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Resumo

LIMA, Marcio Erpen. Efeito do butafosfan e cianocobalamina sobre a
producdo de odécitos e embrides in vitro de vacas Jersey. 2014. 43f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacéo de butafosfan
e cianocobalamina (BTC) em vacas da raca Jersey sobre a recuperagédo de
odcitos in vivo e producdo de embrides in vitro. Trinta e seis vacas foram
separadas igualmente em dois experimentos idénticos, realizados em épocas
diferentes. Em cada experimento, o grupo BTC (n=9) recebeu nove aplicacdes
de 4500 mg de butafosfan e 2,25 mg de cianocobalamina e o grupo Controle
(n = 9) recebeu placebo. O tratamento foi realizado nos dias 0, 5, 9, 14, 19, 23,
28, 33, 37 e 42 concomitantemente as coletas de sangue para analises das
concentragfes de fésforo, colesterol, ureia e &cidos graxos néo esterificados
(AGNES). Durante o mesmo periodo, cada vaca foi submetida a 4 sessbes
(dias 0, 14, 28 e 42) de aspiracao folicular (AF) e producdo in vitro de
embrides. No exp. 1, as vacas tratadas com BTC tiveram uma tendéncia (P =
0.08) de reducao do colesterol sérico e uma maior (P = 0.02) média de
embrides produzidos na AF d 28. No exp. 2, o grupo BTC apresentou uma
tendéncia (P = 0.09) de reducéo das concentracdes de AGNES e de aumento
(P = 0.07) na producao de odcitos grau Il. Além disso, na AF d 42 observou-se
uma reducéo (P = 0.01) dos niveis de AGNES e um aumento (P < 0.05) do
namero de foliculos puncionados, o0citos recuperados e 00citos viaveis nos
animais do grupo BTC. Estes resultados indicam que a suplementacdo com
butafosfan e cianocobalamina em vacas leiteiras melhora o status energético e
aumenta a producéo de odcitos e embrides in vitro.

Palavras-chave: fésforo. vitamina B12. Vaca leiteira. Blastocisto. Vaca doadora



Abstract

LIMA, Marcio Erpen. Efeito do butafosfan e cianocobalamina sobre a
producdo de oocitos e embrides in vitro de vacas Jersey. 2014. 43f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aim of this study was to evaluate the effects of supplementation of
butafosfan and cyanocobalamin (BTC) in Jersey cows on the in vivo oocytes
recovery and in vitro embryos production. Thirty-six cows were homogeneously
divided into two identical experiments, performed at different periods. In each
experiment, the BTC group (n=9) that received 4500 mg of butafosfan and 2.25
mg of cyanocobalamin and the control group (n=9) that received placebo (NaCl
0.9%). The treatment was performed on days 0, 5, 9, 14, 19, 23, 28, 33, 37 and
42, concurrently with blood samples collection for analysis of phosphorus,
cholesterol, urea and non-esterified fatty acids (NEFA). During the same period,
each cow was subjected to 4 sessions (days 0, 14, 28 and 42) of ovum pick up
(OPU) and in vitro embryo production. In exp. 1, the BTC group had a tendency
(P=0.08) to lower cholesterol blood concentration and a higher number of
embryos produced at IVF 28 (P=0.02). In exp. 2, BTC group tended (P=0.09) to
reduce concentrations of NEFA and to increase (P=0.07) the production of
grade Il oocytes. Moreover, at the IVF42 was observed reduction (P=0.01) of
the blood NEFA concentrations and increases (P<0.05) of the number of
punctured follicles, oocytes retrieved and mature oocytes in the BTC group.
These results indicate that supplementation with butafosfan and
cyanocobalamin in dairy cows improves the energy status and increases in vitro
production of oocytes and embryos.

Keywords: Phosphorus. Vitamin B12. Dairy cow. Blastocyst. Donor cow
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1 INTRODUCAO

O Brasil é responsavel por mais de 60% da producdo mundial de
embrides in vitro, ocupando uma posicdo de destaque no cenario global
(Stroud, 2011). As principais vantagens da producédo in vitro (PIV) em
comparacao a multiplas ovulacdes e transferéncia de embrides (MOTE) in vivo
envolvem a dispensa de tratamentos hormonais, menor intervalo entre coletas
e a possibilidade de geracdo de um maior nimero de produtos/vaca/ano
(Martins, 2010). A eficiéncia da PIV esta estritamente ligada a obtencdo dos
o0citos, sua viabilidade e qualidade, bem como ao sucesso dos processos de
maturacao, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario inicial in vitro.

A PIV no Brasil se destacou nos ultimos anos pela grande
disseminacado do uso da biotécnica em doadoras de racas zebuinas. Tal uso
pode ser justificado pela caracteristica de vacas Bos indicus que tém uma
maior populagdo de foliculos ovarianos propiciando um maior nimero de
oocitos recuperados por aspiracao folicular (AF) que vacas Bos taurus (Pontes
et al., 2009). Esse maior numero de odécitos recuperados reflete numa maior
producdo de embrides e prenhez por doadora submetida a AF e PIV com
menor custo operacional. Entretanto, nas ultimas décadas os sistemas leiteiros,
devido ao seu crescimento e expansdo, tém agregado valor ao material
genético e demonstrado uma grande procura pela PIV como ferramenta para
multiplicacdo dos animais superiores em larga escala. Porém, ndo tem se
observado altas respostas reprodutivas em de vacas leiteiras submetidas a AF
e PIV, dificultando assim a disseminacdo do uso da biotécnica. Isso ocorre
devido as caracteristicas genéticas dos animais Bos taurus, atrelado a baixa
performance reprodutiva provocada pela intensa producéo leiteira (Butler et al.,
2003). Além disso, a difusdo do uso da PIV em sistemas leiteiros & dependente
do uso de sémen sexado que, assim como na inseminacgéao artificial, apresenta
menores taxas de clivagem e producdo de blastocistos em comparagdo ao
sémen convencional na PIV (Wilson et al., 2006). Por fim, de uma forma geral,

resultados entre 15-30% de producéo de blastocistos a partir de oocitos com
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uso de sémen sexados sao considerados satisfatérios por varios autores (Xu et
al., 2002; Pontes et al., 2010).

A partir desse contexto, alternativas tem sido propostas para aumentar
os resultados de producéo in vitro de embrides de vacas taurinas. O uso de
substancias que influenciam fatores metabdlicos é uma alternativa potencial
para melhorar o desempenho de vacas leiteiras na PIV. O butafosfan € uma
fonte orgéanica de fésforo, em sua molécula possui 17,3% de P, sua indicacao
convencional consiste no tratamento de desordens metabdlicas, bem como
suporte no tratamento de infertilidade, tetania e paresia, e como um adjuvante
na terapia de calcio e magnésio (EMEA, 2000). No organismo o fésforo tem
importante acdo no sistema de tamponamento de hidrogénio no sangue,
componente critico dos &acidos nucléicos, da adenosina trifosfato (ATP) e
adenosina monofosfato (AMP) (Cunningham, 2002). Além disso, o fosforo
desempenha um importante papel no metabolismo hepatico de carboidratos,
pois todos os compostos intermediarios da via gliconeogénica devem ser
fosforilados. Assim, as taxas de gliconeogénese e glicogenodlise podem ser
reguladas pelas concentracbes de fésforo (Berg et al.,, 2006). A
cianocobalamina € uma forma sintética da Vitamina B12 que atua como co-
fator da enzima methilmalonil-Coa mutase, responsavel pela conversdo do
methilmalonilCoa em succinil-Coa, de tal modo que sua acdo esta relacionada
a velocidade do ciclo de Krebs e da gliconeogénese (Taoka et al., 1994).
Portanto, uma deficiéncia de vit. B12 pode reduzir a producéo de oxalacetato,
diminuindo a atividade do ciclo de Krebs e reduzindo a taxa gliconeogénica.

A partir desses mecanismos de acao, atualmente o butafosfan e a
cianocobalamina tém sido recomendados durante o pds parto recente de vacas
leiteiras, com efeitos comprovados sobre a reducdo das concentracdes de
AGNES (Pereira et al., 2013a) e betahidroxibutirato (BHB), além da diminuicéo
da severidade do balanco energético negativo (BEN) (Rollin, 2010), bem como
do aumento da producéo leiteira (Kreipe et al., 2011). J& em ovelhas recém
paridas, o resultado foi 0 aumento da IMS (Pereira et al., 2013b). Com relacao
a producao in vitro de embrides, apenas o estudo de Reis et al. (2012) com
vacas Girolando encontrou efeitos benéficos da suplementacdo com butafosfan

e cianocobalamina sobre os parametros reprodutivos avaliados.
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Até o momento, na literatura revisada, ndo foi possivel encontrar
nenhum trabalho que avaliou os efeitos da suplementacdo de butafosfan e/ou
cianocobalamina em vacas taurinas sobre a PIV de embrides bovinos. Deste
modo, trabalhamos com a hipétese que a suplementacdo de butafosfan e
cianocobalamina para vacas leiteiras aumenta o numero e qualidade de
odcitos, propiciando uma maior producdo in vitro de embrides por doadora

através da reducédo das concentractes de AGNES (Figura 1).



2 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo com
butafosfan e ciancobalamina para vacas lactantes e ndo lactantes da raca
Jersey sobre o numero e qualidade de odcitos recuperados e a producgdo in
vitro de embrides. Ainda foram avaliados alguns objetivos especificos, como:

e Efeito do butafosfan e cianocobalamina sobre o0s marcadores
bioquimicos fosforo, colesterol total, ureia e acidos graxos nao esterificados;

e Relacdo da resposta entre os marcadores bioquimicos e os parametros
reprodutivos;

e Avaliagdo de um protocolo de suplementacdo com butafosfan e
cianocobalamina para incrementar a producdo de embriées in vitro de vacas

leiteiras de racgas taurinas de alto potencial genético para producao de leite.
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effects of supplementation of
butafosfan and cyanocobalamin (BTC) in lacting (n = 24) e dry (n = 12) Jersey
cows on the in vivo oocytes recovery and in vitro embryos production. Thirty-six
cows were homogeneously divided into two identical experiments, performed at
different periods. In each experiment, the BTC group (n=9) that received 4500
mg of butafosfan and 2.25 mg of cyanocobalamin and the control group (n=9)
that received placebo (NaCl 0.9%). The treatment was performed on days 0, 5,
9, 14, 19, 23, 28, 33, 37 and 42, concurrently with blood samples collection for
analysis of phosphorus, cholesterol, urea and non-esterified fatty acids (NEFA).
During the same period, each cow was subjected to 4 sessions (days 0, 14, 28
and 42) of ovum pick up (OPU) and in vitro embryo production. In exp. 1, the
BTC group had a tendency (P=0.08) to lower cholesterol blood concentration
and a higher number of embryos produced at IVF28 (P=0.02). In exp. 2, BTC
group tended (P=0.09) to reduce concentrations of NEFA and to increase
(P=0.07) the production of grade Il oocytes. Moreover, at the IVF42 was
observed reduction (P=0.01) of the blood NEFA concentrations and increases
(P=<0.05) of the number of punctured follicles, oocytes retrieved and mature
oocytes in the BTC group. These results indicate that supplementation with
butafosfanand cyanocobalamin in dairy cows improves the energy status and
has an effect on the in vitro production of oocytes and embryos.

Keywords:Phosphorus. Vitamin B12. Dairy cow. Blastocyst. Donor cow

3.1 Introducéo

O Brasil é responsavel por mais de 60% da producdo mundial de
embrides in vitro, ocupando uma posi¢cdo de destaque no cenario mundial
(Stroud, 2011). As principais vantagens da producédo in vitro (PIV) em
comparacao a multiplas ovulacdes e transferéncia de embrides (MOTE) in vivo
envolvem a dispensa de tratamentos hormonais, menor intervalo entre coletas
e a possibilidade de geracdo de um maior nimero de produtos/vaca/ano

(Martins, 2010). A eficiéncia da PIV esta estritamente ligada a obtencdo dos



17

o0citos, sua viabilidade e qualidade, bem como ao sucesso dos processos de
maturacéo, fertilizacdo e desenvolvimento embrionério inicial in vitro.

No ambito das fémeas doadoras de gametas, o numero, a qualidade e
a viabilidade dos od6citos podem ser influenciados por fatores como o
grupamento racial, sanidade, ciclicidade e o status metabdlico (Thibier et al.,
2005). Em termos de metabolismo animal, sabemos que a nutricdo, através de
substratos e estimulos hormonais, afeta profundamente a atividade reprodutiva
de bovinos (Butler et al., 2003). Essas variagdes no desempenho reprodutivo
do rebanho podem ser observadas no tecido ovariano, pois altera o
desenvolvimento folicular, a proliferacdo de células da granulosa e o potencial
esteroidogénico (Adamiak et al., 2005). Além disso, a maioria das alteracbes
ocorridas em metabolitos sanguineos afeta a composicao do fluido folicular e a
qualidade dos odcitos (Ali et al., 2008). Um trabalho de Vanholderet al. (2006)
demonstrou que altas concentracdes de acido graxos nao esterificados
(AGNES) tém efeito téxico para bovinos, afetando a funcdo e o
desenvolvimento das células da granulosa e o processo de maturacdo dos
oocitos. Da mesma forma, interligando esses fatores, Snijders et al. (2000)
relatou que odcitos recuperados de vacas de alto mérito genético para
producdo de leite obtiveram uma menor taxa de clivagem e desenvolvimento
de blastocistos que vacas de médio mérito genético.

O butafosfan € uma fonte orgéanica de fosforo, em sua molécula possui
17,3% de fosforo, sua indicacdo convencional consiste no tratamento de
desordens metabdlicas, bem como suporte no tratamento de infertilidade,
tetania e paresia, e como um adjuvante na terapia de célcio e magnésio
(EMEA, 2000). No organismo o fésforo tem importante agdo no sistema de
tamponamento de hidrogénio no sangue, componente critico dos acidos
nucléicos, da adenosina trifosfato (ATP) e adenosina monofosfato (AMP)
(Cunningham, 2002). Além disso, o fésforo desempenha um importante papel
no metabolismo hepatico de carboidratos, pois todos o0s compostos
intermediarios da via gliconeogénica devem ser fosforilados. Assim, as taxas
de gliconeogénese e glicogendlise podem ser reguladas pelas concentracdes
de fésforo (Berg et al., 2006). A cianocobalamina é uma forma sintética da

Vitamina B12 que atua como co-fator da enzima methilmalonil-Coa mutase,
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responsavel pela conversdo do methilmalonilCoa em succinil-Coa, de tal modo
que sua acao esta relacionada a velocidade do ciclo de Krebs e da
gliconeogénese (Taoka et al., 1994). Portanto, uma deficiéncia de vit. B12 pode
reduzir a producao de oxalacetato, diminuindo a atividade do ciclo de Krebs e
reduzindo a taxa gliconeogénica. Em cabras foi demonstrado que a deficiéncia
de vit. B12 tornou o ciclo estral irregular e reduziu as concentracdes de
progesterona durante o diestro (Mgongo et al., 1984), j& em ratos a deficiéncia
durante a fase de crescimento foi relacionada com menor peso do Utero e
ovario no individuo adulto (Dryden & Hartman, 1966).

A partir desses mecanismos de acdo, o0 butafosfan e a
cianocobalamina tém sido recomendados durante o pds parto de vacas
leiteiras, com efeitos comprovados sobre a diminuicdo da severidade do
balanco energético negativo (BEN) (Rollin, 2010) e aumento da producdo
leiteira (Kreipe et al., 2011), como consequéncia da reducdo das
concentracbes de AGNES (Pereira et al., 2013a) e B-hidroxibutirato (BHB). Ja
em ovelhas recém paridas, o resultado foi a reducdo das concentracfes de
acetonas e no aumento da IMS (Pereira et al.,, 2013b). Com relacdo a
parametros reprodutivos, apenas o estudo de Reis et al. (2012) com vacas
girolando lactantes encontrou beneficios da suplementacdo com butafosfan e
cianocobalamina sobre a producéo in vitro de embrides de vacas.

Até o momento, na literatura revisada, ndo foi encontrado nenhum
trabalho que avaliou os efeitos da suplementacdo de butafosfan e/ou
cianocobalamina em vacas taurinas sobre a PIV de embribes bovinos. Deste
modo, nosso trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos da suplementacéo
seriada de butafosfan e cianocobalamina em vacas da raca Jersey sobre a
producdo de odcitos in vivo e embrides in vitro. Trabalhou-se com a hipétese
gue a suplementacdo de butafosfan e cianocobalamina para vacas leiteiras
reduz os niveis de AGNES e aumenta o niumero e a qualidade dos odcitos,
propiciando uma maior producéo in vitro de embrides por doadora/sesséo de
OPU.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Bem estar animal
Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas.

3.2.2 Animais e tratamentos

Esse trabalho foi realizado em uma fazenda comercial de gado leiteiro
localizada no municipio de Bagé/RS (31°40°34”S e 54°11°76”W), durante o
periodo de junho a outubro de 2013. Foram utilizadas 36 vacas da raca Jersey
adultas com peso médio 437 + 49,8 kg e escore de condicédo corporal (ECC,
onde 1 = extremamente magro e 5 = extremamente obeso, conforme Wildman
et al. (1982)) médio de 3,3 £ 0,7. Das 36 vacas utilizadas no estudo, 12 eram
lactantes e 24 ndo lactantes. Durante o periodo experimental todas as vacas
foram mantidas em sistema de pastejo de azevém (Lolium multiflorum) e trevo
branco (Trifolium repens) ofertado ad libitum. As vacas lactantes recebiam
apos a ordenha uma suplementacdo com concentrado, silagem de milho e
uma mistura mineral divididos em dois fornecimentos diarios. As vacas
lactantes possuiam uma média de 208 + 47 dias ap0s o parto e 13,2 £ 1,9 kg
de producéo de leite diaria sendo ordenhadas 2 vezes ao dia. Para execucao
dos tratamentos os animais foram divididos em dois experimentos, com
delineamentos idénticos, variando somente quanto ao periodo de execucao,
onde o exp. 1 ocorreu de junho a julho de 2013 (n = 18; 15 lactantes e 3
secas) e 0 exp. 2 de setembro a outubro de 2013 (n = 18; 9 lactantes e 9
secas). O periodo de avaliacdes de cada experimento foi de 42 dias, sendo
realizadas 4 sessdes de aspiracdes (AF) foliculares em intervalos de 14 dias
(dias 0, 14, 28 e 42). A aplicacdo do tratamento foi realizada de acordo com
cada sesséao de aspiracao folicular (AF), sendo aplicado o produto nos dias O,
5 e 9 em relacédo a AF, e assim sucessivamente de acordo com as demais AF
(Figura 2). As vacas foram divididas homogeneamente conforme a categoria
produtiva (lactante ou seca) em grupo BTC (n = 9) que recebeu 9 aplicacbes

de 4500 mg de butafosfan e 2,25 mg de cianocobalamina (im, Catosal® By,
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Bayer Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) e grupo Controle (n = 9) que recebeu
9 aplicacbes em mesmo volume e via de uma solucéo placebo (NaCl 0,9%). A
primeira AF (dia 0) foi considerada como momento de inicio do tratamento,
assim as vacas do grupo BTC receberam 3 aplica¢gbes de BTC antes de cada
AF, totalizando 9 aplicacbes até o final do periodo experimental (Fig. 2). No

momento da AF foi registrado o ECC de cada animal.

3.2.3 Aspiracéo folicular

Nos exp. 1 e exp. 2 foram realizadas 4 rotinas de AF em intervalos de 14
dias. A coleta dos complexos cumulos odcitos (CCOs) foi realizada através de
AF guiada por sonda transvaginal. Brevemente, todos os foliculos visiveis com
diametro 22 mm foram aspirados com uso de equipamento de ultrassom
(ScanerB-mode, Aloka SSD 500, Tokyo, Japan) ligado a transdutor de 7.5 MHz
micro convexo fixo a uma guia transvaginal. No momento de cada AF foram
registrados o diametro e distribuicdo das estruturas ovarianas presentes,
classificando-se quanto a presenca de corpo luteo e niumero de foliculos até
3mm, de 3-6mm, 7-10mm, 10-13mm e maiores que 13mm de cada animal.
Também foram registrados casos de ovarios cisticos ou policisticos, sendo
esse animal eliminado da coleta pertencente a avaliagdo experimental. A AF foi
realizada sempre pelo mesmo técnico, enquanto outro técnico foi responsavel
pela classificagdo dos CCOs e producdao in vitro dos embrides. Para realizacao
da AF os animais receberam uma injecdo epidural de 5mL de cloridrato de
lidocaina a 2% (Xylestesin®, Cristdlia Ltda., Itapira, SP, Brasil), sendo realizada
AF através de uma agulha descartavel 20 G inserida na guia de puncdo que
possuia uma linha de puncéao ligada um tubo cénico de 50mL conectado a uma
bomba de vacuo. A pressdo negativa exercida pela bomba de vacuo era de
aproximadamente 80 mmHg com capacidade de fluxo de 13-15mL de solucéo
por minuto. Os CCOs foram selecionados sob estereomicroscopio em placas
de petri de acordo com os critérios estabelecidos por De Loss et al. (1989) e
posteriormente foram mantidos em gotas com PBS e heparina para serem
classificados. Os CCOs foram identificados e classificados em 4 categorias
morfolégicas baseadas no aspecto e numero células do cumulus: grau I,

células do cumulus multiplas e compactas, ooplasma homogéneo; grau Il, duas
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a trés camadas de células cumulus, ooplasma com granulacdes mais espessas
e escuras; grau lll, uma camada de células do cumulus e podendo apresentar
manchas enegrecidas; grau IV, cumulus expandido, odcitos desnudos ou

degenerados (De Loss et al., 1989).

3.2.4 Producdo in vitro dos embrides

Para maturacéo in vitro foram utilizados apenas odcitos classificados em
grau |, grau Il e grau lll. Apds a classificacdo os CCOs foram lavados em
solugcdo de PBS e 5% soro fetal bovino (SFB) e colocados em criotubos
contendo meio de maturacdo TCM 199 acrescido FSH, LH, 10% de SFBe
gentamicina para serem transportados em uma incubadora de odcitos até o
laboratério central. No laboratério central foi adicionado 6leo mineral aos
criotubos e transferidos para estufa a 39° com atmosfera de 5,5% CO.e
umidade saturada e permaneceram por 22-24 horas de acordo com inicio do
processo de maturacdo na propriedade. Decorrido o periodo de maturacédo in
vitro (MIV), os odcitos foram transferidos para placas de petri ou Nunc (gotas
Ou pocos, respectivamente) individuais com meio de TALPFerti com heparina e
PHE ja estabilizado e submerso em 6leo mineral. Para a realizagdo da FIV
foram utilizadas palhetas de sémen sexado congelado de 8 touros Jersey,
preparados através do gradiente de Percoll. As palhetas foram descongeladas
por 20 s em agua aquecida a 36°C, e depois adicionadas em eppendorfs
contendo as fases de 45 e 90% do gradiente de Percoll, para serem
centrifugadas primeiramente por 5 minutos a 3200 rpm, seguido de duas vezes
por 3 minutos a 2000 rpm. Apds cada centrifugacdo o sobrenadante foi retirado
deixando um depésito de sémen e adicionado o meio de FIV. A dose
inseminante foi de aproximadamente 5 pL com 1 x 10° espermatozéides
moveis por gota. Apos a inseminacao das gotas, as placas foram colocadas
novamente na estufa a 39°C com 5% CO, e umidade saturada por 18 a 22
horas. Considerando o dia da fecundagéo como dia zero (DO), no dia D1 os
provaveis zigotos foram desnudados através de multiplas pipetagens e lavados
em meio SOF (“Synthetic Oviduct Fluid”) e levados a estufa até o D7 no meio
de cultivo in vitro (CIV). No D2 foi avaliada a taxa de clivagem e em D7 o

desenvolvimento embrionario, considerando viaveis, 0s embrides que
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estivessem em estagio de desenvolvimento condizentes com o dia do CIV. Os
embrides foram classificados conforme os critérios da IETS (Wright, 1998) e
somente embrides grau 1 e 2 foram utilizados. Para analise dos resultados, os
embrides foram classificados em blastocistos totais (grau 1 e 2) e blastocistos
grau 1.

3.2.5 Coletas de sangue

Amostras de sangue foram coletadas nos dias referentes aos
momentos de AF (Dias 0, 14, 28 e 42), bem como nos dias 5, 9, 19, 23, 33 e 37
concomitantes a administracdo do tratamento de acordo com o periodo
experimental (Fig. 2). Desta forma, foram coletadas um total de 10 amostras de
sangue de cada animal durante o periodo de execucdo de cada experimento.
As amostras de sangue foram coletadas antes da aplicagéo do tratamento em
dois tubos sem anticoagulante através de puncdo do complexo arterio-venoso
coccigeo. Imediatamente apds a coleta as amostras foram centrifugados a
3000 rpm por 15 min para obtencao do soro, que foi armazenado em duplicata
em eppendorfs identificados e congelados a -20°C para posteriores analises

bioguimicas.

3.2.6 Anédlises bioquimicas

As concentracdes sanguineas de fésforo, ureia, colesterol total foram
analisadas por ensaio colorimétrico enzimatico e quantificadas por um
espectrofotdbmetro semi automatico (SB 190®, CELM, Sao Paulo, Brasil). Os
reagentes foram manuseados conforme as instruces do fabricante (Labtest®,
Diagnostica S.A,Lagoa Santa, Brasil). As concentracdes séricas de AGNES
foram analisadas nos dias referentes a AF (0, 14, 28 e 42) de cada
experimento, usando o kit comercial (Randox®, Laboratério Randox, Antrim,
Irlanda do Norte) de ensaio enziméatico. Os coeficientes de variacdo foram

menores que 10% em todos 0s ensaios.

3.2.7 Anélise estatistica
Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software SAS

9.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). As variaveis foram analisadas pelo
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teste de medidas repetidas ao longo de cada experimento, sendo incluso o
efeito aleatorio da fémea em todos os modelos. Os efeitos dos tratamentos,
coletas e suas interacGes foram analisados sobre os parametros bioquimicos
(fésforo, ureia, colesterol total e AGNES) e reprodutivos (n° foliculos, odcitos
recuperados e viaveis, embrides produzidos). Os resultados sdo apresentados
como média = erro padrdao da média (EPM). O valor de P < 0,05 foi

considerado significante e P < 0,10 foi considerado tendéncia.

3.3 RESULTADOS

As médias de foliculos aspirados, odcitos recuperados e viaveis, taxa de
clivagem e producdo de embrides in vitro de acordo com o tratamento com
butafosfan e cianocobalamina em cada experimento estdo presentes na tabela
1. As concentragdes plasmaticas de fosforo, ureia, colesterol total e AGNES de

acordo com o tratamento estdo expressas na tabela 2.

3.3.1 Experimento 1

Os animais tratados com BTC tiveram uma maior producao de embrides
in vitro na AF do dia 28 do periodo experimental (3.0 £ 0.68 vs 1.3 + 0.71; P =
0.02). As vacas do grupo BTC tiveram uma tendéncia (P = 0,08) de reducéao
nas concentracdes médias de colesterol ao longo do periodo de avaliacdo
(Tab. 2). Os niveis de colesterol foram menores no grupo BTC nos dia 9 e 42
do periodo experimental (P = 0,08 e P = 0,004, respectivamente),
respectivamente (Fig. 3). Ao longo do periodo experimental, as vacas lactantes
apresentaram maiores (P = 0,03) concentracdes de colesterol em comparacao
as nao lactantes (91.0 + 4.58 vs 78.8 = 2.47 mg/dL, respectivamente). As vacas
lactantes tiveram uma tendéncia de menor (P = 0.07) ECC em comparacao ao
controle (2.4 £ 0.42 vs 3.3 + 0.18, respectivamente). Nao foi observado efeito
do momento da AF sobre o ECC, entretanto houve uma tendéncia do ECC no
dia 42 ser maior que o dia 28 e dia zero (2.93 + 0.23, 2.82 + 0.23 e 2.80 + 0.23,
respectivamente). As concentracdes de fésforo, ureia e AGNES nédo diferiram

(P = 0.05) conforme o tratamento e a categoria da vaca (Tab. 2). Além disso, a
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categoria da vaca e o touro utilizado para FIV n&o influenciaram (P = 0.05) os

parametros reprodutivos avaliados.

3.3.2 Experimento 2

Os animais tratados com BTC tiveram um maior (P < 0.05) numero de
foliculos aspirados (24.4 + 2.85 vs 15.4 + 2.36), o0citos recuperados (18.7 +
3.37 vs 10.04 £ 2.77) e odcitos viaveis (15.23 £ 2.71 vs 8.08 £ 2.22) em relacdo
ao controle, respectivamente, na AF do dia 42 do experimento (Tab. 1). Ao
longo do periodo, as vacas tratadas com BTC tiveram uma tendéncia (P =
0.07) de maior numero de odcitos grau Il (3.55 £ 0.49 vs 2.27 + 0.41) em
comparacao ao controle (Fig. 4), respectivamente. O niumero de odcitos grau |l
foi maior (9.01 + 2.48 vs 4.48 + 1.85; P = 0.01) nas vacas tratadas com BTC na
AF do dia 42 em relagdo ao controle, respectivamente. As vacas tratadas com
BTC tiveram uma tendéncia (P = 0.09) de reducéo dos niveis de AGNES ao
longo do periodo experimental (Tab. 2). Na AF do dia 42, o tratamento com
BTC reduziu (P = 0.01) as concentracbes de AGNES em comparacdo ao
controle (0.179 + 0.164 vs 0.728 £ 0.133 mmol/L, respectivamente) (Fig. 5). Ao
longo do periodo experimental as vacas lactantes tiveram uma menor (P =
0.03) concentracdo de ureia plasmatica do que as vacas nao lactantes. As
vacas lactantes possuiram um menor (P = 0.01) ECC do que as nao lactantes
(3.12 + 0.19 vs 4.0 £ 0.20, respectivamente). Ao longo do periodo, foi
observado uma elevacéao (P = 0.001) do ECC das vacas, onde ECC no dia 42
foi maior (P < 0.05) que os dias 14 e zero do experimento (3.8 = 0.16, 3.5 +
0.15 e 3.3 £ 0.15, respectivamente) e o dia 28 foi maior (P = 0.001) que o dia
zero (3.7 £ 0.15 vs 3.3 £ 0.15, respectivamente). As concentracfes de fosforo,
colesterol e AGNES néo diferiram (P = 0.05) entre as categorias de vacas. Nao
foi observado efeito do touro utilizado na FIV sobre os parametros reprodutivos

avaliados.

3.3.3 Exp. 1vs Exp. 2

Quando comparados os experimentos, independente dos tratamentos,
as concentracdes de AGNES do exp. 1 foram maiores (P = 0.04) em relacdo ao
exp. 2 (0.619 + 0.059 vs 0.4521 %= 0.056 mmol/L, respectivamente). As
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concentracbes de colesterol foram menores (P = 0.001) no exp. 1 em
comparacao ao exp. 2 (86.5 + 3.38 vs 102.9 + 3.32 mg/dL, respectivamente). O

ECC, fésforo e a ureia ndo diferiram entre os experimentos.

3.4 DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro a demonstrar um efeito benéfico da
suplementacdo de butafosfan e cianocobalamina em vacas taurinas sobre o
namero de odcitos recuperados e viadveis e a producdo in vitro de embrides.
Até o momento, apenas um estudo conduzido por Reis et al. (2012) havia
relatado um incremento no nimero de estruturas recuperadas, odcitos viaveis
e producdo de embrides em doadoras da raca Gir tratadas com butafosfan e
cianocobalamina. Os resultados do nosso estudo podem auxiliar na maior
difusdo da biotécnica de PIV de embries em doadoras de racas taurinas, pois
sdo encontrados resultados inferiores em vacas leiteiras de racas taurinas
comparadas a zebuinas, dificultando a disseminacao da técnica (Pontes et al.,
2009). Historicamente, trabalhos ainda demonstraram que vacas lactantes de
alto potencial genético para producdo de leite tém uma reducdo nas taxas de
producdo de embrides (Snijder et al., 2000; Pontes et al., 2010). Portanto, a
suplementacdo com butafosfan e cianocobalamina proposto nesse estudo se
apresenta-se como uma interessante estratégia para incrementar e viabilizar a
producao in vitro de embrides em vacas taurinas lactantes ou secas.

A acéo sistémica da combinacdo de butafosfan e cianocobalamina sobre
os tecidos nao foi totalmente elucidada. O que ja foi devidamente esclarecido é
que o fésforo contido na molécula de butafosfan pode atuar na sintese de ATP
e participar ativamente da fosforilacdo de compostos intermediarios da
gliconeogénese (Rollin et al., 2010). J4 a cianocobalamina tem importante
papel sobre o bloqueio da lipélise e no aproveitamento dos AGNES no figado,
pois ela ativa o ciclo de Krebs, potencialmente incrementando a
gliconeogénese (Rollin et al., 2010). A vit. B12 também é co-fator direto para
metionina sintetase, enzima fundamental para a sintese de metionina que
interfere diretamente no metabolismo e transporte de gorduras. Assim, de uma
forma geral, nossa hipodtese foi baseada na sintese de ATP, gliconeogénese e

reducdo dos niveis de AGNES. Além disso, acreditamos numa ac¢éo do fosforo
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aumentando a fosforilagdo da MAP quinase (Proteinoquinase ativada por
mitdgenos), que € uma subfamilia de proteinas-quinase especificas de
serina/treonina que regula varias atividades celulares, como a expressao
génica, mitose, diferenciacdo, sobrevivéncia celular e apoptose (Yan et al.,
2012).

Nesse estudo ndo foram detectados efeitos do tratamento com BTC
sobre as concentracdes plasmaticas de fosforo. De certa forma, esse resultado
era previsto, pois embora tenha ocorrido a suplementagédo do mineral organico
periodicamente, o intervalo entre a administracdo do tratamento e realizacao
das coletas de sangue foi de 4 a 5 dias. Portanto, durante esse periodo (entre
96 a 120 horas), o organismo do animal ja foi capaz de realizar um controle
homeostéatico do mineral circulante. Outros trabalhos que reportaram efeitos da
suplementacdo com BTC também n&o encontraram incrementos plasmaticos
de fésforo (Furll et al., 2010; Rollin et al., 2010). Apesar disso, nesse estudo a
definicdo dos intervalos entre as aplicacdo do BTC foram baseados nos
resultados produtivos benéficos obtidos por Pereira et al. (2013a) em vacas
pés parto e no intervalo médio de desenvolvimento de uma nova onda folicular
ovariana (5 a 7 dias) (Adams et al., 1992), buscando-se a suplementacao
desde a emergéncia da onda folicular e desenvolvimento do odcito até o
momento da AF. Assim, com relacdo ao desenvolvimento da onda folicular, a
suplementacédo objetivou fornecer os efeitos do BTC durante a fase que o pool
de foliculos emergentes estavam responsivos as gonadotrofinas (Scaramuzzi
et al., 2011). Ainda, quando optamos pela execuc¢do de um periodo de 42 dias
de tratamento, era esperado algum efeito residual das primeiras aplicacdes do
BTC nos foliculos pré-antrais para posteriores AF (dias 28 e 42), pois ja foi
comprovado que o odcito possui uma fase de reflexo do plano nutricional de
aproximadamente 60 dias (Fair et al., 2010).

Os efeitos positivos do BTC encontrados no exp. 2 sobre o niumero de
foliculos aspirados, oocitos recuperados e o0citos viaveis foram as possiveis
causas do aumento da producdo de embrides por doadora nesse trabalho.
Entretanto, nesse exp. ndo foram observados efeitos do BTC sobre a producgao
de embrides in vitro por doadora. Existe uma alta correlagdo positiva entre o

numero de foliculos aspirados e numero de odcitos recuperados (Seneda et al.,
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2001). Um trabalho de Tallam et al. (2005) que alimentou vacas leiteiras com
de 0,35% e 0,47% de fosforo na deita observou um incremento no niumero de
foliculos médios (de 6 a 9 mm) na dieta com alto fésforo (1,2 vs 1,9 foliculos,
respectivamente). O mesmo trabalho ndo observou diferencga entre o intervalo
do parto a primeira ovulacdo e na taxa prenhez das vacas de acordo com as
diferentes dietas. Além desse efeito, ainda existe a acdo combina da
cianocobalamina, que otimiza o metabolismo de carboidratos e pode aumentar
o aporte de glicose e IGF-l para os foliculos, sendo que a glicose é o
combustivel primario para o ovario (Rabiee et al., 1997) e o IGF-I estimula
crescimento e diferenciacdo celular (Butler et al.,, 2003). Nesse sentido, o
estudo de Preynant et al. (2009) demonstrou que suplementacéo de Vit. B12
aumentou a glucose plasmatica e reduziu o acumulo de lipidios hepaticos
durante o periodo de transicdo. Assim, podemos presumir que os efeitos
diretos da insulina, glicose e IGF-I tenham atuado em nosso estudo sobre a
foliculogénese e desenvolvimento do odcito. Nesse contexto, outros trabalhos
mostraram que o numero de foliculos ovarianos pequenos (<5mm) foi
positivamente relacionado com a insulina (Garnsworthy et al., 2008) e
negativamente com o glucagon (Garnsworthy et al., 2009). Portanto, como
foram encontradas em nosso estudo (exp. 2) menores concentracdes de
AGNES no dia 42 do periodo experimental, concomitante ao aumento de
foliculos e odcitos, e os AGNES possuem relacdo inversa com a insulina e
positiva com o glucagon (Grummer et al.,, 1995), supomos que esse efeito
possa ter sido mediado pelo maior aporte energético apoiado pela
suplementacédo de BTC.

As concentracbes de AGNES nas vacas tratadas tenderam a serem
menores ao longo do exp. 2, sendo significativamente menor na coleta do dia
42. Esses resultados comprovam nossa hipotese de que BTC pode reduzir os
AGNES e aumentar o niumero e qualidade dos odécitos recuperados. Da mesma
forma, também ao longo do exp. 2 as vacas suplementadas apresentaram uma
tendéncia de maior nimero de odcitos de grau Il. Porém, esses efeitos
benéficos sobre 0o nimero e qualidade dos odcitos ndo foram capazes de
incrementar a produgcéo de embrides por doadora no exp. 2. A acdo do BTC

sobre a reducéo dos AGNES e BHB ja foi encontrada em outros estudos com
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vacas leiteiras no pos parto recente (Furll et al., 2010; Rollin et al., 2010,
Pereira et al.,, 2013a), mas com vacas em terco médio de lactagcdo ou néo
lactantes, animais do presente estudo, ainda n&do havia sido relatada. Os
efeitos do BTC s&o fundamentais para esclarecer algumas das possiveis vias
de acdo dessas substancias sobre a viabilidade dos oécitos. Logo, como
grande parte das alteracbes metabdlicas sao refletidas no fluido folicular
ovariano, estudos tém demonstrado que elevacdes nas concentracdes de
AGNES e BHB séao prejudiciais para desenvolvimento da capacitacédo oocitaria
e funcdo das células da granulosa (Leroy et al., 2004). Altas concentra¢cdes de
AGNES sdo consideradas toxicas para o tecido ovariano e afetam
negativamente a maturacdo dos odcitos (Jorritsma et al.,, 2005), taxa de
clivagem e producdo de blastocistos de vacas (Leroy et al., 2005). O
desenvolvimento de embrides e células da granulosa séo inferiores em vacas
gque possuem elevacdes de BHB e AGNES e reducéo de glicose (Vanholder et
al., 2006). Por fim, acreditamos que a reducdo dos AGNES no exp. 2 e a
possivel elevacdo da glicose em funcdo do tratamento tenham sido os fatores
responsaveis parcialmente pelo incremento de ndmero e da qualidade dos
00citos.

Na AF do dia 28 do exp. 1 um maior numero de embrides foi produzido
pelas vacas suplementadas com BTC. Esses resultados estdo de acordo com
a nossa hipotese, entretanto nesse periodo ndo foram observados efeitos
sobre os AGNES, numero e qualidade dos odcitos recuperados e viaveis.
Primeiramente, esses resultados parecem demonstrar que a¢do do BTC tenha
ocorrido sobre a taxa de producdo de blastocisto in vitro, pois 0 numero de
odcitos para MIV foram semelhantes. Contudo, sabe-se que fatores intrinsecos
dos possiveis efeitos do BTC podem ter afetado as taxas de producao de
blastocistos sem serem mensurados. Por exemplo, alguns trabalhos com
humanos e ratos demonstram a importancia do conteddo de ATP nos odcitos,
sendo que o ATP foi considerado critico para a maturacao e sugerido como um
forte indicador para predizer o potencial de desenvolvimento do odcito in vitro
(Van Blerkom et al., 1995). Nesse sentido, o estudo de Stojkovic et al. (2001)
demonstrou que, antes da maturagao in vitro, o conteudo de ATP nos o0citos

grau | tenderam a ser maiores do que grau Il e foram significativamente
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maiores que grau lll e IV (1.8, 1.6, 1.4 e 0.9 pmol de ATP; respectivamente).
No mesmo trabalho, o processo de maturacdo dos odcitos in vitro aumentou
significativamente o conteudo de ATP, sendo que odcitos com mais ATP (Grau
I) apresentaram posteriormente maiores taxas de producdo de embrides in
vitro. Além desse efeito, ainda recordamos de um possivel acdo das MAP
quinases que, apds o desencadeio da quebra da vesicula germinativa (VG)
pela acdo combinada do FSH, AMPc e MPF (Fator promotor da maturacéo),
atua na fosforilacdo de diversos substratos incluindo fatores de transcricdo e
proteinas do citoesqueleto (Roux et al., 2004), sendo essencial em eventos pés
rompimento da VG. Assim, as MAP quinases sdo proteinas consideradas
reguladoras do processo de maturacdo oocitaria (Jones et al., 2004). Portanto,
supomos que os efeitos benéficos do tratamento com BTC ocorreram mediante
a maior disponibilidade de fosforo e ATP afetando o processo de maturacao
oocitaria in vitro. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para indicar
como o BTC pode atuar sobre a maturacdo oocitaria e desenvolvimento
embrionario inicial.

Ao longo do exp. 1 as concentragdes de colesterol tenderam a serem
menores no BTC, principalmente no dia 42 do periodo. O colesterol é um
precursor base da esteroidogénese no tecido ovariano e esta relacionado com
o status energético do animal. No estudo de Pereira et al. (2013a) as
concentracfes de colesterol também foram reduzidas apds o tratamento com
BTC. J4 em no estudo de Kreipe et al. (2011) o BTC néo afetou o colesterol
sérico. As vias de relacdo do BTC ainda ndo foram muito estudadas, mas
supde-se que essa reducdo possa ocorrer como resultado de uma diminuicdo
da p-oxidacdo hepética, reduzindo a secrecao de lipoproteinas pelo figado
(Grummer, 1993).

Uma constatagdo interessante que ocorreu em nosso estudo foram os
maiores concentracbes de AGNES no exp. 1. Acreditamos que as
concentragbes de AGNES tenham sido elevadas no exp. 1 devido a oferta
alimentar dos animais no periodo inicial do estudo, pois nesse momento as
forrageiras de inverno predominantes nas pastagens ainda apresentam uma
menor taxa de crescimento diario, ainda mais com os casos de ressemeadura

natural (Mittelmann et al., 2010). Além disso, como a fazenda comercial possui
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outras categorias de animais, nessa fase de menor disponibilidade alimentar
ocorre um aumento da carga animal nas areas de pastagens reduzindo o
consumo alimentar por animal. Esse moderado consumo alimentar concorda
com as variagcdes de ECC observados nas vacas do exp. 1, que aumentaram
apenas 0.1 ponto na média de ECC ao longo dos 42 dias de estudo. Da
mesma forma, as concentragdes de colesterol tenderam a serem menores nas
vacas do exp. 1. Em contraste, no exp. 2 as vacas tiveram uma meédia de
aumento de 0.5 pontos no ECC durante os 42 dias do estudo. Sobretudo, ainda
podemos observar que algumas respostas ao tratamento foram observadas em
apenas um dos experimentos, possivelmente devido a essas variacfes

ocorridas entre os periodos.

3.5 Concluséo

A suplementacdo com butafosfan e cianocobalamina seriada pode
aumentar a produgdo de embrides in vitro de vacas Jersey. Quando a
suplementacdo com butafosfan e cianocobalamina reduziu os AGNES, foi
capaz de aumentar o niumero e a qualidade dos odcitos vidveis. Portanto, os
mecanismos de acdo do butafosfan e cianocobalamina sobre os odcitos e
producdo de embribes in vitro necessitam de mais estudos para serem

esclarecidos.
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Tabela 1. Médias (+ EPM) dos parametros reprodutivos de 4 sessbes de aspiracdo folicular e
producéo in vitro de embrides de vacas Jersey tratados com 4500 mg de butafosfan e 2,25 mg

de cianocobalamina (grupo BTC, n = 9) ou placebo (NaCl 0,9%, n = 9) durante o periodo de 42

dias.
Tratamento Valor de P
Item Controle BTC Trat Coleta Trat*Coleta
Experimento 1
Foliculos AF 17.2 + 3.19 17.1+2.88 0.96 0.08 0.06
<3 mm 13.0 + 2.54 11.8 + 2.50 0.74 0.7 0.21
3-6 mm 2.26 +0.39 3.0+£0.36 0.18 0.08 0.9
7-10 mm 0.82+0.28 1.21+0.26 0.3 0.07 0.06
11-13 mm 0.49 +0.15 0.34+0.14 0.47 0.66 0.11
>13 mm 0.50+0.15 0.59+0.14 0.66 0.01 0.92
Oocitos recuperados 10.3+ 2.65 10.3 £ 2.37 0.98 0.06 0.28
Tx. Recuperagéo, % 56.1+45 545+52 0.78 0.04 0.91
Odcitos viaveis 9.2+2.30 9.5+2.06 091 0.13 0.65
Clivados (dia 2) 5.1+0.87 3.9+0.93 0.28 0.09 0.89
Blastocistos totais 1.25+0.56 2.1+0.49 0.17 0.71 0.51
Blastocistos Gl 1.1 £0.59 1.9+£0.52 0.15 0.26 0.5
Experimento 2
Foliculos AF 16.4+1.80 19.8+2.11 0.24 0.04 0.04
<3mm 12.0+1.70 140+ 191 0.48 0.37 0.50
3-6 mm 3.08 + 0.57 3.85+0.65 0.39 0.59 0.22
7-10 mm 0.62 +0.17 0.87 £ 0.19 0.33 0.03 0.46
11-13 mm 0.42+0.12 0.51+0.13 0.64 0.01 0.21
>13 mm 0.67 £ 0.16 0.56 +0.18 0.63 0.63 0.99
Oocitos recuperados 11.0+1.86 15.11+£2.21 0.17 0.32 0.49
Tx recuperagéo, % 62.3+6.2% 71.4 £5.6% 0.23 0.93 0.74
Odcitos viaveis 9.27£1.45 125+ 1.73 0.16 0.18 0.47
Clivados (dia 2) 445+ 0.87 3.25+1.01 0.27 0.03 0.82
Blastocistos totais 3.09 £ 0.59 2.18+£0.77 0.29 0.13 0.51
Blastocistos Gl 1.62 +0.32 1.24 £ 0.39 04 0.18 0.51
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Tabela 2. Médias (x EPM) de fosforo, ureia, colesterol e AGNES de vacas Jersey tratados com

4500 mg de butafosfan e 2,25 mg de cianocobalamina (grupo BTC, n = 9) ou placebo (NaCl

0,9%, n = 9) durante o periodo de 42 dias submetidas a 4 sessfes de AF e PIV.

Tratamento Valor de P
Controle BTC Trat Coleta Trat*Coleta

Experimento 1

Fosforo (mg/dL) 5,7+0,16 55%0,15 0.31 0.0001 0.08

Ureia (mg/dL) 47.6 +2.81 441 +2.73 0.34 0.0001 0.46

Colesterol (mg/dL) 89.1+341 80.7 £ 3.38 0.08 0.0002 0.39

AGNE 0.547 £0.124 0.628 = 0.109 0.58 0.66 0.87
Experimento 2

Fosforo (mg/dL) 57+0,2 5,7+0,17 0.96 0.0001 0.24

Ureia (mg/dL) 46,9 + 3,18 449 + 2.65 0.63 0.001 0.86

Colesterol (mg/dL) 102.4 + 5.86 113.5+4.88 0.16 0.001 0.87

AGNE 0.524 + 0.065 0.353 £ 0.076 0.09 0.11 0.13
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Figura 1. Esquema ilustrando a hipotese do estudo através das interagcbes metabdlicas
provocadas pela suplementacdo com BTC.
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Figura 2. Protocolo experimental demonstrando o periodo de tratamento com butafosfan e
cianocobalamina (grupo BTC, n = 9) e aspiracdes foliculares. O grupo controle (n = 9) que
recebeu aplicacdo im de placebo (NaCl 0,9%). AF = Aspiracéo folicular; BTC = administracido
de 4500 mg de butafosfan e 2,25 mg cianocobalamina.
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Figura 3. Concentra¢cBes séricas de colesterol de vacas tratadas com 4500 mg de butafosfan
e 2,25 mg de cianocobalamina (grupo BTC, n = 9) ou controle (NaCl 0,9%, n = 9) durante 42
dias do experimento 1.

*P <0.10; *P<0.05
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Distribuicdo dos odcitos pelo grau de qualidade de acordo com tratamento com

4500 mg de butafosfan e 2,25 mg de cianocobalamina (grupo BTC, n = 9) ou controle (NaCl
0,9%, n = 9) durante o periodo de 42 dias de cada experimento.

** indica diferenca significativa entre os grupos
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Figura 5. Concentracdes séricas de AGNES de vacas tratadas com 4500 mg de
butafosfan e 2,25 mg de cianocobalamina (Grupo BTC, n = 9)ou placebo (NaCl 0.9%, n
= 9) durante o periodo de 42 dias do exp. 1 (A) ou exp. 2 (B).

P = 0,01
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4 CONCLUSAO GERAL

A suplementacdo com butafosfan e cianocobalamina seriada aumenta a
producdo de embrides in vitro de vacas Jersey sem obrigatoriamente afetar os
AGNES circulantes. Quando a suplementacdo com buafosfan e
cianocobalamina reduziu os AGNES, foi capaz de aumentar o nimero e a
qualidade de odcitos vidveis recuperados. Portanto, os mecanismos de acdo
do butafosfan e cianocobalamina sobre os odcitos e producado de embrides in

vitro necessitam de mais estudos para serem esclarecidos.
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