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ESTUDO SOBRE RESIDUOS QUﬂ\/IICOS DE FLUAZURON NA
PRODUCAO EMBRIONARIA DE VACAS WAGYU

RESUMO

O Brasil se destaca no cenéario mundial de producdo de alimentos, sobretudo de alimentos
de origem animal, como a carne bovina. Contudo, existe um desafio atual e mundial que é
produzir alimentos, no caso, a pecuaria, de forma mais sustentavel. O uso das
biotecnologias da reproducdo pode contribuir neste cenario, mas, varios fatores podem
comprometer o resultado e o sucesso dessas técnicas, como € o caso de algumas drogas
veterinarias, dentre elas, os carrapacitidas. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
presenca de residuos quimicos de ectoparasitarios ou de seus metabdlitos no sangue e no
liquido folicular e verificar a producdo in vitro de embriées (PIVE) em vacas da raca
Wagyu submetidas a tratamento com carrapaticida. Foram utilizadas 20 fémeas bovinas
adultas de raca Wagyu, doadoras de odcitos, distribuidos em 2 grupos: G1 — animais que
ndo foram submetidos ao controle de ectoparasitas e G2, animais que foram submetidos ao
controle de carrapatos com produto a base de fluazuron. Apos, todas as vacas foram
submetidas a sincronizacdo estral, em quatro momentos durante 0 experimento, com
intervalos de 21 dias. Nos dias D12, D33, D54 e D75 foram realizadas as aspiracdes do
liquido folicular dos foliculos dominantes e foram coletadas amostras de sangue para
analise da presenca de residuos quimicos, empregando CG-EM. No mesmo momento
foram coletados os ovdcitos para a PIVE. Foram detectados residuos de fluazuron no
plasma dos animais até 54 dias ap0s a aplicacdo de carrapaticida, porém, ndo foram
detectados residuos no liquido folicular. Os animais tratados com carrapaticida
apresentaram um maior nimero de odcitos totais e vidveis, contudo a taxa de viabilidade e
a taxa de blastocisto foi menor. Sugere-se que mais pesquisas sejam conduzidas, a fim de
comprovar os efeitos desta droga sobre os aspectos reprodutivos de vacas doadoras de
odcitos, visto que, 0 mesmo permanece circulante no sangue por muito tempo. Com mais
estudos, serd possivel propor um protocolo mais apropriado de sincronizacdo e coleta de
o0citos para animais tratados com carrapaticidas, e assim, contribuir com o
desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva de bovinos de corte.

Palavras-chave: biotécnicas da reproducdo; carrapaticida; fluazuron; producéo in vitro de
embrides.



STUDY ON FLUAZURON CHEMICAL WASTE IN EMBRYARIAN
PRODUCTION OF WAGYU COW

ABSTRACT

Brazil stands out in the world scenario of food production, especially of foods of animal
origin, such as beef. However, there is a current and global challenge, which is to produce
food, in this case, livestock, in a more sustainable way. The use of biotechnologies of
reproduction can contribute in this scenario, but, several factors can compromise the result
and the success of these techniques, as is the case of some veterinary drugs, among them,
carrapacitidas. Thus, the objective of this study was to evaluate the presence of chemical
residues of ectoparasites or their metabolites in the blood and in the follicular fluid and to
verify the in vitro embryo production (IVEP) in Wagyu cows submitted to treatment with
ticks. Twenty adult Wagyu bovine females were used, donors of oocytes, distributed in 2
groups: G1 - animals that were not submitted to the control of ectoparasites and G2,
animals that were submitted to the control of ticks with fluazuron-based product.
Afterwards, all cows were submitted to estrous synchronization, in four moments during
the experiment, with intervals of 21 days. On days D12, D33, D54 and D75, aspirations of
the follicular fluid from dominant follicles were performed and blood samples were
collected for analysis of the presence of chemical residues, using GC-MS. At the same
time, oocytes for IVEP were collected. Residues of fluazuron were detected in the animals'
plasma up to 54 days after the application of ticks, however, no residues were detected in
the follicular fluid. The animals treated with ticks presented a higher number of total and
viable oocytes, however the viability rate and the blastocyst rate were lower. It is
suggested that more research be conducted in order to prove the effects of this drug on the
reproductive aspects of oocyte donor cows, since it remains circulating in the blood for a
long time. With further studies, it will be possible to propose a more appropriate protocol
for the synchronization and collection of oocytes for animals treated with ticks, and thus
contribute to the sustainable development of the beef cattle production chain.

Keywords: biotechniques of reproduction; cattle tick pesticide; fluazuron; in vitro embryo
production.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil se sobressai no cenario mundial de producdo de alimentos,
tanto de origem vegetal quanto animal, sendo apontado como celeiro do mundo (SA;
SILVA, 2019). Dentre os alimentos de origem animal, os produtos carneos de frango e de
boi se destacam. No caso da carne bovina, ressalta-se que o Brasil é detentor do maior
rebanho comercial de gado do mundo e ocupa o segundo lugar como maior produtor e
exportador de carne, posicionando o pais como protagonista no cenario mundial da
producdo de gado de corte (ABIEC, 2018).

Contudo, um grande desafio atual para a humanidade é ofertar recursos alimentares
suficientes para atender as necessidades das pessoas sem, entretanto, exceder a capacidade
da Terra, ou seja, produzir alimentos e se desenvolver de forma sustentavel
(ROCKSTROM et al., 2009).

O desenvolvimento sustentavel se fundamenta no crescimento econdémico, na
protecdo a0 meio ambiente, e na promoc¢do da igualdade social (BOFF, 2017) e, para
estimular o desenvolvimento sustentavel, a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU)
elaborou um conjunto de 17 objetivos e 169 metas universais, denominados Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) que apresenta como visdo um mundo livre da
pobreza, fome, doenca e penuria, onde toda a vida pode prosperar (UNESCO, 2015). No
que tange a producdo de alimentos e erradicacdo da fome, varios ODS enfatizam a
importancia de areas como a agricultura e a pecudria, consideradas pontos estratégicos para
contribuir com o desenvolvimento sustentavel (LEROY et al., 2016).

Dessa forma, um modo de expansdo visando uma producdo pecuaria mais
sustentavel € o incremento da competitividade por meio da reducéo de custos da producao
e/ou pela oferta de produto de qualidade superior, que podera resultar em novos mercados,
mais lucrativos e exigentes. Nesse contexto, uma importante ferramenta é o uso das
biotecnologias da reprodugdo, que pode contribuir de maneira positiva com a
sustentabilidade econémica e ambiental da cadeia bovina (COLOMBO et al., 2017).

Outro ponto importante a ser considerado é o controle sanitario do plantel de gado
de corte, visto que garante o desempenho produtivo e reprodutivo dos animais, resultando
em ganhos econdmicos. De fato, as doencas infectocontagiosas, as endoparasitoses e as
ectoparasitoses merecem atencdo especial, pois reduzem os indices de desenvolvimento do
plantel (BERGE; VERTENTEN, 2017).

13



No contexto da sanidade animal, um problema comum entre os rebanhos brasileiros
sdo os parasitos, tanto endo como ectoparasitas, 0s quais exigem um controle constante.
No Brasil, por ser um pais tropical, um ectoparasita de importancia econémica é o
carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, que é um parasito hematéfago, que causa
injurias aos animais e é vetor de doencas como a Tristeza Parasitaria Bovina,
representando risco a satde do animal e ao seu bem-estar (CHEFER et al., 2016) .

Para o tratamento de infestacGes de carrapatos existem, atualmente, varias formas
para reduzir sua incidéncia e interferir no seu ciclo de vida, tais como rotacao de pastagens,
introducdo de pastagens com poder de repeléncia ou com acdo letal ao parasita, produgéo
com animais mais resistentes ao carrapato, além do uso de métodos quimicos. Os métodos
quimicos, que incluem os denominados carrapaticidas, apresentam uma gama de principios
ativos comercialmente conhecidos como o amitraz e as associacdes de organofosforados
com piretroides, piretrdides com lactonas macrociclicas e fluazuron com organofosforados
(ROCHA; OLIVEIRA 2006).

Porém, na pratica, muitas vezes, 0s produtores ndo respeitam as normas de uso dos
carrapaticidas, aplicando doses desnecessarias, super ou sub-doses, ndo respeitam o
periodo de caréncia e, além disso, verifica-se que o prazo de caréncia estabelecido pelos
fabricantes pode ndo ser adequado para outras caracteristicas inerentes a pecuaria, como €
0 caso do uso das biotecnologias da reproducéo, evidenciando lacunas do conhecimento
nessa area.

Somado a esse fato, ressalta-se que esse problema pode se agravar mais ainda em
racas de clima temperado, importadas, que sdo mais vulneraveis aos carrapatos €, por isso,
dependem de um controle de carrapatos mais intensivo (MAPHOLI et al., 2014), como
exemplo, a raca Wagyu.

A raca de gado Wagyu, de origem japonesa, tem sido introduzida no Brasil a fim
de ampliar o rol de racas criadas e oferecer um produto com qualidade diferenciada, visto
que sua carne é reconhecida mundialmente pela maciez, suculéncia e sabor, caracteristicas
resultantes da carcaga com elevados niveis de marmoreio e da alta quantidade de gordura
insaturada (TANINAKA et al., 2015). Sendo assim, fomentar essa criagdo traz vantagens
econdmicas para o Brasil.

Por isso, estudos que envolvam a determinacdo de residuos quimicos de
carrapaticidas no sangue e no liquido folicular de vacas da raca Wagyu, uma raca

importada e com rebanho crescente no Brasil, poderé@o contribuir com o estabelecimento de
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um protocolo adequado de controle ectoparasitario que ndo comprometa os resultados das

biotecnologias da reproducdo empregadas.

15



2. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo geral

Avaliar se os residuos de carrapaticida interferem na producédo in vitro de embrides

bovinos.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar a presenca de fluazuron ou de seus metabdlitos nas amostras de liquido

folicular e sangue colhidas;

e Avaliar a produgao in vitro de embrides bovinos de vacas doadoras da raca Wagyu,

submetidas ou ndo a tratamento com carrapaticida, a base de fluazuron;

e Correlacionar os resultados das analises de presenca de residuos quimicos a

eficiéncia da ovum pick-up (OPU).

16



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cenéario mundial e nacional da bovinocultura de corte

No ano de 2020 o rebanho bovino mundial totalizou mais de 1 bilhdo de cabecas,
atribuido ao expressivo crescimento da producdo nos Estados Unidos, Argentina e
Austrélia, sendo que o Brasil também se destaca pois é detentor do maior rebanho
comercial de gado do mundo e ocupa o primerio lugar como maior produtor e exportador
de carne bovina. O rebanho brasileiro soma um total de 213,6 milhdes de cabecas, 0 que
torna o pais um protagonista no cenario mundial da producdo de gado de corte (ABIEC,
2020; USDA NASS, 2019). O United State Department of Agriculture National -
Agricultural Statistics Service (USDA NASS) aponta o Brasil e a india como os maiores
exportadores mundiais de carne bovina e 0s americanos como 0s principais importadores
(USDA NASS, 2019).

De acordo com o relatorio do Worldwatch Institute (WI), a producdo e o consumo
globais de carne tem aumentado, e esse fato se deve, em parte, a0 crescimento
populacional e a maior demanda per capita em muitos paises, cuja populacdo tem maior
poder de compra (PETROVIC et al., 2015). De fato, os paises industrializados consomem
0 dobro da quantidade de carne quando comparados aos paises em desenvolvimento
(PETROVIC et al., 2015).

Evidenciando a importancia da pecudria no cenario econémico brasileiro, verifica-se
que ao final de 2018 o Brasil registrou um crescimento do Produto Interno Bruto (PIB),
que chegou a R$ 6,83 trilhdes e, nesse mesmo periodo, o PIB da pecuaria foi de R$ 597,22
bilhdes, 8,3% de superdvit comparado ao ano de 2017, portanto o PIB da pecuéria
aumentou em 8,7% a sua participacdo no PIB total brasileiro (ABIEC, 2018).

Com relacdo a distribuicdo geografica dos rebanhos bovinos no Brasil, observa-se
que o maior numero de cabecas de gado se concentra em estados com maior potencial
produtor, como Mato Grosso, que ocupa a primeira posi¢do nacional, com 29 milhGes de
cabecas (BRASIL, 2019). Por outro lado, o Parana apresenta um rebanho inferior, com 9
milhdes de cabecas de gado, ocupando a 10° posi¢do nacional, contudo, 2,1 milhdes de
cabecas do estado estdo presentes na regido noroeste, fato que torna essa cadeia produtiva
muito importante para a economia da regido (IPARDES, 2018).
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3.2. Manejo sanitario de rotina empregado na bovinocultura de corte

Para garantir o crescimento e a qualidade dos rebanhos brasileiros, 0 manejo
sanitario é primordial. O controle da sanidade do plantel de gado de corte garante o
desempenho produtivo e reprodutivo dos animais, resultando em ganhos econémicos.

Os programas sanitarios sdo definidos como um conjunto de a¢des desenvolvidas
com o0 objetivo de promover e manter a saude animal, ou seja, sdo varias acbes que
promovem ou preservam a saude animal, a fim de se alcancar resultados quantitativos
positivos na producdo de carne ou leite, melhorando a eficiéncia financeira das cadeias
produtivas (ALFIERI et al., 2019).

O controle de doencas infectocontagiosas, como brucelose, leptospirose,
tricomonose, campilobacteriose, rinotraqueite infecciosa (IBR), diarréia viral bovina
(BVD), endoparasitoses e ectoparasitoses merecem atencdo especial pois reduzem os
indices de desenvolvimento do plantel (BERGE; VERTENTEN, 2017). Nesse panorama,
as vacinas sao consideradas como uma das principais acdes a serem implementadas em um
programa sanitario para a prevencao de patologias.

O controle de endo e ectoparasitas também se constituem em pontos consideraveis
no manejo sanitario, em funcdo dos prejuizos econdmicos acarretados. O Brasil, por ser
um pais de clima tropical, apresenta elevados impactos negativos do parasitismo sobre a
produtividade do rebanho bovino. Grisi et al. (2014) elencaramas perdas na producéo de
leite e no ganho de peso dos animais para 0s principais parasitos, sendo, para hematdides
gastrointestinais, perdas de US$ 7,11 bilhdes, para Boophilus microplus, US$ 3,24 bilhdes,
para Haematobia irritans, US$ 2,56 bilhdes, para Dermatobia hominis, US$0,38 bilhdes,
para Cochliomyia hominivorax, US$ 0,34 bilhdes e para Stomoxys calcitrans, US$ 0,34
bilhdes, totalizando US$ 13,96 bilhdes de prejuizo. Outros ectoparasitas, como a sarna e 0s
piolhos também foram apontados pelo autor, ja que o clima tropical propicia a presenca
destes parasitos durante o ano todo. A USDA estimou perdas anuais de US$ 29,7 milhdes
para sarna e acaros da sarna e de US$ 730,3 milhdes para moscas de chifre (USDA NASS,
2011).

O endoparasitismo em bovinos pode ser dividido em trés categorias no que se
refere ao efeito dos parasitos no hospedeiro: infectado, econémico e clinico. A categoria
infectado se refere a presenca de parasitos, mas, devido aos nimeros e/ou composicao de
espécies de parasitos ndo existem efeitos adversos demonstraveis, ou seja, existe um

equilibrio entre hospedeiro e parasito. O parasitismo econémico é o nivel de infeccdo que
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impede que o hospedeiro atinja sua genética potencial na producgéo de carne ou leite; é um
parasitismo sazonal e, frequentemente, é afetado por outros fatores com alimentacdo, taxa
de lotacdo, idade, sexo, raca ou resisténcia. O parasitismo clinico ocorre quando um existe
um desequilibrio entre hospedeiro e parasito, resultando em sinais clinicos de infestacao
parasitaria (CHARLIER et al., 2009).

Os endoparasitas constituem um grupo de preocupacdo constante no controle
sanitario e, dentre elas, as endoparasitoses gastrintestinais representam relevante
importancia zootécnica. As parasitoses gastrintestinais apresentam grande disseminagédo na
pecuaria brasileira, prejudicando o desempenho dos bovinos, pois gera competi¢do pela
absorcdo de nutrientes e ocasiona espoliacdo do hospedeiro. Diferentemente dos
ectoparasitas, as parasitoses gastrintestinais ndo sdo percebidas visualmente pelos
produtores, dificultando o diagnostico e a avaliacdo da carga parasitaria, por isso, essas
endoparasitoses geralmente se apresentam de forma cronica e com baixa mortalidade,
contudo, reduzem o desenvolvimento e a produgao dos animais (VENTURINI, 2016).

Os ectoparasitas sdo parasitos que vivem na superficie, ou em alguma lesdo com
contato ao meio externo do hospedeiro, que se alimentam a custa do animal parasitado,
causando impacto negativo ou prejuizo em funcdo de algum tipo de acdo mecanica e
patogénica (GALVAO; GURGEL-GONCALVES, 2014). No caso das ectoparasitoses, um
ectoparasita de grande importancia no Brasil € o carrapato, que € um parasita hematéfago,
que além de causar injarias ao animal pode ser vetor de doencas como a Tristeza
Parasitaria Bovina (CHEFER et al., 2016).

Para seu controle, medidas profilaticas devem fazer parte do manejo de rotina da
propriedade, como disponibilizar alimento e 4gua de boa qualidade para os animais, limpar
periodicamente os cochos, realizar a limpeza de currais e esterqueiras, rocar o pasto e
eliminar corretamente as carcacas, para que 0s animais respondam adequadamente as
vacinas e as demais medidas profilaticas (OLIVEIRA; MOURA ZANINE; SANTOS,
2007). Salienta-se que esses parasitos devem ser controlados, principalmente, nos periodos
do ano em que ocorre maior frequéncia, como na estagdo chuvosa, quando suas populacdes
aumentam nas pastagens e 0s animais se tornam parasitados. Destaca-se também, que em
rebanhos de ragas europeias ou em Seus cruzamentos, 0S prejuizos provocados pelos

ectoparasitas podem ser maiores (STOTZER et al.,, 2014).
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3.3. Principais formas de controle de endoparasitas e ectoparasitas

Para controlar as parasitoses, métodos quimicos, biologicos e de manejo tém sido
utilizados (CARDOSO et al., 2014), sendo que o mais comum é o uso de produtos
quimicos, contudo, ressalta-se que a utilizagdo deve ser criteriosa e deve ser elaborado um
plano de controle estratégico de acordo com a sazonalidade dos parasitas, de modo a evitar
excesso na aplicacdo do produto quimico e a existéncia de residuos na carne ou no leite.
Outra consequéncia do uso excessivo € o desenvolvimento de resisténcia dos parasitos ao
principio ativo do produto (MAIORANO et al., 2019).

Um dos principais ectoparasitas que prejudica a pecuaria € 0 carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, e existem varias formas para reduzir sua incidéncia
e interferir no seu ciclo de vida, tais como realizar rotagdo de pastagens, introduzir
pastagens com poder de repeléncia com acdo letal ao parasita e, no caso do Brasil, 0s
pecuaristas também buscam bovinos de ragas mais resistentes (SHYMA; GUPTA; SINGH,
2015), além do uso de métodos quimicos, como 0 uso de carrapaticidas.

Globalmente, o controle quimico tem sido a principal estratégia para combater
infestacBGes de carrapatos em bovinos, principalmente em paises com introducdo de racas
importadas, as quais sao mais suscetiveis aos carrapatos e, por isso, dependem do controle
intensivo usando carrapaticidas (MAPHOLI et al., 2014). Entretanto, o uso regular de
carrapaticidas eleva os custos de producdo, em funcdo do aumento dos custos veterinarios,
aumenta a mdo de obra no manejo dos rebanhos e pode resultar em resisténcia dos
carrapatos aos carrapaticidas (JONSSON, 2006).

Em pequenas propriedades, 0s pecuaristas usam tratamentos menos onerosos,
como a remoc¢do manual, uso de desinfetantes domésticos ou mesmo o uso de fluido de
motor ou 0Oleo de carro para controlar carrapatos, porém, essas praticas ndo sdo desejaveis
e podem prejudicar a saude animal e humana (MOYO; MASIKA, 2009). Com relacdo a
resisténcia, sabe-se que um dos maiores problema do uso de carrapaticidas € a selecdo de
carrapatos resistentes aos principios ativos. O mecanismo de resisténcia do carrapato é
complexo e esta relacionado a imunologia do hospedeiro, podendo ser classificado como
resisténcia inata, que esta relacionada a producdo de substancias antimicrobianas na
superficie do tecido epitelial, ocasionada pelo primeiro contato do agente com o
hospedeiro na primeira infestacdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2014), e resisténcia
adquirida, em que a imunidade é efetuada pelos anticorpos, sendo ocasionada pela grande

exposicdo do animal a infestacdo de carrapatos (TIZARD, 2014).
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Os compostos quimicos utilizados como carrapaticidas mais conhecidos
comercialmente s8o o amitraz e as associacdes de organofosforados com piretrdides,
piretroides e lactonas macrociclicas e fluazuron e organofosforados (ROCHA; OLIVEIRA
2006).

Além do maior custo de producdo, maior manejo e resisténcia ao principio ativo,
os carrapaticidas também podem deixar residuos quimicos na carne, no leite, no couro e no
meio ambiente, dai a necessidade do cumprimento das normas corretas de aplicacao,
envolvendo forma, dose e respeito ao periodo de caréncia, de acordo com a prescricao do
produto. Inclusive, existe uma demanda publica crescente para produtos de origem animal
sem residuos (MACHADO et al., 2010).

Porém, observa-se, na pratica, que em muitas vezes, 0os produtores ndo respeitam
essas normas, aplicando doses desnecessarias, quantidades maiores de produtos ou nao
respeitam o periodo de caréncia e, a0 mesmo tempo, verifica-se que o prazo de caréncia
estabelecido pelo fabricante pode ndo ser adequado para outras caracteristicas inerentes a
pecudria, como € o caso do uso das biotécnicas da reproducdo, evidenciando lacunas do

conhecimento nessa area.

3.4. Residuos quimicos

Véarios compostos quimicos sdo usados regularmente para tratar 0s animais
acometidos por vérias patologias ou no controle sanitario de rotina, incluindo os rebanhos
bovinos. Contudo, se ndo forem respeitados, dentre outros fatores, a dose e 0 tempo de
caréncia para a completa eliminacdo do composto do sistema corporal do animal, alguns
residuos desses compostos poderdo ser encontrados na carne ou no leite (BEYENE;
TESEGA, 2014).

A Unido Europeia (UE) e o Centro de Medicina Veterinaria da Food and Drug
Administration (CVM/FDA) nos EUA definem residuos como substancias
farmacologicamente ativas, podendo ser o principio ativo ou seus metabdlitos que
permanecem nos alimentos de origem animal. Em condicdes fisioldgicas normais, apos
administragcdo de um medicamento em um animal, 0 mesmo é metabolizado em compostos
menos toxicos e, em geral, a maior parte do principio ativo ou de seus metabolitos é
excretada na urina e, em menor grau, pelas fezes. No entanto, em alguns casos, essas
substancias também podem ser encontradas no leite e na carne (BEYENE; TESEGA,
2014).
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Residuos de medicamentos veterinarios se constituem em um problema atual.
Beyene e Tesega (2014) apontam que os principais fatores de risco responsaveis pelo
aparecimento de residuos podem ser a idade do animal, dieta, presenca de patologias,
farmacocinética de drogas utilizadas, uso errbneo de doses, ndo respeito ao periodo de
caréncia, resisténcia a farmacos e reacdes de hipersensibilidade. Complementando, Okocha
et al. (2018) afirmaram que mesmo com as orientacdes dos rotulos dos fabricantes, muitos
produtores ndo seguem as instrucdes ou as dosagens recomendadas do rotulo, ndo aderem
ao tempo de caréncia recomendado, administram um volume muito grande em um Unico
local de injecdo, usam equipamentos contaminados por outras drogas, ou nao limpam
corretamente 0 equipamento usado para misturar ou administrar drogas, erram na dosagem,
medicdo ou misturam diferentes medicacdes e permitem que os animais acessem produtos
quimicos derramados ou alimentos medicamentosos.

No controle sanitario de ectoparasitas € comum o0 uso de compostos quimicos,
denominados carrapaticidas, sendo que os mais conhecidos comercialmente sdo o0 amitraz
e as associacOes de organofosforados com piretroides, piretroides e lactonas macrociclicas
e fluazuron e organofosforados (ROCHA; OLIVEIRA 2006).

O fluazuron, da classe difluoro-benzamida (Figura 1), um carrapaticida que atua de
forma sistémica, regula o crescimento do carrapato, agindo de forma a inibir a
incorporacdo de quitina na cuticula. Essa molécula foi lancada comercialmente no mercado
em 1994 e, até o ano de 2014, era considerada a Unica molécula com ingredientes ativos
sem nenhuma evidéncia de resisténcia (RECK et al., 2014).

Os produtos comerciais a base de fluazuron permitem um controle eficaz dos
carrapatos e reduzem a infestacdo do ambiente, impedindo que surjam novas larvas na
pastagem, contudo, apresentam como periodo de caréncia para o abate de bovinos, 45 dias
apos a ultima aplicacdo e, para vacas de leite, o produto nao deve ser aplicado em fémeas
produtoras de leite para o consumo humano (ZOETIS, 2020).

Considerando que o Brasil € um dos maiores exportadores agropecuario em nivel
mundial, o pais se tornou também um dos maiores consumidores de agrotoxicos
(HERMIDA, PELAEZ; SILVA, 2015). Por isso, vérias agéncias estdo envolvidas na
determinacdo dos Limites Maximos de Residuos (LMR) nos alimentos, como o Codex
Alimentarius (CODEX), a Agéncia Europeia de Avaliacdo de Medicamentos (EMEA) e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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Figura 1. Estrutura quimica e informacdes sobre o fluazuron

Nome quimico:
IUPAC: 3- [3- (3-cloro-5-tnfluorometil-2-piridiniloxi) -4-clorofenil] -1- (2 B-diflucrobenzoil) -ureia
CA: N- (3- (3-cloro-5-trifluorometil-2-piridiniloxi) -4-clorofenil) -1- (2,6-diflucrobenzoil) -ureia

Sinénimos: Fluazuron

F
ﬁ—NH—ﬁ—NH Cl
0 ¢ N \
F 4 CF,
Formula estrutural: Cl
Férmula molecular: C __H 0 CI_F N _O_

Peso molecular: 505,21

OUTRAS INFORMAGCOES SOBRE IDENTIDADE E PROPRIEDADES

Ingrediente ativo puro:

Aparéncia: P6 cristalino fino branco a rosa, estado fisico a 20 ® C - cristalino, incolor e inodoro

Ponto de fusdo: 219° C

Fonte: FAO (2021)

No Brasil, o Ministério da Saude, por meio da ANVISA estabelece o0 LMR de
agrotoxicos, medicamentos veterinarios, contaminantes e aditivos nos alimentos. No
entanto, para medicamentos veterinarios, os niveis nacionais ainda nao foram totalmente
definidos e, portanto, vem-se utilizando no Plano Nacional de Controle de Residuos em
Produtos de Origem Animal, da Instrugdo Normativa/MAPA N°42, de 20 de dezembro de
1999, e os niveis obtidos de referéncias internacionais como Mercosul, Codex
Alimentarius, FDA/USA e Unido Européia (ANVISA, 2021).

O Codex Alimentarius, que € uma Comissdo conjunta da Organizacdo das Nacbes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) e da Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), atua como 6rgdo harmonizador de normas e técnicas internacionais pela OMC. O
Codex determina LMR de agrotoxicos nos produtos de origem animal ou vegetal
destinados ao consumo. No entanto, suas decisdes tém apenas um carater consultivo e ndo
deliberativo (HERMIDA, PELAEZ; SILVA, 2015).

Apesar do elevado grau de assimetria e subjetividade presente nos critérios de
decisdo adotados, tanto pelos paises quanto pelos comités de especialistas observa-se que,
com relagdo ao fluazuron, os LMR apresentados pelas agéncias sdo semelhantes (Tabela
1).
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Tabela 1. Especificagdes de Limite Maximo Residual (LMR) para fluazuron, de acordo

com o Codex Alimentarius (CODEX), a Agéncia Europeia de Avaliacdo de
Medicamentos (EMEA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Analito Matriz LMR Codex LMR EMEA LMR ANVISA
(Ho\ko) (Ho\ko) (Hg\kg)
Musculo 200 200 -
Figado 500 500 -
Fluazuron Rim 500 500 500
Gordura 7.000 7.000 7.000
Leite 200 200 200

Fonte: elaborado pelo autor.

3.5. Biotecnologias da reproducao

Na pecudria, as biotecnologias vém sendo utilizadas na nutricdo, saude animal,
erradicacdo de doencas, aceleracdo da selecdo genética e controle da reproducdo
(GUSMAO; SILVA; MEDEIROS, 2017). De fato, o surgimento e desenvolvimento das
biotecnologias reprodutivas foram impulsionados pelo ganho econémico decorrente do uso
mais amplo de genética superior (MOORE; HASLER, 2017).

Nos dltimos anos, as técnicas de reproducdo animal estdo sendo utilizadas para
aumentar a producdo de espécies de animais domésticos, e foram divididas em quatro
geracOes: a 1° geracdo compreende a Inseminacdo Artificial (IA), a criopreservacao de
gametas e embrides; a 2° geracdo inclui a Superovulacdo (SOV), a Transferéncia de
embribes (TE) e a ultrassonografia (US); a 3° geracdo abrange a sexagem espermatica e
embrionéria, aspiracgdo folicular in vivo (Ovum pick up - OPU) e Fertilizagdo in vitro (FIV)
e na 4° geragdo encontra-se a clonagem de embrides por transferéncia nuclear de células
somaticas ou embriondarias, transgenia e biologia de células-tronco (BERTOLINI;
BERTOLINI, 2009).

Dentre essas técnicas, as que mais se destacam sdo FIV e a producéo in vitro de
embrides (PIVE) que tem permitido a disseminagdo de embrides de alta qualidade,
desempenhando um papel importante no melhoramento genético dos rebanhos
(BLONDINI et al., 2012; VIEIRA, 2012; GUSMAO; SILVA; MEDEIROS, 2017).

A producgdo in vivo e in vitro foram apontados como as biotecnologias mais
relevantes em bovinos devido aos ganhos genéticos e produtivos nos rebanhos. Estas

biotecnologias reprodutivas associadas aos programas de melhoramento genético surgiram
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como uma ferramenta estratégica capaz de impulsionar a producdo animal, resultando na
selecdo genética, reducdo do intervalo entre geracbes e melhoria na produtividade do
rebanho (BLONDIN et al., 2012).

A PIVE € uma técnica em expansdo que oferece amplas aplicacbes em escala
comercial. Entretanto, existem desafios a serem superados, como garantir a obtencdo de
odcitos de boa qualidade, capazes de completar a maturacdo e que resultem em uma
progénie saudavel. A implantacdo bem-sucedida de um programa de PIVE depende de
diversos fatores, como a genética do animal, o numero de foliculos presentes e a
composicdo do liquido folicular (LF), que pode afetar diretamente a qualidade do o6cito
aspirado (BLONDIN et al., 2012).

O LF possui uma variedade de funcgdes relacionadas ao odcito incluindo a
manutencdo da parada meiotica, protecdo contra protedlise, extrusdo durante a ovulagéo e
protecdo contra influéncias heméticas adversas (SOHEL; CINAR, 2014).

Baseado na importancia fisiologica do LF, e no fato de que residuos de
medicamentos veterinarios se acumulam, principalmente, no figado ou nos rins, mas que
também podem ser encontrados em outros tecidos, pesquisas que avaliem a presenca de
residuos quimicos de carrapaticidas ou de seus metabdlitos no LF e associem com a
eficiéncia da OPU, sdo fundamentais para a elaboracéo de um protocolo seguro e adequado
de sincronizacdo e coleta de oo6citos em animais tratados com carrapaticidas a base de

fluazuron, sobretudo em racas importadas, como é o caso da raca \Wagyu.

3.6. Raca Wagyu

A raca Wagyu ou gado japonés chegou ao Japdo vinda da Peninsula Coreana no
século Il com o intuito de se obter sinergia entre a pecudria e o cultivo de arroz. Contudo,
apo6s a Segunda Guerra Mundial, 0 uso desses animais de tracdo foi substituido pelos
maquinarios agricolas, assim, a criacdo de bovinos Wagyu se tornou exclusiva para a
producdo de carne (SMITH, 2015; GOTOH et al., 2018).

No Japdo, 0 manejo desses animais é similar aos sistemas intensivos, contudo,
também sdo praticadas técnicas diferenciadas, como 0 uso de massagens e a adicdo de
cerveja ou saqué nas dietas, buscando melhorar ainda mais a qualidade da carne (GOTOH
etal., 2014; OLIVEIRA et al., 2017), visto que a raca Wagyu destaca-se por apresentar um
alto nivel de marmoreio intramuscular, o que torna a carne macia, suculenta, saborosa, se

destacando na gastronomia internacional (GOTOH et al., 2018).
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Segundo Bethlem, Palamim e Lima (2014), os primeiros animais da raca Wagyu
chegaram ao Brasil no ano de 1992 e desde entdo, o nimero de criadores tem aumentado,
assim como a participacdo da carne no mercado gourmet. Além das caracteristicas
relacionadas a qualidade da carne, a raca Wagyu também apresenta caracteristicas
reprodutivas positivas. Zanella (2018) observou em bovinos da Ragca Wagyu criados a
campo, que tanto machos como fémeas atingem a puberdade mais precocemente do que as
racas europeias. Além disso, 0os machos apresentam niveis mais altos de testosterona,
maior producdo espermatica e maior libido, apesar da menor circunferéncia escrotal. Ja as
fémeas apresentam maior facilidade no parto, reduzindo a incidéncia de partos distocicos,
precocidade sexual, boa habilidade materna e longevidade.

Entretanto, conforme mencionado anteriormente, a criacdo de animais da raca
Wagyu no Brasil demanda um emprego mais frequente de carrapaticidas quando
comparado com outras ragas, assim, mais pesquisas devem ser conduzidas a fim de
comprovar as caracteristicas reprodutivas dessa raga, sobretudo nas condigdes de criacdo
no Brasil, estudando possiveis interferéncias, como o caso dos residuos de carrapaticidas,
no uso das biotecnologias da reproducéo, e assim fomentar sua importancia no cenario da

producdo de alimentos de origem animal.
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5. ARTIGO

FLUAZURON INFLUENCIA A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES DE VACAS
WAGYU

(Fluazuron influences the in vitro embryo production of Wagyu cows)

RESUMO

O Brasil se destaca no cenario mundial de producéo de carne bovina e, para isso,
depende do emprego de um manejo sanitario e reprodutivo de qualidade.
Contudo, em algunas situacdes, as drogas veterinarias empregadas no manejo
sanitario podem influenciar a resposta das biotécnicas da reproducéo
empregadas no rebanho. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de
residuos quimicos de carrapaticida a base de fluazuron, no sangue e no liquido
folicular e verificar a qualidade da producéo in vitro de embrides (PIVE) de vacas
da raca Wagyu submetidas a tratamento com o carrapaticida. Foram utilizadas 20
fémeas bovinas adultas de raca Wagyu, doadoras de odcitos, distribuidas em 2
grupos: G1 — animais que nao foram submetidos ao controle de carrapatos e G2,
animais que foram submetidos ao controle de carrapatos com produto a base de
fluazuron. Apdés a aplicacdo (D0), todas as vacas foram submetidas a
sincronizacgao estral, em quatro momentos durante o experimento, assim, nos dias
D12, D33, D54 e D75 foram realizadas as aspira¢cées do liquido folicular dos
foliculos dominantes e foram colhidas amostras de sangue para extracdo, pelo
método QUEChERS, e analise da presenca de residuos quimicos, empregando
CG-EM. No mesmo momento foram colhidos os ovocitos para a PIVE. Foram
detectados residuos de fluazuron no plasma dos animais até 54 dias ap6s a
aplicacdo do carrapaticida, porém, ndo foram detectados residuos no liquido
folicular. Os animais tratados com carrapaticida apresentaram um maior nimero
de odcitos totais e viaveis (p<0,0001), contudo, a taxa de viabilidade e a taxa de
blastocisto foi menor (p<0,0001). O uso do carrapaticida comprometeu a PIVE, por
iSS0, sugere-se mais pesquisas sobre o assunto a fim de propor um protocolo
mais seguro e apropriado de sincronizacdo e coleta de odcitos para animais
tratados com carrapaticidas, e assim, contribuir com o desenvolvimento da cadeia
produtiva de bovinos de corte.

Palavras-chave: biotécnicas da reproducdo; carrapaticida; liquido folicular;
residuos quimicos.

ABSTRACT

Brazil stands out in the world beef production scenario and, for that, it depends on
the use of quality sanitary and reproductive management. However, in some
situations, the veterinary drugs used in health management can influence the
response of the reproductive biotechniques used in the herd. Thus, the aim of this
study was to assess the presence of chemical residues of fluazuron based ticks in
blood and follicular fluid and to verify the quality of in vitro embryo production
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(IVPE) of Wagyu cows submitted to treatment with ticks. Twenty adult Wagyu
bovine females were used, donors of oocytes, distributed in 2 groups: G1 -
animals that were not submitted to tick control and G2, animals that were
subjected to tick control with fluazuron based product. After application (DO), all
cows were subjected to estrous synchronization, in four moments during the
experiment, thus, on days D12, D33, D54 and D75, aspirations of the follicular
fluid from the dominant follicles were performed and blood samples were collected
for extraction, by the QUEChERS method, and analysis of the presence of
chemical residues, using GC-MS. At the same time, the oocytes were collected for
IVPE. Fluazuron residues were detected in the animals' plasma up to 54 days
after the application of the tick, but no residues were detected in the follicular fluid.
The animals treated with ticks presented a higher number of total and viable
oocytes (p<0.0001), however, the viability rate and the blastocyst rate were lower
(p<0.0001). The use of ticks has compromised IVPE, therefore, further research
on the subject is suggested in order to propose a safer and more appropriate
protocol for synchronizing and collecting oocytes for animals treated with ticks,
and thus contributing to the development of the production chain. beef cattle.

Keywords: biotechniques of reproduction; cattle tick pesticide; follicular fluid;
chemical waste.

INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cenario mundial de producdo de carne bovina,
sendo o detentor do maior rebanho comercial e o maior exportador da carne,
posicionando o pais como protagonista no cenario mundial da producédo de gado
de corte (ABIEC, 2020). Por isso, 0 emprego de boas praticas de manejo deve ser
constantemente considerado, sobretudo o manejo sanitario, pois doencas
infectocontagiosas, endoparasitoses e ectoparasitoses podem reduzir os indices
de desenvolvimento do plantel (BERGE; VERTENTEN, 2017).

Por ser um pais tropical, um ectoparasita de importancia econémica no
pais é o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (CHEFER; SOUZA,
2016), sendo que a principal forma de controle é o quimico, baseado no uso de
produtos denominados carrapaticidas. Esse controle se acentua, principalmente,
com a introducdo de racas importadas, as quais Sdo mais suscetiveis aos
carrapatos e, por isso, dependem de um controle mais intensivo (MAPHOLI et al.,
2014).

A raca bovina Wagyu, de origem japonesa, foi introduzida no Brasil a fim
de ampliar o rol de racas criadas e oferecer um produto com qualidade
diferenciada, visto que sua carne é reconhecida mundialmente pela maciez,

suculéncia e sabor, caracteristicas resultantes da carcaca com elevados niveis de
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marmoreio e da alta quantidade de gordura insaturada (TANINAKA et al., 2015).
Sendo assim, fomentar essa criacdo traz vantagens econfOmicas para o Brasil.
Entretanto, conforme apontado, racas importadas como a Wagyu, sdo mais
suscetiveis aos carrapatos, fato que demanda um controle ectoparasitario mais
intenso.

Somado a este fato, aponta-se que para a manutengdo ou aumento nos
indices produtivos da cadeia produtiva bovina, é necessario o emprego das
biotécnicas da reproducéo (COLOMBO et al., 2017), como a producdo in vitro de
embrides (PIVE), que permite a disseminagédo de embrides de alta qualidade e
desempenha um papel importante no melhoramento genético dos rebanhos
(GUSMAOQ; SILVA; MEDEIROS, 2017).

Contudo, verifica-se uma escassez de pesquisas que relacionem o
emprego de carrapaticidas com o desempenho da PIVE em vacas. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de residuos quimicos de carrapaticida
a base de fluazuron, no sangue e no liquido folicular e verificar a qualidade da

PIVE de vacas da raca Wagyu submetidas a tratamento com o carrapaticida.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Escola, da Univerisdade Cesumar/
UNICESUMAR, Maringa, estado do Parana (23°25'S, 51°57'W e altitude de 550
metros), Brasil, em 2020.

Foram utilizadas 20 fémeas bovinas adultas de raca Wagyu, doadoras de
oocitos, com idade entre 12 a 24 meses e peso médio de 510,25 Kg. Os animais
estavam em perfeitas condi¢cdes corporais, com escore corporal entre 3 e 3,5 e
com Otimas condi¢des sanitarias e reprodutivas. Os animais foram mantidos em
piquetes de braquiaria (Brachiaria brizantha cv MG-5), com suplementacao
mineral e agua ad libitum, sendo submetidas ao manejo higiénico adotado na
propriedade.

Os animais foram distribuidos em 2 grupos experimentais: Grupo 1 (G1) —
animais que ndo foram submetidas ao controle de ectoparasitas e Grupo 2 (G2),
animais que foram submetidos ao controle. Assim, no dia zero do experimento
(D0), as vacas do G2 foram submetidas ao controle de carratos com produto a
base de fluazuron (Tackzuron Pour On® - Zoetis), com uma dosagem de 2,5 mg

kg™ de peso corporal, obtida com a aplicacdo de 5,0 mL/50 kg de peso corporal,
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conforme estabelecido na bula do produto. A dose total foi administrada em duas
faixas, em ambos os lados da linha dorsal, da nuca até a garupa, com o aplicador
do produto. O periodo de caréncia informado pelo fabricante, para bovinos para o
abate é de 45 dias ap0s a ultima aplicacao (ZOETIS, 2021).

Apés, todas as vacas foram submetidas a sincronizagcéo estral, em quatro
momentos durante o0 experimento, com intervalos de 21 dias. Para a
sincronizacdo, foi usado implante auricular contendo 5,0mg de Norgestomet
(progestageno) (Crestar® - Lab. Intervet Ltda) e 2,0mg de benzoato de estradiol
(BE) (Estrogin® - Lab. Farmavet Ltda) via intramuscular. Nos dias D7, D28, D59 e
D71, o implante auricular foi retirado e foi aplicado 2,0mL Prostaglandina F,a
(PGF,0) (Ciosin® - Lab. Coopers Ltda), via intramuscular.

Nos dias D12, D33, D54 e D75 foram realizadas as aspiracfes do liquido
folicular dos foliculos dominantes para anélise da presenca de residuos quimicos.
O liquido folicular foi acondicionado em microtubos e armazenado a -20°C para as
analises posteriores. No mesmo momento, foram aspirados os demais foliculos
para obtencdo dos odcitos (Figura 2).

A aspiracdo do liquido folicular do foliculo dominante foi realizada por meio
de aparelho de ultrassom marca ALOKA tipo SSD500 com sonda setorial convexa
de 5 MHz adaptada a um sistema de agulha (18 G) e acoplada ao sistema de
vacuo (bomba) com a aspiracao folicular correspondendo a, aproximadamente, 13
a 15 mL de &gua por minuto. O liquido folicular aspirado foi coletado e transferido

para microtubos e encaminhado para analise em laboratorio.

45 dias:
caréncia do produto

!

DO D12 D33 D54 D75

Grupo 1: Grupo 1e2: Grupo 1e2: Grupo 1e 2: Grupo 1e 2:
aplicacéo de Coleta de sangue Coleta de sangue Coleta de sangue Coleta de sangue +

fluazuron + aspiracdo do + aspiracdo do + aspiracdo do aspiracéo do liquido
5mL/50kg PV liquido folicular do liquido folicular do liquido folicular do folicular do foliculo

foliculo dominante foliculo dominante foliculo dominante dominante

Grupo 2: + aspiracdo folicular + aspiracéofolicular + aspiracdo folicular + aspiracao folicular

sem aplicacéo (odcitos) (odcitos) (odcitos) (odcitos)
de fluazuron

Figura 2. Protocolo experimental.
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A aspiracdo dos demais foliculos para obtencdo dos odcitos também foi
realizada por meio de aparelho de ultrassom marca ALOKA tipo SSD500 com
sonda setorial convexa de 5 MHz adaptada a um sistema de agulha (18 G) e
acoplada ao sistema de vacuo (bomba). A pressdo de vacuo foi obtida por
intermédio de uma bomba (Cook V-MAR 5000®), ajustada entre 38 e 45mmHg,
permitindo um fluxo de 12mL de meio/minuto. Os oodcitos foram aspirados com
uma solucédo contendo 2,0% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Nutricell®, Campinas,
SP, Brasil), 25Ul/mL de heparina sédica e 98,0% de Tampao Fosfato Salino
(PBS) (Nutricell®, Campinas, SP, Brasil).

No momento da aspiracdo folicular foi realizada uma anestesia epidural
baixa com 5mL de lidocaina a 2% (Pearson®, S&do Paulo/ SP, Brasil) para
diminuir os movimentos peristalticos e o desconforto no animal. Aplés a
administracdo da lidocaina, o animal teve a vulva lavada e limpa com papel
toalha. Na sequéncia, foi inserido o transdutor até o fundo de saco vaginal, com a
manipulacdo dos ovarios através do reto, buscando a melhor visualizacdo dos
mesmos na tela do ultrassom. Os foliculos foram posicionados na linha de puncao
indicada na tela do ultrassom e aspirados, de acordo com 0 objetivo do estudo.
Apds o término da aspiracdo, o sistema de vacuo foi limpo com o meio de
recebimento dos odécitos e as agulhas utilizadas foram descartadas.

Para a lavagem e selecdo dos oécitos, o material aspirado foi transferido
para o filtro de colheita de embrides e lavado com o mesmo meio utilizado para
aspiracdo. Sendo separado o liquido folicular em frascos de 50 mL e logo apdés,
transferido para microtubos.

Os sedimentos restantes no filtro foram transferidos para placa de Petri e
foi realizada a busca, contagem e a classificacdo dos odcitos como viaveis e
inviaveis. Foram considerados viaveis (grau I, Il e Ill) os o0citos que apresentarem
a presencga de cumulus e ooplasma homogéneos, e inviaveis (grau 1V) aqueles
desnudos ou picnéticos, heterogéneos e com vesiculas apoptoticas (DE LOOS et
al., 1989).

A maturacao in vitro (MIV) foi realizada em TCM199 com sais de Earles
(Gibco®), glutamina (Sigma® cod.. G8540) e NaHCO3; (Mallinckrodt®),
suplementado com 10% de SFB (Cultilab®), 22ug/mL piruvato (Biochemical®
cod.: 44094), 50ug de gentamicina (Sigma® cod.: G1272), 0,5ug de FSH/mL
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(Bioniche®), 50ug de LH/mL (Bioniche®) e 1ug de estradiol/mL (Sigma® cod.:
E2758), mantidos em estufa, a 39°C, 5% de CO, em ar com méxima umidade,
durante 22 a 24 horas. Os odcitos foram colocados em microgotas de 90uL de
meio de maturacao cobertas por 6leo mineral.

A fecundacdo in vitro (FIV) foi realizada em 100uL de meio TALP
suplementado com 10pg/mL de heparina (Sigma cod.: H3149), 22uL/mL de
piruvato (Biochemical® cod.: 44094), 50 ug/mL de gentamicina (Sigma® cod.:
G1272), albumina sérica bovina-BSA (sem acidos graxos) (Sigma® cod.: A3311),
solugdo de PHE 2uM de penicilina (Sigma® cod.: P4875), 1uM de hipotaurina
(Sigma® cod.: H1384) e 0,25uM de epinefrina (Sigma® cod.: E4250). O sémen
sexado de touro Wagyu foi descongelado em banho-maria a 36°C. Para selecéo
dos espermatozoides moveis e remocédo de diluidores e de plasma seminal, foi
realizada centrifugacdo em gradiente Percoll (90 e 45%), durante 4 min a 4 rpm.
Foram utilizados 1x10° espermatozoides/mL, e os odcitos foram transferidos para
as microgotas (20 odcitos/gota), onde permaneceram por 18 horas, a 39°C, em
atmosfera com 5% de CO, em ar.

Apbs a fertilizagdo, os zigotos foram cultivados in vitro (CIV), no meio
SOF (Synthetic Oviduct Fluid) suplementado com SFB (Nutricell®, Campinas, SP,
Brasil), com monocamada de células da granulosa. O cultivo foi realizado por 18
horas pés-inseminacdo, em incubadora, com atmosfera gasosa contendo 20%
CO; em ar, com maxima umidade.

Sete dias apés a fecundacao, os embrides foram avaliados e envazados
em palhetas de 0,25 mL para posteriormente serem inovulados nas receptoras.

Para a analise da presenca de residuos quimicos do carrapaticida no
sangue foram colhidas amostras de sangue nos mesmos dias das coletas de
liquido folicular e de odcitos, ou seja, dias D12, D33, D54 e D75 apdés a aplicacao
do carrapaticida, para elaboracdo da curva de decaimento do principio ativo do
produto e de seus metabdlitos. Foram coletadas amostras de 10 mL de sangue,
por puncdo da veia jugular, em tubos heparinizados, sendo logo em seguida
submetidas a centrifugacdo a 3500 rpm por 10 minutos. O plasma foi separado,
acondicionado em microtubos, em duplicata de 1 mL cada, e armazenado a -20°C
para as analises posteriores.

Para a extracdo e analise em cromatografia gasosa, as amostras de

plasma foram preparadas adicionando-se 10g de amostra de sangue em um tubo
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falcon, contendo 250mg sulfato de magnésio, 250g de sdodio cloreto e 5mL de
acetonitrila. As amostras foram agitadas vigorosamente por 1 minuto, seguidas de
decantacédo por centrifugacdo (5.000 rpm) durante 2 min. Apés a separacdo de
fases, a camada superior obtida da mistura foi transferida para cartucho
QUEChERS, contendo 50mg de MgSO,4, 15mg de PSA e 30mg de C18, para
separar os analitos desejados da matriz, agitando-se, vigorosamente, por 1
minuto e decantando por centrifugacdo a 5000 rpm por 2 min. Para a anélise do
liquido folicular, as quantidades foram reduzidas, sendo que as amostras foram
preparadas adicionando-se 1g de amostra de liquido folicular em um tubo falcon,
contendo 125mg sulfato de magnésio, 125mg de sdédio cloreto e 3mL de
acetonitrila, seguidas de agitacdo e decantacdo por centrifugacdo da mesma
maneira que o plasma e, apds a separacao de fases, a camada superior obtida foi
transferida para cartucho QUEChERS, contendo 1g de MgSQO,, 15mg de PSA e
7,5mg de C18, seguindo-se a agitacdo e a decantagdo. A camada superior
separada, tanto das amostras de plasma quanto das amostras de liquido folicular,
foi filtrada e injetada diretamente no CG-EM. Todas as extracdes foram realizadas
duplicata.

Ap0s o preparo das amostras, elas foram inseridas em um cromatégrafo a
gas (modelo Agilent 7890B) com injetor automético (CTC PAL Control), acoplado
a um espectrdmetro de massa (Modelo Agilent 5977A MSD), equipado com
coluna HP-5MS Ul Agilent com fase de 5% de fenil metil siloxano (30,0m x 250um
d.i. x 0,25um de espessura do filme). Para a separacdo adequada dos analitos no
sistema CG-EM, 2 pL de cada amostra extraida foi injetada na coluna usando o
modo de injecdo Split na razdo 1:50, nas seguintes condi¢cdes do forno:
temperatura inicial de 70°C mantida por 2,5 min, em seguida rampa de 15°C min™
até 175°C mantida por 13 min, e rampa de 20°C min™ até 290 °C e mantida por
15 min.

As demais condi¢cdes do método de analise foram: volume de injecdo de
1,0 L, fluxo do gas de arraste (He, pureza 99,99999%) igual a 1,2 mL min™,
ionizagao por impacto eletronico de 70 eV, temperatura da fonte de ionizagdo de
230°C, do quadrupolo de 150°C, da linha de transferéncia de 280°C e do injetor
de 250°C. A aquisicdo dos dados foi feita pelo software MassHunter e analise
qualitativa dos espectros de massas pela biblioteca NIST 11. A quantificagdo da

droga veterinaria foi realizada através de curva de calibracdo pré-estabelecida
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com nivel minimo de 0,5 e maximo de 8,0 ug/mL e também pela presenca do
padrao interno de octadecano.

Os dados foram tabulados e as andlises estatisticas das variaveis foram
feitas empregando o procedimento PROC NPAR1IWAY do programa estatistico
SAS (2000), versdo 8.01 sendo as as médias da concentracao plasmatica e do
liquido folicular analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis; para a analise da
eficiéncia do OPU, taxa de viabilidade (porcentagem de odcitos viaveis em
relacdo ao total de odcitos) e da taxa de blastocisto (porcentagem de embribes
em relacdo ao total de odcitos viaveis) seguiu-se a distribuicdo de Poisson e
funcao de ligacao identidade.

Os protocolos das técnicas empregadas para coleta dos dados desta
pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Cesumar / UNICESUMAR, parecer N° 07/2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise de fluazuron no sangue, conforme esperado, diferiu
entre 0s grupos (p<0,0001) aos 12, 33 e 54 dias apds a aplicacdo do produto,

contudo, a droga nao foi detectada no dia 75 (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo plasmatica de fluazuron em vacas doadoras da raca
Wagyu submetidas a uma dose de 2,5 mg kg™ de peso corporal de formulagéo
comercial pour on de fluazuron em fungéo dos dias apés a aplicacéo (ug/mL).

Dias ap0s a aplicagdo de | G1 - controle G2 - fluazuron P valor
fluazuron (ng/mL) (ug/mL)
D12 0,0 3,80 <0,0001
D33 0,0 2,19 <0,0001
D54 0,0 0,85 <0,0001
D75 0,0 ND

G1: grupo de animais que ndo foram submetidos ao tratamento com carrapaticida; G2: grupo de
animais que foram submetidos ao tratamento com carrapaticida.

Estes dados sao interessantes, visto que, conforme apontado na bula do
produto, o periodo de caréncia informado pelo fabricante, para bovinos para o
abate é de 45 dias apds a aplicacdo (ZOETIS, 2021), sendo assim, esperava-se
gue o mesmo nao fosse detectado nas amostras da coleta do D54. O decaimento
nos niveis séricos foi de 42,37%, 77,63% e 100% em relacdo aos niveis de

fluzuron em D12.
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Com o objetivo de estudar a caracteristica farmacocinética do fluazuron
em bovinos, Ferreira et al. (2019) avaliaram e validaram um método de
cromatografia liquida-deteccéo ultravioleta (CL-UV). Os autores afirmaram que o
fluazuron, administrado por via topica nos animais, com uma dosagem de 2,5 mg
kg™, atingiu a circulacéo sistémica e foi absorvido (Tméax = 48 Hs), se mantendo
quantificAvel em niveis plasmaticos por até 14 dias ap0s o tratamento. Esta
informacéao difere dos achados deste estudo, visto que, a droga foi detectada em
até 54 dias apds sua aplicacdo. Talvez, esta diferenca possa ser atribuida a
sensibilidade da técnica usada, ja que, neste estudo foi empregada CG-EM, a
qual é mais sensivel do que a CL-UV.

O Comité de Medicamentos para Uso Veterinario, da European Medicines
Agency (EMA), publicou em 2017, um regulamento que estabelece Limites
Maximos de Residuos (LMR) para fluazuron em peixes de barbatana, valido em
toda a Unidao Europeia (EMA, 2017). Neste documento, os pesquisadores
afirmaram que um método altamente especifico para analises de fluazuron é o
método de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (CL-
EM), o qual de fato, é mais sensivel do que o empregado em nosso estudo,
contudo, de modo geral, observa-se o0 emprego de muitas técnicas diferentes nas
publicacdes sobre dosagem de fluazuron.

Alguns trabalhos, conduzidos com bovinos de diferentes racas, e que
aplicaram doses de fluazuron, administrada via tépica (“pour-on”), que variaram
entre 1,25 a 2,5 mg kg™ de peso corporal, relataram valores de residuos da droga
no plasma de 0,002 a 0,001 ug/mL, ap6s 42 e 84 dias, respectivamente
(THOMAS; SWINDALE; HESS, 1992; SWINDALE et al., 1993), revelando valores
muito abaixo dos encontrados nesta pesquisa.

O Brasil € um dos maiores consumidores mundiais de agroquimicos
(HERMIDA, PELAEZ; SILVA, 2015). Por isso, varias agéncias estao envolvidas
na determinacdo dos Limites Maximos de Residuos (LMR) nos produtos
agropecuarios, como o Codex Alimentarius (CODEX), a Agéncia Europeia de
Avaliacdo de Medicamentos (EMEA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Apesar do elevado grau de assimetria e subjetividade presente nos
critérios de decisdo adotados pelos paises e pelos comités de especialistas,
observa-se que, os LMR de fluazuron em bovinos apresentados pelas agéncias

sdo semelhantes, sendo 7.000 ug/kg na gordura, 200 ug/kg no musculo, 500
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Mg/kg no figado e rim e 200 pg/kg no leite, contudo, os documentos ndo fazem
mengao aos niveis plasmaticos.

Baseado na técnica e na curva de calibracdo empregados neste estudo,
nao foi possivel detectar residuos quimicos de fluazuron no liquido folicular.
Aponta-se que, talvez, empregando-se uma curva de calibracdo ainda mais
sensivel ou se fosse possivel obter um volume maior de liquido folicular ou
empregar uma etapa de pré-concentracdo de liquido folicular mais efetiva, ou usar
meétodos analiticos mais sensiveis como a CL-EM talvez o mesmo pudesse ter
sido detectado, apesar da boa sensibilidade da curva empregada neste estudo.

O liquido folicular (LF) bovino é um exsudato do plasma sanguineo com
diferentes fatores proteicos, glicoproteinas, glicosaminoglicanos, esterdides e
muitos outros metabdlitos sintetizados pelas células da parede folicular
(GORDON, 2003). A composicao do liquido folicular € similar a do soro com
relagdo aos componentes de baixo peso molecular e a maioria dos eletrélitos
(SHALGI et al.,, 1972). Entretanto, alguns componentes podem variar, pois a
lamina basal do foliculo pode funcionar como uma barreira para a difusdo de
substancias, como as proteinas maiores que 100 KDa (CLARKE et al., 2006; SIU,
CHENG, 2013), assim, outra hipétese € de que a lamina basal tenha barrado a
transferéncia do residuo de fluazuron para o liquido folicular.

Ja foi relatada a importancia de alguns constituintes do LF na aquisicdo da
competéncia de desenvolvimento do odcito. Os esterbéides, como o estradiol e
progesterona, estdo relacionados com o crescimento e atresia dos foliculos,
produzindo efeito também nos odcitos. De fato, o LF possui uma variedade de
funcdes relacionadas ao odcito incluindo a manutencdo da parada meibtica,
protecdo contra protedlise, extrusdo durante a ovulacdo e protecdo contra
influéncias heméticas adversas (SOHEL; CINAR, 2014) e, por isso, baseados em
sua importancia fisiologica e no fato de que residuos de medicamentos
veterinarios podem ser encontrados em varios tecidos (XIN-LUN et al., 2013;
ZHANG et al.,, 2013), esta pesquisa foi conduzida, contudo, sem éxito na
deteccéao.

Com relagdo a eficiéncia da Ovum pick-up (OPU), foram observadas
diferencas entre os grupos em todas as variaveis estudadas (p<0,0001) (Tabela
3).
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Tabela 3 — Eficiéncia média de quatro sessfes de ovum pick-up (OPU) e da
producao in vitro de embrides em vacas doadoras da raca Wagyu submetidas a
uma dose de 2,5 mg kg™ de peso corporal de formulacdo comercial pour on de
fluazuron.

Variaveis G1(n=10) G2 (n=10) Valordep
Odcitos totais (M+EP) 11,8+054 15,1+0,61 <0,0001
Numero de odcitos viaveis (MtEP) 8,77+0,47 10,47 +0,51 <0,0001
Taxa de viabilidade (%) 7459+1,36 6868+1,31 <0,0001
NUumero de odcitos inviaveis (M+EP) 3,27 £ 0,28 4,6 £0,34 <0,0001
Numero de embrides (MtEP) 3,05+0,7 2,65+0,6 <0,0001
Taxa de blastocisto (%) 34,73+£0,93 2454+0,78 <0,0001

G1: grupo de animais que néo foram submetidos ao tratamento com carrapaticida; G2: grupo de
animais que foram submetidos ao tratamento com carrapaticida. Taxa de viabilidade: porcentagem
de odcitos vidveis em relacdo ao total de odcitos; Taxa de blastocisto: porcentagem de embriGes
em relagdo ao total de odcitos viaveis; MXEP: média e mais ou menos erro padrdo da média.

Foi possivel observar que, apesar do maior nimero de odcitos totais e
viaveis, a taxa de viabilidade, o numero de embrides e a taxa de blastocisto no
grupo das doadoras que foram tratadas com carrapaticida foram menores
(p<0,0001). Com base nestes resultados, infere-se que, de fato, como o0 numero
de foliculos é determinado, principalmente, por fatores genéticos (BLONDIN et al.,
2012), ndo houve efeito do tratamento nesta variavel, contudo, quando as
estruturas foram submetidas em sistema de cultura in vitro, o efeito apareceu.
Entdo, mesmo que ndo tenha sido detectado residuo de fluazuron no liquido
folicular, mas considerando os niveis circulantes no sangue e os efeitos negativos
obtidos na producéao in vitro de embrides (PIVE), acredita-se que se empregando
uma curva de calibracdo ainda mais sensivel seja possivel detecta-lo e elucidar
melhor estes resultados.

Entretanto, reporta-se que apesar dos efeitos significativos encontrados,
os valores obtidos neste estudo sdo semelhantes aos reportados em outros
estudos realizados com vacas doadoras da raca Wagyu. Em uma pesquisa cujo
objetivo foi investigar a eficiéncia da superestimulacdo ovariana com FSH em
fémeas bovinas doadoras de odcitos da raca Wagyu sobre a dinamica folicular e
sobre a producdo in vitro de embrides, Queirdz (2019), reportou nimeros médios
de odcitos totais entre 12,2 e 17,4, de odcitos viaveis entre 10,2 e 13,0, uma taxa
de viabilidade entre 74,5 a 83,6%, um numero de embrides que variou de 2,4 a
3,0 e uma taxa de blastocisto em torno de 23%. Com o objetivo avaliar a

sincronizacao folicular utilizando benzoato de estradiol, com a presenca do corpo

42



luteo, em fémeas bovinas doadoras de oocitos da raca Wagyu, na producéo in
vitro de embrides, Zamai (2020) observou valores de odcitos totais entre 10,50 e
12,83, taxa de viabilidade em torno de 74%, total de embrides produzidos entre
2,40 a 2,85 e taxa de blastocisto entre 19,16 a 26,44%.

Porém, pondera-se que o numero de od0citos totais e viaveis obtidos nesta
pesquisa e nos estudos de Queir6z (2019) e Zamai (2020), independente do
tratamento, foi menor do que os reportados pela literatura para outras racas
(SARTORI et al., 2016), evidenciando uma inferioridade neste quesito para
doadoras da raca Wagyu. Contudo, apesar deste achado, ressaltam-se as outras
vantagens reprodutivas das fémeas da raca Wagyu, como precocidade sexual,
facilidade de parto, habilidade materna e longevidade (ZANELLA, 2018).

Estudos na literatura cientifica que avaliem o liquido folicular, a OPU e a
PIVE em animais submetidos a tratamento com carrapaticida sdo escassos. Mas,
uma pesquisa conduzida pelo The International Programme On Chemical Safety
(1997), com ratos, avaliou a toxicidade reprodutiva do fluazuron em
concentracfes dietéticas de 0, 100, 1.500 ou 20.000 mg/kg e apontou que o
fluazuron ndo provocou efeitos adversos na funcdo reprodutiva dos animais
(IPCS, 1997).

Apesar desses resultados, Cabry et al. (2020) afirmaram que a exposicdo a
pesticidas pode causar estresse oxidativo generalizado, com producao elevada de
radicais livres e impactos na atividade das enzimas superdxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase, redutase e transferase. Assim, presume-se que
esses impactos possam explicar, em parte, os resultados obtidos em nosso
estudo. Talvez, a avaliacdo dos odcitos por meio de analises mais aprofundadas,
como exemplo, metabolémica, possa comprovar os efeitos destes compostos
sobre os aspectos reprodutivos de vacas doadoras de odcitos, ja que, a avaliacdo
dos odcitos recuperados, a fertilizacdo e a clivagem do embrido refletem,
diretamente, na porcentagem de perdas embrionarias (AL-HUSSAINI et al., 2018),

impactando a cadeia produtiva.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que foi possivel detectar

residuos de fluazuron no plasma de vacas doadoras da raca Wagyu em até 54
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dias apoOs a aplicacdo de carrapaticida comercial pour on de fluazuron, contudo,
ndo foram detectados residuos de fluazuron no liquido folicular.

Com relacdo a eficiéncia da ovum pick-up, apesar dos animais tratados
com carrapaticida apresentarem um maior niamero de odcitos totais e viaveis, a
taxa de viabilidade e a taxa de blastocisto foi menor.

Por essa razéo, a fim de elucidar melhor esses efeitos, sugere-se que mais
pesquisas sejam conduzidas nesta area, buscando elucidar, com mais preciséo e

seguranca, os efeitos desta droga sobre os aspectos reprodutivos de vacas.
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RESULTADOS (O item Resultados e o item Discussdo podem ser presentados juntos, na
forma RESULTADOS e DISCUSSAQO, ou em itens separados)

o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Resultados” (escrita em caixa alta e negrito),
com recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm da margem esquerda. Simbolos e unidades
devem ser listados conforme os exemplos: Usar 36%, e ndo 36 % (ndo usar espago entre o no e
%); Usar 88 kg, e ndo 88Kg (com espaco entre o no e kg, que deve vir em minusculo); Usar 42
mL, e ndo 42 ml (litro deve vir em L maildsculo, conforme padronizacdo
internacionalz; Usar 250C, e ndo 25 oC (sem espaco entre o no e oC ); Usar (P<0,05) e ndo (p <
0,05); Usar r“ = 0,89 e néo r’=0,89; Nas tabelas inserir o valor da probabilidade como “valor de
P”; Nas tabelas e texto utilizar média + desvio padrdo (15,0 + 0,5). Devem ser evitadas
abreviacfes ndo-consagradas, como por exemplo: “o T3 foi maior que o T4, que nao diferiu do T5
e do T6”. Este tipo de redacao € muito comodo para o autor, mas € de dificil compreensao para o
leitor. Escreva os resultados e apresente suporte com dados. N&o seja redundante incluindo os
mesmos dados ou resultados em tabelas ou figuras.

DISCUSSAO - o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Discuss&o” (escrita em caixa
alta e negrito), com recuo da primeira linha do pardgrafo a 1,0 cm da margem esquerda.
Apresente a sua interpretacdo dos seus dados. Mostre a relacdo entre fatos ou generalizages
reveladas pelos seus resultados. Aponte excecdes ou aspectos ainda ndo resolvidos. Mostre
como os seus resultados ou interpretacdes concordam com trabalhos previamente publicados ou
discordam deles, mas apresente apenas trabalhos originais, evitando citac6es de terceiros.
Discuta os aspectos tedricos e/ou praticos do seu trabalho. Pequenas especulacdes podem ser
interessantes, porém devem manter relagdo factual com os seus resultados. Afirmacgdes tais
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como: "Atualmente nés estamos tentando resolver este problema..." ndo séo aceitas. Referéncias
a "dados néo publicados" ndo séo aceitas. Conclua sua discussdo com uma curta afirmacao sobre
a significancia dos seus resultados.

CONCLUSOES - preferencialmente redigir a conclusdo em paragrafo Gnico, baseada nos
objetivos. Devem se apresentar de forma clara e sem abreviagGes. O texto devera iniciar sob a
primeira letra da palavra “Conclusido” (escrita em caixa alta e negrito), com recuo da primeira linha
do paragrafo a 1,0 cm da margem esquerda.

AGRADECIMENTOS - os agradecimentos pelo apoio a pesquisa serdo incluidos nesta secao.
Seja breve nos seus agradecimentos. Ndo deve haver agradecimento a autores do trabalho. O
texto deverd iniciar sob a primeira letra da palavra “Agradecimento” (escrita em caixa baixa).

NOTAS INFORMATIVAS -quando for o caso, antes das referéncias, devera ser incluido
paragrafo com informac6es e nimero de protocolo de aprovacao da pesquisa pela Comisséo de
Etica e ou Biosseguranca. (quando a Comissdo de Etica pertencer & prépria instituicio onde a
pesquisa foi realizada, devera constar apenas o nimero do protocolo).

REFERENCIAS - o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Referéncias” (escrita em
caixa alta e negrito). Omitir a palavra bibliograficas. Alinhada somente a esquerda. Usar como
base as normas da Associacéo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (NBR 10520 (NB 896) -
08/2002). Devem ser redigidas em pdagina separada e ordenadas alfabeticamente pelo(s)
sobrenome(s) do(s) autor(es). Os destaques deverdo ser em NEGRITO e os nomes cientificos,
em ITALICO. NAO ABREVIAR O TITULO DOS PERIODICOS. Indica-se o(s) autor(es) com
entrada pelo Ultimo sobrenome seguido do(s) prenome(s) abreviado (s), exceto para nomes de
origem espanhola, em que entram os dois Ultimos sobrenomes. Mencionam-se 0s autores
separados por ponto e virgula. Digitd-las em espaco simples e formaté-las segundo as seguintes
instrugdes: no menu FORMATAR, escolha a opgdo PARAGRAFO... ESPACAMENTO...ANTES...6
pts.Exemplo de como referenciar:
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Livros e capitulos de livro. Os elementos essenciais sdo: autor(es), titulo e subtitulo (se houver),
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se informar a paginacdo. Quando a editora ndo € identificada, deve-se indicar a expressao sine
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que foi possivel detectar residuos de
fluazuron no plasma de vacas doadoras da raca Wagyu até 54 dias apds a aplicacdo de
carrapaticida comercial pour on de fluazuron, contudo, ndo foram detectados residuos de
fluazuron no liquido folicular.

Com relacéo a eficiéncia da ovum pick-up, os animais tratados com carrapaticida
apresentaram um maior nimero de odcitos totais e viaveis, contudo a taxa de viabilidade e
a taxa de blastocisto foram menores.

Sugere-se que mais pesquisas sejam conduzidas, a fim de comprovar os efeitos
desta droga sobre os aspectos reprodutivos de vacas doadoras de od6citos, visto que, o
mesmo permanece circulante no sangue por muito tempo. Com mais estudos, sera possivel
propor um protocolo mais apropriado de sincronizacdo e coleta de odcitos para animais
tratados com carrapaticidas, e assim, contribuir com o desenvolvimento sustentivel da

cadeia pecuéria.
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