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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da suplementacdo com Oleos de
amendoim e girassol sobre a produgdo e composicao quimica do leite, balanco de energia
e variacdo do peso e escore corporal, composicdo de &cidos graxos e a estabilidade
oxidativa do leite, metabolitos sanguineos e expressao génica de enzimas lipogénicas e
antioxidantes em vacas mestigas Jersey mantidas em pasto de capim-tanzania no inicio
da lactacdo. O 6leo de amendoim foi escolhido por ser uma fonte rica em &cido graxo n-
9 e 0 0leo de girassol como fonte rica em n-6. Foram utilizadas 24 vacas distribuidas em
delineamento em blocos ao acaso com quatro tratamentos e seis repeticdes. Foram
utilizados os tratamentos (1) concentrado controle sem adicdo de d6leo, (CONT); (2)
concentrado mais de 59,6 g/kg MS de 6leo de amendoim, (AME); (3) concentrado mais
59,6 g/kg MS de dleo de girassol, (GIR); e (4) concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma
mistura 1:1 de 6leos de amendoim e girassol, (MIX). As amostragens de leite, alimentos
e fezes foram realizadas aos 30 e 60 dias em leite (DEL) e as avaliacfes do peso e escore
corporal nos dias 0, 30 e 60 DEL. O controle leiteiro foi realizado duas vezes ao dia até
0s 237 DEL. A suplementacdo com dleo néo teve efeito sobre a ingestdo de matéria seca
total e de forragem. A suplementacdo lipidica aumentou a ingestdo e digestibilidade do
EE. A digestibilidade do FDN reduziu com a suplementacdo com 6leo. O tratamento GIR
reduziu a producdo diaria de leite, a producao de leite corrigida para 4% de gordura € a
gordura do leite com resultados semelhantes entre tratamentos CONT, AME e MIX. O
tratamento GIR reduziu a producdo de leite no periodo residual e na lactacdo total. A
suplementacdo com 6leo aumentou a ingestdo de EL.. O tratamento GIR reduziu a EL do
leite, a eficiéncia de utilizacdo da EL. da dieta, VPC e VECC. O GIR melhorou o BE até
os 60 DEL. O tratamento GIR aumentou a proporcdo de AGPI enquanto o tratamento

AME aumentou a proporcao de AGMI, AGPI n-3 na gordura do leite. Maior producao de



dienos conjugados no leite foi observada para 0 GIR. O GIR reduziu a abundancia de
RNAmM das enzimas acido graxo sintetase e estearoil CoA dessaturase. Para o tratamento
MIX observou-se maior atividade de enzimas lipogénicas, exceto para PPARa. Menor
abundancia relativa de RNAm para SOD1 foi observada nos tratamentos GIR e MIX. A
suplementacdo com Gleo apresentou tendéncia a reduzir a abundancia relativa de RNAm
de GPX1. A suplementacdo com 6leo de girassol aumenta a propor¢do de AGPI da
gordura do leite e reduz a estabilidade oxidativa do leite e a expressao génica de enzimas
lipogénicas e antioxidantes. A suplementacdo com OGleos ndo resultou em melhor
desempenho na lactacéo de vacas mantidas em pastagem tropical. A suplementacdo com
6leo de girassol reduz a producdo e o teor de gordura do leite e melhora o balango de
energia no inicio da lactacdo quando comparada ao 6leo de amendoim. A suplementacéao
com Oleo de girassol, rico em n-6 AGPI, aumenta a propor¢cdo de AGPI da gordura do
leite e reduz a estabilidade oxidativa do leite e a expressao génica de enzimas lipogénicas
e antioxidantes. A suplementagdo com 6leo de amendoim, rico em n-3AGMI, aumenta o
indice promotor da saude por aumentar a propor¢do de AGMI e AGPI n-3 ao leite sem,
no entanto, ter efeitos negativos sobre a expressdo génica de enzimas lipogénicas e

antioxidantes e a estabilidade oxidativa da gordura do leite.

Termos para indexacdo: acido linoleico, &cido oleico, balanco de energia, genes

antioxidantes, genes lipogénicos, gordura, producdo de leite



ABSTRACT

This study was performed to evaluate the effect of supplementation with peanut and
sunflower oils on milk yield and composition, energy balance and variation in body
weight and body condition score, fatty acids profile and oxidative stability of milk, blood
metabolites and mRNA abundance of antioxidant and lipogenic-related genes in
crossbred Jersey cows fed tropical pasturein the early lactation. Peanut oil was chosen to
be a rich source of n-9 fatty acid and sunflower oil as a rich source of n-6. Twenty four
cows were used in a completely randomized block design. Animals were assigned to four
dietary treatments, (1) concentrated with no oil (CONT), (2) concentrated with 5.6 g/kg
DM peanut oil (AME), (3) concentrated with 59.6 g/kg DM sunflower oil (GIR) and (4)
concentrated with 59.6 g/kg DM of a 1: 1 mixture (MIX) of peanut oil and sunflower oil
simulating an oil with the n-6:n-9 ratio balanced. Milk feed and faces samples were
performed at 30 and 60 days in milk (DIM) and the variation in weight and body condition
score were performed at 0, 30 and 60 DIM. Milk yield was recorded until 237 DIM. Dry
matter, forage and nutrients intakes and nutrients digestibility were similar in all
treatments. Cows fed oil increases the intake and digestibility of EE. The oil
supplementation decreased the FDN digestibility. The GIR treatment decreased the daily
and total milk yield and milk fat percentages. The oil supplementation increase the NE_
intake. The GIR treatment decreased NE excreted in milk, the efficiency of use of diet
NE. for milk production, the variation in weight and body condition score and improved
the EB until 60 DIM. The GIR treatment increase the proportion of PUFAs while AME
treatment increases the proportion of MUFA, n-3 PUFA in milk fatty. Higher production
of conjugated diene was observed for the GIR treatment. The GIR treatment decreased
the gene expression of the enzyme fatty acid synthetase and stearoyl CoA desaturase. For

MIX treatment there was increased activity of lipogenic enzymes, except for PPARa.



Xi

Lower relative abundance of mMRNA for SOD1 was observed in GIR and MIX treatments
The oil supplementation has a tendency to reduce the relative abundance of mRNA
GPX1. Supplementation with oils did not result in better performance in lactating cows
kept in tropical pasture. Sunflower oil reduces production and milk fat content and
improve the energy balance in early lactation compared to the peanut oil.
Supplementation with sunflower oil, rich on n-6 PUFA, increases the proportion of milk
fat and reduces the oxidative stability of milk and the gene expression of lipogenic
enzymes and antioxidants. Supplementation with peanut oil, rich on n-9 MUFA, increases
the health promoter index by increasing the proportion of MUFASs and n-3 PUFin milk
without, however, have negative effects on the gene expression of lipogenic enzymes and

antioxidants and oxidative stability of fat milk.

Index terms: antioxidants genes, energy balance, fat, linoleic acid, lipogenic genes, milk

yield, oleic acid



| - INTRODUCAO GERAL

O rebanho bovino brasileiro tem na pastagem a base da sua dieta em virtude do alto
potencial produtivo e da adaptacdo das variadas espécies forrageiras, aos diversos
ecossistemas encontrados no territdrio nacional. Devido a reducdo dos custos com
alimentacédo do rebanho, a producéo de leite em pastagens tem sido apontada como uma
das principais ferramentas para reduzir os custos de producdo e aumentar a rentabilidade
dos sistemas leiteiros (Vilela et al. 2006). De acordo com Silva et al. (2008) sistemas de
producdo de leite em pastagens mais dependentes da forragem, ou seja, com menor
inclusdo de concentrado, apresentam os melhores resultados econdmicos. Nos sistemas
de producéo de leite a pasto, os custos de producdo séo sensivelmente reduzidos quando
se consegue manter os rebanhos produtivos a base de pastagem, utilizando recursos
forrageiros de boa qualidade.

Pastos bem manejados sdo capazes de sustentar niveis modestos de producéo de
leite. Sob diferentes manejos adotados, foram registrados niveis de producéo de leite entre
11 e 14 kg/vaca/dia em pastagens de clima tropical sem fornecimento de concentrado
(Deresz 2001; Deresz et al. 2006; Silva et al. 2009). De acordo com Deresz (2001), esses
niveis de producdo de leite em pastagens tropicais estdo préximos do limite maximo de
producdo obtidos com vacas mesticas de bom potencial genético. No entanto, estes
valores estdo aquém dos registrados para vacas mantidas em pastagens temperadas e
confinadas (Kolver e Muller 1998; Bargo et al. 2002).

Entre os principais fatores que contribuem para os baixos niveis de producdo de
leite em pastagens tropicais estdo a qualidade nutricional da forragem. De modo geral, as
gramineas tropicais apresentam baixa densidade energética e lenta taxa de degradacao e
passagem pelo ramen, o que limita a ingestdo de forragem, resultando em baixa ingestéo

de matéria seca total (Carvalho et al. 2006; Branco et al. 2011). Mesmo em pastagens



temperadas, com forragem de qualidade superior as tropicais (Archiméde et al. 2011), o
baixo nivel de consumo de matéria seca praticado pelas vacas tem sido apontado como a
principal limitacdo para a producéo de leite em sistemas a pasto (Bargo et al. 2003).

Como consequéncia do baixo nivel de consumo, vacas especializadas na producédo
de leite ndo conseguem obter no pasto todos os nutrientes necessarios para alcangar niveis
mais elevados de produgdo. Mesmo em pastos bem manejado e corretamente adubados a
energia seré o nutriente limitante a producéo de leite (Vilela et al. 2002). Kolver e Muller
(1998) observaram que a energia metabolizavel foi mais limitante para a producéo de leite
de vacas consumindo forragem em pastagem temperada, que o fornecimento de proteina
ou amino&cidos metabolizaveis.

No inicio da lactacdo esta situacdo pode ser agravada, pois no inicio do periodo de
transicdo, pode ser observado um declinio gradual de 20 a 40% na ingestdo de matéria
seca, comprometendo a capacidade de vacas leiteiras em se adaptar as mudancas
fisiologicas neste periodo (Hayirli et al. 2002).

Em razéo do aumento das exigéncias para a producéo de leite ndo compensada pelo
baixo nivel de ingestdo de energia, o inicio da lactacéo é caracterizado por um balango
energético negativo (BEN) com mobilizacdo de reservas corporais para atender a
demanda por energia para producéo de leite (Kolver e Muller 1998; Vargas et al. 2002).
Disturbios metabolicos, ma condicdo corporal, baixa producdo e reducdo da eficiéncia
reprodutiva sdo bem conhecidos por estarem associados a este evento (Busato et al. 2002).

Iniciada a producdo de leite apds o parto, hd aumento na demanda por glicose para
a sintese da lactose do leite. No entanto, em ruminantes a maioria dos carboidratos
provenientes da dieta sdo fermentados no rimen e pouca glicose ¢ absorvida diretamente
do trato digestivo. Desta forma, vacas leiteiras dependem muito da gliconeogenese
hepética para atender a demanda por glicose (Drackley et al. 2005). Como a producéo de
propionato, substrato priméario para gliconeogenese, esta reduzida pela baixa ingestao de
matéria seca, 0s aminoacidos da dieta e os oriundos da mobilizacdo dos tecidos
musculares e o glicerol oriundo da mobilizacdo de gordura corporal fornecem o restante
da glicose necessaria a manutencdo dos processos fisiologicos (Reynolds et al. 2003).

Com o aumento da demanda por energia com o inicio da producdo de leite, a lipdlise
é rapidamente aumentada pela ativacdo da lipase horménio-sensivel (LHS), mediada por
varios horménios como epinefrina, norepinefrina, corticoides, hormdnio da tireoide,
glucagon e, indiretamente, pelo aumento na concentracdo de somatropina. Por ser um

horménio antilipolitico primario, a insulina € sensivel ao equilibrio de energia, sendo alta



durante a deposicdo lipidica nos tecidos e baixa no balanco energético negativo
(Palmquist e Mattos 2006).

A mobilizacdo dos acidos graxos de cadeia longa de triglicérides do tecido adiposo
tem por objetivo suprir o déficit de energia no inicio da lactagdo. Acidos graxos liberados
do tecido adiposo circulam como &cidos graxos ndo esterificados (AGNE) ligados a
albumina e constituem a principal fonte de energia para vaca no inicio da lactacdo
(Drackley et al. 2005). Portanto, as concentragdes de AGNE refletem a magnitude da
lipdlise dos triglicerideos armazenados no tecido adiposo e sua concentragdo no sangue
aumenta a medida que aumenta a mobilizacdo de gordura corporal (LeBlanc 2010;
Contreras e Sordillo 2011).

No figado, os AGNE podem ser: completamente oxidados a CO; e H.O para
fornecimento de energia para o tecido hepatico; parcialmente oxidados para producéo de
corpos cetdnicos (acetona, acetoacetato e B-hidroxibutirato) que sdo liberados no sangue
e servem com fontes de energia para outros tecidos; ou re-esterificados na molécula de
glicerol e reconvertidos para triglicerideos (Palmquist e Mattos 2006). Como ruminantes
possuem baixa capacidade de exportar os triglicerideos do figado por meio de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), vacas com intensa mobilizacdo de
reservas possuem um aumento nas concentracdes de triglicerideos no figado (Dann et al.
2005). A partir de uma determinada condicéo fisioldgica, o acumulo de triglicerideos no
figado leva o animal a ter um figado engordurado ou também conhecida como esteatose
hepatica (NRC 2001).

Devido a producdo de corpos cetdnicos a partir dos AGNE, altas concentracdes
destes, estdo diretamente correlacionadas com altas concentracfes de B-hidroxibutirato
(B-OHB) (Dann et al. 2005) e refletem a adaptacdo do animal ao BEN. As concentracdes
sanguineas de AGNE e B-OHB, juntamente com as concentrac6es de glicose, colesterol
e triglicerideos, servem como indicador do metabolismo energético do rebanho ou animal
(Payne et al. 1970; Duffield et al. 2009).

Uma forma pratica de avaliar o manejo nutricional visando minimizar os efeitos do
BEN é monitorar o grau de mobilizacdo das reservas corporais através da avaliacdo do
Escore da Condi¢do Corporal (ECC) (Busato et al. 2002). O ECC permite, de forma
pratica e quantitativa, avaliar o grau de deposi¢do ou mobilizacdo da gordura corporal ou
reservas de energia. Seu objetivo é avaliar as reservas de tecido adiposo de vacas leiteiras,
utilizando uma escala que varia de 1 (um) a 5 (cinco) pontos, em que 0 escore 1 representa

a vaca excessivamente magra e o escore 5 a vaca demasiadamente obesa (Wildman et al.



1982). Como mencionado anteriormente, vacas durante o0 BEN mobilizam gordura
corporal. Na avaliacdo do ECC, isto significa que estas vacas perdem pontos de ECC.
Desta forma, perdas de unidades no ECC durante o BEN est&o diretamente relacionadas
as concentracoes de AGNE e B-OHB. De fato, perda excessiva ECC apds o parto aumenta
as concentracdes sanguineas de AGNE e B-OHB (Roche et al. 2013b) e a maioria das
doencas metabdlicas (Roche et al. 2013a).

Assim, para maximizar o consumo de energia por vacas leiteiras no inicio de
lactacdo, com a finalidade de alcancar niveis mais elevados de producdo de leite e reduzir
os efeitos prejudiciais do balanco energético negativo, é fundamental que se recorra a
suplementagdo com concentrados.

Os graos de cereais (milho, sorgo, trigo) constituem os suplementos energéticos
mais utilizados para vacas mantidas em pastagens. No entanto, altas quantidades de gréos
constituidos por alta proporc¢éo de carboidratos rapidamente fermentaveis podem reduzir
0 pH ruminal e a degradacédo da fibra e aumentar a incidéncia de disturbios metabolicos
Diante disso, a suplementacdo com fontes lipidicas tem sido a principal alternativa
adotada para elevar a densidade energética da dieta sem que haja a necessidade de elevar
a quantidade de carboidratos rapidamente fermentaveis (N6rnberg et al. 2006; Bu et al.
2007). A suplementacdo lipidica ainda resulta em aumento da eficiéncia energética
devido ao menor incremento calérico e perdas de energia em forma de calor e metano.
Com a suplementacdo lipidica, os &cidos graxos pre-formados de origem dietética sao
incorporados diretamente na gordura do leite, sem a perda de calor associada a sintese de
acidos graxos, poupando energia para outras funcbes produtivas da glandula mamaria
(Onetti e Grummer 2004).

A suplementacdo lipidica pode ser benéfica especialmente para vacas no inicio da
lactacdo, visto que estas apresentam limitada capacidade de ingestdo de matéria seca em
um periodo de grande demanda por nutrientes (NRC 2001). Em virtude disso, varios
estudos (Vilela et al. 2002; Nornberg et al. 2006; Santos et al. 2009; Petit e Cortes 2010;
Renno et al. 2014) tém sido conduzidos com a finalidade de avaliar o uso de lipidios na
dieta de vacas leiteiras no inicio da lactacdo, para atender suas demandas energéticas. No
Brasil, as fontes lipidicas mais estudadas sdo as de origem vegetal, como gréos e 6leos de
soja, palma, girassol, canola, linhaca; e os sais de calcio que, por interferirem em menor
extensdo sobre 0s microrganismos ruminais, sdo denominados de gordura protegida ou
inerte (Palmquist e Mattos 2006).



Em revisdo sobre o efeito da suplementacéo lipidica sobre o desempenho de vacas
leiteiras em pastagens temperadas, Schroeder et al. (2004) observaram aumentos de
aproximadamente 1,0 kg/vaca/dia na producéo de leite e producéo de leite corrigida para
4% de gordura quando se adicionou lipidios a dieta. Em pastagem tropical, Vilela et al.
(2002) observaram aumentos de aproximadamente 1,6 kg de leite/vaca/dia, aumento na
persisténcia, na producdo no pico e na lactagéo total ao adicionar 700 g/vaca/dia de sais
de célcio de 6leo de palma ao concentrado na fase inicial da lactagdo. De acordo com
Schroeder et al. (2004), aumentos registrados na producao de leite com a suplementacgéo
com lipidios podem ser relacionados a melhor eficiéncia na utilizagdo de energia, além
do aumento no consumo de energia.

Outro ponto positivo relacionado a suplementacdo com lipidios é a melhora do BEN
em vacas no inicio da lactacdo. De fato, Santos et al. (2009) observaram que vacas
suplementadas com dleo de soja apresentaram melhor balango de energia em comparacao
aquelas mantidas com a racdo sem adicdo de Oleo. Estes autores ainda observaram que
vacas do grupo com 6leo comecaram a melhorar o balanco de energia a partir da terceira
semana de lactacdo, enquanto aquelas do grupo controle, somente tiveram alteracdo da
intensidade do balanco de energia a partir da quarta semana, porém com balango
energético negativo mais severo que o das vacas do grupo suplementado com 0leo.

No entanto, resultados de pesquisa sobre desempenho produtivo e balanco de
energia de vacas em inicio da lactacdo recebendo lipidios suplementar ainda sdo
conflitantes. A variabilidade na resposta esta relacionada, entre outros fatores, ao grau de
instauracao do lipidio. Schroeder et al. (2004) relataram aumento da producédo de leite
com a adicdo de fontes saturadas de gordura, porém ndo observaram diferenca
significativa com utilizacdo de fontes insaturadas. Harvatine e Allen (2005) néo
observaram diferencas na producao de leite e producéo de leite corrigida para 4% com o
aumento da instauracdo dos lipidios da dieta. De acordo com Harvatine e Allen (2006a)
a suplementacdo com fontes saturadas de lipidios tem pouco beneficios sobre a producéo
de leite e o0 balaco de energia, enquanto fontes insaturadas reduzem a ingestéo de energia
e a energia secretada no leite. Neste mesmo estudo, 0s autores ainda observaram que o
peso corporal e a energia liquida de ganho aumentaram com o aumento linear da
instauracao da fonte lipidica suplementar, no entanto, a eficiéncia de utilizacdo da energia
para producdo de leite teve tendéncia a reduzir com o fornecimento de fontes mais

insaturadas de acidos graxos.



A composicdo do leite, quanto aos teores de gordura, também pode ser alterada em
razdo do grau de instauracdo da fonte lipidica. Fontes saturadas estdo correlacionadas a
aumentos dos teores de gordura do leite (Schroeder et al. 2004). Enquanto, fontes
insaturadas podem causar a depresséo dos teores de gordura do leite (Bauman et al. 2011).
No entanto, fontes insaturadas de lipidios sdo responséaveis por melhorar a composicdo de
acidos graxos da gordura do leite, tornando-o de melhor qualidade.

Tipicamente, a gordura do leite é composta por 5% de é&cidos graxos poli-
insaturados (AGPI), 25% de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e 70% de &cidos
graxos saturados (AGS) (Grummer 1991). No entanto, é possivel incorporar &cidos
graxos insaturados a gordura do leite pela inclusdo de Oleos vegetais e grdos de
oleaginosas, ricos em acidos graxos insaturados, na dieta de vacas leiteiras. De fato, a
transferéncia de AGI para o leite foi observada quando vacas foram alimentadas com
gréos de oleaginosas como canola (Neves et al. 2009), soja (Neves et al. 2007), linhaca
(Lima et al. 2014) e girassol (dos Santos et al. 2011).

Entre os AGI incorporados ao leite pelo fornecimento de fontes lipidicas
insaturadas esta o acido linoleico conjugado (CLA), cujo consumo vem sendo relacionado
a beneficios a saude humana (Rabiee et al. 2012). O termo CLA refere-se a um grupo de
isbmeros posicionais e geomeétricos dieno conjugados do acido linoleico (18:2 n-6),
encontrado em produtos de ruminantes. De forma geral, a manipulacéo da dieta por meio
da suplementacdo com fontes de AGI resulta em aumento de AGI de cadeia longa em
detrimento do C14:0 e C16:0, o que pode ser considerado desejavel do ponto de vista da
salide humana em razdo dos possiveis efeitos hipercolesterolémicos atribuidos aos acidos
graxos C14:0 e C16:0 (Kennelly 1996).

Ao passo que pode trazer beneficios, a suplementacao lipidica também pode causar
impactos negativos sobre o desempenho de vacas leiteiras. Doses elevadas de lipidios
(acima de 7% base na MS, (NRC 2001)) ou fontes ricas em &cidos graxos insaturados
podem reduzir a fermentacdo ruminal da fibra e diminuir a degradacdo dos carboidratos
da dieta reduzindo assim, a digestibilidade ruminal (Beauchemin et al. 2009). De fato,
Harvatine e Allen (2005) observaram reducao no consumo de matéria seca (0,8 kg/d) com
a suplementacdo com AGI em comparacdo a saturada. De acordo com Jenkins (1993) a
reducdo da degradacao da fibra com a suplementacdo com fontes insaturadas de lipidios
se deve a dificuldade de aderéncia microbiana as particulas de alimento e ao efeito toxico
dos acidos graxos insaturados sobre a membrana plasmatica microbiana. No entanto, os

efeitos da suplementacdo com lipidios sobre o consumo ainda s&o conflitantes. Enquanto



Rabiee et al. (2012) relataram tendéncia a reducdo do consumo, Schroeder et al. (2004)
ndo observaram efeito da suplementac&o lipidica sobre o consumo de vacas mantidas em
pastejo.

A inclusdo de AGPI a dieta também pode ter efeitos negativos sobre a
digestibilidade pds-ruminal (Avila et al. 2000; Harvatine e Allen 2006b). De acordo com
Bradford et al. (2008) fontes insaturadas de &cidos graxos estimulam a liberacdo de
colecistoquinina (CCK) e de peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1), potentes
reguladores da saciedade. Estes autores também observaram tendéncia a reducdo da
liberacdo de grelina, horménio produzido pelo abomaso e que estimula o consumo.

Como forma de protecdo ao efeito toxico dos acidos graxos insaturados, 0s
microrganismos realizam a biohidrogenacdo, processo que consiste em converter acidos
graxos insaturados em saturados, menos tdoxicos, por meio de isomerizacdes e
hidrogenacdes (Shingfield et al. 2010). Apos acdo das lipases microbianas que hidrolisam
as ligacOes éster, os acidos graxos livres sdo isomerizados e hidrogenados para formar
acidos graxos saturados. Portanto, o processo de biohidrogenacdo € o que determina o
alto grau de saturacé@o dos produtos de ruminantes (Lock e Bauman 2004).

A biohidrogenacdo dos &cidos graxos oleico (cis9-18:1), linoleico (cis9,cis12-18:2)
e linolénico (cis9,cis12,cis15-18:3) (Figura 1) inicia-se pela hidrdlise das ligacOes ésteres
por lipases microbianas, seguida de isomerizacgdes e hidrogenacdes até a reducdo a acido
estedrico (18:0). No entanto, alguns fatores dietéticos (dieta rica em carboidratos
rapidamente fermentaveis, alta proporcéo de 6leo na dieta, monensina) podem afetar a
fermentacdo ruminal, modificando o metabolismo dos &cidos graxos atraves de
complexos efeitos associativos que resultam em alteradas populacdes microbianas
ruminais e diferentes rotas de biohidrogenacdo (Shingfield et al. 2010). Como
consequéncia, a biohidrogenacéo pode ocorrer de forma incompleta, originando produtos
intermediarios, como &cidos graxos monoenos e dienos e varios isdmeros de CLA
(Palmquist et al. 2005).

A taxa de biohidrogenacéo é proporcional ao grau de instauracdo dos &cidos graxos.
Beam et al. (2000) observaram que a taxa de biohidrogenacéo in vitro do acido graxo
oleico (18:1 n-9) foi geralmente mais baixa, com média de 3,6%/h, comparada ao do
acido graxo linoleico (18:2 n-6) de 14,3%/h. Estes autores também observaram relacao
inversa entre a quantidade de &cidos graxos e a taxa de biohidrogenacdo. A taxa de
biohidrogenacéo declinou em 1,2%/h para cada aumento de unidade no percentual no

C18:2 adicionado ao substrato. Diante disto, o fornecimento de altas concentragdes de



acidos graxos insaturados no ambiente ruminal podem resultar em processo incompleto

de biohidrogenacéo, com acumulo de produtos intermediarios, que posteriormente seréo
absorvidos e incorporados diretamente a gordura do leite.
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Figura 1 Rotas da biohidrogenacéo dos acidos graxos oleico (a), linoleico (b) e linolénico
(c). As setas com linhas cheias destacam a principal rota de biohidrogenagédo, ao passo
que as setas com linhas tracejadas descrevem a formacdo de intermediarios da
biohidrogenacdo. Fonte: Shingfield et al. (2010).

A incompleta biohidrogenacao gera alguns acidos graxos trans que sdo apontados
como fatores para a inibi¢éo da sintese de acidos graxos na glandula mamaria, diminuindo
os teores de gordura do leite. O primeiro a ser reconhecido nesse processo foi o
trans10,cis12-18:2 CLA (Baumgard et al. 2002). Posterirormente outros acidos
monoenos trans e CLAS (trans10-18:1, trans9,cis11-18:2 e cis10,trans12-18:2) também
foram apontados como promotores da reducéo da sintese de gordura do leite (Shingfield
et al. 2010).

Na glandula mamaria ha intensa atividade lipogénica. A sintese de novo é feita a
partir de acetato e B-OHB, sendo que este ultimo contribuiria com cerca de 15% do
carbono fixado como gordura (Chilliard et al. 2000). As principais enzimas desta rota
metabdlica sdo: a Acetil-CoA carboxilase (ACACA) e a Acido graxo sintetase (FASN).
A primeira é responsavel por transformar acetato em malonil-CoA, uma etapa limitante
na sintese de gordura do leite. Existe alta correlacéo entre a atividade da ACACA e ataxa
de sintese lipidica durante a lactogénese e a lactacdo. A FASN, um complexo enzimatico
de alto peso molecular que possui sete atividades diferentes, todas necessarias para efetuar
o0 alongamento da cadeia de acido graxo em formacdo, catalisa os ciclos de condensacao
do malonil-CoA com acetil-CoA ou butiril-CoA, originados do metabolismo do acetato
ou do B-OHB (Chilliard et al. 2007).

A lipogénese se inicia com os substratos malonil-CoA e acetil-CoA. As reacdes

enzimaticas implicadas no mecanismo de agdo da FASN consistem em reduzir o
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grupamento malonil de 3 C a 2 C e adicionar ao grupamento acetil, para fazer um
grupamento butiril com 4 C. Isto representa um ciclo de reacOes e a cada vez que se
repete, a cadeia de acidos graxos aumenta em 2 C. No total, sete ciclos sdo necessarios
para conduzir a formacdo do produto final, o palmitato (16 C). O palmitato e seus
derivados séo os constituintes de base dos triglicerideos.

Os acidos graxos com mais de 16 carbonos ndo sdo sintetizados pela glandula
mamaria de ruminantes, pois o sistema enzimatico (Tioestearase 1) de terminacdo dos
ciclos de condensacdo da sintese de &cidos graxos produz C14:0 e, predominantemente,
C16:0 e a glandula mamaria lactante, ao contrario de outros tecidos do ruminante, ndo é
capaz de elongar C16:0 para C18:0 (Chilliard et al. 2000). Por esta razdo, os acidos graxos
com mais de 18 carbonos sdo de origem exdgena a glandula mamaria, oriundos da
mobilizacdo das reservas corporais ou de acidos graxos absorvidos da dieta.

Os &cidos graxos pré-formados tém sua origem nos AGNE ou de lipoproteinas ricas
em triglicerideos (TGA) (quilomicron e lipoproteinas de muito baixa densidade, VLDL).
A retirada de AGNE do sangue depende basicamente da sua concentracao circulante. No
caso dos TGA, € necesséaria a acao da lipoproteina lipase (LPL). Essa enzima se apresenta
em alta atividade na glandula mamaria e a absorcdo de TGA é bem correlacionada com
sua concentracao plasmatica (Harvatine et al. 2009).

A absorc¢éo de acidos graxos de lipoproteinas de alta densidade (HDL) plasmaticas
pela glandula mamaria € baixa e ajuda a explicar o baixo contetdo de AGPI no leite. Para
compensar esse fato e ndo comprometer a fluidez do leite, a atividade da Estearoil CoA
dessaturase (SCD) é elevada na glandula mamaria, particularmente transformando o
C18:0 em C18:1, sendo que outros acidos graxos de cadeia média também podem ser
insaturados. Todavia, a SCD tem pouca atividade sobre acidos graxos com menos de 18
carbonos, motivo pelo qual a maioria dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) séo
saturados (Chilliard et al. 2000). J& no caso do estearico, cerca de 40% do que € absorvido
pela glandula mamaria é reduzido a oleico, portanto, mais de 50% do oleico no leite é
originado da atividade da SCD. Uma elevada proporc¢édo de 18:1 é tipico da gordura do
leite. Além de gerados a partir da SCD, eles provém de intermediarios da biohidrogenacao
dos AGPI que se acumularam no ramen e foram absorvidos no epitélio intestinal (Corl et
al. 2001).

Desta forma, os mecanismos pelos quais 0s &cidos graxos trans promovem a
reducdo da gordura do leite estdo diretamente relacionados a atividade das enzimas

lipogénicas. Os acidos graxos trans atuam na reducdo da expressdo de genes que
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codificam as enzimas ACACA, FASN, SCD e a LPL que atuam na lipogénese mamaria
(Piperova et al. 2000; Baumgard et al. 2002). Estudos mostraram que a suplementacao
com fontes ricas em linoleico n-6 reduz a expressao dos genes que codificam as enzimas
FASN, SCD1 e SREBF-1 na glandula maméria de vacas leiteiras (Kadegowda et al. 2009;
Jacobs et al. 2011). De Marchi et al. (2015) observaram tendéncia a reducéo da expressdo
génicas das enzimas FASN, LPL e SCD quando vacas receberam 250 g/dia de 6leo de
girassol via perfusdo abomasal. Em revisdo sobre o papel dos acidos graxos trans na
regulacdo nutricional da lipogénese mamaria em ruminantes, Shingfield et al. (2010)
relataram que administracGes de trans10,cis12 CLA, intermediario da biohidrogenacéo,
em quantidades de 1,25 a 5,0 g/dia tipicamente resultam em diminuicdo na sintese de
acidos graxos muitas vezes na auséncia de alteracGes na SCD. No entanto, quantidades
de 7,0 a 14,0 g/dia provocam desproporcionalmente grande reducéo na secrecéo de acidos
graxos sintetizados na sintese de novo, efeito que também é acompanhado por
diminuicdes significativas nos indices de SCD. Ao avaliar diferentes razdes
oleico/linoleico na dieta de vacas leiteiras, He et al. (2012) relataram que dietas com
maior propor¢do de linoleico sdo mais efetivas em deprimir a gordura do leite
comparativamente a dieta com maior propor¢do de oleico. De acordo com Harvatine et
al. (2009), a capacidade lipogénica da glandula mamaria pode ser regulada em varios
niveis, incluindo a transcricdo, traducdo, turnover de proteinas e pela atividade
enzimatica.

A maior concentracdo de AGPI no leite também aumenta sua susceptibilidade a
oxidacao e contribui para a menor durabilidade do produto (Havemose et al. 2006). O
termo oxidacéo de lipidios se refere a uma série de reacdes quimicas, que envolve acidos
graxos insaturados e oxigénio. As reacdes de auto-oxidacdo de lipidios no leite, assim
como em outros alimentos, sdo relacionadas com a composicdo de acidos graxos,
concentracdo de oxigénio, calor, luz, presenca de ions metalicos e antioxidantes (Schaich
2005).

O processo de oxidagdo consiste na incorporacao de oxigénio molecular a um acido
graxo insaturado para produzir um hidroperoxido lipidico (LOOH). A oxidacao lipidica
pode ocorrer por catalise enzimatica, por acdo da lipoxigenase que atua sobre 0s acidos
graxos poli-insaturados catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada poli-
insaturada (Silva et al. 1999). Assim como também, pode ocorrer a peroxidacdo nao
enzimatica, que envolve a participacdo de substancias reativas ao oxigénio (ROS), metais

de transicdo e outros radicais livres (Al-Mehdi et al. 1993; Porter et al. 1995).
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A oxidacdo de lipidios pode ser dividida em trés fases, iniciacdo, propagacédo e
terminacdo. Na fase de iniciacdo, o &cido graxo insaturado sofre o ataque de uma espécie
que é suficientemente reativa para abstrair um dtomo de hidrogénio a partir de um grupo
metileno (-CH»-), formando um radical lipidico (Le). Essa reacdo ocorre por agdo de
catalisadores, ou seja, da interacdo do oxigénio com alguma fonte externa de energia (luz,
calor, ions metélicos) (Lima e Abdalla 2001).

Formado o radical livre, este reage com oxigénio para formar o radical peroxil
(LOOe), estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado, ou
seja, duas duplas ligagdes intercaladas por uma ligacdo simples (Halliwell e Gutteridge
2007). Estes sdo altamente reativos, capazes de remover atomos de hidrogénio de outros
acidos graxos insaturados, formando um novo radical Le ¢ um hidroperoxido lipidico
(LOOH), promovendo assim a fase de propagacdo. Os LOOH produzidos s&o chamados
de produtos primarios da oxidacéo (Silva et al. 1999).

Na fase de terminagdo dois radicais formados nas duas fases iniciais reagem e
formam os chamados produtos secundarios da oxidacao, tais como aldeidos, cetonas e
acidos, originando produtos ndo radicais (Schaich 2005). Os produtos secundarios da
lipoperoxidacédo séo considerados potencialmente toxicos e responsaveis pelo surgimento
de odores e sabores indesejaveis e reduzem a qualidade e seguranca alimentar (Moure et
al. 2001). Entre os aldeidos produzidos na fase de terminacdo estdo o malonaldeido
(MDA) e o0 4 hidroxi-2-nonenal (HNE). Enquanto o MDA é documentado como agente
mutagénico para as células em mamiferos, o HNE, por sua vez, ndo possui acao
mutagénica tdo intensa como 0 MDA, mas € apresentado como o0 maior produto téxico
da peroxidacao lipidica (Valko et al. 2007).

A formacdo de radicais livres e, consequentemente, a oxidacdo lipidica é
proporcional ao grau de instauracdo do &cido graxo. Quanto maior o numero de duplas
ligacGes presentes em um acido graxo, mais facil é a remocéo de atomos de hidrogénio e,
consequentemente, mais facil é a formacdo de um radical. Assim, os acidos graxos
saturados e monoinsaturados sao mais resistentes aos radicais livres que acidos graxos
poli-insaturados (Lima e Abdalla 2001).

Devido a maior susceptibilidade a producédo de radicais livres, a suplementacdo com
AGPI também pode ter impactos nos processos celulares e afetar varios sistemas
fisiologicos. Tendo em vista que a producdo de radicais livres em vacas leiteiras no inicio
da lactacdo € intensa e constante (Castillo et al. 2005) e que se encontram com sistema

antioxidante endogeno naturalmente deprimido (Bernabucci et al. 2005), a suplementagédo
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com AGPI pode intensificar o estresse oxidativo em vacas em inicio de lactagdo. De fato,
estudos mostraram que a suplementacdo com AGPI aumentou a susceptibilidade do
plasma a lipoperoxidacdo em vacas leiteiras (Cortes et al. 2012; Lima et al. 2015) fato
que esta relacionado a maior producdo de radicais livres com a suplementacdo com fontes
poli-insaturadas.

Os sistemas antioxidante endogeno tém por finalidade interromper as reacdes em
cadeia eliminando os radicais livres intermediarios e inibindo outras reac@es de oxidacao
(Halliwell e Gutteridge 2007). Este sistema pode ser encontrado em todas as células dos
organismos vivos (Sordillo e Aitken 2009) e é composto pelas enzimas Catalase (CAT),
Superéxido dismutase (SOD) e Glutationa peroxidase (GPX). Estas enzimas constituem
o sistema de defesa antioxidante primario (Carocho e Ferreira 2013), sendo, portanto, de
crucial importancia (Alia et al. 2003). As enzimas do sistema antioxidante catalisam
diretamente a reducdo de diferentes tipos de ROS (Sordillo e Aitken 2009). Por exemplo,
a CAT esta envolvida na detoxificagdo do perdxido de hidrogénio (Chelikani et al. 2004).
A GPX catalisa a reducdo de hidroperdxidos lipidicos e perdxidos de hidrogénio pela
glutationa reduzida (Ursini et al. 1985). A SOD é uma metaloenzima que catalisa a
dismutacdo do O para oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio (Zelko et al. 2002).

Além da possibilidade de aumentar o estresse oxidativo, a suplementacdo com
AGPI também pode modular a expressdo dos genes que codificam as enzimas
antioxidantes enddgenas. Embora a base fisiologica para esta resposta ainda ndo seja
totalmente compreendida, falhas no sistema antioxidante enddgeno que previne a
peroxidacdo lipidica pode ser envolvida. Por exemplo, Cortes et al. (2012) relataram que
a infusdo abomasal com dleo rico em n-3 reduziu a abundéancia de RNAm de catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPX1 e GPX3) e superoxido dismutase (SOD3) no tecido
mamario de vacas em lactacdo. No entanto, De Marchi et al. (2015) relataram tendéncia
a aumento da expressdo do gene que codifica a enzima SOD2 com infusdo abomasal de
6leo rico em n-6. Estes resultados mostram que a suplementacdo com AGPI pode
aumentar ou reduzir a atividade de enzimas do sistema antioxidante enddgeno e
evidenciam a necessidade de realizacdo de mais estudos para elucidar tal resposta.

Diante do exposto, observa-se que a suplementacdo com fontes de acidos graxos
poli-insaturados ricos em linoleico n-6 e linolénico n-3 ao mesmo tempo tornam o leite
um alimento de melhor qualidade para a saide humana e promovem melhorias no balanco

energético em vacas leiteiras no inicio de lactacdo, porém podem causar efeitos deletérios
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sobre a ingestdo de alimentos, desempenho leiteiro, estabilidade oxidativa do leite,
atividade lipogénica da glandula mamaria e a capacidade antioxidante.

No entanto, poucos trabalhos foram conduzidos com fontes ricas em acidos graxos
monoinsaturados para vacas leiteiras sobre tais parametros. Neste sentido, estudos que
utilizem fontes ricas em acido graxo oleico n-9 podem ser de grande utilidade na busca
pela producdo de um leite com melhor composicdo em &cidos graxos e com menor
impacto sobre a atividade lipogénica da glandula mamaria, estabilidade oxidativa do leite
e a capacidade antioxidante em vacas em inicio de lactacdo manejadas em pastagem
tropical.

Diante do exposto, nossa hipotese é que 6leos com diferentes proporgdes de acidos
graxos oleico (18:1 n-9) e linoleico (18:2 n-6), fornecidos de forma desprotegida da
biohidrogenacdo, podem promover respostas distintas no desempenho leiteiro, balango
de energia, composicdo de &cidos graxos e estabilidade oxidativa do leite e expressao
génica de enzimas lipogénicas e antioxidantes em vacas em inicio de lactacdo manejadas
em pastagem tropical. Ademais, 0 6leo de amendoim, fonte rica em acido graxo oleico
(18:1 n-9), é pouco explorado na nutricdo animal sendo de suma importancia a
investigacdo deste alimento como fonte energética para vacas leiteiras em inicio de

lactacao.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementagéo
com 6leos de amendoim e girassol sobre o desempenho e varidveis produtivas, balanco
de energia, producéo, qualidade, composicéo de acidos graxos e estabilidade oxidativa do
leite do leite, metabolitos sanguineos e abundancia de RNAm de genes que codificam
enzimas lipogénicas e antioxidantes endogenas em células provenientes do leite de vacas

Jersey em pasto de Panicum maximum cv. Tanzania.
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I11 - Desempenho e balango de energia em vacas Jersey a pasto no inicio da
lactagdo suplementadas com éleos de amendoim e girassol
(Normas: Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition)

Resumo. Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da suplementacdo com 6leos
de amendoim e girassol sobre a producdo e composi¢do quimica do leite, balanco de
energia (BE) e variagdo do peso e escore corporal (VPC e VECC) de vacas Jersey a
pasto no inicio da lactacdo. Foram utilizadas 24 vacas distribuidas em delineamento em
blocos ao acaso. Foram utilizados os tratamentos (1) concentrado padrdo sem dleo
(CONT); (2) concentrado mais de 59,6 g/kg MS de 6leo de amendoim (AME); (3)
concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de girassol (GIR); e (4) concentrado mais 59,6
g/kg MS de uma mistura 1:1 de 6leos de amendoim e girassol (MIX). Os 6leos foram
fornecidos até os 67 dias de lactacdo (DEL). Apos 67 DEL, o efeito residual da
suplementacdo foi avaliado na producéo de leite até os 237 DEL. Dados de ingestéo,
digestibilidade, producdo e qualidade do leite e balango de energia e VPC e VECC
foram analisados aos 30 e 60 DEL. A suplementacdo com 6leo ndo teve efeito sobre a
ingestdo de matéria seca total e de forragem. A suplementacdo lipidica aumentou a
ingestdo e digestibilidade do EE. A digestibilidade do FDN reduziu com a
suplementacdo com oOleo. O tratamento GIR reduziu a producdo diéria de leite, a
producdo de leite corrigida para 4% de gordura e a gordura do leite com resultados
semelhantes entre tratamentos CONT, AME e MIX. A suplementacdo com dleo
aumentou a ingestdo de EL.. O tratamento GIR reduziu a EL do leite, a eficiéncia de
utilizagdo da EL._ da dieta, VPC e VECC. O GIR melhorou o BE até os 60 DEL. A
suplementacdo com 06leos ndo resultou em melhor desempenho na lactacdo de vacas
mantidas em pastagem tropical. A suplementacdo com Gleo de girassol, rico em acido
graxo linoleico, reduz a producéo e o teor de gordura do leite e melhorar o balanco de

energia no inicio da lactacdo quando comparado ao 6leo de amendoim, rico em oleico.

Palavras-chave: digestibilidade, gordura, linoleico, oleico, producéo de leite
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Introducéo

Em razdo do aumento das exigéncias para a produgdo de leite ndo compensada
pelo baixo nivel de ingestdo de energia, o inicio da lactacdo é caracterizado por um
balango energético negativo (BEN) com mobilizacdo de reservas corporais para atender
a demanda por energia para producdo de leite. Distlrbios metabdlicos, ma condicdo
corporal, baixa producgéo e reducdo da eficiéncia reprodutiva s&éo bem conhecidos por
estarem associados a este evento (Olson et al. 2010; Esposito et al. 2014). Assim, para
maximizar o consumo de energia por vacas leiteiras em inicio de lactagdo, com a
finalidade de alcancar niveis mais elevados de producdo de leite e reduzir os efeitos
prejudiciais do balanco energético negativo, é fundamental que se recorra a
suplementacdo com concentrados.

A adicdo de fontes lipidicas na dieta de vacas no inicio de lactacdo tem recebido
atencdo especial por parte dos pesquisadores nos ultimos anos (Bu et al. 2007; Leiber et
al. 2011; Lerch et al. 2012; Petit 2015). Entre os beneficios apontados com a
suplementacdo lipidica estdo o aumento da concentracdo energética da dieta, a reducéo
do fornecimento de carboidratos rapidamente fermentaveis e melhor do desempenho
produtivo e reprodutivo (Vilela et al. 2002; Salehi et al. 2016).

Contudo, resultados de pesquisa sobre desempenho produtivo e balanco de
energia de vacas em inicio da lactacdo recebendo lipidios suplementar ainda sdo
conflitantes. A variabilidade na resposta esta relacionada, entre outros fatores, ao grau
de instauracdo do lipidio utilizado. Enquanto fontes lipidicas ricas em acidos graxos
saturados (AGS) estdo relacionadas a aumentos na producao de leite e teores de gordura
do leite (Schroeder et al. 2004), fontes ricas em &cidos graxos poli-insaturadas (AGPI)
podem reduzir a ingestdo de energia e a energia secretada no leite, disponibilizando
mais energia liquida para ganho de peso e melhora do balanco de energia (Harvatine e
Allen 2006a; Santos et al. 2009). Ainda, fontes ricas em &cido graxo linoleico 18:2 n-6
(gréos e oOleos de soja e girassol) também podem ter efeitos negativos sobre o teor de
gordura do leite (Bauman e Griinari 2003), a digestibilidade ruminal (Beauchemin et al.
2009) e a digestibilidade pds-ruminal (Avila et al. 2000), com consequente reducdo na
ingestdo de alimentos e desempenho (Harvatine e Allen 2006b).

No entanto, existem poucas informacdes na literatura sobre a suplementacdo com
fontes ricas em &cido graxo oleico 18:1 n-9 para vacas leiteiras no inicio de lactacéo.

Nossa hipotese é que 6leos com diferentes proporgdes de &cidos graxos oleico 18:1 n-9
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e linoleico 18:2 n-6, fornecidos de forma desprotegida da biohidrogenacdo, podem
promover respostas distintas no desempenho leiteiro e balanco de energia em vacas, em
inicio de lactagdo, manejadas em pastagem tropical. Ademais, o 6leo de amendoim,
fonte rica em &cido graxo oleico, € pouco explorado na nutricdo animal sendo de suma
importancia a investigacdo deste alimento como fonte energética para vacas leiteiras em

inicio de lactac&o.

Materiais e Método

Local, animais, dietas e procedimentos experimentais

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Zootecnia da Agéncia
de Pesquisa em Tecnologia do Agronegocio (APTA), em Ribeirdo Preto/SP. Foram
utilizadas 24 vacas da raca Jersey com peso corporal médio de 423 + 54,3 kg,
compostas de 12 primiparas e 12 multiparas. Adotou-se o delineamento em blocos ao
acaso e animais foram blocados de acordo com a ordem de parto e a producéo de leite
na lactacdo anterior, para as vacas multiparas. Os animais foram manejados observando-
se as normas de boa conduta ética no uso de animais para experimentacao.

Antes do parto as vacas foram mantidas em pasto de capim-tanzania e receberam
concentrado composto por milho, farelo de soja, farelo de algodéo e suplemento mineral
vitaminico com 884 g/kg de MS; 204 g/kg de PB; 174 g/kg de FDN e 34,9 g/kg de EE.

O 6leo de amendoim foi escolhido por ser uma fonte rica em acido graxo
monoinsaturado oleico e pobre em &cido graxo poli-insaturado linoleico. O 6leo de
girassol foi escolhido por possuir composicdo inversa ao do 6leo de amendoim, rico em
linoleico e pobre em oleico. O dleo de amendoim utilizado continha, expresso em
percentual do total de acidos graxos, 76,9 g/kg de 16:0; 27,3 g/kg de 18:0; 600 g/kg de
cis9-18:1; 188 g/kg de cis9,cis12-18:2; 0,70 g/kg de cis9,cisl2,cis15-18:3; 12,6 g/kg de
20:0 e 94,5 g/kg de outros acidos graxos. O 6leo de girassol utilizado continha 50,9 g/kg
de 16:0; 37,9 g/kg de 18:0; 277 g/kg de cis9-18:1; 567 g/kg de cis9,cis12-18:2; 1,70
g/kg cis9,cis12,cis15-18:3; 2,73 g/kg de 20:0 e 62,7 g/kg de outros acidos graxos.
(Método 5509 - I1SO (1978)).

Foram utilizados os tratamentos (1) concentrado padrdo sem adicdo de Oleo
(CONT); (2) concentrado contendo de 59,6 g/kg MS de dleo de amendoim (AME); (3)
concentrado contendo 59,6 g/kg MS de Oleo de girassol (GIR) e (4) concentrado

contendo 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1 de éleos de amendoim e girassol (MIX)
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para simular um 6leo com razdo equilibrada entre oleico: linoleico (63,9 g/kg de 16:0;
32,5 g/kg de 18:0; 439,1 g/kg de cis9-18:1; 377,9 g/kg de cis9,cis12-18:2; 1,20 g/kg de
cis9,cis12,cis15-18:3; 7,70 g/kg de 20:0 e 77,4 g/kg de outros &cidos graxos). Os
concentrados foram compostos por milho moido, farelo de soja, farelo de algodao,
bicarbonato de sdédio e suplemento mineral vitaminico, formulado para atender 50%
exigéncias nutricionais de vacas em lactacdo de acordo com o NRC (2001) (Tabela 1).
Para equilibrar os niveis de proteina bruta e a energia liquida de lactacdo entre o
tratamento controle e os que receberam 6leo (AME, GIR e MIX), o milho moido e o
farelo de soja foram substituidos parcialmente pelo farelo de algodao nestes ultimos.

O concentrado foi fornecido em duas refei¢des iguais (08 e 16h30min) em cochos
individuais apds as ordenhas. Inicialmente foram fornecidos 7,0 kg de concentrado com
base na MS e acrescido de 1,0 kg de concentrado com base na MS para cada 2,5 kg de
leite produzido acima dos 20 kg/dia. Para garantir o consumo total da quantidade de
Oleo a suplementar, este foi ofertado apenas na refeicdo da manhd, misturado a uma
pequena quantidade de concentrado, esperando o animal consumir esta pequena por¢ado
para entéo, fornecer o restante do concentrado.

O periodo experimental foi dividido em duas fases. Na primeira fase, ap6s o parto,
as vacas foram distribuidas de forma aleatoria para uma das quatro dietas e
permaneceram nos mesmos tratamentos até os 67 dias em lactacdo (DEL). Durante esta
fase foram realizados dois periodos de amostragem de ingredientes, concentrados, fezes
e leite, com duracédo de sete dias, contados a partir dos 30 e 60 DEL. Na segunda fase,
foi avaliado o efeito residual da suplementacdo inicial com 6leo na producéao de leite do
68 ao 237 DEL. Durante esta fase, 0S mesmos animais permaneceram em um mesmo
piquete, ausente de pasto, com cocho e bebedouro coletivos e receberam como dieta,
concentrado padréo (884 g/kg MS; 204 g/kg MS de PB; 174 g/kg MS de FDN e 34,9
g/kg MS de EE) e silagem de milho (884 g/kg MS; 204 g/kg MS de PB; 174 g/kg MS
de FDN e 34,9 g/kg MS de EE), fornecido na proporcdo volumoso: concentrado de
60:40.

Durante o periodo de suplementacdo lipidica, as vacas tiveram como fonte de
volumoso, pasto de capim-tanzania em area de 5,0 ha, subdividida em 12 piquetes, que
é adubado anualmente com ureia e cloreto de potassio (N-P-K, 20-0-20 kg/ha) apos a
saida dos animais do piquete. Foi adotado o sistema de pastejo rotacionado e as vacas
tiveram acesso a cada piquete quando a altura média do dossel alcancou 100 cm e foram

retiradas quando a altura atingiu 30 cm. O tempo médio de permanéncia em cada
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piquete foi de um dia e meio. A taxa de lotagdo durante o periodo experimental foi de
33,2 UA/ha/dia.

A massa de forragem no pré-pastejo foi mensurada uma vez por semana
coletando-se quatro amostras em quadro de 1,0 m? (1,0 x 1,0 m) em piquetes escolhidos
por sorteio. Os quadros foram posicionados em pontos representativos da altura média
do dossel do piquete no momento da amostragem. A forragem contida no interior do
quadro foi cortada a altura média de 30 cm, semelhante a altura definida para o residuo
po6s-pastejo. O material coletado foi pesado e composto em duas amostras. Separou-se
estas amostras em duas porgdes, uma integral e outra da qual foi separado o material
morto do vivo, que, posteriormente, foi separado em laminas foliares e colmo. As
fracbes material integral, material morto, laminas foliares e colmo, foram
acondicionadas em sacos de papel, pesadas, identificadas e submetidas a pré-secagem
em estufa com circulacdo forcada de ar a 55°C por 72 h, para estimar a matéria pré-seca.

Amostras do pasto, simulando-se o pastejo pelos animais, foram realizadas
conforme Johnson (1978) nos mesmos piquetes utilizados para determinacdo da massa
de forragem. Estas amostras foram submetidas a pré-secagem em estufa com circulacao
forcada de ar a 55°C por 72 horas, moidas em moinho tipo Willey com peneira de malha
com crivos de 1,0 mm e armazenadas para posterior analise quimico-bromatoldgicas.

A producdo de massa de forragem do capim-tanzania durante o periodo
experimental permitiu oferta de 13,92 kg de MS por 100 kg peso vivo (PV) (Tabela 2).
As alturas do dossel no pré e pds-pastejo ficaram préximas as pretendidas de 100 e 30
cm, respectivamente. Houve maior producéo e proporcédo do componente folha antes e
ap0s o pastejo em comparagdo ao colmo. Apds o pastejo foram observadas reducdes na
producdo de massa de forragem e de folhas, na proporcdo de folhas e razdo folha:
colmo, com aumentos nas proporcdes de colmo e material morto.

O registro da producdo de leite foi realizado diariamente durante o periodo de
suplementacdo com Gleo (0 a 67 DEL) e a cada 15 dias durante o periodo residual (68 a
237 DEL). Amostras de leite foram colhidas nas duas ordenhas aos 30 e 60 DEL,
compostas de acordo com a producdo correspondente, armazenadas em frascos
contendo bronopol-B2 e refrigeradas a 4°C para estimar a composi¢do normal (proteina,
lactose, gordura, N ureico no leite e CCS). A correcdo da producdo de leite para 4% de
gordura foi realizada adotando-se a formula proposta por (Gaines 1928).

A estimativa da excrecdo fecal foi obtida a partir do indicador externo diéxido de

titdnio (TiO2) (Myers et al. 2004) fornecido aos animais em capsulas de 10 g por via
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esofagica, em duas doses diarias apds as ordenhas, com 10 dias para adaptagdo e cinco
dias para coleta de fezes. As fezes foram colhidas diretamente da ampola retal dos
animais apds as ordenhas durante cinco dias seguidos contados a partir dos 30 e 60 DEL
e armazenadas a -20°C para posterior pré-secagem em estufa com ventilagdo forcada de
ar a 55°C por 72h, moidas e analisadas quanto a concentracdo de diéxido de titanio em

espectrofotometro a 410 nm.

Analises quimicas

Como indicador interno para estimar a indigestibilidade foi utilizada a fibra
detergente neutro indigestivel (FDNI). Para isto, foram utilizadas duas vacas fistuladas
no ramen de acordo com a metodologia empregada por Cochran et al. (1986) com
algumas modificacGes: incubacdo in situ das amostras (ingredientes do concentrado,
forragem e fezes) por 288 horas e posterior tratamento térmico com solucdo de
detergente neutro, durante uma hora, assumindo o residuo como indigestivel.

A excrecdo fecal (EF) foi calculada conforme a férmula abaixo:

Quantidade do TiO, administrado
Concentra¢ao do marcador nas fezes

EF (kg/dia)=

A contribuicdo da excrecéo fecal a partir do consumo de concentrado (EFconc) foi
determinada como sendo o produto entre a quantidade de concentrado fornecida e a sua
indigestibilidade. A estimativa do consumo de forragem foi determinada descontando-
se a contribuicdo do concentrado para a excrecdo fecal e o valor dividido pela

indigestibilidade da forragem, seguindo-se a formula abaixo:

EF-EFconc
Indigestibilidade da forragem

Consumo de forragem (kg)=

Amostras dos ingredientes, concentrados e simulado de pastejo foram analisadas
quanto ao teor de matéria seca de acordo com o método 934.01 da AOAC (1998). A
matéria inorganica foi estimada por combustdo de acordo com o método 942.05 da
AOAC (1998). O nitrogénio total foi estimado seguindo o método 988.05 da AOAC
(1998) no aparelho Tecnal TE-036/1 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) e a proteina bruta

estimada como N x 6,25. O extrato etéreo foi estimado no aparelho Tecnal TE-044/1 de
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acordo com o método 920.39 de AOAC (1998). A fibra em detergente neutro foi
estimada conforme a técnica descrita por Mertens (2002) adaptada para utilizagdo de um
Ankom?® Fiber Analyzer (Ankom Technology Corp., Fairport, NY, USA) usando a-
amilase.

As amostras de leite foram analisadas quanto a composi¢cdo normal por meio de
espectrofotometria no infravermelho (Bentley model 2000; Bentley Instrument Inc.,
Chaska, MN, USA). A contagem de células somaticas do leite foi realizada por meio de
um contador eletrénico (Somacount 500, Chaska, MN, USA) na Clinica do Leite -
ESALQ/USP.

Variagao do peso e escore corporal e balanco de energia

Para analise da variacdo do peso corporal e do escore de condicao corporal (ECC),
as vacas foram pesadas e avaliadas quanto ao ECC em escala de 1 a 5 (Wildman et al.
1982) ao parto e aos 30 e 60 DEL logo apds a ordenha da manha.

Os nutrientes digestivos totais (NDT) foram calculados a partir dos resultados de
composicdo quimica-bromatologica e degestibilidade dos nutrientes adotando a formula

proposta por Weiss et al. (1992):

NDT (%) = CNFd + PBd + (EEd x 2,25) + FDNd

A energia liquida de lactagdo (ELL) foi calculada adotando as formulas propostas

pelo NRC (2001) para calculo da energia digestivel (ED) e energia metabolizavel (EM):

ED (Mcal/kg) = (4,41 x NDT) / 100
EM (Mcal/kg) = (1,01 x ED) - 0,45
ELL (Mcal/kg) = (0,703 x EM) - 0,19

O balanco de energia foi calculado estimando-se a ingestdo de energia liquida de
lactacdo (ELL) pelas vacas e subtraindo-se deste as estimativas das exigéncias
nutricionais diarias em EL_ para mantenca e EL para producdo de leite adotando as

equacdes propostas pelo o NRC (2001):

ELmant (Mcal/dia) = [PC®" x 0,08] + [((((Distancia do pasto a ordenha em
km/1000) x Numero de deslocamentos) x (0,00045 x PC))+(0,0012 x PC))]
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ELeite = [(0,0929 x % de gordura) + (0,0563 x % de Proteina) + (0,0395 x % de
lactose)] x Producdo de leite em kg

Anélise estatistica

Os dados de consumo e digestibilidade dos nutrientes, producdo diaria e
composicdo do leite, balango de energia e variacdo do peso e escore corporal foram
analisados como medidas repetidas no tempo, considerando como efeitos fixos o
tratamento, DEL e interacdo tratamento x DEL em um delineamento em blocos ao
acaso pelo procedimento PROC MIXED do logiciério estatistico SAS (2000), seguindo

0 modelo matematico:

Yik =+ Ti+Dj+ (T x D) + B + €iji

em que Yij é a variavel dependente, i é a média geral, Ti € efeito fixo de tratamento (i
=1 a 4), Dj € o efeito fixo dos dias em lactacdo (j = 30 a 60), (T x D) € a interagédo
entre tratamento e dias em lactagéo, B, para efeito de bloco e e € 0 erro aleatorio do
residuo.

Valores dos ajustes estatisticos para Akaike’s information criterion (AIC) foram
usados para determinar a estrutura de covariancia mais apropriada. As médias foram
geradas pelo LSMEANS e comparadas pelo teste Tukey, sendo declaradas diferentes
quando P<0,05 e tendéncia 0,05>P<0,10.

Os dados de parametros da curva de lactacdo e producdo de leite acumulada no
periodo de suplementacdo com 0leo, residual e na lactacdo total foram realizados em
apenas um periodo, ndo os considerando como medidas repetidas. O modelo incluiu o

efeito fixo de tratamento e o efeito aleatdrio de blocos, seguindo 0 modelo matematico:

Yi= M+ Ti+Bj+ €jj

em que Yi € a variavel dependente, i é a média geral, T; é efeito fixo de tratamento (i =

1 a 4), Bj o efeito de bloco e ejj € 0 erro aleatorio do residuo.
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Resultados

N&o houve interacdo tratamento x DEL para ingestdo e digestibilidade dos
nutrientes (Tabela 3). A suplementacdo com 6leo ndo influenciou as ingestbes de
matéria seca total (CMS) e em fungdo do peso vivo (% PV), de forragem (CMST),
matéria organica (CMO), de proteina bruta (CPB) e da fibra insolivel em detergente
neutro (CFDN) e carboidratos ndo fibrosos (CCNF). A suplementacdo lipidica
aumentou (p < 0,0001) a ingestdo de EE em até 36%, comparativamente a dieta
controle. A digestibilidade do EE (p = 0,02) aumentou com a adicdo de 6leo na dieta. A
digestibilidade FDN reduziu (p = 0,02) com a suplementacdo com éleo, principalmente
nos tratamentos GIR e MIX. N&o houve efeito dos tratamentos para a DMS (p = 0,51),
DMO (p = 0,52) e DPB (p = 0,40). Houve efeito dos DEL, com aumentos para o IMS
(14,5 vs. 15,4 kg/dia), IMST (7,48 vs. 8,37 kg/dia), IMO (13,2 vs. 14,0 kg/dia), IPB
(2,57 vs. 2,71 kg/dia), IEE (0,74 vs. 0,77 kg/dia), IFDN (6,05 vs. 6,61 kg/dia) de 30
para 60 DEL.

N&o houve interacdo tratamento x DEL para producdo e qualidade do leite
(Tabela 4). O tratamento GIR reduziu a producdo diaria de leite (PL, p = 0,04), a
producdo de leite corrigida para 4% de gordura (PLCG, p = 0,02) e gordura do leite (p =
0,04) com resultados semelhantes entre tratamentos CONT, AME e MIX. Os teores de
proteina, lactose, solidos totais, extrato seco desengordurado, nitrogénio ureico no leite
e a contagem de células somaticas foram semelhantes entre os tratamentos. Houve
efeito dos DEL (p = 0,004) para a concentracdo de N-ureico no leite com maior valor
observado aos 30 quando comparado a 60 DEL (12,9 vs. 10,4 mg/dL).

Vacas suplementadas com 6leo apresentaram o dia do pico de lactacdo mais tardio
(p = 0,05) e menor producdo inicial de leite (p = 0,03) quando comparadas as do
tratamento controle (Tabela 5). Houve tendéncia (p = 0,06) a menor producdo final de
leite para vacas dos tratamentos GIR e MIX. Néo houve efeito da suplementacdo com
6leos para a taxa de aumento da producdo até o dia do pico (TxA, p = 0,63) e taxa de
declinio da producéo apds o dia do pico (TxD, p = 0,65).

A suplementacdo com diferentes 6leos influenciou as producfes acumuladas no
periodo residual (60 a 237 DEL) e na producao total na lactacdo (237 DEL) (Tabela 6).
Vacas do tratamento GIR produziram menos leite no periodo residual (p = 0,01) e na

lactacdo total (p = 0,02). Houve tendéncia a reducdo (p = 0,09) para a producédo de leite
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durante periodo de suplementacdo com 6leo (0 a 60 DEL) para vacas do tratamento
GIR.

N&o houve interacdo tratamento x DEL para os parametros relacionados ao
balanco de energia e variagdo do peso e escore da condicdo corporal (Tabela 7). A
adicdo de 6leo ao concentrado aumentou (p = 0,005) a ingestdo de EL. pelas vacas.
Vacas do tratamento GIR apresentaram menores concentracdo de EL no leite (p = 0,03),
eficiéncia de utilizacdo da EL. da dieta para a producéo de leite (p = 0,01), variacdes no
peso corporal (p = 0,01) e no escore corporal (p = 0,001) e balango energético positivo
(p = 0,0007) até os 60 DEL quando comparada as demais. As variagdes do peso e do
escore corporal foram mais intensas aos 30 que aos 60 DEL (46,9 vs. 10,4 kg e 0,48 vs.
0,26 ud, respectivamente). As vacas apresentaram tendéncia (p = 0,08) a melhor BE aos
60 que 30 DEL (-1,69 vs. -0,42 Mcal/dia).

Discussao

A producédo de massa de forragem no pré-pastejo, com oferta de 13,92 kg MS por
100 kg PV, ndo foi fator limitante ao consumo. Considerando apenas a producéo de
folhas, componente mais nutritivo da forragem (Difante et al. 2009; Reis et al. 2009), a
oferta diaria de folhas foi de 47,9 kg de MS por animal, 2,9 vezes superior a ingestao de
matéria seca praticada pelos animais do experimento e dentro do recomendado por
Hodgson et al. (1994), de 2 a 3 vezes 0 consumo, para maximizar o desempenho em
sistemas a pasto. Pérez-Prieto et al. (2011) observaram maiores consumo de forragem e
producdo de leite por vacas quando a oferta diaria de forragem foi de 46 kg de MO por
vaca.

A altura do dossel forrageiro foi reduzida apos o pastejo em aproximadamente
70%. Mesmo a altura no pré-pastejo de 100 cm ter sido superior ao recomendado na
literatura para 0 manejo do capim-tanzania, de 70 cm (Barbosa et al. 2007; Difante et al.
2009), o estrato pastejavel apresentou boas caracteristicas morfolégicas caracterizado
pela alta proporcdo e producdo de folhas e elevada razdo folha: colmo. Na avaliacéo
poOs-pastejo, a reducdo na proporcdo (11,58%) e producdo de folhas (2.437 kg/ha) e na
razdo folha: colmo (42,88%), com aumento na propor¢do de colmos (33,41%),
evidenciou a selecdo do componente folha pelas vacas durante pastejo em detrimento ao

colmo.
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A literatura relata a reducao da IMS total e de forragem quando se fornece lipidios
insaturados a dieta de vacas em lactacdo (Harvatine e Allen 2006b; Petit e Cortes 2010).
Essa redugdo no consumo se deve tanto a efeitos negativos sobre a digestibilidade
ruminal da fibra (Beauchemin et al. 2009) como também sobre a digestibilidade pds-
ruminal (Avila et al. 2000). A suplementacdo com AGPI reduz a liberagdo de grelina,
produzida pelo abomaso a qual estimula o consumo (Relling e Reynolds 2007; Bradford
et al. 2008). Entretanto, em nossa pesquisa, a suplementacdo com fontes lipidicas
insaturadas ndo afetou a IMS total e de forragem. Talvez a alta demanda energética no
inicio da lactacdo para a produgdo de leite tenha determinado nivel de consumo
semelhante entre os tratamentos, pois a ingestdo de MS é dependente, entre outros
fatores, da demanda energética para suprir as exigéncias didrias (Remppis et al. 2011).
A baixa proporcao de 0leo na dieta (28 g/kg de MS) também pode explicar a auséncia
de efeito dos tratamentos sobre a IMS, como também observado por Dai et al. (2011) ao
suplementar vacas com 20 g/kg de MS de 6leos de canola, amendoim e girassol. Com
auséncia de efeito entre os tratamentos para ingestdo de MS, MS de forragem e MO, ¢
natural que a ingestdo de PB, CNF e FDN, também n&o apresentassem diferenga entre
0s tratamentos.

A ingestdo de EE aumentou nas dietas com maior propor¢do de EE (AME, GIR e
MIX), o que também determinou maior DEE nestes tratamentos, comparativamente ao
controle.

Assim como observado em estudos prévios (Drackley et al. 2007; Kazama et al.
2010), a digestibilidade da fibra (FDN) foi reduzida pelo fornecimento de acidos graxos
insaturados na suplementacdo. De acordo com Jenkins (1993) a reducédo da degradacao
da fibra com a suplementacdo com fontes insaturadas de lipidios se deve a dificuldade
de aderéncia microbiana as particulas de alimento e ao efeito toxico dos acidos graxos
insaturados sobre a membrana plasmatica microbiana. A reducdo da DFDN foi maior
nos tratamentos com maior proporcdo de AGPI, tratamentos GIR e MIX, quando
comparada ao tratamento AME, pela sua menor proporcao em AGPI.

O aumento na IMS com o avanco da lactacdo de 30 para 60 DEL é natural, pois
ap0s o parto vacas apresentam uma lenta taxa de aumento na ingestdo de alimentos
(Hayirli e Grummer 2004). O aumento na IMS, nesta pesquisa, foi devido
exclusivamente ao aumento na ingestdo de forragem, uma vez que apenas durante 0s

dias do pico de producdo de leite as vacas produziram acima de 22,5 kg de leite e
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receberam acima 7,0 kg MS/dia de concentrado. A ingestdo de MO, PB, EE e FDN
acompanharam o aumento na IMS de 30 para 60 DEL.

A producédo e a qualidade do leite aos 30 e 60 DEL foram influenciadas pela
caracteristica da fonte lipidica predominante na suplementacdo. Vacas do tratamento
GIR produziram menos leite quando comparada as demais. O tratamento AME, com
baixa propor¢do de linoleico, e MIX, que possui 50% de ambos os éleos, produziram
em média 2,0 kg leite/dia a mais que o tratamento GIR e producdo semelhante ao
CONT. Uma possibilidade para esta menor producdo de leite no tratamento GIR pode
estar relacionada a menor mobilizacdo de reservas corporais quando as vacas receberam
maiores proporcdes de acido graxo linoleico, uma vez que a ingestdo EL. para o
tratamento GIR foi semelhante aos tratamentos AME e MIX e superior ao tratamento
controle. Provavelmente, a menor producdo de leite com o fornecimento de AGPI seja
resposta intrinseca do inicio da lactacdo, quando as vacas estdo em balango energético
negativo, uma vez que ndo foram observadas reducdes da producdo de leite quando o
fornecimento de fontes ricas em AGPI teve inicio em outras fases da lactacdo (Rego et
al. 2009; Dai et al. 2011). Com a reducdo na ingestdo de alimentos no periodo que
antecede o parto, a energia liberada pela mobilizacdo das reservas corporais ¢ uma fonte
energética importante para manter a producéo de leite no inicio da lactacdo (Remppis et
al. 2011).

A gordura do leite foi reduzida no GIR em até 12,8%, em media, quando
comparado aos demais tratamentos. Uma hipdtese para a depressao da gordura do leite
ao fornecer Oleo rico em &cido graxo linoleico se deve a mudancas nas rotas de
biohidrogenacdo dos &cidos graxos poli-insaturados no riumen com a formacdo de
isdbmeros trans (Bauman e Griinari 2003; Shingfield et al. 2010). De acordo com
Shingfield et al. (2010) e Bauman et al. (2011), alguns isdmeros trans (trans10-18:1,
trans9,cis11-18:2, transl0,cis12-18:2, cisl0,trans12-18:2) podem por reduzirem a
capacidade e transcricdo de enzimas lipogénicas responsaveis pela sintese de novo na
glandula mamaria. Nos tratamentos AME e MIX, devido a menor concentracdo em
acido graxo linoleico, provavelmente resultou em menor formacéo de isémeros trans, e
contribuiu para manter normais os teores de gordura do leite. A reducdo da
concentracdo de gordura no leite no GIR também determinou menor PLCG para este
tratamento, em média 2,72 kg leite/dia.

A excrec¢do de nitrogénio na forma de NUL diminuiu de 30 para 60 DEL, fato que

pode estar relacionado ao aumento da IMS com o aumento da ingestdo de forragem.
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Com maior disponibilidade de energia pode ter ocorrido melhor aproveitamento da
amonia produzida pela digestdo microbiana da proteina da dieta e consequente reducgao
da excrecgéo de ureia no leite (Sinclair et al. 2014).

Quando analisados os parametros da curva de lactacdo, observa-se menor
producéo inicial de leite (registrada no quarto dia da lactacéo) para vacas suplementadas
com Gleos. A producéo de leite diaria do grupo controle aumenta até quarta semana de
lactacdo quando atinge o pico de producdo (dia 30 da lactacdo) enquanto vacas que
receberam Gleo retardaram o dia do pico de producgdo (dia 50 da lactacdo, em média).
No entanto, em razdo da maior producdo de leite inicial no grupo controle, do maior
tempo para atingir o pico de lactacdo no grupo suplementado com 6leo e da producdo de
leite no pico semelhante entre os tratamentos, ndo houve diferenca entre os tratamentos
para taxa de aumento da producdo de leite (kg de leite/dia) até atingir o pico de lactacéo.

A suplementagdo com lipidios até os 67 DEL n&o resultou em resposta positiva na
producdo de leite no periodo residual. Este fato pode ser confirmado pela taxa de
declinio da producéo de leite apds o pico ou persisténcia da lactacdo semelhante entre
0s tratamentos. Ainda, durante o periodo residual a suplementacdo com 0Oleo de girassol
(GIR e MIX) até os 67 DEL resultou em menor producdo de leite quando comparada ao
controle e a suplementacdo com dleo de amendoim. Estes resultados discordam aos
observados por Vilela et al. (2002) que observaram aumento na persisténcia, no pico de
producdo e na lactacdo total em vacas lactantes mantidas em pastagem tropical e
suplementadas com gordura protegida.

O efeito negativo da suplementacdo com 6leo rico em linoleico refletiu em baixas
producdes acumuladas no periodo residual (60 a 237 DEL) e na producdo total na
lactacdo. O tratamento GIR reduziu em meédia, 747 kg a producdo de leite no periodo
residual e 902 kg a producéo total de leite, quando comparado aos tratamentos CONT e
AME. O tratamento MIX, com razdo oleico: linoleico de 1,16, manteve producdes de
leite no periodo residual e na lactacdo total intermediarias aos tratamentos AME e GIR.

Resultados de pesquisa sobre o efeito da suplementacdo inicial com lipidios na
lactacdo total ainda sdo conflitantes. Vilela et al. (2002) observaram aumento na
producdo de leite ao longo de toda a lactacdo quando adicionaram 700 g/vaca/dia de
sais de calcio de 6leo de palma ao concentrado de vacas mantidas em pastagem tropical
na fase inicial da lactacdo. Schingoethe e Casper (1991) relataram aumentos de até 3,6%
na producdo total em 305 DEL para vacas suplementadas com fonte lipidica em que,

71% da producdo adicional de leite ocorreu apés a interrupcdo da suplementagdo
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lipidica na 162 semana de lactacdo. No entanto, assim como nesta pesquisa, Salado et al.
(2004) ndo observaram efeito na producdo de leite no periodo residual quando
suplementaram com lipidios vacas mantidas sistema de pastagem até aos 75 dias de
lactacdo.

Como reportado anteriormente, a alta proporcéo de &cido graxo linoleico na dieta,
resultou em menor producdo e teor de gordura do leite que resultou em menor EL
secretada no leite para o tratamento GIR. A alta ingestdo de EL_ da dieta com menor
quantidade de energia secretada no leite no tratamento GIR reduziram a eficiéncia de
utilizacdo da EL_ da dieta destinada a producédo de leite pelas vacas deste tratamento.
Este resultado sugere que vacas que receberam maiores quantidades de acido graxo
linoleico utilizaram 40% da EL. da dieta para outros eventos metab6licos, como manter
as reservas corporais. Fato que pode ser constatado pelo melhor balango de energia até
0s 60 DEL em vascas do tratamento GIR. Este resultado esta em concordéncia aos de
Harvatine e Allen (2006a) que ao aumentarem linearmente o grau de instauracdo da
fonte lipidica suplementar da dieta observaram, concomitantemente, reducéo da gordura
e da eficiéncia de conversdo da energia da dieta para a producao de leite e aumentos no
ganho de peso vazio e na energia liquida de ganho. Segundo estes autores, a energia que
ndo é secretada no leite € armazenada no tecido adiposo e com a reducéo na sintese de
gordura, mais acetato ¢ disponibilizado para sintese de gordura no tecido adiposo.

A melhor eficiéncia em manter as reservas corporais no tratamento GIR fica
evidente quando se observa os dados de variacdo do peso corporal e do ECC. As vacas
deste tratamento perderam menos peso corporal e ECC até os 60 DEL quando
comparada as dos tratamentos CONT, AME e MIX. Com menor ingestdo de EL, vacas
do tratamento CONT apresentaram BEN mais intenso até os 60 DEL, justificando
assim, as maiores perdas de ECC.

De 30 para 60 DEL, houve reducdo da intensidade do balanco energético negativo
(-1,69 vs. -0,42 Mcal/dia) em consequéncia do aumento na IMS e nivel de producédo de
leite semelhante ao de 30 DEL, o que resultou em menor perda de peso e escore
corporal aos 60 DEL. A mobilizacéo lipidica € uma adaptacdo fisiologica de mamiferos
para sobreviver a tempos de reducdo de nutrientes e disponibilidade de energia
(Contreras e Sordillo 2011), situacdo que ocorre com vacas em inicio de lactacdo, em
gue a demanda por energia para suportar a producéo € alta e o IMS ainda esta reduzido.

Com o passar das semanas de lactacdo a IMS aumenta gradativamente, eleva-se o



36

aporte de nutrientes para a producdo de leite e a necessidade de mobilizacdo das

reservas corporais para manter a producao de leite é reduzida.

Conclusoes

A suplementacdo com 6leos insaturados para vacas no inicio da lactacdo mantidas
em pastagem tropical ndo resulta em melhor desempenho leiteiro. A suplementagéo
com Oleo de girassol, rico em &cido graxo linoleico, reduz a producdo e o teor de
gordura do leite e melhorar o balanco de energia no inicio da lactacdo quando

comparado ao 6leo de amendoim, rica em &cido graxo oleico.
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Tabela 1 Ingredientes e composi¢do quimica do simulado de pastejo e dos concentrados

Concentrados *

Item Forragem
CONT AME GIR MIX

Ingrediente (g/kg MS)

Milho 7155 567,4 567,4 567,44
Farelo de soja 232,0 284 28,4 28,4
Farelo de Algodao 14,2  306,4 306,4 3064
Oleo de amendoim 000 59,6 0,00 29,8
Oleo de girassol 0,00 000 596 29,8
Bicarbonato de sodio 17,0 17,0 17,0 17,0
Mistura min. Vitaminico ¥ 21,3 21,3 21,3 21,3

Composigao quimica

Matéria seca (g/kg) 275,2 884,1 894,7 894,7 894,7
Matéria organica (g/kg MS) 918,9 905,4 905,3 9053 905,3
Proteina bruta (g/kg MS) 154,3 204,1 200,9 200,9 2009
Extrato etéreo (g/kg MS) 30,8 34,9 84,7 84,7 84,7
Fibra em detergente neutro (g/kg MS) 643,7 1744 1799 1799 179,9
Carboidratos nédo fibrosos (g/kg MS) 90,1 488,7 499,3 499,3 4993

* CONT, concentrado padrdo sem adicdo de 6leo; AME, concentrado mias 59,6 g/kg MS de dleo de
amendoim; GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de dleo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg
MS de uma mistura 1:1 de éleos de amendoim e girassol.

+ Niveis de garantia do produto: Ca (228,00 g), Co (60,00 mg), Cu (850,00 mg), S (20,00 mg), Fe (1,009),
F (760,00 mg), P (76,00 g), I (65,00 mg), Lasalocida (3,0 g), Mg (50,00 g) Mn (2,0 g), Se (20,00 mg), Na
(78,00 g), Zn (6,00 g), Vit. A (220.000 UI) e Vit. E (1.000 UI).
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Tabela 2 Médias e desvio padrdo para a producdo de massa de forragem e de folhas,

caracteristicas estruturais e composi¢do morfoldgica do pasto de capim-tanzania durante

0 periodo de suplementacdo com 6leo

Item Pré-pastejo Pds-pastejo A

Massa de forragem (kg MS/ha) 5.099 + 186 2.374 £ 461 2.725
Altura (cm) 102 + 1,16 31,4 +0,60 70,6
Folhas (%) 81,2 +£0,05 71,8 £ 0,05 9,40
Colmo (%) 18,7 +0,05 28,1 + 0,05 9,40
Material morto (%) 19,5 +0,05 23,1 +0,03 3,60
Razé&o folha:colmo 4,88 +1,25 2,79+0,76 2,09
Massa de folhas (kg MS/ha) 4143 £151 1.705 + 134 2.438




42

Tabela 3 Ingestdo de matéria seca total (IMS), de forragem (IMSf) e de nutrientes e
digestibilidade dos nutrientes por vacas Jersey a pasto suplementadas com Gleos de

amendoim e girassol no inicio da lactacdo

Tratamentos * P-valor
Iltem EPM § Trat x
CONT AME GIR MIX Trat DEL

DEL
IMS (kg/dia) 14,5 14,9 15,2 15,1 0,19 0,72 0,03 0,32
IMSf (kg/dia) 7,46 7,90 8,20 8,11 0,19 0,73 0,03 0,32
IMS (%PV) 3,72 3,82 3,89 3,96 0,09 0,97 0,20 0,67
IMO (kg/dia) 13,2 13,6 13,9 13,8 0,18 0,72 0,03 0,32
IPB (kg/dia) 2,59 2,63 2,68 2,67 0,03 0,81 0,03 0,31
IEE (kg/dia) 0,50° 0,842 0,85? 0,842 0,02 <0,0001 0,03 0,32
IFDN (kg/dia) 6,05 6,38 6,58 6,32 0,12 0,70 0,02 0,24
DMS (g/kg MS) 694,5 703,6 700,0 680,9 0,40 0,51 0,49 0,49
DMO (g/kg MS) 703,6 714,5 709,9 690,9 0,41 0,52 0,54 0,36
DPB (g/kg MS) 770,2 748,9 756,1 739,6 0,61 0,40 0,27 0,96
DEE (g/kg MS) 719,8° 777,22 770,90 761,4° 0,83 0,05 0,25 0,89
DFDN (g/kg MS) 593,92  5731% 5624° 544,1® 0,57 002 049 098

* CONT, concentrado padrdo sem adigdo de 6leo; AME, concentrado mias 59,6 g/kg MS de dleo de amendoim; GIR,
concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1 de
6leos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat); Dias em leite (DEL) e interagdo Tratamento x DEL (Trat
x DEL).

1 Erro padrdo da média.

&b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4 Producdo e composicdo quimica do leite de vacas Jersey a pasto

suplementadas com 6leos de amendoim e girassol no inicio da lactacao

Tratamentos * P-valor
ltem § EPM { Trat x
CONT AME GIR MIX Trat DEL
DEL
PL (kg/dia)* 20,2 19,67 17,9 20,3 0,34 0,04 0,30 0,75

PLCG (kg/dia)®  18,1° 17,8® 156" 19,1° 043 002 0,88 0,64
Gordura (g/kg) 35,1°  330° 297° 341*° 007 004 089 041

Proteina (g/kg) 31,2 316 31,1 304 001 034 097 0091
Lactose (g/kg) 449 443 446 445 002 071 013 082
ST (g/kg)® 1209 1194 1175 1191 006 041 098 0,92
ESD (g/kg)’ 860 80 81 82 003 093 016 0091
ECS log? 243 231 243 225 006 066 040 0,23
NUL (mg/dL)° 126 123 11,0 108 047 016 0004 0,67

* CONT, concentrado padrdo sem adigéo de 6leo; AME, concentrado mias 59,6 g/kg MS de 6leo de amendoim; GIR,
concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1 de
6leos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat); Dias em leite (DEL) e interagdo Tratamento x DEL (Trat
x DEL).

1 Erro padrdo da média.

&b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

§ PL, Producéo de leite; PLCG, Producdo de leite corrigia a 4%; ST, Sdlidos totais; ESD, Estrato seco
desengordurado; ECS, Escore de células somaticas e NUL, Nitrogénio ureico no leite.
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Tabela 5 Parametros da curva de lactacdo de vacas Jersey a pasto suplementadas com

6leos de amendoim e girassol no inicio da lactacéo

Tratamentos *
Item § EPM P-valor
CONT AME GIR MIX
Producéo Inicial 19,4° 12,2° 12,7° 12,8 0,01 0,03
Producéo final 12,9 12,0 8,50 9,45 0,61 0,06
DPP 30,0° 46,78 53,72 47,32 2,85 0,05
PLP 25,1 24,3 22,7 23,3 0,54 0,26
TXA 0,29 0,28 0,29 0,21 0,02 0,63
TxD 0,057 0,058 0,066 0,066 0,002 0,65

* CONT, concentrado padrdo sem adicdo de dleo; AME, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de
amendoim; GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg
MS de uma mistura 1:1 de 6leos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat).

1 Erro padréo da média.

@b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

8 DPP, Dia do pico de producéo de leite; PLP, Producéo de leite no pico; TxA, Taxa de aumento da producdo de leite
até o pico em kg/dia; TxD, Taxa de declinio da produgéo de leite apds o pico em kg/dia.
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Tabela 6 Producéo de leite acumulada no periodo de suplementacdo com 6leo (0 - 60
DEL), no periodo residual (60 - 237 DEL) e na lactac&o total (237 DEL) de vacas Jersey

a pasto suplementadas com 6leos de amendoim e girassol no inicio da lactagdo

Tratamentos *
DEL EPM i P-valor +
CONT AME GIR MIX
0-60 1.251 1.107 1.028 1.128 30,0 0,09
60 - 237 2.853° 2.688° 2.038" 2.394% 103,8 0,01
Total 4.105° 3.796° 3.066° 3.523% 128,4 0,02

* CONT, concentrado padrdo sem adicdo de dleo; AME, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de
amendoim; GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg
MS de uma mistura 1:1 de 6leos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat).

1 Erro padréo da média.

@b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 7 Ingestdo de energia liquida de lactagdo (IELL), energia liquida secretada no
leite (ELleite), energia liquida de mantenca (ELmant), balanco da energia (BE),
eficiéncia de uso da energia da dieta para a producgéo de leite (EUELL), variacdo do peso
corporal (VPC) e variagdo do escore da condi¢do corporal (VECC) de vacas Jersey a
pasto suplementadas com éleos de amendoim e girassol no inicio da lactacéo

Tratamentos * P-valor
Item EPM I Tratx
CONT AME GIR MIX Trat DEL DEL
IEL, (Mcal/dia) 19,6° 22,4% 230° 2222 0,34 0,005 0,13 0,92

ELleite (Mcal/dia) 13,2*  131* 115° 139* 0,30 0,03 0,73 0,69
ELmant (Mcal/dia) 10,1 10,0 10,0 9,73 0,13 0,95 0,22 0,97

BE (Mcal/dia) -3,21°  -0,64° 1,35% -1,72" 0,42 0,0007 008 0,99
EUEL, 0,69° 058 050° 0,62 001 001 0,16 0,85
VPC 34,3 279 218 306*° 306 001 00001 0,33
VECC 0,50° 0,44® 021° 043 003 0001 00002 0,56

* CONT, concentrado padrdo sem adicdo de dleo; AME, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de
amendoim; GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg
MS de uma mistura 1:1 de éleos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat); Dias em leite (DEL) e interacdo Tratamento x
DEL (Trat x DEL).

1 Erro padrdo da média.

@b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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IV - Expressédo génica de enzimas lipogénicas e antioxidantes em vacas Jersey a
pasto suplementadas no inicio da lactacdo com 6leos de amendoim e girassol
(Normas: Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition)

Resumo. Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da suplementacdo com 6leos
de amendoim e girassol sobre a composicdo de &cidos graxos da gordura e estabilidade
oxidativa do leite, metabdlitos sanguineos e expressao génica de enzimas lipogénicas e
antioxidantes em vacas Jersey a pasto no inicio da lactacdo. Foram utilizadas 24 vacas
distribuidas em delineamento em blocos ao acaso. Foram utilizados os tratamentos (1)
concentrado controle sem adicdo de éleo (CONT); (2) concentrado mais de 59,6 g/kg
MS de 6leo de amendoim (AME); (3) concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de
girassol (GIR); e (4) concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1 de 6leos de
amendoim e girassol (MIX). As amostragens de leite e sangue foram realizadas aos 30 e
60 dias em leite (DEL). O tratamento GIR aumentou a proporcédo de AGPI enquanto o
tratamento AME aumentou a proporc¢do de AGMI, AGPI n-3 na gordura do leite. Maior
producéo de dienos conjugados foi observada para o GIR. O GIR reduziu a abundancia
de RNAm das enzimas acido graxo sintetase e estearoil CoA dessaturase. Para o
tratamento MIX observou-se maior atividade de enzimas lipogénicas, exceto para
PPARa. Menor abundancia relativa de RNAm para SOD1 foi observada nos
tratamentos GIR e MIX. A suplementacdo com 0Oleo apresentou tendéncia a reduzir a
abundancia relativa de RNAmM de GPX1. A suplementacdo com dleo de girassol, rico
em linoleico, aumenta a proporcao de AGPI da gordura do leite e reduz a estabilidade
oxidativa do leite e a expressdao génica de enzimas lipogénicas e antioxidantes. A
suplementacdo com 6leo de amendoim, rico oleico, aumenta o indice promotor da saude
por aumentar a propor¢cdo de AGMI e AGPI n-3 ao leite sem, no entanto, ter efeitos
negativos sobre a expressdo génica de enzimas lipogénicas e antioxidantes e a

estabilidade oxidativa da gordura do leite.

Palavras-chave: abundancia de mRNA, linoleico, lipoperoxidacéo, oleico
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Introducéo

A suplementagdo com lipidios é importante principalmente no inicio da lactagdo
quando as vacas possuem alta demanda por energia e estdo sujeitas ao balaco energético
negativo e estresse oxidativo (Bernabucci et al. 2005). A inclusdo de &acidos graxos
insaturados (AGI) a dieta de vacas em lactacdo tem sido a estratégia recomendada para
aumentar o contetido de energia da dieta e modificar a proporcao de acidos graxos da
gordura do leite (Cortes et al. 2011). A suplementacdo com acidos graxos poli-
insaturados (AGPI) tem despertado interesse nos ultimos anos por aumentar a proporgao
de n-3, n-6 e é&cido linoleico conjugado (CLA) na gordura do leite. De fato, a
transferéncia de AGPI para o leite foi verificada quando vacas foram alimentadas com
gréos de oleaginosas como canola (Neves et al. 2009), soja (Neves et al. 2007) e linhaca
(Lima et al. 2015). De acordo com Cicero et al. (2012) a ingestdo de AGPI traz
beneficios a saude humana.

Por outro lado, a suplementacdo com fontes ricas em acido graxo linoleico tem
ocasionado aumento da oxidacdo da gordura (Havemose et al. 2006) e reducdo dos
teores de gordura do leite por reduzir a expressdo de importantes genes que codificam
enzimas lipogénicas, como a acido graxo sintetase (FASN), estearoil CoA dessaturase
(SCD) e acetil CoA carboxilase (ACACA) e fator de ligacéo ao elemento regulatorio de
Esterol 1 (SREBF-1) na glandula mamaria de vacas leiteiras (Kadegowda et al. 2009;
Jacobs et al. 2011; De Marchi et al. 2015).

Estudos ainda mostraram que a suplementacdo com AGPI aumentou a
susceptibilidade do plasma a lipoperoxidacdo em vacas (Gobert et al. 2009; Lima et al.
2015). A peroxidacdo, que ¢ uma reacdo natural do metabolismo oxidativo das células
com producao de radicais livres e espécies reativas ao oxigénio (ROS), pode aumentar o
estresse oxidativo em animais (Gobert et al. 2009). Desta forma, a suplementacdo com
6leos ricos em AGPI pode intensificar o estresse oxidativo em vacas em inicio de
lactacdo, as quais ja se encontram naturalmente com o sistema antioxidante endégeno
deprimido (Bernabucci et al. 2005). O sistema antioxidante endégeno é composto pelas
enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX)
que, por removerem perdxidos e superoxidos antes que estes reajam com catalizadores
formando componentes reativos, constituem o sistema de defesa antioxidante primario
(Carocho e Ferreira 2013), de crucial importancia aos organismos vivos (Alia et al.

2003). Cortes et al. (2012) observaram que a suplementacdo com fonte rica em &cidos



49

graxos n-3 reduziu a abundancia de RNAm das enzimas CAT, SOD e GPX no tecido
mamario de vacas em lactacdo. Por outro lado, De Marchi et al. (2015) relataram
tendéncia ao aumento da expressdo do gene que codifica a enzima SOD2 com infusdo
abomasal de 6leo rico em &cido graxo linoleico.

O 4cido oleico (18:1 n-9) é tido como diretamente biohidrogenado a &cido
estedrico (18:0) no rumen. No entanto, Mosley et al. (2002) demonstraram in vitro a
formacdo de véarios isdmeros posicionais de monoenos trans por microrganismos do
ramen a partir &cido oleico. Assim, fontes ricas em &cido graxo oleico também podem
ser precursoras importantes para transferéncia de AGPI para o leite, pela atividade da
enzima SCD (ou A°® dessaturase) mamaria, como observado por Dai et al. (2011). Nossa
hipotese é que 6leos com diferentes propor¢des em oleico: linoleico tenham respostas
distintas sobre a composicdo em acidos do leite, a estabilidade oxidativa do leite e a
expressdo génica de enzima antioxidantes e lipogénicas em vacas leiteiras no inicio de
lactacdo.

Assim, objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito da suplementacdo com
0leos de amendoim e girassol para vacas manejadas em pastagem tropical no inicio
lactacdo sobre a composicdo de acidos graxos da gordura e estabilidade oxidativa do
leite, metabdlitos sanguineos e abundancia de RNAm de genes relacionados a atividade

antioxidante e lipogénica.

Materiais e método

Local, animais, dietas e procedimentos experimentais

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Zootecnia da Agéncia
de Pesquisa em Tecnologia do Agronegocio (APTA), em Ribeirdo Preto/SP. Foram
utilizadas 24 vacas mesticas da raca Jersey com peso corporal médio de 423 + 54,3 kg,
compostas de 12 primiparas e 12 multiparas. Adotou-se o delineamento em blocos ao
acaso e animais foram blocados de acordo com a ordem de parto e a producdo de leite
na lactacdo anterior, para as vacas multiparas. O experimento teve duracdo de 67 dias.
ApoOs o parto, as vacas foram distribuidas de forma aleatdria para uma das quatro dietas
e permaneceram nos mesmos tratamentos até os 67 dias em lactacdo (DEL). Os animais
foram manejados observando as normas de boa conduta ética no uso de animais para

experimentacao.
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Como fonte rica em acido graxo oleico foi utilizado o 6leo de amendoim e de
acido graxo linoleico o 6leo de girassol. O éleo de amendoim utilizado continha,
expresso em percentual do total de &cidos graxos, 76,9 g/kg de 16:0; 27,3 g/kg de 18:0;
600 g/kg de cis9-18:1; 188 g/kg de cis9,cis12-18:2; 0,70 g/kg de cis9,cisl12,cis15-18:3;
12,6 g/kg de 20:0 e 94,5 g/kg de outros acidos graxos. O 6leo de girassol utilizado
continha 50,9 g/kg de 16:0; 37,9 g/kg de 18:0; 277 g/kg de cis9-18:1; 567 g/kg de
cis9,cis12-18:2; 1,70 g/kg cis9,cis12,cis15-18:3; 2,73 g/kg de 20:0 e 62,7 g/kg de outros
acidos graxos (Método 5509 - ISO (1978)).

Foram utilizados os tratamentos (1) concentrado padrdo sem adicdo de Oleo
(CONT); (2) concentrado mais de 59,6 g/kg MS de 6leo de amendoim (AME); (3)
concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de girassol (GIR) e (4) concentrado mais 59,6
g/kg MS de uma mistura 1:1 de 0leos de amendoim e girassol (MIX) para simular um
0leo com razdo equilibrada entre oleico: linoleico (63,9 g/kg de 16:0; 32,5 g/kg de 18:0;
439,1 g/kg de cis9-18:1; 377,9 g/kg de cis9,cis12-18:2; 1,20 g/kg de cis9,cis12,cisl5-
18:3; 7,70 g/kg de 20:0 e 77,4 g/kg de outros &cidos graxos). Os concentrados foram
compostos por milho moido, farelo de soja, farelo de algodéao, bicarbonato de sédio e
suplemento mineral vitaminico, formulado para atender 50% exigéncias nutricionais de
vacas em lactacdo de acordo com o NRC (2001). Para equilibrar os niveis de proteina
bruta e a energia liquida de lactacdo entre o tratamento controle e 0s que receberam 0leo
(AME, GIR e MIX), o milho moido e o farelo de soja foram substituidos parcialmente
pelo farelo de algodéao nestes ultimos.

O concentrado foi fornecido em duas refeicdes iguais (08:00 e 16:30 horas) em
cochos individuais apds as ordenhas. Inicialmente foram fornecidos 7,0 kg de
concentrado com base na MS e acrescido de 1,0 kg de concentrado com base na MS
para cada 2,5 kg de leite produzido acima dos 20 kg/dia. Para garantir o consumo total
da quantidade de Oleo a suplementar, este foi ofertado apenas na refeicdo da manha,
misturado a pequena quantidade de concentrado, esperando o animal consumir esta
pequena porgdo para entdo, fornecer o restante do concentrado.

As vacas tiveram como fonte de volumoso, pasto de capim-tanzania em area de
5,0 ha, subdividida em 12 piquetes, que é adubado anualmente com ureia e cloreto de
potassio (N-P-K, 20-0-20 kg/ha) apés a saida dos animais do piquete. Foi adotado o
sistema de pastejo rotacionado e as vacas tiveram acesso a cada piquete quando a altura

média do dossel alcancou 100 cm e foram retiradas quando a altura atingiu 30 cm. O
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tempo médio de permanéncia em cada piquete foi de um dia e meio. A taxa de lotacéo
durante o periodo experimental foi de 33,2 UA/ha/dia.

As vacas foram ordenhadas as 06 e 16 horas e o registro da producédo foi feito
diariamente. Amostras de leite foram colhidas de duas ordenhas subsequentes aos 30 e
60 DEL para determinacdo da composicdo de &cidos graxos e estabilidade oxidativa.
Estas foram compostas de acordo com a produgdo correspondente, armazenadas e
imediatamente congeladas a -20°C. Para estimar a producédo de dienos conjugados (DC),
forga de reducédo aos ions férricos (PRed) e substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), as amostras de leite foram armazenadas em frascos contendo azida sodica
(0,2 g/kg).

Amostras adicionais de leite foram colhidas aos 61 + 4,2 DEL para extragdo de
células somaticas para andlise da abundancia relativa de RNAmM de enzimas
antioxidantes e relacionadas ao metabolismo lipidico (Hayashi et al. 2004). Apos prévia
lavagem do ubere, pré-dipping, secagem com papel toalha e antissepsia com alcool a
70° (v/v), 300 mL de leite foram colhidos manualmente em frascos com tampa
rosqueavel, estéreis e previamente identificados. As amostras de leite foram
imediatamente lavadas com solucao salina estéril (PBS, pH 7,4) e centrifugadas (10.000
x g por 15 min a 4°C) em trés ciclos e o pellet de células congelado a -80°C para
posterior analise.

Amostras de sangue foram colhidas nos 31° e 61° DEL em tubos contendo
heparina sodica para a determinacdo dos metabdlitos sanguineos (glicose, triglicerideos,
colesterol, N-ureico, B-hidroxibutirato e acidos graxos ndo esterificados). As amostras
de plasma foram isoladas do sangue por centrifugacdo a 1.800 x g por 15 minutos a 4°C
e armazenadas a -20° para analises posteriores.

Os frascos com leite e o sangue foram enviados sob refrigeracdo em caixas
térmicas ao Laboratorio de Fisiologia Animal/FZEA/USP, para processamento das

amostras.

Analises quimicas

Para estimar a composicao de acidos graxos do leite, a gordura foi separada por
centrifugacdo, conforme a descri¢do feita por Murphy et al. (1995) e os acidos graxos
foram metilados de acordo com o método 5509 da I1SO (1978) usando KOH/metanol
(Synth, Sdo Paulo, Brazil) e n-heptano (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Os ésteres

metilicos de acidos graxos foram quantificados em cromatografo gasoso (Trace GC
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Ultra, Thermo Scientific, West Palm Beach, Florida, USA) auto-amostrador, equipado
com detector de ionizacdo de chama a 240°C e coluna capilar de silica fundida (100 m
de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno ¢ 0,20 um, Restek 2560). O fluxo de
gases foi de 1,5 mL/min de H2 (géas de arraste), 30 mL/min para N> (gas auxiliar) e 35 e
350 mL/min, respectivamente, para 0 H> e ar sintético (gases para chama). A
temperatura inicial da coluna foi estabelecida em 65°C, mantida por 8 minutos, elevada
a 170°C a taxa de 50°C/min, mantida por 40 minutos, chegando a 240°C de temperatura
final, sendo elevada a taxa de 50°C/min e mantida por 28,5 minutos. A quantificacdo
dos &cidos graxos da amostra foi efetuada por comparacdo com o tempo de retencdo de
ésteres metilicos de acidos graxos de amostras padrdes (Sigma Aldrich).

A forca de reducéo aos ions férricos (PRed) foi determinada conforme descrito
por Zhu et al. (2002) com algumas modificacbes: as proteinas do leite foram
precipitadas pela adi¢do de 1,0 mL de solucéo de &cido tricloroacético (20%; v/v) em
1,0 mL de leite. A mistura foi agitada por 10 minutos e centrifugada a 1.058 x g for 10
min a 20°C. Em tubos protegidos da luz, uma aliquota do soro do leite (1,0 mL) foi
misturada a 2,5 mL de solugcdo tampdo fosfato (50 mmol/L, pH 7,0) e 2,5 mL de
ferricianeto de potassio [KsFe(CN)e] (1,0%). A absorbancia foi medida a 700 nm em
um espectrofotémetro Evolution 300 (Thermo Scientific, EUA). Os resultados foram
expressos em concentracdo de equivalente acido galico (EAG pg/mL).

A producdo de dienos conjugados (DC) no leite foi avaliada pela técnica descrita
por Kiokias et al. (2006) com algumas modificacGes: as amostras (50 pL) foram
acrescidas de 2,5 mL de uma solucdo de iso-octano/2-propanol (2:1 v v') e misturadas
por 10 segundos. Em seguida as amostras foram filtradas (filtros de membrana 0,22 pum
PTFE). A absorbancia foi medida a 232 nm usando um espectrofotdmetro Evolution
300 (Thermo Scientific, EUA). A producdo de dieno conjugado foi calculada como
segue: CD (mmol/kg de gordura) = (A/27)/[(a*b)/100000*(c + b/1000)]; em que A =
absorbancia a 232 nm; a = proporcdo de gordura no leite (g/100 g); b = volume da
amostra (UL); e ¢ = volume da mistura (mL).

Para a analise de TBARS no leite, uma aliquota de 500 pL do leite foi transferida
para tubos falcon de 15 mL contendo 2,0 mL de solucdo de Acido tiobarbitdrico (TBA
1%, TCA 15% e HCI 562,5 mM). As amostras foram aquecidas em banho fervente
(100°C) durante 15 minutos, esfriadas em agua gelada durante cinco minutos e depois
levadas ao espectrofotdmetro para leitura a 532 nm. Os resultados foram expressos em

concentracdo de malondialdeido (mmol/mL).
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As concentragOes plasmaticas de glicose, triglicerideos, colesterol, N ureico, B-
hidroxibutirato (B-OHB) e &cidos graxos ndo esterificados (AGNE) foram estimadas
pelo método enzimico colorimétrico, utilizando kits comerciais (Glicose enzimatica
liquida, Doles®; Triglicérides enzimético liquido, Doles®; Colesterol 250, Doles®;
Ureia 500, Doles®; EnzyChrom™ Ketone Body Assay e EnzyChrom™ Free Fatty
Acid Assay, respectivamente) de acordo com as informac6es técnicas dos fabricantes.

A extracdo do RNA total a partir das células de descamacéo e a sintese de DNAc
foram obtidas como descrito previamente por (Labrecque et al. 2009). A integridade
quantidade e a pureza do RNA extraido foram avaliadas usando um NanoDrop ND-
1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc.) fluorimetro Qubit (Invitrogen).
Os genes controle foram o B-ACTINA e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e os genes alvos acido graxo sintetase (FASN), lipoproteina lipase (LPL),
estearoil CoA dessaturase (SCD), acetil CoA carboxilase (ACACA), fator de ligacdo ao
elemento regulatério de Esterol 1 (SREBF-1), receptor ativado por proliferadores do
peroxissoma alfa (PPARa), catalase (CAT), superdxido dismutase 1 (SOD1) e
glutationa peroxidase 1 (GPX1) (Tabela 2). A amplificacdo, deteccdo e analise de dados
foram realizadas por PCR-RT utilizando o equipamento termociclador StepOnePlus
(Applied Biosystems).

Todos os primers (Tabela 1) usados na analise foram derivados do genoma de Bos
taurus (GenBank) e foram acessados usando o Primer Express software 3.0 (PE Applied
BioSystems). O volume da reacdo de PCR foi 20 pL, composto de 1,0 uL de cDNA, 0,4
UM de cada oligonucleotideo iniciador e 10 pL Sybr Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) e completado com H2O livre de RNases e DNases. As condigdes de
amplificacdo foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C e 60 segundos a 60°C. Cada amostra foi analisada em duplicata. Os dados foram
analisados usando o método comparativo Ct, em que a quantidade de genes alvo
normalizado para os genes controle e em relacdo a um calibrador (valor individual
conhecido) é calculado como 224t conforme Livak e Schmittgen (2001). A
especificidade da reacdo foi confirmada pela curva de dissociacdo de cada fragmento
amplificado e o tamanho do fragmento por eletroforese em gel de agarose corado com
Sybr® Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os resultados para expressdo génica foram

expressos em abundancia relativa (AR) de RNAm.

Andlise estatistica
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Os dados de composicdo de &cidos graxos da gordura do leite, capacidade
antioxidante e metabdlitos sanguineos foram analisados como medidas repetidas no
tempo, considerando como efeitos fixos o tratamento, DEL e interagdo tratamento x
DEL em um delineamento em blocos ao acaso pelo procedimento PROC MIXED do
logiciario estatistico SAS (2000), seguindo 0 modelo matematico:

Yik =+ Ti+Dj+ (T x D) + B + €ijxi

em que Yijk é a variavel dependente, i é a média geral, Ti é efeito fixo de tratamento (i
=1 a 4), Dj € o efeito fixo dos dias em lactacdo (j = 30 a 60), (T x D)k € a interacdo
entre tratamento e dias em lactagdo, B, para efeito de bloco e ej é 0 erro aleatorio do
residuo.

Valores dos ajustes estatisticos para Akaike’s information criterion (AIC) e
Akaike’s information criterion corrected (AICC) foram usados para determinar a
estrutura de covariancia mais apropriada. As medias foram geradas pelo LSMEANS e
comparadas pelo teste Tukey, sendo declaradas diferentes quando P<0,05 e tendéncia
0,05>P<0,10.

Os dados de abundancia relativa de RNAmM de genes lipogénicos e antioxidantes
foram realizados em apenas um periodo, ndo os considerando como medidas repetidas.
O modelo incluiu o efeito fixo de tratamento e o efeito aleatdrio de blocos, seguindo o
modelo matematico:

Yi= M+ Ti+Bj+ €jj

em que Yi € a variavel dependente, 1 € a média geral, T; é efeito fixo de tratamento (i =

1 a 4), Bj o efeito de bloco e ejj é 0 erro aleatorio do residuo.

Resultados

Houve efeito de interacdo tratamento x DEL para as propor¢des dos acidos graxos
12:0, 14:0, cis9,cis12-18:2, trans9, trans12-18:2, cis9,cis12,cis15-18:3, cis6,cis9,cisl2-
18:3, cisll,cisl4,cis17-20:3, acidos graxos de cadeia curta (AGCC), média (AGCM) e
longa (AGCL), somatorio de n-3 (£n-3), razdo n-6:n-3 e indice promotor de saude (IPS)
(Figura 1). As diferentes fontes lipidicas influenciaram a composicdo de acidos graxos

da gordura do leite (Tabela 2). Os tratamentos AME e GIR aumentaram a proporgéo de
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18:0, enquanto os tratamentos AME e MIX aumentaram as proporcdes de cis e trans9-
18:1. Os tratamentos CONT e AME aumentaram a proporgéo cis5,cis8,cisll,cisl4-
20:4. Maior proporcao de &cidos graxos saturados (AGS) foi observada nos tratamentos
CONT e GIR. No tratamento GIR observou-se redugdo na proporcao de acidos graxos
monoinsaturados (AGMI) e aumento na proporcdo de outros &cidos graxos e acidos
graxos poli-insaturados (AGPI). Houve tendéncia (p = 0,10) a maior proporcéo de acido
eicosapentaenoico (EPA) com o tratamento AME e tendéncia (p = 0,09) a menor
propor¢do de acido docosahexaendico (DHA) com o tratamento GIR. De 30 para 60
DEL aumentaram as propor¢des AGS (617 vs. 639 g/kg) e houve tendéncia (p = 0,09) a
reducdo na proporcdo de AGPI (35,5 vs. 29,4 g/kg).

N&o houve interacdo tratamento x DEL para as concentracdes de DC, TBARS e
PRed (Tabela 3). N&do houve efeito da suplementagdo com diferentes 6leos sobre a
concentracdo de TBARS e PRed. Maior producdo DC (p = 0,0001) foi observada no
tratamento GIR, com menor producdo nos tratamentos CONT e AME. Com 50% de
ambos 0s 06leos, o tratamento MIX apresentou producdo de DC intermediaria aos
tratamentos AME e GIR.

N&o houve interacdo tratamento x DEL para os metabolitos sanguineos avaliados
(Tabela 4). As concentracGes plasmaticas de triglicerideos, glicose, proteina, creatinina
e ureia foram similares entre os tratamentos. Menores concentragdes de AGNE (p =
0,03) ¢ B-OHB (p = 0,03) foram observadas com o tratamento GIR. Vacas
suplementadas com 0Oleo apresentaram maiores (p = 0,04) concentracfes plasmaticas de
Colesterol total. De 30 para 60 DEL verificou-se aumento nas concentragdes de p-OHB
(p = 0,04; 321 vs. 386 uM) e Colesterol total (p = 0,0006; 140 vs. 168 mg/dL) e reducao
dos AGNE (p = 0,02; 34,2 vs. 26,0 uM).

A abundancia relativa de RNAm para o gene que codifica 0 SREBF-1 foi similar
entre os tratamentos (Tabela 5). Maior abundancia relativa de RNAm para a enzima
FASN (p = 0,03) foi observada com no tratamento MIX. Maior abundéncia relativa de
RNAmM para a enzima SCD (p = 0,0008) foi observada com o tratamento AME e MIX e
menor com o GIR. Maior proporcdo de acido graxo linoleico na fonte lipidica (MIX e
GIR) aumentou a abundéancia relativa de ACACA (p = 0,04). Houve tendéncia (p =
0,06) a maior abundancia relativa de RNAm para a enzima LPL com o tratamento MIX
e menor com o GIR e tendéncia (p = 0,10) a redugdo da abundancia relativa de PPARa
com o tratamento MIX. A abundéancia relativa de RNAm da enzima CAT foi similar

entre os tratamentos. Maior abundancia relativa para SOD1 (p = 0,002) foi observada
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com os tratamentos CONT e AME com abundéncia relativa similar entre GIR e MIX.
Houve tendéncia (p = 0,058) a reducéo da abundancia relativa da enzima GPX1 com a

suplementacdo com 6leo.

Discussao

A suplementacdo com 6leos com diferentes proporcGes de acidos graxos oleico e
linoleico modificaram a composicdo de acidos graxos do leite e corrobora como em
estudos prévios de Kelly et al. (1998) e Dai et al. (2011) que também suplementaram
vacas leiteiras com 6leos de amendoim e girassol. Maior proporcao de 12:0, 14:0 e 16:0,
acidos graxos considerados hipercolesterolémicos (Kennelly 2001) e responsaveis por
reduzir o indice promotor da saide (IPS) foram observados no tratamento CONT
principalmente aos 30 DEL. Aos 60 DEL h4, concomitantemente, a redugdo na
proporcao destes &cidos graxos no CONT e aumento nos tratamentos GIR e MIX. O
tratamento AME manteve até os 60 DEL as menores proporcdes de 12:0, 14:0 e 16:0, 0
que contribuiu para o maior IPS deste tratamento quando comparado aos demais.

O tratamento AME aumentou a propor¢do de n-9 no leite, principalmente cis9 e
trans9-18:1, confirmando os estudos in vitro de Mosley et al. (2002). A alta propor¢éo
de oleico no 6leo de amendoim, aliada a biohidrogenacdo deste &cido graxo no rumen,
também contribuiu para aumentar a propor¢do de 18:0 na gordura do leite com o
tratamento AME. Por outro lado, os tratamentos GIR e MIX, com alta proporgédo de
acido graxo linoleico, foram mais efetivos em aumentar a proporcdo de n-6,
principalmente os acidos graxos cis9,cis12-18:2 e trans9,trans12-18:2.

Mesmo com baixa proporcdo em 18:2 a suplementacdo com 6leo de amendoim
apresentou propor¢des de cis9,cis12-18:2 e trans9,transl2-18:2 aos 60 DEL, de
cis9,cis12,cis15-18:3 e razéo n-6:n-3 aos 30 e 60 DEL semelhante ao tratamento GIR.
Ainda, o tratamento AME apresentou maiores proporcoes de cis6,cis9,cis12-18:3 e de
acidos graxos n-3 (3.n-3) aos 30 DEL e proporcdo de n-3 igual aos demais tratamentos
aos 60 DEL. A raz&o n-6:n-3 foi maior no tratamento MIX aos 30 DEL e semelhante
entre os tratamentos aos 60 DEL. Esta proporcdo semelhante e por vezes superior de
AGPI com a suplementacdo com o 6leo de amendoim pode estar relacionada a atividade
da enzima SCD na glandula mamaria. A enzima SCD (A-9 dessaturase) atua na
dessaturacdo dos acidos graxos saturados inserindo uma dupla ligacdo na cadeia de

acido graxo entre os atomos de carbono nimero 9 e nimero 10 e possui como substratos
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preferenciais os &cidos 16:0, 18:0 e 18:1 (Shingfield et al. 2010). Assim, a maior
propor¢do de 18:1 no AME aliada a baixa taxa de biohidrogenacdo ruminal do 18:1
(Beam et al. 2000) pode ter resultado em aumentados acimulo e fluxo deste acido graxo
para ser absorvido e posteriormente dessaturado a 18:2 pela atuacdo da SCD na
glandula maméria. No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre a dessaturacéo de 18:1
até 18:3 pela atividade da enzima SCD na glandula mamaria que justifique maior
proporcao de cis6,cis9,cis12-18:3 e Y n-3 aos 30 DEL no AME.

Em funcéo da composi¢do em &cidos graxos dos 6leos utilizados no concentrado,
o tratamento GIR foi mais eficiente em aumentar a proporcdo de AGPI na gordura do
leite, enquanto os tratamentos AME e MIX aumentaram a propor¢do de AGMI. Estes
resultados estdo de acordo aos observados por Kelly et al. (1998) e Dai et al. (2011) que
também suplementaram vacas em lactacdo com 6leos de amendoim e girassol. Os AGS
aumentaram enquanto os AGPI reduziram com o avanco da lactacdo. Como a ingestao
de AGPI traz beneficios a satde humana (Cicero et al. 2012), 0 aumento na propor¢éo
de AGS e tendéncia a reducdo na proporcdo de AGPI, houve reducdo da qualidade
nutracéutica do leite de 30 para 60 DEL.

A composicédo dos acidos graxos do leite quanto ao tamanho da cadeia e ao grau
de instauracdo também foi influenciado simultaneamente pela dieta e dias em lactacdo.
Os AGCC foram fortemente influenciados pelos DEL. A propor¢do destes dobrou na
gordura do leite de 30 para 60 DEL com a suplementacdo lipidica. De acordo com
Palmquist et al. (1993) a composicdo de acidos graxos da gordura do leite é fortemente
influenciado pelos DEL. No inicio da lactacdo os acidos graxos de cadeia curta estdo
reduzidos e aumentam até as semanas 8 (60 DEL) e 10 da lactagdo, resultado
semelhante ao encontrado em nossa pesquisa. JA& 0s AGCM e AGCL foram
influenciados principalmente pela dieta. De forma geral, maior proporcdo de AGCM
foram observados nos tratamentos CONT e GIR e maiores proporcoes de AGCL foram
observados nos tratamentos AME e MIX. Fato que pode estar relacionado a maior
proporcao de ACGL no éleo de amendoim quando comparado ao de girassol.

A modificacdo da composicdo lipidica da gordura do leite com a suplementacédo
teve impactos sobre a estabilidade oxidativa do leite. A maior concentracdo de AGPI no
leite com o fornecimento de GIR resultou em maiores producdes de dienos conjugados,
que sdo produtos primarios da oxidacdo lipidica (Halliwell e Gutteridge 2007).
Simulando um 6leo com proporcdo oleico: linoleico equilibrada, o tratamento MIX

apresentou resposta intermediaria aos tratamentos AME e GIR quanto & producdo de
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DC. De acordo com Chen et al. (2004) e Bobe et al. (2007), maiores proporcdes de
AGPI tornam o leite mais susceptivel a oxidacao lipidica. Com menor proporcdo de
AGPI no leite, 0 AME pouco contribuiu para reduzir a estabilidade oxidativa do leite,
com resultado semelhante ao tratamento controle, sem adi¢do de Oleo. Estes resultados
confirmam a menor susceptibilidade & oxidagdo dos AGMI. Quanto maior o nimero de
duplas ligagdes presentes em um acido graxo, mais facil é a remo¢do de atomos de
hidrogénio e, consequentemente, mais facil é a formacdo de radicais livres (Lima e
Abdalla 2001).

A suplementacdo lipidica aumentou a concentragdo de colesterol total, resultado
comum observado em vacas suplementadas com fontes de lipidios (Grummer e Carroll
1991). De acordo com Rindsig e Schultz (1974), aumento da concentracdo do colesterol
no plasma é necessaria para suportar o transporte de grandes quantidades circulantes
AGPI e lipidios totais.

Vacas do tratamento GIR apresentaram significativamente menores concentragoes
plasmaticas de AGNE e B-OHB comparativamente aos demais tratamentos. As
concentracbes de AGNE refletem a magnitude da lipdlise dos triglicerideos
armazenados no tecido adiposo e sua concentracdo aumenta a medida que aumenta a
mobilizacdo da gordura corporal (LeBlanc 2010). No inicio da lactacdo, quando o
consumo esta reduzido, ocorre intensa mobilizacdo de reservas corporais para manter a
energia necessaria para suportar a alta producéo de leite (Contreras e Sordillo 2011). No
figado os AGNE podem ser parcialmente oxidados via p-oxidacdo em B-OHB, um
corpo cetonico que pode ser utilizado como fonte energética (Palmquist e Mattos 2006).
Desta forma, baixas concentracdes de AGNE e f-OHB indicam menor mobilizacdo de
reservas corporais em vacas do tratamento GIR.

De acordo com Palmquist e Mattos (2006) o B-OHB é a unidade preferencial
utilizada no alongamento das cadeias carb6nicas para formacdo dos acidos graxos do
leite. Assim, a baixa concentracdo de f-OHB no plasma, somada a baixa abundancia
relativa de RNAm da enzima FASN, justificam a reducdo da gordura do leite de vacas
do tratamento GIR (Artigo 1).

A reducdo na concentracdo de AGNE de 30 para 60 DEL sugere menor
mobilizacdo de reservas para atender a producdo de leite e/ou maior taxa de oxidacao
destes a B-OHB, ja que foi observado aumento na concentracdo deste ultimo para o
mesmo periodo. O aumento nas concentracdes de B-OHB aos 60 DEL também justifica

0 aumento da concentracdo de acidos graxos de cadeia curta aos 60 DEL. Segundo
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Palmquist et al. (1993) os AGCC séo formados por unidades pré-formadas de unidades
de 4 carbonos como o -OHB.

Em concordancia com outros estudos (Wabhle et al. 2003; Kadegowda et al. 2009)
dieta rica em &cido graxo linoleico modulou a expressdo de genes lipogénicos. Em
nossa pesquisa, vacas do tratamento GIR apresentaram, concomitantemente, menores
teor de gordura no leite e abundancia dos genes que codificam as enzimas FASN e
SCD. Esse fendmeno fisioldgico é causado pela formacdo de isdmeros trans,
principalmente o trans10,cis12-18:2 CLA, durante a biohidrogenacdo dos acidos graxos
18:2 no rumen (Baumgard et al. 2000). Baumgard et al. (2002) observaram em vacas,
reducdo da expressao de RNAm de enzimas lipogénicas em até 54% ap06s a infusdo via
abomaso de 13,6 g/dia de trans10,cis12-18:2 CLA purificado. O mecanismo pelo qual
0s acidos graxos trans inibem a sintese de gordura do leite inclui a reducéo na expressdo
de genes que codificam enzimas envolvidas na absorcao e transporte de acidos graxos
circulantes, sintese de novo e dessaturacdo de acidos graxos e sintese de triglicerideos
(Baumgard et al. 2002).

No entanto, maior propor¢do de acido graxo linoleico na dieta (GIR e MIX)
aumentou a abundancia relativa de RNAm da ACACA que € responsavel por
transformar acetato em malonil-CoA, uma etapa limitante na sintese de gordura do leite.
Desta forma, a reducdo da sintese de gordura do leite observada no tratamento GIR
talvez ndo tenha sido limitada pela atividade a enzima ACACA em formar substratos
iniciais para formar a gordura do leite e sim pela baixa atividade das enzimas FASN,
responsavel por alongar as cadeias de acidos graxos em formacédo, e SCD (Chilliard et
al. 2007). Como nédo foi observado reducdo da abundancia relativa de RNAm para as
enzimas FASN e SCD em vacas que receberam o tratamento MIX, estas mantiveram 0s
teores de gordura semelhantes aos tratamentos CONT e AME.

Dietas com menor proporc¢édo de acido graxo linoleico (AME e MIX) aumentaram
a atividade da enzima SCD o que justifica a menor proporcdo de AGS na gordura do
leite de vacas destes tratamentos comparativamente ao CONT e GIR. Curiosamente a
proporcao equilibrada entre oleico: linoleico no tratamento MIX teve efeito positivo
sobre a expressdo génica das enzimas lipogénicas, exceto para a expressdo do gene
PPARaq, que apresentou tendéncia a reducgdo. Para este tratamento, talvez a quantidade
fornecida de linoleico ndo foi suficiente para reduzir a expressao dos genes lipogénicos,
sugerindo um efeito dose dependente como relatado por Shingfield et al. (2010) em

revisdo sobre o papel dos acidos graxos trans na regulagdo nutricional da lipogénese
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mamaria em ruminantes. De acordo com estes autores infusfes de trans10,cis12 CLA
em quantidades de 1,25 a 5,0 g/dia tipicamente resulta em diminui¢do na sintese de
acidos graxos muitas vezes na auséncia de alteracdes na SCD e quantidades de 7,0 a
14,0 g/dia provocam desproporcionalmente grande reducdo na secrecdo de &cidos
graxos sintetizados na sintese de novo, efeito que também é acompanhado por
diminui¢cdes significativas nos indices de SCD. Ao avaliar diferentes razGes
oleico/linoleico na dieta de vacas leiteiras, He et al. (2012) relataram que dietas com
maior proporc¢do de &cido graxo linoleico sdo mais efetivas em deprimir a gordura do
leite comparada a com maior proporcao de acido graxo oleico.

O sistema antioxidante natural também foi modulado pela suplementacdo com os
6leos. Enquanto a abundancia relativa de RNAm da enzima CAT ndo foi afetada pela
suplementacdo lipidica, menores abundéancias de RNAm da enzima SOD1, que é
responsavel pelo sequestro de radicais livres durante o estresse oxidativo, foram
observadas nos tratamentos com maior proporcao de acido graxo linoleico, GIR e MIX.
Ainda, a suplementacdo com acidos graxos insaturados tendeu a reduzir a expresséo de
GPX1 independente do grau de instauracéo da fonte utilizada. Embora a base fisioldgica
para esta resposta ndo seja totalmente compreendida, a suplementacdo com AGPI pode
resultar em falha do sistema antioxidante enddgeno que previne contra a peroxidacao
lipidica. Cortes et al. (2012) relataram que a infusdo abomasal com éleo rico em acido
graxo linolénico reduziu a abundancia de RNAm de catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX1 e GPX3) e superdxido dismutase (SOD3) no tecido mamario de
vacas em lactacdo. No entanto, De Marchi et al. (2015) relataram tendéncia ao aumento
da expressdo do gene que codifica a enzima SOD2 com infusdo abomasal de 6leo de
girassol em vacas em lactacdo. Os efeitos de AGPI sobre os genes que codificam
enzimas antioxidantes ainda sdo inconsistentes e demonstram que estes podem
aumentar ou diminuir as atividades das enzimas antioxidantes em diferentes tecidos
(Cortes et al. 2012). Mais estudos sdo necessarios para avaliar o efeito da
suplementacdo com diferentes fontes de acidos graxos sobre a expressdo de genes que
codificam as enzimas do sistema antioxidante enddgeno e o impacto desta modulagéo

sobre o estresse oxidativo de vacas em inicio de lactacdo.
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Conclusdes

A suplementacdo com dleo rico linoleico é mais eficiente em aumentar a
proporgdo de AGPI da gordura do leite. Como consequéncia disso, reduz a estabilidade
oxidativa do leite. Dieta rica em &cido graxo linoleico altera a expressdo génica de
enzimas lipogénicas resultando em reducéo da gordura do leite. A suplementacdo com
6leo rico acido graxo oleico aumenta o indice promotor da salde por aumentar a
proporgdo de AGMI e AGPI n-3 ao leite sem, no entanto, ter efeitos negativos sobre a
expressdo génica de enzimas lipogénicas e antioxidantes e a estabilidade oxidativa da
gordura do leite. A suplementacdo com 6leos insaturados, principalmente rico em &cido
graxo linoleico, tem impacto sobre o sistema antioxidante endégeno por reduzir a

expressdo das enzimas GPX1 e SODL1.
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Tabela 1 Sequéncia dos primer usados na amplificagdo do PCR de genes extraidos das

células somaticas do leite

Gene* Sequéncia dos oligonucleotideos Cadigo no Frag.
ene
Iniciadores (5> 2 3°) GenBank (pb)
Controle end6geno
Direto GGTGATGCTGGTGCTGAG
GAPDH NM_001034034 181
Reverso TGACAATCTTGAGGGTGTTG
Direto GATCTGGCACCACACCTTCT
B-ACTINA NM_ 173979 186
Reverso CCAGAGGCATACAGGGACAG
Metabolismo lipidico
Direto TGGTCTGGCCTTACACATGA
ACACA NM 174224 112
Reverso TGCTGGAGAGGCTACAGTGA
Direto CTGAGTCGGAGAACCTGGAG
FASN NM_001012669 156
Reverso CGAAGAAGGAAGCGTCAAAC
Direto ACCGCTCTTCCATCAATGAC
SREBF-1 NM 001113302 120
Reverso GCTGAAGGAAGCGGATGTAG
Direto ACAATTCCCGACGTGGCTT
SCD NM_173959 254
Reverso GGCATAACGGAATAAGGTGGC
Direto GAGCCAAAAGAAGCAGCAAG
LPL NM_001075120 182
Reverso AGGCAGGGTAAAAGGGATGT
Direto GACAAAGCCTCTGGCTACCACTA
PPARa NM_001034036 80
Reverso TTCAGCCGAATCGTTCTCCTA

Sistema antioxidante
Direto GCTCCAAATTACTACCCCAATAGC

CAT NM_001035386 104
Reverso GCACTGTTGAAGCGCTGTACA
Direto TGTTGCCATCGTGGATATTGTAG

SOD1 NM_174615 102
Reverso CCCAAGTCATCTGGTTTTTCATG a
Direto GCAAGGTGCTGCTCATTGAG

GPX1 NM_174076 82
Reverso CGCTGCAGGTCATTCATCTG a

* GAPDH, Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; ACACA, Acetil CoA carboxilase; FASN, Acido graxo sintetase
SREBF-1, Fator de ligacdo ao elemento regulatdrio de Esterol 1; SCD, Estearoil CoA dessaturase; LPL,
Lipoproteina lipase; PPARa, receptor ativado por proliferadores do peroxissoma alfa; CAT, Catalase; SODI,
Superoxido dismutase 1; GPX1, Glutationa peroxidase.



66

Tabela 2 Concentracdo média (g/kg de &cidos graxos totais) de &cidos graxos na
gordura do leite vacas Jersey a pasto no inicio da lactacdo suplementadas com Gleos de

amendoim e girassol

Tratamentos * P-valor
Item § EPM i Trat x
CONT AME GIR MIX Trat DEL

DEL
12:0 23,4 15,5 21,0 18,4 0,82 0,01 0,03 0,01
14:.0 92,9 68,7 88,2 82,1 2,29 0,008 0,14 0,008
16:0 248 224 255 239 4,22 0,052 0,83 0,41
18:0 207" 2432 227%® 209° 4,98 0,04 0,36 0,23
Cis9-18:1 284° 319° 2445 3182 7,27 0,0003 0,24 0,26
trans9-18:1 13,5¢ 18,32 16,7° 17,3%® 0,41  0,0001 0,86 0,90
cis9,cis12-18:2 3,00 3,29 4,37 3,34 0,18 0,02 0,57 0,04
trans9,trans12-18:2 3,76 5,54 8,01 6,08 0,90 0,34 0,73 0,01
cis9,cis12,cis15-18:3 2,02 1,92 1,84 1,59 0,09 0,74 0,003 0,04
cis6,cis9,cis12-18:3 311 5,02 2,84 2,98 0,24 0,003 0,46 0,04
cisll,cisl4,cis17-20:3 0,21 0,31 0,21 0,17 0,01 0,007 0,68 0,04
cis8,cis11,cis14-20:3 0,61 1,03 0,58 0,49 0,11 0,25 0,16 0,39
cisb,cis8,cisll,cisl4-
20 0,12%® 0,162 0,07 0,08° 0,01 0,03 0,12 0,26
cis5,cis8,cis11,cisl4,cis
17.205 (EPA) 0,46 0,63 0,38 0,44 0,03 0,10 0,80 0,39
cis4,cis7,cis10,cis13,cis
16,i519-22:6 (DHA) 0,25 0,20 0,18 0,23 0,01 0,09 0,51 0,11
Outros 96,0° 83,9 116,8° 85,3 3,00  0,0001 0,85 0,12
AGS 6412 604° 6622 606° 6,51  0,0008 0,04 0,14
AGMI 3322 3632 294° 3642 6,96  0,0003 0,17 0,30
AGPI 26,3 31,8° 43,00 28,6° 2,04 0,01 0,09 0,22
AGCC 16,3 10,4 14,3 11,5 0,84 0,28 0,0001 0,01
AGCM 435 359 430 396 7,94  0,0005 0,78 0,02
AGCL 544 629 557 593 8,44 0,03 0,93 0,02
n-3 2,83 3,17 2,47 2,43 0,11 0,04 0,37 0,01
¥n-6 12,9 16,5 15,4 14,5 1,22 0,76 0,19 0,25
Razdo n-6:n-3 3,74 5,95 6,55 5,95 0,54 0,25 0,09 0,04
IPS 0,55 0,77 0,54 0,68 0,02 0,003 0,14 0,004

* CONT, concentrado controle sem adi¢do de 6leo; AME, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de amendoim;
GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de dleo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1
de dleos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat); Dias em lactagdo (DEL) e interacdo tratamento x DEL
(Trat x DEL).

1 Erro padréo da média.

&b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

8§ EPA = 4cido eicosapentaenoico; DHA = cidos docosahexaendico; AGS = 4cidos graxos saturados; AGMI = 4cidos
graxos monoinsaturados; AGPI = &cidos graxos poli-insaturados; AGCC = éacidos graxos de cadeia curta; AGCM =
acidos graxos de cadeia média; AGCL = &cidos graxos de cadeia longa; *n-3 = cis9,12,15-18:3 + cis11,14,17-20:3 +
cisb,8,11,14,17-20:5 + cis4,cis7,cis10,cis13,cis16,cis19-22:6; Xn-6 = cis9,12-18:2 + cis6,9,12-18:3 + cis11,14-20:2 +
cis8,11,14-20:3 + cis5,8,11,14-20:4; IPS = indice promotor da satide [YAGI/(C12:0 + (2 x C14:0) + C16:0)].
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Figura 1 Interacdo tratamento x DEL para concentracdo média (g/kg de acidos graxos
totais) de 12:0 (A), 14:.0 (B), cis9,cisl2-18:2 (C), trans9,transl2-18:2 (D)
cis9,cis12,cis15-18:3 (E), cis6,cis9,cis12-18:3 (F), cisll,cisl4,cisl7-20:3 (G), AGCC
(H), AGCM (1), AGCL (J), Zn-3 (L), razéo n-6:n-3 (M) e indice promotor de saude (N)
da gordura do leite vacas Jersey a pasto no inicio da lactacdo recebendo concentrado
controle sem adicdo de 6leo (CONT); concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de
amendoim (AME); concentrado mais 59,6 g/kg MS de oleo de girassol (GIR) e
concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1 de 6leos de amendoim e girassol
(MIX).
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Tabela 3 Producdo de dienos conjugados (DC, mmol/kg de gordura), substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, mmol malondialdeido equivalente/mL) e
poder de reducdo (PRed, EAG pg/mL) no leite vacas Jersey a pasto no inicio da

lactacdo suplementadas com 6leos de amendoim e girassol

Tratamentos * P-valor
Item EPM i Trat x
CONT AME GIR MIX Trat DEL
DEL
DC 7,80° 897" 20,8¢ 12,3* 1,15 0,0001 0,11 0,70
TBARS 20,7 19,4 21,6 19,4 0,85 0,77 0,15 0,94
PRed 35,1 34,3 33,0 39,6 1,70 0,31 0,25 0,18

* CONT, concentrado controle sem adi¢do de 6leo; AME, concentrado mais 59,6 g/kg MS de éleo de amendoim;
GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de dleo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1
de 6leos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat); Dias em lactagdo (DEL) e interagdo tratamento x DEL
(Trat x DEL).

1 Erro padréo da média.

&b Médias na mesma linha, sequidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4 Metabdlitos sanguineos do plasma de vacas Jersey a pasto no inicio da

lactacdo suplementadas com 6leos de amendoim e girassol

Tratamentos * P-valor
Parametro 8 EPM I frt
CONT AME GIR MIX Trat DEL X

DEL
AGNE* (uUM) 354° 334* 206° 31,3 1,93 0,03 0,02 0,55
B-OHB® (UM) 375° 365 272 398* 16,8 0,03 0,04 0,74
Colesterol (mg/dL) 135° 162°  164° 155 4,80 0,04 0,0006 0,92
Triglicerideos (mg/dL) 626 588 561 622 154 0,79 0,29 0,52
Glicose (mg/dL) 52,7 526 54,4 526 1,23 094 014 0,65
Proteina (g/dL) 8,43 8,86 8,63 825 0,15 0,82 041 0,16
Creatinina (mg/dL) 1,80 253 2,20 224 0,12 0,60 0,53 0,83
Ureia (mg/dL) 25,6 28,0 245 294 085 0,46 0,11 0,87

* CONT, concentrado controle sem adi¢do de 6leo; AME, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de amendoim;
GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de dleo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1

de 6leos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat); Dias em lactagdo (DEL) e interagdo tratamento x DEL

(Trat x DEL).
1 Erro padrdo da média.

&b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

8 AGNE, Acidos graxos ndo esterificados; p-OHB, B-hidroxibutirato.
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Tabela 5 Abundancia relativa de RNAmM de genes extraidos de células sométicas do

leite de vacas Jersey a pasto suplementadas com dleos de amendoim e girassol

Tratamentos *

Pardmetro § EPM I P-valor

CONT AME GIR MIX
Metabolismo lipidico
FASN 2,08° 2,09° 0,42° 4,48 0,45 0,03
ACACA 0,98 1,11° 2,05% 3,52¢ 0,37 0,04
LPL 1,58 1,59 0,71 2,36 0,18 0,06
SCD 1,79 2,15% 0,32° 3,50° 0,38 0,0008
SREBF-1 1,29 1,42 1,28 2,05 0,12 0,12
PPAR« 5,47 5,32 5,34 2,60 0,40 0,10
Sistema antioxidante
CAT 3,57 2,94 3,06 2,51 0,28 0,42
SoD1 7,51° 7,06° 4,11° 3,68° 0,38 0,002
GPX1 3,90 2,41 2,98 3,00 0,19 0,058

* CONT, concentrado controle sem adi¢do de 6leo; AME, concentrado mais 59,6 g/kg MS de 6leo de amendoim;
GIR, concentrado mais 59,6 g/kg MS de dleo de girassol e MIX, concentrado mais 59,6 g/kg MS de uma mistura 1:1
de 6leos de amendoim e girassol.

+ Valor da Probabilidade para efeito de Tratamento (Trat).

1 Erro padrdo da média.

&b Médias na mesma linha, seguidas pela mesma letra, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

§ FASN, Acido graxo sintetase; ACACA, Acetil CoA carboxilase; LPL, Lipoproteina lipase; SCD, Estearoil CoA
desaturase; SREBF-1, Fator de ligagdo ao elemento regulatério de Esterol 1; PPARo, receptor ativado por
proliferadores do peroxissoma alfa; CAT, Catalase; SOD1, Superoéxido dismutase 1; GPX1, Glutationa peroxidase 1.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

A suplementacdo, com aproximadamente 28 g/kg MS na dieta total com 6leos de
amendoim e girassol no inicio da lactacdo, ndo resulta em melhor desempenho na
producdo de leite diaria e na lactacdo total de vacas mantidas em pastagem tropical
quando comparada ao tratamento controle, sem adicéo 0leo.

A suplementacdo com fonte rica em acido graxo linoleico, representada pelo 0leo
de girassol, reduz a producéo e o teor de gordura do leite e melhora o balanco de energia
no inicio da lactacdo quando comparada a suplementacdo com 6leo de amendoim, rico
em acido graxo oleico.

As alteracdes na composicao de acidos graxos da gordura do leite promovidas pela
suplementacdo de fontes mono e poli-insaturadas de acidos graxos permitem agregacgéo
de valor ao leite como um produto para alimentacdo humana. Enquanto o 6leo de
amendoim aumentou a proporcdo de &cidos graxos monoinsaturados e n-3, a
suplementacdo com Oleo de girassol aumentou a proporcdo de acidos graxos poli-
insaturados. Ainda, a suplementacdo com 6leo de girassol é mais efetiva em reduzir a
estabilidade oxidativa do leite a lipoperoxidacao.

As alteracdes, na expressdo génica de enzimas lipogénicas e antioxidantes em
células extraidas do leite diante da suplementacdo com Gleos insaturados, confirmam
estudos prévios que mostram a suplementacdo com acidos graxos poli-insaturados ricos
em &cido graxo linoleico como moduladora da expressdo génica de enzimas lipogénicas
e também sugere a atuacdo destes na modulacdo de enzimas antioxidantes, ndo se
observando mesma resposta com suplementacdo com fonte rica em acido graxo oleico.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o efeito da suplementacdo com
acidos graxos poli-insaturados sobre a expressdo génica de enzimas antioxidantes em

vacas leiteiras.



