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RESUMO

REZENDE, Romulo Germano. Efeito da infusdo ruminal de propilenoglicol sobre os
parametros metabolicos e a producdo in vitro de embrides de vacas holandesas. 2019.
86p Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacédo oral de 500 mL de
propilenoglicol (PPG) a cada 12 horas por 5 dias. Foram realizados dois experimentos:
Experimento 1: Efeito do tratamento com propilenoglicol sobre as concentracdes séricas
de glicose, insulina, betahidroxibutirato (BHBA), &cidos graxos ndo esterificados
(NEFA) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) em fémeas da raca
Holandesa (Bos taurus) e Experimento 2: Efeito do tratamento com propilenoglicol na
qualidade dos odcitos e nas taxas de producdo in vitro de embrides (PIVE) de fémeas da
raga Holandesa (Bos taurus). No Experimento 1, foram utilizadas 28 fémeas de diferentes
categorias, divididas em grupo controle (CTL; vacas lactantes, n= 7 e vacas secas, N=7)
e grupo PPG (vacas lactantes, n= 7 e vacas secas n= 7). Foram realizadas coletas de
sangue uma vez ao dia 90 minutos ap6s o tratamento com PPG durante 5 dias. Ainda, no
quinto dia foram realizadas coletas de sangue a cada 45 minutos (0, 45, 90, 135 e 180
minutos) para andlises de glicose, insulina, NEFA, BHBA e IGF-1. No Experimento 2,
foram utilizadas 323 fémeas de diferentes categorias divididas em grupo controle CTL
(vacas em inicio de lactacdo, n= 41; vacas repetidoras de servi¢o, n= 38, vacas secas, n=
45 e novilhas, n=39) e grupo PPG (vacas em inicio de lactacdo, n= 37, vacas repetidoras
de servico, n = 36, vacas secas, =49 e novilhas, n= 38). A OPU foi realizada no dia 0
para ablacdo folicular e sincronizagdo da emergéncia da onda e crescimento folicular e,
apos 5 dias de tratamento com PPG, foi realizada a OPU para a PIVE. Os od4citos
aspirados foram maturados durante 24 horas, fecundados com sémen sexado e cultivados
in vitro. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistical Analysis
System (SAS®, Version 9.4). No Experimento 1, verificou-se que a suplementagdo com
PPG aumentou a concentracdo sanguinea de glicose durante os 5 dias de tratamento
(P=0,01) e durante os 180 minutos apds o Gltimo tratamento (P=0,002). Houve interacdo
tratamento*tempo (P=0,02) para as concentracdes de glicose durante os 5 dias.
Entretanto, ndo houve interacdo tratamento*tempo, categoria*tempo e
tratamento*categoria para a glicose durante 180 minutos apds o Gltimo tratamento. A
insulina circulante aumentou no grupo suplementado com PPG durante os 5 dias de
tratamento (P=0,0001) e durante 180 minutos ap6s o ultimo tratamento (P=0,04).
Verificou-se que as vacas em lactacdo apresentaram maiores concentragdes de insulina
durante os 5 dias de tratamento (P=0,04) e durante 180 minutos apds o Gltimo tratamento
(P=0,04). N&o houve interacdo tratamento*tempo, categoria*tempo e
tratamento*categoria. Ndo foi observada elevacdo das concentragdes séricas de IGF-1
conforme tratamento (P=016) e categoria (0,19), bem como interacao tratamento*tempo
categoria*tempo e tratamento*categoria durante os 5 dias de tratamento. Entretanto, o
IGF-1 aumentou em vacas secas tratadas com PPG durante 180 minutos apos o ultimo
tratamento (P=0,02). N&o foi observada interagdo tratamento*tempo, categoria*tempo e
tratamento*categoria. Notou-se reducdo nas concentracdes sanguineas de NEFA nos
animais tratados com PPG durante os 5 dias de tratamento (P=0,01) e durante os 180
minutos apos o Ultimo tratamento (P=0,005). N&o houve efeito de categoria e de interacao
tratamento*tempo, categoria*tempo e tratamento*categoria. Para 0 BHBA, houve



interacdo tratamento*categoria para as vacas tratadas durante os 5 dias. Entretanto ndo
houve tratamento*tempo e categoria*tempo. Durante os 180 minutos ap6s o Ultimo
tratamento, 0 BHBA diminuiu nos animais tratados com PPG (P < 0,001). N&do houve
interacdo tratamento*tempo, categoria*tempo e tratamento*categoria. No Experimento 2
foi verificado aumento (P=0,058) da taxa de desenvolvimento embrionario de novilhas
pré puberes suplementadas com PPG (16% vs. 26%). Em vacas secas foi observado
aumento (P=0,058) na taxa de clivagem nos animais tratados com PPG (44% vs. 47%).
Em vacas no inicio de lactacdo houve aumento (P=0,02) na taxa de blastocistos (18% vs.
37%) e na taxa de clivagem (37% vs 52%) nos animais tratados com PPG. Nessa
categoria, houve reducdo no numero de odcitos recuperados por OPU nos animais
tratados (5,66 + 0,69 vs. 3,7 £ 0,53; p = 0,004), porém, ndo houve diferenca no nimero
de embrides produzidos (0,98 £ 0,21 vs. 1,14 + 0,19; P= 0,83). N&o foram observadas
diferencas na eficiéncia de producédo de embrides em vacas no final de lactacdo tratadas
com PPG. Conclui-se que a suplementacdo de 500 mL com PPG em fémeas da raca
Holandesa a cada 12 horas por 5 dias, aumentou as concentra¢fes sanguineas de glicose,
insulina e diminui NEFA e BHBA. Entretanto, ndo se verificou alteracdo nas
concentracdes séricas de IGF-1. As taxas de PIVE aumentaram em novilhas, vacas em
inicio de lactacdo e vacas secas tratadas com PPG. Entretanto, ndo se verificou efeito na
PIVE em vacas no final de lactacéo.

Palavras-chave: Vacas holandesas; glicose; lactacdo; propilenoglicol; OPU.



ABSTRACT

REZENDE, Romulo Germano. Effect of ruminal infusion of propylene glycol on
metabolic parameters and in vitro embryo production of Holstein cows

2019. 86p Thesis (PhD in Sciences) - Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics,
University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil.

The aim of the present study was to evaluate the effects of oral supplementation of 500
mL of propylene glycol (PPG) every 12 hours for 5 days. Two experiments were
performed: Experiment 1: Effect of propylene glycol treatment on serum concentrations
of glucose, insulin, betahydroxybutyrate (BHBA), non-esterified fatty acids (NEFA) and
insulin-like growth factor (IGF-1) in Holstein (Bos taurus) females and Experiment 2:
Effect of propylene glycol treatment on oocyte quality and in vitro embryo production
rates (PIVE) of Holstein (Bos taurus) females. In Experiment 1, 28 females of different
categories were used, divided into: control group (CTL; lactating cows, n = 7 and dry
cows, n =7) and PPG group (lactating cows, n = 7 and dry cows n = 7). . Blood samples
were taken once a day 90 minutes after PPG treatment for 5 days. Also, on the fifth day,
blood samples were collected every 45 minutes (0, 45, 90, 135 and 180 minutes) for
glucose, insulin, NEFA, BHBA and IGF-1 analyzes. In Experiment 2, 323 females of
different categories were divided into control group CTL (early lactating cows, n = 41;
repeat breeder cows, n = 38, dry cows, n = 45 and heifers, n = 39 ) and PPG group (early
lactating cows, n = 37, service repeating cows, n = 36, dried cows, n = 49 and heifers, n
= 38). An OPU was performed on day 0 for follicular ablation, synchronization of wave
emergence and follicular growth, and after 5 days of PPG treatment, OPU was performed
for the IVEP. Aspirated oocytes were matured for 24 hours, fertilized with sexed semen
and cultured in vitro. Statistical analyzes were performed using the Statistical Analysis
System software (SAS®, Version 9.4). In Experiment 1, it was found that
supplementation with PPG increased blood glucose concentration during the 5 days of
treatment (P = 0.01) and during the 180 minutes after the last treatment (P = 0.002). There
was interaction treatment * time (P = 0.02) for glucose concentrations during the 5 days.
However, there was no interaction treatment * time, category * time and treatment *
category for glucose 180 minutes after the last treatment. Circulating insulin increased in
the PPG supplemented group during the 5 days of treatment (P = 0.0001) and for 180
minutes after the last treatment (P = 0.04). Lactating cows were found to have higher
insulin concentrations during the 5 days of treatment (P = 0.04) and for 180 minutes after
the last treatment (P = 0.04). There was no interaction treatment * time, category * time
and treatment * category. No increase in serum IGF-1 concentrations was observed
according to treatment (P = 016) and category (0.19), as well as treatment * time category
* time and treatment * category interaction during the 5 days of treatment. However, IGF-
1 increased in PPG-treated dry cows 180 minutes after the last treatment (P = 0.02). No
interaction treatment * time, category * time and treatment * category was observed.
Reduction in NEFA blood concentrations was observed in the PPG-treated animals
during the 5 days of treatment (P = 0.01) and during the 180 minutes after the last
treatment (P = 0.005). There was no effect of category and interaction treatment * time,
category * time and treatment * category. For BHBA, there was treatment * category
interaction for cows treated during the 5 days. However there was no treatment * time
and category * time. During 180 minutes after the last treatment, BHBA decreased in
PPG-treated animals (P <0.001). There was no interaction treatment * time, category *
time and treatment * category. Experiment 2 showed an increase (P = 0.058) in the



embryonic development rate of prepubertal heifers supplemented with PPG (16% vs.
26%). In dry cows an increase (P = 0.058) on the cleavage rate was observed in PPG
treated animals (44% vs. 47%). In early lactating cows there was an increase (P = 0.02)
on the blastocyst rate (18% vs. 37%) and cleavage rate (37% vs 52%) in PPG-treated
animals. In this category, there was a reduction in the number of oocytes recovered by
OPU in the treated animals (5.66 = 0.69 vs. 3.7 = 0.53; P = 0.004), but there was no
difference in the number of embryos produced (0 98 £ 0.21 vs. 1.14 £ 0.19; P = 0.83). No
differences in embryo production efficiency were observed in late lactating cows treated
with PPG. It was concluded that supplementation of 500 mL with PPG in Holstein
females every 12 hours for 5 days increased blood glucose, insulin and decreased NEFA
and BHBA. However, there was no change in serum IGF-1 concentrations. IVEP rates
increased in heifers, early lactating cows and dry cows treated with PPG. However, there
was no effect on the IVEP of late lactating cows.

Keywords: Dutch cows; Glucose; Lactation; Propylene glycol; OPU.
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1 INTRODUCAO

A produgéo in vitro de embrides (PIVE) de doadoras Bos taurus com aptidao leiteira
apresenta resultados insatisfatorios quando comparado a doadoras Bos indicus (PONTES et
al., 2010; GIMENES et al., 2015). Varios estudos correlacionam esses resultados a fatores
como baixa populacdo folicular, estado metabolico, estresse térmico e/ou nutricional
(SALES 2011; BARUSELLLI et al., 2012; BATISTA et al., 2014; VIEIRA et al., 2014).
Esses estudos também correlacionam a baixa competéncia oocitaria como fator determinante
para a baixa eficiéncia da técnica da PIVE nas fémeas leiteiras de alta producéo. A elevada
producdo de leite aumenta a demanda energética além da capacidade de ingestao de energia,
levando o animal a um estado de balanco energético negativo (BEN) que, por consequéncia,
pode levar a reducdo da eficiéncia reprodutiva do rebanho (SANTOS et al., 2008).

Com a finalidade de reduzir os efeitos do estresse metabolico e nutricional de
doadoras de embrido da raca Holandesa, € determinante o estabelecimento de estratégias
para aumentar a eficiéncia da PIVE em animais Bos taurus (ARMSTRONG et al., 2001,
FRERET et al., 2006). Nesse sentido, estudos foram realizados a fim de estabelecer
estratégias nutricionais visando o aumento da producédo de embrides de doadoras Bos taurus
(ARMSTRONG et al., 2001; FRERET et al., 2006; SANTOS et a., 2008; SALES et al.,
2015).

Uma estratégia nutricional para aumentar a eficiéncia reprodutiva de doadoras de
embrido ainda pouco estudada quanto aos impactos na reproducdo é o tratamento com
propilenoglicol (PPG). O PPG é um precursor gliconeogénico amplamente utilizado no
tratamento de cetose em vacas no peri-parto e pos-parto recente (NIELSEN;
INGVARTSEN, 2004; KRISTENSEN; RAUN, 2007). Vacas com aptiddo leiteira
submetidas a infusdo ruminal de PPG tém incremento da glicose circulante, juntamente com
a elevacdo dos niveis séricos de insulina (NIELSEN; INGVARTSEN, 2004).

Lucy (2008) relatou que a glicose atua coordenando todo o metabolismo animal
influenciando positivamente as concentragdes de insulina e fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-1). A glicose atua estimulando a liberacdo de insulina que por sua vez
influencia o figado a liberar IGF-1 na circulagdo. Esses horménios em conjunto atuam
diretamente no ovario estimulando a proliferagéo, diferenciacédo e sobrevivéncia das células
foliculares (BUTLER et al., 2003; LUCY, 2008). Vacas de aptiddo leiteira e ovelhas em
BEN ou subnutridas possuem concentragdo reduzida de IGF-1 (SCARAMUZZI et al.,
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2006). Existem estudos que relacionam a baixa concentragdo circulante de IGF1 com
comprometimentos na fertilidade (BUTLER, 2000; ARMSTRONG et al., 2001;
SCARAMUZZI et al., 2006

A infusdo ruminal de PPG reduz a concentracdo serica de betahidroxibutirato
(BHBA) e de &cidos graxos ndo esterificados (NEFA). Esse efeito ocorre devido ao aumento
do aporte de glicose, que leva a redugdo da mobiliza¢do das reservas corporais dos animais
tratados (STUDER et al., 1993; PICKETT; PIEPENBRINK; OVERTON, 2003). Alguns
autores relacionam o efeito negativo dos NEFA sobre a composic¢éo e funcéo dos oocitos e
células foliculares (LEROY et al., 2011; VAN HOECK et al., 2011; WATHES;
CLEMPSON; POLLOTT, 2012).

A capacidade de desenvolvimento oocitario € dependente do aporte energético
adequado. A glicose entra nas células através do auxilio de transportadores (GLUTSs 1-8;
PANTALEON; KAYE, 1998; AUGUSTIN et al., 2001). No entanto, estudos em ratos
relatam que o IGF-1 e 0 horménio do crescimento (GH) podem afetar a expressdo de RNAm
GLUT-1 e consequentemente, a captacdo de glicose pelos embrides (ZHOU; BIEVRE;
BONDY, 2000). Oropeza (2004) observou que a aplicacdo intraovariana de IGF-1 em
animais pré-puberes promove condi¢Bes oocitarias favoraveis para estimular posteriormente
a transcricdo de GLUT-1 durante a ativacdo do genoma embrionario. Nesse estudo, 0s
embrides que apresentavam maior expressdo de RNAm para GLUT-1 foram associados a
maior propor¢do de embrides que progrediram para o estagio de blastocisto. Diante disso,
0s autores sugeriram que 0s 00citos de doadoras pré-puberes parecem possuir deficiéncia na
expressdo de transportadores de glicose e insuficiente tradugdo proteica, 0 que sugere a
importancia da disponibilidade de glicose para o sucesso na PIVE em bovinos.

Neste contexto, Gamarra et al., (2014) em experimento realizado com novilhas da
raca Holandesa, observaram que a infusdo oral de PPG foi capaz de alterar o perfil
metabdlico além de ser efetiva para aumentar a producdo in vitro de embrides apds aspiracao
folicular guiada por ultrassonografia (Ovum pick-up — OPU). AlteracGes metabolicas no
plasma tem alta correlacdo com alteracfes no liquido folicular (LEROY et al., 2004),
portanto essas alteracGes podem refletir na qualidade do odcito do foliculo recrutado em
condic¢des metabodlicas mais favoraveis, e, por consequéncia, melhores resultado na PIVE.

De acordo Bauman e Bruce Currie (1980), nas trés semanas iniciais da lactagédo
ocorrem mudancas metabdlicas e hormonais, a fim de priorizar a demanda energética

requisitada pela glandula maméaria. No inicio da lactacdo a maior demanda energética para
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suportar a producgdo de leite ndo esté sincronizada com o aumento de consumo de matéria
seca, resultando em BEN (OLIVEIRA, 2016). Nessa fase, verifica-se a mobilizagdo das
reservas corporais que promove a perda de escore de condi¢do corporal (ECC), bem como,
o0 declinio das concentracdes basais de insulina (CHILLIARD et al., 2000; BOSSAERT et
al., 2008). Vacas em lactacdo usualmente apresentam BEN, evento que afeta diretamente a
fertilidade no periodo pds-parto (BELL, 1995; BUTLER, 2003) e em resposta ao BEM héa
comprometimento no reinicio da atividade ovariana ap6s o parto (LEROY et al., 2008).
Também se verifica uma reducdo na frequéncia de pulsos de hormonio luteinizante (LH) e
diminuicdo das concentragdes séricas de glicose e insulina (BUTLER, 2000).

Com o avanco da lactacdo os niveis de insulina aumentam, a producéo de leite reduz
e a ingestdo de alimento retorna ao padrdo fisiologico, resultando na recuperacdo das
reservas corporais e aumento do peso vivo corporal (ACCORSI et al., 2005). No terco médio
até o terco final da lactacdo ocorre aporte excessivo de nutrientes, principalmente em vacas
servico fim de lactacdo, que se tornam obesas (FERREIRA, 2012), com aumento de tamanho
(hipertrofia) e namero (hiperplasia) de adipocitos (CRESCENZO et al., 2015; LEGEZA et
al., 2017).

A resisténcia periférica a insulina (RPI) ocorre quando ha reducdo na sensibilidade
dos tecidos para responder as concentracdes fisioldgicas de insulina (BOURA-HALFON;
ZICK, 2009a). O mecanismo de RPI pode se estabelecer pela diminuigéo tanto na capacidade
de resposta a insulina quanto na sensibilidade a insulina (DE AZEVEDO; COELHO, 2016).
Desta forma, em vacas, a RPI pode interferir no transporte de glicose no embrido e aumentar
a apoptose (SANTOS et al., 2008) ou reduzir a qualidade do o6cito (GONG et al., 2002),
depressdo da qualidade oocitaria e do desenvolvimento embrionario (BARUSELLI et al.,
2011b, 2016; FERREIRA et al., 2011; SALES, 2011; SALES et al., 2015; BARUSELL et
al., 2016).

Ja a categoria de novilhas possui demanda nutricional para o crescimento. Entretanto,
nessa categoria verifica-se baixa eficiéncia na PIVE devido a reducdo da competéncia
oocitaria (BARUSELLLI et al., 2016). Diante disso, Oropeza et al. (2004), sugeriram que 0s
odlcitos de doadoras pré-puberes parecem possuir comprometimento na expressdo de
transportadores de glicose e insuficiente traducdo proteica, 0 que sugere a importancia da
disponibilidade de glicose para o sucesso na PIVE em bovinos.

Baseado nesses conhecimentos, o presente estudo propbs estudar o efeito do

tratamento com PPG por cinco dias antes da OPU no metabolismo energético e na PIVE de
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vacas em diferentes fases da lactagdo, vacas secas e novilhas da raca Holandesa. A hipdtese
é de que todas as categorias tratadas com propilenoglicol apresentem aumento do aporte
energético, resultando na melhora da qualidade oocitaria e da PIVE. Entretanto, espera-se
gue o aumento seja mais evidente em vacas no pico de lactacdo e em novilhas (Figura 1 —
Ae B).
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2 MODELO HIPOTETICO

Figura 1(A) Experimento 1: No inicio da lactagdo hd maior demanda energética para atender
a producdo de leite, concomitantemente com a reducdo no consumo de matéria seca,
resultando em BEN. Com isso, verifica-se a mobilizag&o das reservas corporais que promove
aperda de ECC. O tratamento com propilenoglicol aumenta o aporte de glicose, que estimula
a liberacdo de insulina e IGF-1. Esses efeitos promovem a reducdo da mobilizacdo de
gordura corporal e, consequentemente, reducdo dos NEFA e BHBA circulantes. (B)
Experimento 2: O tratamento com propilenoglicol proporciona aumento do aporte energético
e tem efeito positivo na competéncia oocitaria, no nimero foliculos e de odcitos viaveis
aspirados e, consequentemente, maior eficiéncia na PIVE. Para confirmar as hipoteses
levantadas sera avaliado o efeito do tratamento com propilenoglicol em diferentes categorias
de animais lactantes (vacas em inicio e final de lactacdo) e ndo lactantes (novilhas e vacas
secas).
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3 HIPOTESES

3.1 Experimento 1 — Avaliacao do perfil metabdlico apos infusdo ruminal de propilenoglicol

A infusdo ruminal de 500 mL de propilenoglicol altera 0 metabolismo, aumentando
as concentragdes circulantes de glicose, insulina e IGF-1 dos animais tratados e reduz NEFA
e BHBA em vacas no inicio em lactacdo e novilhas.

3.2 Experimento 2 — Producdo in vitro de embrides de fémeas da raca Holandesa apds

infuséo ruminal de propilenoglicol

A infusdo ruminal de 500 mL de propilenoglicol em fémeas da raca Holandesa
melhora a qualidade oocitaria e consequentemente a PIVE, em vacas no inicio de lactacédo e

novilhas.

4 OBJETIVOS

4.1 Experimento 1 — Avaliacéo do perfil metabolico apds infusdo ruminal

de propilenoglicol

Avaliar o efeito da infusdo ruminal de 500 mL de propilenoglicol duas vezes ao dia

por 5 dias sobre as concentracdes séricas de glicose, insulina, BHBA, NEFA e IGF-1.

4.2 Experimento 2 — Produc&o in vitro de embrides de fémeas da raca

Holandesa apés infusdo ruminal de propilenoglicol

Avaliar os efeitos da infuséo ruminal de 500 mL de propilenoglicol duas vezes ao dia
por 5 dias na qualidade dos o0citos e subsequente aumento da producéo in vitro de embrides
de vacas em inicio de lactacdo, vacas no final de lactacdo, vacas secas e novilhas da raca

Holandesa.
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3) REVISAO DE LITERATURA

5.1 Perfil metabdlico e enddcrino de fémeas de leite associado a reproducéo

A vaca de aptiddo leiteira é incapaz de consumir nutrientes suficientes para atender
sua demanda energética de producdo e mantenca no inicio da lactacdo. Muitas mudancas
metabdlicas ocorrem para suportar as demandas elevadas durante a lactagdo, e este complexo
processo envolve ndo apenas a glandula mamaria, mas muitos outros tecidos (COLLIER et
al., 1984). As principais alteracdes metabdlicas que ocorrem para suprir a glandula mamaria
com a energia, glicose, amino&cidos e calcio necessarios incluem o aumento do fluxo
sanguineo para a glandula maméria e o aumento da atividade metabdlica da glandula
mamaria com a diminuicdo da utilizacdo de tecido adiposo periférico (COLLIER et al.,
1984).

No inicio da lactagdo a vaca se encontra em Balango Energético Negativo (BEN),
periodo esse que a ingestdo de matéria seca € menor que a demanda energética para a
producdo de leite. Durante o BEN, nutrientes oxidaveis da dieta sdo priorizados para atender
a processos essenciais como manutencao de células, circulacdo sanguinea, e atividade neural
(WADE & JONES., 2004). Os controles homeorréticos no inicio da lactagdo asseguram uma
mudanca no metabolismo lipidico resultando em aumento da lip6lise e diminuicdo da
lipogénese (INVARTSEN & ANDERSEN, 2000). A utilizacdo de glicose pelos tecidos é
reduzida, enquanto ha aumento no uso de lipidios para producdo de energia via
gliconeogénese hepatica, para priorizar a produgdo de leite. Essas alteracfes metabdlicas
podem levar o animal a um quadro de cetose metab6lica (SANTOS, et al., 2008).

Altas concentracdes de acidos graxos no fluido folicular durante o BEN podem
prejudicar a fecundacdo e o desenvolvimento embrionario precoce (LERQY et al., 2005).
Kendrick et al., (1999) relataram melhora na qualidade oocitaria durante o periodo p6s-parto,
apos melhoria no balango energético e reestabelecimento das concentracdes de estradiol no
fluido folicular, particularmente em vacas leiteiras em lactagéo recebendo uma dieta com
concentracdo de energia adequada. Neste contexto, estudos relataram que mudangas
endocrinoldgicas, associadas ao balango energético durante a lactacdo, tem relacdo direta
com a concentracdo de metabolitos no fluido folicular, que interferem de forma negativa na
qualidade oocitaria (BUTLER et al., 2003; LEROY et al., 2005; WILTBANK et al., 2006).
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Por outro lado, o consumo excessivo de energia tanto em vacas néo lactantes como
em vacas no fim da lactagdo, pode comprometer o desenvolvimento de odcitos in vitro e a
qualidade do embrido in vivo (SINCLAIR et al., 2003; SANTOS et al., 2008;; DE KOSTER
etal., 2013; LEIVA etal., 2015; SALES et al., 2015; BARUSELLI et al., 2016). O impacto
do aumento da ingestdo de energia na qualidade do odcito e do embrido pode depender do
estado metabdlico da doadora, uma vez que os efeitos deletérios ocorrerem em animais com
alto escore de condicéao corporal (ECC) (ADAMIAK et al., 2005; ADAMIAK et al., 2006).
Os tecidos de vacas com alto ECC sdo menos responsivos a insulina e desenvolvem
resisténcia a insulina, exigindo, portanto, maiores concentragdes de insulina para alcancar
respostas metabdlicas celulares normais (HOLTENIUS & HOLTENIUS, 2007,
MINGOTTI, 2018).

Em humanos, periodos prolongados de concentracdes de NEFA aumentadas, como
na obesidade, aumentam o risco de diabetes mellitus tipo 1. Este mecanismo ocorre devido
a descompensacdo e exaustdo das ilhotas de Langerhans apos episodios prolongados de
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia (GOLAY & YBARRA, 2005). Além disso, um
efeito deletério direto dos acidos graxos na secre¢do e viabilidade da insulina das células
pancredticas foram relatados por estudos in vitro em humanos (ZHOU & GRILL, 1995) e
ratos (MAEDLER et al., 2001).

Bossaertet al., (2008) observaram que apos o tratamento com glicose o pico e area
abaixo da curva (AUC) de insulina diminuiu e o clearence da glicose aumentou em vacas
durante a lactacdo quando comparado com vacas no periodo seco. Esses achados, juntamente
com o fato de que a taxa de depuracdo da insulina ndo aumentou durante a lactagéo, sugerem
que a baixa AUC é provavelmente causada pela baixa secrecdo de insulina. Esse quadro
pode representar um desafio metabdlico adicional para que a vaca enfrente o delicado
periodo de adaptacdo a lactacdo. Esses mesmos autores verificaram que a AUC e o pico de
insulina foram negativamente relacionadas com as concentracGes concomitantes de NEFA.
Esses achados evidenciam os potenciais efeitos negativos de concentragdes plasmaticas de
NEFA elevadas, em células do pancreas de bovinos, como relatado em outras espécies
(BOSSAERT et al., 2008).

A baixa concentracdo de insulina resulta em lipdlise e concentragdes circulantes
elevadas de NEFA, que por sua vez, ttm um efeito prejudicial na funcdo das células da
granulosa (VANHOLDER et al.,, 2005). Vérios estudos demonstraram que baixas

concentracdes de insulina desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
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disturbios reprodutivos e metabolicos (SPICER & ECH- TERNKAMP, 1995; GUTIERREZ
et al., 1997; MIYOSHI et al., 2001; GONG et al., 2002; VANHOLDER et al., 2005). Por
outro lado, estudos evidenciaram que 0s baixos niveis de insulina estdo associados
genotipicamente (GUTIERREZ et al.,, 2006) e fenotipicamente (INGVARTSEN &
FRIGGENS, 2005) com alta producdo de leite.

5.1 Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)

O IGF-1 é um polipeptideo de 70 aminodcidos descrito inicialmente como
“somatomedina C”, e foi a primeira proteina descrita em mamiferos como mediadora da
acao do GH, e ha relatos de sintetizacdo de IGF-1 pelo sistema nervoso central, masculos e
varios outros tecidos, entretanto, a maior parte deste peptideo, encontrado no plasma, é de
origem hepatica (LEWIS et al., 1993).

Nos tecidos fetais, glandula mamaria e figado, o principal transportador de glicose
para as células € o GLUT-1, que é independe de insulina (ZHAO; KEATING, 2007). A
relacdo do IGF-1 com a glicose se da pelo efeito direto deste fator de crescimento sobre 0s
transportadores de glicose GLUT-1 e GLUT-4 (MUECKLER et al., 1990; WILSON et al.,
1995). Zhou et al. (2000) relataram que o0 aumento da expresséo de transportadores GLUT-
1 no foliculo, causado pelo IGF-1, indicam sua atuacdo direta, através de uma variedade de
mecanismos moleculares, como o aumento do aporte de glicose, na promocao do
crescimento e desenvolvimento folicular.

O GH produzido pela célula somatotrdpica a hip6fise anterior, se liga aos receptores
do tecido alvo visando estimular o crescimento (HERRINGTO; COSTER-SU, 2001) e tém
relacdo direta com o IGF-1, induzindo a diferenciacdo das células precursoras deste
polipeptideo, que estimula a divisdo celular. Além de estimular a sintese proteica,
gliconeogénese e também participa da ovulacdo (BARNETT, et al., 2006).

Outro mecanismo de acao ja descrito a respeito do IGF-1 é a sua capacidade de tornar
0 ovario responsivo as gonadotrofinas, amplificando os efeitos do hormonio foliculo
estimulante (FSH) e do LH no crescimento e diferenciacdo dos foliculos ovarianos,
influenciando diretamente no desenvolvimento e maturacdo do oécito (SPICER et al., 1993,
LUCY, 2000).
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Estudos relataram que a principal fonte de IGF-1 encontrado no liquido folicular, em
ruminantes, € derivado da circulagdo sanguinea (LEEUWENBERG et al., 1996; PERKS et
al., 1999; SCHAMS et al., 2002). Produzido também pelas células da granulosa adjacentes,
esta molécula visa atender a demanda anabdlica que se encontra aumentada durante a fase
de crescimento do odcito, promovendo a expressdo e tradugdo dos transportadores de glicose
do odcito (WASSARMAN et al., 1988).

Fatores que afetam o estado fisioldgico da vaca como subnutricdo, doencas ou inicio
de lactacdo, tornam o figado resistente a0 GH e nesses casos 0s receptores sofrem dowm
regulation a acdo normal do GH na sintese do IGF-1, tornando-se desacoplados, ndo
aumentando a concentracdo de IGF-1 apesar do aumento das concentragfes de GH
(THISSEN et al., 1994; LANG; FROST, 2002).

Stchoppee et al. (1996), em estudos realizados com bovinos, encontraram a primeira
evidéncia de que a restri¢do cronica de nutrientes diminui a concentragdo de IGF-1 no fluido
folicular, principalmente antes da fase de selecéo folicular, antes da dominancia, devido a

incapacidade de o FSH suportar a funcédo folicular normal na auséncia de IGF-1 sistémico.

5.2 Glicose e insulina

A insulina é um hormdnio peptidico com a¢do na homeostase glicémica por meio do
estimulo a captacdo de glicose nos tecidos sensiveis, responsavel pelo controle da
gliconeogénese hepética, regulacdo da foliculogénese, maturacdo oocitaria e
desenvolvimento embrionario (KAHN; FLIER, 2000; CHAVES et al, 2011). O
metabolismo da glicose em ruminantes se apresenta como um grande desafio para o animal,
uma vez que a fermentacdo dos carboidratos pela microbiota ruminal resulta em &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) e desta forma a glicose tem necessidade de ser sintetizada
novamente no figado para que seja usada pelo animal.

Em vacas que se apresentam em BEN, a glicose tem capacidade de causar alteragdes
enddcrinas na liberagdo de insulina pelo pancreas e de IGF-1 pelo figado, influenciando
diretamente na distribuicdo dos nutrientes para os tecidos periféricos (BUTLER et al., 2003;
LUCY, 2008). Consequentemente, a perda do ECC causada pela mobilizacéo das reservas
energeéticas, promove declinio nas concentrages basais de insulina, bem como na sua
secrecgéo, induzida pela glicose (BOSSAERT et al., 2008).
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Devido a isso, enquanto o animal apresentar baixos niveis séricos de glicose
consequentemente 0s niveis séricos de insulina e IGF-1 se encontrardo reduzidos,
principalmente durante a lactacdo na fase de BEN, o que leva o animal a permanecer em
estado catabolico (LUCY, 2012). A mudanca do estado catabolico para o estado anabolico
é um importante regulador do eixo reprodutivo (KAWASHIMA et al., 2012) e dentro desse
contexto, Lucy (2012) relaciona os niveis séricos de glicose, no poés-parto, ao
estabelecimento da gestacdo varios meses apds as medicdes de glicose serem feitas, podendo
ser esse parametro, um preditor de fertilidade.

LeRoy e colaboradores (2008) afirmam que a glicose e a insulina sdo as moléculas
mais provaveis para exercer um efeito sobre a secrecdo hipotalamica de horménio liberador
de gonadotrofina (GnRH) em vacas de aptidao leiteira no pos-parto, a nivel do ovario. A
glicose circulante e os sistemas insulina / IGF-1, portanto, estdo funcionalmente ligados em
todo o animal (LUCY, 2011; KAWASHIMA et al., 2012).

O odcito possui alta demanda metabdlica durante o seu desenvolvimento e
maturacdo, sendo seu principal substrato energético a glicose, necessitando de um maior
aporte de glicose para se desenvolver (ZHOU et al., 1991; OLIVIER et al., 1994). O perfil
metabdlico regulado pela glicose no pds-parto tem a capacidade afetar diretamente o tecido
ovariano através de efeitos permanentes no genoma oocitario ou ainda alterando a
composi¢do quimica das proprias células (LUCY, 2011). Estudos anteriores avaliaram a
influéncia negativa da baixa concentracdo de glicose sérica e sua relacdo com o NEFA sobre

a composicdo do odcito e funcdo das células foliculares (LEROY et al., 2011).

5.3 Acidos Graxos N&o Esterificados (NEFA) e Betahidroxibutirato
(BHBA)

Embora o manejo nutricional tenha melhorado para vacas de alta producéo de leite,
esses animais passam por um periodo de BEN severo durante o inicio da lactacdo (BELL et
al., 1995). Como o consumo de energia necessario para a producdo de leite excede a
producdo, as vacas leiteiras no pos-parto tém que retomar os ciclos ovarianos normais em
meio ao BEN para otimizar a fertilidade.

Uma caracteristica metabolica do BEN ¢é a mobilizacdo de gordura corporal refletida
no aumento da concentracdo de NEFA circulante (VAN DEN TOP et al., 1995; DE VRIES
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et al., 1999). Estudos confirmam a evidéncia da captacdo de NEFA pelo ovario, bem como
uma forte correlagdo entre a concentragdo de NEFA no plasma e no fluido folicular, que
explica possiveis efeitos nocivos dos NEFA nas células da granulosa e oécito (COMIN et
al., 2002; JORRITSMA et al., 2003).

O tecido adiposo mobilizado fornece energia na forma de NEFA, elevando as
concentragOes plasmaticas aproximadamente 10 dias antes do parto (KAPPEL et al., 1984;
WESTWOOD et al., 2002). Desta forma, as concentracdes plasmaticas de NEFA sé&o
méaximas no momento do parto, devido ao estresse, e diminuem rapidamente no pds-parto,
permanecendo ainda mais altas do que antes do parto (KAPPEL et al., 1984).

O figado é responsavel por metabolizar o NEFA circulante, que pode ser
completamente oxidado para producdo de adenosina trifosfato (ATP), exportado como
lipoproteinas, ou parcialmente oxidado em seis corpos de BHBA e outros corpos cetdnicos
(REYNOLDS et al., 2003; VON SOOSTEN et al., 2011; BICALHO et al., 2017).

Leroy et al. (2005) em experimento realizado com maturagdo in vitro de odcitos,
relataram que concentracdes elevadas NEFA no fluido folicular por 24 horas tém efeito
negativo na qualidade do odcito e no desenvolvimento embrionario. Van Hoek e
colaboradores (2011) encontraram redugdo na taxa de blastocistos oriundos de odcitos que
foram expostos a altas concentra¢cdes NEFA durante o seu desenvolvimento, impactando no
desenvolvimento ap6s a ativacdo do genoma oocitario. Dados de estudos realizados com
camundongos obesos sustentam o fato de que concentragdes elevadas de NEFA contribuem
para a reducdo da fertilidade observada em fémeas com status metabdlico comprometido
(MINGE et al., 2008; IGOSHEVA et al., 2010).

Outros estudos revelaram reducdo na taxa de blastocistos oriundos de od6citos
expostos a altas concentracbes de NEFA, indicando que essa exposicdo durante o
desenvolvimento oocitario causa impacto negativo no desenvolvimento e padrdo de
transcricdo génica, pos ativacdo do genoma embrionario (VAN HOECK, et al., 2011).
Minge et al. (2008) encontraram resultados que sustentam ainda mais o efeito do NEFA na

reducdo da fertilidade em fémeas com status metabdlico comprometido.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1  Aspectos éticos no uso de animais

O presente estudo esta de acordo com os principios éticos de experimentacdo animal
da Comissao de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade

de Sé&o Paulo.

6.2 Experimento 1 - Avaliacdo do perfil metabdlico ap6s infusdo ruminal de

propilenoglicol

6.2.1 Local, periodo de execucao e origem dos animais

Esse experimento foi realizado entre os meses de Julho a Agosto de 2018, na fazenda
Palmeiras do Instituto de Zootecnia (1Z-APTA), localizada no municipio de Nova Odessa -
SP -Brasil.

6.2.2 Animais e instalacbes

Vinte e oito fémeas bovinas da raca Holandesa (Bos taurus taurus) foram utilizadas
nesse experimento. Os animais permaneceram em sistema de estabulagdo livre do tipo “open
lot” (baias de estabulagdo livre com acesso a piquetes para pastejo de capim braquiaria -
Brachiaria decumbens) com acesso a agua ad libitum (manejo estabelecido na propriedade).
A alimentacdo, era composta por silagem de milho e concentrado a base de soja e milho,
suficientes para suprir ou sobrepor os requerimentos nutricionais de cada categoria (NRC
2001).

6.2.3 Grupos experimentais, randomizacéo e unidade experimental

O presente experimento foi delineado em um ensaio inteiramente casualizado,
utilizando arranjo de trés tratamentos experimentais. Os grupos e critérios de selecdo

adotados para criagdo dos grupos experimentais foram:
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1 —Vacas no terco inicial da lactacdo (IL; n=14; Figura 2):
- Multiparas;
- DEL > 90 dias (tergo inicial da lactacao);
-ECC >2,5.

Figura 2- Vacas no terco inicial da lactacdo com producdo média de 30,5 L de leite.

2 — Vacas secas (VS; n=14; Figura 3):
- Multiparas;
- DEL > 300 dias (terco final da lactag?o);
-ECC > 3,5.

Figura 3 - Vacas multiparas secas, observa-se o alto ECC.




MATERIAL E METODOS | 36

6.3 Experimento 2 - Produgéo in vitro de embrides de fémeas da raca
Holandesa apos infusdo ruminal de propilenoglicol

6.3.1 Delineamento experimental

O presente experimento foi inteiramente casualizado (DIC), no qual os animas
distribuidos aleatoriamente entre os dois grupos experimentais. Foram realizadas coletas de
sangue 90 minutos apds o tratamento com PPG para andlises de insulina, glicose, IGF-1,
NEFA e BHBA. No dia 5 foram realizadas 5 coletas seriadas a cada 45 minutos apds o
tratamento (0, 45, 90, 135 e 180 minutos) para anélises de insulina, glicose, NEFA e BHA

seguindo o esquema proposto na Figura abaixo (Figura 4).

Figura 4 — Delineamento experimental e perfil metabolico apds infusdo ruminal de PPG.
PPG (n=7) ou CTL (n=7)
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Experiento 2

6.3.2 Animais e instalacfes

Vinte e oito fémeas bovinas da raca Holandesa (Bos taurus taurus) foram utilizadas
nesse experimento. Os animais permaneceram em sistema de estabulagao livre do tipo “free
stall” com acesso a comida e agua ad libitum (manejo estabelecido na propriedade). A
alimentacdo era composta por silagem de milho e concentrado a base de soja e milho,
suficientes para suprir ou sobrepor os requerimentos nutricionais de cada categoria (NRC
2001).

6.3.3 Grupos experimentais, randomizacéo e unidade experimental

O presente experimento foi delineado em um ensaio inteiramente casualizados,
utilizando arranjo de trés tratamentos experimentais. Os grupos e critérios de selecdo

adotados para criagdo dos grupos experimentais foram:
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1 —Vacas no terco inicial da lactagéo (IL; n=80):
- Multiparas;
- DEL > 90 dias (ter¢o inicial da lactacdo);
-ECC >2,5.

2 — Vacas no final da lactacéo (FL; n=80):
- Multiparas;
- DEL > 300 dias (terco final da lactacao);
- 1A > 3;
-ECC>35.
3 — Vacas secas (VS; n=80):
- Multiparas;
- DEL > 300 dias (terco final da lactag?o);
-ECC>35.
4 — Novilhas (NOV; n=80):
- Plberes;
- Idade +14 meses;
- ECC > 3,75.

Um total de 323 fémeas bovinas da raca Holandesa (Bos taurus taurus) divididas em
quatro diferentes categorias foram utilizadas, sendo: vacas em inicio de lactacdo (n=78; DEL
entre 30 e 70 dias), vacas fim de lactagdo (n=80), novilhas (n=77), e. vacas secas (n=93).0s
animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle (GC): animais que
ndo receberam propilenoglicol (n=40) e grupo propilenoglicol (PPG) (Figura 5): Animais
receberam infusdo ruminal de 500 mL de propilenoglicol duas vezes ao dia apds a primeira
e segunda ordenha (06:00h e 16:00h) durante cinco dias (n=40).



MATERIAL E METODOS | 38

Figura 5 — Vacas recebendo infusdo ruminal de 500 mL de propilenoglicol, utilizando sonda
de borracha , a fim de evitar menor incbmodo aos animais.

A primeira OPU foi realizada no dia 0 para ablagéo folicular e sincronizacdo da

emergéncia de onda de crescimento folicular. A segunda OPU para PIVE foi realizada 5 dia

apos a ablacéo folicular (Figura 6).

Figura 6 — Producéo in vitro de embrides de fémeas da raga Holandesa apds infusdo ruminal
de propilenoglicol.

oPU OPU PIVE
Inicio de Lactagao l PPG ou Controle l l' l
(n=T78 CTL 41/ PPG 37)
Fim de Lactagao 500mL PPG | | MIV || FIV || CIv |
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Novilhas o o ¢ ¢ & ¢ ¢ & 0 0 | | | | } |
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6.3.1 Aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (OPU)

As OPUs foram realizadas na propria fazenda pelo Médico Veterinario Bernardo
Marcozzi Bayeux, da empresa Bovigénese - Reproducdo Animal. Os materiais da OPU, bem
como os procedimentos para a realizacdo da PIVE foram cedidos e realizados pela empresa
WTA-FIV, sob coordenacdo da Médica Veterinaria Yeda Fumie Watanabe.

As OPUs para PIVE (OPU/PIVE) foram realizadas em um dia aleatdrio do ciclo
reprodutivo das vacas utilizadas e as vacas foram contidas em um brete e submetidas a

anestesia epidural (espaco sacrococcigeo) utilizando 5,0 mL de lidocaina a 2%.
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Todos os foliculos visiveis (> 3 mm) foram aspirados com um sistema de agulha
descartavel (20 G; 0.9 x 50 mm; Terumo, Europe NV, Belgium), acoplado a linha de
aspiracdo de Teflon de 1,7 mm de didmetro e 110 cm de comprimento (WTA, Cravinhos-
SP, Brasil). Todo o sistema de aspiracao foi submetido a pressao negativa entre 12 a 15 mL
de &gua/minuto (85 a 90 mmHg) produzida por uma bomba de vacuo com aquecedor de tubo
de 50 mL (WTA, Cravinhos-SP, Brasil).

Os foliculos visiveis (> 2 mm) foram aspirados ¢ o liquido folicular contendo os
odcitos foi colhido em tubo conico de 50 mL (Corning), contendo 15 mL de PBS (DPBS;
Nutricell Nutrientes Celulares®), e heparina sédica (5000UI/L (Parinex®, Hypolabor)
mantido a 37°C. O tubo de coleta foi conduzido ao laboratério de campo e o contetdo
aspirado foi vertido em filtro coletor para FIV com malha de 75 um (WTA, Cravinhos-SP,
Brasil) e lavado com 0 mesmo meio descrito anteriormente até obtencdo de um liquido
transltcido, com o sedimento contendo os odcitos recuperados. Em seguida, o contetdo do
filtro foi vertido em placas de cultivo celular de 60 mm, contendo DPBS acrescido de
heparina a 37°C para a realizacdo da busca dos odcitos, lavagem, classificacdo e selecdo dos
CCOs (complexos cumulus-o6cito) com auxilio de lupa estéreo microscopica (OPTIKA)
com aumento de 8-20X.

Os CCOs foram morfologicamente classificados como viaveis ou inviaveis de acordo
com as caracteristicas citoplasmaticas do o6cito e o nimero de camadas de células do
cumulus em CCOs compactos com mais de trés camadas de células do cumulus e odcitos
com citoplasma homogéneo (Grau 1), CCOs compactos com trés camadas ou menos de
células do cumulus e odcitos com citoplasma levemente heterogéneo (Grau Il) e CCOs
parcialmente desnudos e odcitos com citoplasma heterogéneo (Grau I11) foram considerados
viaveis para a PIVE e utilizados nesse estudo. Odcitos desnudos ou degenerados, odcitos
desprovidos de células do cumulus na maior parte da superficie da zona pellcida ou com
citoplasma retraido e vacuolizado, e CCOs com células do cumulus expandidas foram
considerados inviaveis para a PIVE (WRIGHT, 1998) e descartados desse estudo.

Apos a classificagdo, os CCOs foram lavados em solucdo de TCM 199 (Gibco)
suplementado com 10% SFB (Gibco) e uma vez em meio de maturagéo (TCM 199
suplementado com 10% de SFB, 5 pg/mL de FSH, 50 pg/mL de LH ¢ 01 pg/mL de estradiol).
Em seguida foram transportados para um microtubo (WTA, Cravinhos-SP, Brasil) com meio
de maturagdo (MIV) sob 6leo mineral (500pL de meio MIV + 400uL de 6leo mineral). Os

microtubos foram levados em transportadora de o6citos - Labmix (WTA®) com temperatura
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de 38,5°C e atmosfera gasosa controlada (6% de CO. + 5% de O. + 89% de N2), sendo
realizada a maturacdo durante o transporte com uma pressao hidrostatica controlada de 15
mmHg (Labmix).

6.3.2 Maturacdo in vitro

Os CCOs obtidos foram selecionados de acordo com o seu grau de qualidade, sendo
utilizados CCOs com ou sem células do cumulus, mas de aspecto de granulacGes
citoplasmaticas homogéneas. Na chegada ao laboratorio os microtubos com os CCOs foram
transferidos para incubadora de bancada (EVE WTA®).

6.3.3 Fertilizacdo in vitro

Para a fertilizag&o in vitro foi utilizado sémen sexado para fémeas do touro EROS
TE (F) RGD: RRP 5692, partida 13/05/14 da raga Gir Leiteiro previamente testado para
PIVE. Em todos os experimentos, foram mantidas o touro e a mesma partida de sémen, assim
como o técnico responsavel pelo processo de PIVE. As palhetas de sémen de 0,25 mL foram
descongeladas em banho-maria a 35°C por 30 segundos e centrifugadas a 1200 rpm por 30
minutos em gradiente de Percoll para obtencdo dos espermatozoides moéveis e remocao do
diluidor e do plasma seminal. O pellet formado foi pipetado, tomando-se o cuidado de retirar
0 maximo possivel do Percoll, e seu volume foi calculado.

A concentracdo foi ajustada para 1x106 sptz/mL. O meio utilizado na fecundagéo in
vitro foi 0 meio Tyrode modificado (TALP) acrescido de solugdes de Penicilamida,
Hipotaurina e Epinefrina (PHE) e 10upg/mL de heparina. Os gametas permaneceram
incubados em placas com micro gotas de 70uL cobertas com 6leo mineral, por 20-22 horas

a 38,5°C com baixa tenséo de oxigénio.

6.3.4 Cultivo in vitro

Ap0s o tempo de incubacdo dos gametas, os provaveis zigotos foram lavados para
retirar o excesso de células do cumulus e transferidos para uma placa contendo micro gotas
de 70 puL de meio de cultivo (CR2 modificado acrescido de SFB e BSA), cobertos por 6leo
mineral de acordo com os protocolos de Watanabe (1998). Esses permaneceram na
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incubadora de bancada (EVE — WTA®) por um periodo de 7 a 9 dias mantidos a temperatura
de 38,5°C com baixa tensdo de oxigénio (6:5:89) e pressdo hidrostatica de 5 mmHg.

Ap0s 72 horas da inseminacao (hpi) foi realizado o primeiro feeding (troca de 50%
do meio) e a contagem dos zigotos clivados (nimero de estruturas clivadas/numero de
odcitos viaveis). E apds 120 hpi realizou-se o segundo feeding. A taxa de blastocisto foi
realizada em D7 (nimero de embrides produzidos/nimero de odcitos viaveis). Os
blastocistos em D7 classificados como embrides de boa qualidade foram submetidos a

técnica de vitrificagdo de acordo com a metodologia de Watanabe et al., 2014.

6.4  Coletas de sangue, anélise metabdlica e hormonal

Apds as OPUs foram coletadas amostras de sangue em 3 tubos de vacuo de 10 mL
(Vacutainer , Becton-Dickinson e Company, EUA), sendo um com fluoreto de sddio e dois
sem anticoagulante. O plasma e soro foram separados por centrifugacéo durante 10 minutos.
(3000 rpm por 10 minutos, Centrifuga Excelsa Baby , Fanem, Brasil). O soro e plasma
separados foram acondicionados em tubos esterilizados (Tubos Eppendorf 3810X standard ,
Eppendorf, Alemanha) com identificacdo e em seguida, armazenados em freezer a -21°C até
posterior analise das variaveis metabdlicas. Na avaliacdo metabolica sanguinea, foram
analisadas as concentracfes de glicose, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,

triglicerideos e nitrogénio ureico no plasma e insulina no soro sanguineo.
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Figura 7— Coletas de sangue, e organizacdo das amostras para analises laboratoriais.

6.5 Analise metabélica e hormonal

A determinacdo dos teores de glicose plasmatica das amostras foi realizada por
método enzimatico colorimétrico, utilizando o kit CAT 02200 (Laborlab®, Guarulhos,
Brasil), adaptado para leitura em tubos no aparelho do tipo espectrofotémetro com
comprimento de luz de 500 nm. No método proposto por Trinder (1969), a glicose é oxidada
a peroxido de hidrogénio e a reacdo deste com 4-aminoantipirina e fenol formam a

quinoneimina, um composto de cor rosa.
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O teor de colesterol sérico e do liquido folicular foi quantificado por metodologia
enzimética colorimétrica, em Analisador Bioquimico modelo AMS (Liasys®, Italia)

utilizando-se kit comercial (Biosystems®, Espanha).

6.5.1 Analise de insulina

A metodologia para a mensuragao quantitativa de insulina bovina (b-Insulina), assim
como, a avaliagdo da precisdo do ensaio com os valores de Intra-ensaio e Inter-ensaio estéo

apresentados nos Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada..

6.5.2 Analise de IGF-1

As andlises de para mensuracéo de IGF-1 plasmatica foram realizadas no Laboratorio
de Endocrinologia Animal Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Faculdade de Medicina Veterinaria, Campus Aracatuba.

O IGF-1 total foi quantificado por ELISA utilizando o sistema de amplificacdo
biotina-estreptavidina peroxidase em um ensaio competitivo, como descrito por Maioli
(2016). Foram adicionados 60 uL dos padrdes, amostras (sendo que nos pogos referentes a
ligacdo ndo especifica, ligacdo méxima e branco foi adicionado tampdo de ensaio), 100
uL/pogo do anticorpo anti-IGF-1 (Hormone & Pituitary Program, Harbor-UCLA Medical
Centre, Carson, CA, USA, #AFP4892898) na diluicdo 1:250.000 seguido pela adi¢do de 100
uL/pogo do IGF-1 biotinilado (0,06 ng/po¢o). Ap6s uma incubacdo de 24 horas a 4°C foram
realizadas duas lavagens com Tween 80 0,05%.

Apds as lavagens foram adicionados 2,5 mU de peroxidase/100 pL/pogo
(Streptavidin-POD conjugate 500 U/mL, Roche). As microplacas foram entéo protegidas da
luz e incubadas por 30 minutos a 4°C. Ao término da incubacéo as placas foram submetidas
a 2 lavagens com Tween 80 0,05%, e entdo foram adicionados 100 pL/pogo de substrato
composto por 2 mM 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB), 100 mM de &cido citrico, 10,63
mM de perdxido de ureia, 126,8 mM de Na2HPO4 e 4% de DMSO.

As microplacas foram entdo incubadas a 37°C, protegidas da luz, por 40 minutos e a
reacao de oxidacao do substrato pela enzima foi interrompida pela adi¢do de 30 puL/pogo de
acido sulfurico 2M. A determinagédo da densidade Optica foi imediatamente realizada, em
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leitora de microplacas (Sunrise, Tecan, cod. 16039400), utilizando o comprimento de onda
de 450 nm.

Para o calculo das doses, as concentracdes dos padrdes foram convertidas em log de
base 10 (eixo x), e as densidades opticas, apds os calculos de conversao em porcentagem da
ligacdo méaxima (% B/B0) foram convertidos com a funcdo logit. As conversdes foram
realizadas pela interpolacdo apos o célculo de regresséo linear.

6.6 ANALISES ESTATISTICAS

6.6.1 Experimento 1

Todas as analises foram realizadas utilizando o software Statistical Analysis System
(SAS, Version 9.4 for Windows; SAS Inst., Cary, NC) através do pacote Enterprise Guide
(v7.1).

Para medidas repetidas no tempo, o0 modelo incluiu efeito de grupo (controle, PPG,
secas e lactantes), momento (tempo 0 a 13) e interacdes especificando a distribui¢do Poisson.
Tempo e residuos foram inseridos como efeito aleatdrio, animal (categoria) foi usado como
erro termo, ECC foi utilizado como covariavel ao modelo. Além disso, especificou a opcéo,
ddfm = kenwardroger para corregdo dos graus de liberdade das variancias. A estrutura de
covariancia selecionada foi ndo estruturada de primeira ordem [UN(1)], a qual forneceu o
melhor ajuste para estas analises de acordo com o critério de informacédo de Akaike. O teste
post hoc de diferenca significativa incluiu ajuste de Tukey para determinar diferencas entre
grupo, momento e interagdo grupo*tempo. Os valores foram apresentados como média +

SEM. Diferencas foram aceitas para valores de P <0,1.

6.6.2 Experimento 2

Todos os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos usando o
procedimento UNIVARIATE de acordo com o teste de Shapiro-Wilk. Quando a normalidade
ndo foi obtida, os dados foram transformados (Logi0; Log natural; Raiz quadrada; Arco
seno ou Box-Cox). Outliers foram removidos quando necessario. O efeito foi determinado

por ANOVA bi-direccional utilizando somas de quadrados do Tipo IlI.
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Para dados continuos a comparagdo das médias foi realizada através da regressao
logistica utilizando o procedimento Glimmix especificando a distribuicdo Gaussian.
Entretanto, para dados categoricos e calculo de taxas (%) foram analisados pelo
procedimento GLIMMIX ajustando para distribuicdo Binomial e fungéo link = Logit.

Para analises da PIVE, o nimero total de odcitos recuperados foi utilizado como
covariavel ao modelo. O teste post hoc de diferenca significativa incluiu ajuste de Tukey.
Os valores foram apresentados como médiatzSEM. Diferencas foram aceitas para valores de

P S 071.
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7 RESULTADOS

7.1 Experimento 1- Avaliagdo do perfil metabolico apds infusdo ruminal de
propilenoglicol (PPG) em vacas em inicio de lactacdo e em vacas secas

(ndo lactantes)

A seguir séo apresentados os graficos com o perfil metabdlico dos animais tratados
ou ndo com propilenoglicol (efeito de categoria, tratamento, tempo e interacdes).

Verificou-se efeito do tratamento com PPG (tratamento; P=0,01), com aumento da
glicose circulante nos animais tratados. Observou-se também efeito Categoria*Tempo
(P=0,02) para o perfil de glicose circulante nas vacas no inicio de lactacdo e vacas secas.
Né&o se verificou efeito de tempo (P=0,53) e de categoria (P=0,22) para essa variavel. Os

dados estdo apresentados na Figura 8.

Figura 8- Perfil de glicose circulante (Média £ EPM) durante o tratamento com 500 mL de
propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas por 5 dias em vacas da ragca Holandesa em lactagao
e seca. Efeito de tratamento, categoria, tempo e interacdes.
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Ainda, o perfil de glicose circulante, houve aumento da concentragdo de glicose
sérica durante 180 minutos apds o tratamento com PPG. N&o houve interacdo
Tratamento*Tempo (P=0,99), Categoria*Tempo (P=0,76) e Tratamento*Categoria

(P=0,88). Os dados estdo apresentados na Figura 9.

Figura 9- Perfil de glicose circulante (Média £ EPM) de vacas da raca Holandesa em lactacéao
e secas 180 minutos apés o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG).

Tratamento P = 0,02
Tempo, P =0,60
Categoria, P =0,51

—@— Controle_Lactagéo Tratamento *Tempo, P = 0,99

—O— Controle_Seca Categoria*Tempo, P = 0,76
100+ ¥ Propilenoglicol_Lactagdo Tratamento*Categoria, P = 0,88
—A— Propilenoglicol_Seca
90 -
4
S
£
>
c
=
Y 80 A
o)
o
O,
70 A

0 50 100 150 200

Tempo (min)



EXPERIMENTO I — RESULTADOS| 48

Avaliando o efeito principal dos animais tratados ou ndo com PPG, observa-se na
Figura 10, um aumento da concentracéo circulante de glicose (P=0,02). Nota-se aumento da
glicose circulante em todos os animais tratados com propilenoglicol, independentemente da

categoria.

Figura 10 - Perfil de glicose circulante (Média + EPM) de vacas da raca Holandesa em
lactacdo e secas 180 minutos apo6s o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG).
Efeito principal de tratamento.
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Para o perfil de insulina circulante, verificou-se efeito de tratamento (P<0,0001) e de
categoria (P=0,04). Entretanto, ndo foram observadas interacfes Tratamento*Tempo
(P=0,99), Categoria*Tempo (P=0,98) ou Tratamento*Categoria (P=0,07). Os dados estdo
apresentados na Figura 11.

Figura 11 - Perfil de insulina circulante (Média £ EPM) durante o tratamento com 500 mL

de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas por 5 dias em vacas da raca Holandesa em
lactacdo e secas.

Tratamento P <0.001

Tempo, P =0.99

~ Categoria, P =0.04

—®— Controle_Lactagéo Tratamento *Tempo, P = 0.99

—O— Controle_Seca Categoria*Tempo, P = 0,98

—w— Propilenoglicol_Lactagdo Tratamento*Categoria, P =0.07
—A— Propilenoglicol_Seca

1000

800

600 T

400

[ Insulina ], pg/dL

200

Tempo (Dias)



EXPERIMENTO I — RESULTADOS]| 50

Avaliando o efeito principal de tratamento para concentracdo sérica de insulina
Houve aumento (P<0,001) da concentracdo circulante de insulina nos animais tratados com

PPG esta descrito na Figura 12.

Figura 12- Perfil de insulina circulante (Média £ EPM) durante o tratamento com 500 mL
de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas por 5 dias em vacas da raga Holandesa em
lactacdo e secas. Efeito principal de tratamento.
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Ainda, verificou-se que vacas em lactacdo apresentaram maiores concentragoes circulantes

de insulina quando comparadas com vacas secas (Figura 13).

Figura 13- Perfil de insulina circulante (Média £ EPM) durante o tratamento com 500 mL
de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas por 5 dias em vacas da raga Holandesa em
lactacdo e secas. Efeito principal de categoria.
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Ainda, o perfil de insulina circulante, houve aumento significativo (P<0,001) da
concentracdo de glicose sérica durante 180 minutos apos o tratamento com propilenoglicol.
Ndo houve interacdo Tratamento*Tempo (P=0,99), Categoria*Tempo (P=0,97) e

Tratamento*Categoria (P=0,40). Os dados estédo apresentados na Figura 14.

Figura 14- Perfil de insulina circulante (Média + EPM) de vacas da raca Holandesa em
lactacdo e secas 180 minutos ap6s o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG).
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Quando avaliado e efeito de tratamento (P<0,001), houve aumento da concentragao
de insulina sérica durante 180 minutos apds o tratamento com propilenoglicol em ambas as

categorias avaliadas. Estes dados s@o apresentados na Figura 15.

Figura 15 - Perfil de insulina circulante (Média + EPM) de vacas da raca Holandesa em
lactacdo e secas 180 minutos apds o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG), efeito
principal de tratamento.
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Em relagdo aos niveis circulantes de IGF-1, ap6s o tratamento com propilenoglicol,
verificou-se efeito de interacdo Categoria*Tempo (P=0,02) (Figura 16). Entretanto, néo se
verificou efeito de interacdo Tratamento*Tempo (P=0,08) e Tratamento*Categoria (P=0,76)
. As vacas tratadas com propilenoglicol apresentaram maiores concentracdes circulantes de

IGF-1 que as vacas em lactagéo ao longo do tempo.

Figura 16- Concentracdo plasmatica de IGF-1 (Média + EPM) de vacas da raca Holandesa
em lactacdo e secas suplementadas com 500 mL de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas
durante 5 dias.
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Os niveis circulantes de IGF-1, por 180 minutos apds o Ultimo tratamento com
propilenoglicol (dia 5), ndo se verificou interagcbes tratamento*tempo (P=0,63),
categoria*tempo (P=0,48) e tratamento*categoria (P=0,57) . Também néo houve diferencas
significativas de tratamento (P=016), tempo (P=0,53) e de categoria (P=0,19), estes
resultados sdo apresentados na figura .17.

Figura 17- Concentragdo plasmatica de IGF-1 (Média + EPM) de vacas da raga Holandesa
em lactacéo e secas 180 minutos ap6s o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG).
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Em relacdo as concentragbes plasmaéticas de NEFA, ndo houve interacdo
Tratamento*Tempo (P=0,19), Categoria*Tempo (P=0,93) ou Tratamento*Categoria

(P=0,79), como apresentado na figura 18.

Figura 18- Concentracéo plasmatica de NEFA (Média + EPM) de vacas da raga Holandesa
em lactacdo e secas suplementadas com 500 mL de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas
durante 5 dias.
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Porém, houve efeito (P=0,01) de tatamento, para os niveis circulantes de NEFA.
Verificou-se reducdo das concentracBes plasmaticas de NEFA nos animais tratados com
PPG. Os dados estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19 - Concentracdo plasmatica de NEFA (Média + EPM) de vacas da raca Holandesa
em lactacéo e secas suplementadas com 500 mL de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas
durante 5 dias. Efeito principal de tratamento.
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Em relacdo as concentragdes plasmaticas de NEFA no dia 5, 180 minutos apds o
tratamento com 500 mL de propilenoglicol, ndo houve interacdo Tratamento*Tempo
(P=0,62), Categoria*Tempo (P=0,26) ou Tratamento*Categoria (P=0,84). Os dados estdo

apresentados na Figura 20.

Figura 20 - Concentracdo plasmatica de NEFA (Média £ EPM) de vacas da raga Holandesa
em lactacéo e secas 180 minutos apos o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG).
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Ainda em relacdo as concentracbes plasmaticas de NEFA 180 minutos apds o
tratamento com 500 mL de PPG, verificou-se efeito de tratamento (P=0,005), onde se
observa reducdo nas concentracGes plasmaticas de NEFA nos animais que receberam
tratamento com PPG (Figura 21).

Figura 21- Concentracdo plasmatica de NEFA (Média £ EPM) de vacas da raca Holandesa
em lactacdo e secas 180 minutos apds o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG).
Efeito principal de tratamento.
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As concentrages plasmaticas de BHBA durante os 5 dias, apresentou interacéo
Tratamento*Categoria (P=0,005). Verificou-se que as vacas que receberam tratamento com
PPG obtiveram quantidades reduzidas desse metabdlito no sangue, quando comparado com

as vacas do grupo controle (Figura 22).

Figura 22- Concentracdo plasmética de BHBA (Média + EPM) de vacas da raga Holandesa
em lactacdo e secas suplementadas com 500 mL de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas
durante 5 dias.
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No dia 5 do tratamento, as concentra¢Ges plasméticas de BHBA 180 minutos apds o
tratamento com 500 mL de PPG, nédo apresentaram interagdo Tratamento*Tempo (P=0,2),
Categoria*Tempo (P=0,98) e Tratamento*Categoria (P=0,46), como demonstrado na Figura
23.

Figura 23- Concentracdo plasmética de BHBA (Média + EPM) de vacas da raga Holandesa
em lactacdo e secas suplementadas com 500 mL de propilenoglicol (PPG) de 12 em 12 horas
durante 5 dias.
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As vacas tratadas com PPG apresentaram concentragdes plasmaticas de BHBA
reduzidas quando comparadas as vacas ndo tratadas, esses dados do efeito principal de

tratamento (P<0,001) estdo apresentados na Figura 24.

Figura 24- Concentracdo plasmética de BHBA (Média + EPM) de vacas da raga Holandesa
em lactacao e secas 180 minutos apds o tratamento com 500 mL de propilenoglicol (PPG).
Efeito principal de tratamento.

Tratamento P <0,001

Tempo,P=0.2
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7.2 Experimento 2 — Producdo in vitro de embrides de fémeas da raca

Holandesa ap6s infusdo ruminal de propilenoglicol
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Os dados apresentados na tabela 1 s&o indicativos de que as novilhas tratadas com

propilenoglicol apresentaram aumento na taxa de desenvolvimento embrionario. N&o se

verificou efeito do tratamento para as outras variaveis.

Tabela 1 — Producéo in vitro de embrides de novilhas da raga Holandesa lactagéo (Bos taurus

tratadas ou ndo com propilenoglicol (PPG) durante 5 dias antes da PIVE.

Novilhas
Item Controle Propilenoglicol P value
(n=39) (n=38)
Odcitos recuperados por OPU, n 544 £ 0,74 5,16 + 0,62 0,8530
OAdcitos viaveis, n 3,77 £ 0,54 3,18 +0,45 0,8002
Taxa de odcitos viaveis, %2 62% 54% 0,1590
Clivados por OPU, n 2,33+0,38 2,24 £ 0,27 0,9893
Taxa de clivagem, %° 40% 46% 0,9474
Blastocistos por OPU 0,49+0,13 0,74+ 0,16 0,1070
Taxa de blastocistos, %* 9% 14% 0,1409
Taxa de desenvolvimento 16% 6% 0,0583

embrionario, %°

1Taxa de recuperacéo = Total de odcitos recuperados / Total de foliculos puncionados; ; 3 Taxa de
clivagem = total de odcitos clivados / total de odcitos recuperados;  Taxa de blastocistos = total de
blastocistos / Total de odcitos recuperados; ° Taxa de desenvolvimento embrionario = Total de
blastocistos / Total de clivados; ¢ Os dados estdo apresentados em média = EPM. Valor-P < 0,05.
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Os dados apresentados na tabela 2 s&o indicativos de que as vacas secas tratadas com

propilenoglicol apresentaram aumento na taxa de clivagem. Ndo se verificou efeito do

tratamento para as outras variaveis analisadas no presente estudo.

Tabela 2- Producéo in vitro de embrides de vacas da raca Holandesa (Bos taurus) secas,
tratadas ou ndo com propilenoglicol (PPG) durante 5 dias antes da PIVE.

Vacas secas

Item Controle Propilenoglicol P value
(n=45) (n=49)
Odcitos recuperados por OPU 7,89+121 7,12 £ 0,74 0,9840
Odcitos viaveis, n 5,09 £ 0,94 4,55+ 0,61 0,3961
Taxa de odcitos viaveis, %2 57% 58% 0,9062
Clivados por OPU, n 3,38 £0,44 3,84 £ 0,57 0,3941
Taxa de clivagem, %° 44% 47% 0,0580
Blastocistos por OPU 1,11+ 0,23 1,53 +0,39 0,4998
Taxa de blastocistos, %* 16% 17% 0,1113
Taxa de desenvolvimento 8% 4% 0.3204

embrionario, %°

Taxa de recuperacdo = Total de odcitos recuperados / Total de foliculos puncionados; ; ® Taxa de clivagem =
total de odcitos clivados / total de odcitos recuperados; 4 Taxa de blastocistos = total de blastocistos / Total de
odcitos recuperados; ® Taxa de desenvolvimento embrionario = Total de blastocistos / Total de clivados; ¢ Os
dados estdo apresentados em média £ EPM. Valor-P < 0,05.
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Os dados apresentados na tabela 3 sdo indicativos de que as vacas em inicio de
lactacdo tratadas com propilenoglicol apresentaram aumento na taxa de clivagem (P=
0,0210) e taxa de blastocistos (P=0,0668). Houve também reducdo do numero de odcitos

recuperados (P=0,0042). Ndo se verificou efeito do tratamento para as outras variaveis.

Tabela 3- Producéo in vitro de embrifes de vacas da raca Holandesa (Bos taurus) no inicio
da lactacéo, tratadas ou ndo com propilenoglicol (PPG) durante 5 dias antes da PIVE.

Vacas - Inicio Lactacdo P value
Item Controle Propilenoglicol

(n=41) (n=37)
Odcitos recuperados por OPU 5,66 + 0,69 3,7+0,53 0,0042
OAdcitos viaveis, n 3,0+£0,37 2,03 +£0,37 0,3538
Taxa de odcitos viaveis, %2 56% 56% 0,8214
Clivados por OPU, n 2,24 +0,33 2,03+0,39 0,0668
Taxa de clivagem, %° 37% 52% 0,0210
Blastocistos por OPU 0,98 £0,21 1,14 + 0,19 0,8349
Taxa de blastocistos, %* 18% 37% 0,0189
Taxa de desenvolvimento embrionario, %° 31% 46% 0,1141

1Taxa de recuperacio = Total de o6citos recuperados / Total de foliculos puncionados; ; ® Taxa de clivagem = total
de odcitos clivados / total de odcitos recuperados; 4 Taxa de blastocistos = total de blastocistos / Total de oécitos
recuperados; ° Taxa de desenvolvimento embrionario = Total de blastocistos / Total de clivados; ¢ Os dados estdo
apresentados em média £ EPM. Valor-P < 0,05.
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Os dados apresentados na tabela 4 sdo indicativos de que as vacas em final de
lactacdo tratadas com propilenoglicol n&o apresentam efeito positivo do tratamento em todas

as variaveis analisadas.

Tabela 4 - Producédo in vitro de embrides vacas da raga Holandesa (Bos taurus) final de
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lactacdo, tratadas ou ndo com propilenoglicol (PPG) durante 5 dias antes da PIVE.

Vacas - Final de Lactagdo

Item Controle Propilenoglicol P value
(n=38) (n=36)
Odcitos recuperados por OPU 6,00 £ 0,77 6,39 + 0,80 0,5079
Odcitos viaveis, n 3,61+0,53 3,19+0,51 0,7009
Taxa de odcitos viaveis, %2 61% 50% 0,1613
Clivados por OPU, n 3,53+0,55 3,64 £ 0,60 0,8297
Taxa de clivagem, %3 57% 55% 0,7453
Blastocistos por OPU 1,92 +0,36 1,83 + 0,37 0,7841
Taxa de blastocistos, %* 32% 31% 0,5283
Taxa de desenvolvimento embrionario, %° 55% 48% 0,5772

Taxa de recuperacéo = Total de odcitos recuperados / Total de foliculos puncionados; ; ® Taxa de clivagem = total de
odcitos clivados / total de odcitos recuperados; 4 Taxa de blastocistos = total de blastocistos / Total de odcitos
recuperados; ° Taxa de desenvolvimento embrionario = Total de blastocistos / Total de clivados; 8 Os dados estéo

apresentados em média £ EPM. Valor-P < 0,05.
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8 DISCUSSAO

8.1 Experimento 1

O tratamento via oral com 500 mL de propilenoglicol de 12 em 12 horas por cinco
dias aumentou a concentracdo sanguinea de glicose, em vacas em pico de lactacdo e vacas
secas (P=0,02; Figura 8). Diversos estudos relatam o aumento da glicose sanguinea em vacas
da raca Holandesa apos tratamento com PPG (JOHNSON, 1954; PALMQUIST,;
BRUNENGRABER, 1997; BUTLER et al., 2003; KRISTENSEN1 & RAUN, 2007; LUCY,
2012; MAURER et al., 2017). Maurer et al. (2017) verificaram que apds o tratamento oral
com PPG com diferentes doses (100, 300 e 500 mL), houve um aumento na concentragao
sérica de glicose de vacas secas tratadas com 300 mL e 500 mL. No entanto, em vacas
lactantes esse efeito foi observado somente com a dose de 500 mL. No presente estudo
verificou-se aumento na concentra¢do sanguinea de glicose dos animais tratados, entre as
categorias estudadas. Outros estudos relatam limitado aumento da glicose apds tratamento
com diferentes doses de PPG. Verificou-se com pesquisas anteriores que o pico de insulina
sérica ocorre antes do pico de glicose, o que limita aumentos consideraveis na glicose sérica
(BROCKMAN; LAARVELD, 1986; CHRISTENSEN et al., 1997; MIYOSHI et al., 2001).
A conversdo do PPG em propionato no rimen estimula a secrecédo de insulina pelo pancreas.
Além disso, o PPG também pode estimular diretamente a secrecdo de glicose pelo pancreas
(BROCKMAN, 1982). Essas informac6es podem explicar a resposta no aumento da insulina
plasmatica (P<0,001) apos o tratamento com PPG nos animais tratados.

O aporte de glicose no figado estimula a liberacdo de IGF-1 hepatico, resultando em
aumento consideravel na concentracdo sérica deste fator de crescimento (BUTLER et al.,
2003). O tratamento com 500 mL de PPG, a cada 12 horas por cinco dias, utilizado no
presente estudo, ndo foi eficiente (P=0,11) em aumentar a concentracdo plasmatica de IGF-
1. Portanto, rejeita-se a hipotese inicial de aumento nas concentragdes plasmaticas de IGF-
1, nos animais tratados com propilenoglicol. A concentragdo sérica de IGF-1 é mais alta
(P=0,02) em vacas secas, quando comparado com vacas em lactacdo. Gamarra et al. (2014)
observaram aumento de IGF-1 em novilhas suplementadas com PPG a partir do segundo dia
de suplementacgéo. Esses autores observaram que este efeito se estendeu por 7 dias apés o

tratamento em novilhas com restricdo alimentar.
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Houve aumento (P<0,001) da insulina circulante no grupo suplementado com PPG
em vacas em lactacéo, o que demonstra que o tratamento foi eficaz em aumentar a insulina
sérica nesta categoria. Grummer et al. (1994) ao administrarem quantidades crescentes de
PPG (0, 307, 613, 919 g de PPF), observaram um aumento linear na concentracdo sanguinea
de glicose (4,17; 4,44; 4,5; 4,55 nM) e insulina (13,0; 17,7;18,2; 19,8 pUI/mL) e uma
diminuicdo de BHBA (0,82; 0,46; 0,35; 0,37 nM) e 0 NEFA (146; 425; 332; 282ueq/dia).
Esses mesmos autores concluiram que 296 mL de PPG foi tdo eficaz quanto 887 mL na
reducao da mobilizacéo lipidica durante a ingestéo restrita de alimento, em contrapartida, o
aumento da insulina foi menor com 296 mL vs. 887 mL de PPG.

E importante ressaltar que as concentragdes e utilizagdo da insulina sio resultado de
uma relacdo dindmica entre a secrecdo e a excrecdo simultanea de outros horménios
gastrointestinais, além de acdo direta dos acidos graxos livres no ciclo de Krebs, transporte
e utilizacdo da glicose, indicando o mecanismo multifatorial de controle da insulina
conforme descrito por Golay e Ybarra (2005).

Houve efeito significativo da concentracdo de insulina sérica tanto em vacas em
lactacdo quanto em. vacas secas, apontado que o tratamento foi eficiente em aumentar os
niveis de insulina nos animais tratados com PPG (P<0,001), o que indica que esses animais
responderam ao aumento do aporte de glicose ruminal. Outra diferenca significativa
encontrada no presente estudo foi a mais alta concentracao de insulina plasmatica em vacas
no inicio de lactacdo, indicando que estes animais necessitam de maiores concentracdes de
insulina para utilizacdo da glicose. Sales (2011) em experimento a fim de caracterizar a RPI
observaram a maior secre¢ao de insulina [pico, insulina (A max.,) e AUC] em resposta ao
tratamento com glicose , em testes de tolerancia a glicose.

Estudos utilizando camundongos indicaram que o PPG e 2,3-butanodiol podem estar
diretamente envolvidos na inducédo da resisténcia a insulina no muasculo e no tecido adiposo,
(LOMEO et al., 1988; XU et al., 1998). Estes achados somados a conhecida resisténcia
periférica a insulina no inicio da lactacdo, podem explicar o aumento nas concentracdes de
insulina encontradas no presente estudo.

Bossaert et al., em estudo utilizando novilhas e vacas em lactacdo da raca Holandesa,
para avaliar a interferéncia do estado metabolico na secrecdo de insulina induzida pela
glicose, relataram que elevadas concentracGes de NEFA podem interferir negativamente na

secrecdo de insulina pelo péancreas.. Esse fato pode explicar a reducdo na resposta ao
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tratamento com PPG devido a baixa concentracdo de NEFA (< 100 ng/mol) no inicio do
tratamento das vacas secas.

No presente estudo, foram observadas reducfes nas concentragdes sanguineas de
NEFA (P=0,01) e BHBA (P=0,005) nos animais tratados com propilenoglicol. Porém, ndo
houve interacéo entre o tratamento e a categoria animal para NEFA e, contrariamente, houve
efeito Tratamento*Categoria para BHBA. Christensen et al. (1997) relataram que a baixa
concentracdo de NEFA (< 100 ng/mol) antes do tratamento com PPG indica baixo desafio
metabolico hepéatico em vacas secas, e corroborando com essa afirmacédo, 0s animais
utilizados para o presente estudo apresentaram concentracdo média de NEFA acima de 100
ng/mol. O baixo desafio metabdlico (producdo média de 30+5 kg de leite/dia) dos animais
em lactacdo utilizados no presente estudo, que pode ser observado a partir dos niveis basais
de insulina, glicose, NEFA e BHBA, ndo apresentaram grandes diferencas entre vacas secas
e em lactagdo antes do inicio do tratamento.

Verificou-se, também, aumento da glicose circulante nos animais tratados com PPG,
0 que pode explicar a reducdo nas concentracdes plasmaticas de NEFA e BHBA. Resultados
conflitantes sdo encontrados na literatura, uma vez que Studer et al. (1993) mostraram que
o tratamento com PPG no periodo pré-parto tende a afetar a concentracdo plasmatica de
NEFA no periodo p6s-parto. No entanto, Lucy (2008) relatou que concentracdo de NEFA
no plasma tém limitada influéncia do tratamento com PPG, e os pesquisadores Bjerre-
Harpoth et al. (2015) observaram que as concentracGes plasmaticas de NEFA diferiram
apenas entre os tratamentos na primeira semana ap0s o parto. O efeito gliconeogénico do
PPG é mais evidente em vacas que se encontram com ECC alto no momento do parto, porém,
verificou-se que esses efeitos parecem ser reduzidos em animais com baixas concentragdes
de NEFA e BHBA no periparto (NIELSEN; INGARTSEN, 2004).

Nielsen e Ingartsen (2004) relataram que o tratamento com PPG reduz a
metabolizacdo de gordura em vacas no inicio de lactacdo (até a segunda semana). Alguns
estudos ndo encontraram esses efeitos de reducdo da metabolizacdo da gordura, enquanto
outros confirmaram esses achados (GRUMMER et al., 1994; CHRISTENSEN et al., 1997).
A variabilidade dos resultados encontrados pode ser explicada por alguns fatores como:
tempo de coleta de sangue em relacdo ao tratamento com PPG, via de administracdo, status
fisiolégico do animal e dose de PPG utilizada (COZZI et al., 1996; FORMIGONI et al.,
1996; FONSECA et al., 1998; MIYOSHI et al., 2001; PICKETT et al., 2003).
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Bjerre-Harpgth et al. (2015) verificaram que o rapido aumento nas concentragdes de
glicose ap0s o tratamento com PPG reduz momentaneamente os niveis plasmaticos de NEFA
e BHBA. Esse efeito leva a reducéo de glicose e aumento do pico plasmatico de BHBA, que
retornam rapidamente a niveis normais ap6s o tratamento.

Um fator importante observado nos pardmetros avaliados no nosso estudo é que ndo
houve padrdo de resposta dos animais submetidos a suplementacdo com PPG, uma vez que

todas as variaveis avaliadas apresentaram alto desvio padrao.
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8.2 Experimento 2

O tratamento com PPG apresentou alguns resultados positivos no aumento das taxas
de PIVE. Verificou-se aumento (P=0,06) na taxa de desenvolvimento embrionario em
novilhas tratadas com PPG (Tabela 1). Gamarra et al. (2014) em estudo utilizando 400 mL
de PPG em novilhas da raga Holandesa com restri¢do alimentar, verificaram maior nimero
de blastocistos grau 1 a 3 quando comparadas as novilhas ndo tratadas. Esses resultados
sugerem que o tratamento com PPG pode melhorar a competéncia oocitaria, resultando em
maiores taxas de desenvolvimento embrionario e qualidade dos blastocistos produzidos.

Outros estudos indicam que diferentes planos nutricionais com elevados niveis de
energia podem afetar o crescimento folicular (GUTIERREZ et al., 1997; GONG et al., 2002)
por induzir mudangas nos metabdlitos, insulina e IGF-1 no plasma (ARMSTRONG et al.,
2001). Além disso, estudos verificaram alteracBes hormonais e de fatores de crescimento
também no fluido folicular conforme o nivel de energia da dieta (LANDAU et al., 2000;
MATOBA et al., 2014). O’Callaghan et al. (2000) relataram que a dieta pode afetar a
morfologia e a capacidade de desenvolvimento embrionario, apesar de ndo apresentar
melhora na qualidade oocitaria e nas alteracbes metabdlicas e hormonais. Entretanto, 0s
autores discutem que a dieta pode ter influenciado na disponibilidade de glicose para o
desenvolvimento embrionario.

Em vacas secas verificou-se efeito (P=0,580) de aumento na taxa de clivagem (44%
vs 47%) nos animais tratados com PPG, em estudo realizado com aumento da insulina em
cultura de foliculos entre 4 e 8 mm. Fouladi-Nashta et al.(2006) concluiram que o aumento
de insulina no meio de cultivo reduz a taxa de clivagem (61 vs. 51%), porém, sem influéncia
negativa no desenvolvimento embrionario. Nesse mesmo sentido ndo foram observadas
diferencas nas outras variaveis analisadas (Tabela 2) no presente estudo. Outros estudos
evidenciaram que devido ao baixo desafio metabdlico, vacas secas sdo mais eficientes na
producdo in vitro de embrides quando comparadas com vacas em lactacdo (VIEIRA et al.,
2015) e com novilhas (GUERREIRO, 2015; BARUSELLLI et al., 2016).

Os resultados apresentados na Tabela 3 apontam aumento significativo (P=0,0189)
na taxa de blastocistos das vacas em inicio de lactagdo pertencentes ao grupo de animais
tratados com PPG (18% vs. 37%). Ainda que o periodo de tratamento com PPG seja curto

(5 dias), foi observado melhora na qualidade oocitaria demonstrada pela taxa de blastocistos.
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Houve reducdo no nimero de odcitos recuperados por OPU nos animais tratados quando
comparado aos animais nao tratados (5,66 vs. 3,7; P=0,0042). Porém, ndo houve diferengas
no numero de embrides produzidos conforme o tratamento com PPG. Rizos et al. (2008),
em estudo com 35 vacas no inicio de lactacdo tratadas com 500 mL de PPG por 4 semanas,
ndo observaram diferencas significativas na taxa de blastocisto entre os animais tratados ou
ndo com PPG (25,3% vs. 14,4%). Entretanto, estes autores discutem a diferenca numérica
em favor do grupo tratado com PPG. Britt (1994) relata que vacas em BEN possuem
alteracdo na expressdo génica dos odcitos desenvolvidos neste periodo, e essas alteracfes
resultam em odcitos com baixa capacidade de desenvolvimento embrionério. Os resultados
do presente estudo corroboram com o efeito positivo do aumento de aporte de glicose na
PIVE de vacas no inicio de lactacéo.

N&o foram observadas diferencas na eficiéncia de producdo de embribes em vacas
em fim de lactacdo tratadas com PPG (Tabela 4). Estudos apontam que essa categoria animal
apresenta elevadas concentracGes de glicose circulante, o que pode justificar a resposta ao
tratamento encontrada no presente estudo (SAUER et al., 1973; GRUMMER et al., 1994).
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9 CONCLUSAO

Os resultados do estudo confirmam a hipétese de que o tratamento com
propilenoglicol eleva os niveis séricos de glicose, insulina e reduz a quantidade de NEFA e
BHBA em vacas no inicio de lactacdo, Entretanto, a hipétese de que haveria aumento
de.IGF-1 foi rejeitada.

O tratamento com 500 mL de propilenoglicol duas vezes ao dia, aumenta a taxa de
desenvolvimento embrionéario em novilhas, a taxa de blastocisto em vacas no inicio de
lactacdo, e a taxa de clivagem em vacas secas. Em vacas no final de lactacdo, ndo foram
observados efeitos positivos do tratamento com propilenoglicol na producédo in vitro de

embrides.

O tratamento com propilenoglicol pode ser utilizado como ferramenta para aumento
da eficiéncia na PIVE, através do aumento do aporte energético em vacas no inicio de

lactacdo e novilhas da raca holandesa.
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10  CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES PRATICAS

O tratamento com PPG pode ser uma alternativa para melhorar a qualidade
embrionaria e a producéo in vitro de embrides em vacas no inicio de lactacdo e em novilhas.
Essas categorias geralmente apresentam baixa eficiéncia na aplicagdo dessa biotecnologia

da reproducao.
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A seguir é apresentado a confirmacdo ou ndo das hipdteses propostas pelo presente estudo:

Figura 25 - (A) Experimento 1: O tratamento com propilenoglicol aumentou o aporte de
glicose e estimulou o aumento da concentragdo circulante de insulina. Entretanto, néo se
verificou aumento esperado nas concentracbes de IGF-1. Ainda, o tratamento com
propilenoglicol reduziu a mobilizac&o de gordura corporal, observada pela redugéo de NEFA
e BHBA circulantes. (B) Experimento 2: O tratamento com propilenoglicol proporcionou
aumento do aporte energético mas ndo se verificou efeito no nimero de odcitos viaveis
aspirados. Porém, o tratamento com PPG apresentou efeito positivo na PIVE de vacas em
inicio de lactacdo e de novilhas
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