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OLIVEIRA, Richelle. Dieta enriquecida com lipideo associada a somatotropina
recombinante bovina em novilhas superovuladas. Sergipe: UFS, 2021. 36p. (Dissertacao

- Mestrado em Zootecnia)

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagdo com Oleo de soja e administracao de
somatotropina recombinante bovina (rBST) sobre a populagdo de foliculos ovarianos,
uniformizacdo da resposta superovulatoria e recuperagdo embriondria. Foram utilizadas 40
novilhas da raca holandesa submetidas a um fatorial 2x2, sendo duas dietas, sem (DC =
controle) ou com suplementacdo de 6leo de soja (OL) e a administragao ou nao de 320 mg
de rBST, sete dias apds o primeiro estro e dos estros subsequentes, constituindo os
seguintes grupos experimentais: DC-SL (dieta controle mais a aplicacdo de solugdo salina);
OL-SL (dieta suplementada com gordura mais a aplicacdo de solu¢do salina); DC-rBST
(dieta controle mais a aplicacao de 320 mg de rBST) e OL-rBST (dieta suplementada com
gordura mais a aplicagdo de 320 mg de rBST). Os animais receberam duas aplicagdes de
500 mg de PGF2a para sincronizacdo do estro e, em seguida, foram superovulados com
400 UI de FSH em doses diarias decrescentes durante quatro dias consecutivos. No dia
anterior ao inicio da superovulacdao, os dois maiores foliculos foram puncionados para
quantificacdo da concentragdo intrafolicular de lipoproteina de alta densidade (HDL). As
analises estatisticas foram processadas pelo software estatistico Action R versdo 3.0.2,
utilizando a ANOVA e Teste Fisher (Teste F; duas comparagdes) para as médias das
caracteristicas com nivel de probabilidade de 5%. Nao foram verificadas diferengas no
consumo de matéria seca, atividade folicular ovariana, concentracdo de P, e resposta
superovulatdria. Por outro lado, o grupo OL-rBST obteve maior area de CL (4,67+0,67
cm®) e um efeito positivo foi evidenciado para concentragio de HDL nos grupos de
tratamentos OL-SL (40,86+9,8 mg/dL) e OL-rBST (53,67+10,35 mg/d). A suplementacao
com Oleo de soja na dieta associada a administragio de rBST ndo proporcionou

uniformizagao da resposta superovulatoria e na recuperagdo embrionaria de novilhas.

Palavras-chave: superovulacao, bovinos, corpo luteo, HDL, embriao, IGF-1



OLIVEIRA, Richelle. Lipid-enriched diet associated with bovine recombinant
somatotropin in superovulated heifers. Sergipe: UFS, 2021. 36p. (Dissertation - Master

in Zootecnia)

ABSTRACT

The aim was to evaluate the effects of soybean oil supplementation associated with the
administration of bovine recombinant somatotropin (rBST) on the population of ovarian
follicles, standardization of the superovulation response, and embryo recovery. We used 40
Holstein heifers submitted to a 2x2 factorial, with two diets, without or with soybean oil
supplementation; and the administration or not of rBST seven days after estrus, forming the
experimental groups: DC-SL (control diet plus saline solution application); OL-SL (diet
with soybean oil plus saline application); DC-rBST (control diet plus application of 320 mg
rBST) e OL-rBST (diet with soybean oil plus the application of 320 mg rBST). The
animals received two applications of 500 mg of PGF2a for estrus synchronization and were
superovulated with 400 IU of FSH in decreasing daily doses for four consecutive days. On
the day before the start of superovulation, the two largest follicles were punctured to
quantify the intrafollicular concentration of high-density lipoprotein (HDL). Statistical
analyzes were processed using the Action R statistical software version 3.0.2, using
ANOVA and Fisher's Test (F test; two comparisons) for the mean characteristics with a
probability level of 5%. There were no differences in dry matter intake, follicular activity,
P4 concentration, and superovulation response. The group OL-rBST got a greater CL area
(4.67+0.67 cm2) and a positive effect was evidenced for HDL concentration in the
treatment groups OL-SL (40.864+9.8 mg/dL) and OL-rBST (53.67+10.35 mg/dL). Soybean
oil supplementation in the diet associated with the administration of rBST did not provide

uniformity in the superovulation response and the embryonic recovery of heifers.

Key-words: superovulation, cattle, corpus luteum, HDL, embryo, IGF-1



INTRODUCAO GERAL

Na produgdo in vivo de embrides, a etapa de superovulacdo ¢ fundamental para a
obtenc¢do do nimero maximo possivel de embrides transferiveis com maior possibilidade de
desenvolverem em gestacdes (Tribulo et al., 2011; Bo et al., 2014). Entretanto, um ponto
critico para esta biotecnologia ¢ a variagdo da resposta ao tratamento de superovulacao,
principalmente devido a variabilidade entre animais, ambiente e protocolo hormonal
utilizado (Biancucci et al., 2016). Desta forma, torna-se necessario buscar a otimizag¢ao da
resposta superovulatoria e diminui¢cdo da variabilidade entre animais, destacando-se o uso
da somatotropina recombinante bovina (rBST) associada a gordura dietética como possiveis
alternativas (Carriquiry et al., 2009).

A rBST tem sido estudada como alternativa para aumentar a populacdo folicular em
vacas (Carriquiry et al., 2009; Maldonado et al., 2015; Rincén et al., 2019). E uma variante
sintética de hormonio de crescimento (GH) (Dambit et al., 2014), a qual participa dos
mecanismos regulatorios do crescimento e diferenciagdo celular, assim como também,
controla a atividade metabdlica de diferentes orgdos e tecidos (Baruseli et al., 2019).
Quando administrada, a rBST liga-se aos seus receptores no figado, ativando-os,
estimulando a producdo e secre¢ao do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo I
(IGF-I), que ¢ liberada na corrente sanguinea agindo no ovario nos receptores presentes nos
foliculos e estimulando a producao de estradiol (Lucy, 2011; Magalhaes et al., 2012).

Assim, os efeitos da rBST no ovario podem ser indiretamente associados ao IGF-I
ou diretos, envolvidos com a expressao para receptores de rBST que foram detectados em
ovarios humanos (Magalhaes et al., 2012). O aumento na concentragdao sérica de IGF-I
promovido pelo tratamento com rBST atuard sinergicamente com as gonadotrofinas (FSH
ou LH) (Lucy, 2011), agindo como modulador da acdo das gonadotrofinas no ovério,
estimulando a proliferagdo e diferenciacdo das células da granulosa e da teca (Rincon et al.,
2019).

Dessa forma, a administracdo de rBST pode exercer efeitos positivos em protocolos
de superovulagdo devido a atividade sinérgica entre o IGF-I e as gonadotrofinas,
promovendo o aumento do crescimento folicular provavelmente por aumentar o numero de

receptores de gonadotrofinas e atividade do sistema de segundos mensageiros para



receptores de gonadotrofina no ovario, a0 mesmo tempo que as gonadotrofinas aumentam a
expressao de receptores de IGF-I e sua sintese nas células da granulosa. A grande atividade
do receptor de gonadotrofina pode potencialmente retardar o processo de atresia na
populacado de foliculos recrutados (Lucy, 2011).

Por outro lado, uma boa parte da variacdo no desempenho reprodutivo deve-se a
diferencas no consumo energético (Fernandes et al., 2013). Sendo assim, ¢ possivel a
obtencdo de efeitos positivos com a associacao de gordura dietética a rBST. Isso porque a
rBST promove o aumento do nimero de foliculos pequenos recrutados antes do tratamento
superovulatdrio, proporcionando o crescimento de um maior nimero de foliculos
(Maldonado et al. 2015; Oosthuizen et al., 2018), Enquanto que o aumento de colesterol
plasmatico, através de uma dieta energética, também estimula o crescimento programado
de foliculos, assim como o tamanho do foliculo pré-ovulatério por aumentar a concentragdo
plasmatica de estradiol e hormonio luteinizante (LH), que estimula o estdgio final do
crescimento folicular (Fernandes et al., 2013; Leroy et al., 2014).

A ovulagao de foliculos maiores pode levar a formagao de corpo luteo (CL) de
maior tamanho com capacidade esteiroidogénica aumentada, explicando a maior produgao
de progesterona. As dietas hipercaloricas exibem uma correlagdo positiva quanto a
concentracdo de progesterona, lipoproteina de alta densidade (HDL) e colesterol para
fémeas bovinas. Essas dietas alteram o metabolismo dos lipidios, aumentando o colesterol
plasmatico, o que promove aumento da esteroidogénese ovariana, concentragdes séricas de
HDL que estimulam a produ¢ao de IGF-1 pelas células luteinicas e da granulosa, e sintese
de progesterona, nas c¢lulas da granulosa e da teca (Fernandes et al., 2013).

A melhora na fertilidade de vacas leiteiras com dietas altamente energéticas tem
sido geralmente associada a um aumento no didmetro do foliculo dominante, do ovécito e
qualidade embrionéria, maiores concentragdes de progesterona produzidas pelo CL e
modulacdo da sintese de prostaglandina (Zachut et al., 2011; Hutchinson et al., 2012).
Sendo a composicao de acidos graxos da dieta diretamente relacionado a concentragdo de
diferentes prostaglandinas, sendo o &cido linoléico percursor da prostaglandina da série 2 o

acido linolénico das prostaglandinas séries 1 e 3 (Silva et al., 2014).



Deste modo, dada a importancia da rBST e gordura dietética como moduladores do
crescimento folicular ovariano, faz-se necessario investigar o funcionamento e a atuacao

destas na resposta superovulatdria de novilhas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Testar os efeitos da suplementagdo de gordura dietética associada a administracdo de
somatotropina recombinante bovina (rBST) na populagao de foliculos ovarianos, em
uniformizar a resposta superovulatoria, recuperacdo embriondria e concentragdo de

metabolitos intrafolicular e hormonal em novilhas holandesas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos de rBST e gordura dietética sobre a atividade folicular e lutea
ovariana;

Avaliar a resposta superovulatéria de novilhas tratadas com rBST associada a
gordura dietética;

Avaliar a concentragdo de metabdlitos intrafolicular e hormonal plasmatico em

resposta a adicao de rBST e gordura dietética e agdo sobre as variaveis estudadas.
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CAPITULO 1

Artigo cientifico elaborado nas normas da revista: ANNLS OF ANIMAL SCIENCE



Dieta enriquecida com lipideo associada a somatotropina recombinante bovina em

novilhas superovuladas

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementagdo com Oleo de soja associada a
administracdo de somatotropina recombinante bovina (rBST) sobre a populagdo de
foliculos ovarianos, uniformizagdo da resposta superovulatoria e recuperagdo embrionaria.
Foram utilizadas 40 novilhas da raga holandesa submetidas a um fatorial 2x2, sendo duas
dietas, sem ou com suplementac¢do de 6leo de soja e a administragdo ou ndo de rBST, sete
dias apos o estro, formando os grupos experimentais: DC-SL (dieta controle mais aplicagdo
de solucdo salina); OL-SL (dieta com o6leo de soja mais aplicagdo de solucdo salina); DC-
rBST (dieta controle mais aplicacdo de 320 mg de rBST) e OL-rBST (dieta com 6leo de
soja mais aplicacdo de 320 mg de rBST). Os animais receberam duas aplicagdes de 500 mg
de PGF2a para sincronizacdo do estro e, em seguida, foram superovulados com 400 UI de
FSH em doses didrias decrescentes durante quatro dias consecutivos. No dia anterior ao
inicio da superovulacao, os dois maiores foliculos foram puncionados para quantificacao da
concentracdo intrafolicular de lipoproteina de alta densidade (HDL). A coleta de embrides
deu-se 7 dias ap6s a primeira inseminagdo. Nao foram verificadas diferencas no consumo
de matéria seca, atividade folicular, concentracio de P, e resposta superovulatoria. Por
outro lado, o grupo OL-rBST obteve maior area de CL (4,67+0,67 cm?) e um efeito
positivo foi evidenciado para concentragdo de HDL nos grupos de tratamentos OL-SL
(40,86+9,8 mg/dL) e OL-rBST (53,67+10,35 mg/d). A suplementagdo com 6leo de soja na
dieta associada a administragdo de rBST nao proporcionou a uniformizagdao da resposta

superovulatdria e na recuperagdo embrionaria de novilhas.

Palavras-chave: superovulagdo, bovinos, corpo luteo, HDL, embrido, IGF-1

Lipid-enriched diet associated with bovine recombinant somatotropin in superovu-

lated heifers

The aim was to evaluate the effects of soybean oil supplementation associated with the

administration of bovine recombinant somatotropin (rBST) on the population of ovarian



follicles, standardization of the superovulation response, and embryo recovery. We used 40
Holstein heifers submitted to a 2x2 factorial, with two diets, without or with soybean oil
supplementation; and the administration or not of rBST seven days after estrus, forming the
experimental groups: DC-SL (control diet plus saline solution application); OL-SL (diet
with soybean oil plus saline application); DC-rBST (control diet plus application of 320mg
rBST) e OL-rBST (diet with soybean oil plus the application of 320mg rBST). The animals
received two applications of 500 mg of PGF2a for estrus synchronization and were
superovulated with 400 IU of FSH in decreasing daily doses for four consecutive days. On
the day before the start of superovulation, the two largest follicles were punctured to
quantify the intrafollicular concentration of high-density lipoprotein (HDL). Embryo
collection took place 7 days after the first insemination. There were no differences in dry
matter intake, follicular activity, P4 concentration, and superovulation response. The group
OL-rBST got a greater CL area (4.67+0.67 cm2) and a positive effect was evidenced for
HDL concentration in the treatment groups OL-SL (40.86+9.8 mg/dL) and OL-rBST
(53.67+10.35 mg/dL). Soybean oil supplementation in the diet associated with the
administration of rBST did not provide uniformity in the superovulation response and the

embryonic recovery of heifers.

Key-words: superovulation, cattle, corpus luteum, HDL, embryo, IGF-1

1-INTRODUCAO

A superovulagdo tem como objetivo induzir multiplas ovulacdes obtendo maior
nimero de embrides transferiveis com maior possibilidade de se desenvolverem em
gestacdes (Tribulo et al., 2011; Bo6 et al., 2014). Entretanto, s3o muitos os fatores que
influenciam a resposta superovulatoria, os quais impedem a maior utilizagdo da
transferéncia de embrides (TE) em bovinos (Biancucci et al., 2016; B6 et al., 2018). Essa
variabilidade na resposta ao tratamento superovulatorio estd correlacionada,
principalmente, as populagdes foliculares de diferentes tamanhos (Maldonado et al., 2015).

O uso da somatotropina recombinante bovina (rBST) proporciona o aumento do

desenvolvimento folicular, uma vez que atua como um modulador da agdao das



gonadotrofinas no ovario, estimulando a esteroidogénese, proliferagdo e diferenciacao de
c€lulas da granulosa e teca, aumentando o crescimento folicular (Acosta et al., 2017). Estes
efeitos positivos, provavelmente, sdo referentes ao aumento do numero de foliculos
pequenos recrutados antes do tratamento superovulatdrio, proporcionando o crescimento de
um maior namero de foliculos (Maldonado et al. 2015; Oosthuizen et al., 2018).

Segundo dados de estudos in vitro, o mecanismo mais provavel da rBST para o
aumento do crescimento folicular € o efeito sinérgico do fator de crescimento semelhante a
insulina I (IGF-I) associado as gonadotrofinas e a expressdo de receptores de
gonadotrofinas (Lucy, 2011). A administragdo de rBST aumenta as concentragdes
plasmaticas de IGF-I que estimulam o desenvolvimento embrionario, por aumentar a
expressao de mRNA para proteinas que formam o histotrofo (Costa et al., 2020).

Nao obstante, as dietas suplementadas com O6leos tém fung¢do, principalmente, de
aumentar a densidade energética da alimentacdo para melhorar a reprodu¢do dos animais
(Hutchinson et al., 2012; Guggeri, et al., 2018). O acido linoléico (C18:2) tem sido relatado
como um dos mais efetivos na reproducao de vacas leiteiras, por aumentar o tamanho do
foliculo dominante (Fernandes et al., 2013).

A melhora na fertilidade de vacas leiteiras com dietas altamente energéticas tem
sido geralmente associada a um aumento no didmetro do foliculo dominante, do ovocito e
qualidade embrionaria, maiores concentragdes de progesterona produzidas pelo corpo luteo
(CL) e modulagdo da sintese de prostaglandina (Zachut et al., 2011; Hutchinson et al.,
2012), tendo como percursor da prostaglandina da série 2 o acido linoléico (Silva et al.,
2014).

Deve-se ressaltar que ainda nao existem informagdes sobre a suplementagao lipidica
associada a rBST sobre a atividade folicular ovariana em fémeas bovinas superovuladas.
Portanto, hd& um potencial consideravel para o uso combinado de o6leo de soja e
administracao de rBST para otimizagao da superovulacdo em novilhas. Assim, os objetivos
deste experimento foram avaliar os efeitos da suplementacao de rBST associados ao 6leo
de soja sobre a populacdo de foliculos ovarianos, em aumentar e uniformizar a resposta

superovulatdria e na recuperacao embriondria em novilhas holandesas.



2-MATERIAL E METODOS

2.1-Local e Animais Experimentais

O experimento foi desenvolvido na Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigosa,
MG (Latitude: 20° 45' 14" S - Longitude: 42° 52' 53" W), durante o periodo de um ano,
iniciando no més de agosto. Foram utilizadas 40 novilhas da raca Holandesa de 13 a 18
meses, com peso corporal médio de 352,13+27,04 kg, atividade ciclica regular e sem

patologias do aparelho reprodutivo detectdvel por meio de exame ginecologico.

2.2-Manejo dos animais e delineamento experimental

Os animais foram mantidos em baias individuais (40m?), sem cama, sendo arragoados
duas vezes ao dia (07:00 h da manha e 15:00 h da tarde). A quantidade de volumoso e
concentrado foi ajustada diariamente para manter uma sobra entre 5 — 10% de matéria seca
(MS). A quantidade total de volumoso mais concentrado oferecido para cada animal e
também das sobras do dia anterior foram pesadas diariamente. Todos os animais foram
pesados uma vez por semana.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em um arranjo fatorial
2X2, sendo os fatores, a dieta fornecida e a aplicacdo ou nao de rBST (Lactotropin®,
Elanco, EUA), com 10 repeticdes por tratamento e uma novilha como unidade
experimental. Assim, os animais foram balanceados quanto a idade e peso corporal, sendo
distribuidos em quatro grupos: DC-SL (dieta controle com 3% de extrato etéreo (EE) com
base na matéria seca (MS) mais a aplicacao de solugdo salina); OL-SL (dieta suplementada
com o6leo de soja calculada para oferecer, aproximadamente, 6% de EE na MS mais a
aplicagdo de solugdo salina); DC-rBST (dieta controle com 3% de extrato etéreo (EE) com
base na matéria seca (MS) mais a aplicagdo de 320 mg de rBST) e OL-rBST (dieta
suplementada com 6leo de soja calculada para oferecer, aproximadamente, 6% de EE na
MS mais a aplicagdo de 320 mg de rBST). Em todos os grupos, a primeira aplicacao de
rBST ou solugdo salina foi sete dias apds o primeiro estro depois do periodo de ajustamento

e, sempre, sete dias apds os estros dos ciclos estrais subsequentes ao periodo de
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ajustamento de acordo com Gong et al. (1993). As dietas foram formuladas conforme as

recomendacdes do National Research Council (NRC, 2001). As andlises quimico-

bromatologicas dos ingredientes das dietas foram realizadas de acordo com AOAC (2005)

(Tabela 1).

Tabela 1: Ingredientes e composicdo nutricional das dietas experimentais como

porcentagem da Matéria Seca (MS)

Ingredientes .
Controle (DC) Oleo (OL)
% da Matéria Seca

Silagem de milho 81,90 81,68
Fuba de Milho 13,05 9,9

Farelo de Soja (48% de PB) 2,83 2,82
Oleo de soja - 3,13
Uréia 1,28 1,55
Nucleo Mineral 0,57 0,56
Sulfato de Amonio 0,28 0,28
Premix Vitaminico 0,09 0,08

Composi¢cao Bromatologica

PB' % da MS 12,4 12,9
NEg? Mcal / Kg MS 1,11 1,21
FDN® % da MS 41,4 40,9
FDN, % da MS (forragem) 66,0 65,0
NDT 1y , % da MS 73.0 77,0
EE®, % da MS 3,0 6,1

CNF°, % da MS 43,0 40,0

'PB - Proteina Bruta, 2NEg- Energia Liquida para ganho, *FDN — Fibra Soltivel em Detergente Neutro, “NDT

— Nutrientes Digestiveis Totais (nivel de mantenga), *EE — Extrato Etéreo, “CNF — Carboidrato ndo Fibroso.
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As dietas foram similares na composicdo exceto para o extrato etéreo e a energia
liquida para ganho de peso devido a adicdo de dleo de soja. A energia da dieta OL
apresentou 0,10 Mcal / kg de MS a mais que a dieta DC.

As novilhas foram adaptadas as condi¢des de manejo e alimentadas com a DC
durante duas semanas antes do inicio do periodo experimental, com substitui¢ao parcial da
dieta controle durante a 3* semana na propor¢ao de 20% até chegar a 100% da OL, nos
tratamentos respectivos. As respectivas dietas, dgua e sal mineral foram fornecidos ad
libitum.

Amostras de silagem e sobras foram coletadas diariamente e armazenadas em sacos
plésticos a -20 °C, até¢ completar o periodo de sete dias, compondo uma amostra semanal.
Este procedimento foi repetido até o final do periodo experimental, para posterior analise
bromatoldgica. Amostras do concentrado foram obtidas quinzenalmente e armazenadas em
sacos plasticos a -20° C.

Durante as trés semanas iniciais, todos os animais receberam duas aplicagdes de 500
mg de cloprostenol (Ciosin®, Coopers, Brasil), intramuscular, intervalada de 12 dias, de
modo que ap6s a segunda aplicacdo, a manifestagdo de estro coincidisse com o dia final do
periodo de ajustamento dietético. O estro foi monitorado duas vezes ao dia durante uma
hora (as 6h30 e as 17h30), com auxilio de rufido, e foram consideradas em estro as fémeas

que aceitaram a monta pelo rufido ou pelas companheiras de rebanho.

2.3-Ultrassonografia ovariana

Foi acompanhada a dinamica folicular e a atividade luteal ciclica dos tratamentos
somente durante os dois primeiros ciclos estrais ndo superovulados subsequentes ao inicio
(dia zero) da administracdo completa das dietas e das aplicagdes de SL ou rBST e ao longo
do primeiro ciclo estral superovulado (Figura 1). Para tanto, utilizou-se a avaliacdo
ultrassonografica (Aloka, mod. SSD-500) com um transdutor linear de 5 MHz. A
ultrassonografia foi realizada via transretal, diariamente, no periodo da manha, antes do
fornecimento das aplicagdes de solucao salina e rBST. As variaveis estudas foram: nimero
de ondas de crescimento folicular, duragdo do periodo interovulatorio, dia de ocorréncia

das emergéncias das ondas de crescimento folicular, nimero de foliculos dentro das
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classes: I (0,3 — 0,59 cm de diametro), II (0,6 — 0,9 cm de diametro), III (1 -1,5 cm de
diametro) e IV (> 1,5 cm de didmetro), baseado em Rincon et al. (2019), didmetro maximo
dos foliculos dominantes, taxa de crescimento folicular € o nimero de ondas de
crescimento folicular, bem como a area de CL. Para resposta superovulatoria, foram

avaliados numero de embrides totais, vidveis e degenerados.
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PGF24 1A Coleta PGF2a 1A Coleta

Figura 1: Protocolo esquematizado do grupo OL-rBST (dieta com 6leo de soja e aplicacdo de somatotropina recombinante bovina-

rBST). No dia 0, adaptadas as suas respectivas dietas, as novilhas foram monitoradas por meio de ultrassonografia ovariana, diariamente, durante os primeiros
42 dias (ou dois estros consecutivos) sem superovulacdo e mais um ciclo de 21 dias com superovulagdo. A superovulagdo comegou no dia 10, quando os dois
maiores foliculos presentes nos ovarios foram aspirados, e seguiu até o dia 13. Uma inje¢do de PGF2a (Prostaglandina 2a- Cloprostenol®) foi administrada na
quinta aplicagdo de FSH (hormonio foliculo estimulante) e as inseminagdes foram realizadas trés momentos: na detecgdo do estro, 12 e 24 horas apos. A coleta
de embrides foi realizada no 7° dia ap6s a primeira inseminagdo artificial (IA) e uma segunda coleta foi realizada 42 dias apds a primeira, com 0s mesmos

animais, que foram mantidos dentro de seu respectivo grupo até o final do experimento.
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2.4-Protocolos de superovulagio e puncao folicular

A partir do 42° dia (1° ciclo estral superovulado) e do 84° dia (2° ciclo estral
superovulado) de tratamento considerou-se o dia 0 (zero) como aquele de manifestacdo de
estro, todas as novilhas foram superovuladas com 400 UI de FSH (Pluset®, Calier, Brasil)
em doses didrias decrescentes durante quatro dias consecutivos (de 35, 30, 20 e 15%), com
inicio no 10° dia ap6s a manifestacdo de estro, administradas a cada 12 horas, por via
intramuscular. Na quinta aplicagdo de FSH, as doadoras receberam 500 mg de cloprostenol
(Ciosin®, Coopers, Brasil), intramuscular, para indu¢ao do estro. A primeira inseminagao
foi a partir do 1° estro e as subsequentes 12 e 24 horas apds, com sémen criopreservado, de
um unico touro, de uma Unica partida e de comprovada fertilidade.

No dia anterior ao inicio da primeira aplicacdo de FSH de cada ciclo superovulado, o
maior foliculo (dominante) e o 2° maior foliculo foram aspirados transvaginalmente para
otimizar a resposta superovulatoria, e os fluidos foliculares dos dois foliculos foram
armazenados em tubos apropriados a temperatura de -20°C para posterior analise de
lipoproteina de alta densidade (HDL), por meio de kits comerciais (HDL LD, Labtest,
Brasil).

Previamente a puncdo folicular, os animais foram contidos em brete individual e
passaram por anestesia pela aplicacdo de 3 a 5 mL de cloridrato de lidocaina a 2% com
vasoconstritor (Anestt”, Syntec, Brasil), no espago intervertebral sacrococcigeo, a fim de se
conseguir uma anestesia epidural baixa, que facilitasse a manipulagdo da genitalia durante o
processo de pungdo folicular e coleta de embrides. Posteriormente, procedeu-se a
higienizag¢ao da vulva e regido adjacente com o auxilio de 4gua corrente e sabao neutro. A
puncdo folicular foi feita durante os dois ciclos supeovulados.

Para a aspiragdo folicular, foi utilizada agulha de didmetro 50 X 12 (21 gauge)
acoplada a um tubo de polietileno. A outra extremidade do tubo foi conectada a uma
seringa de insulina de 1 mL (13X4 mm), com graduacdo de 20 uL. O percurso da agulha
foi guiado por um transdutor transvaginal de 5,0/7,5 MHz, acoplado ao aparelho de
ultrassom (Aloka, mod. SSD-500). Pela ecogenicidade da agulha apods penetrar a parede
vaginal e peritonio, sua ponta foi posicionada no antro do foliculo e, com a seringa

conectada a outra extremidade do tubo de polietileno, foi feita a suc¢ao do fluido folicular.

15



2.5-Coleta e avaliacao de embrides

A coleta de embrides foi feita durante os dois ciclos supeovulados pelo método nao
cirargico, sete dias apds a primeira inseminacdo artificial do ciclo estral superovulado
correspondente. O catéter de Foley (n® 18 ou 20) foi fixado em cada corno uterino apos ter
o seu baldo inflado. O mandril foi retirado e procedeu-se a lavagem individual de cada
corno, utilizando-se 500 mL da solucao comercial PBS modificado (tampao fosfato salina)
(DMPBS®, Biodux) aquecido a 37 °C, em coletor com filtro (Millipore®).

Terminada a coleta, medida pelo volume de liquido recuperado em um Erlemeyer
de 1000 mL, o filtrado foi levado ao laboratorio, transferido para uma placa de Petri de 9
cm de diametro, com fundo gradeado, onde foi feita a localizagdo dos embrides com o
auxilio de um microscopio estereoscopico (Coleman, mod. XTB-2B) (aumento de 40
vezes).

Posteriormente, as estruturas coletadas foram transferidas para uma placa de Petri
de 5 cm de diametro, contendo a solucao de PBS modificado enriquecido com 10% de soro
fetal bovino inativado e estéril, procedendo-se a sua contagem e classificacdo quanto ao

estadio de desenvolvimento e a qualidade (Stringfellow & Seidel, 1998).

2.6-Mensuracao de progesterona plasmatica

Amostras de sangue foram obtidas nos dias 7, 14 e 21 dos dois primeiros ciclos
estrais ndo superovulados para dosagem de progesterona no plasma utilizando-se kits
comerciais de radioimunoensaio (RIA) em fase soélida (Coat-a-count progesterone kit®,
DPC, Diagnostic Products Co., USA). A coleta de sangue foi antes do exame
ultrassonografico, em estado pré-prandial, com tubo vacuolizado com EDTA, pela pun¢ao
da artéria ou veia coccigea. Os tubos com as amostras foram centrifugados a 3.000 rpm por
15 min, para a completa separacao do plasma, que foi recuperado com pipetas de Pasteur e
transferido para um frasco esterilizado, identificado e estocado a uma temperatura de -

20°C, até que fossem feitas as analises.
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2.7-Analises estatisticas

As analises foram processadas pelo software estatistico Action R versao 3.0.2 (2014),
segundo o modelo a seguir:

yie=u+Di+S;+ DS; + ey

yix = Observagdo no animal £ na dieta j na solugdo aplicada i

u = Meédia geral;

D, = Efeito da dieta i, i = 1,2;

S,= Efeito da aplicagdo de solugdo salina ou somatotropina j, j = 1,2;

DS;; = Efeito da interacdo dieta x somatotropina;

e;x = erro associado a cada observagao ijk.

As médias das caracteristicas foram testadas pelo Teste Fisher (Teste F; duas

comparagdes), processadas pelo R com nivel de probabilidade de 5%.

3-RESULTADOS

Nao houve diferenga de consumo nos diferentes tratamentos para matéria seca
(CMS), proteina bruta (PB), energia liquida para ganho de peso corporal (NEg), fibra
insoluvel em detergente neutro (FDN), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e para peso
corporal (P > 0,05). Nao obstante, foi verificado aumento de consumo de extrato etéreo
(EE) nos grupos OL-SL e OL-rBST (P > 0,05) (Tabela 2). Esses resultados evidenciam que
os tratamentos foram diferentes apenas para o consumo de EE ndo alterando o consumo dos

demais componentes da dieta.
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Tabela 2: Peso corporal e consumo diario de novilhas da raga holandesa tratadas com

gordura dietética associada a somatotropina recombinante bovina.

Parametros DC-SL OL-SL DC —rBST OL-rBST P value
Peso corporal (kg) 358,56+27,14 362,53+29,81 337,13+21,5 350,28+23,57 P=0,81
Matéria seca (kg / dia) 7,09+1,14 6,49+0,50 6,67+0,73 6,52+0,49 P=0,79
Matéria seca (%PV) 1,98+0,20 1,82+0,19 1,98+0,17 1,88+0,13 P=0,91
PB' (kg / dia) 0,96+0,15 0,90+0,07 0,91+0,09 0,90+0,06 P=0,88
NEg® (Mcal / dia) 7,8540,59 7,94+0,60 7,36+1,21 7,91+1,29 P=0,78
FDN? (kg / dia) 3,26+0,53 3,03+0,22 3,05+0,34 3,04+0,22 P=0,85
EE* (kg / dia) 0,20+0,03° 0,42+0,03* 0,20+0,02° 0,43+0,03* P=0,0
CNF° (kg / dia) 3,49+0,52 2,94+0,21 3,30+0,33 2,96+0,21 P=0,18

a, b Médias seguidas por diferentes letras, dentro da mesma linha, diferem entre si pelo Teste de Fisher (P <0,05). DC-
SL- dieta controle com aplicag@o de solugdo salina, OL-SL- dieta 6leo de soja com aplicagdo de solugdo salina, DC-
rBST- dieta controle com aplicacdo de somatotropina recombinante bovina, OL-rBST- dieta 6leo de soja com

aplicagdo de somatotropina recombinante bovina.'PB — Proteina Bruta,’NEg -

Fibra insoltivel em Detergente Neutro, EE — Extrato Etéreo,”CNF — Carboidrato ndo Fibroso.

Energia Liquida para ganho,’FDN —

Nao foram verificadas diferengas (P > 0,05) para o nimero de ondas foliculares em

cada ciclo estral, periodo interovulatério e dias de emergéncias de ondas foliculares (Tabela

3). No OL-rBST foram verificados animais com trés ondas foliculares, o que pode ter

aumentado numericamente o periodo interovulatério (24,15+7,89 dias).

Nao houve efeito entre os tratamentos sobre o niumero de foliculos, didmetro do

foliculo dominante e taxa de crescimento folicular (P > 0,05, Tabela 3). Os foliculos foram

classificados por tamanho e nao houve efeito dos tratamentos no nimero de foliculos nas

diferentes classes (P > 0,05, Tabela 3).
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Tabela 3: Parametros avaliados na dinamica folicular ovariana e concentragdao de
lipoproteina de alta densidade intrafolicular de novilhas tratadas com gordura dietética

associada a somatotropina recombinante bovina

Parametros DC-SL OL-SL DC-rBST OL-rBST P value

N° de ondas foliculares/ciclo 2 2 2,2 2,2 -
Periodo interovulatério (dias) 21,14+£2,79  21,56+£3,28 22,33+398  24,15£7,89  P=0,40
Emergéncia Primeira onda (dias) 0,57+0,79 1,11£1,05  0,83+0,75 1,23£1,74 P=0,98
Emergéncia Segunda onda 8,14+4,34 9,00+2,00 9,5+2,35 10,31+1,37 P=0,61
Emergéncia Terceira onda 16,00+1,41

Classe I (0,3-0,59 cm) 4,97+£2,17 3,26 £0,57  3,9943,61 3,10+2,09 P=0,49

Classe II (0,6-0,9 cm) 2,51+0,75 2,12+0,56 1,85+0,54 1,88+1,03 P=0,37
Foliculo

Classe III (1,0-1,5 cm) 1,03+0,23 0,99+0,30  0,88+0,16 0,77+0,33 P=0,92

Classe IV (>1,5 cm) 0,30+0,48 0,11+0,14  0,08+0,09 0,19+0,31 P=0,16
Diametro do foliculo dominante (cm) 1,49+0,15 1,53+1,14 1,62+0,26 1,60+0,34 P=0,66
Taxa de crescimento folicular (cm/dia) 0,11+0,03 0,13+0,03 0,15+0,03 0,15+0,09 P=0,80
Area do CL(cm?) 423£0,50°  4,21£1,00° 3,62+2,12°  4,67+0,67°  P=0,04
HDL intrafolicular (mg/dL) 34,83+13,79° 40,86+9,81° 29,84+15,90* 53,67+10,35* P=0,01

&% Médias seguidas por diferentes letras, dentro da mesma linha, diferem entre si pelo teste de Fisher (P <0,05). DC-SL- dieta controle
com aplicacdo de solucdo salina, OL-SL- dieta 6leo de soja com aplicagdo de solugdo salina, DC-rBST- dieta controle com aplicagéo
de somatotropina recombinante bovina, OL-rBST- dieta 6leo de soja com aplicagdo de somatotropina recombinante bovina. HDL-
lipoproteina de alta densidade

Por outro lado, o grupo OL-rBST obteve maior area de CL (4,67+0,67 cm?, P <0,05,
Tabela 3). Um efeito (P <0,05) foi evidenciado para a concentragdo de HDL intrafolicular
(mg/dL), apresentando maiores médias nos grupos de tratamentos gordura dietética
(40,86+9,8 mg/dL) e gordura dietética associada a rBST (53,67+10,35 mg/d; Tabela 3).

A concentragdo de progesterona plasmatica (Ps) ndo diferiu para os diferentes
grupos de tratamento no dia 1 (DC-SL 0,35; OL-SL 0,38; DC-rBST 0,33 ¢ OL-rBST 0,22
ng/mL, respectivamente), dia 7 (DC-SL 3,92; OL-SL 3,92; DC-rBST 3,55 ¢ OL-rBST 3,79
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ng/mL, P=0,94), e no dia 14 (DC-SL 5,03; OL-SL 5,73; DC-rBST 6,13 ¢ OL-rBST 6,50

ng/mL, P=0,68) (Figura 2).

Figura 2: Concentragdo plasmatica de progesterona (P4) em novilhas da raca

holandesa

tratadas com gordura dietética associada a somatotropina recombinante bovina.
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Nao foi observado efeito dos tratamentos sobre o numero total de embrides,

embrides vidveis e degenerados (P > 0,05, Tabela 4).

Tabela 4: Resposta superovulatoria em novilhas da raca holandesa tratadas com gordura

dietética associada a somatotropina recombinante bovina

DC-SL OL-SL  DC-rBST  OL-rBST P value
N° Total de 10,83+731 6,0043,32 11,5048,74 10,13+8,58  P=0,63
Embrides

N° Embrides 5174222 3,5043,67  9,0048,19  7.0046955  P=091
viavels

N* Embrides 5,67+5,57  2,50+1,60 2,50£0,58  3,13+3.50 P=0,22
degenerados

~°" Teste de Fisher (P <0,05). DC-SL- dieta controle com aplicacio de solugdo salina, OL-SL- dieta 6leo
de soja com aplicagdo de solugdo salina, DC-rBST- dieta controle com aplica¢do de somatotropina
recombinante bovina, OL-rBST- dieta 6leo de soja com aplicacdo de somatotropina recombinante bovina
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4-DISCUSSAO

Neste trabalho nao foram verificadas alteragdes de consumo dos componentes da
dieta nos diferentes grupos, com exce¢do do EE que foi maior nos grupos suplementados
com Oleo de soja (P<0,05). Resultados semelhantes foram relatados por Doyle et al. (2019)
na administragdo de dietas com 6leo de peixe, na qual ndo houve reducao do consumo de
matéria seca.

As fontes de lipideos em dietas de ruminantes tém sido utilizadas como uma forma
de aumentar a energia da dieta, principalmente em categorias de maior exigéncia
nutricional. Entretanto, a gordura pode causar alteragdes no metabolismo ruminal, podendo
modificar a flora microbiana e a digestibilidade (Chesini et al., 2019). Leroy et al. (2014)
aconselham que o teor de lipideo na dieta ndo ultrapasse 5%, evitando-se que haja efeito
negativo na digestibilidade da fibra alimentar, no consumo e mudangas da populagdo
celulolitica, consequentemente, uma menor disponibilidade de energia (Carneiro et al.,
2017; Chesini et al., 2019; Mahdavi et al., 2019).

Apods a ingestdo, os acidos graxos polinsaturados (AGPs) sdo hidrolizados e
biohidrogenados (Carneiro et al., 2017). A biohidrogenacdo age como detoxificante,
protegendo os microorganismos ruminais do efeito deletério dos AGPs, uma vez que estes
sdo toxicos a muitas bactérias ruminais (Silva et al. 2014). Niveis altos de gordura podem
ainda exceder a capacidade de biohidrogenacdo, ocasionando acimulo de AGPs no rumen,
interferindo na fermentagdo (Carneiro et al., 2017). Apesar do aumento da concentragdo de
lipideos acima de 5%, no presente trabalho ndo foram verificados efeitos deletérios no
consumo dos componentes da dieta.

Os dias de emergéncia das ondas foliculares e a quantidade de ondas por ciclo ndo
diferiram do padrdo encontrado para novilhas da raga Holandesa. Animais com trés ondas
de crescimento folicular foram observados no OL-rBST, o que aumentou numericamente o
periodo interovulatério. Entretanto, o comprimento do ciclo estral verificado com rBST e
6leo de soja estd dentro dos padrdes fisioldgicos para a espécie, ndo mostrando diferenga, ja
que o ciclo estral nos bovinos pode sofrer uma variacdo de 19 a 24 dias para ciclos com

duas a trés ondas de crescimento folicular (Miura, 2019; Soares et al., 2019).
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No presente estudo ndo foi observado efeito da rBST associada ou ndo 6leo de soja
sobre o numero de pequenos foliculos. Rincon et al. (2019) obtiveram efeitos semelhantes,
nos quais a rBST em uma unica aplica¢ao (500 mg) ndo foi capaz de aumentar o nimero
total de foliculos, assim como o tamanho de foliculos pequenos. O mesmo foi relatado por
Ribeiro et al. (2020), que ndo observaram diferencas na quantidade de foliculos ovarianos
quando testada dose de 250 e 500 mg de rBST para vacas da raga Sindi.

Tomando-se como base os relatos de Lucy (2011), uma explicacdo para os
resultados encontrados no presente estudo ¢ que a maioria dos efeitos da rBST parece ser
sistémico, ao invés de acdes locais no foliculo. Isto porque o receptor de rBST ¢ expresso
em células da granulosa, células do cumulus e ovdcito, mas ndo parece controlar a
expressao local de IGF-I no ovario. A rBST liga-se aos seus receptores no figado, ativando-
os, estimulando a producdo e secrecdo de IGF-I, que ¢ liberada na corrente sanguinea
agindo no ovéario nos receptores presentes nos foliculos e estimulando a produgdo de
estradiol (Lucy, 2011; Magalhaes et al., 2012). Ainda, apesar de o mRNA de receptores de
rBST serem encontrados em foliculos ovarianos bovinos, a quantidade no foliculo ¢
extremamente baixa em relagdo a quantidade observada no CL (Lucy, 2011).

Lucy (2011) esclarece ainda que o numero de foliculos de tamanho médio
recrutados até aumentou em vacas ou novilhas tratadas com rBST, mas precisariam de
aplicacdes diarias ou de tratamento de liberacdo sustentada, que promoveriam efeitos
indiretos mediados por mudancas na concentragdo de IGF-1.

E possivel que novilhas tratadas com rBST possam até ter um aumento no nimero
de foliculos de tamanho médio, mas esses foliculos n3o parecem responder a
superovulagdo, por nao se tornarem ovulatorios. Com base em dados in vitro, Lucy (2011)
sugere que a maior atividade dos receptores de gonadotrofinas pelo efeito sinérgico com o
IGF-1 retarda o processo de atresia na populacdo de foliculos recrutados, explicando
aumento do nimero de foliculos médios enquanto o numero de foliculos selecionados e
ovulatorios permanece 0S mesmos.

O aumento de 4rea de CL pode ser justificado pela propor¢do de diferentes AGPs
fornecidos na dieta (Zachut et al., 2011). O &cido linoleico (Omega 6) pode provocar a
inibicdo competitiva das enzimas regulatorias envolvidas na sintese da PGF,a (Fernandes

& Madureira, 2013). Consequentemente a inibicao da secrecdo PGF,a, ha um atraso na
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regressao do CL e aumento da sua meia vida (Hutchinson et al., 2012). O dmega-6 também
tem sido associado ao maior numero de células luteas e volume de corpo luteo em bovinos
(Gulliver et al., 2012; Leroy et al., 2014).

Apesar dos efeitos positivos potenciais relacionados a gordura fornecida na dieta, no
grupo com OL-SL, ndo foi observado efeito significativo no CL. Entretanto, quando a
gordura foi associada a rBST foi possivel notar um efeito positivamente maior quanto a
area de CL. Provavelmente o aumento do CL nesse grupo pode estar relacionado com uma
acdo sinérgica entre a rBST e a gordura, visto que ha grande quantidade de mRNA para
receptores de rBST no CL (Lucy, 2011; Dambit et al., 2014).

Além disso, as dietas ricas em dmega-6 estdo associadas a maiores concentragdes de
colesterol e proteina reguladora esteroidogénica (StAR), o que pode estimular a produgao
de P, e melhorar a qualidade de ovocito e fungdo do CL (Gulliver et al., 2012; Leroy et al.,
2014). Entretanto, a concentragdo de progesterona plasmatica se manteve dentro dos
padrdes fisiologicos da espécie nos diferentes grupos (Figura 1). Durante a fase folicular, a
P4 se manteve menor que 0,40 ng/mL aumentando na fase lutea, atingindo concentragdes
menores que 3,92 ng/Ml, no dia 7, e maior que 5,03 ng/Ml, no dia 14. Corroborando,
Kozicki et al. (2018) observaram o ciclo estral fisiolégico de vacas e obtiveram uma
concentracdo média de P, menor que 5,48 ng/mL na fase folicular e maior 5,48 ng/mL na
fase lutea.

Hass et al. (2007) esclarecem que o aumento da concentracao de P, in vitro e in vivo
¢ dose dependente. Assim, o aumento na concentracao de P4 pode ser obtida com uma dose
maior de rBST que causa elevagdo na concentracdo de IGF-1 capaz de estimular a sintese
de P4 pelo CL. Além disso, a categoria animal deve ser levada em consideragao, visto que
novilhas tratadas com rBST durante o estro ndo tem o aumento satisfatorio da concentragao
de P4, sendo encontradas maiores concentragdoes de P4 com a utilizagdo de rBST em vacas
lactantes, cujas capacidades esteroidogénicas encontram-se comprometidas pela lactacao.
Assim, ¢ possivel que uma maior dose de rBST eleve a concentracao de IGF-1, por
aumentar a captacdo, absorcdo de lipoproteinas e esteroidogénese das células da granulosa
e do tecido luteal, estimulando a sintese de P,em novilhas (Haas et al., 2007).

A hipercolesterolemia pode aumentar a concentracdo plasmatica de P, em bovinos.

Conquanto, no presente trabalho a gordura dietética ndo aumentou a P4 (Leroy et al., 2014).
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A relacdo entre os efeitos da suplementacdo de AGPs nas concentracdes sistémicas de P, na
literatura ¢ inconsistente, com relatos de aumento, diminui¢ao ou nenhuma altera¢do. Vacas
tratadas com uma emulsao de dleo de soja exibiram uma redu¢do da depuracao hepatica de
P4 (Doyle et al., 2019). Isso indica que a disponibilidade de colesterol pode ndo ser o unico
fator limitante na sintese de Pi, ¢ que pode ter havido alteragdes nos mecanismos
responsaveis pelas variagdes nas concentragdes plasmaticas de P4 observadas. Esses dados
podem explicar por que nesse nao houve aumento da P4, apesar do aumento de HDL
intrafolicular, o qual reflexo do colesterol plasmatico, mas nao alterou a concentragdo de P,
(Hutchinson et al., 2012).

Apesar do aumento de area de CL lateo observado no tratamento OL-rBST, nao
houve diferenga para a concentragdo plasmatica de P4. Estes resultados sugerem que pode
um maior nimero de células da granulosa submetidas a diferenciacdo na ovulacdo, ou
aumento da sobrevivéncia dessas células apos a formag¢ao do CL (Hutchinson et al., 2012).
As células luteas ovarianas utilizam o colesterol disponivel para sintese de P4 através da
reserva de lipoproteinas conjugadas com o colesterol. Lipoproteinas de alta densidade em
ruminantes carregam o colesterol para os tecidos esteroidogénicos como aqueles do figado,
ovarios, adrenal e testiculos (Fernandes et al., 2013).

Apesar de nao ter havido diferenca na concentracdo de Ps, esses achados estdao
positivamente correlacionados com a concentragdo de colesterol HDL encontrados no
fluido intrafolicular nos grupos DG-rBST e OL-SL (Tabela 1). As mudancgas séricas na
concentracdo de AGPs refletem também na composicdo de é4cidos graxos do ambiente
folicular, ou seja, os niveis plasmaticos de AGPs sdo correlacionados com os niveis no
fluido folicular (Leroy et al., 2014). Possivelmente, por estes mecanismos, o 0leo de soja
associado a rBST proporcionou aumento de area de corpo liteo e aumento de HDL
intrafolicular.

Os grupos de tratados com rBST e gordura dietética ndo aumentaram a producao
nem a qualidade de embrides. Lucy (2011) sugere que, embora inicialmente o uso de rBST
em protocolos de superovulagdo se mostrou uma promessa, o tratamento com rBST ndo
tem aumentado o nimero de ovulagdes e/ou o nimero de embrides recuperados e

transferiveis apos superovulacdo. Em contrapartida, quando doses pulsateis de rBST foram
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administradas por 63 dias, verificou-se o aumentou do numero de foliculos dominantes e
aumento da taxa de ovulagdo (Lucy, 2011).

Em animais submetidos a gordura dietética, os lipidios armazenados dentro dos
ovécitos e embrides em estdgios iniciais representam uma importante fonte de energia
(Mckeegan et al., 2012). Geralmente, a suplementacao de acidos graxos poli-insaturados na
dieta exerce efeitos benéficos sobre qualidade de ovdcito e embrido (Zachut et al., 2011).
No entanto, ainda nao ¢ claro até que ponto a concentragao de lipidio no ovécito e embrido
in vivo em resposta a dieta suplementada impacta na qualidade embrionaria. Além disso,
deve ser considerado o efeito tempo na administragdo de gordura dietética, bem como

quanto a quantidade e natureza do suplemento dietético.

5-CONCLUSAO

A suplementagdo com 6leo de soja (6% de Extrato Etéreo na base da Matéria Seca)
associada a aplicagao de 320 mg somatotropina recombinante bovina (rBST) durante a
superovulacdo ndo provocou o aumento e uniformizagdo da resposta superovulatoria e

recuperagdo embrionaria de novilhas holandesas.
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