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Objetivou-se avaliar o efeito da alta ingestdo de ma-
téria seca (AIMS) sobre a resposta superovulatoria de vacas
mesti¢as Nelore x Simental. Quatorze vacas ndo lactantes,
com escore de condi¢do corporal (ECC) igual a 4,0 (escala
de 1 a 5), foram divididas aleatoriamente em dois grupos
(Manutengdo=M ou alta ingestdo de matéria seca=AIMS).
De sete dias antes do inicio da superovulacao (SOV) até o
final das aplica¢des de FSH, as vacas do grupo AIMS rece-
beram dieta com 180% da manutengdo. O grupo M recebeu
dieta de manutencdo. Sete dias apos a IA, os embrides foram
colhidos e avaliados. Quarenta dias apds, inverteram-se 0s

RESUMO

tratamentos e realizou-se uma nova SOV. Para comparagao
entre os grupos, utilizou-se o teste t pareado. Os resultados
estdo apresentados em média + erro-padrdo. O nimero de fo-
liculos recrutados detectados por ultrassonografia (19,6+1,8
e 16,4+2,0) e ovulados (15,0+1,6 ¢ 13,0+1,6) ndo diferiu
entre os grupos M e AIMS, respectivamente (P>0,10). En-
tretanto, os numeros de estruturas totais (14,1+2,3 ¢ 9,5+1,5)
e embrides viaveis (10,1£2,1 e 6,7£1,5) colhidos foram
maiores no grupo M (P<0,05). Conclui-se que, nas condi¢des
deste estudo, AIMS previamente a SOV pode comprometer
a produgdo embrionaria em vacas de elevado ECC.

PALAVRAS-CHAVES: Bovinos, embrido, nutri¢ao, superovulagio.

ABSTRACT

INFLUENCE OF HIGH DRY MATTER INTAKE ON THE SUPEROVULATORY RESPONSE
OF CROSSBRED COWS

This study investigated the effect of high dry matter
intake (Flushing) on the superovulatory response of crossbred
Nelore x Simmental cows. Fourteen non-lactating cows, with
amean body condition score (BCS) 0f4.0 (scale from 1 to 5)
were randomly assigned into two groups (Maintenance=M
or Flushing=F). Seven days prior to onset of superovulation
(SOV) until the last day of treatment with FSH, group F
cows were fed a diet to achieve 180% of maintenance.
Group M cows were fed a maintenance diet. Seven days
after Al, embryos were collected and evaluated. Forty
days later, the treatment groups were inverted and another

KEY WORDS: Bovine, embryo, nutrition, superovulation.

SOV was realized. Variables were compared by paired t
test and data are presented as mean + SEM. The number of
recruited (19.6+1.8 and 16.442.0) and ovulated (15.0+=1.6
and 13.0£1.6) follicles detected by ultrasonography did not
differ between the M and F groups, respectively (P>0.10).
However, the total number of embryos/ova (14.1+£2.3 and
9.5+1.5) and the number of viable embryos (10.1+2.1 and
6.7+1.5) recovered were greater in group M (P<0.05). Under
the conditions of this study, we conclude that nutritional
flushing previously to SOV may compromise embryo
production in cows with high BCS.
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INTRODUCAO

Um dos maiores entraves dos programas
comerciais de transferéncia de embrides (TE) ¢ a
grande varia¢do individual ao tratamento superes-
timulatorio (MAPLETOFT etal., 2002; NOGUEI-
RAetal.,2002; BARROS & NOGUEIRA, 2004),
observada tanto em vacas e novilhas Bos indicus
(BARUSELLI et al., 2003) quanto em Bos taurus
(SARTORI et al., 2003, 2004). A variabilidade na
resposta ovariana esta relacionada aos diferentes
protocolos de superovulacao (SOV), mas também
ao estado nutricional do animal (YAAKUB et al.,
1999). Em geral, fémeas de elevado mérito genéti-
co, que sao utilizadas como doadoras de embrides,
ndo estdo sob um manejo nutricional adequado, o
que pode comprometer os resultados de TE.

Além das alteragOes nutricionais, 0 escore
de condic¢do corporal (ECC) e o nivel energético
da dieta também estdo entre os fatores que mais
afetam o desempenho reprodutivo da fémea bovi-
na (WEBB et al., 2004). Estes podem influenciar,
de forma sinérgica ou antagonica, diversos fatores
que regulam o desenvolvimento folicular ovariano
e a esteroidogénese, refletindo quali e quantitati-
vamente na produ¢do de embrides (RHODES et
al., 1995; ADAMIAK et al., 2005).

Dessa forma, pode-se afirmar que a resposta
superovulatdria pode ser influenciada por fatores
intrinsecos (relacionados ao animal) e extrinsecos
(ambiente), dentre eles a nutrigdo (WEBB et al.,
2004). Trabalhos que foram desenvolvidos com
0 objetivo de aumentar o namero de foliculos re-
crutados mostraram que a populacao folicular pre-
sente na fase de recrutamento € pré-requisito para
melhorar a resposta aos protocolos de SOV e, con-
sequentemente, melhorar a eficiéncia reprodutiva
dos animais domésticos (FORTUNE, 2003). At¢
o0 presente momento, o flushing nutricional (curto
periodo de superalimentacdo) (GUTIERREZ et
al., 1997; ARMSTRONG et al., 2001; GONG et
al., 2002) e o uso do rbST (somatotropina bovina
recombinante) (GONG et al., 1991; BURATINI
et al., 2000) mostraram ser os principais fatores
capazes de influenciar positivamente o nimero de
foliculos recrutados e/ou a resposta aos protocolos
de SOV.

Embora o aumento da ingestdo energética
possa alterar o perfil dos hormdnios metabolicos,
principalmente IGF-I e insulina, e afetar o desen-
volvimento folicular (ARMSTRONG et al., 2001),
o periodo minimo necessario para que este aporte
energético tenha efeito sobre o nimero de foliculos
recrutados ainda precisa ser determinado.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a
influéncia da alta ingestdo de matéria seca (AIMS)
sete dias antes do inicio e durante a superesti-
mulacdo ovariana com FSH, sobre a resposta
superestimulatoria, superovulatoria e producao
embriondaria, em vacas mesti¢cas F1 Nelore x
Simental.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quatorze vacas nao lac-
tantes, mesti¢as F1 Nelore x Simental, com idade
entre cinco e seis anos, peso médio de 500,0 kg
e ECC 4,0 (escalade 1 a 5; HOUGHTON et al.,
1990), que passaram por exame ginecologico antes
do inicio do experimento e encontravam-se sem
alteragoes reprodutivas detectaveis.

As vacas foram divididas aleatoriamente
em dois grupos experimentais (Manutencdo e
AIMS) e mantidas em sistema de pastejo com
Brachiaria decumbens, mineralizagdo adequada e
agua a vontade, em um delineamento experimental
cross-over.

Trés semanas antes do inicio da SOV, as
vacas passaram a receber uma dieta de adaptagao
a fim de se evitar complicagdes rumenais durante
o experimento, devido ao maior aporte nutricional.
Durante essa adaptagao, os animais permaneceram
em um piquete com pouca oferta de gramineas e
com suplementacao a base de silagem de milho e
fonte proteica a base de NNP, em niveis proximos
aos de manutenc¢ao. Sete dias antes do inicio da
SOV as vacas foram transferidas para piquetes
sem gramineas e passaram a ser alimentadas ex-
clusivamente com dieta balanceada, sal mineral
e agua a vontade. A dieta do grupo Manutengao
foi ajustada para 100% das necessidades diarias
de mantenca, totalizando uma ingestao de 2,03%
do peso vivo (PV) por dia. O grupo AIMS rece-
beu uma dieta ajustada para 180% em relagdo
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a manuten¢do (ingestdo total de 3,65% do PV/
dia). O encerramento da AIMS coincidiu com a
ultima aplicagdao de FSH, totalizando onze dias
de duragdo. Para que houvesse pouca competicao
pela dieta fornecida, e para assegurar um consumo
alimentar relativamente uniforme entre as vacas,
respeitou-se uma medida minima de comprimento
de cocho de 70 cm por animal.

Ap0s esse periodo, as vacas do grupo AIMS
retornaram a dieta de manutencao até o momento
da colheita dos embrides e, apés as colheitas,

todas as vacas retornaram ao sistema de pastejo
em Brachiaria decumbens, com suplementagdo
mineral adequada e 4gua a vontade. Quarenta
dias apos, foi realizada uma outra repeti¢ao do
experimento, e os tratamentos foram invertidos,
ou seja, o grupo Manutencao passou a ser o0 grupo
AIMS e vice-versa.

A composi¢do centesimal e as percentagens
de matéria seca (MS), nutrientes digestiveis totais
(NDT) e proteina bruta (PB) da dieta oferecida
estdo ilustradas na Tabela 1.

TABELA 1. Composigao centesimal, percentagens de matéria seca (MS), nutrientes digestiveis totais (NDT), e proteina

bruta (PB) da dieta experimental’

Componentes % na dieta % de MS % de NDT % de PB
Feno de coast-cross 36,7 85,0 50,0 10,0
Silagem de milho 18,0 25,0 62,8 7,5
Milho moido 24,4 90,0 80,0 9,0
Farelo de trigo 12,4 90,0 70,0 14,0
Concentrado* 8,5 90,0 65,0 22,0
Dieta total - 76,5 63,4 10,8

1. Valores calculados por tabela. *Quantidades por quilo do produto (Boido PPU, Integral Nutri¢do Animal, Goidnia, GO): antioxidante (320,0 mg), calcio
(39,4 g), cobalto (32,0 mg), cobre (240,0 mg), enxofre (14,4 g), ferro (320,0 mg), fltior (méax) (542,0 mg), fésforo (32,8 g), iodo (48,0 mg), magnésio
(99,6g), manganés (160,0 mg), nitrogénio nao proteico (80,87 g), NNP equiv. proteina (max) (50,50 %), palatabilizante (200 g), proteina bruta minima
(52,6 %), selénio (4,8 mg), sodio (118,8 g), solub.do fosforo (P) em acido citrico a 2% (min) (90,0%), vitamina A (4000,0 Ul/kg), vitamina E (40,0 UI/

kg), zinco (960,0 mg), relacdo calcio: fosforo (min) (1,2:1).

Trés dias apds o inicio do fornecimento das
dietas experimentais (Manuten¢ao ou AIMS), to-
das as vacas foram sincronizadas com dispositivo
intravaginal de progesterona (P4; DIB, Sintex
S.A., Argentina) e 2,0 mg de benzoato de estradiol
(BE; Ric-BE, Syntex S.A., Argentina) e foram
superovuladas com FSH seguindo o protocolo
de TE em tempo fixo descrito na Figura 1. Cada
vaca recebeu oito inje¢des im de FSH a cada doze
horas, em doses decrescentes, utilizando-se uma
dose total de 250 UI de FSH (Pluset, Calier, S.A.,
Barcelona, Espanha) e 0,150 mg de prostaglandina
F2a (PG F2a; D-Cloprostenol; Prolise; ARSA S.
R. L., Buenos Aires, Argentina) simultanea a sexta
e sétima aplica¢do de FSH. A retirada do disposi-
tivo intravaginal de progesterona foi simultanea a
sexta aplicacdo do FSH. Doze horas ap6s a tiltima

aplicagdo de FSH, induziu-se a ovulagdo com 0,05
mg de GnRH (acetato de gonadorelina; Gestran
Plus; ARSA S. R. L., Buenos Aires, Argentina).
Doze e 24 horas apos a aplicacdo do indutor da
ovulacao, as vacas foram inseminadas artificial-
mente com sémen congelado de uma mesma
partida de um mesmo touro, e os embrides foram
colhidos sete dias apos a injecao para indugao da
ovulagdo. Apos a colheita, as vacas receberam
0,150 mg de PGF2a (D-Cloprostenol; Prolise) e
retornaram ao pasto.

Os exames ultrassonograficos foram realiza-
dos por um unico operador, mediante um aparelho
de ultrassom em tempo real (Aloka SSD-500 V;
Corometrics Medical Sistems Inc., Wallingford,
CT, USA) com transdutor linear transretal de 7,5
MHz.
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FIGURA 1. Esquema representativo do delineamento experimental, mostrando o periodo das dietas experimentais, o pro-
tocolo de superestimulagdo ovariana e os exames ultrassonograficos. Legenda: D-24 a D15 = dias em relag@o ao inicio do
protocolo de superestimulacdo (D0); P4 = implante de progesterona, BE = benzoato de estradiol, FSH = hormonio foliculo
estimulante; PGF = prostaglandina F2a, GnRH = hormonio liberador de gonadotrofina; IA = inseminacdo artificial;, US =
exame ultrassonografico. AIMS = alta ingestdo de matéria seca (180% em relacdo a dieta de manutengao).

Exames ultrassonograficos ovarianos foram
realizados no ato da primeira e da Gltima aplica-
cdo de FSH, e dois e sete dias ap6s a indugdo da
ovulagdo (Figura 1). Na avaliacdo realizada no dia
da primeira aplicacao de FSH, contaram-se apenas
foliculos pequenos (3,0 a 5,0 mm de didmetro), e
na avaliacdo do dia da ultima aplicacdo de FSH e
dois dias ap0s a indugdo da ovulagdo, contaram-se
apenas os foliculos com diametro > 6,0 mm.

Para realizagdo das colheitas dos embrides,
as vacas foram contidas em tronco individual e
procedeu-se a anestesia peridural com 4,0 mL de
lidocaina 2,0%. Aplicou-se a técnica de colheita
dupla, relatada por CASTRO NETO et al. (2005),
em que se posicionou o baldo do catéter de Foley
no corpo uterino justaposto ao dstio cranial da
cérvix, empregando-se, em média, 1.000 mL de
Dulbecco Phosphate Buffered Saline (DPBS) por
animal. Ap6s a lavagem uterina, o utero foi preen-
chido com DPBS e o catéter mantido no local com
sua abertura lacrada com uma presilha de filtro
de coleta. Em seguida, as vacas foram soltas e
retornaram ao tronco vinte minutos depois, para
a remocao do DPBS que estava no utero e para a
realiza¢dao de um segundo lavado com um volume
extra de 500 mL de DPBS. O lavado uterino foi
colhido em filtro de 75 um, com devida identi-
ficagdo para cada animal e transportado para o

laboratorio, onde os embrides foram rastreados e
avaliados em estereomicroscopio (Zeiss — Stemi
SV6, Holanda). Classificaram-se os embrides
segundo o grau de desenvolvimento e qualidade,
de acordo com o manual da International Embryo
Transfer Society — IETS (STRINGFELLOW &
SIEDEL, 1999). Embrides de graus 1 a 3 foram
considerados viaveis.

Todas as varidveis apresentaram homosce-
dasticidade pelo teste de Cochran e distribuigdo
normal pelo teste de Lilliefors, exceto o nimero
de corpos luteos, que sofreu transformacao loga-
ritmica, passando a ter distribui¢do normal. Para
comparar as variaveis entre os grupos, utilizou-se
o teste t pareado. Os resultados estdo apresentados
sob a forma de média + erro-padrao da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, utilizando sete dias de
fornecimento da AIMS antes do inicio da SOV, ndo
foi observada diferenca entre os tratamentos Ma-
nutengao e AIMS (P> 0,10) quanto ao nimero de
foliculos recrutados na onda folicular sincroniza-
da, quanto a resposta superestimulatoria (numero
de foliculos no final do tratamento com FSH) e
resposta superovulatoria (niimero de corpos lu-
teos). No entanto, o nimero de estruturas totais e o
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numero de embrides viaveis mostraram-se maiores
(P <0,05) no grupo Manutencao, comparado ao
grupo AIMS (Tabela 2).

TABELA 2. Resultados (média = EPM) da populagao foli-
cular, corpos luteos e embrides colhidos em vacas recebendo
dieta de Manutengdo ou com alta ingestdo de matéria seca
(AIMS)

Manutencao AIMS
(n=14) (n=14)

Foliculos de 3 a 5 mm

+ +
(inicio do FSH); n 19518 16,4£2,0
Foliculos > 6 mm (final

+ +
do FSH): n 17,6 £1,8 189+2,6
Corpos luteos; n 15,0+ 1,6 13,0+ 1,6
Estruturas totais; n 14,1 £2,3* 9,5+ 1,8
Embrides viaveis; n 10,7 £ 2,12 6,7+1,5°

**Diferenca entre os grupos (P < 0,05).

Trabalhos desenvolvidos com novilhas
cruzadas (Hereford x Holandés) demonstraram
que o fornecimento de AIMS (200%) por um
curto periodo de tempo (duas ou trés semanas)
foi capaz de aumentar o nimero de foliculos re-
crutados (GUTIERREZ et al., 1997; GONG et al.,
2002) e, consequentemente, melhorou a resposta
aos protocolos de superovulagdo a base de FSH
(GONG et al., 2002). No entanto, alguns trabalhos
observaram efeito nulo (FRERET et al., 2006) ou
negativo (NOLAN et al., 1998; YAAKUB et al.,
1999; WRENZYCKI et al., 2000; SIDDIQUI et
al., 2002; LOZANO et al., 2003; ADAMIAK et
al., 2005; MOLLO et al., 2007) da alta ingestao
alimentar sobre o nimero de foliculos recrutados
e sobre a producdo de ovdcitos e de embrides.

O efeito positivo da alta ingestdo sobre a
populacdo folicular normalmente ¢ atribuido ao
aumento das concentracdes circulantes de IGF-I
e, principalmente, insulina. Ambos atuam como
potentes estimuladores da proliferagdo de células
da granulosa e da esteroidogénese em bovinos,
além de aumentar a resposta ovariana as gonado-
trofinas (WEBB et al., 2004). No entanto, a insu-

lina responde de forma mais aguda as alteragoes
na dieta do que o IGF-1 (WEBB et al., 2004). Até
o0 presente momento, o periodo minimo de AIMS
em que se detectou diferenga nas concentragdes
de insulina e de IGF-I foi de dez dias, mas nao
se sabe se esta diferenga ja estava presente antes,
uma vez que ndo foram feitas dosagens prévias
(ARMSTRONG et al., 2001). Com base nos resul-
tados de ARMSTRONG et al. (2001), o presente
estudo optou por aumentar a ingestdo alimentar
por apenas sete dias antes do inicio do protoco-
lo de SOV, a fim de se verificar se esse periodo
de AIMS seria suficiente para elevar o nimero
de foliculos recrutados e, consequentemente, a
resposta superovulatoria, de forma que também
resultasse em menor ganho de peso dos animais
durante o tratamento e menor custo. No entanto,
sete dias de AIMS, antes do inicio da SOV, nao
foi suficiente para alterar a populagao de foliculos
recrutados no inicio de uma onda. O fato de nao ter
sido encontrada diferenga no numero de foliculos
recrutados na onda sincronizada, possivelmente,
ocorreu pelo elevado ECC dos animais utilizados
neste experimento. De fato, ADAMIAK et al.
(2005) observaram que animais hiperinsulinémi-
cos (fémeas com elevado ECC e submetidas a alta
ingestdo alimentar) apresentaram menor numero
de foliculos totais no ovario € menor nimero de
ovocitos maturados e blastocistos produzidos apos
cultivo in vitro. Provavelmente, neste estudo, a
associacao AIMS e elevado ECC dos animais im-
pediu um possivel efeito positivo sobre o numero
de foliculos recrutados. Além disso, esse periodo
de sete dias de AIMS antes da SOV talvez nao
tenha sido suficientemente longo para alterar o
recrutamento folicular, como descrito por ADA-
MIAK et al. (2005).

Com relacdo a producdo embrionaria, o
fornecimento de AIMS por sete dias antes e mais
quatro dias durante a superestimulagdao ovariana
reduziu o nimero de estruturas totais e embrides
vidveis colhidos. Apesar de a insulina ¢ o IGF-I
ndo terem sido dosados neste trabalho, acredita-
se que sete dias de AIMS tenham sido suficiente
para alterar a concentracdo circulante desses hor-
monios, principalmente a de insulina, em virtude
do efeito negativo sobre a produgdo embriondria,
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observado neste trabalho. Dados publicados suge-
rem que a AIMS associada a um elevado ECC nos
animais possa exercer um efeito deletério sobre
a maturagdo ovocitaria e produ¢do de embrides,
possivelmente pelo excesso de IGF-I (WEBB et
al., 2004) e pela hiperinsulinemia (ADAMIAK et
al., 2005), o que pode ter ocorrido neste experi-
mento, por terem sido usados animais com ECC
médio igual a 4,0. Além disso, deve-se considerar
que a permanéncia da AIMS durante as aplicagdes
de FSH também possa ter resultado num efeito
deletério sobre os ovocitos.

Corroborando os resultados negativos obser-
vados sobre a producdo e qualidade embrionaria
nos animais submetidos a AIMS, YAAKUB et al.
(1999) e WRENZYCKI et al. (2000) mostraram
que novilhas que receberam quantidade restrita
de concentrado produziram maior nimero de em-
brides e de qualidade superior quando comparadas
a novilhas que receberam dieta a vontade. Simi-
larmente, trabalhos com novilhas da raga Nelore
(MOLLO et al., 2007) observaram que o numero
de embrides colhidos foi superior no grupo de
baixa ingestdo alimentar.

Dessa forma, acredita-se que o efeito positi-
vo da AIMS sobre a populagao folicular, a resposta
superovulatoria e a produgdo embriondria seja de-
pendente do estado metabdlico em que o animal se
encontra no momento em que a dieta ¢ fornecida.
SIDDIQUI et al. (2002) sugeriram que um nivel
nutricional que limite 0o ECC em 2,5 a 3,0 (escala
de 1 a 5), em vacas zebus antes de um tratamento
de superovulagdo, seja melhor do que um alto
nivel nutricional. Em concordancia, ADAMIAK
et al. (2005), além de mostrarem efeito negativo
da hiperinsulinemia na qualidade dos ovdcitos,
sugeriram que o efeito do nivel nutricional sobre as
qualidades ovocitaria e embriondria ¢ dependente
do ECC inicial da fémea bovina. Outra possibilida-
de a ser considerada ¢ que esses animais estavam
a pasto antes do experimento e, durante parte do
experimento, ficaram totalmente confinados com
dieta exclusivamente no cocho. Portanto, ndo se
pode descartar a possibilidade de o confinamento
desses animais, mesmo que apenas com dieta
de manuteng¢do, durante o periodo de adaptagdo
experimental, ter resultado no efeito semelhante

ao esperado com a AIMS e, apos o periodo de
adapta¢do, quando passaram a receber a dieta de
alta ingestdo, este maior aporte energético tenha
sido excessivo, comprometendo a produ¢do em-
brionaria desses animais.

CONCLUSOES

A alta ingestdo de matéria seca, previamente
a SOV, pode comprometer a produ¢do embrionaria
em vacas de elevado ECC.
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