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RESUMO

ROSA, Felipe Borges, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Fevereiro 2013. Producao in vitro de embrides bovinos de novilhas mesticas
zebuinas suplementadas com dietas enriquecidas com diferentes fontes de acidos
graxos. Orientador: Prof. Angelo José Burla Dias.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo de novilhas zebuinas
com Oleos de canola, soja e girassol, sobre o didametro dos foliculos ovarianos, o
percentual de recuperacdo ovocitaria na OPU e a taxa de producdo in vitro de
embrides. Os animais foram alimentados com as respectivas dietas por 70 dias.
Foram utilizadas 20 novilhas mesticas zebu, divididas aleatoriamente em quatro
tratamentos. Semanalmente, foram realizadas aspiracdes foliculares de todos os
animais e os COCs foram encaminhados para PIV. Os resultados foram analisados
e mostraram uma diferenca (P < 0,05) entre os grupos canola e girassol. Animais
suplementados com canola apresentaram menor quantidade de foliculos no
momento da aspiracdo. Nao houve diferenca na taxa de recuperacao ovocitaria (P >
0,05) entre os grupos analisados. Os resultados obtidos mostraram ndo haver
diferenga no tamanho do foliculo dominante entre os tratamentos. Os tratamentos
nao interferiram na taxa de clivagem, diferentemente do ocorrido com a taxa de
blastocistos, quando os animais suplementados com soja apresentaram uma
reducdo significativa em relagdo a do controle. Conclui-se que a suplementagdo com
0s 6leos testados ndo melhorou o rendimento da PIV e que animais tratados com
O0leo de soja apresentaram o menor desempenho na PIV. Sendo a soja um
importante componente das ragdes para bovinos, torna-se importante avaliar mais

detalhadamente seus efeitos sobre a reproducao bovina.

Termos para indexacéo: blastocistos, bovino, acidos graxos poli-insaturados



ABSTRACT

ROSA, Felipe Borges, M.S., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. February 2013. In vitro production of bovine embryos from zebu crossbred
heifers supplemented with diets enriched with different fatty acid sources. Advisor:
Angelo José Burla Dias.

The objective of this study was to evaluate the effect of supplementation of zebu
heifers with canola, soybean and sunflower oil, about the size of ovarian follicles, the
percentage of oocyte retrieval in OPU and the rate of in vitro production of embryos.
The animals were fed with their respective diets for 70 days. Were used twenty
crossbred heifers zebu, randomly divided in four treatments. Weekly were performed
ovum pick up of all heifers and COCs were sent to PIV. Results were analyzed and
showed a difference (P < 0.05) between the group canola and sunflower. Animals
supplemented with canola had fewer follicles at the time of ovum pick up. There was
no difference in the rate of oocyte retrieval (P > 0.05) between the groups. The
results showed no difference in the size of the dominant follicle between treatments.
The treatments did not affect the cleavage rate, unlike what happened in the
blastocyst rate where animals supplemented with soy showed a significant reduction
compared to control. It was concluded that supplementation with the oils did not
improve the yield of PIV and animals treated with soy oil showed the lowest
performance PIV. Since soybean an important component of cattle feed, it becomes

important to evaluate further their effects on reproduction bovine.

Index terms: blastocysts, bovine, polyunsaturated fatty acids
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, com
aproximadamente 209 milhdes de cabecas (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, IBGE, 2010), além de ser o maior exportador de carne bovina do mundo.
Apesar de possuir um rebanho tdo numeroso e uma posicdo tdo expressiva no
mercado mundial, a produtividade do rebanho bovino brasileiro ainda é baixa. Dessa
forma, é de grande importancia para o pais aumentar a produtividade de seu
rebanho e assim poder garantir a competitividade da carne brasileira no mercado
internacional.

Dentre as inumeras ferramentas disponiveis para assegurar uma maior
produtividade da pecuéaria bovina, as biotecnologias reprodutivas assumem um
papel de destaque, jA que possibilitam a multiplicacdo de genoétipos superiores.
Entre elas, a inseminacdao artificial, a transferéncia de embrides e a producao in vitro
de embrides (PIV) sdo as de maior destaque. A producao nacional de embrides
bovinos produzidos in vitro tornou-se uma valiosa tecnologia de reproducgéo assistida
em sistemas de criacdo de gado bovino. Essa biotecnologia tem-se tornado um
método de escolha para a multiplicagdo comercial de bovinos geneticamente
superiores (ADONA, 2002).

Apesar dos inimeros estudos realizados nos ultimos anos, a PIV de embrides
bovinos ainda € considerada um processo pouco eficiente. Enquanto a maturacéo e
a fertilizacdo ocorrem aparentemente de modo normal, a proporgéo de embrides que
atinge o estagio de blastocisto raramente é superior a 40% dos ovocitos colocados
para maturar in vitro (ADONA, 2002).

Por outro lado, fisiologicamente, existem inumeros fatores que afetam o
desempenho reprodutivo de bovinos, e a nutricdo talvez seja o que tenha maior
impacto nesse processo. Em geral, animais mal nutridos apresentam baixo
desempenho reprodutivo. Nos ultimos anos, tem sido estabelecido o impacto de
varios nutrientes sobre a reproducdo das vacas. Lucy et al. (1991) demonstraram
gue dietas com niveis adequados de vitamina promovem a melhoria na qualidade de

embrides bovinos. Outros nutrientes também sdo de suma importancia para um bom



desempenho reprodutivo. Dentre os nutrientes requeridos por vacas em reproducao,
a energia é o principal deles, e seu fornecimento inadequado na dieta tem efeitos
deletérios sobre a eficiéncia reprodutiva de fémeas bovinas (SANTOS, 1998; LAMB,
2003).

Lipideos na dieta de vacas podem melhorar o desempenho reprodutivo,
independentemente de sua contribuicdo energética, visto que os &cidos graxos
podem modificar algumas vias metabolicas especificas e influenciar o metabolismo
de alguns hormoénios (esteroides e eicosanoides) que modulam 0S processos
metabdlicos nos ovérios e no Utero, além de exercer efeitos diretos na transcri¢cdo de
genes que codificam proteinas essenciais a reproducao (MATTOS et al., 2000).

A suplementacdo de energia é bastante utilizada em gado de leite,
principalmente pelo seu papel no aumento da densidade energética da dieta. Porém,
devido as diferencas na ingestdo de matéria seca e no nivel de producao de leite, os
resultados das pesquisas com gado de leite ndo sdo necessariamente aplicaveis aos
animais para producdo de carne. Além disso, poucos trabalhos avaliaram o efeito
dos acidos graxos na producdo e desenvolvimento de embriées produzidos in vivo,
nao havendo ainda um consenso se 0s acidos graxos sdo mais importantes para o
embrido em si ou para sua implantacao (RYAN et al., 1992).

Os mecanismos pelos quais a suplementacdo lipidica na dieta de fémeas
bovinas melhora o desempenho reprodutivo parecem envolver, principalmente, o
aumento na capacidade funcional do ovario, na concentragcdo de progesterona
circulante e na vida util do corpo luteo, além de alterar o perfil de acidos graxos das
membranas plasmaticas das células (ARMSTRONG et al., 2002). Dessa forma, a
suplementacado alimentar de doadoras de ovocitos para PIV com acidos graxos poli-
insaturados (PUFA) a partir de 0leos vegetais pode, além de aumentar o nimero de
foliculos e a qualidade ovocitaria em novilhas, contribuir para maior quantidade e
melhor qualidade dos embriées produzidos in vitro.

Como o ambiente de origem dos ovocitos e as condicbes de maturacao
podem interferir na quantidade de embribes produzidos, tornam-se necessarios
estudos mais aprofundados sobre o efeito especifico dos acidos graxos poli-
insaturados na reprodugéo.
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. OBJETIVOS:

2.1.OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da suplementacéo de novilhas zebuinas com diferentes fontes de

acidos graxos sobre a producao in vitro de embrides.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

- determinar o efeito da suplementacéo sobre o diametro folicular de novilhas F1

(Bos indicus x Bos taurus);

- avaliar a influéncia dos tratamentos sobre a taxa de recuperacao ovocitaria,

- determinar o efeito da suplementagcdo com 6leos vegetais sobre a taxa de

producéo in vitro de embrides.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES (PIVE)

A producéo in vitro de embrides (PIVE) foi desenvolvida como uma alternativa
para a producdo de embrides in vivo por superovulacdo, também denominada
transferéncia de embrides convencional (TE). Até o final da década de 90, a PIVE no
Brasil era uma atividade basicamente restrita a laboratérios de pesquisa e, portanto,
sem expressao comercial. O aprimoramento das condi¢cdes de cultivo in vitro bem
como das técnicas de recuperacao de ovocitos in vivo tornou viavel a aplicacdo da
PIVE em escala comercial, sendo importante seu desenvolvimento dentro do atual
contexto de incremento da produtividade na pecuaria e em pesquisa de novas
biotecnologias (GARCIA et al., 2004).

Por ser um processo tecnicamente complexo e com elevado investimento de
implantacéo, pensava-se que a producdo de embrides em laboratorio seria utilizada
apenas por instituicbes de pesquisas ou por um grupo seleto de pecuaristas,
ocupando apenas nichos especificos de mercado. Entretanto, em um periodo de
apenas 5 anos 0 pais tornou-se o maior produtor mundial e referéncia no uso de
PIVE em bovinos (VIANA et al., 2010)

A PIVE envolve um conjunto sequencial de procedimentos realizados em
laboratorio. A compreensao de varios fendbmenos e mecanismos biolégicos que
ocorrem desde a maturacdo dos ovdcitos, capacitacdo espermatica, fertilizacao e
inicio do desenvolvimento embrionario em fase de pré-implantacdo tém sido
fundamental para maximizar a producdo de blastocistos, 0 que atualmente néo
ultrapassa os 40% em relacdo ao numero de ovdcitos viaveis recuperados (Viana et
al., 2010).

Varios avancos vém sendo alcancado nessa técnica, mas a PIVE ainda
apresenta algumas limitacdes, tais como, os baixos indices de blastocistos e a baixa
taxa de gestacdo obtida com embrides criopreservados, o que n&o ocorre com

embrides produzidos in vivo. Os embrides produzidos in vitro ainda apresentam
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diferencas morfolégicas e metabdlicas daqueles produzidos in vivo, geralmente
provocadas pelas condi¢des de cultivo in vivo. Alguns autores reportam que a maior
sensibilidade dos embrides de PIVE ao congelamento esteja relacionada ao
conteudo elevado de lipidios contido nos mesmos (SA et al., 2003).

Com objetivo de maximizar o potencial da PIVE, diversas pesquisas vém
sendo realizadas a fim de enumerar os possiveis fatores que, de alguma forma,
possam aperfeicoar essa técnica, bem como, desenvolver metodologias para
viabiliza-los. Uma dieta diferenciada para animais incluidos em programas de PIVE
pode ser uma alternativa eficiente em varios aspectos. Trabalhos realizados com
dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados, por exemplo, demonstraram aumento
no didmetro de foliculo pré-ovulatério (BILBY et al., 2006) e aumento no niumero de
foliculos médios (THOMAS E WILLIANS, 1996).

3.2. CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA DOS ACIDOS GRAXOS

Os acidos graxos séo cadeias carbdnicas compostas de C, O e H que contém
um grupo carboxila em uma das extremidades e um grupo metil na extremidade
oposta. Essa cadeia carbbnica varia de tamanho dependendo do numero de
carbonos ligados a ela. A cadeia carbbnica, quando apresenta menos de 4
carbonos, é classificada como cadeia curta; quando possui de 6 a 12 carbonos, é
classificada como cadeia média; e como cadeia longa, aquelas com mais de 14
carbonos. Além do numero de carbonos ligados, os lipidios sédo classificados como
saturados, sem duplas ligagdes, ou insaturados, com presenca de dupla entre os
atomos de carbono. Os acidos graxos insaturados podem ser classificados como
monoinsaturados, quando possuem apenas uma dupla ligacdo, ou poli-insaturados,
quando tém mais de uma dupla ligacdo (LEHNINGHER, 1995).

A numeracdo dos carbonos de uma cadeia carbdnica de acidos graxos se
inicia a partir do grupamento carboxila, cujo carbono é considerado o nimero 1. O
carbono numero 2 é também denominado como alfa, e o carbono nimero 3 é
denominado beta. O carbono do grupo metil € conhecido como carbono 6mega. Nos
acidos graxos insaturados, as familias sdo denominadas pela posicdo da primeira

dupla ligacéo, sendo a contagem iniciada pelo carbono 6mega, ou seja, uma cadeia
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carbbnica com a primeira dupla ligacdo no carbono de numero 3 a partir do carbono
Omega € chamada de dmega 3 (SANTOS & GRECO, 2010). A figura 1 mostra

alguns tipos de acidos graxos 6mega.

Grupamento Grupamento

HO

acido a-linolénico—C183-w 3

0
w6
|_K))l\/\/\/\/ T NN\

dcido linoleico—C182-w6

No)k/\/\/\/%g/\/\/\/wl

acidooleic—-C18:1-w?9

Figural. Exemplo das trés familias &megas de &cidos graxos insaturados.

3.2.1. Acidos Graxos Essenciais

Os ruminantes possuem a capacidade de produzir 4cidos graxos a partir de
acidos graxos volateis produzidos no trato digestivo ou a partir da glicose. Na
sintese de novo de &cidos graxos, a acetil CoA é convertida em malonil CoA pela
enzima acetil CoA carboxilase. A partir desse ponto, a enzima acido graxo sintase
condensa grupamentos de acetil CoA até que o acido graxo atinja 16 carbonos.
Nesse ponto, a enzima elongase adiciona dois carbonos de cada vez, de maneira
gue a cadeia carbbnica possa atingir até 24 carbonos. Enzimas dessaturases
adicionam duplas ligacbes entre os carbonos. Sabe-se que os mamiferos ndo tém a
capacidade de expressar 0 gene para as enzimas dessaturases, também chamadas
de A-dessaturases, além do carbono de numero 9. Assim, acidos graxos insaturados

com insaturacbes a partir do carbono 9 ndo podem ser sintetizados pelos
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mamiferos. A Unica forma de suprir a necessidade desses acidos graxos é a sua
ingestdo de forma continua na dieta, caso isso ndo ocorra, pode ocorrer deficiéncia
qgue prejudica o animal. Dessa forma, torna-se indispensavel aos ruminantes certos
acidos graxos na composicao de sua dieta, assim como outros nutrientes. (SANTOS
& GRECO, 2010).

Burr (1930), ao realizar experimentos com ratos e cobaias, foi o primeiro a
reportar que mamiferos necessitam consumir certos acidos graxos. Em seus
experimentos, o autor pode observar que ratos alimentados com dietas com pouca
gordura tiveram o desenvolvimento comprometido, apresentaram problemas de
saude e alteracBes no ciclo reprodutivo. Esses problemas puderam ser resolvidos
com a inclusdo dos acidos graxos poli-insaturados, linoleico e linolénico (BURR,
1930). Posteriormente, foi demonstrado que esses acidos graxos eram fundamentais
para a sintese de outros acidos graxos indispensaveis para o controle celular e dos
eicosanoides, substancias criticas para o estabelecimento de respostas inflamatorias

e imunes e para o controle dos processos reprodutivos (BURR, 1930).

3.3. ACIDOS GRAXOS E METABOLISMO RUMINAL

Nos bovinos, o rimen é responsavel por algumas transformacgdes nos lipidios
da dieta, alterando, com isso, sua composicdo e o perfil dos acidos graxos que
chegam ao duodeno, devido aos processos de lipdlise e bio-hidrogenacéo. A lipolise
€ a etapa inicial do metabolismo dos lipidios na flora ruminal, sendo fundamental
para a posterior reacdo de bio-hidrogenacao (FRANCO, 2007).

No ramen os triglicerideos séo hidrolisados pela acdo das lipases existentes
na microbiota ruminal. O produto final da hidrélise dos lipidios no rimen sdo &cidos
graxos livres, galactose e glicerol, os quais sdo metabolizados rapidamente até se
tornarem acidos graxos volateis. Os acidos graxos poli-insaturados como o oleico e
o linoleico sédo hidrogenados pelas bactérias presentes no ramen, produzindo
inicialmente o acido estearico, o qual € um acido graxo saturado. No entanto, as
membranas das células animais necessitam de acidos graxos insaturados para

manter sua estrutura, fluidez e funcdo (BONDI, 1988).
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Menos de 10% dos &cidos graxos poli-insaturados escapam da bio-
hidrogenacao ruminal, chegando ao duodeno, basicamente, pequenas quantidades
de acidos graxos poli-insaturados, acidos graxos saturados, e lipidios microbianos.
Essa pequena quantidade de acidos graxos poli-insaturados que passa pelo ramen
parece ser suficiente para atender as exigéncias dos ruminantes, pois 0S mesmos
parecem nao apresentar deficiéncias desses acidos graxos (CAVALIERI et al.,
2005).

A bio-hidrogenacédo de acidos graxos livres depende do tipo de acido graxo,
sendo que os poli-insaturados sdo mais susceptiveis que os monoinsaturados. E um
processo de ocorréncia intracelular que envolve véarias enzimas microbianas, dentre
elas, as isomerases e as redutases. As isomerases atuam na cadeia carbonica dos
acidos graxos livres, o que resulta na formacdo de acidos graxos com a
configuracdo trans. As redutases adicionam hidrogénio nos carbonos da dupla
ligacéo, resultando na saturacéo da cadeia carbonica.

Segundo Oliveira et al. (2004), para reduzir a bio-hidrogenacdo e,
consequentemente, aumentar a disponibilidade de acidos graxos poli-insaturados
gue chegam ao intestino delgado, é de grande importancia fornecer dietas ricas com
grandes concentracfes destes acidos, mas também, dietas que possam elevar o pH
do rumen.

Os acidos graxos poli-insaturados podem ser oferecidos na dieta com o0 uso
de sementes de oleaginosas como soja, canola e girassol. Essas sementes séo
bastante interessantes pelas altas concentracfes de lipidios e por apresentarem
taxa de liberacdo desejaveis de Oleo, que ocorre quando o animal tritura o alimento
pela mastigacdo (COPPOCK & WILKS, 1991).

3.4. ACIDOS GRAXOS E REPRODUCAO

Com o aumento na produtividade dos rebanhos, tem sido relatado um
acréscimo na demanda por nutrientes pelos animais, tanto para a producdo de leite
guanto para a de carne. Esse exacerbado aumento nos requerimentos nutricionais
pode levar a alteracfes nas funcdes reprodutivas, se o animal ndo tiver um aumento

compensatério na ingestdo de nutrientes. Dentre 0s nutrientes exigidos na
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composicdo da alimentacdo dos ruminantes, a energia € um dos nutrientes que mais
afeta a reproducdo em fémeas bovinas, e sua deficiéncia na alimentagdo animal
estd correlacionada com o desempenho reprodutivo insatisfatério, aumento no
intervalo da primeira ovulacéo, atraso na puberdade e uma baixa taxa de concepcao
e de prenhez (LAMB, 2003; SANTOS, 2005). Algumas estratégias para o incremento
energético na dieta de ruminantes incluem a adi¢do de gorduras na racgéo.

Coppock e Wilks (1991) sugerem que a inclusdo de acidos graxos na dieta de
vacas, geralmente, melhora a fertilidade, cujas respostas sdo observadas
independentemente do incremento energético da dieta. Sugerem ainda que as
respostas sobre a fertiidade sdo alteradas conforme o tipo de &cidos graxos
presente na dieta, sendo que os poli-insaturados tendem a apresentar maior
beneficio.

Apesar dos beneficios dessa pratica relacionados ao incremento energético,
varios mecanismos do sistema reprodutivo podem ser modificados com o aumento
da ingestdo de acidos graxos, como por exemplo, o efeito sobre o eixo hipofise —
ovario — utero (MATTOS et al.,, 2000). Willians & Stanko (2000) demonstraram
efeitos relacionados a modulacdo do metabolismo do &cido araquidbnico e das
prostaglandinas, aumento nos niveis circulantes de IGF-Il, e produgdo de colesterol,
progesteronas e hormoénios esteroides. Em sincronia, estes efeitos proporcionam
uma melhoria da fertilidade.

Tem sido proposto que a suplementacdo da dieta com acidos graxos pode
melhorar a fertilidade de bovinos por influenciar o crescimento folicular e a ovulagao
(LUCY et al., 1993), devido as a¢bes sobre o hipotdlamo e hipdfise, incluindo efeitos
sobre liberacdo de GnRH, na sintese e liberacdo de FSH, LH e horménio de
crescimento (GH), além de tais acidos promoverem também alteracées no
metabolismo dos esteroides (WEBB et al., 2004).

Alguns estudos tém mostrado que o didmetro do foliculo dominante € maior
em vacas alimentadas com dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados quando
comparado com o das vacas alimentadas com fontes ricas em monoinsaturados,
(STAPLES et al., 2000; BILBY et al., 2006). Santos et al. (2008) relataram um
aumento de 3,2 mm no didmetro médio do foliculo dominante de vacas
suplementadas com gordura, representando um aumento de 23%, gerando, por
consequéncia, um corpo lateo de maior tamanho, incrementando a concentracéao de

progesterona na fase latea, a modificacdo na sintese de prostaglandinas e a melhor
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gualidade de ovacitos e embrides. Estas respostas dependem do tipo de acido graxo
suplementado, sendo os da familia Omega 3 e Omega 6 os que tém apresentado
melhores resultados.

Outras ac¢bes dos acidos graxos sobre a fertilidade incluem modificacées no
nivel da estrutura celular. Os &acidos graxos poli-insaturados sdo de suma
importancia para a composicao celular, fazendo parte das membranas celulares. A
qguantidade e o tipo de acidos graxos nas membranas modificam a composi¢cao das
mesmas. O conteudo de acidos graxos nos blastémeros exerce uma influéncia sobre
o desenvolvimento embriondrio, a qualidade dos embriées e, consequentemente, a
taxa de prenhez (ZERON, 2002; BILBY et al., 2006).

Muitas pesquisas continuam sendo realizadas em busca de um melhor
entendimento dos efeitos dos acidos graxos sobre a reproducdo animal, visto que
existem ainda varios questionamentos sobre a utlizacdo das gorduras na
alimentagcdo de ruminantes. Quantidades elevadas de gordura na dieta de
ruminantes podem diminuir o consumo de alimentos, 0 que poderia gerar uma
diminuicdo no consumo de energia total (BERCHIELLI et al., 2006).

Nos ruminantes, especialmente nos bovinos, a dieta ndo deve apresentar
grandes concentracdes de acidos graxos, porque haveria possibilidade de ocorrer
distarbios na digestdo dos carboidratos, além do efeito toxico sobre o0s
microrganismos do rumen. Sais de calcio de acidos graxos de cadeia longa séo
boas fontes de gordura que permitem aumentar a densidade energética da dieta
sem deprimir a fungdo microbiana ruminal. Podem ainda evitar a hidrogenacéo
ruminal dos &cidos graxos insaturados, principalmente o acido linoleico (18:2) e
linolénico (18:3) (BERCHIELLI et al., 2006). A inclusdo de sebo animal, acidos
graxos saturados de sais de calcio e Oleo de peixe tem sido mostrada ter menor
efeito no crescimento folicular que aquele causado por 6leos de origem vegetal
(SANTOS, 2005).

A dieta dos ruminantes pode ser enriquecida com acidos graxos mediante o
fornecimento de sementes de oleaginosas, como soja, girassol e canola. Essas
sementes sdo 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 mastigacao,

chegando em pequenas fracbes ao ramen (COPPOCK e WILKS, 1991).
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A canola (Brassica napus L. var oleifera) € uma oleaginosa que foi
desenvolvida por melhoramento genético convencional da colza, grdo que
apresentava teores elevados de acido erucico e de glicosinolatos (TOMM, 2006). A
canola difere da colza por apresentar uma porcentagem inferior a 2% em acido
erdcico, do total de acidos graxos, e menos que 3 mg/g de matéria seca em
glicosinolatos (BETT et al., 1999).

A partir da canola, € produzido um 6leo vegetal utilizado principalmente na
alimentacdo humana, cuja constituicAo esta apresentada na tabela 1. A
suplementacdo da dieta de vacas com grédos de canola ndo afetou a resposta
superovulatéria, a producdo e a qualidade dos embrides (ALBUQUERQUE, 2007).
No entanto, sdo escassas as pesquisas que avaliam o efeito da suplementacédo da
dieta de bovinos com 6leo de canola sobre a reproducéo.

Outra fonte de suplementacédo nutricional muito utilizada em bovinos é a soja,
gue possui 40% de proteinas, 20% de lipidios (6leo), 5% de minerais e 34% de
carboidratos (acucares como glicose, frutose e sacarose, fibras e o0s
oligossacarideos como rafinose e estaquiose). O 6leo de soja comercial tem uma
composicdo média centrada em cinco &cidos graxos principais: palmitico (15:0),
estearico (18:0), oleico (18:1), linoleico (18:2) e linolénico (18:3) (tabela 1). Estes
acidos graxos, cuja proporcdo relativa € mantida constante, ap0s a reacdo de
transesterificacdo, compdem mais de 95% do teor de acidos graxos do 6leo, sendo
tal caracteristica relativamente constante para a grande maioria dos O6leos
comerciais disponiveis no mercado (LOPES et al., 2004).

Assim como o0s Oleos vegetais citados anteriormente, o de girassol é
essencialmente constituido por triacilgliceréis (98 a 99%). Tem um elevado teor em
acidos insaturados (cerca de 80%), mas um reduzido teor em acido linolénico (<
0,2%) (Quadro 1). O 6leo de girassol € essencialmente rico no acido linoleico, porém
apresenta muita variagdo no teor desse acido graxo devido a variedade utilizada e

as diferencas climaticas durante o seu cultivo (LOPES et al., 2004).
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Quadro 1: Composicéo e estrutura de acidos graxos presentes nos 6leos vegetais

i [ vdoresdereferenda (%) |

Acido Miristico C14:0 <0,2 <05
Acido Palmitico C16:0 2,5-6,5 7,0 - 14,0 3,0-10,0
Acido Palmitoleico C16:1 <0,6 <05 <1,0
Acido Estearico C18:0 0,8-3,0 14-55 1,0 - 10,0
Acido Oleico (Omega 9) c18:1 53,0 - 70,0 19,0 - 30,0 14,0 - 35,0
Acido Linolzi)co (Omega 182 15,0 - 30,0 44,0 - 62,0 55,0 - 75,0
Ad(dgni’;‘:i”)iw c18:3 50-13,0 40-11,0 <03
Acido Araquidico €20:0 0,1-1,2 <10 <15
Acido Eicosenoico C20:1 0,1-4,3 <10 <05
Acido Behénico C22:0 <06 <05 <1,0

(Adaptado de Campestre, 2011)

3.4.1. Efeito nutricional sobre a dinamica folicula r

O desenvolvimento folicular durante o ciclo estral ocorre com uma sequéncia
dinAmica de eventos fisiolégicos que envolvem o desenvolvimento e a atresia de
foliculos antrais que se assemelham a ondas (PIERSON & GINTHER, 1984).

Os foliculos primordiais podem desenvolver-se ao ponto de atingir a ovulagéo
ou se tornarem atrésicos, ndo vindo a ovular por diversos motivos. Porém, ndo sao
totalmente conhecidos os mecanismos que controlam o inicio e o numero de
foliculos primordiais que comeg¢am a crescer (WEBB et al, 2004). Alguns
pesquisadores confirmaram que sao necessarios alguns meses para um foliculo
primordial alcancar o estagio pré-ovulatorio. Apesar de o crescimento folicular ser
controlado principalmente por fatores de crescimento produzidos localmente, e por
gonadotrofinas, varios fatores ambientais e nutricionais podem influenciar o
desenvolvimento folicular, a qualidade do ovdcito e, consequentemente, a fertilidade
(GARNSWORTHY & WEBB, 1999; WEBB et al., 2003).

Com o objetivo de melhorar o aporte energético aos animais, tem sido
proposta a utilizagdo de gorduras, tais como, sebo animal, sais de calcio de acidos
graxos saturados e 6leo de peixe (WILLIAMS, 2001). Segundo Lucy et al. (1991), um
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aumento do consumo de gordura na dieta pelos bovinos causa alteracdo na
dindmica do crescimento folicular por meio do aumento no numero de foliculos
pequenos (menor que 5 mm) e grandes (maior que 10 mm). Entretanto, a adicdo de
gorduras saturadas, tais como, sebo animal, sais de célcio de acidos graxos
saturados ou Oleo de peixe (gorduras saturadas), na dieta dos bovinos, apresenta
efeito de menor intensidade no desenvolvimento folicular do que a adi¢éo de 6leos
vegetais (gorduras poli-insaturadas) (WILLIAMS, 2001).

De acordo com Santos (1998), uma maior quantidade de foliculos menores
pode gerar um maior numero de estruturas disponiveis para desenvolvimento
posterior; e um aumento no namero de foliculos grandes sugere uma alteracdo na
selecdo folicular e maior disponibilidade de estruturas capazes de chegar a
ovulacdo. Em ovelhas suplementadas com sabdes calcicos de acidos graxos poli-
insaturados, houve um aumento no numero e na qualidade dos ovécitos, fato
relacionado com o aumento no numero e tamanho dos foliculos (ZERON et al.,
2002). As respostas maximas do crescimento folicular & suplementacédo de oleo
vegetal foram observadas com administracéo equivalente de 4 a 6% da matéria seca
na dieta, tendo sido registrados aumentos menores, no caso da adicdo de niveis
mais baixos de gordura (WILLIAMS, 2001).

Alguns autores testaram dietas suplementadas com gordura saturada animal,
acidos graxos poli-insaturados e &acidos graxos altamente poli-insaturados, e
demonstraram que 0 grupo que recebeu acidos graxos poli-insaturados apresentou
quatro vezes mais foliculos médios do que os do grupo controle, enquanto o0s
demais grupos nao apresentaram diferenca significativa (THOMAS et al., 1997).

Ryan et al. (1992) avaliaram o numero de foliculos responsivos ao tratamento
superovulatério, o numero e a qualidade de embrifes produzidos, fornecendo dietas
com e sem suplementacdo de Oleo de soja. Os autores observaram que as novilhas
que receberam a suplementacdo apresentaram maior numero de foliculos médios,
maiores concentracoes de colesterol total e de progesterona do liquido folicular.

A suplementacdo de ruminantes com gordura poli-insaturada altera a
populacdo de microrganismos ruminais, afetando a producdo e a propor¢ao dos
acidos graxos volateis produzidos no ramen, o que favorece uma maior producao de
acido propiénico (NUSSIO et al., 2006). ApGs a absor¢cdo pela parede ruminal, o
acido propiénico € conduzido ao figado e metabolizado até se transformar em

glicose por meio da gliconeogénese, que gera um aumento no nivel de glicose
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circulante (LEURY et al., 1990) e, por consequéncia, no nivel de insulina sanguinea
(GUTIERREZ et al., 1997).

Os ganhos no recrutamento folicular podem ser mediados por alteracées nas
concentracfes sanguineas de insulina, glicose, GH (horménio do crescimento) e
IGF-I (fator de crescimento semelhante a insulina), os quais sdo importantes
mediadores entre a nutricio e a reproducédo animal (GUTIERREZ et al., 1997).

De acordo com Spicer & Echterkamp (1995), existe uma correlacao direta
entre a acdo da insulina e do IGF-I com relacdo aos efeitos mitogénico e
esteroidogénico das células da granulosa. Segundo Weeb & Armstrong (1998), o
GH, IGF-I e insulina podem regular a foliculogénese, aumentando o pool de foliculos
responsivos ou dependentes de gonadotropinas hipofisarias ou, de alguma forma,
diminuir o mecanismo de atresia folicular (DOWING et al., 1991). Moniaux et al.
(1997) também afirmaram que o IGF-I atua como um amplificador dos receptores de
FSH nas células da granulosa, potencializando a acdo desse hormonio.

3.4.2. Efeito nutricional sobre o ovécito

Vacas leiteiras de alta producdo em inicio de lactacdo apresentam um déficit
energeético, fato este que pode comprometer o desenvolvimento do ovocito que iria
estabelecer a proxima gestacdo. No interior folicular, o ovocito se desenvolve em um
ambiente bioquimico variavel, que reflete as mudancas causadas pela nutricdo, nas
concentracfes seéricas de metabdlitos que indicam o status energético, proteico e
mineral (LEROY et al., 2004). Vacas que perdem a condi¢cdo corporal no inicio da
lactacdo e aquelas com altas concentragbes hepéticas de triglicerol, que séo
indicativos de mobilizacdo excessiva de gordura, produzem ovocitos de pior
qualidade, sendo este fato observado pela reducdo no numero de blastocisto
produzido in vitro (ALMEIDA et al., 2011).

Segundo Jorritsma et al. (2004), animais com subnutricdo apresentam altas
concentracfes de acidos graxos nao-esterificados (AGNEs), demonstrando in vitro
baixa proliferacdo de células da granulosa, o que retarda a maturacédo do ovdcito e

prejudica a producdo de blastocistos. Dessa forma, a qualidade ovocitaria esta
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diretamente ligada aos fatores nutricionais, 0 que pode contribuir para a o baixo
rendimento reprodutivo de vacas leiteiras de alta producédo (ALMEIDA et al., 2011).

O aumento da concentracdo sanguinea de progesterona, hormoénio
fundamental na manutencéo da gestacdo, € um dos principais mecanismos, pelos
quais a inclusdo de gordura na dieta influencia as variaveis reprodutivas. Aswhort
(1995) relataram que a concentragdo circulante de progesterona modifica a
quantidade e a composicdo dos polipeptideos secretados pelo endométrio, muitos
dos quais sdo responsaveis pelo desenvolvimento do embrido, e também se
relaciona diretamente com a qualidade do ovdcito. Dietas hiperlipidémicas alterariam
o nivel do principal substrato da esteroidogénese ovariana, o colesterol. O aumento
do nivel de colesterol no plasma e sua liberacdo para o tecido ovariano elevam a
concentracdo de colesterol no fluido folicular e no corpo luteo (STAPLES et al.,
1998).

3.4.3. Efeito nutricional sobre a atividade luteal

Segundo Armstrong et al. (2002), o colesterol é um precursor da sintese
luteinica de progesterona em muitas espécies, e dietas lipidicas poderiam alterar a
esteroidogénese ovariana. Essas dietas afetariam o nivel do principal substrato,
aumentando o nivel de colesterol no plasma e a liberagdo para o tecido ovariano,
fato que aumenta a concentracdo de colesterol no fluido folicular e no corpo lateo
(CL) (STAPLES et al., 1998).

Diversos trabalhos reportam que a suplementacdo com lipideos aumenta o
tamanho do foliculo pré-ovulatério e, consequentemente, promovem um aumento no
volume do corpo lateo. Trabalho realizado com 54 vacas lactantes comparou quatro
diferentes fontes de acidos graxos. As vacas suplementadas com fontes de acidos
graxos Omega-3 e Omega-6 apresentaram diametro folicular pré-ovulatério maior, e
maior volume luteal, comparado ao encontrado em vacas suplementadas com fontes
de &cidos graxos monoinsaturados (16.8, 16.2 vs. 15.0, 14.9 £ 0.7 mm; 7,323, 8,208
vs. 6,033, 5,495 £ 644 mm3, respectivamente (BILBY et al., 2006).

Alguns trabalhos reportam que a gordura na dieta pode melhorar a taxa de

gestacdo por reduzir o numero de corpos lateos subfuncionais, aumentando, assim,
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o periodo de vida dos CL funcionais nas fémeas bovinas. Esse fato pode estar
relacionado ao aumento numérico das células da teca e da granulosa ocorrido antes
da ovulacdo, o que levaria a0 aumento da capacidade esteroidogénica (EZZO &
HEGAZY, 1999).

Em novilhas que receberam suplementacdo lipidica, foram encontrados
maiores niveis de progesterona no soro em relagdo ao grupo-controle (MANCIO et
al., 1999). Outros autores relatam que aumentos nas concentracdes plasmaticas de
progesterona em vacas alimentadas com gordura ndo sao devido ao aumento da
sua sintese, mas sim a uma menor taxa de metabolizagdo. Esta explicagdo poderia
ser aplicada pelos resultados encontrados por Lammoglia et al. (1997), que,
trabalhando com vacas Brahman, encontraram maiores niveis de progesterona no
plasma, sem efeitos sobre 0 nimero ou o tamanho dos corpos Iuteos (HAWKINS et
al., 1995).

Hightshoe et al. (1991) encontraram resultados semelhantes, e pode-se
observar que a suplementacao de gordura para vacas durante o pos-parto aumentou
a concentracdo sérica de progesterona ap0s a primeira ovulacdo. Os autores
observaram ainda que 67% das fémeas suplementadas apresentaram, apos a
primeira ovulacdo pos-parto, uma fase luteinica normal (aproximadamente 17,8
dias), comparada aos 33% de fase luteinica normal encontrada no grupo-controle
(fase luteinica mais curta - aproximadamente 10,5 dias). Achado similar foi reportado
por Williams (1989). Também nesta mesma linha, Wehrman et al. (1991) reportaram
um aumento de 18% na taxa de vacas com atividade luteinica no pés-parto, quando
suplementadas com gorduras por 30 dias.

Além do fenbmeno citado anteriormente, a diminuicdo na concentracdo de
estradiol circulante nas fémeas suplementadas poderia explicar a habilidade do
corpo lateo formado em resistir a regressao prematura (HHGHTSHOE et al., 1991).

Sklan et al. (1991) ndo encontraram efeito da suplementacdo com acidos
graxos sobre a recuperacao da atividade ovariana pos-parto, no entanto, puderam
observar melhorias na taxa de concepcédo no segundo servico e uma reducdo no
intervalo parto-prenhez. Ezzo & Hegazy (1999) também constataram aumento na
taxa de gestacdo em novilhas suplementadas com gordura, atribuindo tal fato ao
aumento da esteroidogénese luteal; o que também foi registrado por Grummer &

Carroll (1991) em vacas de leite suplementadas.
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3.5. METABOLISMO DAS PROSTAGLANDINAS

Os &cidos graxos também podem afetar os indices reprodutivos por
mecanismos relacionados com a sintese e metabolismo de prostaglandina
(WILLIANS & STANKO, 2000). As prostaglandinas sdo compostos bioativos
derivados de éacidos graxos de 20 carbonos. Os &cidos graxos de cadeia longa
eicosapentaenoico, docohexaenoico e seu precursor, o acido linolénico, presentes
na canola e na linhaca, sdo precursores de prostaglandina da série 3. Entretanto,
podem inibir a sintese de prostaglandinas da série 2, que sao luteoliticas. As
prostaglandinas da série 2 sdo importantes reguladores do parto e, em algumas
espécies, apresentarem efeitos luteoliticos, dando inicio a um novo ciclo estral. Para
que o estabelecimento da prenhez aconteca, sdo requeridos sinais enviados pelo
embrido a vaca, sinais que impedem a producao de prostaglandina no endométrio e
gue evitam a lise do corpo lateo, mantendo niveis de progesterona adequados para
0 estabelecimento da prenhez e correto desenvolvimento do embrido (MATTOS et
al., 2000).

O aumento na taxa de prenhez em vacas suplementadas com fontes de
acidos graxos parece estar relacionado com a inibicAio na producdo de
prostaglandina F,q € a consequente permanéncia do corpo luteo (MATTOS et al.,
2000; CHENG, 2003; TATCHER et al., 2006). Dessa maneira, a inibicdo da sintese
de prostaglandina, pela adicdo de &cidos graxos poli-insaturados, com altas
guantidades de 6mega-3, pode auxiliar a sobrevivéncia embrionaria e diminuir a
mortalidade embrionaria precoce (MATTOS et al., 2000).

A diminuicdo da prostaglandina F,, quando o0s acidos graxos s&o
suplementados na dieta de vacas de cria, ocorre devido a diminuigdo da circulacdo
de precursores do acido araquidénico, ao aumento na quantidade de acidos graxos
que competem com acido araquidénico pelo processamento via prostaglandina H
sintetase e, finalmente, a acdo inibidora dos acidos graxos sobre a acdo da
prostaglandina H (MATTOS et al., 2000). O acido linoleico, geralmente, compete
com o acido araquidbénico e com a cicloxigenase, cujos efeitos inibitérios tém sido
demonstrados in vivo e in vitro. Assim, tem sido indagado acerca das mudancas na
sintese de prostaglandina que poderiam explicar como a suplementacdo com

gordura aumenta a funcéo luteal e as taxas de gestacdo (STAPLES et al., 1998).
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Os acidos graxos também sao inibidores da cicloxigenase, suprimindo a
secrecéo de prostaglandina F,, pelo tecido endometrial, prevenindo potencialmente

a morte embrionaria precoce (LOPEZ, 2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCAL E DURACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi realizado na Fazenda Passarinho no distrito de Carvéao, do
Municipio de Campos dos Goytacazes, na regido Norte Fluminense do Estado do
Rio de Janeiro. O periodo experimental iniciou-se no dia 03/12/2010, data em que foi
iniciada a suplementacéo, e terminou no dia 23/02/2011, com a realizacdo da ultima
aspiracdo folicular e producdo in vitro. As médias das temperaturas maxima e
minima foram de 31,8°C e 23,3°C, respectivamente e o indico pluviométrico foi de
86,8 mm no periodo.

As atividades laboratoriais foram realizadas no Setor de Tecnologia de
Embrides, do Laboratério de Reproducdo e Melhoramento Genético Animal
(LRMGA), da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF).

4.2. AREA EXPERIMENTAL

Os animais foram mantidos em pastagens de braquiardo (Brachiaria
Brizantha) com agua e sal mineral a vontade. O curral de manejo foi dividido em

quatro partes. Cada divisdo tinha cochos onde foi fornecido o concentrado.

4.3. TRATAMENTOS

Os tratamentos avaliados consistiram no fornecimento de suplementos
isoproteicos e isoenergéticos, de acordo com a recomendacdo do NRC (1996),
formulados com a inclusdo de uma fonte de acidos graxos poli-insaturados (0leo de

canola — Tcan; 6leo de soja — T soj; e 6leo de girassol — Tgir). Animais do grupo-
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controle (Tcon) receberam dieta isoproteica e isoenergética em relagdo as demais
dietas experimentais, porém sem adi¢cdo de Oleos vegetais.

4.4. ANIMAIS

Foram utilizadas 20 novilhas (F1) Bos indicus x Bos taurus, de 24 meses de
idade, peso médio de 330 Kg e condigdo corporal superior a 3 (escala de 1 a 5).
Todas as novilhas foram previamente avaliadas quanto a sua ciclicidade,
normalidade do aparelho reprodutivo e auséncia de patologias, mediante avaliacao
ultrassonografica transretal (DPS 2200 Mindray).

As novilhas foram distribuidas aleatoriamente entre os quatro tratamentos, de
forma a alocar cinco animais por grupo.

Todos os animais permaneceram juntos no mesmo pasto e, diariamente, as 7
h da manha, eram conduzidos ao curral de manejo. No centro do curral, os animais
eram separados, de acordo com o grupo, e entdo era fornecido o concentrado

experimental.

4.5. PERIODO DE SUPLEMENTACAO

O periodo de suplementacdo com o concentrado experimental foi de 70 dias,
que correspondeu a 40 dias de alimentacao inicial (periodo de adaptacao) e 30 dias
de aspiracdes foliculares semanais (periodo experimental). Para a prepara¢do dos
concentrados, foram utilizados fuba de milho, farelo de soja e farelo de trigo,
acrescidos de diferentes fontes de acidos graxos poli-insaturados, dependendo do
tratamento proposto. O grupo-controle recebeu apenas o concentrado sem adicao
de Oleos vegetais (Tabela 1). A cada animal, foram fornecidos 4,5 Kg de

concentrado diariamente no periodo da manha.
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Tabela 1. Composicéo percentual dos ingredientes dos concentrados experimentais
(% / base matéria seca) (TR = tratamento)

Alimentos (%) Tr.Controle Tr. Canola Tr. soja Tr. girassol
Fubéa de milho 0,698 0,155 0,155 0,155
Farelo de soja 0,302 0,230 0,230 0,230
Farelo de trigo - 0,540 0,540 0,540
Oleo vegetal - 0,075 0,075 0,075
Total 1,000 1,000 1,000 1,000

4.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com o numero de
tratamentos conforme a repeticdo (quatro sessbes de aspiracao folicular) com
intervalo de 7 dias. As caracteristicas estudadas foram: taxa de recuperacao
ovocitaria, numero de ovacitos viaveis (NOV), taxa de clivagem (TCL) e taxa de
blastocisto (TBL).

4.7. ASPIRACAO FOLICULAR IN VIVO (OVUM PICK UP - OPU)

O procedimento de aspiragdo folicular foi realizado utilizando-se um
equipamento de ultrassom (DPS 2200, Mindray®) com transdutor microconvexo de
7,5 mHz, acoplado a guia de biopsia, a qual estava acoplada a uma agulha 20 G
(WTA®), na sua extremidade anterior, e & linha de aspiracdo (WTA®) na sua
extremidade posterior. A linha de aspiracdo estava ligada a um tubo c6nico de
centrifuga de 50 mL, no qual era mantida uma pressao de vacuo entre 50 e 70
mmHg, por uma bomba de vacuo (BV-003, WTA®).

Para evitar movimentos peristalticos e desconforto ao animal, foi feita
anestesia epidural com 3,0 mL de lidocaina a 2% (Pearson®. Em seguida, o
transdutor era inserido até o fundo vaginal e, com o auxilio da manipulacéo

transretal, os ovarios eram posicionados para obtencdo de uma boa visualizacdo na
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tela do ultrassom. Os foliculos a serem aspirados foram posicionados no percurso
da linha de puncéo indicada na tela do ultrassom e, quando a agulha se aproximava
do foliculo a ser aspirado, este era perfurado para que o ovécito pudesse ser
aspirado junto ao fluido folicular. O mesmo procedimento foi repetido em todos os
foliculos visiveis de cada ovario. A lavagem da agulha e o meio de recebimento dos
ovécitos foi composto de solucdo salina (NaCl 0,9%, Fresenius®) acrescida de 10,0
Ul/mL de heparina sédica (Liquemine®) e 10% de soro fetal bovino (Nutricell®).

Os ovdécitos recuperados de cada animal foram quantificados e classificados
como Vidveis ou inviaveis, sendo os viaveis aqueles com presenca de mais de trés
camadas de células do cumulus e ooplasma homogéneo (VIANA et al., 2004). Em
seguida, os ovocitos das cinco novilhas de cada grupo foram agrupados e
transportados em criotubos contendo meio MIV-T (Nutricell®), recoberto com 6éleo

mineral, até o laboratério do Setor de Tecnologia de Embrides da UENF-.

4.8. PRODUCAO DE EMBRIOES IN VITRO (PIV)

No laboratorio, os complexos cumulus oophorus (COCs) selecionados foram
lavados em meio de manipulacdo e, em seguida, transferidos para o meio de
maturacdo comercial (Nutricell®), em gotas de 100 pL, sob 6leo mineral em placa
estéril, e colocados na incubadora a 38,5°C, com 5% de CO,, em ar atmosférico e
95% de umidade, por 22 horas.

A fecundacgéao in vitro (FIV) foi realizada com sémen congelado de touro da
raca nelore. Para a selecdo dos espermatozoides viaveis, utilizou-se a técnica do
Percoll. Em um tubo tipo Falcon®, foram colocados 1000 pL de Percoll 90% e, acima
desse, formando outra camada, 1000 uL de Percoll 45%. Apds acrescentar o sémen,
o tubo foi centrifugado a 600 x g, por 9 minutos. O sobrenadante foi retirado e o
precipitado ressuspenso em 4,0 mL de meio de capacitacdo comercial (Nutricell®).
Foi realizada uma segunda centrifugacdo com 200 x g, por 3 minutos, sendo o
sobrenadante novamente descartado.

Os COCs maturados foram lavados em meio de fecundacdo comercial
(Nutricell®) e transferidos para gotas de fecundacéo de 100 pL com o sémen diluido,

com concentracdo ajustada de forma a se obter dose fecundante de 2 x 10°
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espermatozoides/mL. A FIV foi entdo realizada por 18 horas em incubadora de CO.,
nas mesmas condi¢des de maturagéo.

ApoOs a incubacdo com os espermatozoides, os ovocitos foram desnudados
parcialmente, lavados em meio SOF comercial, (Nutricell®), e entdo cultivados por 8
dias em gotas de 100 pL desse meio, em incubadora de CO, a 38,5°C, com 5% de
CO,, em ar atmosférico e 95% de umidade. Decorridas 72 horas, foi avaliada a taxa
de clivagem e renovado 50% do meio de cultivo em cada gota. Duas outras
avaliacdes, nos dias 7 e 8 de cultivo, foram feitas para determinar o niumero total de

blastocistos produzido.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatistico SAEG (UFV,
2007). Para testar a normalidade das amostras, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.
Os dados apresentaram distribuicdo normal e foi feita analise de variancia, e as
médias que diferiram foram comparadas, utilizando-se o teste de Tukey. Em todas

as analises, foi utilizado um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

Os tratamentos nédo diferiram do controle em relagdo ao niamero de foliculos,
namero de ovocitos obtidos nas sessdes de OPU e na taxa de recuperagado
ovocitaria. No entanto, foi observada uma diferenca significativa (P< 0,05) entre os
animais suplementados com canola e girassol em relacdo ao numero de foliculos

ovarianos e ao numero de ovacitos (Tabela 2).

Tabela 2: Médias + desvio-padrdo do numero de foliculos, de ovécitos recuperados,
e a taxa de recuperacdo dos ovdcitos obtidos de novilhas suplementadas
com diferentes fontes de acidos graxos.

Numero de foliculos Numero de ovécitos  Taxa de recuperacao

TRATAMENTO Média + DP Média + DP % +DP

Controle 14,76 + 7,50 11,24%°+8.74 69,65%+ 27,75
Canola 10,32°+ 4,75 8,08°+ 4,65 74,96%+ 29 .43
Soja 14,44%° 45 43 12,60 + 6,37 86,432+ 24,27
Girassol 17,122+ 7,55 15,442+ 9,81 84,65+ 28,43

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa ao nivel de 5%, pelo teste
de Tukey.

Também nado foram ndo foram detectadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos (P>0,05) quanto ao diametro do foliculo dominante no dia da aspiracédo
(Tabela 3).
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TABELA 3: Valores médios * desvio-padrao do diametro de foliculos dominantes de
novilhas suplementadas com 6leos vegetais.

TRATAMENTO Diametro folicular (mm)
Controle 12,13%+1,92
Canola 13,66% +1,16
Soja 10,95%+ 1,25
Girassol 12,19+ 0,78

Os resultados referentes a taxa de clivagem e de blastocistos D7 estdo
apresentados na tabela 4. Nao foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos quanto a clivagem (P>0,05). No entanto, a taxa de blastocistos dos
animais suplementados com 6leo de soja foi significativamente menor (P<0,05) em

relacdo ao grupo-controle.

TABELA 4: Taxa de clivagem e producdo de embrides em D7 + desvio-padrao para
cada tratamento.

Clivagem Blastocistos D7
TRATAMENTO (72h)% (196h) %
Controle 69%+ 19,2 38%+1,1
Canola 76%+ 11,6 28%°+1,2
Soja 77°+12,5 14°+0,3
Girassol 73%+7.8 22%°+.0,9

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa ao nivel de 5%, pelo
teste de Tukey.

As taxas de recuperacdo ovocitaria com relacdo ao tempo do periodo
experimental (semanas S1, S2, S3, S4 e S5) foram 80, 86, 88, 64 e 82%,
respectivamente. A taxa de recuperacdo de S4 foi semelhante a de S1 (p>0,05) e
diferente das demais (P< 0,05). A média + desvio-padrdo do numero de ovdcitos
obtidos por animal em S1, S2, S3, S4 e S5 foi 12,9 48,7; 13,2+9,0; 13,4%7,9;
9,616,4; 10,7+7,5, respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre as 5
semanas (P> 0,05) (Figura 2).
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Figura 2: Valores médios do numero total de foliculos, de ovédcitos e taxa de
recuperacao obtida nas sucessivas sessdes semanais de OPU de novilhas mesticas
zebuinas.
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6. DISCUSSAO

A producado de ovocitos tem grande variacao individual, sendo que, mesmo
dentro de uma mesma raca existem animais que produzem maior e menor
guantidade. No entanto, notadamente existem ragcas que apresentam uma maior
producdo de ovocitos, como por exemplo, a raca Nelore (PONTES et al., 2011). No
presente estudo, foram utilizadas novilhas Bos taurus x Bos indicus que
apresentaram, no grupo-controle, niamero de foliculos e numero de ovocitos
recuperados, bem como a taxa de recuperagdo compativeis com o descrito na
literatura atual na raca Gir (VIANA et al.,, 2010) e a quantidade superior a raca
Holandesa (PONTER et al., 2012).

Nas ultimas décadas tem se estudado a influéncia de dietas com alta e baixa
energia na reproducdo da fémea bovina. Cavalieri et al. (2005) relataram que o
aumento de gordura na dieta de vacas aumentou o numero de foliculos, todavia este
aumento pareceu ser independente do perfil dos acidos graxos da dieta.

Entretanto nossos resultados demonstraram um efeito direto da fonte de
acidos graxos sobre o numero de foliculos e de ovocitos aspirados nos animais
suplementados com canola, em relacdo aqueles suplementados com girassol
(Tabela 2). O 6leo de girassol possui em sua composicdo uma pequena quantidade
do acido linolénico (18:3) em relacéo ao 6leo de canola e soja, no entanto o dleo de
canola apresenta uma menor quantidade de &cido linoleico (18:2) e uma grande
guantidade do acido oleico (18:1) quando comparado aos demais Oleos. Este fato
sugere que o fornecimento de acido linolénico e acido oleico em maior quantidade
na dieta de novilhas pode levar a uma reducéo na populacao folicular.

Bilby et al. (2006), suplementando vacas leiteiras com &cidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados, ndo observaram diferenca no numero de
foliculos presentes nos ovarios, diferentemente do encontrado no presente trabalho,
onde se observou um efeito do tratamento na populacéo folicular dos animais. Por
outro lado, 0 mesmo grupo de pesquisa observou um efeito no nimero de ovdcitos
obtido apds aspiragéo folicular nestes animais, fato também observado no presente
estudo, que demonstrou uma varia¢cdo no numero de ovocitos obtidos por sessao de

aspiracao de acordo com o tratamento.
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As diferentes fontes de acido graxo ndo influenciaram a taxa de recuperacao
ovocitaria, apresentando uma taxa semelhante a outros estudos utilizando aspiracao
folicular (VIANA et al., 2010; PONTES et al., 2011).

Alguns autores mencionam que o0 aumento de energia na dieta estimula o
crescimento folicular (GUTIERREZ et al., 1997). Segundo Funston (2004), a
ovulacdo de maiores foliculos pode resultar na formacéo de grandes corpos lateos
com maiores capacidades esteroidogénicas, resultando em maior producédo de
progesterona, o que tem sido associado com maiores taxas de concepc¢do. No
presente estudo ndo foi observada diferenca (P > 0,05) no tamanho do foliculo
dominante nos diferentes tratamentos, este fato ocorreu possivelmente pelo fato de
que as dietas fornecidas eram isoenergéticas e nao houve um grupo sem
suplementacao, assim, nédo foi observado efeito da fonte de acido graxo no diametro
do foliculo dominante.

Sartori et al. (2010), trabalhando com novilhas zebuinas a pasto
suplementadas com Megalac-E®, ndo observaram diferenca no diametro do foliculo
dominante em relacdo ao grupo-controle (animais que nao receberam
suplementacdo com Aacidos graxos). Bilby et al. (2006), trabalhando com vacas
leiteiras, demonstraram a ocorréncia de diferenca significativa no diametro folicular,
comparando acidos graxos monoinsaturados com &acidos graxos poli-insaturados
(14.9mm vs 16.8mm) respectivamente.

Os tratamentos ndo causaram nenhuma alteracdo significativa na taxa de
clivagem (P>0,05). Por outro lado, o mesmo resultado ndo foi encontrado quando
comparamos producdo de blastocistos in vitro. O grupo-controle ndo diferiu dos
grupos canola e girassol na producdo embriondria, mas 0 grupo soja apresentou
uma menor producdo de embrido (P < 0,05) quando comparado a do controle. Tal
efeito ndo pode ser explicado pela composicdo dos principais &cidos graxos
presentes nesse 0leo, j& que estes apresentam concentracbes de acido oleico
(18:1), linoleico (18:2) e linolénico (18:3) similares as encontradas nos Oleos de
canola e girassol (Tabela 1), sugerindo que pode haver algum componente
especifico do Oleo de soja que tenha um efeito deletério sobre o desenvolvimento
dos blastocistos bovinos. Este resultado é de suma importancia considerando que o
farelo de soja € um importante componente das racfes para animais. No gado
leiteiro de alta producdo, para que 0s animais consigam produzir grandes

guantidades de leite é necesséaria uma alta ingestdo de nutrientes, levando, portanto,
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a um grande consumo de farelo de soja, fato que poderia estar relacionado a baixa
fertilidade dos animais de alta producéo leiteira.

No presente experimento, as aspiracfes foliculares foram realizadas com
intervalo fixo de 7 dias, para que, em todas as aspiracdes, 0s animais estivessem no
mesmo estagio do ciclo estral. Os dados referentes ao numero de foliculos, nimero
de ovdcito, taxa de recuperacdo ao longo da semana de aspiracdo estdo
representados na figura 2. Os dados demonstram que, apesar de em S4 ter havido
uma queda na taxa de recuperacdo, o0 numero de ovoécitos recuperados se manteve
durante todo o periodo, corroborando Viana et al. (2010) que n&o observaram
reducdo na recuperacdo de ovOcitos por vaca no decorrer do seu periodo
experimental. Tal resultado demonstra ser possivel a realizacdo de sessbes de OPU
em novilhas mesticas zebuinas a cada 7 dias, durante cinco semanas consecutivas,

sem afetar o numero de ovécitos obtidos por sesséao.



37

7. CONCLUSAO

A suplementacédo com os 0leos testados ndo melhorou o rendimento da PIV.

Animais tratados com 6leo de soja apresentaram o menor desempenho na producéo

in vitro de embrides.

Sendo a soja um importante componente das racdes para bovinos, torna-se

importante avaliar mais detalhadamente seus efeitos sobre a reproducao bovina.
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