7 JUEUn

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

JESUS ALFONSO SANCHEZ VIAFARA

USO DE OLEO A BASE DE LINHACA NA
DIETA E PERFIS DE ACIDOS GRAXOS DO
PLASMA E DO LIiQUIDO FOLICULAR EM

EGUAS MANGALARGA MARCHADOR

LAVRAS - MG
2015



JESUS ALFONSO SANCHEZ VIAFARA

USO DE OLEO A BASE DE LINHACA NA DIETA E PERFIS DE
ACIDOS GRAXOS DO PLASMA E DO LIQUIDO FOLICULAR EM
EGUAS MANGALARGA MARCHADOR

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Curso de Po6s-Graduagdo
em Ciéncias Veterinarias, area de
concentracdo em Ciencias Veterinarias,
para a obtencdo do Titulo de Mestre.

Orientador

Dr. José Camisdo de Souza
Coorientadora

Dra. Raquel Silva de Moura

LAVRAS-MG
2015



Ficha catalogréafica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Viafara, Jesus Alfonso Sanchez.

Uso de 6leo a base de linhaca na dieta e perfis de acidos graxos
do plasma e do liquido folicular em éguas Mangalarga Marchador /
Jesus Alfonso Sanchez Viafara. — Lavras : UFLA, 2015.

79p. :il.

Dissertacdo (mestrado académico)-Universidade Federal de
Lavras, 2015.

Orientador: José Camisdo de Souza.

Bibliografia.

1. Suplementacdo de PUFA. 2. Foliculo ovariano. 3. Equideos.
I. Universidade Federal de Lavras. Il. Titulo.




JESUS ALFONSO SANCHEZ VIAFARA

USO DE OLEO A BASE DE LINHACA NA DIETA E PERFIS DE
ACIDOS GRAXOS DO PLASMA E DO LIQUIDO FOLICULAR EM
EGUAS MANGALARGA MARCHADOR

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Curso de Po6s-Graduagdo
em Ciéncias Veterinarias, area de
concentracdo em Ciencias Veterinarias,
para a obtencdo do Titulo de Mestre.

APROVADA em 8 de junho de 2015.

Dr. Antonio Gilberto Bertechini, UFLA
Dra. Raquel Silva de Moura UFLA
Dr. Alvaro Mendes de Resende PUC

Dr. José Camisdo de Souza
Orientador

LAVRAS - MG
2015



Ao Deus da vida, aos meus pais Alfonso Sanchez e Luz Daris Viafara, a minhas
irmds Mileydi e Yajahira, a meus sobrinhos, por alegrarem meus dias e ao
maravilhoso pais, Brasil, por oferecer esta oportunidade de avangar em meus

estudos.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco muito a Deus, porque desde que apareceu em minha vida
modificou-a para sempre, ajudando a dar o sentido que ela merece; ajudou-me a
ter fé em que sempre pode existir um futuro melhor e que depende de mim para
que assim seja.

Ao0s meus pais, por sempre acreditarem em mim, pelo esforco e
dedicacdo e por fazerem o melhor possivel para seus filhos. Alfonso Sanchez,
uma pessoa honesta e trabalhadora, da qual me sinto orgulhoso e minha amada
Mée Luz Daris Viafara, cheia de paciéncia e esfor¢o no dia a dia, lutando para
ser hoje em dia quem sou. Agradeco muito a vocés gue sdo 0 meu porto seguro
no mar da vida.

As minhas irmds Mileydi e Yajahira, pelos conselhos que ddo para mim,
para gque eu possa surgir em minha profissdo, por sentirem-se orgulhosas de
mim, eterna gratiddo a vocés.

Aos meus sobrinhos Valentina, Alejandro, Sebastian, Dana Isabela e
Juan Jose, por alegrarem meus dias desde seus nascimentos. Ndo posso mudar o
mundo para vocés, mas sempre estarei do lado para dar a mao quando
precisarem.

Ao maravilhoso pais, Brasil, ao qual tenho muita gratiddo. Em principio
ndo passava em minha cabega poder vir aqui, mas tive a imensa sorte que Deus
me deu em conhecé-lo. Minha permanéncia no Brasil s6 deu satisfacdes no
plano profissional e pessoal.

As minhas colegas de estudo Gisvani Lopes e Renata Maculan, pela
ajuda constante que me deram, nos momentos nos quais mais necessitava, tudo
sempre de dltima hora, pelas palavras de animo que escutava de vocés, pelos

conselhos sinceros e as correcdes para ser um melhor profissional.



Ao Professor José Camisdo de Souza, pela orientacdo recebida, pela
paciéncia no meu direcionamento no ambito cientifico, por ter confianca em
mim, e por transmitir-me seus conhecimentos. Admiro a sua formacédo, a qual
ajuda-me a enriquecer meus estudos.

Ao Professor e Coordenador do Programa em Ciéncias Veterinarias o
Doutor Marcio Zanger6nimo, que acreditou em mim, mostrando que eu tinha
capacidade de adiantar o mestrado.

A Professora Raquel Silva de Moura, por acreditar que eu podia finalizar
este trabalho, por dar-me esse conselho no momento justo de meus estudos, a
guem estou muito agradecido, pela paciéncia e pelas correcGes recebidas de uma
excelente profissional.

A Paula Rodrigues e a Ricardo Vilhena, por iniciarem este experimento
e por estarem sempre a0 meu lado para resolver as duvidas que surgiam
diariamente, por sempre responderem a meus chamados, além de eu ter tido a
oportunidade de conhecer as excelentes pessoas e profissionais que sdo voces.

A Jéssica Silvestre, por me acompanhar nos processos e atividades do
presente trabalho, por me dar forcas para nao desistir e me ajudar a decifrar tudo
aquilo que ndo entendia. Desejo muito sucesso em seus estudos.

Ao CNPqg, por conceder minha bolsa de estudos para garantir minha
manutencdo e desenvolvimento do mestrado, pois,caso contrario, nao teria
condigdes de realizar meus estudos. Sou imensamente agradecido.

E “a todos los amigos de Colombia y demas paises que conoci, que
hicieron gue mi estancia fuese mas agradable, deseo lo mejor de la vida para
cada uno de ustedes y espero continuar teniendo contacto con todos, un gran

abrazo”.



“E necessario abrir os olhos e perceber que as coisas boas estdo dentro de nés,
onde os sentimentos ndo precisam de motivos nem os desejos de razdo. O
importante é aproveitar 0 momento e aprender sua duragao, pois a vida est4 nos
olhos de quem saber ver”.

Gabriel Garcia Marquez



RESUMO GERAL

Objetivou-se detectar a presenca de acidos graxos poliiinsaturados
(PUFA) na circulacdo sanguinea e no fluido folicular do ovario equino, como
resultado da suplementacdo de 6leo de linhaca na dieta. Foram utilizadas seis
éguas Mangalarga Marchador entre 2,5 e 22 anos de idade, pesando 397 + 31,89
kg e ECC entre 3 e 6.5, mantidas em pastagem nativa. No desenho experimental,
as eguas foram alocados aleatoriamente para receber 150 ml de 6leo vegetal por
dia, contendo PUFA n3 (62,23 g ALA, 20,34 g LA, 2,27 g EPA, DHA 2,32 g),
(n = 3) ou sem suplementacdo ( n = 3) numa primeira réplica. Quatro amostras
de sangue e de fluido folicular foram tomadas no primeiro (DO) e a cada 10 dias
até o fim do periodo de suplementacdo (D10-D30). Depois de um intervalo de
14 dias, as éguas foram trocadas entre os tratamentos para uma segunda
repeticdo. Perfis lipidicos foram determinados por cromatografia gasosa. Os
dados foram submetidos aos procedimentos MIXED e REG do SAS®. No
plasma as concentragdes de acido linolénico ALN no total de &cidos graxos
foram superiores (P = 0,006) nas suplementadas em compara¢do com 0 grupo
controle (1,89 + 0,13 vs. 1,49 + 0,13%). No fluido folicular, as concentracGes de
acido linoléico foram semelhantes entre os tratamentos (10,9 + 2,23 + 7,61 vs
2,22%) e em periodos (5,75 * 3,33, 12,87 + 4,09 e 14,2 + 4,09% para periodos
de 1, 2 e 3 para o grupo suplementado, e 7,55 + 3,34, 9,01 + 4,08 e 6,27 %
4,08%, para o grupo controle, respectivamente). No entanto, as concentragdes de
DHA tenderam a ser maior (P = 0,06) no grupo controle. Houve correlagdes
positivas entre o 4cido linoleico e acido araquidénico no plasma e no fluido
folicular (P = 0,0106; r2 = 0. 13) e entre o 4cido linolénico e EPA no plasma e
no fluido folicular (P = 0 0004;. R2 = 0,2544). Em concluséo, os dados indicam
uma baixa a moderada relacdo entre a suplementacédo alimentar a base de 6leo de
linhaca estudado e a circulacdo e contelido de PUFA no fluido folicular em
éguas.

Palavras-chave: Foliculo ovariano. Suplementacdo de PUFA. Equideos. DHA.



GENERAL ABSTRACT

The objective was to detect the presence of polyunsaturated fatty acids
(PUFA) in the blood circulation and in the ovarian follicular fluid as a result of
linseed oil supplementation in the diet. Six Mangalarga Marchador mares
between 2.5 and 22 years old, weighing 397+£31.89 kg, with body score of 3 and
6.5, kept on native pasture were used. In a switch over design, mares were
randomly allocated to receive 150 ml of vegetable oil daily, containing PUFA
n3(62.23 g ALA, 20.34 g LA, 2.27 g EPA, 2.32 g DHA), (n=3) or no
supplementation (n=3) in a first replicate. Blood and follicular fluid samples
were taken on the first (DO) and every 10 days until the end of the
supplementation period (D10-D30). After a 14 day interval, mares were
switched across the treatments for a second replicate. Lipid profiles were
determined by gas chromatography. Data were submitted to the MIXED and
REG procedures of SAS®. In the plasma the concentrations of linolenic LNA
acid in total fatty acids were higher (P=0.006) in the supplemented compared to
the control group (1.89+0.13 VS. 1.49+0.13%). In the follicular fluid the
concentrations of linoleic acid were similar between treatments (10.9£2.23 VS.
7.61£2.22 %, for supplemented and controls, respectively) and across periods
(5.75+3.33, 12.87+4.09 and 14.2+4.09% for periods 1 (before treatments
started), 2 and 3 (10 and 20 days after treatments started, respectively) for the
supplemented group, and 7.55+3.34, 9.01+4.08 and 6.27+4.08%, for controls,
respectively). However the concentrations of DHA tended to be higher (P=0.06)
in the control group. There were positive correlations between plasma linoleic
acid and follicular fluid araquidonic acid (P=0.0106; r’=0. 13) and between
plasma linolenic acid and follicular fluid EPA (P=0.0004; r?=0.2544). In
conclusion, data indicated a low to moderate relationship between dietary
linseed-based oil supplementation studied and circulating and follicular fluid
PUFA contents in mares.

Key words: Ovarian follicle. PUFA supplementation. Equine. DHA.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A criacdo dos equinos se centra em cavalos de corrida, de marcha,
companhia, fisioterapia além de outros usos. Motivo pelo qual seu
desenvolvimento, sua reproducéo e seu crescimento estdo sendo mais exigidos.
Para obter animais com essas qualidades desejaveis 0 uso de técnicas de
biotecnologias da reproducdo é uma excelente alternativa, tais como
inseminac&o artificial e a transferéncia de embrides.

Se se deseja obter resultados aceitaveis no uso dessas técnicas, 0s
animais devem ter um balango nutricional para responder da melhor forma
esperada. Continuamente, no trabalho rotineiro do haras, encontram-se éguas
com crescimento folicular reduzido que, inclusive, ndo chegam a uma ovulacéo
ou caso de ovularem; a formagéo do corpo luteo débil, isso causa risco a prenhez
com perdas embriondrias pela baixa producdo de progesterona, sendo
correlacionados essas adversidades com deficiéncias nutricionais que afetam o
metabolismo de lipideos e sintese dos hormdnios da reproducdo necessarias para
a producdo das gametas nos equinos. E importante que os animais tenham esse
equilibrio nutricional antes de iniciar a estacdo de monta para se obter bons
resultados.

A suplementacdo com PUFA na dieta de equinos pode melhorar a
resposta imune em equinos (McHANEY et al., 2013).

A adicéo de acido linolénico (ALN), 6mega 3(n-3) nadieta de éguas em
reproducdo promove uma diminuicdo direta na secre¢do de PGF,,, em razdo da
inibicdo da acdo da prostaglandina H sintase ou, indiretamente, por meio dos
produtos da sua dessaturagdo acido eicosanpetaenoico (EPA) e

docosahexaenoico (DHA). Além disso, os &cidos graxos n-3 podem promover
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insensibilizacdo do corpo lateo a PGF,,, 0 que também pode melhorar a taxa de
prenhez de fémeas na fase inicial da gestacdo (GREGORY et al., 2009). Diante
desse contexto, torna-se relevante verificar se essas moléculas (ALN, DHA,
EPA) aumentam no liquido folicular quando animais séo suplementados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura e funcédo das células do foliculo ovariano equino

Desde sua origem, os foliculos sdo formados por uma capa de células da
granulosa alargadas que contornam o odcito, separados por uma lamina basal
que constitui o foliculo primordial. Os foliculos primordiais comecam sua
maturacdo mudando as células da granulosa alargadas em uma capa Unica de
células cubdides maduras. Elas comegcam a dividir-se, aumentando o nimero de
capas das células da granulosa e seu tamanho, denominando-se, ap06s essa
transformacéo, foliculos primarios. Os foliculos selecionados no processo de
crescimento crescem de 50 micrometros de didmetro no estagio de foliculo
primordial até 5 a 7 cm de didmetro na maturidade. Uma capa translucida é
formada pela secrecdo de mucopolissacarideos, a partir das células da granulosa.
Essa capa é chamada de membrana pelicida e permite que as células da
granulosa formem prolongacgdes citoplasmaticas as quais possibilitam o contato
com a membrana do oécito por meio das gap junctions.

Depois de iniciar a multiplicacdo das células da granulosa nos foliculos
primarios, é detectadvel mudancgas nas células do estroma cortical por fora da
lamina basal, dando origem a outra camada de células concéntricas alargadas
chamadas de células tecais. A camada de células da teca interna é formada a
partir das células tecais alargadas mais préximas da Iamina basal, as quais vao se
transformando em células epitelidides. Aquelas células que se unem com as
células do estroma mantém sua estrutura alargada, formando a camada
denominada teca externa (TRESGUERRES; CASTILLO, 2000).

Prosseguindo a multiplicagdo das células da granulosa e da teca, o
tamanho do foliculo aumenta, dando lugar a espacos cheios de liquido entre as

células da granulosa, que vdo se centralizando, formando um espaco
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denominado antro. Dessa forma, o foliculo nessa fase ¢ denominado antral e
apresenta como carateristica trés capas de células da granulosa que rodeiam o
oocito, formando o complexo cumulo o6foro (TRESGUERRES; CASTILLO,
2000).

O controle enddcrino do sistema reprodutivo € mediado por varias
proteinas, entre essas a inibina. Essa proteina é sintetizada pelas células da
granulosa presentes nos foliculos ovarianos. As subunidades o e B da inibina séo
comunicadas por pontes de dissulfeto (HAFEZ; HAFEZ, 2004). O nimero de
foliculos em crescimento no ovario é mediado pela inibina, pois esta
desempenha papel importante na foliculogénese durante o ciclo estral,
constituindo-se como sinalizadores quimicos na hipdfise (HAFEZ; HAFEZ,
2004). A acdo de regulacdo da foliculogénese pela inibina ocorre por meio da
diminuicdo da sintese de FSH (MCKINNON; VOSS, 1993).

Um dimero da subunidade  da inibina é chamado ativina, porém, este
exerce uma funcgdo contraria da inibina. Seu principal efeito é de incrementar as
quantidades de horménio foliculo estimulante (FSH) para liberacdo na
adenohipdfise (MCKINNON; VOSS, 1993).

A proliferacdo das células da granulosa é estimulada pela ativina,
induzindo 0 aumento da expressdo de receptores para FSH, a esteroidogénese da
célula da granulosa e, consequentemente, afetando positivamente a funcdo da
aromatase e a producédo de estradiol. Além disso, a ativina detém o comecgo da
luteinizacéo e atresia (BEG; GINTHER, 2006).

Durante o ciclo estral o desenvolvimento folicular acontece em por meio
de uma onda folicular maior em éguas. Essa onda folicular se inicia na metade
de um intervalo interovulatério de 22-24 dias (GINTHER et al.,, 2001). A
emergéncia da onda folicular é estimulada pelo incremento da concentracéo
plasmatica de FSH, etrés dias depois, a onda atinge um pico e ela, entdo

continua a declinar até atingir niveis basais, durante varios dias. Paralelamente,
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os foliculos crescem até que um deles atinja cerca de 21-23 mm, sendo o
foliculo maior o qual exerce dominancia sobre os outros que sdo considerados
subordinados.Ha diminuicdo do crescimento dos foliculos subordinados, sendo
considerado essa fase de desvio folicular (GASTAL et al., 2010).

Outra molécula que compde o liquido folicular e exerce funcdo sobre a
foliculogénese € a glicoproteina folistatina (BEG; GINTHER, 2006). Sua agdo ¢
similar a da inibina, inibindo a secrecdo de FSH, ligando-se com a ativina para
neutralizar sua acdo bioldgica e exercer um efeito de regulacdo na liberacdo de
FSH (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Os foliculos em crescimento sintetizam o estradiol, que exerce funcao
moduladora da secre¢do de FSH e ohormoénio luteinizante (LH) no hipotalamo
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). Entre essas fungOes estdo: estimular a atividade da
enzima aromatase; aumentar a expressao de receptores para LH e aumentar a
sensibilidade ao FSH e LH. Todas essas funcdes estdo envolvidas no
recrutamento do foliculo dominante, mais especificamente no incremento do
namero de receptores para FSH nas células da granulosa (GINTHER et al.,
2001).

A producdo de estradiol pelas células da granulosa é estimulada pelo
IGF-1, juntamente com o FSH (WEBB et al., 2006). O IGF-1 exerce outras
fungbes como a maturacdo sexual e a sintese e liberacdo de gonadotrofinas
(ZULU; NAKAO; SAWAMUKAI, 2002).

A sintese de estradiol é modulada pela interagdo das células da
granulosa e da teca (FALK, 1959). A producéo de estradiol ocorre pelo modelo
2 células, 2 hormbnios em foliculos antrais preovulatérios em éguas (SIROIS;
KIMMICH; FORTUNE, 1991). Isso evidencia que as células da teca produzem
andrdgenos pela estimulagdo do LH, sendo as células da granulosa estimuladas
pelo FSH e no caso de foliculos maturados pelo LH, para que acontecam a

aromatizacdo dos androgenos produzidos pelas células da teca.
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Dentre as fungOes biossintéticas das células da granulosa nos foliculos

antrais, encontra-se a sintese de novo do colesterol (GORE-LENGTON;
ARMSTRONG, 1994), conforme € ilustrado na figura 1. Essa biossintese

ocorre, inicialmente, pela estimulacio do FSH e, subsequentemente, pela
estimulacdo do LH (HSUEH et al., 1984). Na sintese de novo do colesterol,

envolve-se o precursor da progesterona o qual age sobre a sintese de estradiol,
além do FSH e LH (SIMPSON; ROCHELLE; CARR, 1980).

COLESTEROL

COLESTEROL

_ 3BHSD-LH .
PREGNENOLONA —3w PROGESTERONA
17200  LH

cAMP =» PKA 170HProg

CELULA DA TECA ANDROSTENIDIONA

[ ANDROSTENINIONA
CELULA DA
GRA.\'V Aromatase
ESTRONE
PKA ﬂ Y
17HSD 2 17HSD 1
cAMP
ESTRADIOL
e J
' FSHR*
FOLICULO R sl
ESTRADIOL
Figural Foliculo ovariano com células da teca interna e externa, além do

Legenda:

mecanismo de conversdo do colesterol a estradiol nas células da
granulosa do foliculo ovariano

LH (horménio luteinizante), LHR (receptor de LH), PKA (Proteina quinasa
A), 3B HSD (3beta hidroxiesteroide desidrogenase), 17-20D (17a,20d-
dihidroxi-A4- -pregnene-3-ona), 17HSD2 (17hidroxiesteroide desidrogenase
2), 17HSD1 (17hidroxiesteroide  desidrogenase 1), 170HProg
(hidrosiprogesterona), FHS (horménio foliculo estimulante), FSHR (receptor
de FSH).

Fonte: Adaptado de www.jmidlifehealth.org/showBacklssue.asp?issn=0976.
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2.2 Metabolismo de lipideos nos equinos

Os equinos sdo herbivoros monogastricos ndo ruminantes, no qual seu
sitio principal de fermentacdo é a regido ceco colica (BRANDI; FURTADO,
2009).

Os equinos apreendem o alimento por meio de labios e lingua, no ato de
pastoreio (substancias mais firmes e tenras, como tubérculos) e, ainda, com a
utilizacdo de incisivos superiores e inferiores. Isso se deve pelo fato de o trato
digestivo ser constituido por labios fortes, permitindo colocar o alimento entre
os dentes que sdo extremamente madveis, permitindo o pastoreio proximo ao
solo, cortando a forrageira. Os equinos possuem o habito de somente mastigar o
alimento em um lado da cavidade bucal, com movimentacdo de mastigacao
préxima de 60-80 movimentos por minuto (BRANDI; FURTADO, 2009).

O alimento no estomago do cavalo, fica retido de 2 a 6 horas,
considerado um periodo relativamente curto, considerando-se que 0 Orgao
apresenta apenas 10% de todo o Trato Digestorio (TD), sendo adaptado a
receber pequenas quantidades de alimento e, raramente, encontrando-se
totalmente vazio. Apresentando, ainda, o esfincter piloro bastante desenvolvido,
além de ter seu centro do vomito pouco desenvolvido, 0 que os impede de
regurgitar (BRANDI; FURTADO, 2009).

Grande parte da mucosa superficial do estbmago é recoberta por epitélio
aglandular, sendo quase metade de toda a superficie. Sua porcdo mucosa é
restrita a regides fundicas e pildricas, sendo secretado o acido cloridrico, além de
gastrina, pepsina e horménio polipeptidico. Na alimentacéo, inicia-se a secre¢do
hormonal, com distensdo géstrica nos equinos. Pode-se observar a liberagdo de
gastrina, quando os equinos sao alimentados ad libitum com feno. As dietas ricas
em grdos aumentam consideravelmente rapido o pH, em decorréncia da secre¢do

mais lenta de gastrina, quando comparados a volumosos. O grau de digestédo de
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proteinas é baixo, em razdo do pequeno tempo de permanéncia do alimento no
estdbmago (BRANDI; FURTADO, 2009).

Na regido chamada saccus caecus (aglandular) ocorre, sob atividade de
microrganismos, a fermentacdo, que degrada acucares, amido e proteinas. Na
regido média do estbmago ha uma variacdao do pH de 5 a 6, e na regido pilérica a
variacdo de pH que atinge até 2,6 com dietas exclusivamente de feno, ndo sendo
observada essa variagdo em dietas com concentrado (BRANDI; FURTADO,
2009).

O tempo médio de esvaziamento do intestino delgado (ID) para
alimentos sélidos é de 1,5 a 2 horas, enquanto que para liquidos o tempo pode
variar de 45 minutos a 1 hora. Isso se deve ao fato do o ID do cavalo ser
relativamente curto em comparagdo com outras espécies, em média de 20 a 25
metros, em um cavalo de 450 kg (aproximadamente 30% do TD). Variando a
velocidade de movimentacdo da digestdo de 20 cm/min. a 30 cm/min. O jejuno e
ileo possuem abundante populacdo de bactérias gram-positivas anaerobicas
obrigatérias (10° a 10° bactérias/g) (FRAPE, 2008 apud BRANDI; FURTADO,
2009). Ha indicios de que exista uma producdo fermentativa na composicao
distal do ID. No entanto, ndo ha confirmacao de que essa fermentacdo apresenta
independéncia da fermentacdo presente no intestino grosso (IG) ou se, ainda, é
somente decorrente do refluxo do contetdo gastrico do IG (HOFFMAN, 2003
apud BRANDI; FURTADO, 2009).

S80 varias as secrecdes presentes no intestino delgado dos cavalos,
dentre essas secrecOes destaca-se 0 SuUCO pancreatico, que apresenta secrecao
constante e baixa concentragdes de enzimas, sendo mediado pela secretina. E
uma substancia de secre¢do constante e quando ha presenca do alimento, uma
primeira vez, aumenta de 4 a 5 vezes no intestino delgado dos equideos. A

secrecdo constante de bile se deve a ndo presenga da estrutura de vesicula biliar,
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sO sendo interrompida quando o animal se encontra mais de 48 horas em jejum
(BRANDI; FURTADO, 2009).

O IG do cavalo possui secBes volumosas, articuladas e
compartimentalizadas. Distalmente ao ileo, esta o ceco, com capacidade média
de 25 a 35 litros, ligado ao colon ventral direito. Juntamente o célon ventral
direito e esquerdo e as porcdes esquerda e direita do colon ventral, compdem o
cblon maior. Os segmentos do c6lon estdo conectados por dobras, conhecidas
como flexuras, sendo importantes pela mudanga na populacdo microbiana de
regido para regido. No ceco apenas ha a secrecdo de enzimas e muco, sendo a
digestdo tanto de conteldo do ceco quanto de contetdo do colon ventral de
responsabilidade de bactérias e protozoarios ciliados (BRANDI; FURTADO,
2009).

As floras do ceco e colon sdo, principalmente, bactérias, podendo atingir
de 0,5x10° a 5x10%g de contetido, intestinal. O nimero de bactérias celuloliticas
varia entre 10* e 10" g/mL no IG (JULLIAND et al., 2001 apud BRANDI;
FURTADO, 2009) sendo maior no ceco do que no colon, indicando que o ceco,
provavelmente, seja o principal sitio de digestdo de fibras. Foram identificadas
as espécies bacterianas Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus e
Fibrobacter succinogenes como as principais bactérias celuloliticas no ceco dos
equinos. Clostridium spp., Ruminococcus spp., Butyrivibrio spp. e Eubacterium
spp. Também sdobactérias celuloliticas e organismos fibroliticos presentes no
ceco (DALY et al., 2001 apud BRANDI; FURTADO, 2009).

No intestino grosso, ocorre a absor¢do dos &cidos graxos volateis por
difusdo passiva na forma de &cidos livres, pela mudanca do gradiente de pH
(BRANDI; FURTADO, 2009).

A digestdo dos lipidios inicia-se na boca, pela acdo da lipase lingual.
Depois, ao passar pelo estbmago, a lipase gastrica atual hidrolisando-os e

realizando uma emulsdo, no estbmago é somente uma fase preparatoria e no
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duodeno apds entrar em contato com a lipase pancreatica ocorrerd, realmente, a
lipdlise (BERME, 2000 apud MORGADO; GALZERANO, 2006).

Os sais biliares promovem a emulsificacdo dos lipideos, facilitando a
lipolise pela acéo da lipase pancreatica. Tudo isso é facilitado pela continuidade
da secrecdo de sais biliares no intestino delgado em razdo da auséncia da
vesicula biliar nos equinos. Portanto, ha melhor emulsificacdo do lipidio da
dieta, aumentando o contato do lipidio com a agua. Tudo isso é acompanhado
pela acdo conjunta do cofator colipase, o qual hidrolisa os lipidios em
monoglicerideos e acidos graxos (BERME, 2000 apud MORGADO;
GALZERANO, 2006).

Os éacidos graxos e os monoglicerideos se ligam com os sais biliares,
processo no qual sdo formadas as micelas que sdo mais absorviveis por serem
mais solGveis em agua. As micelas, ao entrarem em contato com as
microvilosidades do epitélio do intestino delgado, liberam os acidos graxos,
monoglicerideos, vitaminas lipossoluveis e o colesterol no interior da mucosa
(BERME, 2000 apud MORGADO; GALZERANO, 2006).

A reesterificacdo dos &cidos graxos e glicerol ou monoglicerideo
acontecem na parede da mucosa do intestino, em companhia de fosfolopidieos,
colesterol, apolipoproteinas e ésteres de colesterol formando os quilomicrons.
Estes serdo rapidamente absorvidos para o interior do sistema linfatico,
transportando fosfolipidios, colesterol, ésteres de colesterol e trigliceréis, para
diferentes tecidos e érgdos, servindo como reserva energética e fonte de energia
(BERME, 2000 apud MORGADO; GALZERANO, 2006).

Os triacilgliceréis sdo hidrolisados a diacilglicerol e monoacilglicerol. A
maior quantidade dos &cidos graxos ingressam nos espagos intercelulares, sendo
depois absorvidos pelas células titulares, porém outros voltam ao plasma
(OTHMAN; ROSENSTEIN, 1993; WATSON; BUMS; PACKARD, 1993).
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A superficie dos quilomicrons é hidrolisada pela lipoproteina lipase,
acontecendo ao mesmo tempo a perda de apoliproteinas e triacilglicerois a qual é
atribuida a lipoproteina de alta densidade (HDL) que sdo formadas no figado e
no intestino. Essas lipoproteinas sdo pequenas e espessas. Sua atividade consiste
em transportar e reservar o colesterol dos tecidos até os sais biliares (FRANK;
SOJKA; LATOUR, 2002; GAZIANO; MANSON; RIDKER, 2007; VITIC;
STEVANOVIC, 1993).

Normalmente, os &cidos graxos sdo liberados do tecido adiposo até o
plasma, onde se juntam com a albumina plasmatica e sdo levados até ao musculo
esquelético, coracdo, figado e outros tecidos para que aconteca sua oxidacao e
conversao a outros lipidios. Os &cidos graxos ndo esterificados apresentam
baixas concentragbes, mas € rapida sua capacidade de intercambio, e
aproveitamento como fonte de energia (FRANK; SOJKA; LATOUR, 2002;
GAZIANO; MANSON; RIDKER, 2007; VITIC; STEVANOVIC, 1993). Na
figura 2, representa-se de forma resumida esse processo de metabolismo dos

lipideos.
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Figura2 Metabolismo dos PUFAs (Acido linolénico (Omega 3) e Acido
linoleico (Omega 6)
Fonte: Adaptado de Rodriguez —Cruz et al. (2005).

As lipoproteinas de muita baixa densidade ou VLDL séo sintetizadas no
figado, principalmente, e transportam triacilgrlicerois até os tecidos promovendo
a sinteses de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que sdo responsaveis pelo
transporte direto do colesterol, o que serd enviado aos tecidos e paredes
vasculares (LICHTENSTEIN; HACHEY; MILLAR, 1992; MASANOBU,;
HIDETO, 2008; WATSON; BUMS; PACKARD, 1993).
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Considerando que equinos podem digerir eficientemente dietas que
contenham até 30% da energia digestivel sob a forma de gordura (FRAPE,
2008), a adicdo de 6leos vegetais ou gordura animal é um excelente meio para
aumentar a concentracdo energética da dieta sem aumentar o volume de

alimento consumido, porque a digestdo é mais facil.

2.3 Funcbes dos PUFA

Existem alguns PUFAs que possuem a primeira dupla ligacdo
(insaturacdo) no terceiro atomo de carbono, a partir do carbono metilico
terminal. Esses acidos graxos sdo conhecidos como acidos graxos n-3. Enquanto
que outros apresentam a primeira insaturagdo no sexto atomo de carbono e séo

chamados de acidos graxos n-6 (Figura 3).
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Figura 3 Estruturas e biossintese dos acidos graxos Omega 3 e 6
Fonte: Calder (2011).
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Entre os PUFA pode-se citar o palmitoléico, oléico, linoléico, linolénico
e araquiddnico, que podem ser encontrados em améndoas 6leos vegetais e 6leo
de peixe (MORGADO; GALZERANO, 2006).

Os principais representantes da familia n-3 sdo o acido linolénico (18:3),
0 acido eicosapentaenoico ou EPA (20:5) e o acido docosahexaendico ou DHA
(22:6). Os acidos graxos n-3 tém como principais fontes plantas, algas e animais
marinhos. Os vegetais ricos em n-3 sdo a linhaga, canola e colza (YOUDIM;
MARTIN; JOSEPH, 2000). Os animais marinhos que possuem essa molécula
como fonte sdo o fitoplancton, algas em geral e peixes de aguas frias e
profundas, como cavala, sardinha, salméo e truta (CONNOR, 2000).

Entre os principais representantes dos acidos graxos n-6 estdo o &cido
linoléico (18:2) e o acido araquiddnico (20:4) (ANDRADE; CARMO, 2006).
Essas moléculas sdo encontradas nos 6leos da maioria das sementes e grdos de
cereais. As fontes desses acidos graxos incluem 6leo de milho, soja, girassol,
castanhas (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000) e, mais recentemente, 6leo de

semente de uva e de aveia.
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Fonte: Adaptado de Mattos et al. (2000).

As funcdBes bioldgicas dos PUFA’s ainda ndo estdo totalmente
claramente definidas, estando relacionadas com a manutencéo da integridade das
células endoteliais, prevencdo da arterosclerose e alteragdes cardiovasculares,
estimulacdo da liberacdo de insulina, inibicdo da vasoconstricdo e agregacao
plaquetéria, participacdo no desenvolvimento normal da placenta, crescimento
fetal e desenvolvimento neuronal, participacdo nas fungbes imunomoduladoras,
liberag&o de citocinas e sintese de eicosandides (ANDRADE; CARMO, 2006).

H& uma relagdo inversamente consistente entre a abundancia relativa de
acido oleico n9 e acido araquidénico no soro de ratos, apés o controle de outros
acidos graxos. A descoberta levanta a questdo de saber se existe uma relagdo
semelhante em outras espécies, e se pode haver uma regulagdo por feedback
metabolico entre os dois acidos graxos (HOSTMARK; HAUG, 2013).
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Clarke (2001) demonstrou que os PUFA’s ndo séo utilizados somente
como fonte energética e componente estrutural pelo organismo, mas também
como importantes mediadores da expressdo génica. Grimm et al. (2002) e Kaur
et al. (2011) afirmaram que os &cidos graxos n-3 atuam como sinalizadores
intracelulares, suprimindo a expressdo génica de genes envolvidos na lipogénese
e induzindo a transcricdo de genes envolvidos na oxidacdo lipidica e
termogeénese.

Os acidos graxos sdo utilizados como substrato direto na sintese de
colesterol, sdo precursores da progesterona, dos horménios esterdides e das
prostaglandinas. Dependendo do tipo de PUFA, n-3 ou n-6, séo sintetizados
diferentes tipos de prostaglandinas. O 4&cido graxo n-6 € precursor das
prostaglandinas das séries 1 e 2 via acido araquid6nico enquanto que o acido
graxo n-3 é precursor das prostaglandinas da série 3 via EPA, menos bioativas
do que as prostaglandinas das séries 1 e 2 (GREGORY et al., 2009). Fontes de
acido alfa linolénico suplementadas na dieta podem suprimir a secrecdo de
prostaglandina F2o ou por meio de fontes dos &cidos graxos derivados da
dessaturacdo e elongacdo do alfa linolénico como EPA e DHA (AMBROSE;
KASTELIC, 2003) contribuindo a reduzir as perdas embrionarias (MATTOS;
STAPLES; THATCHER, 2000). A suplementacdo alimentar com 6leo de peixe
(EPA e DHA) diminui as delta desaturasse 6, 5 € 9 diminuindo a dessaturacao de
acido linoleico e linolénico nos microssomas hepaticos e a concentragdo de
acido araquiddnico nos fosfolipidios das células hepaticas (CHRISTIANSEN et
al., 1991; GARG et al., 1988). A sintese de prostaglandina da serie 2 como a
prostaglandina F2a pode ser reduzida se diminuimos a sintese do 4&cido
araquidonico.

Os &cidos graxos n-3 nao fornecem apenas 0s precursores para a sintese

de prostaglandinas, eles podem também modular o padrdo de muitas enzimas
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chaves envolvidas no metabolismo de esteroides e das préprias prostaglandinas
(WATHES et al., 2007).

2.4 Adicao de dleo vegetal na dieta de equinos Mangalarga Marchador e

suas aplicagdes na nutracéutica reprodutiva

Atualmente, varios estudos vém sendo realizados para o melhor
entendimento dos efeitos da restricdo e/ou excesso de lipideos na dieta de
equinos. Um dos hormoénios cuja acdo vem sendo cada vez mais estudada é a
leptina. Esse hormdnio protéico produzido pelos adipécitos pode atuar como
mediador dos efeitos de uma dieta desequilibrada sobre a liberacdo dos
hormonios hipotalamicos. Animais submetidos a restricdo energética, éguas
muito jovens e durante o anestro estacional apresentam baixas concentracGes
sistémicas desse hormonio (GASTAL et al., 2010).

O efeito benéfico da suplementacdo dietética com &cidos graxos
essenciais ndo pode ser relacionado apenas com 0 aumento do consumo
energético. Os PUFAs sdo capazes de exercer uma grande influéncia sobre a
reproducdo, obtendo maior crescimento folicular e aumentando o nimero de
foliculos, além de incrementar as concentraces plasmaticas de progesterona por
diminuir o metabolismo das prostaglandinas, dessa forma, incrementando a vida
media do corpo luteo. A suplementacdo com esses acidos graxos consegue inibir
a Cicloxigenase em tecido endometrial da vaca, suprimir a secrecdo de PGF2a,
prevenindo a morte embrionaria,por a supressdo do 178 e decrescendo
sensibilidade do corpo luteo pela PGF2a (STAPLES; BURKE; THATCHER,
1998).

Segundo Gregory et al. (2009), entre os efeitos nutracéuticos da adigao
de PUFA‘s na dieta estdo o aumento na produgdo de horménios esteroides,

decorrente do aumento no tamanho do foliculo pré-ovulatério, maior volume do
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corpo luteo, inibicdo da producdo e liberacdo de PGF,,,, melhora na taxa de
fertilizagdo e no desenvolvimento embrionario. Em bovinos, os PUFA‘s sdo
capazes de exercer influéncia sobre o nimero e tamanho de foliculos ovarianos,
taxa de ovulacdo, producdo de progesterona e tempo para ocorréncia da lutedlise
(WATHES et al., 2007).

Vacas suplementadas com fontes de PUFA’s apresentaram melhores
taxas de crescimento folicular quando comparadas com vacas que receberam
dietas com &cidos graxos saturados, o que pode estar relacionado com maiores
concentracdes de insulina circulantes (THOMAS; BAO; WILLIAMS, 1997).
Além disso, quanto maior a taxa de crescimento folicular e o tamanho do
foliculo ovulatério, maior e mais volumoso sera o corpo liteo resultante,
caracteristica que pode melhorar a taxa de prenhez de vacas (GREGORY et al.,
2009).

Como grande parte das perdas embrionarias precoces ocorre por volta do
10° dia de gestacdo, estas podem estar relacionadas a falhas na funcéo latea das
células (MORENO et al., 2003). A adicdo de PUFA’s na dieta pode ser uma
estratégia para diminuir essas perdas, em decorréncia do aumento de
progesterona que esses acidos graxos sdo capazes de promover, pelo fato de
aumentarem o tamanho e volume do foliculo pré-ovulatério e do corpo lateo
subsequente.

Resultados similares foram observados por Munsterman et al. (2005), os
quais concluiram que a suplementacdo com &cidos graxos n-3 pode combater o
aparecimento e retardar a progressao de osteoartrite comumente observada em
cavalos esportistas, reduzindo a extensdo de doencas locomotoras dolorosas e
aumentando a vida Gtil desses animais. 1sso pode ser explicado pela capacidade
de reducdo da producdo de eicosandides inflamatorios que o DHA e o EPA
possuem, justificando seu uso em determinadas patologias de cavalos esportistas
(ANDRADE; CARMO, 2006).
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A suplementacdo dietética de cavalos com PUFA’s n-3 aumenta
(P<0,001) significativamente as concentra¢des de n-3 no plasma de fosfolipidios
em células mononucleares periféricas no sangue (PBMC) em cavalos poneis
McHANEY et al., 2013).

Os Poneis que receberam PUFA n-3 apresentaram maiores
concentracdes de EPA (P <0,0001) e DHA (p <0,0001) comparados com cavalos
alimentados com concentrado ou gordura animal (FURTNEY et al., 2009).

Concentracdes de &cido linoleico foram maiores (P <0,0001) nos
animais alimentados com uma dieta com concentrado comparada com uma dieta
contendo PUFA n-3. Cavalos Poneis tiveram concentracbes mais elevadas de
C18:0 (Acido graxo Esteéarico) (P <0,007) e C22: 6 n-3 (DHA) (P <0,02) quando
foram alimentadas com n3-PUFA, quando comparados com éguas alimentadas
concentrado (FURTNEY et al., 2009).

O organismo dos equinos responde rapidamente a adicdo de acidos
graxos n-3 na dieta, principalmente de EPA e DHA. King et al. (2008)
observaram que logo no 3° dia ap6s o inicio da suplementacgdo (10g/d até 40g/d)
ja é possivel observar aumento significativo de sua concentracdo no organismo,
com pico proximo ao 7° dia de fornecimento para, entdo, manter um platé.
Contudo, os PUFA’s possuem vida muito curta no organismo, sofrendo queda
superior a 75% nas concentragdes sanguineas de EPA e DHA, no 9° dia apds sua
remogao da dieta.

Os 4cidos graxos 6mega-3 exercem efeitos anti-inflamatérios, por sua
incorporacdo em fosfolipidios das membranas celulares e organelas. Essa
incorporacdo ocorre, pela presenca do &cido EPA e DHA e resulta em reduzida
producdo de eicosanoides inflamatorios de acido araquidonico (CALDER,
2006).

Estudos com ratos e humanos mostraram que os PUFA’s alteram a

composicdo de &cidos graxos dos fosfolipidios que cercam os receptores de
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insulina encontradas no musculo (RASIC-MILUTINOVIC et al., 2007) e reduz
a inflamagdo quando incorporados em células brancas do sangue (CALDER,
2008).

Normalmente, equinos submetidos a trabalho intenso recebem dietas
baseadas em cereais, onde os principais acidos graxos sdo da série n-6. Por outro
lado, equinos sob pastejo recebem dietas na qual os dleos adicionados a dieta
derivam de folhas, contendo maior propor¢do de n-3. Ocorre, entdo, uma
competicdo entre esses PUFA’s ocasionada pelos acidos graxos n-3 durante o
alongamento, dessaturacdo e metabolismo da ciclooxigenase dos acidos graxos
n-6 promovendo, dessa forma, uma supressdo parcial da sintese dos
intermediarios inflamatdrios (FRAPE, 2008).

Um dos efeitos sugeridos da adaptacdo ao uso de lipideos é o aumento
na concentracdo plasmatica de acidos graxos ndo esterificados (AGNE’s), com
subsequente aumento da oxidacao de acidos graxos em detrimento da oxidagdo
da glicose sanguinea e do glicogénio muscular como fonte de energia
(MARCHELLO; SCHURG; MARCHELLO, 2000).

Otabachian et al. (2011) mostraram que éguas tratadas com uma
formulacdo de &cido graxo contendo acido a-linolénico n-3 (18:3) com uma
adicdo de levedura de cromo e outros minerais e vitaminas tiveram menores
(P <0,01) concentracBes de glicose no plasma (91,2+ 2,10 mg/dL) e insulina
(9,6+1,0 TU/mL), bem como menor (P <0,04) resposta pancreatica beta
(MIRG=4,940,37), comparada com antes do tratamento (98,0 1,9 mg/dL de
glicose; 13,8+0,9 T¥4U / ml de insulina; MIRG = 5,9+0,33).

Entretanto, pouca ou nenhuma atencéo tem sido dada & composicéo dos
acidos graxos dos 06leos adicionados a dieta de cavalos atletas. Os lipideos mais
comumente utilizados sdo provenientes do 6leo de milho e dleo de soja,
alimentos pobres em acidos graxos n-3, EPA e DHA (O'CONNOR;
LAWRENCE; HAYES, 2007). Ao contrario, 6leos de peixe e de alguns vegetais
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como a linhaga, sdo fontes extremamente ricas de PUFA’s. A suplementacédo da
dieta com 6leo de peixe aumentou (P<0,01) no plasma sanguineo quando 0s
animais foram suplementados com EPA e DHA, enquanto reduziu (P= 0,032) a
concentracdo de glicose no plasma (45,7£7,84 g*min*L-1) comparada com a
dieta controle (77,4+9,03 g*min*L-1) (HOFFMAN et al., 2011). Na tabela 1,
esta apresentada a composicdo quimica de lipideos em 0Oleos vegetais e farelo de

trigo.



Tabela 1 Composicdo (%) aproximada dos 6leos vegetais e matérias primas

Saturados Insaturados
Fontes 14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:4 Referéncias
(w6) (w3)
Oleo de Amendoim - 11,00 3,90 53,50 29,0 0,30 - BERTECHINI, 2012
- 11,42 2,82 41,69 33,46 1,17 -  FONSECA H&
GUTIERREZ, L.E. 1974
Oleo de Girassol - 5,50 5,00 20,50 69,00 - - BERTECHINI, 2012
0,08 8,36 5,03 27,65 56,30 2,06 -  FONSECA H&
GUTIERREZ, L.E. 1974
Oleo de Soja 0.20 12,00 4,30 23,00 53,00 8,00 - BERTECHINI,2012
0,20 11,35 4,15 25,30 50,60 8,20 -  FONSECA H&
GUTIERREZ, L.E. 1974
Oleo de Milho - 9,5 4,50 35,50 49,00 0,50 - BERTECHINI,2012
- 14,03 3,30 35,00 44,40 1,96 -  FONSECA H&
GUTIERREZ, L.E. 1974
Oleo de Algodao 1,40 23,00 1,00 24,00 49,60 - - BERTECHINI,2012
- 20,13 3,10 22,86 50,16 1,32 -  FONSECA H&
GUTIERREZ, L.E. 1974
Oleo de Canola 1,00 5,00 2,00 59,00 22,00 10,00 - BERTECHINI,2012
Oleo de Linhaca - - - 22,20 20,50 55;0 1,00 BERTECHINI,2012
Oleo de Coco 76,00 10,00 4,00 7,00 3,00 - - BERTECHINI,2012
Oleo de peixe - - - - 7,80 30,80 - BERTECHINI,2012
Farelo de trigo 25,50 1.90 32,90 39,7 - - MOREIRA et al. 2010
Oleo de chia 7,53 3,33 7.56 19.23 61.73 AYERZA. 2011

Fonte: Adaptado de Maynard; Loosli (1982): Emken (1997); Vineyard et al. (2009) apud Bertechini (2012); Fonseca; Gutierrez

(1974); Moreira, Oliveira e Badiale-Furlong (2010); Ayerza (2011).
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Abstract - The objective was to detect the presence of polyunsaturated fatty
acids (PUFA) in the blood circulation and in the ovarian follicular fluid as a
result of linseed oil supplementation in the diet. Six Mangalarga Marchador
mares between 2.5 and 22 years old, weighing 397+31.89 kg, with body score of
3 and 6.5, kept on native pasture were used. In a switch over design, mares were
randomly allocated to receive 150 ml of vegetable oil daily, containing PUFA
n3(62.23 g ALA, 20.34 g LA, 2.27 g EPA, 2.32 g DHA), (n=3) or no
supplementation (n=3) in a first replicate. Blood and follicular fluid samples
were taken on the first (D0) and every 10 days until the end of the
supplementation period (D10-D30). After a 14 day interval, mares were
switched across the treatments for a second replicate. Lipid profiles were
determined by gas chromatography. Data were submitted to the MIXED and
REG procedures of SAS®. In the plasma the concentrations of linolenic LNA
acid in total fatty acids were higher (P=0.006) in the supplemented compared to
the control group (1.89+0.13 VS. 1.49+0.13%). In the follicular fluid the
concentrations of linoleic acid were similar between treatments (10.9£2.23 VS.
7.61£2.22 %, for supplemented and controls, respectively) and across periods
(5.75+3.33, 12.87+4.09 and 14.2+4.09% for periods 1 (before treatments
started), 2 and 3 (10 and 20 days after treatments started, respectively) for the
supplemented group, and 7.55+£3.34, 9.01+4.08 and 6.27+4.08%, for controls,

respectively). However the concentrations of DHA tended to be higher (P=0.06)
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in the control group. There were positive correlations between plasma linoleic
acid and follicular fluid araquidonic acid (P=0.0106; r’=0. 13) and between
plasma linolenic acid and follicular fluid EPA (P=0.0004; r?=0.2544). In
conclusion, data indicated a low to moderate relationship between dietary
linseed-based oil supplementation studied and circulating and follicular fluid
PUFA contents in mares.

Index terms: ovarian follicle, PUFA supplementation, equine, DHA.

Uso de dleo a base de linhaca na dieta e perfis de acidos graxos do

plasma e do liquido folicular em éguas Mangalarga Marchador

Resumo- Objetivou-se de detectar a presenca de acidos graxos
poliiinsaturados (PUFA) na circulacdo sanguinea e no fluido folicular do
ovario equino, como resultado da suplementacdo de 6leo de linhaca na
dieta. Foram utilizadas seis éguas Mangalarga Marchador entre 2,5 e 22
anos de idade, pesando 397 + 31,89 kg e ECC entre 3 e 6.5, mantidas em
pastagem nativa. No desenho experimental, as éguas foram alocados
aleatoriamente para receber 150 ml de 6leo vegetal por dia, contendo
PUFA n3 (62,23 g ALA, 20,34 g LA, 2,27 g EPA, DHA 2,32 g), (n = 3)
ou sem suplementacdo ( n = 3) numa primeira réplica. Quatro amostras de
sangue e de fluido folicular foram tomadas no primeiro (DO) e a cada 10
dias até ao fim do periodo de suplementacdo (D10-D30). Depois de um
intervalo de 14 dias, as éguas foram trocadas entre os tratamentos para

uma segunda repeticdo. Perfis lipidicos foram determinados por
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cromatografia gasosa. Os dados foram submetidos aos procedimentos
MIXED e REG do SAS®. No plasma as concentracbes de &cido
linolénico ALN no total de acidos graxos foram superiores (P = 0,006)
nas suplementadas em comparag¢do com o grupo controle (1,89 + 0,13 vs.
1,49 + 0,13%). No fluido folicular as concentraces de &cido linoléico
foram semelhantes entre os tratamentos (10,9 + 2,23 £+ 7,61 vs 2,22%) e
em periodos (5,75 + 3,33, 12,87 + 4,09 e 14,2 + 4,09% para periodos de
1, 2 e 3 para o grupo suplementado, e 7,55 + 3,34, 9,01 + 4,08 e 6,27 *
4,08%, para o grupo controle, respectivamente). No entanto, as
concentracdes de DHA tenderam a ser maior (P = 0,06) no grupo
controle. Houve correlagbes positivas entre o acido linoleico e &cido
araquidénico no plasma e no fluido folicular (P = 0,0106; r2 = 0. 13) e
entre o &cido linolénico e EPA no plasma e no fluido folicular (P = 0
0004;. R2 = 0,2544). Em conclusdo, os dados indicam uma baixa a
moderada relagdo entre a suplementacdo alimentar a base de 6leo de
linhaca estudado e a circulacdo e contetdo de PUFA no fluido folicular

em éguas.

Termos paraindexacdo: foliculo ovariano, suplementacdo de PUFA,
equideos, DHA.
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Introduction

Equine nutrition has recently been conducted towards the
improvement of reproductive, immunological, and exercise endurance
aspects. Equine reproduction is under constant challenge considering the
various uses horses are involved in, such as racing, ring shows, company,
physiotherapy, transport and cattle handling. Usually, equine reproduction
must rely on biotechniques such as artificial insemination and embryo
transfer, which are widespread among Mangalarga breeders in Brazil.

A good nutritional balance must be applied in order to keep up
with such diversity and maintain adequate reproduction efficiency,
especially for mares during the reproductive season. If nutrition is
inadequate, often times, poor follicular development is found in mares
which, as a consequence, do not ovulate normally or have deficient
corpora lutea, leading, in turn, to early embryonic losses or
underdeveloped fetuses. Nutritional inadequacies may affect reproduction
by disrupting lipid transport and the synthesis of hormones linked to the
genesis of gametes as well as the general reproductive processes ensuing
fertilization. It is important that animals have this nutritional balance

before starting the breeding season to get good results.
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Polyunsaturated fatty acid (PUFA) supplementation has the
potential to affect directly the transport of cholesterol in the bloodstream.
In addition, it is involved in the metabolization of cholesterol into esters
which are soluble in the cell membrane. Thus, the importance of lipid
metabolism in reproductive physiology is centered on the availability of
substrates for estradiol synthesis in the follicles which is essential for
normal follicular growth and ovulation.

The objective was to determine the concentrations of
polyunsaturated fatty acids in the plasma and in the follicular fluid in
mares supplemented with a linseed-based vegetable oil.

It was hypothesized that dietary 18:3n3 (omega 3)
supplementation increases PUFA in the plasma and ovarian follicular
fluid in mares, as a result of elongation and dessaturation in the organism.
A secondary hypothesis is that the concentrations of PUFASs in the plasma

are correlated to those of the follicular fluid.
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Material and methods
This article is in accordance with the guidelines established by the
Ethical Committe for the use of Animals in Research of the Universidade
Federal de Lavras (Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFLA,

Protocolo n° 005/11).

Replicate 1

Animals and facilities

Six Mangalarga Marchador mares between 2.5 and 22 years old,
weighing 397+31.89 kg with body score of 3 to 6.5 (method of visual
observation and palpation of different areas animal body carried ,which
has a numerical scale ranging from 1 (excessively lean animal) to 9
(excessively obese animal) (Henneke et al., 1983). Were used mares were
kept during the dry season on native pastures in a continuous grazing
system, and with access to water, concentrate and mineral salt feeders. All
animals were previously dewormed and evaluated clinically and declared

sound by an experienced clinician.
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The diet consisted of native grass pasture as forage, water and a
mineral mix ad libitum, and 2 Kg/mare of a concentrate (18% crude
protein), fed twice daily (7 a.m. and 3 p.m.). The concentrate were
prepared by owners and were a mix of corn grain, soybean meal and
wheat bran. In the table 8 was estimated the proportion of PUFA in the

diet. In these estimation the relationship n6/n3 was estimated in 1.03/1.

Treatments

Mares were randomly allocated to one of two treatments:
Treatment A (n=6): unsupplemented or controls; Treatment B (n = 6
animals) = A diet plus 150 mL of PUFA n3 oil was offered on top of the
concentrate, divided into two 75mL in the morning and 75mL in the
afternoon feeding.

The linseed-based vegetable oil used contained poly and mono
unsaturated fatty acids with addition of salmon oil Canada (Comércio e
Industria Uniquimica Ltda, Sdo Paulo). The fatty acid composition of the
oil was determined by gas chromatography: 62.23 g of linolenic acid,
20.34 g of linoleic acid, 2.27 g of EPA and 2.32 g of DHA, considering

that density of linseed oil was 0.9285 (Clark et al., 1929). The anti-
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nutritional factors were deactivated and the supplement enriched with
vitamin E.

Animals received the full suplement only after a 10 day adaptation
period during 20 days in an attempt to avoid any metabolic disorder (King
et al., 2008). During the first five days of the adaptation period 40 mL of
the oil were offered in the morning and again in the afternoon on top of
the concentrate. In the next five days this amount was increased to 75 mL,
adding to a total of 150 mL daily.

After the first replicate, an interval of 14 days was established
before the 10 day adaptation period of the second replicate (King et al.,
2008). Mares were switched across the treatments, so that, those in the
unsupplemented group of the first replicate received the PUFA-n3 oil and

the other group did not.

Table 1. Forage fatty acid composition (%)

Linolenic EPA! DHA? Linoleic C20: 3n6 Arachidonic
Acid (20:5) n3  (22:6) n3 Acid (dihomo- Acid (20:4) n3
(18:3) n3 (18:2) n6  gammalinol
enic)
40.55 0.003 - 19.48 0.53

' EPA= eicosapentaenoic acid
2 DHA= docosahexaenoic acid
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Follicular fluid and blood samples

Before initiation of the experiment (Day -7) mares received an
intra muscular (IM) injection of 5 mg of dinoprosttromethamine
(Lutalyse®, Zoest- USA -). Mares were submitted to four follicular
aspirations (largest follicle detected) at 10-days intervals from Day -10 to

Day 30 (Figure 1).

Adaptationoeriod Experimental pneriod

| | I |

— | ! !
Day -10 Day 0 Day 10 Day 20

| | I |

- | I I

\% % v v

Aspiration 1 Aspiration 2 Aspiration 3  Aspiration 4
Blood samplina and follicular fluid aspirations

Figure 1. Experimental protocol

A mild sedation and epidural anesthesia were given before
follicular aspirations according to previously described procedures
(Carnevale; Ginther, 1993) and (Bergfelt; Adams, 1996). A minimum of
0.5 mL of follicular fluid was obtained from the largest follicle detected
on either ovary.

The follicular aspiration was guided by a 5.0 MHz microconvex

transducer (UST974-5) with an Aloka SSD 500V unit connected to an
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extension (WTA, Cravinhos, SP, Brasil), and using an 18G needle and
aspiration line and 50 mL centrifuge tubes connected to a vacuum pump
adjusted for 150 mmHg (Mozzaquatro et al., 2008). Once the procedure
was finished mares received antibiotic and anti-inflammatory
combination IM injection (1 mL per 25 kg of bodyweight, Pencivet® Plus,
Intervet do Brasil Veterinaria Ltda, Sdo Paulo).

The follicular fluid was immediately stored in sterile plastic tubes
at 4°C; later the fluid was centrifuged (1500 x g for ten minutes) and the
supernatant collected and stored at -20°C until analysis (Gastal et al.,
2010).

Blood samples (5 mL) were obtained by jugular venipuncture in a
closed system (Vaccutainer®; BD Diagnostics®, New Jersey, USA)
containing EDTA in the same day as the follicular aspirations. Blood
samples were centrifuged (1500 x g for ten minutes). Plasma was

separated and stored at -20°C (Soncin et al., 2009).
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Laboratory Analyses
Determination of the lipid profile was according to a previously
described methodology (Folch; Lees; Stanley; 1957).

Once the original samples were prepared, 1 mL subsamples
were used for the chromatography readings, which were done at the
Animal Metabolism and Growth Laboratory of the University of Sé&o
Paulo (USP) in Piracicaba- SP- Brazil. A 1 uL aliquot of the esterified
extract was injected into the chromatography unit and the identification of
the fatty acids done by comparison between the retention times and the
percentage of the fatty acids present, performed with the Chromquest 4.1
software (Thermo Electron, Italy). The standard from Supelco TM
Component FAME Mix, cat 18919 (Supelco, Bellefonte, PA- USA) was

used. It was used a column of gas chromatography of 100m.

Statistical Analyses

All data were analyzed by the procedures of the SAS® package
(Statistical Analysis System®, Cary NC, EUA, 1998). The fixed effects
of treatment, time and interactions on follicular fluid and plasma lipid

concentrations were submitted to the Mixed procedure using the lowest
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Akaikecriterium value as the covariance structure in each case. The effect
of animal within treatment was the error term. Means were compared by
orthogonal contrasts. The GLM procedure was used to obtain the means
and the standard errors.

Variables were checked for residual normality (Univariate) and
submitted to the Bartlett test to evaluate variance homogeneity. Data
which did not meet analysis of variance criteria were transformed (base-
10 logarithm; inverse - 1/X; or squared-X**-2). Variables that could not
be adjusted to normality (non-parametric) after transformation were
evaluated by the Wilcoxon test (NPARIWAY) and submitted to the
Genmod procedure considering the Poisson and repeated options.

Statistical differences and tendencies were defined as probabilities
of 5 and 15%.

Serum fatty acid concentrations were regressed onto those of the

follicular fluid by the Reg procedure.

Results and Discussion
Omega 3 and 6 supplementation increased the concentration of

linolenic acid in the plasma (P=0.006). The sampling period also
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influenced (P=0,0001) plasma LNA, although no interaction was
observed between period and treatment (Table 2). The concentration of
LNA (Table 2) was lower (P=0.0001) in period 1 compared to those of
periods 2 e 3.The amount of fatty acids present in the oils offered to the
animals influences their plasma concentrations.

The plasma concentrations of EPA tended to be greater (P= 0.11)
in period 2 compared to those of period 1 (Table 2). It has been shown
that EPA and DHA were only found in appreciable amounts in the plasma
of horses supplemented with oils that contained these fatty acids, e.g.,
fish-based oils (Vineyard et al., 2009). Thus, the lower concentrations of
EPA and DHA observed in the plasma of the supplemented group (Table
2) in respect to an experiment (King et al., 2008) in which higher doses of
10, 20 e 40 g/day of EPA (17.81 g) and DHA (21.32 g) containing oil
sources were used. This fact could be explained by the low fatty acid
concentrations (2.27 g of EPA and 2.32 g of DHA in the diet, density
used for linseed oil was 0.9285 (Clark et al., 1929) offered in the
supplement used elsewhere.

The concentrations of linoleic acid LN tended to be lower (P=

0.10) in period 1 compared to those of period 3 (Table 3). The
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concentration of LNA in period 2 was higher (P= 0.05) compared to those
of periods 1 and 3 (Table 4). The concentrations of EPA in the follicular
fluid tended (P=0.11) to be lower in period 1 compared to that of period
2, but were similar to that of period 3 (Table 4). A greater (P=0.06)
concentration of DHA was found in the follicular fluid of controls mares
compared to supplemented (Table 4).

The low concentration of EPA and DHA in the plasma of mares
supplemented with linseed oil (63.23g of LNA) demonstrates that the
conversion rate of PUFA’s is limited in equines. The utilization of the
same source of supplementation as the one used in the present experiment
(61.1 g of LNA) was not enough for the detection of EPA or DHA in the
circulation, which reinforces the current observations (Vineyard et al.,
2009). Overall, the findings indicate that equines, similarly to humans,
have low ability to convert LNA into fatty acids of very long chain, since
other authors did not observe increases in LNA derived fatty acids by
supplementing humans with linseed oil (Arterburn et al., 2006).

In humans the bioconversion rate from LNA to EPA is lower than

10% and to DHA is below 0.10% (Williams & Burdge, 2006).
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Vegetable oil rich in Omega 3 was offered to the animals,
expecting its bioconversion into its derivatives (EPA and DHA).
According to one previous report (Pawlosky et al., 2001), only 0.2% of
the linolenic acid was used for the biosynthesis of EPA in human plasma.
The best biosynthetic pathway for very long chain fatty acids is from
EPA, so that supplementing with this fatty acid is a better alternative to
obtain DHA and that the utilization of linolenic acid may not be the best
option (Pawlosky et al., 2001). Therefore, it is concluded that the Omega
3 amount offered was minimally used for its main purpose (very long
chain fatty acid synthesis), which was demonstrated by the low DHA
concentrations in the plasma.

Alfa linolenic (LNA) acid may be metabolized by elongation and
dessaturation to EPA, DPA and DHA. The eicosapentaenoic acid (DPA,
22:5n3) is formed by the elongation of the EPA chain and this conversion
occurs in various steps. Firstly, the elongation of EPA to DPA (22:5n3)
takes place, followed by the dessaturation of the tetracosapenthaenoic
acid (24:5n3) to tetracosahexaenoic (24:6n3) and finally the oxidation to

DHA (22:6 n3) in the peroxisome (Kaur et al., 2011).
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The high LNA percentage (45.1%) offered as a supplement may
explain the low DHA concentrations observed in the plasma of linseed
oil- supplemented animals.

It has been demonstrated that diets with high concentrations of
LNA may inhibit the tetracosapentaenoic acid (24:5n3) metabolization to
tetracosahexaenoic acid (24:6 n3), limiting the conversion to DHA (Kaur
et al., 2011; Pawlosky et al., 2001).

The highest concentration of DHA in the control group could be
due to a resildual effect the first stage. 14 day intervals for the change of
groups were left, this time may have been insufficient to reduce the
follicular fluid PUFA this being a limitation of the experimental design
(Table 4).

Linoleic acid uses A6dessaturase for its bioconversion into its
metabolites, similarly to the a-linolenic acid. Thus, they compete for this
enzyme, resulting in greater concentrations of omega 6 fatty acids.
Moreover, the A6dessaturase have greater affinity for the omega3 series
fatty acids and this cause a restriction dependent on the omega 6 diet
content. Therefore, the maintenance of an adequate balance between the

dietary sources of omega 3 and 6 in human nutrition is very important
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(Perini et al., 2010). However, the current concentrations of omega 6 and
omega 3, respectively, 19.10 and 1.89 % observed indicate that the
bioconversion favored the omega 6 end point. This may be related to a
greater previous reserve of omega 6 in the mares, considering that even
the control animals had also high concentrations of omega 6.

The concentrations of the omega 3 fatty acid series were lower
(EPA 0.07% e DHA 0,03%) than those of the omega 6series (dihomo-
gamalinolenic 0.16% and araquidonic acid 4.40%) in the circulation
(Tables 2 and 3). This suggests that a greater bioconversion of the series 6
into series 3 fatty acid may have occurred. Higher omega 6 fatty acid
concentrations in the follicular fluid were also evident (Table 5).

In humans an elevated linolenic acid flux rate was observed,
which has decreased the biosynthesis of fatty acids derived from omega 3.
Moreover, the oxidation of the a-linolenic acid is high, according to some
authors (Vermunt et al., 2000). In the linolenic acid metabolism, there
was a significant loss of this fatty acid through the skin (Pawlosky et al.,
2001).

There was a positive correlation (P=0.0140; r>=0.2677) between

plasma LNA and follicular fluid EPA concentrations (Figure 2).



351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

65

Similarly, there was a positive correlation (P=0.0238; r’=0.2113) between
plasma LN and araquidonic acid concentrations in the follicular fluid
(Figure 3).

The positive correlations between plasma linolenic acid and
follicular fluid EPA and between linoleic and araquidonic acid
concentrationsin the follicular fluid indicate the possible conversion of the
former fatty acid in these two later very long chain derivatives. These
correlations establish an important link between nutrition and
reproductive function.

It is suggested that this fatty acid is transported through its
lipoproteins to different body tissues in the organism, improving the
permeability functions of the cells, probably influencing immune
responses and exercise endurance. With longer supplementation periods,
it would be expected that greater elongation rates and dessaturation of this
fatty acid would occur, which could be benefic to equine reproduction.

There were no effects of treatment, period or interaction on the
other PUFA plasma or follicular fluid concentrations analyzed (Tables 2

to 5).
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Conclusion

The dietary supplementation with linseed oil enriched with 63.23
g of a-linolenic acid, 20.34 g of linoleic acid, 2.27 g of EPA and 2.32 g of
DHA influence their concentrations of this fatty acid in the plasma of
supplemented mares however did not influence the n3 PUFA
concentrations in follicular fluid. This demonstrates that there is low
conversion in the horse body, it is necessary to provide nutritional sources
with higher concentrations of EPA and DHA for a period exceeding 20
days of treatment, to be potential for its use as a reproductive

nutraceutical in mares.
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Table 2. Effect of linseed-based vegetable with addition of salmon oil Canada supplemetation on the plasma
concentrations of poliunsaturated Omega 3 fatty acid (%) in Mangalarga Marchador mares.

Period (N)* Effect P=
Fatty Acid Treatment N 1(6) 2 (6) 3(6) Mean T P TxP
C18:3n3  Supplemented 6  1,26£0,21 1,84+0,24 2,57+0,24 1,89+0,13° 0,006 0,000l 0,66
(Linolenic
Acid) Control 6  1,03:0,19 1,74+0,24 1,67+0,24 1,48+0,13
b
Mean 1,14+0,14° 1,79+017° 2,1240,17
205 13 Supplemented o4 5640 01 0,10+0,02 0,06+0,02 0,07+0,01 011 011 023
(EPA) Control 6  0,03£0,01 0,07+0,02 0,05+0,02 0,04+0,01
AB
Mean 0,040,017 0,08+0,01° 0,05£0,01
copgng  Supplemented 6 004002 0,04+0,04 0,01+0,05 0,03+0,02 092 049 038
on
(OHa)  Control 6  0,07+0,03 -0,02+0,06
Mean 0,06+0,01 0,01+0:03

Distinct letter indicate differences (P<0,05) and tendencies (P<0.10). *Period 1: 10 dias antes do inicio dos tratamentos days before
theini; initiation of the treatments; Periods 2 and 3: 10 and 20 days after initiation ot the treatments.

1.



Table 3. Effect of linseed-based vegetable with addition of salmon oil Canada supplemetation on the plasma
concentrations of poliunsaturated Omega 6 fatty acid (%)in Mangalarga Marchador mares.

Period (N)* Effect P=
Fatty Acid  Treatment N 1(6) 2 (6) 3 (6) Mean T P TxP
Supplemented 6 14,40+2,30 19,75+2,77 25,73+2,77 19,1+1,54 0,17 0,10 058
C18:2n6
('—A'“F’C'E"C Control 6 15,56+2,26 24,84+2,81 28,60+2,81 23,0+1,56
Cl
Mean 14,10+1,60" 22,30+1,95°B 27,17+1,958
Supplemented 6 0,16+0,03 0,13+0,03 0,20+0,03 0,16+0,02 021 087 015
C20:3n6
(dihomo-gama Control 6 0,11+0,02 0,13+0,03 0,09+0,03 0,11+0,02
linolénic)
Mean 0,13+0,02 0,13+0,02 0,14+0,02
Supplemented 6 4,2610,70 3,76+0,80 5,13 +0,80 4,40+0,44 060 023 062
C20:4n6
(Arachidonic Control 6 4,49+0,64 4,40+0,80 4,53 +0,80 4,50+0,43
Acid)
Mean 4,38+0,46 4,08+0,55 4,83 +0,55

of the treatments; Periods 2 and 3: 10 and 20 days after initiation ot the treatments.
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Table 4. Effect of linseed-based vegetable with addition of salmon oil Canada supplemetation on the follicular
fluid concentrations of poliunsaturated Omega 3 fatty acid (%)in Mangalarga Marchador mares.

Period (N) Effect P=
Mean
Fatty Acid Treatment N 1(6) 2 (6) 3(6) T = TxP
C18:3n3 Supplemented 6 0,32+0,10 0,80+0,12 0,31+0,12 0,47 0,07 0,48 0,05 043
(Linolenic
Acid)  Control 6 0,44+0,10 0,49+0,12 0,28 +0,12 0,40 +0,07
Mean 0,38+0,07% 0,63+0,09° 0,30 +0,09%
20513 Supplemented 6 0,08+0,03 0,08+0,04 0,07+0,04 0,08 +0,02 0,11 0,08 0,74
on
(EPA) Control 6 0,0620,04 0,26+0,04 0,19+0,04 0,16+0,02
Mean 0,07+0,02" 0,17+0,03® 0,13 +0,03"F
Supplemented 6 0,01+0,01 0,00+0,01 0,01+0,01 0,01+0,00* 0,06 049 0,92
C22:6n3 Control 6 0,02+0,01 0,07+0,02 0,03+0,01 0,04+0,00%
(DHA)
Mean 0,02+0,00 0,04+0,01 0,03+0,01

of the treatments; Periods 2 and 3: 10 and 20 days after initiation ot the treatments.
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Table 5. Effect of linseed-based vegetable with addition of salmon oil Canada supplemetation on the follicular
fluid concentrations of poliunsaturated Omega 6 fatty acid (%)in Mangalarga Marchador mares.

Period (N)* Efeito P=
Mean
Fatty Acids Treatment N 1 (6) 2 (6) 3 (6) T P TxP
Supplemented 6 5,75+3,33 12,87 4,09 14,21 +4,09 10,9+2,23 0,74 0,31 0,75
SC18:2 n6
(Iinoleic acid) Control 6 7,55+3,34 9,01+4,08 6,27+4,08 7,61+2,22
Mean 6,65+2,36 10,94+2,90 10,24+2,90
Supplemented 6 0,07+0,02 0,11 £0,02 0,07 £0,03 0,08+0,01 0,71 0,43 0,72
C20:3n6
(dihomo-gama control 6 0,10+0,02 0,09+0,03 0,07+0,03 0,09+0,02
linolénic)
Mean 0,09+0,01 0,10£0,02 0,07+0,02
Supplemented 6 6,39+£1,41 6,11+£1,72 10,41+1,72 7,64+0,94 0,94 0,95 0,92
C20:4 n6
(Arachidonic
acid)  control 6 7,13+1,41 8,16+1,72 9,18+1,72 8,1620,93
Mean 6,76x1,00 7,14+1,22 9,80£1,22

of the treatments; Periods 2 and 3: 10 and 20 days after initiation ot the treatments.
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Table 6. Body weight and body condition score during Step 1 of the experiment.

Period 1 Period 2 Period 3 Period 4

(19/04/2012) (30/04/2012) (10/05/2012) (22/05/2012)
Mare Age(years) Treatment BW=*(kg) ECC* BW=*(kg) ECC* BW*(kg) ECC*  BW*(kg) ECC*
1 3,5 S 368 4 350 4 380 45 380 4
2 6 S 413 390 4,5 413 4,5 470 5
3 2,5 S 345 4,5 390 5 390 55 370 5
4 8,5 C 440 6 450 6 440 6 440 6
5 3,5 C 375 4,5 390 5 330 4,5 345 4
6 22 C 390 3,5 400 4 400 4 413 4
Meant
3;3?;?;2 7,67+7,35 388,5+30,95 4,58+0,86 395+29,29 4,75+0,75 392,16+33,66 4,83+0,75 403+46,77 4,66+0,81

*Body eright
*Condition score
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Table 7. Body weight and body condition score during Step 2 of the experiment.

Period 5 Period 6 Period 7 Period 8

(5/06/2012) (14/06/12) (22/06/2012) (4/07/2012)
Mare Age(years) Treatment BW=(kg) ECC* BW*(kg) ECC* BW=(kg) ECC*  BW=*(kg) ECC*
1 35 S 380 4 370 35 400 4 370 4
2 6 S 480 5 461 4,5 420 4 436 4,5
3 2,5 S 400 5,5 370 5 390 55 370 55
4 8,5 C 461 6,5 436 6 460 6 420 6
5 35 C 345 4 330 4 345 4,5 350 4,5
6 22 C 390 35 420 4 375 35 370 3
Mean+
32?/?;?(’;2 7,67+7,35 409’32151’2 4,75£1,12 397,83+49,17 4,5+0,89 398+39,32 4,58+0,97 386+33,82 4,58+1,06

*Body eright
*Condition score
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Table 8. Estimation of PUFA concentration in the diet of experiment **, on dry matter basis.

Composition of feed [17] Quantidade consumed

SOURCE EE Intake# Intake n6 Intake n3 Relation

(%) Omega 6 (%) Omega 3 (%) (Kg/DM/day) (g9/d) (g/d) né/n3
Corn grain 4,20 49 0,5 1,10 22.63 0.23 98/1
Soybean meal 1,10 53.0 8,0 0,43 251 0.38 66/1
Wheat bran 43 0 0 0,18 3.07 0 0
Native pasture 2,00 19,48 40,55 6,2 24.15 50,28 1/2.08
Oil UFLA 20,34 62,23 1/3.06
Total 11,6 121.48 49,05 7,91 72,7 113,09 1/1.55

*Analized values by gas chromatographic.

Fonte: [17] NRC (2007).

# 2% BW of 400 kg, concentrated 1,8 Kg, forage DM 6,2 Kg.

** Hypothetical estimate of preparation of grains in concentrated (18% CP: 61% corn grain, 24% soybean meal, 10% wheat bran.
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Acido Linolénico (18:3n3) no y0ro sanguineo

Figure 2. Correlation between plasma LNA and follicular
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Figure 3. Correlation between plasma LN and araquidonic acid concentrations

in the follicular fluid.



