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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos das suplementagdes ricas em acidos linoleico
(n-6) e linolénico (n-3) protegidos ou nao, no pré e pés-parto de fémeas primiparas da raga Nelore
sobre namero de foliculos, nimero total de complexos cimulos oécitos (CCO) aspirados (OPU)
e de oocitos susceptiveis ao cultivo (graus I, II e III) e a produgdo in vitro de embrides (PIVE). As
doadoras foram divididas aleatoriamente em 3 grupos: Controle (n=7), Megalac-E* (n=8; 100 g/
doadora/dia) e Linhaga (n=7; 1,0 kg/doadora/dia). As dietas foram fornecidas pelo menos 30
dias pré-parto e 75 dias pds-parto. Estes animais foram submetidos & OPU nos dias 30, 45, 60 e
75 do poés-parto. Os odcitos recuperados foram selecionados e os considerados susceptiveis ao
cultivo submetidos aos procedimentos da PIVE. Os dados foram analisados em um delineamento
inteiramente casualisado com medidas repetidas no tempo. Ndo foi detectado efeito das
suplementacdes no ntimero de foliculos, no nimero de CCO recuperados e susceptiveis ao cultivo
e na PIVE. No entanto, houve um aumento na taxa de odcitos susceptiveis ao cultivo recuperado
pela OPU nos dias 60 e 75 do pds-parto em comparacdo aos dias 30 e 45. Além disso, a taxa de
embrides produzidos in vitro foi maior a partir do dia 45 pds-parto. Em conclusdo, a suplementagao
pré e pés-parto com 100 g/ dia de Megalac-E® ou 1,0 kg/dia de torta de linhaga nao altera o nimero
de odcitos obtidos in vivo e a PIVE de doadoras primiparas da raga Nelore lactantes. No entanto, a
PIVE melhora quando os programas sdo realizados ap6s 45 dias pds-parto.

Palavras-chave: dcidos graxos poliinsaturados, Nelore, oé6citos, PIVE, pés-parto.

EFFECT OF PRE- ANC POSTCALVING SUPPLEMENTATION OF PRIMIPAROUS NELLORE DONOR
COWS WITH SOURCES OF POLYUNSATURATED FATTY ACIDS ON THE NUMBER OF OOCYTES
OBTAINED IN VIVO AND IN VITRO EMBRYO PRODUCTION

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effects of feeding primiparous Nellore
cows supplements rich in protected or unprotected linoleic (n-6) and linolenic (n-3) acids before
and after calving on the number of follicles, total number of cumulus-oocyte complexes (COCs)
collected by aspiration (OPU) and oocytes suitable for culture (grades I, II and III), and in vitro
embryo production (IVEP). The donor cows were randomly divided into three groups: control
(n=7), Megalac-E® (n=8; 100 g/ donor/day), and flaxseed (n=7; 1.0 kg/donor/day). The diets were
offered at least 30 days precalving and 75 days postcalving. The animals were submitted to OPU on
postcalving days 30, 45, 60 and 75. Recovered oocytes were selected and those considered suitable
for culture were submitted to the IVEP procedures. The data were analyzed using a completely
randomized design with repeated measures over time. There was no effect of supplementation
on the number of follicles, the number of recovered COCs and those suitable for culture, or IVEP.
However, the rate of oocytes suitable for culture recovered by OPU was higher on postcalving
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days 60 and 75 when compared to days 30 and 45. Additionally, the rate of embryos produced in
vitro increased after postcalving day 45. In conclusion, pre- and postcalving supplementation with
100 g/day Megalac-E® or 1.0 kg/day flaxseed does not alter the number of oocytes obtained in
vivo or IVEP rates of lactating primiparous Nellore donor cows. However, IVEP improves when

the programs are carried out 45 days after calving.

Keywords: IVEP, Nellore, oocytes, polyunsaturated fatty acids, ostcalving.

INTRODUCAO

Alimentagdo com dietas ricas em acidos graxos
poliinsaturados (AGPs) melhora o desempenho
reprodutivo em bovinos (BiLsy et al., 2006; WATHES
et al., 2007). Segundo FouLADI-NasHATA et al.
(2007), a suplementagdo com dietas ricas em AGPs
protegidos a biohidrogenacao do rimen melhora
o potencial de desenvolvimento de odcitos até
blastocisto assim como a qualidade dos embrides
produzidos. Estes efeitos podem ser parcialmente
mediados por melhorias na maturacdo do odcito, o
que é essencial para a fertilizacdo bem sucedida e
posterior desenvolvimento embriondrio (GILCHRIST
e THomPsoN, 2007).

As principais familias de AGPs que influenciam
a reproducdo dos bovinos sdo o acido linolénico
(n-3) e acido linoleico (n-6) (WATHES et al., 2007). O
n-3 é encontrado mais frequentemente em o6leo
de linhaga, peixes de 4gua fria e frutos do mar e
o n-6 em o6leo de soja, girassol e outras sementes
oleaginosas. Estes AGPs podem melhorar a
fertilidade em bovinos aumentando o ndmero e
tamanho dos foliculos antrais ovarianos, tamanho
do corpo lateo (CL) (BiLBy et al., 2006), quantidade
e qualidade dos odcitos recuperados em programas
de aspiragdo folicular guiada por ultrassom
(OPU; ZeroN et al., 2002). Além disso, CErri et al.
(2009) observaram aumento na taxa de producao
de Dblastocisto e na qualidade embriondéria.
Um produto rico em gordura protegida n-3 e,
principalmente, n-6 usado na suplementacao de
fémeas bovinas é o Megalac-E", feito a partir de 6leo
de soja saponificado (sais de calcio) para protecao
dos AGPs a biohidrogenacdo do rimen. De acordo
com SARTORI e MoLLo (2007), a suplementagdo rica
em n-6 no pré-parto aumenta a sintese de PGF,_ e
atua no crescimento folicular, além de melhorar a
involugdo uterina e restabelecimento da ciclicidade
precocemente. No pés-parto, a dieta rica em n-3
reduz a sintese de PGF, uterina, diminuindo as
perdas gestacionais iniciais. Assim, a suplementacao
com estas dietas pode ser considerada importante
para melhorar a involucdo uterina e reduzir o
periodo de anestro pés-parto principalmente em
primiparas, ja que essa categoria animal apresenta

dificuldade de recuperagdo apés o parto por estar
ainda em crescimento (TANAkaA et al., 2008).

Apesar das evidéncias na literatura, ndo existem
dados concretos sobre o impacto da suplementacdo
com AGPs durante o periodo pré e pds-parto sobre
a populacao folicular e producdo de embrides in
vitro em primiparas da raga Nelore. O objetivo do
trabalho foi avaliar os efeitos das suplementagdes
ricas em AGPs (n-6 e n-3) protegidos ou ndo
(Megalac-E® e Linhaga), no pré e poés-parto de
fémeas primiparas da raca Nelore sobre o nimero
de foliculos, de odcitos totais e susceptiveis ao
cultivo e na PIVE.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos de cuidado e manuseio dos
animais deste experimento estdo de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacio Animal
(COBEA). O trabalho apresenta aprovacao pela
Comissao de Ftica de Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
UNESP - Jaboticabal (Protocolo n° 008589/13).
Local do animais e
nutricional

experimento, manejo

O experimento foi realizado no Instituto de
Zootecnia (I1Z), Centro APTA Bovinos de Corte,
Sertdozinho, SP. As atividades laboratoriais foram
realizadas no Departamento de Reprodugdo Animal
da UNESP, Jaboticabal, SP, entre agosto e novembro
de 2011. Foram utilizadas 22 fémeas primiparas da
raga Nelore (Bos taurus indicus) com bezerro ao pé,
com peso médio de 478,68 + 47,04 kg e ECC médio
de 53 £ 0,5 (numa escala de 0 a 9; WAGNER et al.,
1988). Os animais foram mantidos em pastagem de
Brachiaria decumbens, com acesso ad libitum a agua e
sal proteinado.

As doadoras foram divididas aleatoriamente
em trés grupos: Grupo Controle n=7 (dieta base);
Grupo Megalac-E® (Quimica Geral do Nordeste, Rio
de Janeiro, Brasil) n=8 (fonte de gordura protegida,
100 g/ doadora/dia) e Grupo Linhaga n=7 (torta de
linhaga prensada a frio, gordura ndo protegida, 1,0
kg/doadora/dia). Cada doadora recebeu 1,5 kg de
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suplemento de acordo com o grupo experimental
(Tabelas 1 e 2). Essas suplementagdes tiveram inicio
pelo menos 30 dias antes do parto e término aos 75

aspiragoes foliculares foram realizadas aos 30, 45,
60 e 75 dias pés-parto utilizando-se US Aloka SSD-
500 com transdutorlinear transretal e microconvexo

dias p6s-parto. conectado na guia de aspiragdo transvaginal,

ambos de 5 MHz. Os odcitos aspirados foram
contados (odcitos totais) e classificados em graus
de I a V (LEBFRIED-RUTLEDGE et al. 1987).

Delineamento Experimental
A avaliacio do numero de foliculos e as

Tabela 1. Composicao nutricional e analise bromatoldgica das ra¢des utilizadas na suplementacdo de acidos graxos
poliinsaturados para doadoras primiparas da raca Nelore

Ingrediente (%) Controle Megalac-E® Linhaca
Farelo de Milho 92,45 85,59 30,53
Megalac - E 0 6,67 0
Torta de Linhaca 0 0 65,47
Mineral 4 4 4
Uréia 3,55 3,74 0
Teor
Matéria Seca (%) 88,42 88,88 91,88
Proteina Bruta (%MS) 20,01 16,91 20,23
Extrato etéreo (%MS) 3,92 4,06 13,99

Tabela 2. Perfil de acidos graxos das ra¢des utilizadas na suplementacao de acidos graxos poliinsaturados para
doadoras primiparas da raca Nelore

Acidos (%) Controle! Megalac-E®2 Linhaca’®

Miristico (C14:0) 0,05 0,11 0,06
Pentadecanoico (C15:0) - - 0,03
Palmitico (C16:0) 13,73 14,5 8,32
Palmitoleico (C16:1) 0,13 0,16 0,11
Heptadecanoico (C17:0) 0,07 0,07 0,06
Heptadecenoico (C17:1) 0,03 0,03 0,03
Estedrico (C18:0) 2,55 2,46 4,16
Oléico (C18:1n9c) 34,89 33,32 21,54
cis-vacénico (C18:1n7) 0,65 0,74 0,81
Linoleico (C18:2n6c) 45,82 46,37 17,1
a linolénico (C18:3n3) 0,91 1,58 47,18
Linoléico conjugado (C18:2c9, t11) - 0,05 -

Araquidico (C20:0) 0,7 0,31 0,22
Ficosenoico (C20:1n9) 0,25 0,2 0,12
Behénico (C22:0) 0,1 0,1 0,14
Lignocérico (C24:0) 0,12 - 0,12

'Ragdo base. Suplemento com 100g de Megalac-E®/animal/dia. *Suplemento com 1kg torta de
linhaca/animal/dia.
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Os o6citos classificados como grau I, II e III
(odcitos viaveis) foram considerados susceptiveis
para o cultivo e submetidos a PIVE, com utilizacdo
de sémen convencional de tnico ejaculado de
um touro (i.e. mesma partida de congelacdo). A
maturagdo dos odcitos classificados ocorreu por
24 horas em meio base TCM 199 suplementado
com 25mM de bicarbonato de sédio, 1,0pg/mL de
FSH (Pluset®, Calier), 50UI/mL de hCG (Profasi®,
Serono), 1,0ng/mL de estradiol (Sigma E-2758),
0,2mM de piruvato de sédio (Biochemical 44094),
83,4ug/mL de amicacina (Biochimico), 10% de SFB
(Crypion®). Para a fecundagdo, os odcitos foram
transferidos para o meio FIV gotas {20 odcitos/gotas;
composto por TL-Stock [114mM de Cloreto de S6dio
(J. T. Baker), 3mM de Cloreto de Potéssio (Merck),
0,5mM de Cloreto de Magnésio hexahidratado
((Merck), 0,3mM de Fosfato de Sddico bibasico
anidro (Casa da Quimica), 25mM de Bicarbonato
de Sédio (Mallinckrodt), 2mM de Cloreto de Calcio
di-hidratado (Merck), 12mM de DL-Acido Latico
(60%) e 30uM de Phenol Red (Sal Sédico Cristalino)],
83,4ng/mL de Sulfato Amicacina (Biochimico),
100mM de Piruvato Sédico (Biochemical), PHE
[294mM de DL-Acido Latico (60%), 1,0ng/mL
de Bissulfito de Sé6dio, Salina 0,9% e 2mM de
D-Penicilamina], 176Ul/mg de Heparina e 6mg/
mL de BSA}junto com os espermatozéides moéveis
(25x10° espermatozoéides vivos/mL) ja selecionados
pelo gradiente de Percoll (90% e 45%). Apo6s
aproximadamente 20h de fecundacao, os provaveis
zigotos foram removidos do meio de fecundacdo
e transferidos para o meio de cultivo embriondario
[SOFaa composto por 0,2mM de piruvato de sédio
(Biochemical 44094), 83,4ng/mL de amicacina
(Biochimico), 2,5% de SFB (Crypion®) e 6mg/
mL de BSA (Sigma A-8806)] onde permaneceram
por 6 dias. Esses processos foram mantidos em
incubadora com 5% de CO, em ar, temperatura de
38,5°C e umidade relativa de 95%.

Mensuragdes

Durante as aspiragdes foliculares foi contado
o numero de foliculos, nimero de odcitos totais
recuperados e namero de odcitos susceptiveis ao
cultivo. A taxa de odcitos susceptiveis ao cultivo
foi calculada pelo ntimero de odcitos cultivados
dividido pelo total de odcitos. O numero de
estruturas clivadas (embrides de duas a quatro
células) foi verificado entre 32 a 36 horas pos-
fecundacdo. O namero de embrides produzidos
(moérula até blastocistos) e a taxa de embrides

produzidos (ntiimero de embrides produzidos/
quantidade de odcitos cultivados) foram avaliados
sete dias a partir da FIV.

Analise estatistica

Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualisado com medidas repetidas no tempo. As
andlises estatisticas foram feitas no procedimento
MIXED (SAS Inst., Inc., Cary, NC) usando o coman-
do REPEATED para modelar a estrutura de cova-
ridncia residual dentro de animal. Como os dados
ndo seguiram a premissa de normalidade, os mes-
mos foram transformados em raiz quadrada (x+1)
para os nimeros ou Log (x+1) para as taxas.

A estrutura de erro componente simétrico he-
terogéneo (CSH) foi a melhor para avaliar nimero
de foliculos, odcitos recuperados e taxa de odcitos
cultivados (ntimero de odcitos cultivados/nimero
de odcitos recuperados), e a estrutura de erro ndao
-estruturada (UN) foi a melhor para os odcitos sus-
ceptiveis ao cultivo e numero de clivagem. Para a
variavel producdo de embrido foi empregada a es-
trutura componente simétrico (CS) e para taxa de
producao de embrido (n® de embrides produzidos/
odcitos cultivados) foi a estrutura auto regressiva
de primeira ordem (AR(1)). As estruturas de erro
foram escolhidas com base nos menores valores
para o Critério de Informacdo de Akaike (AIC) e o
Critério de Informacdo Bayesiano (BIC). Em todas
as analises, foram consideradas diferencas signifi-
cativas quando P<0,05.

Para a andlise foi utilizado o seguinte modelo
estatistico: Y, =+t + A(t) + B + I, +e,, emque:
Y, = variaveis dependentes; p = média paramétrica;
t, = efeito fixo do i-ésimo tratamento (i = 1, 2 e 3);
A = efeito fixo do j-ésimo animal (j = 1,..., 22); B, =
efeito fixo do k-ésimo periodo das aspiragoes (k =
1, 2,3 e 4); I, = efeito da interacao entre o i-ésimo
tratamento com o k-ésimo periodo das aspiragdes;
e, = efeito do erro aleatério associado a cada
oioservagéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foi fornecida maior quantidade
de linhaca rica em 4cido linolénico (n-3) do que
Megalac-E® rica em acido linoleico (n-6), por se
tratar de uma fonte de AGPs ndo protegidos a
biohidrogenacdo do rtimen, este responsavel pela
degradacao de mais de 80% dos AGPs ingeridos na
dieta (BERCHIELLI ¢t al., 2011). Ja os grupos Controle
e Megalac-E* apresentaram quantidade semelhante
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de extrato etéreo e n-6, porém, neste segundo grupo
os AGPs sdo protegidos e sua absor¢ao ocorre no
intestino delgado (ARM, 2014; Tabela 1 e 2). As
suplementacées com AGPs sdo utilizadas para
aumentar o nivel energético das dietas, além de
apresentarem grande importancia nos processos
reprodutivos das fémeas bovinas (WATHEs et al.,
2007).

Nao foi observado efeito das suplementacoes
com fontes de gordura protegida (Megalac-E®, rica
em n-6) e ndo protegida (Linhaca, rica em n-3) nas
variaveis estudadas para doadoras primiparas da
raca Nelore (Figura 1). No entanto, ARTUNDUAGA
et al. (2010), utilizando fémeas primiparas da raca
Holandesa, observaram aumento no numero
de foliculos antrais quando adicionado AGPs
protegidos a dieta. NOGUEIRA et al. (2012) também
correlacionaram AGPs protegidos com aumento no
namero de foliculos aspirados e o6citos recuperados
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e dias de aspiracdo pés-parto. *Aspiracdes em
que ocorreu contaminacao e prejudicou o de-
senvolvimento embrionério.
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em novilhas Nelore. Da mesma forma, ZERON et al.
(2002) relataram maior ntimero e melhor qualidade
de odcitos em ovelhas suplementadas com 6leo de
peixe protegido (rico em n-3).

Uma das potenciais razdes para a auséncia de
efeito da suplementacdo com AGPs, no presente
estudo, pode ter sido o fornecimento insuficiente
desses acidos graxos (100g de Megalac-E*/ doadora/
dia e 1,0 kg de torta de linhaga/doadora/dia;
GUARDIEIRO et al., 2010), embora esta quantidade de
Megalac-E" seja sugerida pelo fabricante e utilizada
em experimentos que obtiveram resultados
positivos na reprodugdo (NOGUEIRA ef al., 2012).

A taxa de clivagem e producdo de blastocistos
foi aumentada ao suplementar vacas leiteiras
com Megalac-E* (FouLapl-NasHuta et al. 2007).
Apesar disso, o mesmo efeito ndo foi observado
por GUARDIEIRO et al. (2009), em doadoras de corte
suplementadas com AGPs. Resultado semelhante
foi observado por Rossi et al. (2013) em doadoras
da raca Holandesa suplementadas com AGPs
protegidos (rico em n-6) e nao protegidos (rico
em n-3) para PIVE. Da mesma forma, no atual
estudo ndo se pode relacionar como benéfica a
suplementacao com os AGPs testados na PIVE de
doadoras primiparas da raga Nelore no periodo
pos-parto (Figura 1). Este resultado, possivelmente
se deve a categoria animal escolhida para o estudo.
Fémeas bovinas primiparas necessitam de maior
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atencdo quanto aos requerimentos nutricionais, pois
ainda precisam de maior ingestao de energia para
atender as necessidades de crescimento, lactagao e
reprodugao (SpITzer et al., 1995)

No trabalho realizado por ALLER et al. (2010)
foi relatado menor taxa de desenvolvimento
embrionario em doadoras de corte aspiradas no
pos-parto (30 a 77 dias). Segundo Lores et al. (2006),
doadoras daraca Holandesa aspiradas no pés-parto
obtiveram melhora na taxa média de producao de
blastocistos (32 dias = 5%; 85 dias = 20%) de acordo
com os dias pds-parto. Resultado semelhante foi
observado nesse estudo para doadoras primiparas
da raca Nelore, no qual houve um aumento na taxa
de odcitos cultivados recuperados nos dias 60 e 75
do pés-parto em comparacdo aos dias 30 e 45. Além
disso, a taxa de embrides produzidos in vitro foi
maior a partir do 45° dia pos-parto (P<0,05; Figura 2).
Esse fato pode ter ocorrido devido a recuperacao do
sistema reprodutor das fémeas bovinas no periodo
pos-parto, pois segundo Harez e Harez (2004),
vacas de corte amamentando apresentam intervalo
do parto ao primeiro cio de 60 a 100 dias.

Portanto, a aspiracao folicular no intervalo do parto
ao primeiro cio em doadoras bovinas continua sendo
uma boa estratégia para PIVE, n3o influenciando
negativamente na reproducdo desses animais e no
intervalo entre partos na subsequente monta natural,
IA ou IATF (Ruiz-Corrtes e OLIVEIRA-ANGEL, 1999).
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Figura 2. Média do ntimero de foliculos, de oécitos totais, de odcitos cultivados, de estruturas clivadas e da PIVE (A),
taxa de oécitos cultivados e taxa de producdo de embrides (B) por dias de aspiracdo pos-parto. Médias com
letras distintas na mesma linha diferem entre si (P<0,05).
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CONCLUSAO

As suplementagdes com AGPs protegidos (rico
em n-6) e ndo protegidos (rico em n-3) no pré e
pos-parto ndo possibilitaram aumento no ntimero
de foliculos antrais, na quantidade de odcitos
recuperados e na PIVE de fémeas primiparas da
raca Nelore. Entretanto, as aspiracdes foliculares
in vivo realizadas com maior nimero de dias p6s-
parto aumentaram a taxa de odcitos cultivados
(=60 dias pds parto) e a taxa de PIVE (=45 dias
pOs -parto).
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