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EFEITO DA SUPLEMENTAGAO COM DIETAS HIPERLIPIDICAS NA
PERFORMANCE REPRODUTIVA DE BUFALAS (Bubalus bubalis) CRIADAS NA
AMAZONIA ORIENTAL

RESUMO - O objetivo do experimento 1 foi avaliar o efeito da suplementacao
alimentar com torta de palmiste sobre a atividade ovariana, lipidemia e funcao
hepatica de bufalas submetidas a sincronizacao da ovulagao, visando determinar o
melhor percentual de torta de palmiste que pode ser oferecido na dieta. Foram
utilizadas vinte e quatro bufalas da ragca Murrah, com idade média de 5,67 £+ 1,60
anos e peso médio de 684,17 + 62,82 kg, ciclicas e nao lactantes, divididas em
quatro tratamentos de suplementacdo com torta de palmiste (0%; 0,25%; 0,50% e
1,00% do peso vivo). Todas as bufalas foram submetidas ao protocolo Ovsynch e
foram avaliados os didmetros do foliculo pré-ovulatério, do corpo luteo e do ovario
ipsilateral nos dias D10 (fase folicular) e D17 (fase luteinica) apds o inicio do
protocolo de sincronizacdo. O sangue foi colhido nesses mesmos dias para
determinar as concentracdes séricas de colesterol total e fragdo HDL, triglicerideos,
progesterona (P4) e das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase (GGT). A suplementacdao com
torta de palmiste ndo influenciou o desenvolvimento folicular e luteal (P>0,05) e nao
incrementou as concentracdes de P4 (P=0,23). As concentracdes de colesterol total
aumentaram nos animais suplementados com até 0,5% PV de torta de palmiste,
independente da fase (P<0,05), mas esse efeito ndo foi observado na fracdo HDL do
colesterol, que se manteve semelhante nas fases folicular (54,86 mg/dL; P=0,08) e
luteinica (53,73 mg/dL; P=0,47) do ciclo estral. Nas concentragdes de triglicérides,
houve um efeito linear (P=0,03) dos tratamentos na fase folicular, porém, houve
similaridade na fase luteinica (59,99 mg/dL; P=0,51). A suplementacao nao alterou a
atividade da enzima ALT (P>0,05), mas as enzimas hepaticas AST e GGT tiveram
efeito significativo (P<0,05) nas duas fases avaliadas. No grupo suplementado com
1,0% PV as concentragcoes de AST e GGT foram acima do recomendado para a
espécie. Conclui-se que a suplementacao de bufalas com torta de palmiste aumenta
as concentracbes de colesterol e triglicerideos, mas nado influencia nas
concentragdes circulantes de progesterona e no desenvolvimento folicular e luteal. A
avaliacao das enzimas hepaticas permite recomendar o fornecimento de 0,5% PV de
torta de palmiste para bufalas, com aumento nas concentracbes séricas de
colesterol, sem que haja disfuncado hepatica nos animais. O objetivo do experimento
2 foi avaliar o efeito da suplementacdo com sais de calcio de &acidos graxos
poliinsaturados (AGPI) na taxa de concepcao de bufalas submetidas a inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF) e quantificar os niveis de progesterona e o perfil
lipidico desses animais. Foram utilizadas bufalas leiteiras (Bubalus bubalis, n=120)
da raca Murrah, com peso médio de 452,27 + 6,55 kg e ECC de 3,41 £ 0,05. Todas
as bufalas foram submetidas a um protocolo de sincronizagao da ovulagéo e a partir
do dia da IATF (DO) divididas em trés tratamentos de suplementacdo com os
concentrados (0,5% PV) durante 22 dias. Os tratamentos foram: grupo Controle:
animais suplementados com concentrado padrao; grupo Soja: concentrado padrao
acrescido de 6leo de soja refinado e grupo Megalac: concentrado padrao acrescido
de gordura protegida. Foram dosadas as concentragdes séricas de colesterol total,
HDL, triglicerideos e progesterona (P4) nos dias D-12 (pré-tratamento) e D22 (pés-
tratamento). O diagndstico de prenhez foi realizado 30 dias apés a IATF. Houve uma



elevacao substancial de consumo de AGs insaturados para os grupos Soja e
Megalac, na ordem de 174,43% e 198,47% respectivamente, em comparacdo ao
grupo Controle. Ap6s 22 dias de suplementagdo, as concentragbes séricas de
colesterol total, HDL, LDL e lipidios totais foram mais elevadas (P<0,05) nos grupos
tratados Soja e Megalac em comparacdo ao grupo Controle, e as concentracoes
circulantes de P4 nao diferiram estatisticamente entre os grupos Controle, Soja e
Megalac, tanto para as fémeas prenhas (18,09+2,06 vs 20,53+1,95 vs 18,76%1,36;
P=0,6833, respectivamente) quanto para as nao prenhas (4,15+1,06 vs 8,34+1,87
vs 6,09+1,51; P=0,2105, respectivamente). Os resultados da taxa de concep¢ao aos
30 dias demonstram que houve diferenca entre os grupos (P=0,0130) Soja, Controle
e Megalac, onde as bufalas suplementadas com racdo Controle e Megalac
obtiveram uma maior taxa de concepcao (33,3% e 30,8%, respectivamente) em
relacdo ao grupo Soja (14,3%). As suplementagdes com concentrados adicionados
de sais de calcio de AGPI aumentaram as concentragdes séricas de lipidios
(colesterol total, HDL, LDL, lipidios totais), mas nao desencadearam reflexos
positivos nas concentracdes circulantes de progesterona e nas taxas de concepcao
das bufalas.

Palavras-chave: AGPI, Bufalo, Colesterol, Gordura Protegida, Sincronizacao, Torta
de Palmiste
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EFFECT OF SUPPLEMENTATION WITH HYPERLIPIDAL DIETS IN THE
REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF BUFFALO (Bubalus bubalis) CREATED
IN THE EASTERN AMAZON

ABSTRACT - The objective of experiment 1 was to evaluate the effect of food
supplementation with palm kernel cake on ovarian activity, lipidemia and hepatic
function of buffaloes subjected to ovulation synchronization, aiming at determining
the best percentage of palm kernel cake that can be offered in the diet. Twenty-four
Murrah buffaloes, mean age of 5.67 + 1.60 years and mean weight of 684.17 + 62.82
kg, cyclic and non-lactating, were divided into four treatments of palm kernel cake
supplementation (0%, 0.25%, 0.50% and 1.00% of live weight). All buffaloes were
submitted to the Ovsynch protocol and the diameter of the preovulatory follicle,
corpus luteum and ipsilateral ovary were evaluated at days D10 (follicular phase) and
D17 (luteal phase) after the initiation of the synchronization protocol. Blood was
collected on these same days to determine serum concentrations of total cholesterol
and HDL, triglycerides, progesterone (P4) and alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST) and gamma glutamyltransferase (GGT).
Supplementation with palm kernel cake did not influence follicular and luteal
development (P>0.05) and did not increase P4 concentrations (P=0.23).
Concentrations of total cholesterol increased in animals supplemented with up to
0.5% PV of palm kernel cake, regardless of the phase (P<0.05), but this effect was
not observed in the HDL cholesterol fraction, which remained similar in the follicular
phase (54.86 mg/dL, P=0.08) and luteal phase (53.73 mg/dL, P=0.47) of the estrous
cycle. In the triglyceride concentrations, there was a linear effect (P=0.03) of the
treatments in the follicular phase, but there was similarity in the luteal phase (59.99
mg/dL; P=0.51). Supplementation did not alter ALT activity (P>0.05), but liver
enzymes AST and GGT had a significant effect (P<0.05) in the two phases
evaluated. In the group supplemented with 1.0% PV the concentrations of AST and
GGT were above that recommended for the specie. It is concluded that
supplementation of buffaloes with palm kernel cake increases cholesterol and
triglyceride concentrations but does not influence circulating progesterone
concentrations and follicular and luteal development. The evaluation of hepatic
enzymes allows recommending the supplementation of 0.5% PV of palm kernel cake
to buffaloes, with increase in serum cholesterol concentrations, without hepatic
dysfunction in the animals. The objective of experiment 2 was to evaluate the effect
of supplementation with calcium salts of polyunsaturated fatty acids (PUFA) on the
conception rate of buffaloes submitted to artificial insemination at fixed time (FTAI)
and to quantify progesterone levels and lipid profile of these animals. Milk buffaloes
(Bubalus bubalis, n = 120) of the Murrah breed were used, with a mean weight of
452.27 + 6.55 kg and BCS of 3.41 £ 0.05. All buffaloes were submitted to an
ovulation synchronization protocol and from day FTAI (DO) divided into three
supplementation treatments with the concentrates (0.5% PV) for 22 days. The
treatments were: Control group: animals supplemented with standard concentrate;
Soybean group: standard concentrate plus refined soybean oil and Megalac group:
standard concentrate plus protected fat. The serum concentrations of total
cholesterol, HDL, triglycerides and progesterone (P4) on days D-12 (pre-treatment)
and D22 (post-treatment) were measured. The diagnosis of pregnancy was
performed 30 days after the FTAIL There was a substantial increase in the
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consumption of unsaturated AGs for the Soja and Megalac groups, in the order of
174.43% and 198.47%, respectively, compared to the Control group. After 22 days of
supplementation, serum concentrations of total cholesterol, HDL, LDL and total lipids
were higher (P<0.05) in the treated groups compared to the Control group, and the
circulating concentrations of P4 did not differ statistically between the Control,
Soybean and Megalac groups, both for pregnant females (18.09 £ 2.06 vs. 20.53 *
1.95 vs 18.76 + 1.36, P=0.6833, respectively) and for non-pregnant (4.15 £ 1.06 vs
8.34 £ 1.87 vs. 6.09 + 1.51, P=0.2105, respectively). The results of the conception
rate at 30 days show that there was a difference between the groups (P=0.0130)
Soybean, Control and Megalac, where buffaloes supplemented with Control and
Megalac rations obtained a higher conception rate (33.3% and 30.8%, respectively)
in relation to the Soja group (14.3%). Supplements with added concentrates of PUFA
calcium salts increased serum lipid concentrations (total cholesterol, HDL, LDL, total
lipids), but did not trigger positive reflexes in circulating progesterone concentrations
and buffalo conception rates.

Keywords: PUFA, Buffalo, Cholesterol, Protected Fat, Synchronization, Palm Kernel
Cake
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CAPITULO 1 — Consideracées gerais
Aspectos da bubalinocultura

Os bubalinos possuem distribuicdo geogréafica mundial, de um contingente de
199 milhdes de cabecas, sendo 97% localizado na Asia, com destaques para india
(56,4%), Paquistao (18,4%) e China (11,9%)(FAO, 2016). Os bubalinos vém sendo
criados mundialmente em pequenas € médias propriedades, onde possui
fundamental importdncia econémica e social, com desempenho favoravel na
producao de carne e leite (LOURENCO JUNIOR & GARCIA, 2008).

Os bufalos sao originarios da regido asiatica e estdo em praticamente todos
os continentes. A introdu¢ao no Brasil ocorreu na llha de Maraj6 (1895) no estado do
Para, com animais provenientes da Itdlia, e de propriedade do criador Vicente
Chermont de Miranda. As dltimas importacdes foram da india (1962), de animais
“puros” das racas Murrah e Jafarabadi, e se constituiram na base para os
cruzamentos por absorcao, e da Italia em 1989, e no final do século XX a importacéao
de sémen bubalino de origem italiana e bulgara (BERNARDES, 2007).

De tal forma que, atualmente, no Brasil encontra-se o maior rebanho de
bufalos das Américas, provavelmente devido ao clima tropical da regido ser
semelhante aos seus paises de origem, e assim, propiciar a adaptacdo ambiental.
Sendo que a distribuicido é bem heterogénea entre as cinco regides do pais, e
ocorre da seguinte maneira: Norte — 906.867 (66,14%), Sudeste — 173.509
(12,66%), Nordeste — 130.059 (9,49%), Sul — 100.757 (7,35%) e Centro-Oeste —
59.749 (4,36%). Maior concentragdo deste rebanho ocorre na regido Amazdnica,
uma regidao responsavel por 74% do contingente nacional de 1.370.941 bufalos
(IBGE, 2016).

Os bufalos domésticos sdo da espécie Bubalus bubalis e pertencem a classe
Mammalia, subclasse Ungulata, ordem Artiodactyla, subordem Ruminantia, familia
Bovidae, subfamilia Bovinae, e inclui duas subespécies conhecidas como tipos de rio
(Bubalis: Murrah, Mediterraneo, Jafarabadi) e pantano (Kerebau: Carabao), de tal
forma que, no Brasil sdo encontradas todas as quatro ragas de bufalo doméstico
(BERNARDES, 2007; LOURENCO JUNIOR & GARCIA, 2008). Sao animais

extremamente rusticos, pela capacidade de digerir forragens com alto teor de fibra



bruta e grande capacidade de adaptacdo, podendo sobreviver em diversos
ambientes, com grandes variacoes de clima, relevo e vegetacao, e sdao explorados
para a producao de carne, leite, tracao animal e esterco (SANTOS et al., 2016).

Os bufalos podem ser criados em sistemas produtivos que possibilitam
excelente desempenho, com producdo de animais precoces, € que atingem 450kg
em menos de dois anos de idade, além de efeitos positivos no desenvolvimento
ponderal e na reproducdo das fémeas (LOURENCO JUNIOR & GARCIA, 2008). A
produtividade pode ser incrementada pela intensificacdo dos sistemas de producao,
como pelo uso da tecnologia de pastejo rotacionado intensivo, inclusive com reflexos
positivos na reducdo do desmatamento e preservacdo da floresta nativa
(LOURENCO JUNIOR & GARCIA, 2008).

Todavia, apesar da favoravel adaptacdo as condi¢des brasileiras e grande
produtividade (NOGUEIRA et al., 1989), os bubalinos ainda apresentam eficiéncia
reprodutiva inferior aos bovinos, devido principalmente a puberdade retardada e
prolongados intervalos entre partos (ZICARELLI, 2010), o que provavelmente esta
relacionado com manejo deficiente e/ou selegdo genética inadequada (VALE, 2000),
além de interacdes entre o gendtipo e o meio ambiente (ROLIM FILHO et al., 2011).

Influéncia da suplementacao lipidica na reproducao

A baixa eficiéncia reprodutiva causa reducao de rentabilidade na pecuéria, em
especial devido a fase de balanco energético negativo (BEN), que ocorre nas ultimas
semanas de gestacao e no inicio da lactagdo, quando o gasto energético para a
producao de colostro, leite e manutencao do animal esta mais elevado que a energia
fornecida pela ingestdo de matéria seca na alimentacdo (SARTORI & MOLLO,
2007). Fémeas em BEN apresentam elevadas concentracées de acidos graxos nao
esterificados (AGNE) e baixas concentragdes de glicose, insulina e IGF-1, e este
quadro ocasiona efeitos negativos na fungao ovariana e fertiidade (SARTORI &
MOLLO, 2007), com retardo na primeira ovulagdo e concepcao pos-parto
(WILTBANK et al., 2006).

Como estratégia para aumento do desempenho reprodutivo, e considerando a

influéncia da nutricdo, mais precisamente do conteldo energético, tem sido adotado



0 uso de gorduras na suplementacdo de fémeas bovinas (FUNSTON, 2004;
THATCHER et al., 2004; LOPES et al., 2009; 2011) e bubalinas (MALIK et al., 2011;
NAZIR et al., 2013), como forma de contribuir para a longevidade produtiva dos
animais, e consequente aumento da rentabilidade do produtor.

A ingestdo de acidos graxos por ruminantes esta limitada a percentuais
baixos, na ordem de 1 a 4% da dieta, sob a forma de fosfolipidios e glicolipidios nas
forragens, e de triglicerideos nos grdaos (VAN SOEST, 1994; SANTOS, 1998).
Fontes concentradas de energia como gorduras, sementes de oleaginosas e 6leos
vegetais, tém sido utilizadas na alimentagdo de ruminantes, com o intuito de elevar a
densidade energética e melhorar o desempenho de vacas leiteiras e de corte
(SANTOS, 1998; STAPLES et al., 1998), sem comprometer a ingestdo de fibras e
nem exceder a inclusdo de carboidratos na dieta (SALLA et al., 2003). Com a
suplementacéo lipidica, € possivel incrementar este nivel de gordura na dieta de
ruminantes e chegar até 5% em relagao a ingestao de matéria seca (IMS).

Niveis superiores ao patamar de 5% da IMS causam revestimento fisico da
ingesta contra a agcdo dos microrganismos ruminais, com reducao da digestibilidade
da fibra, prejuizos no consumo de matéria seca € no desempenho animal, além de
possibilitar alteracdes na fisiologia ruminal, por causar danos aos microorganismos
celuloliticos presentes no ramen (DIAS et al., 2009).

No ambiente ruminal, as diferentes fontes de gordura interagem com a
populagdo microbiana, ocasionando mudangas no padrdo de crescimento e fungao
da microbiota, além de transformacdes nos lipidios ingeridos na dieta, com
conversdao por hidrélise e biohidrogenacdo dos acidos graxos insaturados em
saturados, os quais eventualmente alcancam os tecidos do corpo (JENKINS, 2011).
Juchem (2007) demonstrou que o processo de biohidrogenacao pode alterar o perfil
lipidico dos 6leos fornecidos na suplementacao de vacas leiteiras, de tal forma que,
mais de 70% do acido linoléico e mais de 85% do &cido linolénico sao
biohidrogenados no rimen.

No caso de sementes de oleaginosas na forma de gréo inteiro, ocorre uma
maior protecdo da fracdo 6leo, o que reduz a possibilidade de biohidrogenacao
ruminal (CAVALIERI et al., 2005). Outra possibilidade é o uso de gordura by-pass,

protegida ou inerte, que permite o incremento na densidade energética da dieta, sem



impactos negativos sobre a fermentacdo ruminal e o consumo de forragem, com a
passagem de 4&acidos graxos poliinsaturados (AGPI) pelo rumen sem sofrer
biohidrogenacgao, sendo absorvidos somente nas condi¢gdes acidas do abomaso
(JENKINS & PALMQUIST, 1984).

Tais suplementos tem proporcionado aumento na eficiéncia produtiva,
principalmente na producao de leite, devido a uma combinacéo de efeitos caldricos e
nao caléricos (JENKINS, 2011). A suplementacao lipidica em bovinos aumenta a
capacidade funcional dos ovarios, prolonga a vida Gtil do corpo Iuteo e aumenta as
concentracdes plasmaticas de progesterona, o que reflete positivamente no
desenvolvimento da competéncia (STAPLES et al,, 1998) e qualidade embrionaria
(CERRI et al., 2009).

Na suplementacdo com gordura, outro fator relevante é o perfil de acidos
graxos (AGs) da dieta, o qual direciona o perfil de AGs dos tecidos e pode influenciar
no desempenho reprodutivo (FUNSTON, 2004; RAES et al, 2004). A fracao de éleo
das forragens e de varios graos, embora geralmente baixa, possui proporcdes
significativas de acidos graxos poliinsaturados (AGPI), em particular os acidos
linoleico (C18:2; n6; w6) e linolénico (C18:3; n3; w3) (Figura 1), os quais sao acidos
graxos que ndo podem ser sintetizados pelos animais e seres humanos, e portanto
essenciais na dieta (MATTOS et al., 2000; HUANG et al., 2009).

Dupla ligagdo

Figura 1. Estrutura dos acidos graxos linoleico e linolénico respectivamente,
destaque para as duplas ligagcbes demonstradas pelas setas.

Adaptado de https://pixabay.com/pt/acido-alfa-linolénico-acido-graxo-872688/
https://i0.wp.com/malnutridos.com/wp-content/uploads/2016/10/linoleico2.png



Utilizacao da torta de palmiste na suplementacao de ruminantes

Apesar dos beneficios de uma nutricdo adequada, a alimentacao representa
um custo elevado na pecuaria, principalmente quando sdo usados cereais de alto
valor nutricional. Em condicdes tropicais, existem espécies arboéreas cultivadas
comercialmente, que no processo de extracdo de seus 6bleos, disponibilizam
significativas quantidades de subprodutos agroindustriais.

Estes subprodutos tém menor valor agregado e, portanto, motivam pesquisas
quanto as qualidades quimicas e utilizagdo na dieta alimentar de ruminantes
(RODRIGUES FILHO et al., 1999), como forma de baratear custos, melhorar os
indices zootécnicos e minimizar os efeitos da sazonalidade produtiva dos
ruminantes. Sendo assim, a inclusdo de subprodutos na alimentagédo de ruminantes
€ economicamente justificavel, devido a qualidade nutricional e prego competitivo em
relacdo aos concentrados convencionais (COSTA et al., 2011; MACIEL et al., 2012).

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) € da familia das Palmaceas, de
origem africana, cultivada em varios paises de clima tropical, sem sazonalidade e
com alta produgéo, de cerca de 1,486 milhdes de toneladas de cachos no Estado do
Para (IBGE, 2016). A produtividade da cultura do dendé é maior do que a soja
(3.500 a 6.000 kg/ha vs 400 a 600 kg/ha), assim como o seu rendimento em graos
(Kg/ha) que pode ser oito vezes maior (SUFRAMA, 2003).

Dos frutos do dendezeiro sdo extraidos dois tipos de 6leo: o de palma,
retirado da polpa ou mesocarpo € o de palmiste, obtido da améndoa ou
endosperma. O beneficiamento da producéo inicia logo apds a colheita, e consta das
etapas de: esterilizacdo, debulha, digestdo e prensagem mecanica, de maneira
natural e sem o uso de substancias quimicas, extraindo da polpa do fruto o 6leo de
palma ou 6leo de dendé (SUFRAMA, 2003). Esta gordura de palma é popular nas
culinarias africana e brasileira, além de amplamente usada na industria de
alimentos, em frituras, massas de biscoito e sorvetes.

Da cultura do dendé obtém-se 22% de 6leo da polpa, 2% de 6leo de palmiste
e 3% de torta de palmiste do peso total do cacho (COSTA et al., 2011; SUFRAMA,
2003). O ¢6leo de palmiste € extraido da améndoa interna da semente, e a torta de

améndoa de dendé ou torta de palmiste é o subproduto resultante da polpa seca,



sendo o residuo agroindustrial mais abundante na regido Amazénica (RODRIGUES
FILHO et al., 1993; COSTA et al., 2011).

Além disso, a torta de palmiste possui teores de proteina bruta (PB; 14%),
digestibilidade in vitro da matéria organica (DVMO; 60%) e extrato etéreo (EE;
11,98%) que favorecem o uso deste subproduto na alimentagcdo animal
(RODRIGUES FILHO et al., 2001). A torta de palmiste possui caracteristicas
favoraveis, tais como: potencial nutritivo, auséncia de fatores antinutricionais,
disponibilidade durante o ano e baixo custo, que possibilitam o uso na alimentacéo
de bubalinos em proporgcdes de até 60% de substituicdo do volumoso (BARBOSA,
2010). O elevado percentual lipidico da torta de palmiste justifica o uso na
suplementacao animal, para a elevagao do teor energético da dieta, uma estratégia
utilizada para aumento de desempenho produtivo e reprodutivo.

Suplementacao de AGPI em ruminantes e os reflexos na reproducao

Acidos graxos poliinsaturados sdo constituintes essenciais das membranas
celulares, inclusive do sistema reprodutivo, e a proporcao nos diferentes tecidos €
um reflexo dos lipidios ingeridos na dieta (WATHES et al., 2007), de tal forma que
esse fornecimento de acidos graxos poliinsaturados pode modificar algumas vias
especificas e influenciar o metabolismo de alguns horménios, causando alteracdes
metabdlicas e endbécrinas, que resultam em mudancas na atividade uterina e
ovariana (LUCY et al., 1991; DIAS et al., 2009; MATTOS et al., 2000).

A inclusao dietética de acidos graxos, além de aumentar o coeficiente
energético da dieta, estimula a sintese e o acumulo de colesterol e ésteres de
colesterol nos tecidos e fluidos corporais, inclusive nos ovarios (NOGUEIRA, 2008) e
corpo luteo (HAWKINS et al., 1995). Altas concentragdes séricas de colesterol
promovem uma maior concentracdo de progesterona (P4) plasmatica (HAWKINS et
al., 1995; STRONGE et al., 2005; DEMETRIO et al., 2007).

Este aumento nas concentragbes de progesterona deve-se ao aumento na
sintese deste horménio (GRUMMER & CARROLL, 1991) e diminuicdo do
metabolismo hepatico (HAWKINS et al, 1995), com reflexos positivos no
desenvolvimento da competéncia embrionaria (MCNAMARA et al., 2003). Fator este



importante em bufalas, onde uma das principais causas de mortalidade embrionaria
precoce é a producao insuficiente de progesterona (CAMPANILE et al., 2005; 2007).

Os acidos graxos polinsaturados podem afetar caracteristicas do ciclo estral
de fémeas de corte e leite, com alteracées na duracao do ciclo, padrao de ondas
foliculares, dimensdo das estruturas ovarianas, concentracdes circulantes de
hormonios esterdides (SARTORI & MOLLO, 2007; GREGORY et al., 2009), tempo
de lutedlise e o niumero e tamanho dos foliculos (WATHES et al., 2007) e producao
de prostaglandinas (SARTORI & GUARDIEIRO, 2010).

Dietas ricas em AGPI, principalmente os acidos linoléico (C18:2; n6; w6) e
linolénico (C18:3; n3; w3), inibem a secrecao precoce de prostaglandinas — PGs, em
especial de PGF2a, com resultados bastante significativos na inibicdo da sintese de
PGF2a endometrial bovina (MATTOS et al., 2002; AMBROSE et al., 2006), e
consequente retardamento da lutedlise (WILLIAMS & STANKO, 2000), sendo
importante manter o equilibrio entre a lutedlise e mecanismos anti-luteoliticos para
obter bons resultados nas taxas de concepcédo em sistemas de criacdo de bovinos
(BINELLI et al., 2001) e bubalinos (NAZIR et al, 2013).

Os &acidos linoléico, que é convertido em &cido araquiddnico, um precursor
das prostaglandinas dienoicas (ex. PGF2a), e linolénico, que é convertido em &cido
eicosapentaenoico (EPA; C20:5n-3) precursor das prostaglandinas trienoicas (ex.
PGF3a), sdo descritos como os acidos graxos que afetam a fertilidade em bovinos
(SARTORI & GUARDIEIRO, 2010) € bubalinos (NAZIR et al., 2013).

O acido linoleico e os AGPI de cadeia longa, EPA e docosa-hexaenoico
(DHA; C22:6n-3), também agem como inibidores competitivos pela enzima
prostaglandina endoperoxido sintases (PGHS), dentro do processo de sintese das
prostaglandinas (THATCHER et al, 2004), e interferem na conversdo do acido
araquidonico a PGF2a (BINELLI et al., 2001).

Por outro lado, varios trabalhos tém sido realizados para melhor entender e
controlar o ciclo estral, a dindmica folicular ovariana e maximizar os resultados
reprodutivos em bovinos (PURSLEY et al., 1995) e bubalinos (BARUSELLI, 1992;
BARUSELLI et al., 2001; NEGLIA et al., 2003; BARUSELLI & CARVALHO, 2005; DE
RENSIS et al., 2005; GARCIA et al., 2008; GHUMAN et al., 2012).

Os protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), apesar de



serem uma alternativa potencial para o aumento do desempenho reprodutivo em
bufalos (BARUSELLI & CARVALHO, 2005), possuem ainda resultados bastante
variaveis com relacdo a taxa de concepcdo em bubalinos (GHUMAN et al, 2012),
sendo necessario desenvolver medidas para melhorar estes indices reprodutivos.

Fator relevante neste contexto é a mortalidade embrionéaria precoce resultante
da sintese PGF2a, devido a auséncia de fatores inibidores, acarretando em
degeneracao do corpo luteo e perda gestacional, principalmente em rebanhos de
bufalos leiteiros (MALIK et al., 2011). Estratégias de suplementacado dietética com
acidos graxos w3 ou w6, sdo capazes de diminuir a sintese de PGF2a pelo
endométrio (AMBROSE et al., 2006) e inibir a acao luteolitica, favorecendo o
reconhecimento de embrides bovinos ainda incapazes de sinalizar para o organismo
materno (BURNS et al, 2003), com a possibilidade de aumento das taxas de
concepcao das bufalas.

O efeito inibitério na sintese de PGs, na fase lutea tardia em vacas, pode
reduzir a incidéncia de perda embrionaria precoce, com aumento nas taxas de
concepcao (THATCHER et al., 1994; MATTOS et al., 2000; AMBROSE et al., 2006),
devido ao aumento no reconhecimento materno da gravidez (WATHES et al., 2007).
Acredita-se que conceptos bovinos pequenos e subdesenvolvidos sdo incapazes de
sinalizar e desencadear o reconhecimento materno da gestacdo, por meio da
producéo de interferon-tau (IFN-T) entre os dias 13 e 21 apds a ovulacdo, para que
ocorra o blogueio na liberagcao uterina de PGF2a e, assim, permitir a continuidade da
secrecao de progesterona pelo corpo luteo e manutencao da gestacao (BURNS et
al., 2003; SENGER, 2012).

O reconhecimento da gestacéo é o periodo em que o0 concepto sinaliza sua
presenca no ambiente uterino materno, sendo imprescindivel para evitar a secrecao
luteolitica de PGF2a, manutengdo do CL e da gestagdo (SENGER, 2012). Em
ruminantes, este periodo requer o alongamento do embrido, que coincide com a
maxima produc¢éo de interferon-tau (ANTONIAZZI et al., 2011).

O IFN-1 € um interferon do tipo |, secretado pelas células trofoblasticas do
blastocisto, embrido e anexos embrionarios antes da implantacdo, que age nas
células endometriais do utero para inibir a producdo de receptores de oxitocina e,

desta forma, evitar a sintese e liberagdo uterina de PGF2a, preservando o corpo



luteo e a gestacdo, além de promover a sintese de proteinas pelas glandulas
uterinas da porcao apical, fundamentais para a sobrevivéncia embrionaria antes da
sua implantagdo no endométrio uterino (SENGER, 2012). A faléncia funcional e
estrutural do corpo luteo ocorre somente em casos de auséncia de fertilizacao ou de
nao reconhecimento materno da gestacao, com liberacao de pulsos de PGF2a pelas
células endometriais entre o 15° e 19° dia do ciclo estral (BERTAN, 2004).

A suplementagao de vacas com AGPI ricos em linoléico (C18:2, w6), durante
o tempo esperado de lutedlise, promove resultados positivos em vacas submetidas a
protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo - IATF (LOPES et al, 2009; 2011)
e transferéncia de embrides em tempo fixo - TETF (CORDEIRO et al, 2015).
Também em bovinos, o acido linolénico (C18:3, w3) mostrou capacidade em elevar
as concentragdes de estradiol (Ez) plasmatico (ROBINSON et al., 2002).

Resultados descritos por Cordeiro et al. (2015), apontam que a
suplementacao de vacas de corte com sementes de girassol (EE 10,1%; rico em w6)
€ uma alternativa viavel, pois aumentam: as concentracbes séricas de colesterol
(148,2 £ 6,1 mg/dL vs 116,0 = 6,4 mg/dL) e a taxa de prenhez (66,7% vs 47,7%),
com resultados favoraveis também na TETF, com aumento da concentracdes de
progesterona (5,8 £ 0,4 ng/mL vs 3,5 + 0,4 ng/mL) e da taxa de prenhez no grupo
girassol (55,7% vs 36,9%) em comparagdo ao grupo controle, nos dois
experimentos.

Na suplementacdo de bufalas leiteiras com linhaca (59,4% w3), foram
evidenciados impactos positivos no desempenho reprodutivo, com elevacao das
concentragcdes de progesterona plasmatica e redugdo da secrecdo uterina de
PGF2a, durante o periodo de reconhecimento da gestacdo, com consequente
incremento de 35,5% na taxa de concepcao (NAZIR et al., 2013).

Fato semelhante ocorre na suplementacao de bufalas leiteiras com farinha de
peixe, que possui AGPI da familia n-3, acido eicosapentaendico (EPA, C20; 5) e
acido docosahexandico (DHA, C22; 6), com diferenca significativa nas
concentragdes venosas de 13,14-di-hidro-15-ceto-PGF2a (PGFM), entre o grupo
suplementado e o controle (197,4 + 41,7 pg/ml vs 326,3 + 33,5 pg/ml),
respectivamente, mas sem afetar o diametro do corpo luteo e as concentragdes de
progesterona (MALIK et al., 2011).
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RESUMO - O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
suplementacao alimentar com torta de palmiste sobre a atividade ovariana, lipidemia
e fungdo hepética de bufalas submetidas a sincronizagdo da ovulagdo, visando
determinar o melhor percentual de torta de palmiste que pode ser oferecido na dieta.
Foram utilizadas vinte e quatro bufalas da raca Murrah, com idade média de 5,67 +
1,60 anos e peso médio de 684,17 + 62,82 kg, ciclicas e nao lactantes, divididas em
quatro tratamentos de suplementacao com torta de palmiste (0%; 0,25%; 0,50% e
1,00% do peso vivo). Todas as bufalas foram submetidas ao protocolo Ovsynch e
foram avaliados os didmetros do foliculo pré-ovulatério, do corpo luteo e do ovario
ipsilateral nos dias D10 (fase folicular) e D17 (fase luteinica) apds o inicio do
protocolo de sincronizacdo. O sangue foi colhido nesses mesmos dias para
determinar as concentracdes séricas de colesterol total e fragdo HDL, triglicerideos,
progesterona (P4) e das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase (GGT). A suplementacao com
torta de palmiste ndo influenciou o desenvolvimento folicular e luteal (P>0,05) e nédo
incrementou as concentracdes de P4 (P=0,23). As concentracdes de colesterol total
aumentaram nos animais suplementados com até 0,5% PV de torta de palmiste,
independente da fase (P<0,05), mas esse efeito nao foi observado na fragcdo HDL do
colesterol, que se manteve semelhante nas fases folicular (54,86 mg/dL; P=0,08) e
luteinica (53,73 mg/dL; P=0,47) do ciclo estral. Nas concentragdes de triglicérides,
houve um efeito linear (P=0,03) dos tratamentos na fase folicular, porém, houve
similaridade na fase luteinica (59,99 mg/dL; P=0,51). A suplementacao nao alterou a
atividade da enzima ALT (P>0,05), mas as enzimas hepaticas AST e GGT tiveram
efeito significativo (P<0,05) nas duas fases avaliadas. No grupo suplementado com
1,0% PV as concentracées de AST e GGT foram acima do recomendado para a
espécie. Conclui-se que a suplementacao de bufalas com torta de palmiste aumenta
as concentracbes de colesterol e ftriglicerideos, mas ndo influencia nas
concentragdes circulantes de progesterona e no desenvolvimento folicular e luteal. A
avaliacao das enzimas hepaticas permite recomendar o fornecimento de 0,5% PV de
torta de palmiste para bufalas, com aumento nas concentracbes séricas de
colesterol, sem que haja disfuncao hepatica nos animais.

Palavras-chave: Bufalo, Colesterol, Fungcédo hepatica, Ovsynch, Sincronizacao
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ABSTRACT - The objective of the present study was to evaluate the effect of
food supplementation with palm kernel cake on ovarian activity, lipidemia and hepatic
function of buffaloes subjected to ovulation synchronization, aiming at determining
the best percentage of palm kernel cake that can be offered in the diet. Twenty-four
Murrah buffaloes, mean age of 5.67 £ 1.60 years and mean weight of 684.17 + 62.82
kg, cyclic and non-lactating, were divided into four treatments of palm kernel cake
supplementation (0%, 0.25%, 0.50% and 1.00% of live weight). All buffaloes were
submitted to the Ovsynch protocol and the diameter of the preovulatory follicle,
corpus luteum and ipsilateral ovary were evaluated at days D10 (follicular phase) and
D17 (luteal phase) after the initiation of the synchronization protocol. Blood was
collected on these same days to determine serum concentrations of total cholesterol
and HDL, triglycerides, progesterone (P4) and alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST) and gamma glutamyltransferase (GGT).
Supplementation with palm kernel cake did not influence follicular and luteal
development (P>0.05) and did not increase P4 concentrations (P=0.23).
Concentrations of total cholesterol increased in animals supplemented with up to
0.5% PV of palm kernel cake, regardless of the phase (P<0.05), but this effect was
not observed in the HDL cholesterol fraction, which remained similar in the follicular
phase (54.86 mg/dL, P=0.08) and luteal phase (53.73 mg/dL, P=0.47) of the estrous
cycle. In the triglyceride concentrations, there was a linear effect (P=0.03) of the
treatments in the follicular phase, but there was similarity in the luteal phase (59.99
mg/dL; P=0.51). Supplementation did not alter ALT activity (P>0.05), but liver
enzymes AST and GGT had a significant effect (P<0.05) in the two phases
evaluated. In the group supplemented with 1.0% PV the concentrations of AST and
GGT were above that recommended for the specie. It is concluded that
supplementation of buffaloes with palm kernel cake increases cholesterol and
triglyceride concentrations but does not influence circulating progesterone
concentrations and follicular and luteal development. The evaluation of hepatic
enzymes allows recommending the supplementation of 0.5% PV of palm kernel cake
to buffaloes, with increase in serum cholesterol concentrations, without hepatic
dysfunction in the animals.

Keywords: Buffalo, Cholesterol, Liver function, Ovsynch, Synchronization
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1. Introducao

Os bufalos sdo animais muito bem adaptados as condicbes ambientais
encontradas em paises de clima tropical semelhante aos seus paises de origem. Por
essa razao, a exploracdo econémica desses animais tem aumentado no Brasil,
especialmente na regido da Amazobnia brasileira, onde sao encontrados cerca de
74% do contingente nacional de 1.370.941 cabecas (IBGE, 2016). Esta espécie vem
sendo criada mundialmente em pequenas e médias propriedades, onde possui
fundamental importdncia econémica e social, com desempenho favoravel na
producédo de carne e leite, em diferentes sistemas de criacdo adotados. Todavia,
apesar da favoravel adaptacdo a ambientes diversos, os bubalinos apresentam
eficiéncia reprodutiva inferior aos bovinos, devido principalmente a puberdade
retardada e prolongados intervalos entre partos (ZICARELLI, 2010), o que
provavelmente esta relacionado com manejo deficiente e/ou selecao genética
inadequada (VALE, 2000).

Como estratégia para aumentar o desempenho reprodutivo, e considerando a
influéncia da nutricao nesse processo, mais precisamente do conteludo energético da
dieta, tem sido adotado o uso de gorduras na suplementacdo de fémeas bovinas
(THATCHER & STAPLES, 2000; FUNSTON, 2004; LOPES et al., 2009; 2011) e
bubalinas (MALIK et al.,, 2011; NAZIR et al.,, 2013). Um dos principais efeitos do
fornecimento de energia na dieta sobre a eficiéncia reprodutiva em fémeas
ruminantes deve-se a acao dos acidos graxos, 0os quais podem modificar algumas
vias especificas e influenciar o metabolismo de alguns horménios, causando
alteracées metabdlicas e enddcrinas que, por sua vez, resultam em mudancas na
atividade ovariana (DIAS et al, 2009). Ja foi demonstrado em bovinos que a
suplementacao lipidica aumenta a capacidade funcional dos ovarios, prolonga a vida
util do corpo luteo e aumenta as concentracées plasmaticas de progesterona, o que
reflete positivamente na competéncia (STAPLES et al.,, 1998; MCNAMARA et al.,
2003) e qualidade embrionaria (CERRI et al.,, 2009). Todavia, apesar dos efeitos
benéficos em fémeas bovinas, poucos estudos foram realizados para avaliar os
efeitos da suplementacdo alimentar com acidos graxos sobre a reproducdo em
fémeas bubalinas.
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A elevacao plasmatica de progesterona em decorréncia da suplementacéao
alimentar com acidos graxos se deve a varios fatores, tais como a maior oferta de
colesterol (precursor da progesterona) nos tecidos e fluidos corporais, inclusive nos
ovarios e corpo luteo (STRONGE et al., 2005; DEMETRIO et al., 2007); ao aumento
na sintese deste horménio (GRUMMER & CARROLL, 1991); e mesmo na
diminuicdo da metabolizagdo, em decorréncia da diminuicdo do metabolismo
hepatico (HAWKINS et al., 1995). A manutencdo de elevadas concentracoes
plasmaticas de progesterona pode ser importante em bufalas, pois uma das
principais causas de mortalidade embrionaria precoce € a producao insuficiente
deste horménio (CAMPANILE et al., 2005; 2007; 2008).

Apesar dos beneficios de uma nutricdo adequada, a alimentacao representa
um custo elevado na pecudria, principalmente quando sédo fornecidos cereais
utilizados na alimentagdo humana. Em condi¢cdes tropicais, existem espécies
arbéreas cultivadas comercialmente em cujo processo de extracdo de 6leos sao
produzidas significativas quantidades de subprodutos agroindustriais. Estes
subprodutos tém menor valor agregado e, portanto, motivam pesquisas quanto ao
valor nutricional para utilizacdo na dieta alimentar de ruminantes (RODRIGUES
FILHO et al., 1993; ABDALLA et al., 2008). A torta de palmiste, também conhecida
como Torta de Améndoa de Dendé (Elaeis guineensis Jacq.), € um abundante
subproduto agroindustrial, pois a cada 100 kg de frutos beneficiados para extracao
mecanica de 6leo, gera-se em torno de 3,0 kg de torta (COSTA et al.,, 2011). Além
disso, a torta de palmiste possui teores nutricionais de proteina bruta (14%),
digestibilidade (60%) e extrato etéreo (11,98%) que favorecem seu uso na
alimentacao animal (RODRIGUES FILHO et al., 2001).

Acreditando na importancia da criagdo de bufalos nas regides tropicais, no
potencial de utilizagdo da torta de palmiste na alimentacdo de bubalinos e na
necessidade de melhoria da eficiéncia reprodutiva dessa espécie, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito da suplementagdo alimentar com torta de
palmiste sobre a atividade ovariana de bufalas submetidas a sincronizagao de
ovulacdo com protocolo Ovsynch e sobre as concentracdes plasmaticas de
progesterona, lipoproteinas, triglicérides e enzimas hepaticas.
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2. Material e métodos
2.1. Local experimental

O experimento foi realizado na estacdo experimental de bufalos, pertencente
a Embrapa (Belém, PA, Brasil, 1°26'S e 48°24'0), de maio a outubro de 2015. O tipo
climatico desta regidao é o Afi (Képpen), com indices elevados de temperatura,
insolagao, precipitagdo pluviométrica e umidade relativa, com respectivas médias
anuais de 26,7°C, 2.338 horas, 3.001 mm e 84%, e periodo menos chuvoso de junho
a novembro (BASTOS et al., 2002).

2.2. Dietas e animais experimentais

Foram utilizadas vinte e quatro bufalas da raca Murrah, com idade média de
5,67 = 1,60 anos, peso médio de 684,17 + 62,82 kg, ciclicas, ndo lactantes e higidas
conforme recomendacgdes para bubalinos feitas por Lau (1999; 2006). As bufalas
foram distribuidas entre os tratamentos considerando sua idade, peso e ordem de
parto, de tal forma que o0s grupos experimentais permanecessem equilibrados.
Todos os procedimentos realizados com animais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Campus Jaboticabal (protocolo n°5128/15).

As bufalas foram mantidas em uma area de pasto de Urochloa brizantha cv.
Marandu, em sistema de pastejo com lotagcédo intermitente. Na area experimental de
10 ha, subdividida em oito piquetes, todos os animais pastejavam de forma
agrupada, para evitar qualquer efeito indesejado da qualidade da pastagem sobre os
grupos. Sal mineral e agua limpa foram fornecidos ad libitum em cochos cobertos e
bebedouros artificiais, respectivamente.

Foram delineados quatro tratamentos, correspondentes aos niveis de
fornecimento diario de torta de palmiste: 0%; 0,25%; 0,50% e 1,0% do peso vivo
(PV) animal, com base na matéria seca. Em todos os tratamentos, o farelo de trigo
foi utilizado na proporgédo de 0,15% PV, para aumentar a aceitagcdo da torta de
palmiste. Os animais foram suplementados com a torta de palmiste por 60 dias para
adaptacdao as dietas e, na sequéncia (fase experimental), receberam a
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suplementacao por 120 dias. A suplementacgao foi fornecida em cochos individuais
no galpdo de arracoamento, uma vez ao dia e pelo periodo da manha. Para
determinar o consumo da torta de palmiste, as sobras foram coletadas diariamente.
O ajuste na quantidade da torta de palmiste fornecida as bufalas era realizado

mensalmente, por ocasidao da pesagem dos animais.

2.3. Analises quimicas

Para a realizagdo das analises, as amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente e moidas em moinho do tipo Willey com peneira de 1 mm.
Todas as amostras de cada més foram combinadas e a propor¢cdo da composicao
guimica dos componentes das dietas esta demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Proporcao da composicao quimica da torta de palmiste, do farelo de trigo
e da graminea (Urochloa brizantha cv. Marandu), fornecidos as bufalas

. . Torta de Farelo de
Composicao quimica . . Graminea
palmiste trigo
Matéria Seca (MS; %) 95,53 89,01 29,50
Matéria Organica (% MS) 96,20 94,55 93,40
Extrato Etéreo (% MS) 10,20 3,33 2,59
Proteina Bruta (% MS) 10,28 15,89 8,52
FDNcp (% MS) 53,03 43,40 67,67
FDAcp (% MS) 35,00 13,74 39,38

Abreviaturas: FDNcp, Fibra em Detergente Neutro corrigida para cinzas e
proteina; FDAcp, Fibra em Detergente Acido corrigida para cinzas e proteina.

Amostras da torta de palmiste foram colhidas mensalmente e foram
estocadas a -20°C para posterior analise conforme métodos preconizados pelo
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia Animal (INCT-CA)
(DETMANN et al., 2012), para os teores de: matéria seca (MS; método INCT-CA G-
003/1), matéria organica (MO; INCT-CA M-001/1), proteina bruta (PB; método INCT-
CA N-001/1), extrato etéreo (EE; INCT-CA G-005/1), fibra em detergente neutro
corrigida para cinzas e proteina (FDNcp; INCT-CA F-002/1, INCT-CA M-002/1 e
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INCT-CA N-004/1) e fibora em detergente acido corrigida para cinzas e proteina
(FDAcp; INCT-CA F-004/1, INCT-CA M-003/1 e INCT-CA N-005/1).

A fracéo lipidica da torta de palmiste foi extraida pelo método butt soxhlet
(AOCS, 2009). A quantificacdo da composicao de acidos graxos da torta de palmiste
(Tabela 2) foi realizada em cromatografo gasoso capilar (CGC Agilent 68650 series

GC system, AGILENT, EUA).

Tabela 2 — Proporcao da composicdo em acidos graxos da torta de palmiste

Acidos graxos % massa/massa

SATURADOS 82,40
C6:0 (Caprdico) 0,77
C8:0 (Caprilico) 3,47
C10:0 (Caprico) 3,28
C12:0 (Laurico) 46,58
C14:0 (Miristico) 16,41
C15:0 (pentadecandico) 0,06
C16:0 (Palmitico) 8,57
C17:0 (Margarico) 0,13
C18:0 (Esteéarico) 2,69
C20:0 (Araquidico) 0,16
C22:0 (Behénico) 0,11
C24:0 (Lignocérico) 0,17
INSATURADOS 17,60
C18:1 (Oléico) 15,06
C18:2 (Linoléico) 2,36
C20:1 (Eicosendico) 0,18

Total 100,00
Relagao insaturados/saturados 0,21

O cromatografo utiliza coluna capilar DB 23 Agilent (50% cyanopropyl)-
methylpoysiloxane, com dimensdes de 60 m, diametro interno de 0,25 mm e 0,25 ym

de filme. As condicbes de operacdo do cromatégrafo foram: fluxo de coluna 1,00
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mL/min.; velocidade linear 24 cm/s.; temperatura do detector 280° C; temperatura do
injetor 250° C; temperatura do forno 110°C mantida durante 5 min., aguecimento de
110 a 215 °C (5 °C/min.), e manutengcdo a 215°C durante 24 min.; gas de arraste
Hélio; volume injetado 1,0 uL. A andlise foi realizada no Laboratério de Oleos e
Gorduras da Universidade de Campinas, SP, Brasil (DTA, FEA, UNICAMP).

2.4. Sincronizacao do ciclo e avaliacao ultrassonografica dos ovarios

Durante a fase de adaptacdo a suplementacao dietética, as bufalas foram
avaliadas por ultrassonografia (US) transretal com transdutor linear de 7,5 MHz
(Scanner DP-3300Vet®, Shenzhen Mindray bio-medical electronics co. Itda, China),
com a finalidade de confirmar a ciclicidade dos animais, pela presenca de corpo
luteo, e auséncia de alteragdes nos ovarios e Utero. Apds o periodo de adaptacao,
em dia aleatério do ciclo estral, todas as bufalas foram submetidas a sincronizacao
da ovulacdo com protocolo Ovsynch, semelhante ao desenvolvido para bovinos
(PURSLEY et al., 1995), porém adaptado para bubalinos (NEGLIA et al., 2003). O
protocolo de sincronizagao foi repetido nos animais experimentais durante quatro
sequéncias, com intervalo de 30 dias, durante o periodo experimental, conforme
representado na Figura 1.

. 120 dias

| Suplementagao com torta de palmiste (0; 0,25; 0,5 e 1,0% PV)

" Sincronizacgao 1 " Sincronizagao 2 " Sincronizagao 3 " Sincronizagao 4

A

| Periodo de adaptacao (60dias)

- N

! Buserelina Cloprostenol Buserelina us us

20 ug - 500 ug - 20 ug - Coleta de Coleta de

Sincroforte® Clocio® Sincroforte® sangue sangue
| | | I |

Dia 0 Dia 7 Dia 9 Dia 10 Dia 17

(D0) (D7) (D9) (D10) (D17)
Figura 1 — Representacdo do delineamento experimental e aplicagdo de

medicamentos no protocolo de sincronizagdo da ovulacao (Ovsynch), adotado no
experimento.

No primeiro dia do protocolo de sincronizacdo (Dia 0), as bufalas foram
tratadas com acetato de buserelina, um analogo do GnRH (Sincroforte® 20 ug im;
OUROFINO Saude Animal, Brasil); no Dia 7, foi aplicado cloprostenol sédico



26

(Clocio® 500 pg im; BIMEDA Brasil S.A., Brasil); e no Dia 9, foi aplicado acetato de
buserelina (Sincroforte® 20 ug im).

Durante a fase experimental, os didmetros do foliculo pré-ovulatério, do corpo
luteo e do ovério ipsilateral foram aferidos nos dias D10 (fase folicular) e D17 (fase
luteinica) apos inicio do protocolo de sincronizagao, sempre pelo mesmo operador. A
cada avaliacado da superficie ovariana, ainda com as imagens congeladas na tela,
foram realizadas as medi¢cdes das estruturas citadas. No caso de corpo luteo
cavitario, a area da cavidade luteal foi subtraida da area do corpo luteo, para se

determinar a area do tecido luteal.

2.5. Colheita de sangue e ensaios

Amostras de sangue foram colhidas nos dias D10 e D17 apds inicio do
protocolo de sincronizagdo da ovulagéo. Foi realizada venopungédo da veia jugular
com uma agulha para coleta 21 Ga (Labor Import Comercial Imp. Exp. Ltda, Brasil)
para colheita a vacuo sangue em dois tubos de vidro estéreis (Vacutainer, 10 mL,
Becton Dickinson, EUA), sendo um sem anticoagulante e outro com ativador de
coagulo . Os tubos foram centrifugados (Centrifuga Quimis, Brasil) a 1500 X g por 10
min. em temperatura ambiente e as amostras da fracdo soro foram acondicionadas
em microtubos, em triplicata. Os microtubos foram mantidos a -20°C até o momento
das andlises de metabdlitos e horménios, com descongelamento Unico.

As concentragbes séricas de colesterol total, colesterol fragdo HDL,
triglicerideos e das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase (GGT) foram determinadas por
meio de reacdes enzimaticas colorimétricas, utilizando kits comerciais (Labtest
Diagnéstica S.A., Brasil), de acordo com as recomendagcdes do fabricante e
conforme os métodos descritos por Allain et al. (1974) e Fossati & Lorenzo (1982).
As mensuracoes foram realizadas em analisador bioquimico automatico (BS 120®,
Shenzhen Mindray Bio-medical Electronics Co. Ltda, China) no Laboratério de
Bioquimica da Universidade Federal do Para (UFPA), Campus Castanhal

As concentracdes de progesterona foram quantificadas por radioimunoensaio
(RIA), nas amostras de sangue coletadas no dia D17 em relagdo ao inicio do
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protocolo de sincronizacdo da ovulagdo. Foram utilizados kits comerciais (MP
Biomedicals, California, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Todas as amostras foram analisadas simultaneamente, apds a finalizacdo do
experimento. A quantidade minima detectavel de progesterona foi 0,187 ng/mL. Os
coeficientes de variacado intra e inter ensaio foram 6,95% e 8,67%, respectivamente.
Estas analises foram realizadas no Laboratério de Endocrinologia Animal, sediado
na Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, Campus de Aracatuba, Sao
Paulo.

2.6. Analise Estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas através do Statistical Analysis
System for Windows (SAS 9.1, 2003; SAS Institute, EUA). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e seis
repeticdes, com medidas repetidas no tempo (quatro periodos de sincronizacoes).
Os dados foram submetidos aos procedimentos de anélise de normalidade (Proc
Univariate, Shapiro-Wilk test) para testar a distribuicdo normal. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA), onde foram testados os efeitos do
percentual de suplementacao, periodo de sincronizacdo e a interacao entre os
fatores; tanto os efeitos do periodo de sincronizagdo como a interacao nao foram
significativos. Para analise do efeito do percentual de suplementacdo com torta de
palmiste, os dados foram submetidos a analise de regressao polinomial. As variaveis
paramétricas foram expressas como média e erro padrdao da média (média £ EPM).
Foi adotado um nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

Dentre os diferentes percentuais de suplementacao com torta de palmiste,
somente o fornecimento de 1% PV apresentou sobras de consumo diario, tendo
consumo real médio diario na ordem de 0,7% PV.

Os diferentes percentuais de suplementacéo alimentar com torta de palmiste
nao influenciaram (P>0,05) os didmetros dos foliculos pré-ovulatérios, dos corpos
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luteos e dos ovarios (Tabela 3), determinados pelas avaliagdes ultrassonograficas
realizadas nos dias D10 e D17 apds o inicio da sincronizagao, correspondentes as
fases folicular e luteinica do ciclo estral, respectivamente. O didmetro médio do
foliculo pré-ovulatério foi de 13,34 + 0,29 mm e do ovario ipsilateral foi de 22,19 +
0,33 mm. Ja na fase luteinica, o didmetro médio do corpo luteo foi de 15,88 + 0,33
mm e o do ovario ipsilateral foi de 22,75 £ 0,45 mm.

Tabela 3 — Medidas (média £+ EPM) de ovarios e estruturas ovarianas (foliculos e
corpos luteos) durante as fases folicular (D10) e luteinica (D17) de bufalas
suplementadas com diferentes percentuais de torta de palmiste

Medidas Fornecimento de Torta de Palmiste (% PV) Valor
Ovarianas 0,00 0,25 0,50 1,00 de P
Folicular

FolDiam' 13,17 + 0,63 14,00 + 0,65 12,90 + 0,42 13,21 + 0,59 0,7046
FolCirc? 38,91 + 1,91 41,00 + 2,01 37,94 +1,28 38,66 +1,60 0,5998
FolArea® 124,89+ 11,79 139,40 +1250 11575+7,55 119,47+8,78 10,4122
DiamOv* 21,93+ 0,69 22,09 £ 0,69 22,72 + 0,64 21,93+0,60 0,6991
Luteinica
CLDiam® 16,34 + 0,75 16,25 + 0,77 15,68 + 0,55 15,19+ 0,56 0,1860
CLCirc® 48,07 + 2,26 48 33 +2.23 46,33 +1,70 4558 +1,79 0,3030
CLArea’ 188,76 +18,24 192,34 +18,85 173,53 +12,77 169,15+13,06 0,2924
DiamOv* 22,56 + 0,80 23,85+ 0,93 22,19 +0,95 22,31+0,88 0,5312

Abreviaturas:'FolDiam — diametro folicular, 2FolCirc — circunferéncia folicular, *FolArea —
area folicular, “DiamOv - didmetro ovariano, *CLDiam — didmetro do corpo luteo, *CLCirc
— circunferéncia do corpo luteo, ‘CLArea — area do corpo luteo.

As concentracoes séricas de colesterol total aumentaram gradativamente, de
acordo com o percentual de torta de palmiste fornecido na dieta das bufalas, com
efeitos quadratico (P=0,0151) e linear (P=0,0589) crescentes nas analises das fases

folicular e luteinica do ciclo estral, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 - Concentragcdes séricas de colesterol total em bifalas suplementadas com
diferentes percentuais de torta de palmiste, nas fases folicular (A) e luteinica (B) do

ciclo estral sincronizado

As concentrac¢des séricas da fracdo HDL do colesterol ndo foram afetadas

com o aumento do percentual de torta de palmiste fornecido na dieta das bufalas

(Tabela 4), com concentracdes séricas sanguineas médias de 54,86 + 1,08 mg/dL
na fase folicular (P=0,0841) e de 53,73 £ 1,00 mg/dL na fase luteinica (P=0,4695) do

ciclo estral sincronizado.

Tabela 4 — Valores de medidas (média + EPM) dos metabdlitos sanguineos, durante
as fases folicular (D10) e luteinica (D17), de bufalas suplementadas com diferentes

percentuais de torta de palmiste

Fornecimento de Torta de Palmiste (% PV)

Metabolitos Valor de P
0,00 0,25 0,50 1,00
Fase Folicular
HDL'(mg/dL) 51,29+2,15 54,92+2,38 58,04+2,17 54,71 +1,26 0,0841
ALT2(U|/L) 31,71 £2,36 29,292,119 3250+1,41 32,41 +1,91 0,5472
Fase Luteinica
HDL1(mg/dL) 51,95+1,75 53,23+2,06 55,77+2,55 53,84+1,19 0,4695
ALT?(UI/L) 31,90+250 30,50+x2,22 32,09+1,81 30,47+230 0,7656
Trig®(mg/dL) 57,65+490 57,00+£5,03 64,91+270 60,21+4,03 0,5100
P44(ng/mL) 7,40 £ 0,90 8,75+1,34 725+£090 9,97+1,76 0,2324
Abreviaturas:'"HDL — HDL colesterol, °ALT — alanina-aminotransferase, °Trig —

triglicerideos, *P, — progesterona.
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As concentracoes séricas de progesterona na fase luteinica (D17) nao foram
afetadas com o aumento de torta de palmiste nas dietas das bufalas (Tabela 4), com
valores médios de 8,31 + 0,63 ng/mL.

Nos testes de funcao hepatica, nao houve alteragdo nas concentragdes séricas
da enzima ALT entre os tratamentos, seja na fase folicular (P=0,5472) ou na fase
luteinica (P=0,7656) do ciclo estral, com valores médios de 31,40 + 0,99 UI/L e 31,25
+ 1,09 UI/L, respectivamente (Tabela 4).

Com relacdo as concentragdes séricas de triglicerideos, houve um efeito
linear crescente (P=0,0339) relacionado ao fornecimento da torta de palmiste nas
dietas durante a fase folicular (Figura 3). Todavia, 0 mesmo nao foi observado na
fase luteinica (P=0,5100), quando houve similaridade entre os tratamentos, com
valor médio de 59,99 + 2,12 mg/dL (Tabela 4).
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Figura 3 - Concentragdes séricas de triglicerideos na fase folicular do ciclo estral
sincronizado de bufalas suplementadas com diferentes percentuais de torta de
palmiste na dieta.

A atividade da enzima AST foi influenciada (P<0,001) pelo aumento da oferta
de torta de palmiste, com efeito linear crescente nas fases folicular e luteinica
(Figura 4) do ciclo estral sincronizado. Fato semelhante ocorreu com a atividade da
enzima GGT, que foi afetada pelos percentuais de inclusdo da torta de palmiste nas
dietas das bufalas (Figura 4), com efeito linear crescente tanto na fase folicular
(P<0,05) quanto na luteinica (P<0,001) do ciclo estral sincronizado.
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Figura 4 - Concentracbes séricas das enzimas AST e GGT em bufalas
suplementadas com diferentes percentuais de torta de palmiste na dieta, nas fases
folicular (respectivamente A e B) e luteinica (respectivamente C e D) do ciclo estral
sincronizado.

4. Discussao

Sabe-se que os bufalos tém maior eficiéncia de conversao alimentar quando
comparados aos bovinos, o que se deve a maior eficiéncia celulolitica ruminal e
melhor aproveitamento de forragens de baixa qualidade (TEWATIA & BHATIA,
1998). No entanto, muitas vezes se torna necessaria a suplementacdo desses
animais em periodos criticos, devido a sazonalidade das forrageiras. Porém, a
alimentacao representa um custo elevado na pecuaria, o que estimula a avaliacao
dos efeitos de suplementos com menor valor agregado. Dentro desse escopo, o

presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da utilizagdo da suplementacao
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dietética com um subproduto agroindustrial de elevado valor nutricional, a torta de
palmiste, sobre parametros reprodutivos e metabdlicos de bufalas sincronizadas.

A suplementagdo dietética com acidos graxos para ruminantes é assunto
controverso, pois diferentes trabalhos tém reportado aumento (NAZIR et al., 2013;
CORDEIRO et al., 2015) ou auséncia de efeito (CHILDS et al., 2008; MALIK et al.,
2011) sobre as concentracdes séricas de progesterona. Maiores concentracdes
deste esteroide foram demonstradas em alguns estudos realizados em bovinos, o
que foi justificado pela hipétese da diminuicdo do metabolismo (clearance) hepético
resultante de suplementacgdes lipidicas (SARTORI & MOLLO, 2007), embora ainda
seja necessario realizar avaliagdes que consigam mensurar o fluxo hepatico dos
animais suplementados. Outra explicacdo para maiores concentracoes de esterbides
€ o0 possivel aumento na pulsatilidade de LH (HIGHTSHOE et al., 1991), resultando
em aumento do didmetro de foliculos e corpos luteos (RAES et al., 2004).
Entretanto, no presente estudo nao houve diferenca nas concentracbes de
progesterona no dia 17 ap6s o inicio do protocolo de sincronizacao entre as bufalas
nao suplementadas ou suplementadas com torta de palmiste. Independentemente
das concentracoes de torta de palmiste utilizadas como suplemento, ndo foram
observadas alteracdes no desenvolvimento folicular e luteal. Consequentemente, a
auséncia de variagdo no didmetro, circunferéncia ou area de tecido luteal justificam
uma possivel auséncia de efeito da dieta rica em acidos graxos sobre a biossintese
de progesterona, mesmo tendo sido observado aumento das concentracoes séricas
de colesterol total nos animais tratados.

O colesterol desempenha funcdo importante na fisiologia do ovario, pelo fato
de ser precursor dos horménios esteroides secretados por este érgao. No presente
estudo, a inclusdo da torta de palmiste na dieta das bufalas, até o nivel de 0,5% PV
de fornecimento, independente da fase avaliada, elevou as concentragcdes séricas
de colesterol total (84,41 mg/dL) em relagdo aos animais que nao receberam a torta
de palmiste (75,40 mg/dL). Contudo, mesmo os maiores valores observados
mantiveram-se dentro dos valores de referéncia (89-134 mg/dL) para bufalas
leiteiras (ARSHAD et al.,, 2005; HAGAWANE et al,, 2009). Acredita-se que o
aumento na absorcao de acidos graxos por via gastrointestinal, em decorréncia do
fornecimento da torta de palmiste na alimentacdo das bufalas, tenha favorecido o
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aumento dos niveis séricos de colesterol total, via sintese e acumulo de colesterol e
ésteres de colesterol no sangue (HAWKINS et al,, 1995; STRONGE et al., 2005;
DEMETRIO et al., 2007). Fato semelhante ao observado no presente estudo foi
relatado por outros pesquisadores (NAZIR et al., 2013; SILVA et al.,, 2014), que
também consideram possivel a modulacdo das concentracées plasmaticas de
colesterol por meio do incremento do extrato etéreo nas dietas. E interessante frisar
que o fornecimento alimentar de 1,0% PV de torta de palmiste causou um declinio
nas concentracdes de colesterol total sérico, nas fases folicular e luteinica, fato este
qgue nao esta completamente esclarecido.

Por outro lado, ndo foi observado efeito sobre a fracdo HDL do colesterol
entre as bufalas ndo suplementadas ou suplementadas com a torta de palmiste, nas
diferentes fases do ciclo estral avaliadas. As concentracées de HDL estdo abaixo
das obtidas por Campanile et al. (2010), com valores médios de 64 mg/dL em
bafalas suplementadas com dieta a base de milho.

No presente estudo, foi também avaliada a funcdo hepética das bufalas,
visando definir as propor¢cdes adequadas da torta de palmiste (em % PV) que podem
ser inseridas na dieta sem causar danos ou alteracbes metabdlicas. A
suplementacao alimentar com torta de palmiste ndo alterou a atividade da enzima
ALT nas bufalas, que apresentou valor médio (31,33 UI/L) inferior ao valor médio de
42,8 Ul/L encontrado por Nazir et al (2013) em bufalas suplementadas com
sementes de linhaga.

No entanto, as bufalas suplementadas com torta de palmiste apresentaram
aumento nas concentracbes séricas da enzima hepatica AST, nas duas fases
avaliadas, de acordo com o aumento na inclusdo da torta na dieta. Provavelmente, a
elevacao desta enzima hepética deve-se ao fato do figado desempenhar papel
fundamental na homeostase do metabolismo das gorduras, por retirar do plasma as
lipoproteinas que estdo em excesso durante a absorgéo intestinal, ou devolver ao
sangue os acidos graxos na forma de triglicerideos, fosfolipideos e ésteres de
colesterol, ligados as lipoproteinas (NIEMEYER, 1978). No entanto, no presente
estudo nao foi observado quadro de disfuncao hepatica até o nivel de 0,5 % PV de
inclusao da torta, ja que a atividade da enzima AST apresentou valor médio (129,06
UI/L) bem préximo ao valor de 131,5 Ul/L descrito por Gandra et al. (2011), mas
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inferiores aos descritos por Gomes et al. (2010) de 143,1 Ul/L, os quais séo
considerados valores de referéncia para bufalas da raga Murrah. Por outro lado, a
suplementacao das bufalas com 1,0% PV da torta de palmiste promoveu elevacao
da atividade da enzima AST, com valor médio superior ao valor de referéncia para
bufalas (167,47 vs. 143,1 UI/L), conforme descrito por Gomes et al. (2010). Este
achado indica um possivel quadro de disfuncao hepatica, o que deve ser evitado.

Independentemente da fase avaliada (folicular ou luteal), as concentracbes
séricas médias da enzima GGT em bufalas suplementadas com até 0,5 % PV de
torta de palmiste foram préximas ao valor de referéncia descrito por Gomes et al.
(2010) para a mesma espécie e raga (31,83 UI/L vs. 33,3 Ul/L). No entanto, houve
elevacao significativa no valor médio (38,7 Ul/L) de atividade dessa enzima nas
bufalas tratadas com 1,0% PV de torta de palmiste na dieta, o que pode resultar em
efeitos indesejaveis na funcdo hepatica dos animais e, por conseguinte, na
capacidade de absorcao dos nutrientes presentes nos alimentos.

Conclusao

Em suma, os resultados do presente estudo demonstraram que a
suplementacao de bufalas com torta de palmiste aumenta as concentracbes séricas
circulantes de colesterol total e triglicerideos, mas nao influencia no desenvolvimento
folicular e luteal e também nao tem efeito sobre as concentracdes circulantes de
progesterona. A avaliagdo das enzimas hepaticas permite recomendar o
fornecimento de 0,5% PV de torta de palmiste para bufalas em pastejo, com
aumento nas concentragdes séricas de colesterol, sem que haja disfuncao hepatica

nos animais.
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RESUMO - O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
suplementacdo com sais de célcio de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) na taxa
de concepcéao de bufalas submetidas a inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e
quantificar os niveis de progesterona e o perfil lipidico desses animais. Foram
utilizadas bufalas leiteiras (Bubalus bubalis, n=120) da raca Murrah, com peso médio
de 452,27 + 6,55 kg e ECC de 3,41 £ 0,05. Todas as bufalas foram submetidas a um
protocolo de sincronizacao da ovulagéo e a partir do dia da IATF (DO) divididas em
trés tratamentos de suplementagdo com os concentrados (0,5% PV) durante 22 dias.
Os tratamentos foram: grupo Controle: animais suplementados com concentrado
padrao; grupo Soja: concentrado padrao acrescido de 6leo de soja refinado e grupo
Megalac: concentrado padrdo acrescido de gordura protegida. Foram dosadas as
concentragdes séricas de colesterol total, HDL, triglicerideos e progesterona (P4) nos
dias D-12 (pré-tratamento) e D22 (pds-tratamento). O diagnéstico de prenhez foi
realizado 30 dias apdés a IATF. Houve uma elevacao substancial de consumo de
AGs insaturados para os grupos Soja e Megalac, na ordem de 174,43% e 198,47%
respectivamente, em comparacdo ao grupo Controle. Apdés 22 dias de
suplementacao, as concentragbes séricas de colesterol total, HDL, LDL e lipidios
totais foram mais elevadas (P<0,05) nos grupos tratados Soja e Megalac em
comparacdo ao grupo Controle, e as concentragdes circulantes de P4 ndo diferiram
estatisticamente entre os grupos Controle, Soja e Megalac, tanto para as fémeas
prenhas (18,09+2,06 vs 20,53+1,95 vs 18,76+1,36; P=0,6833, respectivamente)
quanto para as nao prenhas (4,15£1,06 vs 8,34+1,87 vs 6,09+1,51; P=0,2105,
respectivamente). Os resultados da taxa de concepc¢ao aos 30 dias demonstram que
houve diferenca entre os grupos (P=0,0130) Soja, Controle e Megalac, onde as
bufalas suplementadas com racdo Controle e Megalac obtiveram uma maior taxa de
concepcao (33,3% e 30,8%, respectivamente) em relacao ao grupo Soja (14,3%).
As suplementacées com concentrados adicionados de sais de calcio de AGPI
aumentaram as concentracdes séricas de lipidios (colesterol total, HDL, LDL, lipidios
totais), mas n&o desencadearam reflexos positivos nas concentracdes circulantes de

progesterona e nas taxas de concepc¢ao das bufalas.

Palavras-chave: AGPI, Bufalo, Colesterol, Gordura Protegida, Oleo de soja
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ABSTRACT — The objective of the present study was to evaluate the effect of
supplementation with calcium salts of polyunsaturated fatty acids (PUFA) on the
conception rate of buffaloes submitted to artificial insemination at fixed time (FTAI)
and to quantify progesterone levels and lipid profile of these animals. Milk buffaloes
(Bubalus bubalis, n = 120) of the Murrah breed were used, with a mean weight of
452.27 + 6.55 kg and BCS of 3.41 £ 0.05. All buffaloes were submitted to an
ovulation synchronization protocol and from day FTAI (DO) divided into three
supplementation treatments with the concentrates (0.5% PV) for 22 days. The
treatments were: Control group: animals supplemented with standard concentrate;
Soybean group: standard concentrate plus refined soybean oil and Megalac group:
standard concentrate plus protected fat. The serum concentrations of total
cholesterol, HDL, triglycerides and progesterone (P4) on days D-12 (pre-treatment)
and D22 (post-treatment) were measured. The diagnosis of pregnancy was
performed 30 days after the FTAIL There was a substantial increase in the
consumption of unsaturated AGs for the Soja and Megalac groups, in the order of
174.43% and 198.47%, respectively, compared to the Control group. After 22 days of
supplementation, serum concentrations of total cholesterol, HDL, LDL and total lipids
were higher (P<0.05) in the treated groups compared to the Control group, and the
circulating concentrations of P4 did not differ statistically between the Control,
Soybean and Megalac groups, both for pregnant females (18.09 + 2.06 vs. 20.53 *
1.95 vs 18.76 £ 1.36, P=0.6833, respectively) and for non-pregnant (4.15 + 1.06 vs
8.34 £ 1.87 vs. 6.09 + 1.51, P=0.2105, respectively). The results of the conception
rate at 30 days show that there was a difference between the groups (P=0.0130)
Soybean, Control and Megalac, where buffaloes supplemented with Control and
Megalac rations obtained a higher conception rate (33.3% and 30.8%, respectively)
in relation to the Soja group (14.3%). Supplements with added concentrates of PUFA
calcium salts increased serum lipid concentrations (total cholesterol, HDL, LDL, total
lipids), but did not trigger positive reflexes in circulating progesterone concentrations

and buffalo conception rates.

Keywords: PUFA, Buffalo, Cholesterol, Protected Fat, Soybean Oil
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1. Introducao

Os bufalos estdo geograficamente distribuidos ao redor do mundo, com um
contingente de 199 milhdes de cabegas, sendo 97% localizado na Asia, com
destaques para india (56,4%), Paquistdo (18,4%) e China (11,9%)(FAO, 2016).
Atualmente, no Brasil encontra-se o maior rebanho de bufalos das Ameéricas,
provavelmente devido a rusticidade e grande habilidade de adaptacdo a diversos
ambientes, onde sdo explorados para a producdo de carne, leite e tracdo animal
(SANTOS et al., 2016).

Varios trabalhos tém sido realizados nesta espécie para melhor entender e
controlar o ciclo estral e a dindmica folicular ovariana, buscando-se maximizar os
resultados reprodutivos (BARUSELLI et al., 2001; NEGLIA et al., 2003; BARUSELLI;
CARVALHO, 2005; GARCIA et al., 2008; GHUMAN et al., 2012). Porém, apesar do
avango dos programas de inseminacdo artificial, os resultados das taxas de
concepcao em bubalinos ainda sao insatisfatérios.

Fator relevante destas biotécnicas sao as perdas embrionarias decorrentes da
sintese e liberacao precoce de PGF2a, acarretando em degeneracao do corpo luteo
e perda gestacional, principalmente em rebanhos de bufalos (MALIK et al., 2011;
NAZIR et al., 2013). Acredita-se que conceptos pequenos e subdesenvolvidos sejam
incapazes de sinalizar e desencadear o reconhecimento materno da gestacao,
através da producao de interferon-tau (IFN-t) entre os dias 13 e 21 apds a ovulacao,
para que ocorra o bloqueio na liberacdo uterina de PGF2a e, assim, permitir a
continuidade da secrecdo de progesterona pelo corpo Iiteo e manutengdo da
gestacao (BURNS et al., 2003; SENGER, 2012).

A faléncia funcional e estrutural do corpo liteo ocorre somente em casos de
auséncia de fertilizagdo ou de n&o reconhecimento materno da gestacdo, com
liberagdo de pulsos de PGF2a pelas células endometriais entre 0 15° e 192 dia do
ciclo estral (BERTAN, 2004). O efeito inibitério da sintese de prostaglandinas pode
reduzir a incidéncia de perda embrionaria precoce, com aumento nas taxas de
concepcao (THATCHER et al., 1994; MATTOS et al., 2002; AMBROSE et al., 2006),
devido ao aumento no reconhecimento materno da gestacao (WATHES et al., 2007).
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Dietas ricas em &cidos graxos poliinsaturados (AGPI), principalmente os
acidos graxos (AGs) essenciais linoléico (C18:2; n6; w6) e/ou linolénico (C18:3; n3;
w3), inibem a secrecao precoce de prostaglandinas — PGs, em especial de PGF2q,
e retardam a lutedlise (WILLIAMS & STANKO, 2000; CHENG et al, 2001),
favorecendo o reconhecimento de embrides ainda incapazes de sinalizar para o
organismo materno (BURNS et al.,, 2003). Sendo importante manter o equilibrio
entre a lutedlise e mecanismos anti-luteoliticos para obter bons resultados nas taxas
de concepcdo e consequente melhoria da eficiéncia reprodutiva em sistemas de
criagcdo de bovinos (BINELLI et al., 2001) e bubalinos (NAZIR et al., 2013).

Desta forma, sao verificados resultados positivos ap6s a suplementacao de
vacas com AGPI ricos em acido linoleico, durante o tempo esperado de lutedlise,
inclusive em vacas submetidas a protocolos de inseminacao artificial em tempo fixo -
IATF (LOPES et al, 2009; 2011; CORDEIRO et al, 2015) e transferéncia de
embrides em tempo fixo - TETF (CORDEIRO et al., 2015).

Em um trabalho recente (CORDEIRO et al., 2015), a suplementacao de vacas
de corte com sementes de girassol, com grande concentracdo de extrato etéreo
(10,1%) e w6, melhorou a taxa de prenhez em protocolos de IATF ou TETF, tendo
sido observado aumento de colesterol e da taxa de concepcgao (66,7% vs 47,7% em
comparacdo ao grupo Controle) na IATF, e aumento de progesterona (5,8 = 0,4
ng/mL vs 3,5 £ 0,4 ng/mL) e taxa de concepcgao (55,7% vs 36,9%) na TETF.

Em bufalas leiteiras suplementadas com linhaga, rica em &acido linolénico
(C18:3; n3; w3), foram evidenciados impactos positivos no desempenho reprodutivo,
com elevacdo das concentracbes de progesterona plasmatica e reducdo da
secrecao uterina de PGF2a, durante o periodo de reconhecimento da gestacao, com
consequente incremento de 35,5% na taxa de concepc¢ao (NAZIR et al., 2013).

Apesar dos resultados positivos, é sabido que ocorre biohidrogenacao ruminal
de gordura, o que pode impactar negativamente as acgdes pretendidas da
suplementacao com fontes de gordura. No ambiente ruminal, as diferentes fontes de
gordura sofrem interacées com a populacdo microbiana, ocasionando mudancas no
padrdao de crescimento e funcdo da microbiota e transformagdes nos lipidios
ingeridos na dieta, com conversao por hidrélise e biohidrogenacdo dos AGs

insaturados em saturados, os quais eventualmente alcangcam os tecidos do corpo
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(JENKINS, 2011). Porém, o uso de gorduras protegidas da acao ruminal (gordura
by-pass, protegida ou inerte), constituidas de sais de calcio de AGPI, permite a
passagem de AGPI pelo rumen sem sofrer biohidrogenagcédo, sendo absorvidos
somente nas condi¢cées acidas do abomaso (JENKINS & PALMQUIST, 1984). A
utilizacdo de gordura protegida permite a absorcao integral dos AGs fornecidos na
dieta, o qual direciona o perfil de AGs dos tecidos e pode influenciar no desempenho
reprodutivo (FUNSTON, 2004; RAES et al., 2004). O uso de o6leos vegetais na
suplementacao de bufalas leiteiras poderia incrementar os indices reprodutivos em
programa de IATF, com foco principal na taxa de concepc¢ao.

Desta forma, a partir das evidéncias relatadas sobre os potenciais beneficios
dos AGPI sobre a reproducédo de fémeas ruminantes, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito da suplementacdo com sais de calcio de AGPI na taxa de
concepgao, nos niveis de progesterona e no perfil lipidico de bufalas submetidas a
IATF.
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2. Material e métodos
2.1. Local e animais experimentais

O experimento foi realizado na Fazenda Fiore di Bufala, Grupo Bubras,
localizada no municipio de Tailandia (Para, Brasil, 2°45'S e 48°58'0). Foram
utilizadas 120 bufalas da raga Murrah, com peso médio de 452,27 + 6,55 kg e escore
de condicao corporal (ECC) de 3,41 + 0,05 (escala de 1 a 5). As fémeas eram nao
gestantes, primiparas, lactantes e clinicamente higidas.

Os procedimentos experimentais adotados com os animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus Jaboticabal (protocolo n°5128/15).

2.2. Delineamento experimental

Apo6s avaliacdo clinica e reprodutiva, as bufalas selecionadas para o
experimento foram sincronizadas e a partir do dia da inseminacao artificial em tempo
fixo (IATF), as bufalas foram divididas em trés grupos para a suplementacdo com os
concentrados isoproteicos (18% proteina bruta-PB) e isoenergéticos (80% de
nutrientes digestiveis totais - NDT) durante 22 dias (D0-D22). As exigéncias
nutricionais foram de acordo com as recomendacdes de Paul e Lal (2010). As
suplementacdes foram estimadas em 0,5% do peso vivo (PV) e fornecidas uma vez
ao dia, pelo periodo da manha (8 horas), em cochos coletivos com dimenséao linear
de 50 cm por animal.

Os animais foram distribuidos entre os tratamentos considerando o peso e
ECC, com a finalidade de manter o equilibrio entre os grupos, que foram constituidos
da seguinte maneira: grupo Controle (n=40; ECC 3,46 + 0,08; Peso 442,69 + 10,99),
animais alimentados com concentrado padrdao composto de farelo de soja, trigo e
milho triturado; grupo Soja (n=40; ECC 3,43 % 0,07; Peso 460,17 = 10,97),
concentrado padrdo acrescido de 6leo de soja refinado (Soya®; Bunge Alimentos
S/A, Sao Paulo, SP) e grupo Megalac (n=40; ECC 3,33 = 0,09; Peso 453,33 *
12,21), concentrado padrdao acrescido de sais de calcio de acidos graxos poli-
insaturados (gordura by-pass Megalac-E®; Elanco Satide Animal, Sdo Paulo, SP).
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Os animais foram mantidos em sistema de pastejo rotacionado, em trés
piquetes de Urochloa brizantha cv. Marandu com igual qualidade de forragem,
contendo 96,81% matéria seca (MS), 92,03% matéria organica (MO), 3,27% extrato
etéereo (EE), 2,62% proteina bruta (PB), 52,85% fibra bruta (FB), onde
permaneceram por 7 dias em cada piquete, e assim remover qualquer efeito de
mudancas na composicdo do pasto entre os piquetes. Os animais tinham livre

acesso ao cocho de sal mineral e ao bebedouro de agua.

2.3. Protocolo de sincronizacao do estro e ovulacao

As sincronizagdes foram iniciadas em dia aleatério do ciclo estral (primeiro dia
do protocolo de sincronizagao = Dia -12), com inser¢ao do dispositivo intravaginal de
500 mg de progesterona (Primer® monodose, Tecnopec/Agener Unido Saude
Animal, Brasil) e, no mesmo momento, 2 mg de benzoato de estradiol intramuscular
(BE, 2 mL, Sincrodiol® OUROFINO Saude Animal, Brasil). O dispositivo foi
removido nove dias depois (Dia -3), quando as bufalas receberam 500 pg de
Cloprostenol sédico (2 mL; Sincrocio®, OUROFINO Saude Animal, Brasil) e 300 Ul
de eCG (1,5 mL; Novormon®, Zoetis, Brasil). O referido protocolo e o delineamento

experimental estdo representados na Figura 1.

D-12 D-3 D-1 Do D22 D 30

| Suplementagdo alimentar |

Dispositivo Intravaginal P4 I I
Lecirelina (25 ug) IATF Coleta sangue  pyigongstico
gestacdo

Coleta sangue Cloprostenol (500 ug)
BE (2mg) +
eCG (300 UI)

Figura 1 — Representagcao esquematica do delineamento experimental e do protocolo
de sincronizacao da ovulagao: inser¢ao do dispositivo intravaginal de P4 e aplicacao
de 2mg de benzoato de estradiol IM (D-12), retirada do dispositivo intravaginal
associado a administracao de 500ug de Cloprostenol sédico e 300Ul de eCG (D-3),
administragdo de 25 ug de Lecirelina (D-1), realizagcao da IATF (DO0). As coletas de
sangue foram realizadas no D-12 e D22 e o diagnéstico de gestacado por
ultrassonografia foi realizado no D30. Fornecimento dos concentrados do DO ao
D22, para as bufalas experimentais: grupo Controle (n = 40): concentrado padréao
com milho, trigo e soja; grupo Soja (n = 40): concentrado padrao enriquecido de 6leo
de soja; grupo Megalac (n = 40): concentrado padrdo enriquecido com Megalac-E®.
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A ovulagédo foi induzida com 25 pg de Lecirelina (1 mL; Gestran plus®,
Tecnopec/Agener Unido Saude Animal, Brasil), administrada 48 horas apo6s a
remocao do dispositivo de progesterona (Dia -1). Todas as bufalas foram submetidas
a protocolo de sincronizacdo da ovulacdo e inseminacao artificial em tempo fixo
(IATF). A inseminacao artificial em tempo fixo foi realizada 16h apds a aplicagao de
Lecirelina, e foi realizada por um unico inseminador. O sémen proveniente de trés
touros de fertilidade comprovada foi igualmente distribuido entre as bufalas

inseminadas e alocadas nos tratamentos experimentais.
2.4. Analise bromatolégica

Amostras dos ingredientes e dos concentrados fornecidos aos animais foram
identificadas e estocadas a -20°C. No momento da andlise, as amostras foram
descongeladas em temperatura ambiente e moidas em moinho do tipo Willey com
peneira de 1Tmm. As analises bromatoldgicas (Tabela 1) dos ingredientes utilizados

nos concentrados foram realizados em duplicata.

Tabela 1 — Composicdo quimica dos ingredientes utilizados na formulacdo dos
concentrados Controle, Soja e Megalac, fornecidos as bufalas no experimento

_ ) Ingredientes dos concentrados
COMPOSICAO QUIMICA — \ilho Farelo Farelode Megalac Oleo de

triturado* de soja* trigo* E® soja
Matéria Seca (%) 88,21 87,02 88,98 96,51 100,00
Matéria Organica (% MS) 98,67 92,95 93,80 80,17 100,00
Extrato Etéreo (% MS) 3,30 3,59 2,94 82,00 99,90
Proteina Bruta (% MS) 6,79 47,44 14,60 0,00 0,00
FDNcp (% MS) 9,50 18,24 48,43 0,00 0,00
FDAcp (% MS) 3,40 7,35 13,09 0,00 0,00
Cinzas (% MS) 1,33 7,05 6,20 19,83 0,00

Abreviaturas: FDNcp — Fibra em Detergente Neutro corrigida para cinzas e proteina; FDAcp —
Fibra em Detergente Acido corrigida para cinzas e proteina. *Informagéao fornecida pelo fabricante.
* Milho triturado, farelo de soja e farelo de trigo: componentes adicionados ao concentrado padréo
(grupo Controle); Oleo de soja: adicionado ao concentrado padrdo para composicdo do
suplemento do grupo Soja; Megalac E®: adicionado ao concentrado padrdao para composicao do
suplemento do grupo Megalac.
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Por meio das analises bromatoldégicas e da proporcao de ingredientes
utilizados na confeccdo dos concentrados foram calculadas as composicoes
quimicas dos concentrados fornecidos as bufalas durante o experimento (Tabela 2).
Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Nutricho Animal da

Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), Campus Belém.

Tabela 2 — Proporcdo dos ingredientes e composicdo quimica dos concentrados
Controle, Soja e Megalac, fornecidos as bufalas no experimento

INGREDIENTES Concentrados
Controle' Soja? Megalac®
Composicao centesimal (%)
Milho triturado 56,00 47,38 45,10
Farelo de soja 23,00 24,50 25,00
Farelo de trigo 20,00 20,00 20,00
Megalac 0,00 0,00 8,90
Oleo de soja 0,00 7,12 0,00
Calcario calcitico 1,00 1,00 1,00
Total 100,00 100,00 100,00
Composicao quimica (%)
Matéria Seca (%) 88,21 89,03 88,92
Matéria Organica (% MS) 95,39 95,40 93,63
Extrato Etéreo (% MS) 3,26 10,14 10,27
NDT (% MS) 80,00 80,28 80,35
Proteina Bruta (% MS) 17,63 17,76 17,84
FDN (% MS) 31,60 29,30 28,71
FDA (% MS) 4,43 4,52 4,56
Cinzas (% MS) 4,61 4,60 6,37

Abreviaturas: NDT: Nutrlentes Digestiveis Totais; FDN: Fibra em Detergente Neutro; FDA
Fibra em Detergente Acido; 'Controle: concentrado padrdo com milho, trigo e soja; SOJa
concentrado padrao adicionado de éleo de soja; Megalac concentrado padrdo adicionado
de Megalac- E®.

Nas analises foram obtidos os teores de: matéria seca (MS; método INCT-CA
G-003/1), matéria organica (MO; INCT-CA M-001/1), proteina bruta (PB; método
INCT-CA N-001/1), extrato etéreo (EE; INCT-CA G-005/1), fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp; INCT-CA F-002/1, INCT-CA M-002/1
e INCT-CA N-004/1), e fibra em detergente acido corrigida para cinzas e proteina
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(FDAcp; INCT-CA F-004/1, INCT-CA M-003/1 e INCT-CA N-005/1), conforme
métodos preconizados pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Ciéncia
Animal (INCT-CA) (DETMANN et al., 2012).

A extracao da fracao lipidica dos concentrados foi realizada de acordo com o
método butt soxhlet (AOCS, 2009) e a analise do perfil de acidos graxos (Tabela 3)
foi realizado em cromatografo gasoso capilar (CGC Agilent 68650 series GC system,
AGILENT, EUA).

Tabela 3 — Composicdo em acidos graxos dos concentrados Controle, Soja e
Megalac, fornecidos as bufalas no experimento

o Concentrados
C;(%%?gf&ﬁ;“ Controle’ Soja? Megalac®
(% m/m) (% m/m) (% m/m)

SATURADOS 26,60 37,72 32,09

C 10:0 (Caprico) 0,03 0,05 0,03
C 12:0 (Laurico) 0,14 0,27 0,12
C 14:0 (Miristico) 0,19 0,33 0,25
C 15:0 (Pentadecandico) 0,13 0,11 0,16
C 16:0 (Palmitico) 19,96 25,01 23,14
C 17:0 (Margarico) 0,18 0,23 0,20
C 18:0 (Estearico) 4,41 9,21 6,37
C 20:0 (Araquidico) 0,59 1,00 0,68
C 22:0 (Behénico) 0,42 0,96 0,68
C 24:0 (Lignocérico) 0,55 0,55 0,46
INSATURADOS 73,40 62,28 67,91

C 16:1 (Palmitoléico) 0,28 0,18 0,24
C 17:1 (cis-10-Heptadecendico) 0,06 0,08 0,07
C 18:1 (Oleico) 27,22 32,74 30,94
C 18:1 trans (Elaidico) 0,00 0,00 5,05
C 18:2 (Linoleico; w6) 42,61 27,09 29,90
C 18:2 trans (t-Linoleico) 0,16 0,11 0,08
C 18:3 (Linolénico; w3) 2,59 1,74 1,25
C 18:3 trans (t-Linolénico) 0,00 0,00 0,09
C 20:1 (Eicosenoico) 0,48 0,34 0,29

Total 100,00 100,00 100,00

'Controle: concentrado padrdo com milho, trigo e soja; “Soja: concentrado padrio adicionado
de éleo de soja; 3Megalac: concentrado padrao adicionado de MegaIaC-E®.
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O cromatografo utiliza coluna capilar DB 23 Agilent (50% cyanopropyl)-
methylpoysiloxane, com dimensdes de 60 m, diametro interno de 0,25 mm e 0,25 ym
de filme. As condicbes de operacado do cromatégrafo foram: fluxo de coluna 1,00
mL/min.; velocidade linear 24 cm/s.; temperatura do detector 280° C; temperatura do
injetor 250° C; temperatura do forno 110°C mantida durante 5 min., aquecimento de
110 a 215 °C (5 °C/min.), e manutencédo a 215°C durante 24 min.; gas de arraste
Hélio; e volume injetado 1,0 L. A analise foi realizada no Laboratério de Oleos e
Gorduras da Universidade de Campinas, SP, Brasil (DTA, FEA, UNICAMP).

2.5. Colheita e processamento de sangue

Amostras de sangue foram colhidas nos dias D-12 (pré-tratamento) e D22 do
periodo experimental, através de venopuncdo da veia jugular com uma agulha 21
Ga (Labor Import Imp. Exp. Ltda), dentro de um tubo estéril sem anticoagulante e
com ativador de coagulo (Vacutainer, 10 mL, Becton Dickinson, EUA). Para a
obtencdo do soro sanguineo, os tubos foram centrifugados (Centrifuga Marca
Quimis, Sao Paulo, BR) a 1500 x g por 10 minutos, em temperatura ambiente. A
fracdo soro foi subdividida em ftriplicatas e as amostras foram identificadas e
acondicionadas em frascos de eppendorf, os quais foram congelados a temperatura
de -20°C até o momento das analises de metabdlitos e horménios, com

descongelamento Unico.
2.6. Dosagens de metabdlitos sanguineos e progesterona

Os valores dos substratos sanguineos colesterol total, colesterol fragcao HDL e
triglicerideos foram determinados nas amostras de sangue coletadas nos dias D-12
(pré-tratamento) e D22 do periodo experimental, por meio de reagdes enzimaticas
colorimétricas, utilizando kits comerciais (Labtest Diagnéstica S.A., Brasil) e com
mensuracdo em analisador bioquimico automatico (BS 120®, Shenzhen Mindray
bio-medical electronics co. ltda, China), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. As andlises foram realizadas no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Federal do Pard (UFPA), Campus Castanhal, de acordo com os
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métodos descritos por Allain et al. (1974) e Fossati & Lorenzo (1982). Os lipidios
totais representam a soma do colesterol total com os triglicerideos (FRIEDEWALD et
al., 1972). As concentracdes plasmaticas de LDL foram determinadas pela Equacéao
de Friedewald, onde: LDL mg/dL = colesterol total — (HDL + triglicerideos/5).

As concentracdes de progesterona (P4) foram quantificadas nas amostras de
sangue coletadas no dia D22 do periodo experimental, em laboratério credenciado
pela técnica de radioimunoensaio (RIA), utilizando kits comerciais (MP Biomedicals,
California, USA), e de acordo com as recomendacbes do fabricante. Todas as
amostras foram analisadas somente apdés a finalizacdo do experimento. A
quantidade minima detectavel de progesterona foi 0,187 ng. Os coeficientes de
variagdo intra e inter ensaios foram 6,95% e 8,67%, respectivamente. Estas analises
foram realizadas no Laboratério de Endocrinologia Animal, sediado na Faculdade de

Medicina Veterinaria da UNESP, Campus de Aracatuba, Sao Paulo.

2.7. Diagnéstico de prenhez

O diagnostico de prenhez foi realizado 30 dias ap6s a inseminagéao artificial,
por meio de ultrassonografia transretal (Scanner DP-3300Vet, Shenzhen Mindray,
China, acoplado a um transdutor linear de 5,0 MHz), sendo constatada a presenca
ou auséncia do feto, o que classifica as fémeas como prenhas ou nao prenhas,

respectivamente.

2.8. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistical Analysis
System for Windows (SAS, 2003; versao 9.1, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). A
normalidade das variaveis foi avaliada pela ferramenta de dados do SAS (Proc
Univariate, Shapiro-Wilk test). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo procedimento GLM e Kruskal-Wallis do SAS, e as comparagdes de
médias pelo teste de Tukey (Proc GLM - HSD Tukey) ou pelo teste de Dunn. Os
parametros das varidaveis foram expressos como média e erro padrao da média

(média £ EPM), e foi considerado um nivel de significancia de 5% (P < 0,05).
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3. Resultados

Os resultados de consumo médio diario, com a descricao detalhada dos tipos
de acidos graxos ingeridos nos concentrados Controle, Soja e Megalac fornecidos as

bufalas, durante o experimento, estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Consumo médio de matéria seca (MS), nutrientes digestiveis totais
(NDT), proteina bruta (PB) e de acidos graxos (AGs) das bufalas
Consumo médio (g/animal/dia)

Composicao em Acidos Graxos Controle! Soja’ Megalac®
MS 2213155 2301155 2267461

NDT 1770 1847 1821

PB 390 409 404

AGs SATURADOS 19,19 88,01 74,68

C 10:0 (Caprico) 0,02 0,12 0,07

C 12:0 (Laurico) 0,10 0,63 0,28

C 14:0 (Miristico) 0,14 0,77 0,58

C 15:0 (Pentadecandico) 0,09 0,26 0,37
C 16:0 (Palmitico) 14,40 58,35 53,85

C 17:0 (Margarico) 0,13 0,54 047

C 18:0 (Estearico) 3,18 21,49 14,82

C 20:0 (Araquidico) 0,43 2,33 1,58

C 22:0 (Behénico) 0,30 2,24 1,58

C 24:0 (Lignocérico) 0,40 1,28 1,07
AGs INSATURADOS 52,95 145,31 158,04

C 16:1 (Palmitoléico) 0,20 0,42 0,56

C 17:1 (cis-10-Heptadecendico) 0,04 0,19 0,16
C 18:1 (Oleico) 19,64 76,39 72,00

C 18:1 trans (Elaidico) 0,00 0,00 11,75

C 18:2 (Linoleico; wé6) 30,74 63,21 69,58

C 18:2 trans (t-Linoleico) 0,12 0,26 0,19

C 18:3 (Linolénico; w3) 1,87 4,06 2,91

C 18:3 trans (t-Linolénico) 0,00 0,00 0,21
C 20:1 (Eicosenoico) 0,35 0,79 0,67
Total 72,14 233,32 232,72

Relacéo insaturados/saturados 2,76 1,65 2,12

"Controle: concentrado padrdo com milho, trigo e soja; “Soja: concentrado padrdo
adicionado de dleo de soja; *Megalac: concentrado padrdo adicionado de Megalac-E@;

Relacdo wb/w3: relagdo émega 6/6megas.
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Os valores das concentracbes séricas de colesterol total, HDL, LDL,
triglicerideos e lipidios totais estao apresentados na Tabela 5. Pode-se observar que
as concentracdes circulantes de colesterol total, LDL e lipideos totais antes da
suplementacao (D-12; pré-tratamento) nao diferiram entre os grupos Soja, Controle e
Megalac (P>0,05).

Apés 22 dias de suplementacao, as concentragdes séricas de colesterol total,
HDL, LDL e lipidios totais foram mais elevadas (P<0,05) nos grupos tratados Soja e
Megalac em comparacao ao grupo Controle (Tabela 5), e somente a concentragao
circulante de triglicerideos nao foi afetada pelos diferentes concentrados fornecidos
as bufalas (P>0,05).

Tabela 5 — Concentracao de metabdlitos sanguineos (média + EPM) em bufalas
leiteiras, antes do arragcoamento (D-12) e 22 dias apds inicio da suplementacao
(D22) com concentrados Controle, Soja e Megalac

Variavel Periodo pré-suplementacgéo (D -12)
Col' (mg/dl) HDL® (mg/dL)  LDL® (mg/dL)  Trig’ (mg/dL)  Lipid® (mg/dlL)
Controle'  82,77+2,68°  41,39+1,43°  31,95+210°  31,92+1,09°  114,69+3,04°
Soja® 85,07+2,55°  4550+1,08  30,10+241°  24,32+0,63°  109,39+2,58
Megalac®  86,76+2,63°  44,22+1,04%°  31,61#257°  28,08+1,31°  114,84%3,05°
Valor de P 0,5639 0,0453 0,8381 <0,0001 0,3110
Variavel Periodo pos-suplementacéo (D 22)
Col (mg/dl)  HDL (mg/dL)  LDL (mg/dL)  Trig (mg/dL) Lip (mg/dL)
Controle’ 76,79+3,67°  43,23+1,69°  28,64+2,46°  2569+0,95  102,47+4,12
Soja® 91,29+352°  49,37+1,56°  37,441223  24,43+1,09°  116,69+4,14°
Megalac®  93,43+329°  50,15+1,39"  3597+221°  2592+1,36°  118,21#4,05
Valor de P 0,00190 0,0039 0,0165 0,6012 0,0146

Abreviaturas: 'Controle: concentrado padrdo com milho, trigo e soja; “Soja: concentrado padrdo
adicionado de 6leo de soja; *Megalac: concentrado padrdo adicionado de Megalac-E®.
Abreviaturas: *Col: colesterol total: >HDL: HDL colesterol; °LDL: LDL colesterol; Trig: triglicerideos;
8L ipid: lipideos totais.

As concentracdes circulantes de P4 das bufalas leiteiras, ap6s o periodo de
suplementacao de 22 dias (Figura 2), ndo diferiram estatisticamente entre os grupos
Controle, Soja e Megalac, tanto para as fémeas prenhas (respectivamente aos
grupos: 18,09+2,06 vs 20,53+£1,95 vs 18,76+1,36; P= 0,6833) quanto para as nao
prenhas (respectivamente aos grupos: 4,15+1,06 vs 8,34+1,87 vs 6,09%£1,51; P=

0,2105).
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Figura 2. Médias para progesterona sérica (ng/mL) das bufalas prenhas e nao
prenhas, no dia 22 de suplementacao alimentar com concentrados Controle, Soja e
Megalac. Letras diferentes indicam diferenca (P<0,05) entre os grupos.

Os resultados da taxa de concepcao aos 30 dias estdo apresentados na
Figura 3, e demonstram que houve diferenca entre os grupos (P=0,0130) Soja,
Controle e Megalac, de tal forma que as bufalas suplementadas com racao Controle
e Megalac obtiveram uma maior taxa de concepcdo (33,3% e 30,8%,
respectivamente) na IATF em relacao ao grupo Soja (14,3%).

35,00% 33,30%(a)
30,80%(a)
30,00%

25,00%

20,00%
15,00% 14.30%(b)

10,00%

Taxa de concepgao (%)

5,00%

0,00%

Controle Soja Megalac

Figura 3. Médias para taxa de concepcao aos 30 dias das bufalas suplementadas
com concentrados Controle, Soja e Megalac. Letras diferentes indicam diferenca
(P<0,05) entre os grupos.
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4. Discussao

No presente estudo, os concentrados fornecidos as bufalas foram produzidos
com farelos e sementes de oleaginosas, acrescidos de 6éleos vegetais, e
apresentaram excelente consumo voluntario devido a sua palatabilidade. Os
consumos médios diarios de MS, NDT e PB foram muito préximos entre os
tratamentos (diferentes concentrados), o que ja era esperado, pois as formulacées
foram balanceadas de forma a serem isoproteicas e isoenergéticas, para evitar
restricdo no consumo voluntario das bufalas, apesar da adicao do 6leo de soja em
um dos grupos (grupo Soja).

Porém, conforme definido na metodologia do experimento, houve maior
concentracdo de extrato etéreo nos concentrados dos grupos tratados com 6leo de
Soja e Megalac, com incremento na ingestao lipidica pelas bufalas do grupo Soja
(10,14%) e Megalac (10,27%) em comparacao ao grupo Controle (3,26%). Houve
maior ingestdo de AGs totais e AGs insaturados nos grupos Soja (233,32 g/dia e
145,31 g/dia, respectivamente) e Megalac (232,72 g/dia e 158,04 g/dia,
respectivamente) em relacdo ao grupo Controle (72,14 g/dia e 52,95 g/dia,
respectivamente). Desta forma, houve um maior consumo de AGs insaturados para
0s grupos Soja e Megalac, na ordem de 174,43% e 198,47% respectivamente, em
comparacao ao grupo Controle.

O consumo dos concentrados com alto teor lipidico (10% de E.E.) resultou no
aumento efetivo das concentracdes séricas de colesterol (total, HDL e LDL) dos
grupos tratados frente ao grupo Controle, mas as concentracées nao extrapolaram
os padrdes de referéncia para bufalas leiteiras (89-134 mg/dl) descritos por Arshad
et al. (2005) e Hagawane et al. (2009).

Todavia, o0 aumento na lipidemia sanguinea observado no presente estudo
nao resultou em elevacao nas concentracdes circulantes de P4 nas bufalas prenhas
€ nao prenhas, diferente dos efeitos positivos relatados por Nazir et al. (2013) com
elevacoes de colesterol, P4 e taxa de concepcdo (66,7% vs 31,2%) em bufalas
suplementadas com sementes de linhaca (59,4% de w3). Existe relatos sobre os
efeitos positivos do uso de AGPI na dieta sobre a atividade ovariana, resultando em
maiores didmetros de foliculos, de corpos luteos e nas concentracdes de esterdides
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circulantes (HIGHTSHOE et al, 1991), principalmente progesterona, que pode
influenciar na fertilidade de bufalas suplementadas. Porém, a auséncia de efeitos
neste estudo sobre as concentragdes de P4 pode ser devida ao momento do ciclo
em que as dietas foram fornecidas [somente apds a inseminacao (DO - D22) das
bafalas sincronizadas, ou seja, fora do periodo de crescimento folicular ovariano],
visto que os foliculos que deram origem ao CL nado foram expostos aos tratamentos,
0 que consequentemente ndo afetou a qualidade dos mesmos.

No presente trabalho, investigou-se os efeitos da suplementagdo com
diferentes fontes de AGs apés a IATF sobre a manutencédo do CL, com o possivel
retardamento da lutedlise e, consequentemente, aumento na taxa de concepcao.
Os acidos graxos presentes nos 6leos vegetais que sao utilizados na alimentacao de
ruminantes podem melhorar a fertilidade por acao no trato reprodutivo (SARTORI &
GUARDIEIRO, 2010), com resultados inclusive na inibicdo da sintese de PGF2a
endometrial bovina (WILLIAMS & STANKO, 2000; CHENG et al., 2001; MATTOS et
al., 2002; AMBROSE et al., 2006, CHILDS et al., 2008) e bubalina (MALIK et al.,
2011; NAZIR et al., 2013). Mais especificamente, o acido linoleico e os acidos graxos
poli-insaturados de cadeia longa, tais como o eicosapentaenoico (EPA; C20:5n-3) e
docosa-hexaenoico (DHA; C22:6n-3), agem como inibidores competitivos pela
enzima prostaglandina endoperoxido sintases (PGHS), que atua no processo de
sintese das prostaglandinas (THATCHER et al., 2004). Desta forma, esses acidos
graxos interferem na conversdao do acido araquidénico a PGF2a (BINELLI et al.,
2001). Como resultado, a inibicdo da sintese de PGF2a endometrial mantem a
secrecao de progesterona luteal, que favorece a gestagdo ainda nao sinalizada pelo
concepto (BURNS et al., 2003). Porém, no presente estudo, a adicdo de sais de
célcio de AGPI nao afetou a taxas de concepcao das bufalas (33,3% Controle vs
30,8% Megalac) na IATF, diferente dos resultados de Nazir et al. (2013), que
relataram incremento de 35,5% na taxa de concepc¢ao das bufalas suplementadas
com linhaga.

Com relacao ao concentrado soja, houve uma reducao da taxa de concepcao
(14,3% vs 33,3%) na IATF das bufalas em relagcao ao grupo Controle, sendo que 0s
mecanismos e efeitos sobre o trato reprodutivo ndo ficaram bem esclarecidos.

Porém, acredita-se que possam estar relacionados com a hidrélise e
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biohidrogenacdo ruminal dos acidos graxos ingeridos, de tal forma que o perfil de
AGs absorvido no abomaso possa ter sido mais saturado no grupo soja do que nos
demais tratamentos (Controle e Megalac). Fato semelhante ja foi relatado em vacas
leiteiras, quando mais de 70% do acido linoléico e de 85% do acido linolénico foram
biohidrogenados no rumen (JUCHEM, 2007), com alteracdo do perfil de AGs
absorvido pelo abomaso.

Seguindo este raciocinio, devido ao processo de biohidrogenacao ruminal, o
perfil de AGs disponibilizado para a circulagdo sanguinea e os tecidos corporais das
bafalas no grupo Soja pode ter sido mais saturado em comparagdao aos demais
grupos. Este perfil saturado de AGs na corrente circulatéria pode ter desencadeado
um processo de lipoperoxidacdo plasmatica nas bdfalas, influenciando
negativamente no sistema reprodutivo e ocasionando uma baixa taxa de concepgao

no grupo Soja, a semelhanca dos relatos de Scislowski et al. (2005a;b) com bovinos.

5. Conclusao

As suplementagdes com concentrados adicionados de sais de calcio de AGPI,
como um dos ingredientes, aumentam as concentracoes séricas de lipidios
(colesterol total, HDL, LDL, lipidios totais), mas nao desencadearam reflexos
positivos nas concentracdes circulantes de progesterona das bufalas.

A suplementagdo com concentrados produzidos com a utilizagcdo de sais de
célcio de AGPI, ndo proporcionou o incremento desejado nas taxas de concepcao,
pois 0 grupo com gordura protegida obteve taxa semelhante ao grupo controle.

Os resultados demonstram que € possivel manter um bom aporte de P4 e
uma satisfatoria taxa de concepcao, com a utilizacado de concentrados tradicionais
produzidos a partir de graos de oleaginosas e sem a adi¢do de gordura protegida, e

assim, permitir uma reducéao de custos na suplementacgéo de bufalas.
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