uma matriz capaz de fornecer protons (ou H+)
para o processo de ionizacdo dos componentes da amostra. Quando esta
matriz absorve a energia emitida por um laser, ocorre a transferéncia de
prétons da matriz para os componentes da amostra e ao mesmo tempo
desencadeia-se um processo de dessorgdo, o que possibilita a passagem da
amostra do estado sélido para o gasoso. Dessorcdo é um fenbmeno pelo qual
uma substancia é liberada através de uma superficie. O processo é 0 oposto
de sorcao (isto é, adsorcdo e absorcédo ocorrendo simultaneamente). Como tal,
€ o efeito de gases ou liquidos a serem incorporados num material de um
estado diferente e aderente a superficie de outra molécula. A absorcédo é a
incorporacdo de uma substancia em um estado, para outro de estado diferente

(por exemplo, liquidos a serem absorvidos por um sdlido, ou gases a serem
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absorvidos por um liquido). Adsorcdo é a adesdo fisica ou ligacdo de ions e
moléculas na superficie de outra molécula. O processo inverso da sorcédo € a
dessorcdo (CROXATTO, 2012)

Os componentes da amostra ionizados e dessorvidos séo direcionados
para o analisador TOF, onde sédo acelerados através de um campo elétrico
dentro de um tubo a vacuo (sem qualquer gas ou molécula presente, como o
espaco sideral), até que atinja o detector. Neste tubo a vacuo, os componentes
da amostra sdo separados de acordo com suas m/z, chegando ao detector em

diferentes tempos (Figura 8).
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com a amostra
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Figura 8: Descricao da técnica de MALDI-TOF. (Adaptado de Croxatto, 2012).

A amostra € misturada com uma matriz sobre uma placa de metal condutora. Depois da
cristalizagdo da matriz junto com a amostra, a placa metdlica é introduzida no espectrometro de
massas, onde é bombardeada com breves pulsos de laser. As moléculas dessonidas e
ionizadas sdo aceleradas por meio de um campo elétrico e entram em um tubo metalico
submetido a vacuo (tubo de vbo, por onde as moléculas passam) até atingirem o detector. Os
fons com tamanho menor (m/z) viajam mais rapidamente pelo tubo de Wo do que os de
tamanho maior. Como uma pessoa gorda e uma magra correndo duzentos metros, chega
primeiro quem for mais leve e mais rapido. Desse modo, os analitos ou substancias das
amostras, separados por TOF formam espectros de massa (como a impressdo digital dos
seres humanos, cada um tem uma diferente) de acordo com sua razdo m/z (massa/carga) e

com picos que indicam quantidades variaweis de cada substancia analisada (analito). Para a
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identificacdo dos analitos, cada pico € comparado com um banco de dados, arquivo contendo

todas as impressodes digitais das moléculas.

Os métodos utilizados para analise lipidica em embrides e od6citos
geralmente envolvem a extracdo seletiva de lipidios a partir de um pool de
muitas amostras seguido de manipulacdo quimica, separacdo e caracterizacao
de componentes individuais técnicas cromatograficas. Nesse contexto, foi
relatado analise direta por MALDI-TOF de embrides individuais e intatos ou
oocitos de varias espécies. As amostras bioldégicas eram simplesmente
hidratada com a solucdo de matriz e os perfis lipidicos caracteristicos
(representado por fosfatidilcolinas, esfingomielinas e triacilgliceréis) foram
obtidos através de MALDI-TOF (FERREIRA etal., 2012).

Odcitos das mais variadas espécies como de humano, bovino e ovino,
assim como embrides bovinos foram analisadas por MALDI-TOF demonstrando
ser capaz de caracterizar o pefrfil lipidico de gametas e embrides e também
responder modificacdes de diferentes estagios de desenvolvimento embrionario
e condi¢des de cultivo in vitro. Dessa forma, a investigagcdo no desenvolvimento
das funcbBes biolégicas de lipidios estruturais e de reserva em embrides e
oocitos deve, portanto, beneficiar as analises desses perfis pelo fato de ser
realizado a partir de uma Unica estrutura (MATORRAS, et al., 1998; McEVOY
et al., 2000; SILVA-SANTOS et al., 2014).
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Resumo - A linhaca destaca-se pela composicdo de acidos graxos ricos em acidos
insaturados e por apresentar lenta liberacdo do dleo no rumen. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o consumo, a degradabilidade ruminal e a digestibilidade em
bovinos leiteiros mantidos em regime de pastoreio e suplementados com linhaca em
grdo. Foram utilizadas 12 fémeas da raca Girolando, mantidas em sistema de pastoreio
rotacionado de capim-mombaca (Panicum Maximum) e divididas em 2 grupos
experimentais. O grupo CONTR (n=6) recebeu apenas a dieta base (pastagem) e o
grupo LINH (n=6) recebeu suplementacdo com 800 g¢/animal/dia de linhaca. A
degradabilidade ruminal foi avaliada utilizando-se 2 machos fistulados no rumen e
submetidos a mesma dieta. A producdo de matéria seca ndo apresentou diferencas
durante o periodo experimental. As vacas suplementadas com linhaga consumiram mais
proteina bruta e extrato etéreo e tiveram menor consumo de fibra em detergente neutro,
porém ndo foi suficiente para alterar 0o ganho de peso e o0s coeficientes de

digestibilidade, exceto do extrato etéreo. Em nivel ruminal a linhaca apresentou baixa
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degradabilidade efetiva e potencial, tendo efeito negativo sobre a degradabilidade do
capim.

Termos para indexacdo: gordura protegida, linolénico, linum usitatissimum

INTRODUCAO

O interesse da utilizacdo de lipidios na alimentacdo de ruminantes cresceu nas
Utimas décadas, pois dietas com maior densidade energética para bovinos podem
aumentar a eficiéncia alimentar, pela reducdo da ingestdo de alimentos associada ou ndo
a maiores ganhos de peso e melhora na qualidade do leite (GONZALEZ etal., 2015).

Tem-se enfatizado a importancia da inclusdo de duas familias de &cidos graxos
essenciais na alimentacdo, o Omega 3 (n-3) e 0 Omega 6 (n-6), também conhecidos
como é&cidos linolénico e linolico, respectivamente. Os mesmos sdo denominados
essenciais, pois devem ser obtidos a partir da alimentacdo, j& que o organismo € incapaz
de produzi-los em welocidade suficiente para atender a demanda (WATHES et al.,
2007).

A suplementagdo com gordura em dietas de bovinos afeta negativamente a
digestdo de fibras, em raz8o da acdo dos A&cidos graxos de cadeia longa sobre os
microrganismos ruminais (OLIVEIRA et al., 2012). Uma das maneiras de se evitar o
efeito negativo da gordura sobre a fermentacdo ruminal é fornece-la na forma protegida
artificialmente ou em sementes de oleaginosas in natura (SILVA et al.,, 2007). Sementes
integrais, pouco afetam o consumo e a digestibilidade, devido a baixa degradabilidade e
a lenta liberacdo do Oleo no ambiente ruminal (ROSA et al., 2013). Nesse sentido, a
linhaca em grdos desperta interesse, por ser um alimento rico em &cidos graxos poli-
insaturados, em especial o acido linolénico (BENCHAAR et al,, 2012), e pela menor

bio-hidrogenacdo ruminal desses &cidos graxos (CAVALIERI etal., 2005).
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O conhecimento da degradacdo ruminal de gréos de oleaginosas, seja na forma
inteira ou moida, ainda é restrito. A técnica de analise da degradabilidade in situ, avalia
0s parametros cinéticos dos alimentos por meio do desaparecimento da massa de
amostra incubada, sendo um método preciso, simples e rapido para determinar o valor
nutritivo de um alimento (ORSKOV et al., 1980). Embora o alimento ndo esteja sujeito
a todos os eventos digestivos, como mastigacdo, ruminagdo e passagem, ndo ha melhor
forma de simulagdo do ambiente ruminal para um dado regime de alimentacdo do que a
técnica in situ, isto porque esta técnica permite o contato intimo do alimento com o
ambiente ruminal (VAN SOEST, 1994).

Por outro lado, o estudo da digestibilidade é importante para quantificar o
aproveitamento dos alimentos pelo animal. As fontes lipidicas apresentam resultados
diversos sobre seus efeitos na digestibilidade dos nutrientes. N&o foi observado efeito na
digestibilidade da matéria seca e da fibra da dieta quando foi fornecido caroco de algodéo
(JORGE et al., 2008). Mas quando se utilizou lipideos na forma de grdos e 6leo de soja,
foi observado que o 6leo de soja influenciou negativamente na digestibilidade da fibra
(OLIVEIRA et al, 2012). Portanto, além do nivel de extrato etéreo, a fonte pode
influenciar a digestibilidade e o desempenho animal.

Nesse contexto, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar o consumo, a
degradabilidade ruminal e a digestibilidade em bovinos leiteiros mantidos em regime de

pastoreio e suplementados com linhaga em gréo.

MATERIAIS E METODOS

O ensaio foi realizado no Setor de Bovinocultura Leiteira da Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS, Unidade de Aquidauana, MS, Brasil), entre 0s
meses de dezembro/2014 a junho de 2015. Todas as manipulagdes envolvendo o0s

animais foram realizadas de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
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Animal, aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UEMS (Protocolo n°
012/2014). As analises da composicdo quimico-bromatologica das amostras de
pastagem, linhaca e fezes foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal da
UEMS.

Para a avaliacio do desempenho, ou seja, consumo, ganho de peso e
digestibilidade, utilizou-se 12 vacas Girolando (% Holandes x ¥ Gir) ndo gestantes, ndo
lactantes, com idade média de 5,2+1,9 anos e peso corporal médio de 583,9+67,6 kg. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos experimentais homogéneos,
sendo 0 Grupo Controle (CONTR, n = 6), ndo suplementado e o outro 0 Grupo Linhaca
(LINH, n = 6), suplementado com linhaga marrom.

Os animais foram mantidos em sistema de pastoreio rotacionado com capim-
mombaca (Panicum Maximum) recebendo agua e suplementacdo mineral a vontade.
Todos 0s animais eram manejados conjuntamente. Para eliminar o efeito ambiental do
manejo, diariamente todos os animais eram conduzidos ao curral e apenas 0s animais do
grupo LINH recebiam a dieta experimental. O fornecimento da linhaca era feito
individualmente, com o intuito de que 0s animais consumissem a quantia desejada sem
haver competicdo.

Inicialmente foi realizado um periodo de adaptacdo de quinze dias para
estabilizacdo do consumo desejado. AplOs esse periodo os animais receberam 800
gramas de linhaga por 126 dias. A degradabilidade ruminal foi determinada utilizando-
se machos bovinos castrados da raca Jersey, fistulados no rimen e submetidos ao
mesmo manejo alimentar.

Em relacdo a pastagem, infere-se que a mesma era formada por seis piquetes
com tamanho de 1,2 hectares cada e foram pastoreados durante 6 dias consecutivos,

permanecendo durante os proximos 30 dias em descanso. Foram utilizados animais
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reguladores para controlar a disponibilidade de biomassa e manter a qualidade
nutricional da forrageira, de modo que a graminea fosse consumida de forma
semelhante em todos os piquetes.

Na entrada e saida dos animais de cada piquete, foram realizadas coletas do
capim, sendo lancado aleatoriamente um quadrado de 4m’ e efetuadas a Separagdo e
pesagem das fracOes de folha, colmo e material senescente. Esse material foi guardado
em freezer e, posteriormente determinado o0s teores de matéria seca e assim,
quantificado o rendimento forrageiro do periodo experimental, tanto da disponibilidade
inicial de capim, quanto do residuo apds o pastoreio.

O consumo de forragem pelos animais foi determinado indiretamente através da
Fibra em Detergente Acido Insolivel (FDAI) como marcador interno segundo o método
descrito por Craig etal. (1984).

Para a determinacdo da digestibilidade, amostras de capim foram coletadas em
periodos distintos ao longo do experimento pela técnica de pastejo simulado, , sempre
na entrada e saida dos animais de cada piquete. A coleta foi realizada, por um periodo
de 40 minutos, sempre com inicio antes do arragcoamento, sendo 0s animais
acompanhados a uma distancia inferior a 2 metros, para observar 0 habito de pastejo e a
preferéncia dos componentes estruturais das forrageiras. Assim, de maneira
sincronizada com as vacas, foi efetuada a colheita manual da forragem. Em seguida o
material foi homogeneizado e uma sub-amostra de aproximadamente 500 gramas foi
armazenada para posterior avaliagdo bromatoldgica.

As amostras das fezes foram coletadas diretamente da ampola retal das vacas,
em periodos distintos ao longo do experimento.Foram realizadas 4 coletas de cada
animal. As amostras foram armazenadas em freezer e posteriormente efetuada analise

dos seus componentes quimicos.
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No dltimo dia do arragoamento a producdo fecal dos animais foi determinada
realizando-se a coleta total de fezes por um periodo de 24 horas. O capim foi
disponibilizado no cocho ad libitum e a linhaga fornecida para os animais do grupo
LINH.

Ao término do experimento, as amostras de capim, linhaca e fezes foram
descongeladas, secas em estufa de ventilacdo forcada a 65°C por 72 horas e,
posteriormente, trituradas a 2 mm em moinho tipo Willey, colocadas em potes plasticos,
identificadas e armazenadas para posteriores determinacGes dos teores de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM), fibra em
detergente neutro (FDN) e fibora em detergente &cido (FDA) segundo metodologia
proposta pela AOAC (1990). A hemicelulose (HEM) foi determinada pela diferenca
entre a FDN e FDA do material analisado. Os valores referentes a carboidratos totais
(CHOT) foram obtidos por intermédio da equacdo: 100 - (PB% + EE% + MM%); e 0s
carboidratos ndo-fibrosos (CNF) pela diferenga entre CHOT e %FDN.

A verificacdo da degradabilidade ruminal do capim potencialmente ingerido
(amostras coletadas no pastejo simulado das vacas Girolando) e dos grdos de linhaca
marrom foram efetuadas por meio da técnica In Situ, utilizando-se dois machos adultos
da raca Jersey, castrados, pesando em média 650 kg e dotados de canula permanente no
ramen.

Os bois foram mantidos durante todo o periodo experimental com as vacas
Girolando, e assim, utilizados também como animais reguladores da pastagem. Assim,
sequencialmente ao ensaio de desempenho, determinou-se a degradabilidade ruminal
incubando-se as amostras do capim potencialmente ingerido pelas vacas Girolando, em
sacos confeccionados de TNT, medindo 14 x 7 cm, com poros de 50 micrémetros,

contendo aproximadamente 5 g de amostras previamente secas e moidas.



46

Posteriormente os saquinhos foram colocados em sacolas de filo, medindo, 15 x 30 cm,
com um pequeno peso de chumbo de 100 g, amarrado a uma linha de nailon de
aproximadamente 0,5 m de comprimento livre.

As sacolas foram introduzidas diretamente no rdmen, em ordem decrescente de
96, 72, 48, 24, 12, 8, 6, 4 e 2h. No tempo de Oh, os saquinhos contendo os alimentos
foram pré-incubados em recipiente com agua. Os sacos de TNT foram retirados todos
ao mesmo tempo e lavados em 4agua corrente. Os residuos remanescentes das
incubacdes foram secos em estufa de ventilacdo forcada a 65°C, por 48h e armazenados
para serem analisados, a fim de se determinar os teores de MS, PB, FDN, FDA e EE.

Posteriormente, os bois foram suplementados diariamente com 800 gramas de
grdos de linhaca marrom. Apds cinco dias de adaptacdo ruminal, efetuou-se uma nova
incubacdo de amostras dos alimentos potencialmente ingeridos pelas vacas Girolando
(capim e linhaca), de modo a se observar o possivel efeito da suplementacdo sobre a
degradabilidade do capim.

Os dados sobre desaparecimento da MS, PB, FDN, FDA e EE foram calculados
baseando-se na diferenca entre 0 peso incubado e 0s residuos apds a incubacdo. Para a
estimativa dos pardmetros avaliados foi utilizado o modelo assintético de primeira
ordem proposto por Orskov e McDonald (1979): DP = a + b(1-e-ct); em que DP ¢ a
degradabilidade ruminal potencial dos alimentos; “a” ¢ a fragdo solavel; “b”, a fracdo
potencialmente degradavel da fracdo mnsolivel que seria degradada a uma taxa “c’; “c”,
que seria a taxa de degradacdo da fragdo ‘b”; e “t” o tempo de incubacdo em horas.

A fracdo considerada ndo-degradavel (I) foi calculada por meio da seguinte
equacao: | = (100- (ath)); Para se estimar a degradabilidade efetiva (DE), utilizou-se o

modelo matematico: DE = a + [(b * c)/(c + K)]; em que K é a taxa de passagem de
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solidos pelo rumen, definida como sendo de 2, 5 e 8,0%/hora, que pode ser atribuido ao
nivel de consumo alimentar baixo, medio e alto.

Foram realizadas seis coletas de sangue em todos os animais, para quantificacéo
de glicose, albumina e colesterol ao longo do periodo de suplementagdo. As amostras de
sangue foram coletadas por puncdo venosa caudal e depositadas em tubos de ensaio.
ApoOs a coleta, o sangue era centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos para separagdo
do soro e em seguida essa fragdo foi congelada a -20°C até posterior analise.

No soro sanguineo foram quantificadas o colesterol total (método enzimatico
colorimétrico), albumina (método enzimatico colorimétrico-verde de bromocresol) e
glicose (método enzimatico-hexoquinase com Kkits comerciais, através de procedimentos
de espectrofotometria automatizado COBAS® (Roche-Hitachi)). As anélises dos
metabolitos sanguineos foram realizadas no Laboratdério de Patologia Clinica
Veterindria da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

O perfil lipidico da linhaca foi obtido segundo metodologia de Nunes et al.,
(2015) por cromatografia gasosa (Agilent 6890N, California) para obter picos
individuais de ésteres metilicos dos &cidos graxos e foi realizado no laboratério de
nutricdo da Universidade Catdlica Dom Bosco.

Foram realizadas pesagens das vacas Girolando a cada 21 dias para
acompanhamento do ganho medio diario, totalizando 6 mensuracbes ao longo do
experimento. As pesagens eram realizadas sempre pela manhd, antes do fornecimento
da linhaga.

As condicbes ambientais foram monitoradas durante todo o periodo
experimental, através de leituras feitas na estacdo meteoroldgica da Universidade

Estadual de Mato Grosso do Sul - Unidade de Aquidauana.
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Na Figura 1 estdo demonstrados a temperatura e umidade relativa do ar médios
observados durante o periodo experimentalA temperatura. média foi de 26°C e umidade

relativa do ar de 79,93%, ndo sendo observada mudancas substanciais.
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Figura 1: indices de temperatura e umidade relativa do ar durante o periodo
experimental

O delineamento foi inteiramente casualizado com dois tratamentos. Para cada
variavel estudada, foi verificada a normalidade da distribuicdo das variancias pelo teste
de Shapiro-Wilk, considerando-se probabilidade de 0,05 como significativa, e os dados
transformados, caso houvesse indicagdo. As analises estatisticas para as variaveis:
consumo, digestibilidade e ganho de peso foram analisados com auxilio do software R,
sendo efetuada uma ANOVA e admitida uma diferenca significativa (p<0,05) entre as

médias.

RESULTADOS

Neste ensaio, a producdo media de biomassa forrageira foi de 1.856,1 kg de
matéria seca por hectare, ou 7.138,8 kg de matéria verde, com as folhas, colmo e
material senescente representando o equivalente a 45,7, 44,0 e 10,3%, respectivamente.
Néo foram verificadas diferencas do rendimento forrageiro ao longo do periodo

experimental.
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As composicGes quimicas da linhaca e do pasto potencialmente ingerido pelos
animais estdo apresentadas na Tabela 1, sendo notificada uma boa qualidade nutricional
do capim-mombaca, com média de 7,5% de proteina bruta. J& a linhaca apresentou alta
quantidade de proteina e de extrato etéreo, o que lhe confere a caracteristica de alimento

proteico-energético.

Tabela 1- Composicdo quimica, expressa na matéria seca, do capim potencialmente
ingerido e dos grdos de linhaca marrom.

Varidveis * Capim-mombaca Linhaca
Matéria Seca - MS (%) 29,69 92,99
Proteina Bruta - PB (%) 7,47 22,00
Extrato Etéreo - EE (%) 1,52 27,32
Fibra em Detergente Neutro - FDN (%) 66,25 40,09
Fibra em Detergente Acido - FDA (%) 31,62 20,59
Carboidratos Totais - CT (%) 81,36 43,66
Carboidratos N&o Fibrosos - CNF (%) 15,11 3,57

Matéria Mineral - MM (%) 9,66 7,03

* Média das amostras coletadas durante o experimento.

A linhaga apresentou em meédia 27,3% de extrato etéreo e a composicdo em
acidos graxos foi consistente com dados da AOCS (FIRESTONE, 2006). O d4leo de
linhaca é composto por 51% de &cidos graxos Omega-3, 15,6% de Omega-6 e 16% de
acidos graxos monoinsaturados e somente 10% de A&cidos graxos saturados. A
predomindncia de Omega-3 é trés vezes superior a0 Omega-6, fazendo com que seja a
maior fonte vegetal deste &cido linolénico (RAMCHARITAR etal., 2006).

Tabela 2: Composicdo dos acidos graxos presentes nas sementes de linhaca.

Acidos Graxos MédiatDP
C12:0 - Acido laurico 0,12 +0,01
C14:0 - Acido miristico 0,24 + 0,01
C160 - Acido palmitico 6,20 £ 0,12
C16:1 - Acido palmitoleico 0,11

C18:0 - Acido esteérico 3,21 +0,03
C18:1 (trans) - Acido elaidico 0,25 + 0,02
C18:1 - Acido oleico 16,32 + 0,05
C18:2 - Acido linoleico 15,68 + 0,01
C18:3n3 - Acido linolénico (6mega 3) 51,89 +0,14
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C20:0 - Acido araquidico 0,10

C20:1 - Acido cis-11-eicosénico 0,16 + 0,04
C22:0 - Acido behénico 0,13+0,01
Acidos graxos poli-insaturados 69,95 £ 5,68
Acidos graxos mono-insaturados 16,85 + 0,09
Acidos graxos saturados 10,00 £ 0,07

Infere-se que a suplementacdo com linhaca ndo alterou (P>0,05) o consumo de
capim-mombaca e de MS total, expressos em kg de MS/dia, % do peso corpdreo e peso
metabodlico da fibra em detergente acido, dos carboidratos totais, dos carboidratos ndo
fibrosos e da matéria mineral. Nesse estudo, a linhaca se destacou pelo seu alto valor de
proteina (22%) e FDN (40,09), provavelmente devido ao fato de sua casca ser composta
por uma matriz fibro-protéica. Esses resultados se assemelham aos encontrados por
Wada et al, (2008), que registraram 23,09% de PB e 48% de FDN na semente de
linhaga.

Ao avaliar o desempenho de bezerros em pastagem de capim-mombaca, Moreira
et al. (2008) verificaram 38% de folhas, sendo este valor inferior ao obtido neste estudo.
Provavelmente devido a diferencas de categoria animal, e ao fato da dieta dos bezerros
ser composta apenas de capim e sal mineral. Lima et al. (2007), observaram 55,5% de
folhas no manejo rotacionado de vacas em lactacdo, valores proximos aos encontrados
nesse experimento, no qual o pastejo também foi em sistema rotacionado.

Todavia, as vacas do grupo LINH apresentaram um menor consumo de fibra em
detergente neutro (P=0,0352) e um aumento significativo nos consumos de proteina
bruta (P=0,0048) e de extrato etéreo (P<0,0001), em consequéncia do alto teor de
proteina e &cidos graxos contidos na linhaga (Tabela 2).

Tabela 3: Consumo dirio, expresso na matéria seca, de vacas suplementadas com
linhaga.

Variaveis Controle Linhaca Valor de P
Capim-mombaca — kg 12,67 12,15 0,2046
MS Total (capim + linhaga) - kg 12,67 12,92 0,5452
Peso Corporeo (PC) - % 2,13 2,14 0,9665

Peso Metabdlico - g/kg PCY"° 105,29 106,13 0,7988
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Proteina Bruta - kg 1,01 1,09 0,0048
Fibra em Detergente Neutro - kg 9,06 8,56 0,0352
Fibra em Detergente Acido - kg 4,40 4,16 0,1073
Extrato Etéreo - kg 0,20 0,40 <0,0001
Carboidratos Totais - kg 11,11 11,08 0,9328
Carboidratos N&o Fibrosos - kg 2,02 1,94 0,1317
Matéria Mineral - kg 0,31 0,30 0,8591

Nesse trabalho, o consumo de MS, expressos em kg/dia, porcentagem do peso
corpdreo e peso metabdlico; de FDA kg/dia/MS; de CT kg/dia/MS; de CNF kg/dia/MS
e de MM kg/dia/MS ndo foram influenciados significativamente pela dieta experimental
(Tabela 2). Por outro lado, ocorreu declinio (P<0,05) no consumo de FDN e aumento no
consumo de EE e PB em detrimento da ingestdo de linhaca com beneficios para o
consumo da dieta total (pasto e linhaga), caracterizando portanto o cléssico efeito
substitutivo. Dessa forma, os animais substituiram parte do pasto pela linhaca,
melhorando a dieta ingerida, ou seja, tiveram a disposicdo uma maior quantidade de
energia e proteina.

Sousa et al. (2008) ao avaliarem o consumo de vacas leiteiras sob pastejo com
diferentes quantidades de concentrado, verificaram que 0 acreéscimo no consumo de MS
da dieta total se deu por substituicdo parcial do capim pelo concentrado, ou seja, 0
aumento no consumo de concentrado provocou decréscimo no consumo de pasto. Silva
et al. (2009) observaram que houve declinio no consumo de pasto, destacando a
influéncia direta do consumo de MS do pasto sobre os niveis de concentrado (0, 1, 3 e 5
kg/vaca/dia).

No presente trabalho, a quantidade de linhaca fornecida (0,800 Kkg), foi
relativamente baixa em comparagdo com os demais trabalhos acima citados. Desse
modo acredita-se que a quantidade de suplemento fornecida ndo foi suficiente para
alterar estatisticamente o consumo de capim pelos animais. Assim, 0s resultados
demonstram o equilibrio nutricional entre 0s grupos experimentais, indicando que a

quantidade de capim foi suficiente para atender a demanda nutricional dos animais.
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Em termos ruminais, avaliagcbes in situ, infere-se que a linhaga apresentou baixa
taxa de fermentacdo em todas as varidveis analisadas (MS, PB, FDN, FDA e EE), ndo
ultrapassando 57% de desaparecimento no tempo de 96 horas, com excec¢do do nivel de
proteina que atingiu 73%, demonstrando que grande parte da casca, endosperma e Oleo
da semente ultrapassam o ambiente ruminal, ficando disponiveis para serem digeridos
no intestino delgado (Tabela 3). Todavia, observa-se que a porcentagem de
desaparecimento das variaveis MS, PB, FDN, FDA e EE do capim-mombaga foi maior
em todos os tempos de incubacdo, quando o0s animais estavam submetidos apenas a
dieta base (capim), quando comparados a dieta acrescida de linhaca, indicando efeito
negativo desta semente oleaginosa sobre a fermentacdo do capim.

Tabela 4: Percentagem de desaparecimento ruminal médio da matéria seca (MS),
proteina bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA)

e extrato etéreo (EE) do capim-mombaca e da semente de linhaca, em funcdo dos
tempos de incubacéo

Tempo Incubacgédo (horas)

Dieta 0 2 4 6 8 12 24 48 72 %
Capim-Mombaca
MS 66 264 309 345 371 454 552 668 725 76,1
Pasto PB 20,1 439 519 584 61,7 679 752 856 878 905
FDN 6,6 12,7 155 176 229 295 394 569 664 705
FDA 114 36,4 456 464 525 529 609 692 77,1 805
Linhaca
MS 0,7 9,9 143 151 16,5 185 23,1 34,7 457 548
PB 14 186 216 298 32,7 383 42,7 534 66,1 730
FDN 13 45 9,8 122 219 231 238 334 46,6 504
Pasto FDA 0,8 52 119 170 21,1 228 248 30,3 383 419
+ EE 0,7 9,9 143 151 16,5 185 23,1 34,7 457 548
Linhaca Capim-Mombaca
MS 5,7 27,2 29,2 31,1 351 36,8 405 524 628 70,2
PB 149 459 506 533 565 596 638 729 775 77,7
FDN 5,8 7,5 11,1 152 199 233 276 403 512 62,0
FDA 8,1 304 441 474 49,7 512 516 601 663 737
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Tabela 5: Valores dos coeficientes "a", "b", "c¢" e “I”, referentes a degradabilidade
ruminal da matéria seca e suas degradabilidades efetivas (DE) para as velocidades de
passagem de 2, 5 e 8 % por hora do capim-mombaca e da semente de linhaca, de acordo
com a dieta ingerida.

Dieta . Coeficientes* DE (%/h)
Variavels  a (%) b (%) c (%/h) | (%) 2 5 8

Capim-Mombaca

MS 15,23 57,99 0,059 26,78 57,9 458 39,1

PB 25,83 60,03 0,1185 14,14 772 68,1 61,7

Pasto FDN 820 6644 00284 2536 47,2 322 256

FDA 22,14 51,14 0,060 26,72 65,2 56,9 49,8

Linhaca

MS 8,11 69,56 0,0111 2233 329 20,7 16,6

PB 11,11 56,73 0,0449 32,16 504 380 315

FDN 5,28 47,3 0,0259 47,42 319 214 16,8

Pasto FDA 3,15 34,02 0,0654 62,83 292 224 185

t EE 6,88 41,85 0,0431 51,27 35 263 215

Linhaca ]

Capim-Mombaca

MS 15,14 4351 0,0636 41,35 482 395 344

PB 26,57 46,47  0,1416 2696 67,3 609 56,3

FDN 8,35 69,27 0,0143 2238 37,2 23,7 188

FDA 11,43 49,81  0,2916 38,76 58,0 54,0 505

*a: fracdo soluvel; b: fracdo potencialmente degradavel; c: taxa de degradacdo da fracdo
gé "a". fracdo solivel degradada no tempo zero, "b": degradabilidade potencial em
funcdo do tempo, "c": taxa fracional de degradacdo da fragdo "b" por unidade de tempo,
e “I” fragdo indegradavel

O grédo de linhaca apresentou baixa degradabilidade potencial (DP). Goes et al.,
(2011) incubaram linhaca triturada e relataram que a fracdo potencialmente degradavel
“p” da linhaca era de 87,89%. Neste ensaio a taxa de degradacdo da fragdo “b” da MS
foi de 69,56. A diferenca encontrada, pode ser explicada pela forma como a linhaca foi
incubada, ja que a triturada, promove maior exposicdo dos nutrientes e facilita o acesso
aos microrganismos.

Semelhante a Goes et al, (2011), a linhaga apresentou baixa porcentagem da

fracdo potencialmente degradavel e de fracdo solivel para PB. AlEm disso, a linhaca
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apresentou alta fracdo indegradavel. Inumeras alternativas sdo avaliadas com o
proposito de diminuir a degradabilidade da proteina no rimen e, com isso, permitir
melhor disponibilidade de aminoacidos para a digestdo intestinal. De modo geral, 0s
grdos inteiros apresentaram baixa fracdo sollvel para a PB, 0 que acarreta em menor
degradabilidade efetiva.

Infere-se que, ndo foi encontrada nenhuma informacdo na literatura referente a
degradagdo ruminal da FDN, FDA e EE da linhaga, sendo neste trabalho verificado uma
baixa degradabilidade efetiva para essas variaveis.

Em relacdo a pastagem, observou-se valores de DP e DE menores em todas as
varidveis quando os animais consumiam linhaca. A diminuicdo da degradabilidade da
fibra é explicada pelo efeito do Oleo da linhaga sobre as particulas do capim. Segundo
Nagaraja et al. (1997), geralmente os &cidos graxos insaturados sdo tdxicos para as
bactérias gram-positivas, cujo mecanismo pode envolver uma alteracdo na
permeabilidade da membrana celular, que reduz a capacidade da célula regular o pH
intracelular e a captacdo de nutrientes. Ainda segundo estes autores, os acidos oleico,
linoleico e linolénico inibem fortemente o crescimento das bactérias celuloliticas B.
fibrisolvens, R. albus e R. flavefaciens, dessa forma, diminuindo a degradabilidade da
fibra da pastagem.

Notifica-se ainda baixa fragdo solivel (“a”) de MS, PB, FDN, FDA e EE na
semente de linhaca. A linhaca apresentou taxa de degradacdo da fracdo potencialmente
degradavel (‘b”) e da taxa da fragdo indegradavel (“c”) de 42 e 51%, respectivamente
para a varidvel EE. Deste modo foi ocasionada uma baixa degradabilidade potencial e
efetiva (%/h) desta semente oleaginosa (Tabela 4).

Em relagdo ao capim-mombaga, verifica-se que a fragdo solivel (“a”) das

variaveis, MS, PB, FDN, FDA e EE, em ambas as dietas (pasto e pasto mais linhaca)
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foram semelhantes. Todavia, observou-se uma reducdo da fracdo potencialmente
degradavel (“b”) das variaveis MS e PB do capim na dieta pasto mais linhaca em
comparacdo a dieta controle (somente pasto). Como consequéncia, houve aumento na
fragdo ndo degradavel (‘“I”) para essas mesmas variaveis. Também notifica-se que nos
animais alimentados exclusivamente com pasto, a Degradabilidade Efetiva do capim-
mombaca foi maior em todas as variaveis analisadas nas taxa de passagens de 2, 5 e
8%/h'.

Os coeficientes de digestibilidade da matéria seca, proteina bruta, fiora em
detergente acido, carboidratos totais e ndo fibrosos, matéria mineral e nutrientes
digestiveis totais ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre 0s
tratamentos (Tabela 5). No entanto, no grupo LINH, observou-se coeficiente de
digestibilidade de extrato etéreo maior (P<0,0001) quando comparado ao gQrupo
CONTR. Em contrapartida, houve uma tendéncia (P=0,0579) do coeficiente de
digestibilidade de FDN ser menor no grupo LINH.

Tabela 6: Coeficientes de digestibilidade, expressos na matéria seca, das dietas controle

(capim-mombacga) e Linhaca (capim-mombaca mais linhaga) em vacas Girolando,
mantidas em regime de pastoreio.

Variaveis Controle Linhaca Valor de P
Matéria Seca - % 62,88 63,11 0,8394
Proteina Bruta - % 55,26 62,70 0,2541
Fibra em Detergente Neutro - % 77,15 75,36 0,0579
Fibra em Detergente Acido - % 74,77 72,45 0,1194
Carboidratos Totais - % 70,47 69,91 0,4854
Carboidratos N&o Fibrosos - % 40,25 37,0 0,4447
Extrato Etéreo - % 40,70 69,31 <0,0001
Matéria Mineral - % 31,41 30,92 0,8591
Nutrientes Digestiveis Totais - % 62,89 63,83 0,2179
Energia Digerivel - kcallgMS?! 2,77 2,81 0,2179

TED: (%NDT/100) * 4,409, segundo NRC (2001).

O estudo da digestibilidade é importante para quantificar o aproveitamento dos
alimentos pelo animal. Todavia, no presente trabalho ndo foi observada influéncia

significativa (P>0,05) da linhaca sobre a digestibilidade da matéria seca, proteina bruta,
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carboidratos totais, carboidratos ndo fibrosos, fibra em detergente é&cido, matéria
mineral, bem como dos nutrientes digestiveis totais.

O coeficiente de digestibilidade do EE foi maior no grupo LINH devido a maior
quantidade de lipidios (provenientes da linhaga) ingerido pelos animais. Essa situagdo
pode ter ocorrido pelo fato de a linhaca ser revestida por uma matriz fibroproteica,
proporcionando lenta liberacdo dos lipidios no ambiente ruminal. Este fato permite a
acdo dos microrganismos ruminais em hidrogenar as ligacbes duplas dos éacidos graxos
insaturados, de forma cadenciada, impedindo o efeito inibidor dos lipidios sobre a
digestibilidade da fibra (COPPOCK et al., 1991). Além da quantidade ndo ser suficiente
para aderir & particula do alimento, ocasionando impedimento fisico aos
microrganismos e as enzimas microbianas (VALINOTE et al., 2005).

Infere-se todavia que houve uma tendéncia do coeficiente de digestibilidade da
FDN ser menor (P = 0,0579) para o grupo LINH. Em um trabalho realizado por Wada
et al, (2008), foram reportados menores valores na digestibilidade de MS para o
tratamento com linhaca. Embora os autores ndo tenham encontrado diferenca estatistica
na digestibilidade da fibra, eles citam que a mesma foi numericamente inferior e
atribuiu isso aos lipidios contidos nas sementes de linhaca, os quais podem ter
provocado inibicdo dos microrganismos celuloliticos.

Existe reducdo na digestibilidade da fibra quando fontes lipidicas sdo
adicionadas as racOes, e a magnitude de reducdo esta relacionada ndo sé a quantidade,
mas principalmente ao tipo de A&cido graxo presente no suplemento, sendo que 0s
lipidios ricos em acidos graxos insaturados tendem a provocar maior depressdo na
digestibilidade (SMITH et al, 2006), corroborando com a tendéncia de menor
coeficiente de digestibilidade para os animais suplementados com linhaga observada

nesse estudo.
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O efeito das dietas sobre as concentracdes plasméticas dos metaboélitos podem
ser observados na Tabela 7. Ndo houve efeito (P>0,05) da suplementacéo lipidica sobre
as concentracdes plasmaticas de glicose, albumina e colesterol, estando os valores
dentro dos limites considerados normais para bovinos (glicose: 45,00 a 75,00mg/dL;
albumina: 3,3 a 3,55 g/dL e colesterol: 80 e 120 mg/dL).

Tabela 7: Concentragcbes plasmaticas dos metabolitos sanguineos, em vacas Girolando

mantidas em regime de pastoreio em capim-mombaca, com ou sem a suplementacdo de
gréos de linhacga.

Variaveis Controle Linhaca Valor de P
Glicose - mg/dL 59,4 59,2 0,8274
Albumina - g/dL 3,61 3,5 0,5642
Colesterol - mg/dL 104,1 116,3 0,7453

Neste trabalho, ndo foi observado efeito da suplementagdo sobre as
concentracdes de glicose (P>0,05). Tais resultados corroboram com os de outros autores
que forneceram dietas enriquecidas com acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) para
fémeas bovinas (NOGUEIRA et al., 2012). Devido aos mecanismos de economia de
glicose dos ruminantes, os efeitos dos tratamentos sobre as concentracbes de glicose
plasmaticas ndo sdo esperados, 0 que explica a manutencdo da glicemia
(GAGLIOSTRO etal., 1991).

Nao foram encontradas diferencas na concentracdo plasmatica total de albumina
entre 0s grupos (P> 0,05). A avaliagdo da albumina no plasma é uma maneira de
controlar a ingestdo de proteina dos alimentos (NOGUEIRA et al., 2012). Apesar do
consumo de PB ter sido maior (P<0,05) no grupo LINH em comparacdo ao CONTR,
ndo foi suficiente para que alterasse as concentraces plasmaticas de albumina, que
permaneceram dentro do padrdo normal para a espécie (DAVID, 2008).

A administracdo de gordura para fémeas bovinas, estimula a sintese e o acumulo
de colesterol nos tecidos e fluidos corporais. Diversos autores incrementando gordura

na dieta observaram aumento nos niveis de colesterol (NOGUEIRA et al., 2012). Nesse



58

experimento ndo foi encontrada diferenca na concentragdo plasmética de colesterol
entre 0S grupos.

Neste ensaio também ndo foi observada diferencas significativas (p>0,05) entre
0 ganho de peso médio diario, indicando que a suplementacdo com linhaca ndo teve
influencia na deposicdo de tecidos corpdreos. As médias dos pesos e 0 ganho médio
diario estdo apresentados na Tabela 7.
Tabela 8: Pesos corpéreos inicial e final e ganhos diarios em vacas Girolando mantidas

em regime de pastoreio em capim-mombacga, com ou sem suplementacdo com gréos de
linhaca.

Variaveis* Controle Linhaca
Peso Corpdreo Inicial - kg 583,3 584,5
Peso Corpdreo Final - kg 613,1 618,5
Ganho de Peso Médio Diario - kg 0,236 0,270

* Nao foram observados valores maiores de P<0,05.
Com relacdo ao ganho de peso infere-se que 0s mesmos sdo relativamente
baixos, média de 250 gramas ao dia. Todavia, foram coerentes com a dieta oferecida e

com a categoria avaliada, ou seja, vacas adultas com peso corpdreo estabilizado.

CONCLUSOES

A linhaca possui baixa degradabilidade efetiva e potencial e diminui a
degradabilidade e digestibilidade do capim. Porém ndo altera as concentragdes dos
metabdlitos séricos, o ganho de peso dos animais e os coeficientes de digestibilidade,
exceto do extrato etéreo quando 800g de linhaga é consumida diariamente por fémeas
Girolando.
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Resumo

Apesar dos inumeros trabalhos relatando os efeitos da nutricdo sobre a
reproducdo, pouco se sabe sobre o impacto dos acidos graxos poli-insaturados
sobre o0s odcitos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacao
com linhaca sobre o consumo, degradabilidade ruminal e digestibilidade,
metabdlitos sanguineos (glicose, albumina e colesterol séricos), bem como a
gualidade e perfil lipidico de odcitos bovinos. Para tanto, foram utilizadas doze
fémeas bovinas da raca Girolando e distribuidas aleatoriamente em 2 grupos
experimentais: controle (CONTR, n = 6) e grupo linhaca (LINH, n = 6), diferindo
apenas pelo fornecimento de 0,800kg/animal/dia de linhaca na dieta do grupo
LINH. A digestibilidade foi aferida por meio da técnica in situ, sendo utilizado
animais submetidos ao mesmo regime alimentar. Foram realizadas 7 sessodes

de aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (OPU). Os animais do grupo
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LINH consumiram mais proteina bruta e extrato etéreo e tiveram menor
consumo de fibra insolivel em detergente neutro. A linhaca fornecida em gréo
para 0s animais, teve baixa degradabilidade efetiva e potencial. Nao houve
diferenca dos coeficientes de digestibilidade exceto do extrato etéreo. Nao
houve efeito (P>0,05) da suplementacdo lipidica sobre o0s metabolitos
sanguineos entre 0os grupos e as OPUs. Nao foi observada diferenca
significativa (P>0,05) no nimero médio de CCOs recuperados e a taxa de
viabilidade. A suplementacdo de 0,800 kg de linhaca na dieta de vacas

Girolando néo alterou o perfil lipidico dos oécitos.

Palavras chave: criopreservacao, embrides, acidos graxos.

1. INTRODUCAO

O aumento da densidade energética da dieta através da
suplementacdo com gordura € uma pratica comumente utilizada,
principalmente em rebanhos leiteiros. Entretanto, além de fornecer calorias, 0s
lipidios possuem efeitos diretos na reprodugdo, melhorando a fertilidade dos
animais em diversas situacaoes [1].

J& foi observado efeitos dos acidos graxos sobre o desenvolvimento
folicular ovariano, tamanho de corpo liteo e qualidade oocitaria [2]. Dietas
enriquecidas com PUFAs também podem influenciar nas concentracdes
circulantes de progesterona [3], PGF2a [4] e até mesmo na qualidade
embrionaria [5]. No entanto, alguns resultados sdo contraditérios quando se
utilizam da suplementacao lipidica para bovinos, pois na maioria das vezes €
impossivel distinguir o nivel de impacto dos PUFAs sobre os odcitos [6].
Todavia, pouco se sabe sobre como os foliculos e os odcitos absorvem esses
AGs.

Nesse contexto, diversos estudos vem sendo realizados com o objetivo
de avaliar o fornecimento de diferentes fontes de lipidios como incremento na
densidade energética da dieta dos animais buscando melhoras na condicao
reprodutiva do gado leiteiro. Dentre elas se destacam o uso do 6leo de soja [7],

sementes de girassol [8] e sementes de linhaca [9].
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A linhaca em grdo é um alimento rico em &cidos graxos poli-
insaturados, em especial o acido linolénico [10], e por estar na forma de gréo, o
Oleo da linhaca pode ter liberacdo mais lenta, diminuindo, assim, a bio-
hidrogenacao ruminal [11], no entanto, pouco se sabe sobre seu consumo,
comportamento em ambiente ruminal e digestibilidade intestinal.

Ja foi relatado aumento da fluidez da membrana plasmatica de
embribes bovinos consequente a incorporacgéo direta de PUFAS na estrutura da
membrana e reducdo no teor de lipidios de embrides apds suplementacdo com
acido linoleico conjugado (CLA — membro da familia dos PUFASs) durante o
cultivo embrionario in vitro. [12] [13].

A semi-permeabilidade membrana plasmatica permite manter gradiente
guimico adequado de ions e outros componentes soluveis. Ela é composta de
lipidios, proteinas e carboidratos, sendo os lipidios responsaveis pela
integridade estrutural. Sua fluidez, depende da temperatura, da sua
composicao lipidica, especialmente do contetdo de colesterol. O comprimento
e o0 grau de insaturacdo das cadeias de &cidos graxos sdo de extrema
importancia [14].

Portanto, mudancas no perfil de acidos graxos ou alteracdes na
organizacdo molecular dos lipidios da membrana podem afetar sua fluidez e,
consequentemente, a capacidade de gametas e embrides resistirem a
criopreservacao [15] [16].

A andlise direta por lonizagdo e Dessor¢céo a Laser Assistida por Matriz
- espectrometria de massa (MALDI-MS) é suficientemente sensivel para
permitir a andlise de odcitos [17] e pode ser utilizada para monitorar mudancgas
na composicao lipidica da membrana em diferentes fases e serve como auxilio
no estudo das biotecnologias de reproducao[18].

Nossa hipotese é que a suplementacdo de PUFAs na dieta de
doadoras de o0citos possa promover alteracdo do perfil lipidico das
membranas dos odcitos em funcdo do tempo de suplementacéao.

Com base nisso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
suplementacdo com linhaca sobre o consumo, degradabilidade ruminal e
digestibilidade; metabdlitos sanguineos (glicose, albumina e colesterol séricos),

bem como a qualidade e perfil lipidico de o6citos bovinos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e local do experimento

O experimento foi realizado no setor de Bovinocultura Leiteira da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS, unidade de Aquidauana,
MS, Brasil), entre os meses de janeiro a junho de 2015. Todas as
manipulacées envolvendo os animais foram realizadas de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, aprovadas pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da UEMS (Protocolo n° 012/2014).

Doze fémeas bovinas da raca Girolando (3/4 Holandes x % Gir)
ciclicas, ndo gestantes, ndo lactantes, com idade média de 5,16+1,97 anos,
peso médio de 558,41+67,6 kg e escore de condi¢cao corporal (ECC) médio de
4,06+0,41 (escala 1-5) foram utilizadas no experimento e distribuidas
aleatoriamente em 2 grupos experimentais homogéneos de acordo com o grau
de sangue, peso, idade e ECC: grupo controle (CONTR, n = 6) e grupo linhagca
(LINH, n=6).

Os animais foram mantidos em sistema de pastejo rotacionado em seis
piquetes com tamanho médio de 1,2 hectares cada, formados com capim
Panicum Maximum sp. (cv. Mombaca) recebendo &gua e suplementagdo
mineral & vontade com 87g/kg de fosforo (Montana 87®, Montana Suplementos
Minerais e Ragdes Ltda, Jardim, MS, Brasil). Todos o0s animais eram
manejados conjuntamente. Para eliminar o efeito ambiental do manejo,
diariamente todos os animais eram levados ao curral e apenas 0os animais do
grupo LINH recebiam a dieta experimental. O fornecimento da dieta
experimental era feito individualmente, com o intuito de que o0s animais
consumissem a quantia desejada sem haver competicdo. Na Tabela 8, estdo
demonstrados os valores médios da composi¢cdo bromatolégica do pasto e da
linhaca utilizados durante o periodo experimental. A afericdo da
degradabilidade foi efetuada utilizando-se dois bovinos machos castrados com

media de 650 kg de peso e submetidos ao mesmo regime alimentar.

Tabela 9: Composicdo bromatolégica dos alimentos

Variaveis Pasto* Linhaca

MS (%) 29,69 92,99
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PB (%) 7,47 21,99
EE (%) 1,52 27,32
FDN (%) 66,25 40,09
FDA (%) 31,62 20,59
CHOT (%) 81,36 43,66
CNF (%) 15,11 3,57
MM (%) 9,66 7,03

Matéria seca (MS); proteina bruta (PB); extrato etéreo (EE); fibra insolivel em detergente
neutro (FDN); fibra insolivel em detergente &cido (FDA); carboidratos totais (CHOT);
carboidratos ndo fibrosos (CNF) e matéria mineral (MM). *Os valores estdo expresso em

médias das amostras coletadas (n=24) durante o periodo experimental.

2.2 Delineamento experimental

O periodo experimental foi de dezembro/2014 a junho/2015.
Inicialmente foi realizado um periodo de adaptacdo de quinze dias, com
fornecimento diario de sementes de linhagca, com consumo progressivo até a
estabilizagdo do consumo na quantidade desejada. Ap0s o periodo de
adaptacédo, os animais foram divididos em dois grupos experimentais (CONTR
e LINH) e foi iniciada a suplementacéo diferenciada durante 126 dias. O grupo
CONTR (n=6) recebeu apenas a dieta base (pastagem) e o grupo LINH (n=6)
recebeu suplementacdo com 800 g/animal/dia de linhaga marrom uma vez ao
dia.

Durante o periodo experimental foram realizadas 7 sessfes de
aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia — OPU (ovum pick-up), sendo a
primeira realizada um dia antes do inicio do periodo de adaptacdo dos animais.
Foi denominado DO o dia seguinte ao término da adaptacdo, no qual os
animais passaram a consumir a quantia desejada individualmente. A partir do
DO, foram realizadas 6 sessdes de OPU em ambos os grupos com intervalo de

21 dias, conforme a Figura 10.
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Figura 9: Delineamento experimental.

2.3 Consumo e digestibilidade

O consumo de forragem pelos animais foi determinado indiretamente
através da Fibra em Detergente Acido Insoldvel (FDAI) como marcador interno
segundo o método descrito por Craig et al., (1984).

Para as andlises de digestibilidade, foram coletadas amostras de capim
em periodos distintos ao longo do experimento, as quais foram feitas pela
técnica do pastejo simulado. As amostras das fezes foram coletadas
diretamente da ampola retal dos animais, também em periodos distintos ao
longo do experimento. A producdo fecal total dos animais foi determinada
realizando-se a coleta total de fezes num periodo de 24 horas, sendo esta
realizada no ultimo dia de arracoamento.

As amostras de pasto e fezes foram, pré-secas em estufa de ventilacao
forcada (65°C, 48 horas) e, posteriormente, trituradas a 2 mm em moinho tipo
Willey, colocadas em potes plastico, identificadas e armazenadas para
posteriores determinacdes de matéria seca (MS) e proteina bruta (PB) segundo
metodologia proposta pela AOAC, (1990). Os teores de fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) de acordo com Van Soest et
al, (1991) [19] e os teores de extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM)
segundo Silva & Queiroz (2006) [20]. A hemicelulose (HEM) foi determinada
pela diferenca entre a FDN e FDA do material analisado. Os valores referentes
a carboidratos totais (CHOT) foram obtidos por intermédio da equacédo: 100 -
(PB% + EE% + MM%). Os carboidratos nao-fibrosos (CNF) pela diferenca
entre CHOT e %FDN.



67

2.4 Degradabilidade ruminal de linhaca

Para o ensaio de degradabilidade foram utilizados dois bovinos
mesticos, machos castrados, em idade adulta, tendo em média 650 kg de peso,
dotados de canula permanente no rumen. As degradabilidades da MS, PB,
FDN, FDA e EE dos alimentos foram determinadas pela técnica “in situ”,
utilizando-se sacos confeccionados de TNT conforme metodologia descrita por
Nocek, (1988)[21]. As sacolas foram introduzidas diretamente no ramen, em
ordem decrescente de 96, 72, 48, 24, 12, 8, 6, 4 e 2 horas conforme NRC
(2001)[22]. Os dados sobre desaparecimento da MS, PB e EE foram
calculados baseando-se na diferenca entre 0 peso incubado e os residuos
apos a incubacgdo. Para a estimativa dos parametros cinéticos das variaveis foi
utilizado o modelo assintdético de primeira ordem proposto por Orskov e
McDonald (1979)[23]: DP = a + b(1-e-ct); em que DP é a degradabilidade
ruminal potencial dos alimentos; “a” é a fracdo soluvel; “b”, a fracéo
potencialmente degradavel da fracdo insolivel que seria degradada a uma taxa
“c”; “c”, que seria a taxa de degradacdo da fracdo “b”; e “t” o tempo de
incubacdo em horas. A fracdo considerada nao-degradavel (I) foi calculada
segundo: | = (100- (a+b)); Para se estimar a degradabilidade efetiva (DE), foi
utiizado o modelo matematico: DE = a + [(b * ¢)/(c + K)]; em que K é a taxa de
passagem de sélidos pelo rimen, definida aqui como sendo de 2, 5 e 8,0%/ h?,

gue pode ser atribuido ao nivel de consumo alimentar baixo, médio e alto.

2.5 Coletade sangue e andlise de metabdlitos sanguineos

Em cada sessdo de OPU era realizada coleta de sangue de todos o0s
animais para quantificacdo de glicose, albumina e colesterol. As amostras de
sangue foram coletadas por puncdo venosa caudal e depositadas em tubos de
ensaio. Apés a coleta, eram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos para
separacdo do soro e em seguida foram congeladas a -20°C até posterior
analise.

As amostras foram quantificadas em seus niveis de colesterol total
(método enzimatico colorimétrico), albumina (método enzimatico colorimétrico-
verde de bromocresol) e glicose (método enzimatico-hexoquinase com Kits
comerciais, através de procedimentos de espectrofotometria automatizado

COBAS® (Roche-Hitachi) com controle de qualidade. Todas as analises dos
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metabolitos sanguineos foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica

Veterinaria da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

2.6 Aspiracéo folicular in vivo guiada por ultrassonografia

No dia de cada sessao de OPU, as fémeas eram manejadas até o curral
e contidas adequadamente em tronco de contencdo. Era feito o esvaziamento
do reto e lavagem da regido perineal, para realizacdo do procedimento
anestésico. Prosseguiu-se com a aplicacdo de 3 mL de lidocaina (Lidovet®,
Laboratorio Bravet LTDA., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no espaco intervertebral,
entre a Ultima vértebra sacral e a primeira coccigea.

Todos os foliculos maiores do que 3 mm visualizados nos ovarios
foram puncionados para obtencdo dos complexos cumulus oécito (CCOs). Para
tanto, foi utilizada agulha de calibre 20G (50 mm x 9 mm; Terumo®, Bio Brasil,
Sao Paulo, Brasil) acoplada a transdutor microconvexo, com bomba de succ¢éo
a vacuo, 80 mm/Hg (WTA Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, SP,
Brasil). O conteudo folicular foi recuperado a partir de um circuito de Teflon
(WTA Watanabe Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, SP, Brasil), de 2 mm de
diametro interno e 80 cm de comprimento, ligando a agulha diretamente a um
tubo plastico de 50 mL, contendo 5 mL de meio de coleta, constituido de
DPBS, suplementado com 1% de soro fetal bovino - SFB (Gibco BRL) e 20 Ul
de heparina sodica/mL (Hepamax®, Blau Farmacéutica, Cotia, SP, Brasil), em
temperatura de 35 a 37°C. ApGs a aspira¢do dos foliculos, cada tubo de coleta
foi identificado com os dados do animal e nimero de estruturas puncionadas,
sendo entdo conduzido ao laboratério. O material coletado foi depositado em
um filtro de coleta de embrides, com malha de 80 ym (WTA Watanabe
Tecnologia Aplicada Ltda., Cravinhos, SP, Brasil) e lavado. Entdo, os CCOs
recuperados no filtro foram transferidos para placas de poliestireno 100x20 mm
(Corning Incorporated, NY, USA), contendo DPBS suplementado com 5% de
SFB e avaliados sob esteremicroscopico. Apos classificacdo dos CCOs, 0s
vidveis (graus | e Il - citoplasma com granulaces homogéneas e pelo menos 3
camadas de células do cumulus compactas) foram armazenados em tubos de
0,6mL contendo 1:1 (v / v) metanol / 4gua ultrapura a -20 ° C até analise do

perfil lipidico.
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2.7 Analise lipidica por MALDI-TOF/MS
2.7.1 Design experimental

Dos 285 odcitos recuperados por OPU, somente 84 odcitos classificados
em graus | e I (CONTR n = 34; LINH n = 50), foram utilizados para a andlise do
perfil lipidico e andlise estatistica para comparacdo entre os tratamentos. Os
grupos experimentais foram definidos de acordo com o tempo de

suplementacao e data das OPUSs.

2.7.2 Preparacgdo das amostras e aquisi¢do dos dados

O material armazenado em solugédo de metanol a cada sessdo de OPU
foi descongelado e os odécitos desnudados em vortex. Somente 0s 00citos
integros foram selecionados para a andlise. Cada odcito foi alocado
individualmente num poco alvo na placa de MALDI sob o estereomicroscopio.
Os odcitos secaram a temperatura ambiente e em seguida 1 pL de 1,0 M de
acido 2,5-di-hidroxibenzoico (DHB) diluido em metanol puro foi depositado em
cada poco para cobrir os odécitos, e novamente secaram em temperatura
ambiente. Os espectros de MALDI-MS foram adquiridos no modo positivo de
reflexdo de ions com o auxilio de um Autoflex Il MALDI, espectrébmetro de
massa (Brucker Daltonics, Bremen, Alemanha). Os dados foram adquiridos em
uma faixa de MS entre 700-1200 m/z com 1.500 disparos de laser
consecutivos, até que se fosse observado que os sinais na regido de interesse
desaparecessem, devido ao consumo de amostra. A aquisicdo do MALDI-
TOF/MS foi manual, aumentando a energia de colisdo. Para verificar o
espectro de massa foi utilizado o software Flex Analysis 3.0 (Brucker
Daltonics). Os ions mais intensos claramente distintos do ruido apés a
exclusdo de picos isotopicos foram considerados o ponto de partida para
procurar valores correspondentes aos lipidios. Os espectros obtidos foram
analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics, EUA) que
considera as intensidades dos picos mais intensos detectados comparando as
razbes m/z principalmente, ou seja, ele atribui um peso se uma dada razéo
massa/carga aparece ou ndo e confere um peso bem menor para a intensidade

dele de modo a pesquisar nos diferentes espectros apresentados.
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2.8 Analises estatisticas dos dados de campo

Dados de consumo, digestibilidade, nimero de odcitos recuperados,
nimero de odcitos viaveis, taxa de viabilidade foram analisados com o software
ASSISTAT v. 7.7 estdao apresentados como médiastDP. As andlises dos
metabdlitos sanguineos foram realizadas com o PROC GLIMMIX do SAS 9.3 e
a correlacdo de Pearson com o0 PROC CORR pelo software SAS System for
Windows - (Statistical Analysis System, version 9.3), Para todas as analises, as

diferencas com p<0,05 foram consideradas como significativas.

3. RESULTADOS
3.1 Consumo, degradabilidade ruminal e digestibilidade

A suplementagdo com linhaga ndo alterou (P>0,05) o consumo de capim
expressos em kg/dia-1, porcentagem do peso corpéreo, peso metabdlico, da
fibra em detergente acido, dos carboidratos totais e nao fibrosos e de matéria

mineral (Tabela 9).

O grupo LINH apresentou um aumento significativo no consumo de
proteina bruta (P=0,0048) e de extrato etéreo (P<0,0001), devido ao alto teor
de PB (21,99%) e EE (27,32%) contidos na linhaga. Entretanto, 0 consumo de
FDN pelo grupo LINH foi significativamente menor (P=0,0352) comparado ao
CONTR (Tabela 9).

Tabela 10: Consumo diario na matéria seca de fémeas bovinas tratadas com
linhaga.

Variaveis” Controle Linhaca Valor de P
CMS TOTAL -kg/dia 12,67 12,92 0,5452
CPC-% 2,13 2,14 0,9665
CPM -g/kg PC%" 105,29 106,13 0,7988
CPB - kg/dia 1,01 1,09 0,0048
CFDN —kg/dia 9,06 8,56 0,0352
CFDA - kg/dia 4,40 4,16 0,1073
CEE - kg/dia 0,20 0,40 <0,0001
CCHOT - kg/dia 11,11 11,08 0,9328

CCNF-kg/dia 2,02 1,94 0,1317
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CMM -kg/dia 0,31 0,30 0,8591

“Consumos de matéria seca, expresso em kg/dia™ SCMSO),} em porcentagem do peso corpéreo
(CPC); em fung¢do do peso metabdlico (CPM — g/kg™ PC™ 5); de proteina bruta (CPB); fibra em
detergente neutro (CFDN); fibora em detergente acido (CFDA); extrato etéreo (CEE);
carboidratos totais (CHOT); carboidratos néo fibrosos (CCNF); matéria mineral (CMM).

O desaparecimento médio da matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e
extrato etéreo (%EE) no tempo zero (0) e nas horas de incubacédo ruminal
(horas) de acordo com a dieta recebida podem ser vistos na Figura 11.

A linhaca apresentou baixa taxa de desaparecimento no tempo O em
todas as variaveis analisadas, aumentando gradativamente até o periodo de 96
horas ndo excedendo 60% de desaparecimento, exceto o nivel de proteina
atingindo acima de 70% de desaparecimento, demonstrando que parte da
casca e do 6leo da semente ultrapassa o ambiente ruminal.

Para a semente oleaginosa, em todas as variaveis foi observado baixa
fracdo sollvel, o que refletiu na degradabilidade efetiva. A linhaca apresentou
taxa de degradacédo da fracdo potencialmente degradavel (b) do extrato etéreo
de 41,85 %, e alta taxa de fracdo indegradavel (c) 51,27%, o que acarretou em
baixa degradabilidade potencial e efetiva (%/h), semelhante as demais
variaveis e refletiu na menor taxa de degradabilidade efetiva de 26,3% para

taxa de passagem de 5% h* (Tabela 10).
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Degradabilidade potencial da linhaca
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Figura 10: Degradabilidade potencial da matéria seca (MS), proteina bruta (PB)
e extrato etéreo (EE).

Tabela 11: Parametros cinéticos da degradacéo in situ da matéria seca (MS),
proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE) da linhaca.

Parametros* Degradabilidade efetiva (%/h)
Nutrientes a (%) b (%) c (%/h) 1(%) 2 5 8
MS 8,11 69,56 0,0111 22,33 32,9 20,7 16,6
PB 11,11 56,73 0,0449 32,16 50,4 38,0 31,5
EE 6,88 41,85 0,0431 51,27 35,5 26,3 215

*a=fracao soluwvel; b=fragdo potencialmente degradavel; c=taxa de degradacdo da fracdo b.

Os coeficientes de digestibilidade da matéria seca, proteina bruta, fibra
em detergente &cido, carboidratos totais e ndo fibrosos, matéria mineral e
nutrientes digestiveis totais ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05)
entre os tratamentos (Tabela 11). No entanto, no grupo LINH, observou-se
coeficiente de digestibilidade de extrato etéreo maior (P<0,0001) quando
comparado ao grupo CONTR. Em contrapartida, houve uma tendéncia

(P=0,0579) do coeficiente de digestibilidade de FDN ser menor no grupo LINH.
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Tabela 12: Coeficientes de digestibiidade da dieta de fémeas bovinas

manejadas sob pastejo e tratadas com linhaca.

Parametros*® Controle Linhaca Valor de P
DMS - % 62,88 63,11 0,8394
DPB -% 55,26 62,70 0,2541
DFDN - % 77,15 75,36 0,0579
DFDA - % 14,77 72,45 0,1194
DCT-% 70,47 69,91 0,4854
DCNF - % 40,25 37,0 0,4447
DEE - % 40,70 69,31 <0,0001
DMM - % 3141 30,92 0,8591
NDT - % 62,89 63,83 0,2179

ED - kcallgMS3 2,77 2,81 0,2179

"Digestibilidade em matéria seca, expresso em % (DMS); de proteina bruta (DPB); fibra em
detergente neutro (DFDN); fibra em detergente &cido (DFDA); de carboidratos (DCT); de
carboidratos nao fibrosos (DCNF); de extrato etéreo (DEE); matéria mineral (DMM) e nutrientes

digestiveis totais (NDT), 3(%NDT/100) * 4,409, segundo NRC (2001).

3.2 Metabdlitos plasmaéticos

O efeito da dieta nas concentracdes plasmaticas dos metabdlitos esta
demonstrado na Figura 11. Como ndo foi detectada interacdo entre OPU e
tratamento, os valores médios de cada grupo estdo demonstrados em cada
sessdo de aspiracao folicular. Nao houve efeito (P>0,05) da suplementacéo
lipidica sobre as concentraces plasmaticas de glicose, aloumina e colesterol.
Os valores observados séo considerados normais para bovinos (glicose: 45,00
a 75,00mg/dL; albumina: 3,3 a 3,55 g/dL e colesterol: 80 e 120 mg/dL).
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Figura 11: Efeitos da suplementagdo lipidica na dieta sobre os metabolitos

sanguineos (colesterol, albumina e glicose).

3.3 Aspiracao folicular, recuperacao e qualidade oocitaria

No total foram realizadas 7 sessdes de aspiracao folicular (uma antes

do periodo de adaptacdo e outras seis durante o periodo de suplementacéo)

com intervalos médiosde 21 entre si. Ndo foi observada diferenca significativa
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do nimero médio de CCOs recuperados (6,45+1,66 vs 5,28+1,18) e 0 nimero
médio de od0citos viaveis (4,16x1,04 vs 3,64+0,59) ndo diferiu

significativamente (P>0,05) entre os grupos e as sessfes de OPU (Tabela 9).

Tabela 13: MédiatDP do nimero de odcitos recuperados (viaveis e inviaveis) e
taxa de viabilidade de vacas Girolando suplementadas com linhaca (LINH) ou
ndo (CONTR).

Variaveis CONTR (n=6) LINH (n=6) Valor P
Total de o6citos recuperados (n) 6,45+1,66 5,28+1,18 0,3495
Odcitos (graus I, I e lll) (n) 4,16+1,04 3,64+0,59 0,2853
Odcitos inviaveis (n) 2,28+0,85 1,64+0,96 0,2925
Taxa de viabilidade (%) 60,48+8,46 64,54+7,77 0,2209

Nao houwve diferenga estatistica entre os tratamentos (p>0,05).

3.4 Perfil lipidico dos oocitos por MALDI-TOF

A analise do perfil lipidico de od6citos individuais ja esta estabelecida e
bem adaptada para analise de impresséo digital de lipidios por MALDI, que por
sua vez, é uma andlise de alta sensibilidade que fornece quantificagéo relativa
por meio de comparacdo da abundancia relativa das moléculas detectadas
[34].

A abordagem estatistica multivariada aplicada neste estudo foi através
de dendrograma, quanto mais proximos estdo os perfis lipidicos dos odcitos
obtidos por OPU, mais semelhante sdo entre si. Portanto, observa-se que a
suplementacdo ndo alterou os perfis lipidicos dos oécitos em funcdo do tempo

de suplementacao (Figura 13).
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Figura 12: Perfil lipidico dos odécitos de fémeas bovinas suplementadas com
linhaca

4. DISCUSSAO

Em nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia o efeito
da suplementacdo lipidica para doadoras no perfil lipidico dos odcitos. Neste
estudo realizamos a adicdo de linhaca como fonte de gordura na dieta dos
animais, que € um produto rico em PUFAs da familia n-3 (a-linolénico) e em
menor quantidade nos da familia n-6 (linoleico). Quando fornecido na forma de
gréo, acredita-se que o 6leo presente na linhaca tem liberagcdo mais mais lenta,
diminuindo assim, a bio-hidrogenacao ruminal [11].

No presente experimento, o periodo de suplementacao foi de 126 dias,
pois de acordo com Webb et al. [24], em bovinos, sdo necessarios,
aproximadamente, trés meses para que os foliculos pré-antrais (foliculo
primordial) crescam até o estaddio de foliculo pré-ovulatério. Neste periodo,
teoricamente, todos os odcitos estariam totalmente sob o efeito da alimentacéo.

A suplementacdo com linhaga ndo influenciou o0 numero de odcitos
recuperados, bem como a taxa de viabilidade. Na literatura esses dados
também sdo controversos [7, 9, 25, 26]. Acredita-se que tais diferencas sejam

variaveis em fungcdo da condicdo corporal inicial dos animais [26]. Ja foi
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relatado que o aumento do fornecimento de energia na dieta de bovinos foi
benéfico para a qualidade oocitaria de animais com ECC moderado e deletério
em animais com elevado ECC. No presente estudo, a média do ECC dos
animais de ambos os grupos era alto (4, em escala de 1 a 5) a taxa de
viabilidade (70%) dos dois grupos se encontram semelhantes aos encontrados
na literatura (75% [26]; 67% [9].

O efeito dos PUFAs fornecidos na dieta sobre a qualidade dos odcitos
pode ser parcialmente mediado por alteracdes na composicdo dos acidos
graxos do fluido folicular, ou seja, do microambiente que cerca o CCO durante
seu desenvolvimento e maturacdo [9, 27]. Entretanto, alteracbes na
composicdo de acidos graxos dos od6citos sdo relativamente pequenas,
indicando que estes tem um mecanismo de captacao seletiva de PUFAs [28].
Estas alteracbes podem influenciar a maturagéo nuclear e o nivel de expanséo
das células do cumulus, pontos criticos para o desenvolvimento oocitario pos
fertilizacdo [29]. Nesse sentido pode-se pressupor que mesmo nao havendo
alteracao significativa do perfil lipidico dos odcitos, um efeito benéfico pode ser
observado em funcéo das inter-relacées entre o fluido folicular e o odcito.

Neste trabalho, ndo foi observado efeito da suplementagcdo sobre as
concentracdes de glicose (P>0,05). Tais resultados corroboram com os de
outros autores que forneceram dietas enriquecidas com PUFAs para fémeas
bovinas [26, 27, 30]. A importancia da glicose como fonte de energia para o
ovario de femeas bovinas e de embrides pds-implantados, foi documentada
anteriormente por Boland et al., [31]. Devido aos mecanismos de economia de
glicose dos ruminantes, os efeitos dos tratamentos sobre as concentragdes de
glicose plasmatica normalmente ndo sdo esperados, o0 que explica a
manutengdo da glicemia [32].

Nao foram encontradas diferencas na concentracdo plasmatica total de
albumina entre os grupos (P> 0,05). A avaliacdo da albumina no plasma € uma
maneira de controlar a ingestdo de proteina dos alimentos [26]. Apesar do
consumo de PB ter sido maior (P<0,05) no grupo LINH em comparacdo ao
CONTR, nao foi suficiente para que alterasse as concentracdes plasmaticas de
albumina, que permaneceram dentro do padrdo normal para a espécie [33].

A administracdo de gordura para fémeas bovinas, estimula a sintese e

0 acumulo de colesterol e ésteres de colesterol nos tecidos e fluidos corporais,
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inclusive nos ovarios [26, 34, 35]. As lipoproteinas predominantemente
presentes na circulacdo sanguinea de ruminantes sédo as lipoproteinas de alta
densidade (HDL), as quais parecem ser as unicas lipoproteinas com acesso ao
compartimento intrafolicular [35, 36]. Ryan et al. [37] avaliaram o niumero de
foliculos responsivos ao tratamento superovulatério e 0 niUmero e qualidade de
embrides produzidos, fornecendo dietas com e sem suplementacédo de 6leo de
soja. Os autores observaram aumento do numero de foliculos médios, da
concentracdo de colesterol total e da progesterona do liquido folicular de
novilhas que receberam a suplementacdo. Todavia, ndo houve variagdo na
resposta superovulatéria e no nimero e qualidade de embrides produzidos.
Esses resultados confirmam as hipoteses de Mihm et al., [38] que acreditam
gue o incremento do nimero de foliculos recuperados pode ser explicado pelo
aumento nos niveis plasméaticos e foliculares de HDL-colesterol provenientes
do aumento na ingestdo de gordura. O HDL-colesterol, livre nas células luteais
da granulosa, estimularia a producdo de IGF-I e outros fatores de crescimento.
Segundo Monniaux et al. [39], os fatores de crescimento modulam o
crescimento, maturacdo e atresia folicular. Estes fatores sdo determinantes no
desenvolvimento de foliculos pequenos até que se tornem dependentes das
gonadotrofinas. No entanto, apesar de nao terem sido encontradas diferencas
nas concentracdes plasméticas de colesterol entre o0s grupos, houve uma
tendéncia (P = 0,0507) na correlacdo do colesterol com o numero de odcitos
vidveis, 0 que nos leva a especular sobre um possivel efeito positivo do
colesterol sobre a qualidade oocitaria conforme citado acima.

Houve declinio (P<0,05) no consumo de FDN e aumento no consumo
de EE e PB em detrimento da ingestdo de linhaca com beneficios para o
consumo da dieta total (pasto e linhaga), caracterizando portanto o classico
efeito substitutivo. Dessa forma, com o consumo de concentrado, 0S animais
substituiram parte do pasto pela linhaca, melhorando a dieta ingerida, ou seja,
tiveram a disposicdo uma maior quantidade de energia e proteina.

O coeficiente de digestibilidade do EE foi maior no grupo LINH devido a
maior quantidade de lipidios (provenientes da linhaca) ingerido pelos animais.
Essa situacdo pode ter ocorrido pelo fato de a linhaca ser revestida por uma
matriz fibroproteica, proporcionando lenta liberagcdo dos lipidios no ambiente

ruminal. Este fato permite a agdo dos microrganismos ruminais em hidrogenar
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as ligacdes duplas dos acidos graxos insaturados, de forma cadenciada,
impedindo o efeito inibidor dos lipidios sobre a digestibilidade da fibra [40].
Além da quantidade ndo ser suficiente para aderir a particula do alimento,
ocasionando impedimento fisico aos microrganismos e as enzimas microbianas
[41].

A linhaca apresentou taxa de degradacdo da fracdo potencialmente
degradavel (b) do extrato etéreo de 41,85 %, e alta taxa de fracdo indegradavel
(c) 51,27%, o que acarretou em baixa degradabilidade potencial e efetiva (%/h),
semelhante a taxa de proteina, refletindo na menor taxa de degradabilidade
efetiva de 26,3% para taxa de passagem de 5% h™. Dessa forma, entende-se
gque o Oleo da linhaca ndo sofreu grandes modificacdes do metabolismo
microbiano ruminal, chegando a nivel intestinal. O fornecimento de linhaca néo
alterou o consumo e digestibilidade da matéria seca. O coeficiente de
digestibilidade do extrato etéreo foi maior no grupo LINH devido a maior
guantidade de lipidios (provenientes da linhaca) ingerido pelos animais,
demonstrando que houve absorcdo pelo animal. Como ndo houve efeito da
suplementacao no perfil lipidico dos odcitos, especula-se que a quantidade de
linhagca fornecida ndo foi suficiente para alterar tal evento. Para reduzir ainda
mais a biohidrogenacéo e assim, aumentar a quantidade de acidos graxos poli-
insaturados que chegam ao intestino delgado seria interessante fornecer dietas
gue diminuem o pH ruminal, ou seja, fornecer junto com a linhagca, uma fonte
de carboidratos de rapida degradacao ruminal impedindo 0s microorganismos
de degradarem os lipidios de interesse.

Os lipidios tém sido estudados por demonstrarem ser biomarcadores
confidveis para o desenvolvimento dos odcitos pois desempenham papéis
importantes, tais como armazenamento de energia e estrutura celular (por meio
do ajuste das propriedades fisicas da célula; [42]).

Os lipidios estruturais mais importantes em membranas eucarioticas
sdo os (glicerofosfolipidos, tais como fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
fosfatidilserina, acido fosfatidico, e a fosfatidilcolina, sendo o Ultimo presente
em mais de 50% do perfil lipidico na maioria das membranas eucariéticas. Os
esfingolipideos constituem outra classe de lipidios estruturais, e 0s principais
esfingolipideos em céluas de mamiferos sdo a esfingomielina e os

glicoesfingolipidos[43]. Assim, & evidente que a composi¢cdo, a localizagéo,



80

7z

guantidade e fungdo de cada um dos lipidios do od6cito é um extremamente
complexos [44], e estudos (como o presente) que determinem e monitorem
possiveis alteracdes lipidicas que deverdo contribuir para melhorar as
condicOes de criopreservacdo de oocitos e embrides de mamiferos.

A andlise do perfil lipidico em fungdo do periodo de suplementagéo foi
feita por MALDI-MS. Foi observado que independente do grupo, em algumas
coletas os o0citos apresentaram alta abundancia de alguns ions que estavam
em menor abundancia em odcitos de outras coletas. Silva-Santos et al. [45],
avaliando o perfil lipidico de odcitos de diferentes qualidades e estagios
observaram que foliculos pré-antrais e odécitos expandidos tendiam a ser
separado dos outros grupos devido a diferencas significativas nos seus perfis
de lipidios. Os autores relataram que estas mudancas no perfil de lipidios
observada nos CCOs de foliculos pré-antrais pode estar relacionado com o
estado metabdlico, conteldo reduzido de membrana citoplasmatica ou a
especializacdo da membrana dos odcitos diferentes de acordo com a fase de
crescimento em comparagdo com oocitos de foliculos antrais, pois as
diferengas no perfil lipidico entre os CCOs foliculos pré-antrais ou expandidos
foram principalmente relacionadas as espécies de fosfatidilcolina. Nestre
trabalho, teoricamente todos os 00citos obtidos estariam no mesmo estado

metabdlico, portanto ndo havendo grandes diferengas no perfil lipidico.

5. CONCLUSAO

Vacas Girolando suplementadas com 0,800 kg de linhaca consumiram
mais PB e EE e tiveram menor consumo de FDN, sem alterar os coeficientes
de digestibilidade, exceto do EE. A linhaca fornecida em grao para os animais,
tem baixa DE e DP. A suplementacdo de fémeas bovinas com linhaga, nao
alterou as concentracBes séricas de glicose, albumina e colesterol e a
gualidade de odcitos obtidos por aspiracao folicular guiada por ultrassonografia,

bem como o perfil lipidico dos 6ocitos.
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CAPITULO 3 - Consideragdes finais

Apesar de ndo ter sido observado alteracbes na quantidade e
qualidade dos odcitos, sabe que em torno de 50% do 6leo da linhaca passou
sem ser degradado no rumen, estando disponivel a nivel intestinal. Observou-
se também que o coeficiente de digestibilidade do EE foi maior no grupo LINH
indicando que houve absorcao pelo animal.

No entanto, alteragbes na composicdo lipidica dos &cidos graxos
presentes na corrente sanguinea e no fluido folicular, poderiam justificar se
realmente os PUFAs estariam disponiveis para os odcitos. Apesar do pouco
conhecimentos dos processos de captacdo dos AGs pelos foliculos e odcitos,
sabe-se que h&d uma melhora na qualidade dos mesmos.

Tendo em vista que o foco deste trabalho, é alterar o perfil lipidico da
membrana dos odcitos, para que haja melhor fluidez, aumentando a eficiéncia
de troca de agua pelo crioprotetor, compreender o peffil lipidico da membrana
€, portanto, fundamental para compreender e superar o grande desafio da

sobrevivéncia embrionaria pos-criopreservacao.



