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RESUMO

O estudo foi realizado com o intuito de avaliar potenciais efeitos na producao e qualidade de
gametas, levando em conta possiveis consequéncias na producdo in vitro de embrides (PIVE).
Foram realizados dois experimentos, sendo o primeiro para avaliar qualidade do sémen e o
segundo para avaliar a qualidade do complexo cumulus-ovdcito (COC) e PIVE. Touros (n=14) e
matrizes (n=16) da raca Nelore foram divididos em grupo controle (GC) ou grupo tratamento
(DIF). O grupo tratado recebeu o diflubenzuron misturado a suplementagao mineral (30
mg/animal/dia) em um periodo de exposi¢do de nove semanas. Foi realizado a pesagem e
colheita de sangue durante o periodo experimental. Coletas de sémen e aspiragdes foliculares
guiadas por ultrassom foram realizadas com um intervalo de duas semanas. Apds avaliacao
fisica e morfoldgica, o sémen foi armazenado para uma futura andlise computadorizada de
outros parametros. Os COC aspirados foram avaliados de acordo com sua morfologia e
aqueles classificados como vidveis foram enviados para o laboratdrio de PIVE. O diflubenzuron
ndo demonstrou efeitos (p>0,05) na média de peso corporal ou outros parametros
hematoldgicos e bioquimicos, independendo também de género. No experimento 1, ndo
houve diferenca (p>0,05) entre o GC e DIF nos parametros espermaticos de concentracao,
morfologia e motilidade. No experimento 2 também nao houve variagdes significativas nos
numeros totais, vidveis ou de classificacao | de ovdcitos, assim como nas taxas de clivagem
(p>0,05). Portanto administragées orais de diflubenzuron em doses recomendadas, nado
demonstraram efeitos deletérios a curto prazo na produgao e qualidade espermatica ou no
desenvolvimento de ovdcitos e seu potencial na PIVE.

Palavras-chave: Difly, toxicologia reprodutiva, producdo in vitro de embrides.
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1. INTRODUCAO

O diflubenzuron (DFBZ) (1-(4-clorofenil)-3-(2,6-diflurobenzoil)uréia) € uma molécula
da classe das benzoilfeniluréias, classe amplamente utilizada desde os anos 70 no controle de
artrépodes tanto em dreas urbanas como em areas rurais (SUN et al., 2015). Sua acdo se
baseia na inibicdo da sintese de quitina, material que comp&e o exoesqueleto, regulando
assim o crescimento de larvas e outros estagios juvenis de insetos. A aplicacdo do DFBZ na
pecudria se da principalmente no controle de mosca-dos-chifres (Haematobia irritans), mosca
comum (Musca domestica), mosca dos estdbulos (Stomoxys calcitrans) e o carrapato-de-boi
(Rhipicephalus microplus)(GRISI et al., 2014; RODRIGUES; LEITE, 2013). O DFBZ é pouco
absorvido no trato gastrointestinal de bovinos, sendo excretado quase em sua totalidade nas
fezes e urina, ndo havendo a necessidade de periodo de caréncia para abate e podendo ser
usado em animais lactantes (IVIE, 1978; TFOUNI et al., 2013; VAN DER LEEK et al., 1991).
Utilizando doses recomendadas, os residuos na carne e no leite sdo indetectaveis ou ficam
dentro de quantidades residuais aceitaveis (FAO, 2011), representando assim baixos riscos
para a saude publica (JUNQUERA et al., 2019; SUN et al., 2015).

Por mais que o uso do DFBZ seja seguro para o gado, sua toxicologia em espécies ndo-
alvo é controversa. Nao foram observados efeitos carcinogénicos in vitro (BAYOUMI et al.,
2003; PEROCCO; COLACCI; GRILLI, 1993), porém efeitos dose-dependentes de genotoxicidade
e mutagenicidade foram observados em certos modelos animais (DE BARROS et al., 2013).
Outros possiveis modelos ndo demonstraram tais efeitos prejudiciais (QUARLES; NORMAN;
KUBENA, 1980). Essa divergéncia pode estar associada ao efeito indireto de metabdlitos,
como a 4-cloroanilina, oriunda da pequena por¢do que é absorvida e metabolizada pelo
individuo (DE BARROS et al., 2016). O DFBZ também demonstrou induzir apoptose e aumento
na producado de espécies reativas de oxigénio (LEE et al., 2021). Efeitos deletérios nas células
e na integridade do DNA s3o particularmente problematicos em gametas e embrides, sendo
esses importantes fatores a se levar em conta na toxicologia reprodutiva. Além do efeito
supressor na sintese de quitina, o DFBZ também prejudica a oogenese e reduz a populacdo
folicular em insetos adultos (SMAGGHE; ZOTTI; RETNAKARAN, 2019). Tais efeitos podem

potencialmente agir na gametogénese de outras espécies, sendo esse um ponto de risco a se



avaliar. No entanto, poucos estudos avaliaram os potenciais efeitos reprodutivos do DFBZ em
bovinos.

A PIVE é uma das principais técnicas utilizadas para producao de embrides em diversos
paises, atingindo nimeros de producao trés vezes maiores quando comparados a producao
in vivo (VIANA, 2020). Além de uma importante ferramenta em programas reprodutivos, a
PIVE também é usada como uma importante forma de verificar efeitos ambientais e
alteragGes enddcrino-reprodutivas. A maturacao in vitro (MIV) de ovécitos bovinos vem sendo
proposta como um possivel método de avaliar agressdes quimicas e seus consequentes
disturbios, necessitando de uma menor quantidade de animais para demonstrar possiveis
efeitos deletérios quando comparado a modelos de estudo in vivo (LUCIANO et al., 2010). O
uso de espécies bovinas como modelo experimental também pode ser utilizado para averiguar
possiveis efeitos tdxicos na reproducdao humana, devido a proximidade na fisiologia ovariana
das duas espécies (SANTOS; SCHOEVERS; ROELEN, 2014). De forma similar, avancos na
avaliacdo de sémen como o uso de computer-assisted sperm analysis (CASA), possibilitaram
uma maior acuracia na identificacdo de possiveis interferéncias na fisiologia reprodutiva
masculina.

O objetivo do estudo foi avaliar efeitos deletérios a curto prazo ocasionados pelo uso
de DFBZ na quantidade, qualidade e potencial de desenvolvimento de gametas bovinos.
Assim, o uso de diferentes técnicas analiticas como o CASA e modelos in vitro-in vivo
associados a aspiracao e PIVE sdo importantes para validar avaliacdes téxicas anteriores e a

seguranca de uso do DFBZ em bovinos.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Inibidores da sintese de quitina sdo farmacos que atuam diretamente na producao
desse polissacarideo. Assim, artrépodes que necessitam da quitina para formagdao do
exoesqueleto, principalmente quando em estagios mais juvenis, morrem por desidratacdo
devido a ma formacao de estruturas externas. Tal farmacodinamica é de grande seletividade,
uma vez que mamiferos ndo necessitam da producdo de quitina, sendo virtualmente atéxico

para mamiferos nao-alvo (JUNQUERA et al., 2019; OLIVEIRA; STASI, 2012; SUN et al., 2015).

O DFBZ é uma das principais moléculas das benzoifeniluréias, inibidores da sintese de
quitina amplamente utilizados na agricultura e na pecuaria para controle de pragas
(JUNQUERA et al.,, 2019). A seguranca de farmacos como o DFBZ deve continuar sendo
testada, sem deixar de lado possiveis consequéncias reprodutivas, visto que novos métodos

analiticos e modelos experimentais vem sendo desenvolvidos.

Porém, em diferentes modelos experimentais, foram demonstrados efeitos adversos.
Entre eles, a formacdo de meta-hemoglobina e aumento na producdo de reticulécitos foram
demonstradas em ratos (TASHEVA; HRISTEVA, 1993). Presenca de uréia e enzimas hepaticas
aumentadas também foram evidenciadas quando utilizado em doses maiores do que o
recomendado em ratos, assim sendo necessario verificar possiveis sinais de toxicidade

sistémica (DE BARROS et al., 2016).

J& no aspecto reprodutivo, é necessario levar em conta o DFBZ como um possivel
agressor, uma vez que tal fato ja foi demonstrado, havendo a diminuicao do peso testicular e
diminuicdo na producdo didria de espermatozoides (DE BARROS et al.,, 2016). Outras
moléculas da classe das bezoilfenilureias também possuem efeitos prejudiciais no aparato
reprodutivo. O lufenuron demonstrou também em ratos aumentos em taxas de reabsor¢ao e
perda fetal pds-implantacdo, o que indica que tal farmaco influéncia em aspectos reprodutivos
(BASAL et al., 2020). Por tanto, a avaliacdo com diferentes métodos deve ser realizada a fim
de descobrir a forma de agressao e consequentemente destinar corretamente o uso de tais
farmacos. Novos métodos como o uso de CASA e a PIVE, podem ser bons indicativos de
possiveis alteracdes reprodutivas causadas pelo farmaco (KOLLAR; HORVATH; CSENKI-BAKOS,
2021).



Achados in vitro também demonstraram que células da glandula mamadria podem
realizar apoptose devido a um aumento na produc¢do de espécies reativas de oxigénio. Tais
espécies reativas geram um aumento no estresse oxidativo, uma vez que interagem com DNA
e lipideos. Tal genotoxicidade indireta deve ser avaliada, assim sendo a PIVE uma boa op¢ao
para evidenciar possiveis efeitos com o uso de uma menor quantidade de animais para tal fim
(LUCIANO et al., 2010). Outras classes praguicidas também ocasionam aumento nas espécies
reativas de oxigénio, sendo esse um fator deletério para o desenvolvimento de embrides in

vitro (SEFCIKOVA et al., 2018; VASCONCELOS et al., 2014).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e localizagao

O experimento 1 foi realizado em uma fazenda privada localizada em Formosa, GO,
Brasil. Touros puberes de raca nelore (Bos taurus indicus) (n=14), sem anormalidades
detectaveis durante o exame androldégico foram selecionados. Os touros foram mantidos em
pasto de Brachiaria sp. com acesso irrestrito a dgua, recebendo também 2Kg/animal/dia de
suplementag¢dao mineral. O experimento 2 foi conduzido na esta¢dao experimental Sucupira
(Embrapa), localizada em Brasilia, DF, Brasil. Novilhas, nuliparas, puberes e ciclicas da racga
Nelore (Bos taurus indicus) (n=16) sem patologias reprodutivas detectadas durante o exame
ginecoldgico foram selecionadas. Tais novilhas foram confinadas e receberam uma dieta de
manutencdo constituida por silagem de milho e suplementag¢do mineral (100 mg/Animal/dia),
havendo um periodo de adaptacdo de duas semanas anterior ao experimento. Todos os
procedimentos utilizando animais para pesquisa foram realizados de acordo com as diretrizes
da Comissdo de Etica, Bioética e Bem-estar Animal (CEBEA), sendo aprovadas pela comissdo
de Etica no Uso de animais da Embrapa (Protocolo CEUA-002/2022). O proprietdrio da fazenda

privada assinou um termo de consentimento para uso dos animais no estudo.

3.2 Delineamento experimental

O estudo foi subdividido em dois experimentos (para touros e novilhas,
respectivamente), ambos seguindo um delineamento experimental semelhante. Em ambos os
experimentos, os animais foram divididos em grupo controle (GC) e grupo tratamento (DIF).
Os touros foram alocados nos grupos de forma aleatdria, porém as novilhas foram ranqueadas
de acordo com sua populacdo de foliculos antrais (PFA), e em ordem decrescente foram
alocadas de forma alternada no GC ou DIF. O balanceamento da distribuicdo foi confirmado
devido a auséncia de diferenca (p>0,05) na contagem da PFA ao inicio do experimento. O
grupo experimental recebeu a suplementacdo mineral com a adicdo do DFBZ (DIF) ou nao
(GC), sendo calculada para cumprir com as necessidades minerais diarias, sendo fornecido no
grupo DIF de forma a garantir o consumo de 1g da formula¢do comercial (Difly, Champion,
Anapolis, Brasil) de DFBZ a 3% (30 mg/animal/dia), durante nove semanas. O peso corporal foi

mensurado e amostras de sangue foram colhidas semanalmente nas novilhas e a cada 15 dias



nos touros. As coletas de sémen e aspira¢oes foliculares guiadas por ultrassom (OPU) foram
realizadas logo apés o tratamento com um intervalo de duas semanas, totalizando assim 5
sessOes em cada experimento. Foi realizada a analise fisica e morfolégica do sémen, havendo
preservacao de amostras para futuras andlises computadorizadas, utilizando o computer-
assisted sperm analysis (CASA). Os complexos cumulus-ovécitos aspirados foram avaliados de

acordo com sua morfologia e enviados a um laboratdrio de PIVE.

3.3 Colheita de sangue e analise

Amostras sanguineas foram coletadas por pun¢do da veia ou artéria coccigea,
utilizando agulhas de dois lados 21G. Duas amostras de cada animal foram coletadas em tubos
de vacuo de 5 mL, uma com e outra sem K3 EDTA (Vacutainer Systems; Becton Dickinson, Sao
Paulo, SP, Brasil). As amostras foram refrigeradas (5°C) e transportadas para um laboratério

comercial de andlise. Cada amostra teve hemograma e marcadores bioquimicos avaliados.

3.4 Coleta de sémen e analise

As amostras de sémen foram coletadas por eletroejacula¢do descritos por (DOROTEU
et al., 2021). Os touros foram colocados em um tronco de contencdo individual e a ejaculacdo
foi induzida pelo eletroejaculador na predefinicao #4 (Autojac 3, Neovet, Uberaba, Brasil).
Amostras (20 uL) de sémen fresco foram avaliadas sob um aumento de 200x para verificar
turbilhonamento, vigor e motilidade, e sob um aumento de 1000x para avaliagao morfoldgica
das células espermaticas.

O sémen foi diluido em uma proporcao de 1:1 com o diluidor (Optixcell, IMV
Technologies Brasil, Campinas, Brasil) e mantido em refrigeracdao (5°C) até o laboratério. O
sémen fresco de cada touro foi re-diluido em proporg¢ao 1:10 em Optixcell e uma amostra de
3 ulL foi analisada em cadmara de contagem (Leja, IMV Technologies) utilizando CASA (Sperm
Vision Minitube GMBH, Tiefenbach, Germany), com a predefinicdo padrdao do equipamento.
O sémen restante foi diluido, de acordo com a concentracdo determinada pelo CASA, para
uma concentracdo final de 50 x 10% espermatozoides/ml, colocados em palhetas de 0,5 mL,
estabilizados a 4°C por 4 horas e congelados, utilizando uma maquina de congelamento

(Cryogen, Neovet) com a curva de resfriamento padrdo para gado. Amostras do sémen



congelado também foram avaliadas por CASA, imediatamente apds o descolgelamento ou

apos submissdo ao teste de termo-resisténcia (TRT) durante 4 horas.

3.5 Aspiracdo dos ovacitos e produgao in vitro de embrides

Todos os exames ultrassonograficos e a OPU foram realizadas utilizando um
equipamento de ultrassonografia portatil (MyLab 30 Gold Vet, Esaote, Genova, ltalia)
equipadas com transdutor linear retal de 7.5 MHz ou microconvexo vaginal de 7.5 MHz
montado em guia e agulha de aspiracdo de polietileno (WTA Tecnologia Aplicada, Cravinhos,
Brasil). Antes da primeira OPU, a PFA foi gravada e contada para balancear a distribuicdo das
novilhas entre os tratamentos.

Os procedimentos da OPU-PIVE foram descritos por (MALARD et al., 2020). Os COC
imaturos foram coletados por puncdo e aspiracao folicular de foliculos visiveis (>2mm),
usando agulhas 20 G e pressdo de aproximadamente 80 mm/Hg. O fluido folicular foi aspirado
para tubos de 50 mL contendo DPBS adicionado de 1% de soro fetal bovino (SFB) e 125 Ul/mL
de heparina sddica. A qualidade dos COCs foi avaliada sob estéreo microscdpio a um aumento
de 40x, sendo aqueles classificados como vidveis de acordo com sua morfologia, transferidos
para tubos de 1,2 mL cryotubes (Corning, Nova lorque, EUA) contendo meio de maturagdo. Os
ovdcitos foram transportados em uma incubadora portatil (Minitub do Brasil, Porto Alegre,
Brasil) a 38°C ao laboratorio de PIVE.

O COC de cada doadora passou pelos estagios de MIV, fecundacgao in vitro (FIV) e
cultivo in vitro (CIV) separadamente. A MIV teve duracdo de 20 h em TCM199 (Gibco, Nova
lorque, EUA) suplementado com 0,05 Ul/mL de FSH (Pluset, Hertape-Calier, Barcelona,
Espanha), 1Img/mL de estradiol e 10% de SFB em estufa com atmosfera de 5% CO, a 38,5°C.
COC expandidos foram parcialmente desnudos e transferidos para gotas com meio TALP
suplementado com 10 pg/mL de heparina, 20 uM D-penicilamina, 10uM hipotaurina e 1 uM
epinefrina. FIV foi realizada com 1 x 10° espermatozoides/mL durante 18h. O sémen de apenas
um touro de fertilidade comprovada foi utilizado para a fecundagdo. Os possiveis zigotos
foram cultivados em gotas de fuido de oviduto sintético (SOFaa) suplementado com
aminodcidos, 0,34 mM de tricitrato de sdédio, 2,77 mM de myo-insotol e 10% de SFB
submersos em 6leo mineral. As taxas de clivagem e blastocistos foram determinadas em 72h

e 168h ap6s a inseminacdo. Os blastocistos foram classificados de acordo com seus estagios



de desenvolvimento (blastocisto inicial, blastocisto, blastocisto expandido ou blastocisto
eclodido). Um  subconjunto de blastocisto expandidos (aproximadamente
30/manipulagdo/grupo) foram colocados em laminas, corados com corante Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e avaliados no microscépio (aumento de x1000) para o

numero de células (Massa celular interna e trofoblasto).

3.6 Analise de dados

Parametros relacionados ao peso, hematolégicos e bioquimicos, produgao e qualidade
espermatica, colheita de ovdcitos e PIVE foram comparados entre o GC e DIF utilizando o
GLIMMIX procedure (SAS Studio 3.8 University Edition; SAS Institute Inc. Cary, NC, EUA) para
mensuragoes repetidas durante o tempo. O teste incluiu os efeitos do tratamento (controle
ou DFBZ), tempo (coleta de sémen ou sessao de OPU-PIVE), e suas interagdes, sendo também
ajustado para o tipo de distribuicio de cada varidvel. Devido a uma baixa frequéncia
individual, patologias espematicas foram agregadas em defeitos maiores e menores como
descreve Johnson (1997). Blastocistos expandidos também foram divididos em grupos de
acordo com a quantidade de células, sendo esses >100 ou <100. A diferenca entre médias foi

determinada utilizando teste T. Resultados sao demonstrados por médiaterro padrao.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peso corporal e parametros hematoldgicos ndo demonstraram diferenca entre o GC
e DIF (tabela 1). Ndo foram demonstrados efeitos no uso de DFBZ (p>0,05), independente do
sexo quando comparados os grupos DIF e GC. Efeitos tempo-dependentes (p<0,05) foram
observados no peso de machos e nos parametros hematoldgicos, com exce¢dao do
hematdcrito (p>0,05). J4 em fémeas ndo ouve efeito tempo-dependente para peso (p>0,05),
porém houve para todos os outros parametros hematoldgicos (p<0,05). Entretanto, a
interacdo entre tratamento x tempo foi observada apenas para creatinina e fosfatase alcalina

em machos (p<0,05).

Tabela 1: Peso corporal e parametros hematoldgicos (média + erro padrdo) de touros e novilhas Nelore (Bos taurus indicus) tratados
(DIF) ou ndo (GC) com 30 mg/DFBZ/dia, durante 9 semanas.

Parametro Género GC DIF P-value Valor de Ref.?
Tratamento Tempo Trat*tempo

Peso (Kg) M 728.9+20.3 715.5+24.1 0.9831 0.0123 0.2163 --
F 524.1+5.3 559. 5+7.9 0.1057 0.7229 0.9995

Hematdcrito (%) M 39.0+0.8 41.1+0.7 0.2156 0.4779 0.9466 24.0a46.0
F 42.8+0.5 40.9+0.5 0.1842 0.0023 0.1386

Proteina (g/dL) M 7.7+0.1 7.9+0.1 0.1487 0.0462 0.6179 7.0a85
F 7.2+0.1 7.2+0.1 0.5855 <0.0001 0.0982

Creatinina (mg/dL) M 2.5+0.0 2.3+0.1 0.3294 0.0050 0.0419 1.0a2.0
F 2.5+0.2 2.6+0.1 0.2274 0.0074 0.6820

FA® (U/L) M 191.9+10.0 185.7+10.6 0.7244 0.0034  0.0003 90a 170
F 124.6+3.7 120.443.1 0.7806 0.0395 0.5575

Legenda: ! M: macho; F: fémea; 2 Valores de referéncia para os pardmetros fisiolégicos de bovinos adotado pelo laboratdrio
responsavel pela anélise. 3 Fosfatase Alcalina.
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Foi demonstrado em outros modelos experimentais que o tratamento com
Diflubenzuron gera aumento na fosfatase alcalina (FA) (DE BARROS et al., 2016). No presente
estudo, ndo foram observadas alteragdes nos parametros fisiolégicos. Flutuagdes durante o
tempo em biomarcadores ja eram esperados, porém a creatinina foi o Unico pardametro que
se apresentou fora da faixa esperada para a espécie (ROLAND; DRILLICH; IWERSEN, 2014;
ROWLANDS, 1980). Em ambos os grupos, a creatinina se apresentou acima dos valores
considerados como normais pelo laboratério responsdvel. Entretanto os animais
permaneceram sendo monitorados e sadios, sem apresentar outros sinais de intoxicacao.
Especula-se que esse aumento tenha sido devido a fatores ambientais que podem afetar os
limiares e a largura de intervalos, conforme outros relatos (ROLAND; DRILLICH; IWERSEN,

2014).

4.1 Experimento 1

Dois touros ndo se adaptaram a rotina coleta de sémen e foram removidos do
experimento, assim GC e DIF foram constituidos por 5 e 7 touros respectivamente. O
tratamento com DFBZ ndo demonstrou efeitos nos parametros espermaticos em nenhum
aspecto fisico ou no CASA (p>0,05), independentemente de ter sido feita em sémen fresco,
descongelado ou descongelado e sob TRT (Tabela 2). Porém, houve um efeito tempo-
dependente (p<0,05) na maioria dos parametros analisados. Efeitos do tratamento x tempo
foram pouco observados, sendo nesses casos associados a flutua¢Oes dos valores, e ndo a
tendéncias crescentes ou decrescentes durante o experimento.

Tabela 2: Parametros espermaticos (média * erro padrdo) em touros Nelore (Bos taurus indicus) tratados (DIF) ou
ndo (GC) com 30 mg diflubenzuron/dia por 9 semanas.
Parametros GC DIF P-value

Tratamento Tempo Trat*tempo

Exame fisico

Volume (mL) 6.610.4 4.4+0.5 0.0634 0.2365 0.0250
Motilidade (%) 65.61£2.6 65.514.0 0.4239 0.6457 0.1908
Vigor? 3.610.1 3.60.2 0.4205 0.0053 0.0131
Turbilhonamento? 2.510.3 2.7¢0.3 0.6363 0.0001 0.4567
Defeitos maiores (%)? 21.5%2.0 14.1+1.3 0.0569 0.4750 0.2126
Defeitos menores (%)? 8.3+1.9 12.6%2.5 0.2866 0.0356 0.3536

Pardmetros do CASA*
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Sémen fresco
MOT (%)
DCL (um)
DAP (um)
DSL (um)
VCL (um/s)
VAP (um/s)
VSL (um/s)
LIN (%)
STR (%)
WOB (%)
BCF (Hz)
ALH (um)

Sémen descongelado

MOT (%)
DCL (um)
DAP (um)
DSL (um)
VCL (um/s)
VAP (um/s)
VSL (um/s)
LIN (%)
STR (%)
WOB (%)
BCF (Hz)
ALH (um)

Sémen descongelado apés TRT®

MOT (%)
DCL (um)
DAP (pm)
DSL (um)
VCL (um/s)
VAP (um/s)
VSL (um/s)
LIN (%)
STR (%)
WOB (%)
BCF (Hz)

81.8+2.3
80.3+2.1
39.1+0.9
23.1+0.4
185.3+5.0
90.6+2.1
53.8+1.1
0.3+0.0
0.6%+0.0
0.5+0.0
24.6x0.4
7.3+0.2

28.3+2.9
60.7+2.4
30.8+0.9
22.5+0.6
136.615.0
69.8+1.8
50.9+1.3
0.4+0.0
0.7+0.0
0.5+0.0
25.3+0.8
5.4+0.1

21.5%2.5
48.6+2.6
26.5%1.1
20.7+0.8
108.5%5.6
59.6+2.5
46.6+1.8
0.4+0.0
0.8+0.0
0.6+0.0
25.0+0.8

76.4+3.5
81.5+3.1
40.1+1.4
24.5+0.9
187.2+7.0
92.5+3.3
57.1+2.0
0.3+0.0
0.6+0.0
0.5+0.0
24.610.8
7.1+0.3

27.8+2.7
63.1+£3.2
32.8+1.3
24.3+0.9
143.1+6.8
74.9+2.7
55.7+1.7
0.4+0.0
0.7+0.0
0.5+0.0
25.1+0.7
5.5+0.1

18.8+2.0
41.1+1.9
23.310.8
18.4+0.6
92.3+3.8
53.1£1.5
42.2+1.1
0.5+0.0
0.8+0.0
0.6+0.0
22.2+0.8

0.6410
0.6125
0.3150
0.0690
0.6252
0.3205
0.0632
0.1773
0.2532
0.3189
0.2960
0.8133

0.8516
0.6801
0.4527
0.3547
0.5954
0.3450
0.2152
0.2948
0.5747
0.2144
0.8463
0.7235

0.2467
0.1054
0.0787
0.0639
0.0935
0.0711
0.0584
0.2065
0.4490
0.1695
0.0682

0.7706
0.0032
0.022
0.0087
0.0047
0.0258
0.0078
0.0001
0.0001
0.0001
0.2244
0.1458

0.0001
0.0033
0.0081
0.0032
0.0032
0.0096
0.0057
0.0024
0.4309
0.0001
0.0628
0.3370

0.0001
0.0029
0.0009
0.0013
0.0031
0.0003
0.0003
0.0153
0.0388
0.0141
0.0516

0.7290
0.0505
0.0526
0.0407
0.1637
0.1908
0.1105
0.7351
0.8774
0.1447
0.1429
0.6122

0.0132
0.1851
0.1210
0.0281
0.1158
0.0618
0.0104
0.8670
0.5898
0.8608
0.3057
0.0077

0.0097
0.5368
0.4765
0.4316
0.3612
0.2227
0.2101
0.9822
0.6685
0.9821
0.5585
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ALH (pm) 4.2+0.2 4.2+0.1 0.7757 0.1680 0.0117

Legenda: ! Escore subjetivo (1 a 5); 2 Defeitos maiores: acrosoma defeituoso; cabeca amorfa; pouch formation; cabeca
estreita na base; cabega anormal destacada; microcefalico; cabega piriforme; Cauda dobrada com gota citoplasmatica
distal; cauda enrolada; cauda dobrada; acrossoma em saca rolhas; formas tetraldgicas; gota citoplasmatica proximal;
defeitos de peca intermediaria. 3 Defeitos menores: pseudo-gotas; acrossoma destacado; cabeca estreita; macrocefalia;
decapitado; cauda torcida; cauda dobrada; gota citoplasmatica distal; implanta¢io de cauda abaxial.* MOT: Motilidade;
DCL: Distancia curvilinea; DAP: Distancia de caminho médio; DSL: Distancia retilinea; VCL: velocidade curvilinea; VAP:
velocidade média do caminho; VSL: velocidade continua em linha; LIN: linearidade; STR: movimento retilineo; WOB:
coeficiente de Wobble; BCF: frequéncia de batidas cruzadas; ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca; ° teste
de termo-resisténcia.

A toxicologia reprodutiva do DFBZ foi avaliada principalmente em roedores,
demonstrando que uma exposicdo subaguda estava associada a diminuicdo no peso testicular
e na producdo didria de espermatozoides, sem afetar a morfologia espermatica (DE BARROS
et al., 2016). Porém é necessario haver cautela ao comparar as duas espécies (bovinos x ratos)
visto que existem diferencas fisioldgicas e na dose utilizada. Foram poucos relatos que
avaliaram a toxicologia e efeitos reprodutivos do DFBZ em gado. Estudos conduzidos ao final
da década de 70 com jovens machos de raca Holandesa ndo encontraram efeitos deletérios.
Esse estudo realizou apenas uma analise de sémen. Este experimento abrangeu uma janela
de 63 dias, assim possibilitando a ocorréncia de ciclos de espermatogénese por parte do
epitélio seminifero dos touros (STAUB; JOHNSON, 2018). Tais fatores somados ao uso do
CASA, possibilitaram uma analise aprofundada de possiveis efeitos nas células espermaticas.

Nenhuma evidéncia de efeitos indesejados foi demonstrada.

4.2 Experimento 2

As 5 sessOes de OPU renderam 801 (631 vidveis) e 986 (797 viaveis) ovocitos do GC e
do DIF respectivamente. A terceira sessdo de PIVE sofreu contaminacdo microbiolégica, sendo
os dados dessa manipulacdo descartados. Semelhante ao que foi observado no sémen, um
efeito tempo-dependente foi observado para a maioria dos parametros analisados, porém,
ndo foi observada diferenca entre os grupos em nenhum parametro (p>0,05). Foi detectado
uma interacdo tempo x tratamento no nimero de foliculos aspirados (p<0,05) que diminuiu
constantemente no GC e aumentou (p<0,05) da secdo 3 para a 4 no DIF. As proporc¢ées de
blastocistos e embrides > 100 células, demonstrou flutuacdo em ambos os grupos. Os dados

foram compilados na tabela 3.
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Tabela 3: Resultados das secdes de OPU-PIVE (média + erro padrdo) em novilhas Nelore (Bos taurus indicus) tratadas
(DIF) ou ndo (CG) com 30 mg diflubenzuron/dia, durante 9 semanas.

Parametros GC DIF P-value
Treatment Time Trat*tempo

OPUs (n) 40 40

Foliculos aspirados (n) 27.4+2.1 26.7+1.7 0.8826 0.0403 0.0114
Total COC (n) 20.0£1.8 24.7£1.9 0.3694 0.0320 0.1423
Taxa de recuperacgao (%) 78.1+3.1 88.412.4 0.0957 0.1517 0.1786
COC viaveis (n) 15.8+1.6 19.9+1.8 0.3947 0.5842 0.2358
Taxa de viaveis (%) 77.942.0 78.7£1.9 0.8202 <0.0001 0.8760
COCGrau | (n) 2.4+0.4 3.410.6 0.3242 0.0005 0.1747
Ovdcitos desnudos (n) 0.440.1 0.840.2 0.1213 0.0286 0.8598
COC degenerados (n) 2.0+0.3 2.3%0.2 0.4203 0.0010 0.9885
COC Expandidos (n) 2.4+0.3 2.1+0.3 0.6497 <0.0001 0.1420
IVEP (n)? 32 32

Clivados (n) 9.2+1.3 14.5+£2.0 0.1913 0.1373 0.7390
Taxa de clivagem (%) 58.9+3.8 67.5+3.3 0.2893 0.0025 0.7041
Blastocistos (n) 6.1+0.9 9.6%+1.2 0.1873 0.0781 0.8595
Taxa de blastocistos (%) 39.7£3.5 44.5+2.4 0.5301 0.0127 0.2719
Blastocistos expandidos (n) 4.0£0.7 6.210.9 0.2743 0.2368 0.7597
Blastocistos expandidos (%)? 64.2+5.7 63.314.1 0.7913 0.1449 0.0127
Embrides > 100 células (n) 3.5+0.6 3.7+0.6 0.9452 0.0450 0.0010

Legenda: ! Uma sess3o de PIVE foi perdida devido a contaminac3o. Os dados foram excluidos dos célculos; % Calculado sobre o
total de blastocistos.

Quando experimentos possuem contagem de PFA como parametro é o viés de
alocacdo dos individuos dentro dos grupos. Individuos podem produzir quantidades acima de
100 de foliculos (PONTES et al., 2011; RESENDE; BOHRER; VIANA, 2021) diferentemente de
outros que podem recrutar poucos durante uma onda folicular. Assim, tona-se necessario o

uso de estratégias para balancear e alocar corretamente os individuos dentro dos grupos. A
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estratégia utilizada no presente estudo assegura que caso houvesse diferenca entre DIF e GC,
seria devido ao tratamento.

Assim como em touros, ndo foram demonstradas evidéncias de interferéncias no uso
do DFBZ em indices reprodutivos. Porém algumas alteracdes tempo-dependentes eram
esperadas, particularmente reducdes na obtencdo dos ovécitos, devido a repetidas OPUs
(GIMENES et al., 2015). Nao foram encontrados estudos anteriores que associassem agressoes
causadas pelo DFBZ gerando efeitos na qualidade de ovécitos. No caso dos insetos, ndo ha
apenas uma agao na produc¢do de quitina, mas também efeitos na reproducdo de fémeas
adultas, reduzindo populagdo folicular, formacao de gema e fecundagdao (SMAGGHE; ZOTTI;
RETNAKARAN, 2019; SOLTANI-MAZOUNI, 1994). Tais mecanismos ndo sao completamente
conhecidos. Possivelmente efeitos prejudiciais reprodutivos podem ser de dificil
demonstragdo em grandes animais mono-ovulatérios como bovinos, visto que ha a
necessidade de utilizar muitos animais para enriquecer as varidveis e controlar efeitos
ambientais. Por tanto, o modelo utilizado necessita de avaliar uma grande quantidade de
gametas, assim como a avaliacdo do potencial de desenvolvimento durante os pontos criticos
de maturacao, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario precoce.

Em ambos os grupos, a recuperacao de ovdcitos e sua qualidade, assim como clivagem
e taxa de embrides foram similares a relatos anteriores (MALARD et al., 2020; PONTES et al.,
2009, 2011). Assim, as evidéncias sugerem que nao houve interferéncia do tratamento com

DFBZ na foliculogénese e maturacdo ovocitaria, diferente do que é observado em artrépodes.
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5. CONSIDERGOES FINAIS

Em geral, ndo foram demonstradas evidéncias de efeitos deletérios significativos do
tratamento com Diflubenzuron a curto prazo, em dose recomendada na qualidade de gametas
ou no potencial de desenvolvimento de embrides bovinos, assim indicando o farmaco como

uma possivel escolha para animais em regime reprodutivo.
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