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RESUMO

Para comparar a resposta superovulatoria em cabras com balanco energético estimulado,
17 cabras da raca Moxot6 adultas foram submetidas a tratamento de sincronizacéo/
superovulagdo com esponjas vaginas com 60 mg de MPA por 11 dias, aplicagdo de 50ng
de cloprostenol 48h antes da remoc&o da esponja e 120 mg de pFSH nos dias 9, 10 e 11.
As cabras foram distribuidas em trés grupos. Alimentag@o (n = 5): dieta com 150% da
manutencdo (1,5 x M); Propilenoglicol (n = 5): dieta com 1,5 x M e administracéo de 80
mL/cabra/dia de propilenoglicol durante o procedimento hormonal; Insulina (n = 7): dieta
com 1,5x M e 3 injegdes de insulina (0,2 UI/KgPV/dia) nos dias 9, 10 e 11. Do momento
da colocacao da esponja, a cada 3 dias e a partir do inicio do estro, durante 24h aintervalos
de 4h, amostras de sangue foram colhidas para mensuraces de insulina e estradiol. A
ovulacdo foi verificada por laparoscopia 8 dias apds a remogdo da esponja. As taxas de
insulina do grupo de cabras tratadas com propilenoglicol foi similar ao grupo Insulina (P >
0,05) e ambas foram superiores as cabras suplementadas (P < 0.05). Nos grupos Insulina e
Alimentac&o, a concentragéo do estro foi superior ao grupo tratado com propilenoglicol (P
< 0,05). Apesar do nimero de animais que ovularam ter sido similar entre os grupos, as
cabras tratadas com insulina mostraram um nimero maior de foliculos e corpos lUteos (P <
0,05). Neste grupo, a quantidade de estradiol foi correlacionada ao nimero de CL (r = 0,84,
P < 0,05). Em conclusdo, o tratamento com insulina mostrou-se mais eficiente na resposta

ovulatéria e mais pratico na utilizagdo em campo.
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1. INTRODUCAO

Apesar de corresponder a menos de 20% do territdrio nacional, a regido Nordeste
concentra cerca de 93,2% do rebanho caprino, que é de aproximadamente 9,5 milhdes de
cabecas (IBGE 2002), fazendo da caprinocultura uma atividade de elevada relevancia para
essaregido. A criagdo de caprinos se constitui em uma atividade de ato valor econémico e
socia, contribuindo com varios produtos, como carne e leite na alimentacdo familiar, no
entanto, € uma atividade geralmente desenvolvida com baixo nivel tecnoldgico e sisema

extensivo de criagdo, o que faz com que tenha normal mente baixa produtividade.

O interesse pela criagdo de cabras se deve a0 fato que estas sdo animais
perfeitamente adaptaveis as condigdes adversas, como as observadas em regifes de clima
extremamente quente, como o Nordeste do Brasil. Entretanto, um dos principais entraves a
exploragcdo destes animais € o conhecimento técnico em relagdo a manejo e principa mente
a nutricdo animal com dificuldades em épocas secas, onde existe caréncia de forragens,

debilitando ou tornando inviavel a exploracéo animal.

O potencia reprodutivo € influenciado pelos efeitos nutricionais a curto e a longo
prazo, no estro e durante os diferentes estados fisiolégicos, quando a fertilidade nos
animais e a fecundidade podem ser grandemente condicionadas. Geralmente, a literatura
existente sobre a espécie caprina estd focalizada apenas sobre alguns aspectos da
reproducéo. Os dados publicados sobre a relagdo entre nutricdo e reproducéo envolvem
animais com diferentes estados metabdlicos (geralmente ndo definidos) e, como
consequiéncia, apresentam dificuldades quando sdo analisados em comparacdes posteriores
(Scaramuzzi e Murray, 1994). A relacéo entre nutricdo e ovulacdo em cabras € evidente e
envolve efeitos diretos e indiretos no recrutamento folicular (Mani et al., 1996, Selvargju
et al., 2003).

Objetivando um melhor esclarecimento da importancia deste trabaho, sera
realizada uma revisdo de literatura abordando o0s seguintes tOpicos. a nutricdo e
desempenho reprodutivo em ruminantes (efeitos da nutricdo no Utero e subsequente
fertilidade, efeitos pés-natais, efeitos nutricionais sobre o odcito, efeitos sobre a taxa de
ovulagdo e desenvolvimento embrionério), a nutricdo e foliculogénese em ruminantes
(efeitos da nutricBo sobre o controle do crescimento, maturagdo e tamanho folicular e

mecanismos pelos quais a nutri¢do afeta a dindmica das ondas foliculares).
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2. REVISAO DE LITERATURA

1. NUTRIGAO E DESEMPENHO REPRODUTIVO EM RUMINANTES

E possivel afirmar que o controle dos processos reprodutivos (da maturidade a
receptividade sexual, prenhez e lactagdo), com adequada oferta de nutrientes, sga
fundamental a sobrevivéncia das espécies (Cosgrove et al., 1995). A nutri¢do influencia a
fertilidade em ruminantes diretamente através do fornecimento de nutrientes especificos
gue s80 necessarios para os processos de desenvolvimento do odcito, dos espermatozoides,
ovulagdo, fertilizagdo, sobrevivéncia embrioné&ria e o estabelecimento da gestagdo e
indiretamente, através da sua influéncia nas concentracdes circulantes dos horménios e
outros metabdlitos sensiveis aos nutrientes que sdo requeridos para 0 sucesso destes
processos (Robinson et al., 2006).

Relatos da influéncia nutricional sobre o desempenho reprodutivo em ruminantes
domeésticos mostram a relacdo intima entre a fertilidade e condicdo corporal e estado
nutricional de fémeas (Robinson, 1996). Também informaram que a prética do “flushing”
(incremento nutricional por curtos periodos antes da monta), extensamente utilizada por
fazendeiros para aumentar fertilidade, especiamente para animais com uma pobre
condicdo corporal (Robinson, 1996), tem sido associada a um aumento do
desenvolvimento de foliculos ovarianos e diminuicdo a porcentagem de foliculos de
atrésicos nos ovarios (Maurasse, 1985).

O potencia reprodutivo é influenciado pelos efeitos nutricionais a curto e a longo
prazo, no estro e durante os diferentes estados fisiolégicos, quando a fertilidade nos
animais e a fecundidade podem ser grandemente condicionadas. Geralmente, a literatura
existente sobre a espécie caprina esta focalizada apenas sobre alguns aspectos da
reproducdo. Os dados publicados sobre a relacdo entre nutricdo e reproducdo envolvem
animais com diferentes estados metabdlicos (geralmente ndo definidos) e, como
consequiéncia, apresentam dificuldades quando sdo analisados em comparagdes posteriores

(Scaramuzzi e Murray, 1994).

1.1 Nutric&o no Uter o e Subsegiiente Fertilidade

Vérios estudos vém sendo realizados no sentido de se conhecer os efeitos da
nutricdo no Utero no momento da puberdade e na fertilidade em animais. Da Silva et al.
(2001) observaram um atraso de 5 semanas no inicio da puberdade em cordeiros com
crescimento intra-uterino retardado (2,8 kg ao nascimento), comparado com um controle
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(5,2 kg). Embora ndo houvesse testado seu efeito sobre a fertilidade subsequente,
Algjandro et al. (2002) acharam que cordeiros oriundos de ovelhas que ganharam 17% de
peso corporal durante a segunda metade da gestagdo tiveram significativamente mais
células de Sertoli nos seus testiculos ao nascimento que aqueles de ovelhas que apenas
mantiveram seu peso corporal durante o periodo correspondente.

No caso de descendéncia feminina, Rae et al. (2002a) informaram que um baixo
nivel aimentar (0,5 x manutencdo) durante os 3 primeiros meses da gestagdo resultaram
em ovelhas, aos 20 meses de idade, possuindo taxa média de ovulagdo (1,17 contra 1,46)
inferior & observada naqueles adequadamente nutridos (1,0 x manuten¢do), mesmo na
auséncia de uma diferencga significativa de peso corporal entre os grupos. Esta reducéo na
taxa de ovulagdo devido & nutricdo uterina inicia aconteceu na auséncia de qualquer
alteragdo, tanto durante a vida fetal, como na vida adulta, nas gonadotrofinas hipofisérias
(Rae et al., 2002b; Borwick et al., 2003; Da Silva et al., 2003). |sto parece ser resultado de

um efeito direto sobre o desenvolvimento fetal do ovério (Fig. 1).

Monta 30 dias 50 dias 65 dias 95 dias 110 dias Nascimento

{ { 4 { | | |

i «— Foliculogénese —

! — leerenuagao_, ! Crescimento

ovariana fetal ‘_Ovanano_b: Mei  (Transigio de folictlos
: 1+ Cél. = primordiais para prlmarlos
Germ. : a0s ~90 dias) :
bx H : H v} Significativa redugio na
' —“'" - taxa de ovulacdo aos 20
E 3 : : ' meses: 1,17 x 1,46
Efeito significativo & : Inibigao da transicao de
: sobre a morfologia H,—# . 1 foliculos primordiais
. ovariana em fetos de ; : . : para primarios iniciais
110 dias ; . ) 4
~ Periodo de sensibilidade maxima do
| desenvolvimento do foliculo ovariano
H—J a sub-nutricao
Reducio significativa no peso
ovariano aos 110 dias H Nota: dreas sombreadas ( ) referem-se a periodos

: : de nutricao materna diferenciada (0,5 x 1,0 vezes a
- — manutengio) em experimentos distintos.

—_—
Atraso na meiose das Cél. Germ.

Fig. 1. Periodos criticos durante gestagdo em ovelhas para a expressdo dos efeitos da sub-
nutricdo materna (0,5xM X 1,0xM) sobre o desenvolvimento ovariano fetal.
Fonte: Borwick et al., 1997; Rae et al., 2001, 2002a; McEvoy e Robinson, 2002.

1.2 Efeitos Nutricionais Pos-Natais

Nutricdo durante o inicio do periodo pos-natal também pode ter um efeito
permanente sobre 0 nimero de crias em ovelhas adultas e por inferéncia em outras espécies
de ruminantes de mudiltiplas ovulagBes, como as cabras. Por exemplo, sub-nutrigdo
causando um crescimento correspondente a apenas 6 semanas em crias com 8 semanas de
idade, oriundas de ovelhas adultas que tiveram sua taxa de ovulag&o reduzida até os 3 anos
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(Williams, 1984) e mais recentemente, um estudo de restricdo de crescimento antes da
desmama de 12% em crias de ovelhas de colina causou uma redugdo permanente
significativa na sua subsequente prolificidade quando adultas (Rhind et al., 1998). Estas
observagdes, associadas as dos efeitos da nutricdo uterina tém implicagbes importantes
para otimizar a distribuicdo de recursos alimentares limitados que caracterizam muitos dos
sistemas de criagdo de ovinos no mundo. Isto é particularmente para criacdo de ovelhas
nascidas em areas de colina e montanha e entéo transferidas para fazendas de terrenos
baixos onde h& uma abundancia de forragem de alta qualidade e onde uma taxa reprodutiva
alta é essencial para rentabilidade.

Estudos da influéncia da nutricdo pds-natal no momento da puberdade sdo
numerosos. Em geral eles demonstram que a restricdo alimentar atrasa a puberdade.
Estudos realizados por Chelikani et al. (2003) mostraram que novilhas leiteiras Holstein
com 100 kg de peso vivo que crescem 1,1; 0,8 e 0,5 kg/dia que a cangcam puberdade aos 9,
11 e 16 meses de idade, respectivamente. Porém, para muitas espécies de ruminantes,
efeitos sazonais na forma de variages na disponibilidade de nutrientes ou fotoperiodo, nos
seus hébitat naturais, alteram 0 momento da puberdade em animais que ndo a acangam
em uma estacdo e que tem que esperar outros 12 meses pelas condi¢oes fotoperiodicas e/ou
nutricionais apropriadas para ativar suas expressoes (Adam e Robinson, 1994). Assim, em
muitos ambientes naturais ha uma enorme diversidade na idade a puberdade, tanto nas
espécies, quanto entre racas. Por exemplo, em racas de dias curtos, asssm como ovelhas e
cabras, a puberdade pode acontecer de acordo com a diminui¢do da duracdo dos dias de
Seu primeiro outono (5-6 meses de idade) fazendo com que cresgcam rapidamente. Se a
taxa de crescimento inicial é restrita, a puberdade serd atrasada até o outono seguinte. De
formainteressante, h& evidéncias que o momento de puberdade pode ser menos sensivel a
nutricdo e mais sensivel ao fotoperiodo em racas de ovelhas nativas que em racas
melhoradas selecionadas para producdo (Adam et al., 1998). Em ragas nativas, O
fotoperiodo pode ser o principa fator desencadeador para a puberdade, uma vez que este
pode ser um mecanismo natural para prevenir avangos em puberdade nutricionalmente
induzida, o que poderia comprometer a sobrevivéncia das crias recém-nascidas como
resultado de uma provisdo inadequada de alimentos e condigBes climéticas adversas
(Adam et al., 1998).

O veado vermelho, por exemplo, em seu ambiente natural, € altamente dependente
do decréscimo da duracdo do dia como indicador do momento da puberdade (Adam,
1991). Devido a sua gestacdo, de duragdo 2 meses mais longa que em ovelhas, as paricoes

ocorrem no inicio do verdo, o que impede de atingirem tamanho suficiente para expressar a
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puberdade em seu primeiro outono. Assim idades a puberdade sdo 9-10 meses a mais que
para ovelhas e cabras. Devido as restrigdes impostas pelo ambiente frio em disponibilidade
de alimentacdo, os iagques tibetanos chegam a puberdade durante os meses de verdo mais
mornos (Zi, 2003). Por isso, naqueles que sdo bem nutridos, isto pode acontecer com até
13 meses de idade, mas se a nutricdo durante a fase crescimento é deficiente, isto pode
ocorrer apenas aos 36 meses. Em bufalos, a variagdo pode ser ainda mais alta (15 meses a
5 anos) com temperaturas atas e a baixa disponibilidade associada a qualidade da
forragem que é o principal fator inibitério, como comprovado por uma redugéo de 39 a 23
meses através do incremento nutricional, que resultou em ganhos de peso diarios de 240 a
650g (Nandra et al., 2003). Em bufaos, uma dieta proteica inadequada que conduz
freqUentemente a rendimentos sub-6timos de proteina microbiana ruminal atrasa o inicio
da puberdade (Kaur e Arora, 1995).

1.3 Efeitos Nutricionais Sobre o Odcito

Pesquisas de métodos que incrementem a eficiéncia da multipla ovulacdo em
ruminantes e programas de transferéncia de embrides e, mais recentemente, em sistemasin
vitro de producdo de embrifes a partir de oocitos obtidos por aspiracdo de foliculos
ovarianos tém fornecido novos conhecimentos sobre o impacto da nutricdo da doadora de
odcito sobre a qualidade do odcito ao utilizar estas tecnologias reprodutivas (Fig. 2).

Excessos dietéticos de proteina degradavel no rimen fornecidos em quantidades
discretas nos alimentos levam a concentragdes elevadas de amonia no fluido de folicular e
estd associada com a redug@o da producgdo in vitro de blastocistos. Um dos efeitos da
nutricdo sobre o desenvolvimento do odcito € o estresse celular, expresso atraves da
aceleracdo do metabolismo embrionério, 0 que pode comprometer a sobrevivéncia do
embri&o no periodo de pré-implantagéo (Leese, 2002). Esse efeito adverso sobre 0s 06citos
provavelmente envolve a inibi¢cdo no crescimento e metabolismo das células da granulosa
que sustentam o odcito (Rooke et al., 2004). Outros fatores importantes parecem ser a fase
e o0 tamanho especifico do foliculo, onde, foliculos pré-antrais e de tamanho médio sdo os
mais afetados. Sabendo-se que foliculos de tamanho médio podem ter sua ovulacdo
induzida através do uso de gonadotrofinas, os efeitos adversos da nutricdo parecem ser
mais prevalentes em animais estimulados por gonadotrofinas que naqueles que ovulam
espontaneamente.

Em vacas leiteiras de alto rendimento, um balanco energético negativo no inicio da
lactacdo pode comprometer o desenvolvimento do odcito que estabelece a proxima
gestacdo. O o0cito se desenvolve em um ambiente bioquimico varidvel no interior do
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foliculo, que reflete as mudangas causadas pela nutricdo nas concentragBes séricas de
metabdlitos que indicam o status energético, proteico e minera (Leroy et al., 20044).
Vacas que perdem de forma intensa a condi¢&o corporal no inicio da lactacgo (Snijders et
al., 2000) e aquelas com altas concentragdes hepaticas de triglicerol, que sdo indicativos de
mobilizagdo excessiva de gordura (Kruip et al., 2001), produzem odcitos de qualidade
inferior como observado pela reduzida habilidade para desenvol vimento in vitro.

Recentemente, Jorritsma et al. (2004) observaram que altas concentracdes de &cidos
graxos nado-esterificados (AGNES), que ocorrem em casos de subnutricdo, reduzem a
proliferacdo in vitro de células da granulosa, retardando a maturacdo do odcito,
prejudicando, desta forma, a produgéo de blastocistos. Assim, um efeito nutricional sobre
a qualidade do od6cito pode contribuir para a baixa fertilidade de vacas leiteiras de alto
rendimento (Royal et al., 2000). Leroy et al., (2004b), sugerem que também pode haver
um componente genético especifico para esse efeito adverso.

A Fig. 2 fornece umailustracdo dos principais achados destes estudos. Ao contrario
de ovelhas e vacas que ovulam espontaneamente para as quais o elevado plano alimentar €
benéfico a qualidade do odcito, 0 oposto ocorre em animais superovulados e seus od6citos
utilizados para producdo in vitro de embrides. O efeito adverso é acentuado em animais de
boa condic&o corporal (Adamiak et al., 2003) e que quantias elevadas de concentrados sdo
fermentados rapidamente no rimen (Yaakub et al., 1999).

Dietas de cereais de Altos niveis de proteina

fermentacao rapida degradavel do rimen
Dieta de elevado Escore de condigao
plano alimentar corporal elevada

. . . Aumento na divisao celular do
Ntimero e qualidade dos embriGes embrido apés estimulagio por
reduzidas apos estl_mula;ao por gonadotrofina
gonadotrofinas

v

Aumento da sintese de
proteinas desde o
comeco pelos embrides

Atividade metabdlica
aumentada nos embribes

Sobrevivéncia embrionaria
reduzida

Produgao de blastocisto Células do

in vitro reduzida cumulus . . . .
Qualidade dos embrides produzidos in

* vitro reduzida apos aspira¢ao do oocito
de foliculos >4-8 mm de diametro

Estresse celular aumentado
Utilizagao de piruvato aumentada

Aumento da expressio de Cu/Zn-SDO RNAm Sintese de proteinas desde o
comego aumentada

Fig. 2. Efeitos do plano nutricional e tipo da dieta durante a maturagdo do odécito no
desenvolvimento de embriGes de ruminantes apds superovulacdo e/ou produgdo in vitro.
Fonte: Boland et al., 2001; Adamiak et al., 2003 e Lozano et al., 2003.
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Nos ruminantes, CCOs de foliculos antrais e embriGes nos estégios iniciais de
desenvolvimento sdo circundados por fluidos, dos quais eles obtém seus nutrientes e
liberam os produtos da atividade metabdlica. Os CCOs sdo compl etamente circundados por
fluido folicular antral, sendo separados deste pelas células da granulosa, que conectam a
granulosa mural a0 CCO. Imediatamente ap0s a ovulacdo, muito do revestimento do
cumulus que circunda o embrido de ruminante € perdido (Lorton & First, 1979; Thompson
& Wales, 1987), de forma que a fertilizagdo e o desenvolvimento embrionério inicial
ocorrem em meio a fluidos do oviduto e do Utero. Realmente, o embri&o ruminante é
completamente dependente de uma fonte de nutricdo histotréfica por um periodo
prolongado do desenvolvimento, com relacdo a outras espécies mamiferas, pois ndo forma
nenhuma conexdo principal com o [imen uterino até que ocorra o inicio da organogénese,
gue ocorre a partir do Dia 19 em vacas (Betteridge & Flechon, 1988).

Ambas, maturagdo de CCOs e cultivo de embrides in vitro, estdo associados a
prejuizos no desenvolvimento, principalmente na forma de reducdo de sobrevivéncia
embrionéria apos a transferéncia de embrides (Greve et al, 1993; Schmidt et al., 1996) e/ou
a producdo de fendtipos fetais anormais, e atipicamente crias gigantes (Farin & Farin,
1995; Thompson et al., 1995). Tais normalidades do fenétipo fetal demonstram que
sistemas in vitro criam ambientes nos quais efeitos epigenéticos sdo manifestados. Além
disso, alteracBes na composi¢do do ambiente in vitro podem influenciar a incidéncia de
fendtipos fetais alterados (Thompson et al., 1995; Sinclair et al., 1997). Assim, o ambiente
no qual se encontram odcitos e embrides tem efeitos significativos sobre o subsequiente
desenvolvimento, embora perturbages ambientais possam ser discretas durante os
estégios iniciais do desenvolvimento do concepto.

Tais observagBes também tém sido feitas em conseqiiéncia a alteragdes da dieta
materna. Dietas pouco energéticas tém sido associadas a baixa capacidade de
desenvolvimento oocitario (Kendrick et al., 1999), enquanto dietas altamente protéicas
durante os primeiros estagios de desenvolvimento ou transferéncias assincronicas de
embrides também estdo associadas a fetos atipicamente grandes (Maxfield et al., 1998;
Kakar et al., 2005). Isso demonstra que o ambiente in vitro ndo € o Unico a alterar a

competéncia de desenvolvimento e fen6tipo fetal.

1.4 Metabolismo da Glicose durante a Maturagéo in vitro do Complexo Camulus-
Odcito (CCO)
Muito pouco é conhecido sobre os requerimentos energéticos do metabolismo do

CCO de ruminantes. A maioria dos sistemas de maturagéo in vitro realmente se baseiam
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em meios derivados de células sométicas. Estudos tém demonstrado que as células do
cumulus possuem niveis significantes de consumo de glicose nos meios de cultivo. Por
volume de tecido base, o consumo de glicose pelas células do cimulus é 23 vezes maior do
gue o consumo do odcito. Ao contrério, 0 odcito consome 3 vezes mais oxigénio que as
células do cumulus (Thompson, 2006). Muito, mas nao todo, do consumo de glicose pelas
células do CCO de bovino é convertido em lactato, demonstrando uma significante
atividade glicolitica aerébia pelas células do cumulus (Sutton et al., 2003). Contudo,
enquanto a expansdo do CCO durante a maturagdo é acompanhada de um aumento no
consumo de glicose, a proporgdo de glicose direcionada ao lactato parece diminuir com a
maturacdo (Sutton et al., 2003; Sutton-McDowall et al., 2004). Isso é amplamente
considerado devido ao aumento na sintese de &cido hialurénico, no qua a glicose (junto
com a glutamina) é o principal substrato (Sutton-McDowall et al., 2004). A significancia
desses requerimentos de glicose durante a maturagdo in vitro pode ser vista com efeito
sobre a maturagdo meidtica em consequéncia da deplecéo de glicose. As condi¢Bes que
estimulam a expansdo das células do cumulus causam altissmos niveis de consumo de
glicose, disponibilizada para os CCOs. Uma significante deplecdo de glicose durante a
maturacdo in vitro pode ser causada por uma ata densidade de cultivo in vitro de CCOs
(Sutton-McDowall et al., 2004). Essas causas podem prejudicar ou retardar a maturagéo
meidtica (Sutton-McDowall et al., 2005). Também é comum que outros fatores atuem
sobre o papel da glicose durante a maturagéo dos CCOs. Hashimoto et al. (2000) relataram
uma interacdo envolvendo concentragdo de glicose e disponibilidade de oxigénio com
subsegiiente capacidade de desenvolvimento durante a maturagdo in vitro. Assim, as
concentracBes de glicose durante a maturagdo do odcito funcionam em um nivel ideal,

enquanto niveis muito altos ou baixos produzem consequéncias negativas.

1.5 Efeitos Nutricionais sobre a Taxa de Ovulacéo

A eficiéncia reprodutiva é principal fator que afeta eficiéncia produtiva e
econdmica de producdo de carne e leite em bovinos. Status energético, particularmente o
balanco energético negativo, tem grande influéncia sobre o desempenho reprodutivo,
afetando a idade da puberdade (Day et al., 1986; Moran et al., 1989; Kinder et al., 1995),
intervalo entre partos em bovinos para a produgéo de carne (Dunn e Kaltenbach, 1980;
Richards et al., 1986; Selk et al., 1988; Sinclair et al., 2002) e leite (Beam e Butler, 1997)
e taxa de sobrevivéncia embrionéria (Dunne et al., 1999). O foliculo ovariano € uma parte
integrante do processo reprodutivo, pois tem um papel principa no controle do ciclo

estral, determinando o0 comportamento estral, assegurando a competéncia do odcito e
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subseqliente taxa de sobrevivéncia embrionaria, e determinando tanto o funcionamento do
corpo | Uteo apos a ovulagdo quanto a sintese de progesterona.

Além dos efeitos nutricionais fetais e pos-natais iniciais sobre a taxa de ovulagéo
em adultos, hA momentos durante vida adulta quando taxa de ovulagdo também &
particularmente sensivel ao fornecimento de nutrientes (Quadro 1). Em ovelhas, um destes
momentos é cerca de 6 meses antes da monta, quando os foliculos ovarianos emergem do
pool de foliculos primordiais e tém seu crescimento comprometido. A subnutricdo neste
momento reduz o nimero de foliculos que emergem e entdo o nimero que estaré
disponivel para ovulacdo. Ha evidéncias recentes que a reducéo da taxa de ovulacdo pode
ser prevenida através do incremento nutricional (flushing) no periodo de 10 dias antes da
monta. De fato, o periodo critico para que o ocorra um efeito estimulatério do incremento
nutricional pode ser até inferior a 10 dias. Assim, em uma recente revisdo de literatura
cientifica do efeito do incremento nutricional a curto prazo Vifioles Gil (2003) concluiu
gue seu efeito benéfico pudesse ser dado em cima de um curto periodo como 8 a 4 dias
antes da ovulagéo (Dias 10 a 14 do ciclo estral). Este periodo coincide com o aparecimento
da onda folicular ovulatéria. A sincronizagdo do estro permite precisdo na aplicacdo de
incrementos nutricionais. Porém, a variagdo do momento da monta que ocorre em rebanhos
gue ovulam espontaneamente faz com que todas as ovelhas recebam o estimulo nutricional
com um periodo prolongado de incremento nutricional iniciando 10 dias antes da

introducéo dos carneiros no rebanho.

Quadro 1. Janelas criticas durante as quais a taxa de ovulagdo de ovelhas € particularmente
sensivel a nutricao.

Janela nutricionalmente Orgio / M ecanismo

sensivel tecido alvo

Feto

50-65 dias Ovério fetal Alteracdo na meiose das células germinativas

Neonato

Pré-desmama N/D N/D

Adulto

6 meses antes da ovulagdo Ovério Alteracdo no numero de foliculos saindo do pool

primordial

10 dias antes da ovulagéo Hipotélamo, Mudangas no crescimento folicular ovariana e
hipofise atresia, qualidade do odcito e taxa de ovulagdo

4-8 dias antes da ovulagéo Ovério Mudangas no crescimento folicular ovariana e

atresia, qualidade do odcito e taxa de ovulagao

N/D: n&o determinado.
Fonte: A partir de dados revisados de Robinson et al. (2002a) e Vifioles Gil (2003).
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1.6 Nutricéo e o Desenvolvimento Embrionério

O ambiente energético que determina a atividade de vias metabdlicas para a
geracdo de ATP e substratos anabdlicos em embrides de ruminantes tém sido utilizados
para a avaliacdo da competéncia de desenvolvimento (Thompson, 1996; 2000). A
disponibilidade de substratos energéticos, especialmente glicose e oxigénio, tem sido bem
caracterizada por alterar a capacidade de desenvolvimento (Lim et al., 1999; Kim et al.,
1993). O metabolismo do embrido bovino é caracterizado pela transicdo do odcito e
embrido em estagios iniciais de clivagem, que sdo completamente dependentes da
fosforilacdo oxidativa, com significante aumento da atividade glicolitica logo ap6s a
compactagdo (Thompson et al., 1996 e 2000). Essa mudanca para a glicolise parece ser
acompanhada de um diminui¢do dos requerimentos da fosforilagéo oxidativa mitocondrial,
e 0 estdgio de desenvolvimento embriondrio pos-compactacdo parece beneficiar a
diminuicdo da fosforilagdo oxidativa durante o cultivo in vitro (Thompson et al., 2000;
Harvey et al., 2004). O cultivo de embrides em ambientes que ndo mantém essas condi¢les
de preferéncia metabdlica estégio-especifica oferece menos que 0 necess&rio para um
desenvolvimento ideal (Matsuyama et al., 1993). Embora ndo haja dados que indiquem
evidéncias diretas, alteracbes do subsequente desenvolvimento fetal sdo resultados de
condi¢cBes metabdlicas que causam estresse aos embrides e resultam na diminuicdo do
desenvolvimento in vitro , como também tem sido relatado em outras espécies, como a
murina (Lane & Gardner, 1998).

Pouco tempo de restri¢do na ingestéo da dieta tem sido necessario para aumentar as
taxas de gestagéo subsequientes em bovinos (Dunne et al., 1997). Mantovani et al. (1993)
mostraram que a producdo de embrifes transferiveis apts superovulagdo em gado de corte
foi significativamente reduzida quando as fémeas tinham livre acesso ao concentrado,
comparado com niveis restritos de concentrado. Yaakub et al. (1996) demonstraram que o
tipo e o nivel de concentrado pode afetar a subseguiente producdo de embrifes transferiveis
em bovinos de corte.

Muitas restricdes na ingestdo da dieta tém mostrado possuir efeitos benéficos na
taxa de desenvolvimento embriondrio quando fémeas foram superovuladas e embrifes
colhidos 7 dias ap6s a monta e cultivados por 24 horas (Nolan et al., 1998). Esta
comparagao de restrices vs. alimentagdo a vontade resultam em um aumento do ndmero
de blastocistos ap6s cultivo dos embrides por 24 horas. Um aumento no nimero total de
céulas dos blastocistos também foi verificado. O efeito de dietas extremas no
desenvolvimento embrionéario € evidente, mas o0 ponto a qual as mudancgas ocorrem €

desconhecido.
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A formagdo de blastocisto é a chave para o processo de desenvolvimento no
crescimento de um embrido. A blastocele se forma como consequiéncia do transporte de
fluidos através do trofectoderma. Este processo é parciamente facilitado pela Na/K-
ATPase; 0 RNA mensageiro para esta enzima tem sido identificado em embrifes bovinos
com 7 dias (De Sousa et al., 1997). Ingestdo de dietas pode alterar a expressdo de genes da
transcriptase envolvendo embrifes em estadio precoce de desenvolvimento, tais como
Na/K-ATPase e Cu/Zn SOD (Wrenzycki et al., 1999).

A situacdo contrastante, onde o0 acesso a dieta parece reduzir a qualidade dos
embrides, é também consistente. Quando ovelhas sdo submetidas a altos niveis de glicose
e, logo em seguida, superovuladas, a producdo de embrides de boa qualidade foi reduzida.
A infusdo de glicose tem também causado reducdo nas taxas de gestagdo (Rubio et al.,
1997).

Contudo, o 6timo requerimento nutricional para crescimento folicular e ovulagéo
pode ser diferente daqueles requeridos para um 6timo desenvolvimento embrionario. As
razes para tal efeito da glicose no desenvolvimento embrionario ndo sdo claras, podendo,
porém, ser devido a ata concentragéo de glicose no plasma, a qual interfere no mecanismo
de sinalizacdo das células durante 0 crescimento pré-ovulatorio, desenvolvimento do
obcito ou de embrides em estadio precoce. E sabido que altas concentragdes de glicose sfo
deletérias para o desenvolvimento in vitro de embrides (Furnus et al., 1996). Ha também
sugestdes que a hipoglicemia em ovelhas é associada com embriopatias (Martin et al.,
1998), sendo uma observagdo consistente com uma relativa incidéncia alta de més
formagdes fetais ocorridas em mulheres diabéticas. Efeitos similares do excesso de glicose
na pré-implantacdo de embrides é a base para prética em programas de reproducdo
programada da administragdo de insulina em mulheres diabéticas para reduzir a glicose
sangliinea antes da col heita de embrides.

Um efeito adverso da subnutricdo no crescimento do trofoblasto antes da
implantagéo foi observado por Rhind et al. (1989) em ovelhas. Receptoras com dietas de
metade da manutencdo, ao acasalar, obtiveram trofoblastos no dia 11 de 500 mm
comparado com 1400 nm para dietas 1,5 vezes a manutengdo. Devido a associacdo intima
entre placenta e tamanho fetal ja no dia 60 de gestacdo na ovelha (Bassett, 1990), parece
muito provavel que estes efeitos nutricionais iniciais no trofoblasto, que se mantiveram
através de subnutri¢do continua, poderiam ser traduzidos em uma diminui¢éo do tamanho
da placenta e, por conseguinte, numa reducéo no crescimento fetal no fim da gestac&o. Por
outro lado, se arestricdo alimentar é cessada até o dia 40 da gestacdo, bem antes do tempo

guando a placenta alcanga seu tamanho maximo (90 dias), os efeitos sobre a placenta e
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crescimento de feto parecem ser temporarios e ndo detectaveis ao nascimento (Robinson,
1990).

Embora os mecanismos pelos quais a nutri¢do controla o crescimento do trofoblasto
pré e peri-implantagdo ndo tenham sido identificados, € provavel que envolvam os fatores
de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), que tém importante influéncia endécrina,
parécrina e autocrina sobre o metabolismo, divisdo celular e diferenciacéo (Jones e
Clemmons, 1995).

A exposicdo de embrides de ruminantes na fase de divisdo inicial, por um periodo
curto de cultivo in vitro (1-7 dias), esta associada com supercrescimento fetal, além de
estar relacionada a uma duragdo mais longa da gestacéo e elevada mortalidade neonatal
(Walker et al., 1992; Farin et al., 1994). Cultivo de embrides de ovelhas durante 5 dias em
meio fluido sintético de oviduto (SOF), contendo um suplemento de soro humano antes da
transferéncia para receptoras, resultou em pesos de nascimento dos cordeiros
significativamente superiores que os das crias das matrizes de controle que ovularam
espontaneamente (42 + 0,2 contra 3,4 + 0,2 kg, P < 0,01, Thompson et al., 1994). Em um
recente estudo, extremamente controlado, embrifes de ovelhas oriundos de processo in
vivo foram comparados com embriBes cultivados em um sistema de co-cultivo em células
da granulosa durante 5 dias, demonstrando que houve um menor crescimento fetal,
evidente ja aos 61 dias de gravidez (74,2 contra 84,5 kg, respectivamente; P < 0,01), o qual
foi independente da massa da placenta (Sinclair et al., 1997). O aumento do peso
observado nos fetos que foram derivados de co-cultivo foi associado com aumento ou
hipertrofia de fibra muscular priméria precoce e hiperplasia de fibra secundéria (Maxfield
et al., 1997). Os mecanismos por meio dos quais diferentes sistemas de cultivo in vitro
influenciam a trgetéria de crescimento do embrido ruminante sdo desconhecidos, mas
podem estar amplamente relacionados a fatores nutricionais. O amoénio gerado de
aminoacidos em cultivo inibe o desenvolvimento e a clivagem em blastocistos de ovelha
(Gardner et al., 1994). In vivo, a ingestdo de uma dieta rica em amoénio degradavel no
rumen, aumenta as concentragdes plasméticas de uréia, e esta associada com aumento da
mortalidade embrion&ria (McEvoy et al., 1997). Porém, em estudos posteriores, a
exposicdo ao amdnio demonstrou parecer aumentar a regulacdo do metabolismo protéico
em alguns embrides, e o crescimento fetal foi aumentado entre aqueles que sobreviveram a
autotransferéncia. E concebivel que embribes em cultivo sujeitos a um ambiente
improprio, deficiente em nutrientes, estejam susceptiveis a mudangas na expressao de
gene, que pode ser letal para o embrido em desenvolvimento ou pode resultar em uma

alteragdo na tragjetdria de crescimento. Uma evidéncia indireta para apoiar esta hipotese
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vem de estudos que usam F9 de células de carcinoma embrionario, que exibem um padréo
de diferenciaco analogo ao do embrido em desenvolvimento. Nesta linhagem de células
em rapida divisdo, a deficiéncia de aminoécidos alterou a expressio da variedade de genes
ligados ao crescimento (Fleming et al., 1998). Porém, é desconhecido se 0 aumento do
crescimento no Utero de embrides originados in vitro reflete uma trajetéria permanente de
crescimento, ou se estes embrides poderiam ser influenciados pela manipulagdo da nutri¢éo
das receptoras durante as fases finais da vida pré-natal.

Em animais que expressam taxas naturais de ovulagdo, a ingestéo de uma dieta
materna antes da cobertura e a composi¢ao corporal no momento da cobertura mostraram
influenciar a sobrevivéncia embrionaria (Rhind, 1992).0 aumento, por um curto periodo de
tempo, da ingestdo alimentar materna antes da cobertura também pode influenciar o
desenvolvimento embrionario inicial em animais de superovulados. Altas ingestGes
alimentares que suprimiram as concentragdes de progesterona durante o periodo de
recrutamento de folicular, maturacdo oocitaria e ovulagdo resultaram em embrides que
sofreram um retardo de crescimento em colheitas realizadas 4 dias depois de inseminagéo e
depois de 72 h de cultivo (McEvoy et al., 1995). Isto permanece estabelecido se estes
embriBes sobreviverem e tiverem se desenvolvido adequadamente, voltando a um Utero de
receptoras sincrénicas. Embora haja relatos que claramente demonstram que um baixo
plano de nutricdo durante o inicio da gravidez seja prejudicial a sobrevivéncia do embrido
(Edey, 1966), 0 peso de evidéncia sugere que superalimentacdo logo apos o periodo de

cobertura compromete o estabel ecimento de gestacéo.

2. NUTRICAO E FOLICULOGENESE EM RUMINANTES

2.1 Controle do crescimento folicular: interacfes intraovarianas e influéncia da
nutricao

Em ruminantes monovulatérios, como o bovino, dentre outras espécies, 0
crescimento de foliculo primordial, uma vez iniciado, ou continua até o foliculo se tornar
atrésico ou continua até a ovulagdo. Ainda ndo sdo totalmente conhecidos 0s mecanismos
gue controlam o inicio e o nimero de foliculos primordiais que comegam a crescer (Webb
et al., 2004). Estudos confirmaram que leva meses para um foliculo primordia acangar o
estagio de organizagdo de pré-ovulatorio (Fig. 3). Embora o crescimento de folicular sgja
controlado principamente através das gonadotrofinas e por fatores de crescimento

produzidos localmente, varios fatores ambientais, como a nutricdo, podem influenciar
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desenvolvimento folicular e qualidade do odcito, e consequentemente a fertilidade
(Garnsworthy e Webb, 1999; Webb et al., 1999a,b, 2003).

O consumo alimentar atua em vé&ios niveis dentro do eixo hipotalamico-
hi pofisario-ovariano, atuando sobre a atividade ovariana. O estado nutricional também tem
sido correlacionado com a sobrevivéncia embrionéria, e € o fator predominante no controle
da eficiéncia de tecnologias voltadas para a reproducéo. Além disso, em vacas leiteiras,
aumentos na producdo de leite e demanda metabdlica tém sido associadas com longos
periodos de anestro pos-parto e ciclos estrais anormais (Royal et al., 2000; Lucy, 2003).
Contudo, os mecanismos fisioldgicos detalhados, através dos quais a nutricdo exerce
muitos desses efeitos, permanecem ainda sem uma caracterizag&o completa.

Fatores de crescimento parecem ser importantes tanto na iniciagdo quanto no
crescimento inicial do foliculo, considerando que gonadotrofinas sio essenciais para as
fases finais de crescimento folicular. Nesta consideracéo, o foliculo dominante troca sua
exigéncia de FSH para LH. Também hé& crescentes evidéncias que gonadotrofinas podem
influenciar desenvolvimento folicular antes de formagdo de antro e os fatores de
crescimento podem influenciar o desenvolvimento do foliculo ao longo do crescimento

folicular continuo.
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Fig. 3. Crescimento folicular continuo. Representacdo esquematica dos reguerimentos por
fatores de crescimento, como o TGFR e familias de IGF, e gonadotrofinas em diferentes
fases do desenvolvimento do foliculo ovariano em bovinos.

Fonte: Webb et al., 2004.
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2.2 Crescimento Folicular e Maturacgéo

2.2.1 Crescimento do Foliculo Pré-antral

Os mecanismos que regulam a ativacdo e subseqguente crescimento dos foliculos
primordiais permanecem ainda pouco esclarecidos. Contudo, 0 crescimento desses
foliculos depende, provavelmente, da presenca de interagdes entre as células da granulosa e
0 odcito (C-KIT/KIT ligante) além da secrecdo de uma série de fatores locais (fatores de
diferenciac@o e crescimento [GDF]-9, proteinas morfogenéticas do osso [BMP], ativinas,
inibinas, fator de crescimento basico do fibroblasto [bFGF], e fator epiderma de
crescimento [EGF] McNatty et al., 1999; Knight e Glister, et al., 2002; Smitz e Cortvindt,
2002; Webb et al., 2003). Por exemplo, ovinos com uma mutacdo no gene BMP15 séo
inférteis, possuindo foliculos que ndo se desenvolvem além do estégio primario (Galloway
et al., 2000). Ambos GDF-9 e BMP15 tém sido observados localizados no odcito, e
imunizagdo contra esses peptideos retarda o desenvolvimento de foliculos ovinos, que
permanecem em estégio pré-antral ou primario (Juengel et al., 2002).

RNA mensageiro para enzimas esteroidogénicas, citocromo P450 da cadeia de
clivagem (P450scc), citocromo P450 17 -hidroxilase (P450c17), e 3 -hidroxiesteréide
desidrogenase (3 -HSD) sdo primeiramente expressas logo apés a formagdo da teca
interna. Citocromo P450 aromatase (P450arom) esta localizada somente nas células da
granulosa (Bao e Garverick, 1998) e foliculos pré-antrais parecem capazes de produzir
estradiol nos primeiros estagios de desenvolvimento (Thomas et al., 2001).

As gonadotrofinas provavel mente ndo estdo envolvidas na iniciagdo do crescimento
folicular (Wandji et al., 1992; McNatty et al., 1999; Campbell et al., 2000; Fortune et al.,
2000), embora RNAmM de receptores de FSH possam ser detectados nos foliculos com
apenas uma ou duas camadas de células da granulosa (Bao e Garverick, 1998). Estudos in
vivo (Campbell et al., 2000) e in vitro (Hulshof et al., 1995; Gutierrez et al., 2000) tém
demonstrado que o FSH pode acelerar a taxa de desenvolvimento de foliculos pré-antrais.
O papel do LH nesses estdgios iniciais de desenvolvimento ndo tem sido descrito, embora
a expressao de RNAm de receptores de LH (LHr) seja detectada a partir de quando a teca
interna se forma ao redor das células da granulosa (Bao e Garverick, 1998).

Fatores produzidos |ocalmente também possuem papéis importantes nesses estagios
iniciais de desenvolvimento. Em um estudo recente, Armstrong et al. (2002a)
demonstraram que células da granulosa de foliculos pré-antrais bovinos expressam RNAmM
da proteina de ligacdo de IGF (IGFBP)-2 e receptor de IGF do Tipo 1. Também foi

demonstrada a expressdo de RNAm de IGFBP-3 na teca externa de foliculos antrais e no
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tecido do estroma ao redor dos foliculos pré-antrais. A expressdo de IGF-I nas células da
granulosa, pelo contrario, permanece ainda controversa, com estudos (Spicer e
Echternkamp 1995; Yuan et al., 1998; Perks et al., 1999; Webb et al., 1999a; Schams et
al., 2002) demonstrando a presenca ou auséncia de IGF-I nas células da granulosa de
ambos foliculos antrais e pré-antrais. O fator Il de crescimento ligado a insulina tem sido
detectado na camada das células da teca de foliculos antrais bovinos (Yuan et al., 1998;
Webb et al., 2003). 1sso sugere que o | GF regula primariamente o crescimento de foliculos
pré-antrais via mecanismos enddcrinos, com IGFBP-2 e -3 regulando a biodisponibilidade
de IGF-I e IGF-1I extra ovariano derivados de folicul os antrai s adjacentes.

Fator-1 de crescimento ligado & insulina, bem como o EGF, tem sido apontado
como estimulador do crescimento in vitro de foliculos pré-antrais (Gutierrez et al., 2000;
Saha et al., 2000). Ao contrério, concentragdes elevadas de IGF-1 podem ter efeitos
negativos sobre o crescimento oocitario (McCaffery et al., 2000). Assim, o pape de
IGFBP produzido localmente mantém, provavel mente, as concentragdes de IGF em niveis
otimos para o crescimento do odcito e do foliculo pré-antral, mas ndo durante o
crescimento dos foliculos primordiais. Outros fatores provavel mente estdo envolvidos no
inicio, e subsequente desenvolvimento de foliculos primordiais (McNatty et al., 1999;
Juengel et al., 2002).

2.2.2 Crescimento do Foliculo Antral

Os estégios finais de desenvolvimento dos foliculos antrais nos bovinos séo
caracterizados por duas ou trés ondas de crescimento folicular durante cada ciclo estral.
Ondas foliculares parecem ser constitutivas e tém sido observadas no inicio da puberdade e
durante outros periodos de anestro (Adams, 1999; Ireland et al., 2000). Cada onda de
crescimento em bovino é caracterizada por um recrutamento de um grupo de foliculos, que
continua a crecer aé aproximadamente 6-8 mm de didmetro. Em espécies
monovulatérias, como a bovina, um unico foliculo é selecionado para continuar crescendo
e setornar dominante.

Foliculos antrais em crescimento, a partir de 2 mm de diametro, estdo sob o
controle de gonadotrofinas (Campbell et al., 1995) como demonstrado pelo tratamento de
bovinos hipogonadotréficos com fluido folicular bovino e estradiol (Campbell et al.,
2003). Cada onda de crescimento folicular € precedida por um aumento transitério da
secrecdo de FSH (Adams, 1999). Recentemente foi sugerido que as concentracOes
periféricas de inibina-A e de FSH influenciam o nimero de ondas foliculares (Parker et al.,
2003) e que as concentracBes de FSH controlam o intervalo de emergéncia da onda
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folicular subseguente (Ginther et al., 2002a). Foi demonstrado que mudangas no padréo de
expressio de RNAmM de receptores para gonadotrofinas (FSHr e LHr) e enzimas
esteroidogénicas chave do citocromo P450, incluindo P450scc, P450arom e 3b-HSD,
ocorrem a partir dos Ultimos estégios de desenvolvimento de foliculos de
aproximadamente 2 mm de didmetro (Bao e Garverick, 1998; Webb et al., 1999a).

Especificamente, foliculos de aproximadamente 5 mm de didmetro (recrutamento) e
0s subsequientes sdo0 caracterizados pela inducéo da expressdo de RNAm de receptores de
gonadotrofinas e enzimas esteroidogénicas a partir do aumento do tamanho folicular. Em
dois estudos recentes, infusdes de FSH em bovinos, nos quais a secre¢do de gonadotrofinas
hipofisérias foi significativamente reduzida por um agonista de GnRH (GnRHa) ou
imunizagdo contra GnRH, estimularam o crescimento folicular até 8,5 mm de didmetro
(Crowe et al., 2001; Garverick et al., 2002). Esse crescimento folicular foi acompanhado
por um aumento na expressdo de RNAmM para P450scc e P450arom nas células da
granulosa e P450c17 nas células da teca, quando comparados ao recrutamento de foliculos
de tamanho similar em vacas com ciclos estrais normais.

Além disso, infusdes de FSH por 48 h (Garverick et al., 2002) também induzem um
aumento na expressao de P450scc e P450arom nas células da granulosa de pequenos
foliculos (1 a4 mm) quando comparados aos foliculos de animais do grupo controle. Fato
similar acontece também em ovinos, que possuem a maioria dos genes FecB, e que apds
infusdes de FSH, apresentam um aumento na taxa de ovulagdo e diferenciacéo folicular
precoce (Souza et al., 2003; McNatty et al., 2003; Mulsant et al., 2003). O gene FecB é
uma mutagdo do gene do receptor de BMP-1B e aumentos na expresséo de RNAm paraa
P450arom e a subunidade da inibina-bA nas células da granulosa (Webb et al., 1999a)
demonstram claramente aimportéancia de mecanismos de controle local.

Fatores de crescimento produzidos localmente sdo conhecidos por atuarem de
forma importante sobre o desenvolvimento do foliculo. E recentemente foi demonstrado
gue a BMP pode alterar a esteroidogénese e proliferacdo das células da granulosa bovinain
vitro. Outros membros da superfamilia TGFb também tém sido apontados como atuantes
nos mecanismos adicionais de controle local da BMP e seus receptores (BMP-15, BMP
receptor [BMPR]-2, BMPR-1A e BMPR-1B), inibinas e ativinas. Os papéis precisos
desses fatores sdo ainda desconhecidos, mas, similar ao sistema de IGF, sdo comumente
envolvidos na diferenciagdo folicular por melhorar a agéo das gonadotrofinas (Campbell e
Baird, 2001; Knight e Glister et al., 2002; Montgomery et al., 2001; Souzaet al., 2002).

No periodo de formac&o do antro verifica-se o inicio da expressdo de RNAm de

IGF-I1, detectado primeiramente nas células da teca. Receptores do Tipo 1 de IGF e uma
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gama de IGFBPs (IGFBP-2, -3, e -4) também tem sido detectados durante esse estagio de
desenvolvimento (Armstrong et al., 1998, 2000). Contudo, a hibridizacdo in situ tem
falhado na deteccéo da presenca de RNAm de IGF-1 nas células da granulosa em todos os
estagios de desenvolvimento folicular (Armstrong et al., 1998, 2000; Perks et al., 1995,
1999).

Ao contrério, Leeuwenberg et al. (1995), em ovelhas, e Yuan et al. (1998), em
bovinos, demonstraram a presenca de RNAm codificante para IGF-1 nas células da
granulosa de ambos foliculos, subordinado e dominante. Trabalhos anteriores usando
cultivos de células da granulosa bovina (Spicer et al., 1993; Spicer e Echternkamp, 1995;
Spicer e Chamberlain, 2000) detectaram ambos RNAm de IGF-I e IGF-I1. Contudo, existe
uma concordancia geral de que o 1GF-I1, produzido pelas células dateca, € o principal tipo
de IGF intrafolicular que regula o crescimento de foliculos antrais bovinos (Yuan et al.,
1998; Armstrong et al., 1998, 2000; Webb et al., 1999a) através da atuacdo de receptores
do Tipo 1 de IGF (Adashi et al., 1990; Lucy, 2000).

2.2.3 Selegéo Folicular e Dominancia

Os mecanismos precisos de selecdo e domindncia ainda necessitam serem
completamente elucidados. Acredita-se que uma diminui¢cdo na secrecdo de FSH apds a
emergéncia da onda folicular pode ser a chave do mecanismo de selecdo folicular.

Todos os foliculos recrutados parecem contribuir com o declinio inicia de FSH
periférico (Gibbons et al., 1997), e o foliculo maior tem agéo principal sobre o decréscimo
nas concentragdes de FSH circulante a niveis abaixo do requerido para manter o
crescimento continuo do grupo de pequenos foliculos (Campbell et al., 1995; Webb et al.,
1999a; Ginther et al., 2001). Os principais fatores produzidos por foliculos em crescimento
e 0 selecionado que atuam na supressdo da secregéo de FSH sdo estradiol e inibina (Webb
et al., 1999a,b; Bleach et al., 2001). Essa supresséo resulta rapidamente em danos que
alteram o tamanho do futuro foliculo dominante e do maior foliculo subordinado, o que
pode ser detectado dentro de um periodo de 8h, quando o futuro foliculo dominante estara
com aproximadamente 8,0 a 8,5 mm de diametro (Kulick et al., 1999). Isso tem mostrado
gue infusdo de FSH pode anular o processo de selecdo folicular (Mihm et al., 1997). Essas
alteracOes no didmetro entre os dois maiores foliculos tém sido associadas ao aumento
transitorio nas concentragdes periféricas de LH (Kulick et al., 1999) e redugdo
intrafolicular de estradiol, induzida por tratamento com soro anti-estradiol (Beg et al.,
2003).
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Proximo ao momento da selecdo do foliculo dominante (aproximadamente 8 a 9
mm de didmetro), a expressdo de RNAm de LHr e 3b-HSD pode ser detectada nas células
da granulosa (Bao e Garverick, 1998; Webb et al., 1999a), mantendo o conceito de que o
foliculo dominante pode utilizar o LH para manter a continuagdo do crescimento até
mesmo quando as concentragdes circulantes de FSH estdo declinando. Certamente, a
sobrevida do foliculo dominante pode ser prolongada com a manutencdo de uma
quantidade 6tima de LH pulsétil (Fortune, 1994). Estudos com infusdo tém demonstrado
gue o FSH sozinho, ou em combinag&o com LH, em concentragdes fisiol gicas estimulam
foliculos de 4 mm a se desenvolverem até o estagio pré-ovulatoério, e esses foliculos pré-
ovulatérios foram capazes de ovular em resposta ao HCG (Webb et al., 2003). Além disso,
LH pulsatil adequado fornece os requerimentos para manter a competéncia ovulatoria de
grandes foliculos (9 mm de didmetro) quando as concentragdes de FSH est&o diminuindo.

A duracdo da exposicéo ao FSH é critica para uma selecdo folicular e dominancia
normais, tal como exposi¢cdes ao FSH por mais de 48h, quando os foliculos recrutados
alcangaram o didmetro de 6 a 7 mm, sempre induzindo a resposta superovulatoria,
engquanto exposicdes por aproximadamente 48h resultaram na selecdo de um ou dois
foliculos dominantes (Webb et al., 2003). Esses dados sdo compativeis com agueles
gerados usando um modelo similar em ovinos (Campbell et al., 2000) e estdo de acordo
com os conhecimentos do papel do declinio do FSH, e subseqlientemente aparecimento do
LH no periodo de selecdo do foliculo dominante (Campbell et al., 2003).

Esses efeitos das gonadotrofinas sdo quase certamente mediados em conjunto com
fatores de crescimento produzidos locamente. Utilizando sistemas de cultivo onde o
fendtipo celular de células da granulosa é mantido (Campbell et al., 1995; Gutierrez et al.,
1997a; Nicholas et al., 2000), tem sido demonstrado que o FSH pode induzir a producéo de
estradiol por células da granulosa em bovinos, e também, que esta indugdo esta relacionada
com um aumento na expressao de RNAm da P450arom (Silva e Price, 2001). Utilizando
sistemas de cultivo similares, uma ampla gama de fatores locais, incluindo membros da
superfamilia TGF , FGF, EGF/TGF e citocinas, parece estar envolvida na regulagéo do
crescimento folicular (Armstrong e Webb, 1997; Webb et al., 1999a,b). Por exemplo, tem
sido demonstrado que o IGF-1, bem como ainsulina, interagem com o FSH para estimular
a producdo de estradiol pelas células da granulosa (Gutierrez et al., 1997b; Spicer et al.,
2002).

Em vacas, a expressdo do gene IGF-II é restrita as células da teca de foliculos
antrais (Armstrong et al., 2000), refor¢ando que o IGF-11 é o principal |GF intra-ovariano.
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Proteinas de ligacdo dos fatores de crescimento semelhantes & insulina também possuem
um papel regulatério sobre o desenvolvimento folicular. Em foliculos antrais de até 9 mm,
em bovinos, a expressdo de RNAmM IGFBP-2 e -4 é restrita a células da granul osa e da teca,
respectivamente (Armstrong et al., 1998). Realmente, a conversao de foliculo subordinado
a um futuro foliculo dominante tem sido associada ao aumento transitorio da ativina A, do
estradiol, e diminuicdo de IGFBP-2 no fluido folicular (Ginther et al., 2002a; Kojima et
al., 2003).

Estes resultados também est@o de acordo com os achados de Echternkamp et al.
(1994) e Austin et al. (2001), que observaram que as concentragoes de IGFBP-2, e
possivelmente IGFBP-4 e -5, sGo mais altas no fluido de folicul os pequenos e médios, e no
fluido folicular de foliculos atrésicos grandes, mas foi significativamente reduzido ou
indetectével no fluido de folicular de grandes foliculos dominantes (Nicholas et al., 2002),
possivelmente devido ao FSH que age para inibir a expressdo de IGFBP-2 indiretamente
(K. J. Woad, B. K. Campbell, H. A. Garverick, C. G. Gutierrez, J. -G. Gongo, G. Baxter,
C. O. Hogg, R. Webb, e D. G. Armstrong). Além disso, uma redug&o nas concentragdes de
IGFBP-4 e -2 no fluido folicular foi demonstrada, além de um aumento nas concentragcdes
de estradiol no futuro foliculo dominante, em bovinos (Mihm et al., 2000; Austin et al.,
2001; Ginther et al., 2002b). Baixas quantidades de IGFBP-2 aumentaram o nimero de
receptores de LH em células da granulosa, parecendo estar associado ao estabel ecimento
do foliculo dominante.

Foi sugerido que niveis reduzidos de IGFBP-2 em foliculos dominantes
estrogénicos, em bovinos, ndo sdo devido a protedlise aumentada, diferentemente do que é
visto para IGFBP-4 e -5. A presenca da regulagdo de IGFBP-4 através da degradagéo
proteolitica | GF-dependente foi demonstrada no fluido folicular bovino (Mazerbourg et al.,
2000) e junto com a atividade proteolitica, a presenca do IGFBP-5 foi mais marcante no
foliculo dominante (Rivera et al., 2001; Rivera e Fortune, 2003a). A protease que degrada
IGFBP-4 e -5 esta associada a proteina plasméatica associada a gestacdo A (PAPP-A)
(Monget et al., 2002; Rivera e Fortune, 2003b). Além disso, foi mostrado recentemente
gue PAPP-A é responsavel pela degradacéo de IGFBP-2, IGF-dependente, levando a uma
maior biodisponibilidade de IGF (Monget et al., 2003). Expressao de RNAm de PAPP em
células da granulosa de bovinos e ovinos foram maximas em foliculos pré-ovulatérios e
positivamente correlacionados com a expressdo da aromatase e receptores de LH.
Mudangas pos-translacionais do IGFBP também sdo conhecidas por sua ocorréncia, e

recentemente foi demonstrado que pelo menos 51 isoformas de |GFBP est&o presentes no



fluido folicular bovino (Nicholas et al., 2002), mas se eles tém algum papel fisioldgico ou
aumentam a susceptibilidade & acdo de enzimas proteoliticas, ndo se sabe ainda.

Fatores de crescimento adicionais produzidos localmente incluem membros da
superfamilia de TGF , operando através de vias de sinalizagdo. Certamente, BMP estéo
envolvidos na maturacdo folicular como indicado pelo aumento marcante na taxa de
ovulag@o em ovelhas com uma mutagdo no receptor de BMP (Montgomery et al., 2001,
Monget et al., 2002). Proteinas morfogenéticas de osso foram localizadas no foliculo
bovino (Glister et al., 2004). Semelhantemente, em células da granulosa bovinas, BMP-4, -
6, e -7 aumentaram a producdo de estradiol, deinibina A, ativina A, e de folistatina (Glister
et al., 2004). Além disso, TGF e a ativina mostraram afetar a esteroidogénese e
proliferaco das células da granulosa bovina (Knight e Glister et al., 2002). Entretanto,
estes resultados fornecem evidéncia para um papel funcional de BMP, atuando junto a
outros fatores localmente produzidos. Porém, 0s mecanismos exatos pelos quais estes
fatores operam e o grau de necessidade de redundancia ainda devem ser esclarecidos.

Antes de examinar os efeitos da nutri¢cdo sobre a fungéo do foliculo, € necessério
revisar brevemente o conhecimento atual sobre o crescimento e dindmica da ondafolicular.
Com o advento da ultra-sonografia ovariana trans-retal em tempo real a compreensdo do
crescimento e dindmica da onda folicular melhorou significativamente. O crescimento de
foliculos antrais em bovinos acontece padrdes semel hantes a ondas distintas durante o ciclo
ovariano e periodo de anestro pés-parto (Roche et al., 1998; Ginther, 2000). O
aparecimento de cada onda nova € estimulado por um transitério (1-2 dias) aumento nas
concentracOes circulantes de horménio foliculo-estimulante (FSH), tanto vacas ciclicas
(Adamset al., 1992; Sunderland et al., 1994) quanto em anestro (Stagg et al., 1998).

ApGs os picos de concentragBes de FSH, os niveis declinam durante vérios dias
enguanto os foliculos crescem de aproximadamente 4,0 a 8,5 mm (Adams et al., 1992;
Ginther et al., 1997). Em média, estes foliculos crescem a uma taxa semelhante e entdo o
grupo ou coorte de foliculos em crescimento divergem para um unico foliculo dominante e
um grupo de foliculos subordinados. Tipicamente, a diferenca de didmetro inicial, define
tanto o momento quanto a diferenca no diéametro entre os dois maiores folicul os (Ginther et
al., 1997), geramente acontece quando o foliculo maior alcancar um didmetro médio de
8,5 mm (Ginther et al., 1997; 1998; 1999; 2001; Kulick et al., 1999). Proximo ao inicio da
divergéncia de diametro, o foliculo maior é estabelecido como o foliculo dominante (FD),
aparentemente antes que o proximo foliculo maior alcancasse um didmetro semelhante. O
dominio funcional € entéo estabelecido e o FD selecionado continua crescendo enquanto os
foliculos restantes que emergiram como parte da mesma onda folicular cessam
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crescimento. O FD é distinguivel dos foliculos subordinados por sua capacidade
aumentada para produzir estradiol (Ginther et al., 1997; Austin et al., 2001), manutencéo
de baixas concentracOes intrafoliculares de proteinas ligantes de fator de crescimento
semelhante ainsulina 2, 4 e 5 (IGFBPs) e folistatina (Austin et al., 2001), um aumento nas
concentracOes intrafoliculares livres de IGF-I (Ginther et al., 2001) e um aumento
significativo no tamanho.

Os resultados de recentes estudos sugerem que algumas destas mudancas
intrafoliculares, como também diferencas de tamanho, sdo evidentes as 33 h do
aparecimento pico de FSH da onda pré-folicular e bem com avanco da divergéncia e
aquisicdo de dominio funcional do foliculo (Austin et al., 2001). Em contraste, foliculos
destinados para se tornar atrésicos sdo caracterizados por uma perda de capacidade para
produzir estradiol e uma producéo aumentada de |GFBPs de baixo peso-molecular (Austin
et al., 2001). Eles cessam crescimento e eventualmente diminuem de tamanho com uma
perda associada de sitios ligantes de gonadotrofinas (Ireland e Roche, 1983a,b) e o inicio
da apoptose de células da granulosa. A selecdo do FD acontece durante a diminuicao das
concentracfes de FSH, e o FD mantém as concentragGes de FSH até ovular ou entrar em
processo de atresia, dependendo do padréo de secrecdo do horménio luteinizante (LH) na
ocasido. Durante as fases finais de selecdo do FD, parece haver uma transicdo da
dependéncia de FSH para LH, mas a causa do momento especifico desta mudanca €
desconhecida. Porém, um FD selecionado expressa exclusivamente RNAm para receptores
de LH nas células da granulosa (Bao e Garverick, 1998) que sdo fundamentais para
permitir crescimento continuo sob a estimulacéo do LH. As consegiiéncias sGo que o
crescimento continuo e produgéo de estradiol pelo FD é dependente aumento da frequiéncia
dos pulsos de LH que, se prolongado, pode conduzir a persisténcia do FD (Sirois e
Fortune, 1990; Stock e Fortune, 1993). Cada onda folicular tem um periodo de vida
inerente de 7-10 dias de acordo com a progressdo pelas diferentes fases do
desenvolvimento: aparecimento, selegdo, dominio e atresia ou ovulagdo. Em 95% de ciclos
estrais ha tanto 2 ou 3 ondas foliculares (Stagg, 2000) com os demais animais tendo até

guatro ciclos de onda.

2.3 Efeito da nutricéo sobre a taxa de crescimento e tamanho folicular

Enquanto h&d uma vasta literatura sobre os efeitos da nutricdo em véarios parametros
reprodutivos em ruminantes, ha uma literatura relativamente escassa sobre os efeitos
especificos da nutricdo sobre a taxa de crescimento folicular, tamanho do foliculo e
dindmica da onda.
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2.3.1. Sub-nutricéo crdnica e dindmica da onda folicular

Murphy et al. (1991) foram os primeiros a determinar o efeito de diferentes niveis
de ingestdo dietética sobre o padréo de crescimento de folicular e funcéo luteal durante o
ciclo estral. Seu estudo envolveu novilhas aimentadas com 0,7, 1,1 ou 1,8% de peso
corporal em MS por dia durante 10 semanas, estudando os efeitos da ingestéo alimentar.
Durante um ciclo de estral, comegando aproximadamente 5 semanas apés distribuicdo da
dieta, o didmetro de maximo e persisténcia do FD foi diminuida em novilhas apesar das
mesmas continuarem a ovular. Observagbes semelhantes foram realizadas em estudos
subsequientes que utilizaram novilhas (Quadro 2), onde uma diminuic¢éo gradual na taxa de
crescimento, didmetro méximo e persisténcia de FD aconteceu até o inicio do anestro
(Rhodes et al., 1995; Bossis et al., 1999; Stagg, 2000), e vacas leiterias pds-parto onde o
balango energético negativo foi associado a diminuicéo do didmetro méximo (Lucy et al.,
1991). Durante o periodo de restricdo alimentar, quando os animais estavam em balangco
energético negativo, mas ainda eram ciclicos, nem a duragdo do ciclo estral, nem a
propor¢do de animais com duas ou trés ondas de ciclos estrais mudaram (Rhodes et al.,
1995; Stagg, 2000). Mensuragdes ultra-sonogréficas dos corpos |Uteos durante restricdo
nutricional crénica também demonstraram uma diminuicdo linear em tamanho com
diminuicdo do peso corpora (Rhodes et al., 1995; Bossis et al., 1999), com o menor

didmetro de corpo | Gteo ocorrendo no ciclo precedente ao anestro.
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Quadro 2. Resumo dos efeitos da restricdo alimentar cronica e re-alimentagdo em varios

estudos que utilizaram novilhas - nivel alimentar, detalhes do foliculo e intervalo entre o

inicio do anestro e retomada da ciclicidade.

Rhodes et al. (1995)
Rhodes et al. (1996)

Stagg (2000)

Bossis et al. (1999)

Peso  inicia (Kg)
Espécie/ raga

Nivel alimentar: relativo
a manutencgo (M)

Perda de peso (Kg/dia)
Efeitos sobre a taxa de
crescimento folicular

Diametro Méaximo

Persisténcia

Intervalo do inicio da
restricdo dietética até o
inicio do anestro
Variagdo de intervalos
entre estros

% de peso perdido até o
anestro

Mudancas na taxa de
crescimento do FD
durante a re-
alimentacao

Mudancas no didmetro
méximo do FD durante
re-alimentacdo

Intervalo do inicio da
re-dimentacdo aé a
retomada da ovulaggo
Peso corpora relativo
na retomada do ciclo
estral

Bos indicus (307 kg)
0,45

0,8

Taxa de crescimento do 1°
FD 5% inferior no ciclo
estral final (anovulatorio)
comparado com o ciclo
estral inicial.

Diémetro mé&imo no 1é&
FD 20% menor no ciclo
fina (anovulatério)
comparado com o ciclo
estral inicial.

Reduzida pela restricdo
alimentar.

Entraram em anestro apés
93+9 dias de restricdo
alimentar.

48-132 dias
22% (70 kg)
Aumentou  linearmente
aé a retomada da
ovulagéo.

Aumenta linearmente até
0 momento da retomada
da ovulacéo.

5419 dias (variando de 8-
97 dias) apds retorno da
alimentacdo ad libitum.
101% do PC inicia na
retomada da ovulaggo.

Her x Fr (37525 kg)
0,64

0,5

Diminuicdo da taxa de
crescimento dos FDs nédo-
ovulatérios no anestro e
durante a fase de anestro.

Didmetro do FD néo-
ovulatério  diminuiu  no
momento do anestro, e
durante a fase de anestro.

Entraram em anestro ap6s
175+9 dias de restricdo
alimentar.

137-206 dias

24% (variando de 16 a
30%)

Taxa de crescimento
aumentou de 0,8 para 1,25
mm por dia da quinta onda
anovulatéria para primeira
ovulatéria.

Diametro méaximo
aumentou de 9,0 para 12,5
mm da quinta onda
anovulatéria para a
primeiraovulatoria
Média+ DP: 109 + 54 dias

89% (variando de 77-
109%) do peso original.

Angus x Hereford (378+15 kg)

Alimentacdo para perder 1% do PC por
semana.

04

A taxa de crescimento (0,9+0,1 mm por dia X
1,4+0,1 mm por dia) dos foliculos ovulatérios
foi menor em novilhas com restrigdo alimentar
durante os dois Ultimos ciclos antes da auséncia
de ovulagdo comparado as que receberam
alimentacdo de manuteng&o.

Diémetro mé&imo (10,4+0,9 mm x 15,7+0,9
mm) dos foliculos ovulatérios foi menor em
novilhas restricdo alimentar durante os Ultimos
dois ciclos antes da auséncia de ovulagdo
comparado com as demais.

Entraram em anestro apds 224 dias de restri¢do
alimentar.

Néo apresentado.
22%

Taxa de crescimento aumentou de 0,9 para 1,6
mm por dia desde o FD imediatamente apds
inicio dare-alimentac&o até o 1&FD ovulatério,
respectivamente.

Diametro maximo aumentou de 9,2 para 15,3
mm desde o FD imediatamente ap6s inicio da
re-adimentacdo até o 1& FD ovulatdrio,
respectivamente.

Média de 57 e 80 dias para novilhas
alimentadas para ganhar de 0,6 ou 1,5 kg por
dia, respectivamente.

Fonte: Adaptada de Diskin et al., 2003.

2.3.2Intervalo doinicio darestricdo dietética até o anestro

O inicio do anestro nutricional demonstrou ocorrer apos um periodo variavel de

tempo desde o comeco de restri¢do nutricional. Um intervalo comum de 93 dias parainicio

do anestro foi relatado por Rhodes et al. (1995), onde novilhas perderam aproximadamente

0,8 kg por dia, enquanto Stagg (2000) informou um intervalo comum de 175 dias com uma

perda de 0,5 kg por dia, e Bossis et al. (1999) informaram um intervalo comum de 224

dias, onde as novilhas perderam aproximadamente 0,4 kg por dia. Destes trés estudos, esta

claro que intervalo do inicio da restricdo dietética até o inicio do anestro esté inversamente

relacionado a taxa de perda de peso vivo. Porém, inicio do anestro em novilhas

cronicamente submetidas a restricdo alimentar (Rhodes et al., 1995; Stagg, 2000; Bossis et

al., 1999) e vacas (Richards et al., 1989) parece acontecer constantemente quando animais
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perdem em média 22-24% do seu peso corporal inicial. Uma caracteristica adicional destes
estudos foi a consideravel variacdo individual entre animais, dentro dos estudos, no
intervalo do comego de restri¢cdo dietética até o anestro, com alguns animais entrando em
anestro ap0s um periodo relativamente curto de restricdo alimentar enquanto outros
necessitaram de periodos significativamente mais longos (Quadro 2). A causa desta
variagdo de animal-para-animal é desconhecida, mas pode ser de origem genética como
sugerido por Rhodes et al. (1995). O escore de condic¢éo corporal no momento do inicio da
restricdo alimentar também poderia ser um fator que afetaria o intervalo do inicio ao
anestro. Também é evidente que uma vez que as novilhas se entram em anestro, ondas
foliculos continuam crescendo e regredindo em interval os regulares (Stagg, 2000; Bossis et
al., 2000) semelhante ao relatado em novilhas pré-puberes (Bergfeld et al., 1994) e vacas
em anestro pés-parto (Stagg et al., 1998) e leiterias (Beam e Butler, 1999).

2.3.3 Dinamica da onda folicular durante are-alimentacdo

Das evidéncias disponiveis (Quadro 2), parece que a re-alimentagdo de novilhas
anovulatérias nutricionalmente induzidas resulta em um aumento gradual na taxa de
crescimento, didmetro maximo e persisténcia de FD. Também parece que a medida que as
novilhas se aproximam do reinicio iminente da ovulagdo ha uma aceleracdo da taxa de
crescimento e didmetro méaximo dos foliculos (Stagg, 2000; Bossis et al., 2000). Dados do
estudo de Stagg (2000) sdo apresentados na Fig. 4. Esta tendéncia de crescimento
acelerado e tamanho méximo é bem similar ao demonstrado por novilhas pré-puberes com
restri¢éo alimentar cronica (Bergfeld et al., 1994). Em estudo posterior, com 0 momento da
puberdade se aproximado, aumentaram o didmetro méximo atingido por FDs sucessivos e
estava associado com maiores concentragOes de estradiol (Bergfeld et al., 1994), sendo o
resultado presumivel mente da diminuic&o do feedback negativo do estradiol na secregéo de
LH & medida que as novilhas alcangam a puberdade (Day et al., 1986, 1987; Wolfe et al.,
1989). Os efeitos informados da restricdo nutricional crénica e re-alimentacéo sobre as
concentracOes periféricas de gonadotrofinas e hormonios esterdides de diferentes estudos

sdo resumidos na Quadro 3.
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Quadro 3. Resumo dos efeitos da restricao nutricional crénica e re-alimentagdo em varios

estudos que utilizaram novilhas - efeitos sobre as concentragdes de gonadotrofinas.

Rhodes et al. (1995)
Rhodes et al. (1996)

Stagg (2000)

Bossset al. (1999)
Bossis et al. (2000)

LH N&o houveram diferencas nas
caracteristicas de secrecdo até
~17% de pesa de PC e ~12% de
diminuig&o no diametro méximo
do 1éFD

Néo foram encontradas
diferencas na pulsatilidade da
secrecdo de LH entre o periodo
1 (antes do inicio da restrigdio
alimentar) e o periodo 3 (apds
inicio do anestro nutricional).

As concentragOes de LH foram
18% menores na emergéncia do
1° FD, e 40% menor ap6s
lutedlise em amostras diérias de
sangue coletadas no ultimo ciclo
anovulatério que no ciclo estral
inicial.

Né&o foram detectadas diferencas
no FSH antes da mudanca da
dietaaté o inicio do anestro.

FSH

A concentracdo de FSH foi
maior em amostras de sangue
coletadas ap6s lutedlise no ciclo
final (anovulatério) que no ciclo
edral inicial.

Dentro de cada estagio do ciclo estral
(emergéncia e dominancia da 1 onda,
emergéncia da 2 onda e fase folicular)
nao houveram diferencas nas
caracteristicas dos pulsos de LH no ciclo
controle (antes da restricdo alimentar) e
3é ou 66 ciclo estral ap6s iniciada a
restricéo.

Durante a fase de recuperagdo, 0 estégio
dos foliculos em crescimento (emergente
x dominéancia) ndo afetaram os pulsos de
LH, mas a fregiéncia dos pulos
aumentou até o momento da retomada da

ovulaggo.

N&o houve efeito da nutricdo sobre a
concentracdo de FSH relativa da onda
folicular emergente durante qualquer um
dos estégios reprodutivos durante o
experimento.

Concentragbes medias de LH entre
novilhas com restri¢do alimentar foi menor
no ciclo precedendo a auséncia de
ovulagdo que em novilhas alimentadas
com dieta de manutencéo.

A freqiiéncia de pulso de LH no dia 15 dos
dois Ultimos ciclos de 16 dias precedentes
a auséncia de ovulagddo foi menor em
novilhas com restricéo alimentar, mas ndo
nodia2.

A amplitude dos pulsos de LH foram
menores em novilhas com restricéo
alimentar no ciclo estral precedente a
auséncia da ovulagdo, mas ndo no ciclo
anterior aeste.

Novilhas com restricdo aimentar tiveram
maior concentragdo, frequéncia de pulso e
amplitude de pulso que novilhas com
adimentacdo de manutencdo no dia 15 do
ciclo precedente & auséncia de ovulaggo.

Fonte: Adaptada de Diskin et al., 2003.

Quadro 4. Resumo dos efeitos da restricdo nutricional cronica e re-alimentagdo em varios

estudos que utilizaram novilhas - efeitos sobre as concentragdes de estradiol e |GF-I.

Rhodes et al. (1995)
Rhodes et al. (1996)

Stagg (2000)

Bossiset al. (1999)
Bossis et al. (2000)

Estradiol ~ As concentragdes de E2 foram
similares no momento da
emergéncia do 1é FD, mas
tenderam a ser menores apds no
ciclo final (anovulatério) que no
inicial.

IGF-I

Decréscimo linear nas concentragtes de
IGF-I até o inicio do anestro.

Nos dois ciclos precedents o peridodo
anloulatério, houve interagdo tratamento x
ciclo x dia, onde animais com restrigdo
aimentar tiveram menores concentragdes,
e ndo possuiram aumento pré-estro no
Ultimociclo.

Novilhas com alimentacéo restriita tiveram
menores  concentragbes que  aguelas
aimentadas com dieta de manutencéo, e as
concentragdes foram menores no ciclo
precedente a0 periodo anovultério.

Fonte: Adaptada de Diskin et al., 2003.
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Fig. 4. Caracteristicas dos foliculos dominantes em novilhas com anestro nutricionalmente
induzido durantes as ondas precedentes a retomada da ovulagdo (ondas -6 a -1 e durante 1*
(ov1) e 2° (ov2) onda ovulatdria na retomada da ovul ag3o.

Fonte: Stagg, 2000.

2.3.4 Sub-nutricdo aguda

Com a excegdo dos relatos de Mackey et al. (1999, 2000), ha poucos trabalhos
sobre os efeitos da restricdo dietética aguda sobre a dindmica da onda de folicular em
bovinos. O principal achado do estudo inicial de Mackey et al. (2000) foi que a restricéo
nutricional aguda em novilhas ciclicas de 1,2 para 0,4 vezes a manutencdo, iniciando um
dia antes do fim de um programa de sincronizagdo com progesterona, causou uma
diminuicdo significante na taxa de crescimento e diametro maximo do FD na primeira
onda do ciclo estral subseqliente. Em contraste, 0 aumento da ingestdo alimentar de 1,2
para 2,0 x manutencdo ndo tiveram efeito, nem sobre taxa de crescimento, nem sobre o
didmetro méximo do foliculo. Em um estudo subsequiente, Mackey et al. (1999) também
infformaram uma reducdo no didmetro méaximo do foliculo ovulatorio apos
aproximadamente 3,5 dias de restri¢do dietética de 0,4 x manutencdo. Além disso, restricéo
dietética de 1,2 para 0,4 X manutencdo reduziu o crescimento novamente e diametro
maximo da primeira onda de FD do ciclo estral subseqiiente. Em contraste com restri¢éo
dietética cronica, a restricdo aguda teve muito mais efeito supressor imediato sobre a taxa
de crescimento e didmetro de maximo do foliculo.

Um dos efeitos mais notaveis da restricdo alimentar aguda de 1,2 para 0,4 vezes a

manutencdo vem da falha da ovulacdo do foliculo dominante em 60% das novilhas ap6s
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13-15 dias de restricdo apesar da oportunidade de ovular dois foliculos dominantes
sucessivos (Mackey et al., 1999). Aparentemente, a restricdo alimentar aguda severa néo
S0 tem um efeito imediato sobre a taxa de crescimento e didmetro maximo do foliculo, mas
também compromete a capacidade do foliculo ovular. Isto esta em contraste com os efeitos
de restricdo dietética cronica menos severa onde o inicio do periodo anovulatério ndo
acontece até um intervalo significativamente mais longo e até que os animais percam
quantias significantes (22-24%) de massa corporal. Nos estudos de restricdo dietética
cronica realizados por Bossis et al. (1999) e Stagg (2000), os animais foram alimentados
entre 0,6 e 0,7 vezes a manutencdo, enquanto nos estudos de Mackey et al. (1999, 2000),
as novilhas foram alimentadas com 0,4 vezes a manutencéo. As diferencas observadas nas
taxas de crescimento e didmetro maximo do foliculo e ovulagdo entre os estudos de
restricdo alimentar cronica e aguda sugerem que a resposta fisioldgica para privacéo
nutricional possa ser relacionada a um limiar abaixo do qual os efeitos sobre o
desenvolvimento folicular sdo répidos. Os resultados de estudos de privacdo nutricional
aguda (Mackey et al., 1999, 2000) e cronica (Murphy et al., 1991; Bossis et al., 1999;
Stagg, 2000) sugerem que este limiar fica entre 0,4 e 0,6 vezes a manutencdo. A relagéo
entre tamanho de foliculo e a probabilidade de ovulac&o foi calculada usando dados de
Mackey et al. (1999) usando regressdo logistica (Fig. 5). Disto esta claro que, umavez que

o didmetro de méximo do foliculo ndo exceda 9 mm, tem menos de 20% de probabilidade
100 //’. 4
60

8 9 10 1" 12 13 14
Diametro maximo do FD (mm)

de ovulacéo.

[=4]
o

% de Ovulagao

Fig. 5. Relacdo entre didmetro do foliculo dominante e probabilidade de ovulacdo em
novilhas
Fonte: Diskin et al., 2003.

2.4 M ecanismos pelos quais a nutricdo afeta a dindmica das ondas folicular es
Ha evidéncias crescentes do efeito de nutricdo sobre o desenvolvimento folicular
(Garnsworthy e Webb, 1999). Por exemplo, mudangas a curto prazo no plano de

nutricional tém demonstrado influenciar o recrutamento de pequenos foliculos de antrais
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pegueno (1 a4 mm), sem afetar concentragdes circulantes de FSH (Gutierrez et al., 1997c;
Armstrong et al., 2001, 2002b; Gong et al., 2002a), resultando em um ndimero maior de
ovulacles apOs um tratamento superovulatério (Gong et al, 2002a). A dieta também foi
positivamente relacionada com a taxa de crescimento e tamanho do foliculo ovulatério
(Rhodes et al., 1995; Bergfeld et al., 1994; Mackey et al., 1999; Bossis et al., 2000;
Armstrong et al., 2001). Durante a lactac&o, o prolongamento de um balanco energético
negativo € o principal fator que controla o crescimento folicular (Beam e Butler, 1999;
Butler, 2000). Recentes estudos também realcaram a ligacdo entre a ingestdo dietéticae a
competéncia de desenvolvimento do odcito (O'Callaghan e Boland, 1999; Boland et al.,
2001). Fatores extra-ovarianos, como hormonios metabdlicos (Fig. 6), e fatores de
crescimento localmente produzidos sdo envolvidos na mediacdo de mudangas
nutricional mente induzidas na dinamica folicular e qualidade do odcito.

Especificamente, ndo ha nenhum nutriente requerido para reproducdo gque néo sgja
requerido para outras fungdes fisiol 6gicas normais no corpo e, entdo, fica dificil determinar
as funcBes especificas e mecanismos pelos quais a nutricdo pode afetar as fungdes
reprodutivas (Roche e Diskin, 1994). Potenciais locais de acgo da nutri¢do sobre a funcéo
ovariana incluem efeitos sistémicos a (i) o nivel hipotaldmico através da sintese e
liberagdo de GnRH; (ii) a hipofise anterior através do controle da sintese e liberacdo de
FSH, LH e hormbnio de crescimento (GH); e (iii) ao nivel ovariano por regulagdo do
crescimento folicular e sintese de ester6ides. Também h& possiveis sitios locais de agéo por
efeitos da cascata de fatores de crescimento e suas proteinas ligantes dentro do ovério.
Nenhum estudo foi administrado em bovino para determinar os efeitos especificos da
nutricdo sobre a fungdo hipotaldmica. Os efeitos de GnRH foram deduzidos a partir de
estudos das frequiéncias de pulsos de LH.

H& um ndmero grande de fatores metabolicos que foram implicados no
regulamento de funcdo ovariana, varios s8o mostrados. Estes incluem hormdnios e fatores
de crescimento, como insulina, glucacon, leptina, GH, horménios tirdides, e IGF hepético e
suas proteinas ligantes, como também combustiveis metabdlicos, como glicose, &cidos
graxos, lipoproteinas de baixa e alta densidade (LDL e HDL, respectivamente), T3

(Triiodotironina) e T4 (Tiroxina).
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Fig. 6. Interac8o entre fatores metabodlicos e funcdo ovariana
Fonte: Adaptada de Webb et al., 2004.

2.4.1 Eixo hipotalamico-hipofisario

2.4.1.1 Efeitos da nutricéo sobre o hormonio liberador das gonadotr ofinas

No estudo de restricdo alimentar aguda de Mackey et al. (1999), a faha da
ovulagao esta sempre associada com a auséncia de ondas pré-ovulatorias de LH e FSH, ndo
necessariamente associada, entretanto, com a auséncia de um aumento de estradiol pro-
estro. De maneira interessante, a presenca de um aumento na concentragcéo de estradiol
pré-estro parece depender do intervalo entre o inicio da restricdo alimentar aguda e a
auséncia de ovulagdo. Quando o periodo anovulatério ocorre 4-5 dias apés o comego da
restricdo dietética (0,4 x manutencdo) a auséncia de uma onda de LH néo é freqlientemente
associada com a auséncia de aumento de estradiol pré-estro, enquanto o periodo
anovulatorio apdés um periodo mais longo (13-15 dias) sempre estd associado com a
auséncia de um aumento de estradiol pré-estro. Isto sugere que 0S mecanismos que
conduzem a auséncia de ovulagdo possam operar diferentemente, dependendo da duragéo
da restricdo nutricional aguda. Recentes estudos em ovelhas (Moenter et al., 1991; Skinner
et al., 1995; Skinner et al., 1997) e gado (Gazal et al., 1998) estabeleceram que o LH é
libertado episodicamente da hipdfise anterior em resposta a liberacdo pulsatil de GhnRH do
hipotalamo. Entdo, a auséncia de uma onda de LH e FSH poderia ser mediada tanto pelo
hipotdlamo quanto pela hipdfise anterior. Durante a lutedlise esponténea, com a
diminuicdo das concentracOes de progesterona, a frequiéncia de pulsos de LH aumentam
(Bergfeld et al., 1996) em resposta ao aumento dos pulsos GNRH (Gazal et al., 1998). Este



aumento da freqiiéncia do pulso de LH estimula produgdo folicular de andrégeno (Hansel e
Convey, 1983) e consequientemente aumenta a secrecdo de estradiol do FD.

O mecanismo exato através do qua as concentracBes de estradiol crescentes
estimulam uma onda de gonadotrofina ndo foi completamente elucidado, mas acredita-se
gue age em caminhos neuronais especificos dos neurdnios de GnRH dentro do hipotalamo,
conduzindo a um aumento na secrecdo de GnNRH (Caraty et al., 1995). No estudo de
Mackey et al. (1999), quando o periodo anovulatério do primeiro FD do préximo ciclo
estral aconteceu, a auséncia de um aumento de estradiol pré-estro aumentou a
concentracdo de estradiol sugere que havia pulsos de LH insuficientes para estimular a
producdo de andrégeno e consequientemente secrecdo de estradiol. Por fata do feedback
positivo, baixas concentragdes de estradiol poderiam prevenir o aumento de fase folicular
com a pulsatilidade de GnRH e mudanca no modo de secrego necessério parainduzir uma
onda de gonadotrofina. Ap6s a lutedlise, no final do ciclo estra antes de parada da
ovulacdo, Bossis et al. (1999) observaram a auséncia de um aumento da concentracdo de
estradiol e uma supressdo na freqiiéncia e amplitude dos pulsos de LH. Isto sugere que h4
um feedback positivo insuficiente durante a fase de folicular para estimular producéo de

estradiol e em troca induzir umaondade LH.

2.4.1.2 Efeitos da nutricéo sobre o hormonio luteinizante

A regulagdo enddcrina do LH €, igualmente complexa e pode variar com o estado
fisioldgico do animal. Em vacas no pés-parto (Stagg et al., 1998) e em novilhas em anestro
nutricional (Rhodes et al., 1996; Bossis et al., 1999), a auséncia de ovulacdo foi devida a
diminuicdo da freqiéncia dos pulsos de LH. H& evidéncias que bovinos em anestro sdo
mais sensiveis aos efeitos do feedback negativo do estradiol que bovinos ciclicos (Acosta
et al.,, 1983; GarciaaWinder et al., 1986; Chang e Reeves, 1987). Similarmente, em
ovelhas, ha também evidéncia de maior sensibilidade feedback negativo do estradiol
durante periodo de caréncia nutricional (Foster e Olster, 1985) resultando em uma inibi¢do
da liberacdo de GnRH e uma mudanca na reduzida secrecéo pulsétil de LH. Este aumento
sensibilidade do feedback de estradiol em gado em anestro estd em contraste com o animal
normalmente ciclico, onde a progesterona € o principal hormoénio de feedback negativo
responsavel pelo controle do padréo de liberagdo de LH (Day e Anderson, 1998).

Em novilhas submetidas a restricdo alimentar cronica que, apesar de perder peso,
continuam ciclicas, ndo h& nenhuma evidéncia para sugerir que qualquer concentragéo
média de LH ou frequéncia de pulso de LH sejam afetadas de maneira adversa apesar dos
animais terem perdido 17-18% do peso corporal inicial (Rhodes et al., 1995; Stagg, 2000).
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Mudangas no LH s6 ficam aparentes nos ultimos dois ciclos estrais (Bossis et al., 1999)
precedendo imediatamente o inicio do anestro. Juntos, estes resultados sugerem que a
diminuicdo da liberacdo pulsatil de LH e inicio do anestro acontega rapidamente,
possivelmente depois que quantidades criticas de gordura corporal foram catabolisadas. A
concentracdo plasmatica de estradiol apds lutedlise no dltimo ciclo estral precedendo
auséncia de ovulagdo nutricional também € menor que em fases comparaveis de ciclos de
ovulatérios iniciais (Rhodes et al., 1996; Bossis et al., 1999) e esta provavelmente € um
reflexo da redugdo da frequéncia do pulso de LH. Ent&o, aparentemente que a restricéo
nutricional crénica reduz a freqiiéncia de pulsos de LH em animais ciclicos que precede o
inicio do anestro, mas que esta reducdo so € efetuada apds ter ocorrido perda significativa
de gordura corporal.

Foram relatadas uma diminui¢gdo na concentragdo de LH e uma supressdo na
frequéncia de pulsos de LH em vacas em anestro nutricionalmente induzido (Richards et
al., 1989) e novilhas (Imakawa et al., 1986), e acorreu como resultado da secrecéo
reduzida de GnRH do hipotdamo. Em borregas, pré-tratamento com estradiol a longo
prazo durante sub-nutricdo prolongada reduziu a magnitude do pico induzido de LH a
apenas 20% do observados em cordeiros ndo cronicamente tratados com estradiol,
sugerindo que baixos niveis de estradiol tém um forte efeito de feedback negativo em
animais desnutridos (Foster e Olster, 1985). Evidéncias mais recentes sugerem que a
sensibilidade hipofisaria para pulsos de GhRH é diminuida durante sub-nutri¢cdo. Tatman et
al. (1990) acharam que o contetdo hipofisario de LH era mais baixo em ovelhas magras
enquanto Kile et al. (1991) acharam que sub-nutricdo suprimi a sintese pituitaria de LH
assim como a concentragéo tanto de RNAm quanto de subunidades de LH sgja menor em
ovelhas ovariectomizadas submetidas a restricdo alimentar. No entanto, administragdo
pulsatil de GnRH foi capaz de restabelecer sintese e secrecdo de LH. Semelhantemente,
vacas com dietas alimentares restritas liberaram mais LH em resposta a GnRH exdgeno
gue vacas alimentadas com dietas nutricionalmente moderadas ou elevadas (Rasby et al.,
1991) e tiveram aumento nas concentracbes meédias de GnRH no pico de LH do
hipotdlamo (Rasby et al., 1992) sugerindo que o maior secrecdo de LH na glandula
hipofisaria anterior e diminuicdo da secrecdo de LH em animais nutricional mente restritos
foi devido a reducdo na liberacdo de GnRH. Entdo, aparentemente, a supressio
nutricionalmente induzida de LH pode ser modulada pelo menos em parte por fatores que
afetam a geracdo de pulsos de GnRH resposta hipofisaria a0 GnRH, mas 0s mecanismos

responsaveis precisam ser elucidados.
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2.4.1.3 Efeitos da nutricéo sobre o hormonio foliculo-estimulante

Durante periodos de restricdo de alimentar crénica, anestro nutricional e re-
alimentacdo, Stagg (2000) encontrou que o padrdo de liberacdo de FSH ao redor do
aparecimento de cada nova onda sucessiva era semelhante. Concentragbes de FSH
aumentadas durante 3 dias antes de aparecimento da nova onda com valores maximos
ocorrendo no dia anterior a0 aparecimento da nova onda. Outros estudos que usam
novilhas cronicamente restritas (Rhodes et al., 1996; Bossis et al., 1999) relataram
concentracOes mais altas de FSH ap6s lutedlise, no ciclo de estra que precede o inicio da
auséncia de ovulacdo. Bossis et al. (1999) associaram este aumento de FSH com uma
concentracdo reduzida de estradiol apés a lutedlise no ciclo sem ovulagéo.
Semelhantemente, Mackey et al. (2000) registraram maiores concentragdes plasmaticas de
FSH precedendo o aparecimento de onda folicular em novilhas que foram alimentadas com
dietas que forneciam 0,4 vezes a manutengdo comparadas com novilhas alimentadas a 1,2
ou 2,0 x manutencdo, porém, as concentragdes basais ndo foram afetadas. De forma
interessante, concentrages plasméticas de FSH também foram maiores em novilhas
ovariectomizadas alimentadas com 0,4 vezes a manutencdo que nas alimentadas com 1,2
ou 2,0 vezes.

Diferentemente do LH, h4 um pequeno armazenamento hipofisario de FSH
(McNeilly et al., 1995), e uma vez sintetizado € constitutivamente liberado (Farnworth,
1995). Isto sugere que o aumento na concentracdo de FSH registrada apOs restricéo
dietética em novilhas ovariectomizadas e ciclicas fosse devido aos efeitos sobre a hipdfise
anterior, resultando em aumento da sintese e liberacdo de FSH, e isto pode ter sido
mediado por efeitos diretos no eixo de activina-inibina-folistatina nas gonadotrofinas.
Alternativamente, o aumento do FSH poderia ser devido a amplitude aumentada do pulso
de GnRH que também poderia estar causando o aumento da amplitude do pulso de LH, um
efeito registrado por Mackey et al. (2000). Em novilhas inteiras, concentragdes de FSH
parecem ndo serem afetadas através da dieta, sugerindo que o FD de novilhas com
restricdo alimentar é igualmente eficiente, suprimindo a concentragdo de FSH como FD de
novilhas alimentadas com quantidades de manutencdo. Tanto em vacas leiterias pds-parto
(Beam e Butler, 1997) e vacas de carne (Stagg et al., 1998), o inicio do crescimento do
foliculo acontece com respeito a elevagdo das concentracfes de FSH que acontece dentro
dos primeiros 10 dias pés-parto. N&o h& nenhuma evidéncia para sugerir que 0 momento
ou a magnitude desta primeira elevagdo pos-parto de FSH é afetada pelo balanco
energético ou ingestdo dietética. Além disso, todos estes estudos que examinaram 0S

efeitos de nutricdo sobre o FSH indicariam claramente que nem a sintese nem secre¢éo de
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FSH sdo adversamente afetadas através de restricdo dietética crénica ou aguda, e que a

falta de FSH ndo limita ovulagdo em novilhas submetidas a restri¢éo nutricional.

2.4.2 Efeitos da nutricéo sobre os hor moénios metabdlicos

Ha muitas evidéncias que os horménios metabdlicos, como horménio do
crescimento, insulina, IGF-1 e leptina tém papéis importantes no controle do
desenvolvimento folicular ovariano e parecem ser mediadores importantes dos efeitos da
ingestéo dietética e, ou balanco energético nafertilidade de bovinos (Diskin et al., 2003).

2.4.2.1 Hormonio do Crescimento (GH)

Tratamentos com GH demonstram ter um efeito significativo sobre o
desenvolvimento do foliculo ovariano tanto em vacas néo-lactantes (Gong et al., 1991,
1993) quanto lactantes (Lucy et al., 1999; Lucy, 2003). A sugestdo que o GH é envolvido
na mediacdo dos efeitos da nutricdo agindo diretamente sobre os foliculos recrutados.
RNAmM que codifica o receptor do GH néo foi descoberto em foliculos bovinos (Lucy et
al., 1999), e alguns experimentos in vitro (Gong et al., 1994; Jimenez-Krassel et al., 2002)
demonstraram que este ndo afeta a proliferacéo e esteroidogénese das células da granulosa
bovinas em cultivos sem soro. Em contraste, um grande nimero de células luteais tém
demonstrado expressar o receptor do GH e responder a tratamento com este hormdnio
(Lucy et al., 1999).

Um estudo de dose-resposta in vivo com somatotrofina bovina demonstrou que o
GH atua através do aumento da concentracdo periférica aumentada de insulina e/ou |GF-I
para alterar desenvolvimento de foliculos em novilhas (Gong et al., 1997). Além disso, a
associagdo entre mudangas agudas na ingestdo dietética e o recrutamento de peguenos
foliculos antrais (1 a 4 mm) (Gutierrez et al., 1997c; Armstrong et al., 2001) aconteceu
apesar da diminuicdo das concentracfes circulantes de GH e sem diferencas nas
concentracOes periféricas de FSH entre tratamentos (Gutierrez et al., 1997c¢). Em contraste,
concentracOes periféricas de GH sdo mais atas em vacas em lactagdo com elevado mérito
genético para rendimento de leite, acompanhado um atraso da primeira ovulagdo post-
parto, comparado com uma linhagem de inferior mérito genético (Webb et al., 1999b;
Gong et al., 2002b). Estes resultados sugerem que o GH atua através de outros horménios
metabdlicos, como insulina e IGF-1, parainfluenciar desenvolvimento de folicular.

Tecidos reprodutivos, como hipotdlamo, hipdéfise, corpo Iateo e foliculo ovariano e
Utero contém RNAmM para receptores de GH (Kirby et al., 1996; Lucy et al., 1998) mas ndo

esta claro se eles contém receptores de GH. Em bovinos, ha evidéncia que receptores de
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GH estdo presentes nas células da granulosa folicular, mas sua abundancia é
significativamente menor que no tecido do corpo luteo (Lucy et al., 1999). Restricdo
alimentar demonstrou aumentar as concentragdes sanguineas de GH em bovinos
(Armstrong e Benoit, 1996).

Em novilhas com anestro nutricionalmente induzido, tanto a concentragdo sérica
média quanto a amplitude do pulso de GH foram aumentados durante os Ultimos dois
ciclos estrais antes do inicio do anestro enquanto que a freqiéncia de pulso permanecia
inalterada (Bossis et al., 1999). Em gado, os principais efeitos do GH na reproducéo
parecem ser devido a0 seu efeito regulador hepético da sintese e secrecdo de IGF-1 sem
evidéncias do momento sintese e secrecdo de IGF-1 dependente do GH ou realmente um
efeito direto do GH sobre os folicul os bovinos (Gong, 2002; Lucy et al., 1999). Isto esta de
acordo com a observacdo que mulheres com uma mutagdo no receptor de GH (Menashe et
al., 1991) e gado com expressdo anormal do receptor de GH (Chase et al., 1988) sdo
capazes de reproduzir, embora com taxas inferiores. Isto conduziu Lucy et al. (1999) a

concluirem que o GH tem um papel de facilitador ao invés de obrigatdrio na reproducao.

2.4.2.2 Insulina

Ha crescentes evidéncias que associam a diminui¢do da fertilidade em vacas leiteria
no pos-parto com o balango energético negativo e diminuicéo das concentragdes de |GF-I e
insulina (Beam e Butler, 1999; Butler, 2000). Varios estudos demonstraram a importancia
da insulina como um sinal mediador dos efeitos de mudangas agudas na ingestédo de
nutrientes sobre a dindmica folicular em bovinos. Concentragdes de insulina circulantes
exibem a variagdo durante o dia, mas também mudancas durante o ciclo estral com
aumentos significativos concentracbes durante o periodo pré-ovulatério (McCann e
Hansel, 1986; Armstrong et al., 2001). O estrogénio € um dos principais fatores que
mediam essas mudangas, como 0s aumentos nas concentracOes de insulina no plasma
associada a aumento de estrogénio associado ao desenvolvimento do foliculo dominante. O
estrogénio tem demonstrado estimular tanto a expressao de RNAm que codifica insulina
guanto sua secrecao no pancreas em varias especies (Morimoto et al., 2001).

O inicio da primeira ovulacdo € atrasado em vacas leiterias selecionadas por
elevado mérito genético pelo seu alto rendimento de leite e isso demonstra estar associado
auma mais baixa concentracdo de insulina circulante (Butler, 2000). Por outro lado, dietas
alimentares preparadas especificamente para aumentar as concentragdes de insulina
circulantes durante o inicio da lactagdo podem adiantar a primeira ovulagdo poOs-parto
(Gong et al., 2002b). A infusdo de insulina em novilhas aumentou tanto o didmetro do
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foliculo dominante (Simpson et al., 1994) quanto a taxa de ovulagdo em animais com
restricéo energética (Harrison e Randel, 1986).

Um grande nimero de células da granulosa e da teca tém demonstrado em estudos
in vitro a agdo direta de fatores metabolicos (Webb et al., 1999a,c; Lucy, 2000; Spicer et
al., 2002; Armstrong et al., 2003). De fato, estudos de cultivos celulares demonstraram que
células da granulosa bovinas séo extremamente dependentes da presenca de concentracdes
fisiologicas de insulina (Gutierrez et al., 1997b; Glister et al., 2001). Além disso, foi
demonstrado que a dieta induz a aumentos em concentragfes circulantes de insulina com
aumento da producéo de estradiol em céulas da granulosa cultivadas de pequenos foliculos
antrais (1 a4 mm) (Armstrong et al., 2002b), demonstrando uma acéo direta de hormonios
metabdlicos sobre a fungéo do foliculo.

H&a evidéncias significativas que a restricdo dietética e o balanga energético
negativo reduzem as concentragdes circulantes de insulina (Vizcarra et al., 1998; Mackey
et al., 2000; Sinclair et al., 2002). Além do seu papel no metabolismo dos carboidratos, a
insulina serve também como um sinal metabdlico que influencia a liberagcdo de LH pela
hipéfise anterior (Monget e Martin, 1997) e demonstrou fazer um papel regulador
responsibilidade ovariana a gonadotrofinas. Recentemente, Sinclair et al. (2002)
demonstraram que vacas em anestro pos-parto com baixas concentragdes plasméaticas de
insulina foram incapazes de ovular um foliculo dominante em relagdo a vacas lactentes,
diferentemente de vacas com restricdo, com concentracGes plasméticas mais elevadas de
insulina, apesar de um aumento na fregiiéncia do pulso de LH. Os resultados deste estudo
estdo de acordo os recentes estudos de Gong et al. (2001, 2002) que demonstraram que
vacas leiterias alimentadas com uma dieta que aumentou concentragbes circulantes de
insulina durante os primeiros 50 dias pds-parto tiveram intervalo de anestro mais curto,
independente de qualquer efeito no LH ou FSH e sem afetar a producéo de leite ou balango
energético. Os trés estudos posteriores sugeririam que a insulina teve um efeito direto ao
nivel ovariano. A inabilidade para responder ao aumento da frequéncia de pulso do LH
pode ser devida a auséncia de receptores de LH nas células da granulosa que séo
conhecidos por ser dependentes das agdes combinadas de FSH e 17b-estradiol (Bao e
Garverick, 1998; Webb et al., 1999). 17b-estradiol folicular se torna dependente da
producdo de andrégeno pelas células da teca estimuladas pelo LH, baseado em estudo in
vitro de Stewart et al. (1995), aparentemente pelo aumento de insulina e IGF-I. Entéo,
baixas concentragdes plasmaticas de insulina poderiam reduzir a produgdo de androgénio e
estradiol e assim poderiam comprometer a habilidade dos folicul os para adquirir receptores
deLH.
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2.4.2.3 Fatores de crescimento semelhante ainsulina

A insulina promove um aumento evidente da atividade ovariana, 0 que esta4
relacionado a mudancas nas concentragdes sistémicas de |GF-1, induzidas nutricionalmente
(Webb et al., 1999c¢). O figado € a principal fonte do |GF-I sistémico, e o GH é o regulador
primério da expressdo génica e secrecdo hepética de IGF-1 (Etherton e Bauman, 1998).
Utilizando a regulacdo hiperinsulémica-glicémica, que mantém as concentragdes basais de
glicose em torno de 10%, a insulina tem mostrado aumentar as concentragdes plasméticas
de IGF-1 em vacas leiteiras em lactagdo (McGuire et al., 1995) e tem mostrado possuir
interacdo com GH no controle hepético da producgéo de IGF-I (Molento et al., 2002). Em
vacas de leite, diminuicdo das concentragles circulantes de |GF-Il esta associada tanto ao
periodo pré-parto quanto a restricdo alimentar aguda (Kobayashi et al., 1999, 2002). Essas
mudancas tém sido associadas com a diminuicdo da expressdo de receptores de GH no
figado durante o periodo pré-parto, mas ndo durante restricbes alimentares agudas
(Kobayashi et al., 2002).

Mudangas nos niveis circulantes dos componentes do sistema IGF-I tém sido
induzidas por mudangas na dieta, conforme descrito na literatura (Clemmons e
Underwood, 1991; McGuire et al., 1992; Thissen et al., 1994; Monget e Martin, 1997),
sendo as concentragdes circulantes de IGF-1 correlacionadas positivamente com o nivel
alimentar (Vandehaar et al., 1995; Bossis et al., 2000; Armstrong et al., 2001; Rausch et
al., 2002). Mudangas severas no consumo aimentar aumentam as concentragOes
circulantes de IGF-1 logo ap6s uma ovulacdo induzida artificialmente em novilhas
submetidas a sincronizagéo do estro e em novilhas ndo lactantes alimentadas com o dobro
de suas necessidades de manutencdo, quando comparado as concentracfes de IGF-I
presentes em animais alimentados ao nivel de mantenca. Esses resultados, quando
combinados com estudos anteriores (Gutierrez et al., 1997c; Armstrong et al., 2001,
2002b), mostram variaghes experimentais consideraveis relacionadas a magnitude das
mudancas nas concentracdo de IGF-I associadas com as mudancas do estado nutricional,
sugerindo que outros sistemas enddcrinos estejam interagindo com a regul acéo hepética de
GH e secregdo de IGF-1. O estrégeno também tem sido associado a mudangas na insuling,
mostrando aumentar as concentracOes de GH (Grigsby e Trenkle, 1986), que estimula a
secrecdo de IGF-I (Richards et al., 1991), e aumenta as concentracdes circulantes de | GF-I
em vacas ovariectomizadas (Simpson et al., 1997).

A biodisponibilidade de IGF-I circulante e sua taxa de liberacdo plasmatica é
controlada por IGFBP (Thissen et al., 1994). ConcentracOes periféricas de proteinas de
ligac&o sdo reguladas pelo consumo aimentar, € um exemplo disso é a proteina IGFBP-3,
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gue tem sido positivamente correlacionada com o consumo alimentar (Rausch et al., 2002)
e aumento da taxa de crescimento em bovinos, quando em atos niveis (Vestergaard et al.,
1995). Esses efeitos podem ser modulados por outros fatores, como observado em bovinos
de leite, nos quais ainsulina tem sido associada a diminui¢do das concentragoes periféricas
de IGFBP-2, mas ndo afetou as concentr¢bes de IGFBP-3 (McGuire et al., 1995).
Horménios metabdlicos podem, além disso, afetar diretamente o sistemafollicular de IGF,
aumentando a resposta das células da granulosa bovina de pequenos foliculos antrais ao
FSH (Armstrong et al., 2001). Especificamente, existe a hipdtese de que um aumento na
energia alimentar diminua as concentragdes estéveis de RNAm codificante de IGFBP-2 e -
4 em pequenos foliculos antrais, que aumenta a biodisponibilidade de IGF-11 produzido
locamente e sistemicamente derivado do IGF-I nesses foliculos (Webb et al., 2003;
Armstrong et al., 2003).

ConcentragOes plasmaticas de IGF-I sdo positivamente associadas a condigdo
corporal e ingestdo de nutrientes (Housekneckt et al., 1988; Yelich et al., 1996) e baixas
concentragdes de |GF-I sdo associadas com um aumento do interval o entre partos em vacas
(Rutter et al., 1989; Nugent et al., 1993; Roberts et al., 1997) e com atraso na puberdade
(Granger et al.,, 1989), mas aparentemente ndo ha nenhum efeito direto sobre a
pulsatilidade do LH (Rutter et al., 1989). Semelhantemente, em vacas leiterias, onde o
primeiro FD pos-parto a ovular, concentracOes de IGF-1 sdo mais altas nas primeiras 2
semanas apos paricdo que em vacas onde falha a ovulagéo do primeiro FD (Beam e Butler,
1997). Stagg et al. (1998) estabeleceram que as concentracOes plasméticas de IGF-I
aumentam linearmente até o dia de primeira ovulagdo em vacas de lactantes, enquanto
concentrages de GH diminuem. Usando o modelo de novilhas com restrigdo alimentar,
Bossis et al. (2000) e Stagg (2000) informaram uma diminuicdo linear nas concentragdes
plasméticas de IGF-I do inicio darestricdo até o inicio anestro. Durante re-alimentagdo, as
concentracfes de IGF-1 aumentaram linearmente até retomar a ovulacdo, mas de forma
interessante concentragdes tinham alcangado apenas 50% dos seus valores pré-restricdo no
momento em que a retomada da ovulagdo aconteceu (Fig. 7). Cumulativamente, estes
estudos sugerem fortemente que esses efeitos nutricionais sobre a retomada da ovulagédo
em vacas pos-parto, na supressdo e no recomeco de ciclos ovulatorios apds restricdo
dietética e re-alimentacdo, respectivamente, sdo mediados, pelo menos parcialmente, pelo
IGF-I.

Os potenciais sitios de ac8o e mecanismos exatos pelas quais IGF-1 afeta a fungdo
reprodutiva ndo estéo claros. Concentragdes aumentadas de IGF-1 poderiam estimular

diretamente a proliferacdo ou capacidade de esteroidogénica das células da teca (Spicer e
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Stewart, 1996) e ou células da granulosa (Spicer et al., 1993). Também foi mostrado que
IGF-1 pode afetar diretamente a funcéo hipofisaria (Wilson, 1995; Soldani et al., 1995) e
hipotalédmica (Hiney et al., 1991). Também sdo correlacionadas as concentracoes no fluido
folicular de IGF-1 em grandes foliculos bovinos com concentragdes circulantes de 1GF-I
(Echternkamp et al., 1990). E bem documentado por estudos de cultivo in vitro (Spicer e
Stewart, 1996; Stewart et al., 1996) que o IGF-I aumenta o nimero de sitios ligantes de
androstenedione estimulado pelo LH e produgdo de progesterona através das células da
teca. Isto sugere que o IGF-I tenha um papel no aumento da responsabilidade da célula
folicular a0 LH que em troca aumentaria producgéo folicular de estradiol que é um pré-
requisito para ovulagdo acontecer.

Em bovinos, assim como em outras especies, aém de causar diminuicdes nas
concentracOes circulantes de insulina e |GF-I, sub-nutri¢do também causa uma diminuigéo
nas concentracOes circulantes de proteinas ligantes (IGFBPs) (Webb et al., 1999). Assim
como IGFBPs aumentam o transporte e a meia vida das IGFs, baixas concentractes
sanguineas | GFBP provocadas pela sub-nutri¢do vao, destaforma, limitar a disponibilidade
de IGFs para as células alvo no foliculo e conseqlentemente limitar sua habilidade
interagir com gonadotrofinas hipofisarias para estimular proliferagdo celular e
esteroidogénese.

100 IGF-1=15.2 + 0,14 (dias do anestro) IGF-=4,59 - 0.57 (dias da ovulagao)
— 0,001439 (dias do anestro)? —0,002149 (dias da ovulagao)?
R?2-0,98 R2-0.95

Retomada da
ovlagao

1
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Fig. 7. ConcentragOes plasméticas médias de | GF-1 em novilhas durante restri¢éo alimentar
e re-alimentagdo normalizada relativa ao inicio do anestro e retomada da ovul agéo.
Fonte: Stagg, 2000.

2.4.2.4 Glicose

Evidéncias em varias espécies destacam a importancia da glicose como um
mediador dos efeitos nutricionais na reproducdo. Diferentemente de animais
monogastricos, as concentragdes sanguineas de glicose s80 muito mais estaveis em

bovinos. Em vacas em lactagdo, hd uma elevada demanda por glicose como substrato
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primario para sintese mamaria de lactose. ConcentracBes sanguineas de glicose sdo
inversamente relacionadas a ingestdo de energia (Yelich et al., 1996) e estéo reduzidas
guando em animais de ato rendimento em leite em relacdo aos de baixo (Snijders et al.,
2001). Bucholtz et al. (1996) sugeriram que a disponibilidade de glicose afeta secrecéo de
LH agindo dentro do sistema nervoso central em local de deteccdo periférico ao neurénio
do GnRH, desde que deplecdo de glicose ndo prejudique a glandula hipdfise ou o sistema
neurosecretorio de GnRH diretamente. Murahashi et al. (1996) encontraram que sensor
central na base inferior do cérebro, a érea postrema, poderia ser um sensor de glicose
importante na modulagdo de secregdo de LH. Recentes estudos estabeleceram que a
disponibilidade de glicose influencia tanto a ténus quanto os modos da onda de secregéo
de LH, presumivelmente por seus efeitos sobre o GnRH. Em ovelhas tornadas
hipoglicémicas transitoriamente por um tratamento com insulina, o inicio da onda de LH
foi atrasado, mas infusdo de glicose associada a insulina preveniu a hipoglicemia e
restabeleceu 0 momento normal do pico estrogénio induzido pelo LH que o controla
(Medina et al., 1998). Em uma recente revisdo, Foster e Nagatani (1999) sugerem que
glicose pode ser um sinal metabdlico que fornece informac&o para o controle da secregéo
de GnRH. A glicose parece estar centramente envolvida na liberagdo de LH e assim

refletindo modulando a liberagdo de GnRH.

2.4.2.5 Leptina

Ha evidéncias crescentes que a leptina que € produzida principalmente através dos
adipdcitos podem agir como um sina ligando o status nutricional com o desempenho
reprodutivo (Keider et al., 1999; Spicer, 2001). Concentragdes periféricas de leptina tém
sido relacionadas a condi¢do corporal de vacas em lactag@o (Ehrhardt et al., 2000), e ao
nivel alimentar, em vacas ndo-lactantes (Delavaud et al., 2002). Jgum por um curto
periodo, que diminui as concentragdes séricas de insulina e IGF-I também demonstraram
diminuir a expressdo de RNAm que codifica leptina em adipécitos (Amstalden et al.,
2000). Mudangas agudas na ingestdo de alimento também levam a alteracOes nas
concentracfes de leptina circulantes, com maximas concentracbes de leptina sendo
observadas 2 dias ap6s o inicio da alimentacdo com duas vezes o nivel de manutengéo
(Armstrong et al., 2003). De fato, a leptina inibe a interagdo sinérgica entre as
gonadotrofinas e ainsulina (Spicer, 2001).

Em um sistema de cultivo sem soro, foi demonstrado recentemente que
concentracOes fisioldgicas de leptina inibem o estradiol e a producdo de androstenediona

pela granulosa e células de teca, respectivamente (Armstrong et al., 2003). Estes resultados
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sd0 semelhantes aqueles previamente descritos que demonstraram que a leptina inibe a
acdo de insulina na esteroi dogénese (Spicer e Francisco, 1997; Spicer et al., 2001).

Muitas pesquisas recentes focalizaram a leptina como um regulador da fungéo
reprodutiva e particularmente como um mediador dos sinais nutricionais (Clarke e Henry,
1999; Williams et al., 2002). A leptina € bem conhecida como um modulador do
comportamento alimentar, que elevadas concentrages plasmaticas levam a supressdo do
apetite (Foster e Nagatani, 1999). O RNAmM do receptor de leptina foi descoberto no
ovério, testiculos, Utero e glandula hipofise de ratos e humanos (Houseknecht et al., 1998).

A leptina é secretada em um padrdo pulsétil tanto em ovelhas (Blache et al., 2000)
guanto em vacas (Wylie et al., 2001). Mudangas cronicas e agudas na nutrigdo afetam as
concentracdes sistémicas de leptina em ovelha (Blache et al., 2000) e vacas (Ehrhardt et
al., 2000).Em vacas leiterias, a eliminacdo do déficit energético no inicio da lactacdo esta
associada com uma duplicagdo das concentragdes plasméticas de leptina (Block et al.,
2001). Neste estudo, as concentragbes plasméticas de leptina sdo correlacionadas
positivamente com as concentragfes plasméticas de insulina e glicose e negativamente
com as concentragdes plasméticas de GH e AGNEs. Amstalden et al. (2000) acharam que
0 jgum por curto prazo (48 h) em novilhas préximo a puberdade (pesando 315 kg)
diminuiu expressdo do gene da leptina e leptina circulante concomitante as redugdes nas
concentracOes circulantes de insulina e IGF-I e frequéncia de pulso de LH. Foi proposto
que os efeitos da leptina poderiam ser mediados em parte pelo NPY (Neuropeptideo Y)
gue demonstrou regular a liberacdo de gonadotrofinas inibindo a secregdo de LH em
ovelhas (McShane et al., 1992). Além disso, RNAm do receptor de leptina foi encontrado
no hipotdlamo da ovelha co-habitando com o NPY em neurdnios localizados no nucleo
arcuato (Williams et al., 1999). Cumulativamente, estes estudos sugerem que a leptina tem

um papel naligagdo entre o balango energético e fungéo reprodutiva no gado.

2.4.2.6 Neur opeptideos

Peptideos opidides enddgenos estdo envolvidos no regulamento da ingestéo
alimentar tém demonstrado inibir a liberacdo de LH durante a fase de luteal do ciclo de
estral em bovinos (Mahmoud et al., 1989). Os peptideos opidides foram implicados na
neuromodulagdo da liberagdo de GnRH em ovelhas (Horton et al., 1987; Currie et al.,
1993), e outros acharam que ha o aumento da concentracdo plasmatica de LH apos
tratamento com o antagonista do receptor do opiodide, naloxone, vacas pos-parto (Gregg et
al., 1986; Whisnant et al., 1986a,b). Também h& a evidéncia que os peptideos opidides

enddgenos séo envolvidos na mediacdo da supressdo nutricionalmente induzida de LH em
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vacas leiteiras pés-parto (Canfield e Butler, 1990). Um estudo mais recente mostrou que
esta resposta € correlacionada positivamente com a ingestédo energética (Sinclair et al.,
1995). Consequentemente, peptideos opidides provéem um possivel mecanismo pelo qual
restricdo nutricional pode aterar o pulso gerador de GnRH, possivelmente mediado pelo
neuropeptideo Y (NPY), que também parece fazer um papel fundamental no regulacdo da
ingest@o alimentar e, por conseguinte, no balanco energético em ruminantes (McShane et
al., 1993).

O neuropeptideo Y é um conhecido potente inibidor potente da liberagdo de LH e,
diferentemente da leptina, € um potente estimulador da ingest&o alimentar (Houseknecht et
al., 1998). Os resultados de estudos com ovelhas em anestro de nutricional (Morrison et
al., 1999) sugerem que o NPY pode agir como um importante neurotransmissor que
interagindo entre a nutrigdo e o eixo reprodutivo e do crescimento. Concentragdes de NPY
aumentam drasticamente no fluido cérebro-espinhal (CSF) durante sub-nutricdo e tém
demonstrado modular negativamente a secrecdo de LH quando centralmente infundido
(Gazal et al., 1998). Semelhantemente, McShane et al. (1992, 1993) informaram que tanto
as concentragdes de fluido cérebro-espinha (CSF) quanto a expressdo hipotaldmica do
NPY sdo elevados em crias de ovelhas com restricdo dietética que exibem secrecéo
hipofisiria. minima de LH. Recentemente, foi demonstrado que infusdes
intracerebroventriculares de NPY suprimem secrecdo de LH em vacas ovariectomizadas
com implantes de estradiol em associagdo com reducbes na amplitude e fregiéncia do
pulso de GnRH no fluido cérebro-espinhal (Gazal et al., 1998). Cumulativamente, todos
estes estudos mostraram que o NPY é um importante neurotransmissor que faz a interagdo
entre a nutric&o e o eixo reprodutivo e de crescimento.

Em resumo, ateraces nutricionamente induzidas em vé&ios hormonios
metabdlicos podem ser relacionados com mudangas na funcdo ovariana. EsterGides
ovarianos também podem modular a acdo e producdo destes hormoénios metabolicos,
resultando em ciclos de feedback positivos e negativos. Além disso, mudancas
nutricionalmente induzidas nas concentragbes destes hormonios metabdlicos tém o
potencial de interagir diretamente com as gonadotrofinas para regular o crescimento do
foliculo e esteroidogénese, desde, como discutido, as gonadotrofinas provéem a rota

primaria para desenvolvimento de folicul os antrais.
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3. JUSTIFICATIVA

A espécie caprina é de elevada importancia econdmica para a producdo de carne,
leite e de pele em diversos paises do mundo. Na regido Nordeste, onde concentra-se cerca
de 93,2% da populacdo caprina do Brasil (IBGE, 2002), a exploracdo desse rebanho &
caracterizada por um baixo nivel de producéo e reproducéo. O manejo nutricional é ligado,
sobretudo, na utilizac8o da vegetagdo natural (caatinga) e a sua variagdo quantitativa e
qualitativa no decorrer do ano, o que torna escassa a utilizagdo das biotécnicas reprodutivas
como forma de aumentar a produtividade. O status nutricional € um determinante
fundamental da eficiéncia e capacidade reprodutiva. Para assegurar a produtividade, deve-

se garantir o bom desempenho das fungdes reprodutivas.

A eficiéncia reprodutiva dos ruminantes é o resultado da fertilidade, prolificidade e
sobrevivéncia das crias, fatores estes que sdo fortemente influenciados pela nutricdo. A
disponibilidade de nutrientes tem sido correlacionada com melhoria dos indicies
reprodutivos e produtivos em ruminantes, sendo fundamental no controle da eficiéncia de
tecnol ogias voltadas para a reproducdo. Apesar do seu reconhecido valor, ha uma escassez
de dados na literatura sobre os efeitos da nutri¢éo sobre a reproducéo dos caprinos. No que
concerne a fisiologia da reproducdo e a sua relagdo com a nutricéo, a literatura € voltada

guase que completamente aos ovinos de clima temperado.

Com o crescente interesse na caprinocultura, torna-se de fundamental importancia o
conhecimento dos efeitos da nutricdo sobre a fertilidade, oocito e processo de
foliculogénese terminal, no sentido de aumentar a resposta dos caprinos a tratamentos de
superovulagdo e assim viabilizar a utilizagdo de biotécnicas reprodutivas como a maltipla
ovulacdo e transferéncia de embrifes. Enquanto ha uma vasta literatura sobre os efeitos da
nutricdo em varios parametros reprodutivos em ruminantes, ha uma literatura relativamente
escassa sobre os efeitos especificos da nutricdo sobre a taxa de crescimento folicular,
tamanho do foliculo e dindmica da onda. Essa escassez de informagdes € mais evidente em

relac&o aos caprinos e principal mente no que concerne as cabras do Nordeste do Brasil.

Para o produtor, torna-se de importancia fundamental a disponibilidade e o custo da

suplementacdo alimentar durante o ano, sobretudo na estac@o seca, onde deve-se otimizar a
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distribuicdo de recursos alimentares limitados que caracterizam muitos dos sistemas de
criagdo de caprinos. Nesse sentido, parece importante o desenvolvimento de um protocolo
de estimulagdo energética tendo como objetivo maximizar a resposta ovulatoria e a

producéo de embriBesin vivo em cabras Moxoto.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA
O maior nivel energético na alimentacdo influencia positivamente os processos de

selecdo, recrutamento e desenvolvimento folicular, afetando, desta forma, a resposta

ovulatoria em cabras Moxoto submetidas a um tratamento padréo de superovul agéo.
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5. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Fornecer um protocolo de estimulagcdo energética simples e eficiente para
estimulacdo e manutencdo do nivel energético, proporcionando uma melhor resposta a um

tratamento padr&o de superovulacdo, aumentando o desempenho reprodutivo.
Obj etivos Especificos

Comparar os niveis de insulina no plasma durante o periodo de estimulacio
energética;

Estudar o efeito das diferentes estratégias nutricionais sobre a resposta ovulatéria
de cabras Moxoté submetidas a um tratamento padréo de superovulagdo com pFSH
através da dosagem de 17 -estradiol;

Avaliar ainfluéncia das diferentes estratégias sobre o estro.
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6. CAPITULO 1

UTILIZAGAO DA INSULINA EM CABRAS DA RAGA MOXOTO SUBMETIDAS
A UM TRATAMENTO DE SUPEROVULACAO

(Use of theinsulin in Moxot6 goats submitted to superovulation treatment)

Anais da 432 Reunidao Anual da Sociedade Brasileira de Zootecnia, 2006. Jodo Pessoa,
2006. (Aceito para publicacao)
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Utilizac&o da insulina em cabr as da raca M oxot6 submetidas a um tratamento de

superovulagdo

Almeida, A.P.%; SouzaA.L.%; Lima, I.M.T. % Magalhdes, D.M.*; Silva, JD.A.*; Almeida,
K.C.% Pinheiro, E.S.PY; Moura, R.R.:; Andrioli, A.% Freitas, V.JF.; Rondina, D. .

1 Faculdade de Veterinaria, Universidade Estadual do Ceard, Ceard, Brasil.

2 Embrapa Caprinos, Ceard, Brasil.

Resumo

A disponibilidade de nutrientes € um fator modulador da atividade reprodutiva. A
guantidade de energia é regulada através do fluxo de glicose mediado pelainsulina. Assim,
este trabalho teve por objetivo avaliar a utilizagdo da insulina para estimulagéo e
manutencdo do nivel energético, proporcionando um melhor desempenho reprodutivo em
cabras nativas. Foram utilizadas 12 fémeas caprinas da raca Moxotd, com aimentagdo
correspondente a 1,5 vezes o requerimento de manutencdo. Estas foram divididas em dois
grupos. Controle (n=5), onde a alimentacdo foi mantida e, Insulina (n=7), no qual foram
administradas 3 doses de insulina (0,2 Ul / kg de PV / dia) além da alimentacéo,
paralelamente ao protocolo de superovulagdo. O tratamento superovulatério consistiu em
seis aplicacOes decrescentes de pFSH (120 mg), associado ao uso de esponjas vaginais por
11 dias. Oito dias apbs a remocdo da esponja, foram realizados os procedimentos de
laparoscopia para avaliagdo da resposta ovariana. N&o foram observadas diferencas
significativas entre os grupos em relacdo ao niimero de animais em estro e respondendo ao
tratamento superovulatorio. O grupo Insulina foi significativamente superior ao grupo
Controle no total de ovulagdes (83 vs. 58, P<0,05). A administragdo de insulina mostrou-se
um meétodo eficiente para aumentar a resposta ovulatéria de cabras da raga moxotdé em um
tratamento de sincronizagdo do estro e superovulagéo.

Palavras-chave: Caprinos, nutricdo, raca nativa, resposta ovariana, suplementacdo

alimentar
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I ntroducéo:

E conhecido que a disponibilidade de nutrientes é um fator regulador da atividade
reprodutiva, sendo o potencial reprodutivo das espécies domésticas, entre elas a caprina,
influenciado pelos efeitos nutricionais a curto e longo prazo. Sabe-se também dainfluéncia
da nutricéo sobre os processos de gametogénese e recrutamento folicular (Boland “et a” .,
2001). Ovelhas submetidas a infusdo de glicose (Downing “et a”., 1995) tém elevada sua
taxa de ovulagdo em funcéo da disponibilidade de energia, sendo os efeitos nutricionais na
taxa de ovulagdo regulados através do fluxo de glicose mediado pelainsulina

A exploragdo do rebanho caprino no Nordeste do Brasil é caracterizada por baixos
niveis de producdo e reproducdo. O manejo nutricional é dependente, sobretudo, da
variagdo quantitativa e qualitativa da vegetacdo ao longo do ano. Por estas razdes, €
escassa a utilizagdo das biotécnicas reprodutivas como forma de aumentar a produtividade.
Para o produtor, é fundamental a disponibilidade e o custo da suplementag@o alimentar
durante o ano, sobretudo na estacéo seca. Nesse sentido, € importante o desenvolvimento
de um protocolo simples e eficiente de estimulacdo energética a fim de maximizar a
resposta ovulatoria e a consequente producdo de embrides “in vivo” em cabras nativas.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a utilizagdo da insulina para
estimulagdo e manutencéo do nivel energético, proporcionando uma melhor resposta a um

tratamento padr&o de superovul agdo.

Material e M étodos

O experimento foi conduzido na Faculdade de Veterindria da Universidade
Estadual do Ceara (UECE) em Fortaleza, Ceard, localizadaa 3°43' Se 38°30" O. Paraeste
estudo foram utilizadas 12 fémeas caprinas da raga Moxoté oriundas da Embrapa Caprinos
(Sobral-CE), adultas com idade media DP de 3,6 0,7 anos, pluriparas e de peso médio

DPde27,5 4,0kg.

Os animais foram mantidos em um sistema de manegjo semi-intensivo, onde pela
manha ficavam em area de exercicio ao redor de um aprisco suspenso e, a tarde, eram
alojados em boxes cobertos, contendo comedouros, com acesso livre a agua e ao sa
mineral. As cabras foram submetidas a um periodo pré-experimental minimo de 15 dias,
visando estabelecer uma hierarquia e a sua adaptacéo as condic¢fes de manegjo. Os animais
receberam feno de Tifton (“Cynodon dactylon™) “ad libitum” e concentrado contendo 19%
de proteina bruta em quantidade a fornecer um nivel nutricional correspondente a 1,5 vezes

0 reguerimento energético e protéico de manutencdo (AFRC, 1988).
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ApGs o periodo pré-experimental, as cabras foram selecionadas aleatoriamente e
divididas em dois grupos, um Controle (n = 5), onde foi mantido o nivel nutricional e um
Insulina (n = 7) que receberam, além da alimentacdo, insulina.

O estro dos animais foi sincronizado com esponjas vaginais contendo 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (Progespon”R”, Syntex, Argentina) inserida por 11 dias,
com aplicacdo de 50y de D-Cloprostenol (Ciosin, Schering-Plough-Coopers, Brasil) por
via intramuscular quarenta e oito horas antes da retirada do progestageno e iniciado o
tratamento superovulatério, que consistiu de seis aplicagbes de pFSH (Folltropin”R”,
Vetrepharm, Canada), em doses decrescentes, com intervalos de 12 h, perfazendo uma
dose total de 120 mg (30/30, 15/15 e 15/15 mg), sendo feita a administragdo de insulina
(0,2 Ul / kg de PV / dia) nos animais do grupo correspondente, por via sub-cutanea,
concomitante a primeira, terceira e quinta aplicagdo de pFSH. As esponjas foram
removidas no momento da quinta dose de pFSH, sendo entdo, 12 h apos, as cabras
submetidas a detecgdo do estro em interval os de quatro horas. Oito dias apos a remogao da
esponja, as cabras foram sujeitas a procedimento de laparoscopia para avaliagdo da
resposta ovariana.

Os dados foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA) onde o fator
testado foi 0 grupo, sendo as comparagdes entre os nimeros de ovulagdes e 0os humeros
totais de foliculos executadas pelo teste do Qui-quadrado e expressos com valor + desvio

padrdo. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

Resultados e Discussdo

No que se refere a0 nimero de animais que exibiram comportamento de estro, o
grupo Insulina apresentou resultado semelhante ao grupo Controle, 71,4% (5/7) e 60%
(3/5), respectivamente. No grupo Insulina houve uma tendéncia a um maior percentua de
animais em estro que no grupo Controle, o que pode evidenciar um efeito positivo da
administragdo de insulina, como forma de aumentar o aporte energético durante o ciclo
reprodutivo. Resultado semelhante foi encontrado por Mani et al. (1992), comparando
caprinos alimentados com dietas de diferentes niveis nutricionais, que demonstraram que,
apesar de ndo haver diferenca significativa entre os grupos, animais submetidos a dieta de
manutencao tendem a ter suas taxas de animais apresentando estro superiores aguelas
observadas em animais sujeitos a restrigéo alimentar (87,5% e 71,0%, respectivamente).

Foram considerados responsivos ao tratamento aqueles animais que apresentassem
pelo menos 5 corpos IUteos em ambos os ovérios, sendo observado valores semelhantes

entre os grupos Insulina e Controle, com 71,4% e 60%, respectivamente, 0 que esta
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semel hante aos resultados obtidos por Selvaragju et al. (2003) que obtiveram uma resposta
média de 73,3% de animais responsivos ao tratamento superovulatério.

O numero total de ovulagdes indicou um efeito significativo (P<0,05) do tratamento
com Insulina em relagdo ao grupo Controle (Figura 8, P<0,05). Este fato também ficou
evidente no nimero total foliculos (2 a 5mm) (Tabela 1) e no nimero de foliculos pré-
ovulatérios. Estes resultados estédo de acordo com os obtidos por Selvargju et al. (2003),
estudando a resposta ovariana de cabras tratadas com insulina, onde observaram gque ha um
aumento significativo na taxa de ovulagdo quando administrada insulina antes inicio do
tratamento superovulatério, o que pode resultar de uma ateracdo da dindmica folicular
causada pelainsulina, através de um aumento do recrutamento folicular, bem como de uma
diminuicdo do nimero de folicul os que entram em processo de atresia

O dtatus energético pode ser considerado o principa fator que influencia os
processos reprodutivos. Downing et al. (1995), avaliando ainfuséo de glicose em ovelhas,
observaram um aumento na taxa de ovulagdo, como resultado de uma acdo direta da
disponibilidade da glicose, mediada pela insulina, e também um aumento das
concentracOes de FSH durante a fase folicular, o que reflete positivamente sobre o nimero
de foliculos recrutados. Rhind e McNeilly (1998), observaram que ovelhas submetidas a
dietas de elevada ingestdo tiveram um numero significativamente superior de foliculos de 1
mm guando comparadas a animais com dieta restrita, 0 que poderia ser atribuido a um
aumento da reposta ovariana as gonadotrofinas circulantes, hormdnios metabdlicos e
fatores de crescimento.

Aumentos na taxas de ovulagdo estéo diretamente relacionados com a disponibilidade
de energia (Boland et al., 2001). Como ambos 0s grupos apresentaram resultados
semelhantes em relagdo ao nimero de animais demonstrando estro e nimero de animais
responsivos ao tratamento, os resultados superiores observados no grupo Insulina em
relacdo ao total de ovulagBes pode ser atribuido & acdo da insulina, como mediador da
absorgdo de glicose, levando a um aumento na disponibilidade de energia, o que refletiu

positivamente sobre o processo de ovulagéo.

Concluséo
A administragdo de insulina mostrou-se um metodo eficiente de aumentar a resposta
ovulatéria de cabras da raga Moxoto durante um tratamento de sincronizagdo do estro e

superovulagao.
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Tabela 1. Numero total de foliculos de 2 a 5mm observados em cabras da raca Moxot6

recebendo ou ndo insulina durante um tratamento de superovulagao.

Foliculos
Tratamento N*
2 mm 3mm 4 mm 5mm
Insulina 5 38 14 5 9
Controle 3 4 13 9 3

N*: nimero de animais responsivos ao tratamento superovulatério.

120 B Ovulactes Totais
O Foliculos Totais
100 O FPO
80 ~
60 -
40 -
20 113
b
1
0. I
Insulina Controle

Fig. 08. NUmero total de ovulagdes, foliculos totais (2 a5 mm) e foliculos pré-ovulatori

(0]

(FPO) observados em cabras da raca Moxoto recebendo ou ndo insulina durante um

tratamento de superovul ag&o.

ab Sobrescritos diferentes diferem significativamente (P<0,05).
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7.CAPITULO 2

RESPONSIVIDADE AO TRATAMENTO SUPEROVULATORIO EM CABRAS
COM BALANGO ENERGETICO ESTIMULADO

(Responsiveness to superovulation treatment in goats with stimulated energy balance)

Animal Reproduction Science (Submetido)
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Responsividade ao tratamento super ovulatorio em cabras com balanco ener gético

estimulado

Almeida, A.P.%, Souza, A.L. !, Galeati G.2, Lopes-Junior E.S.X, Govoni, N.?, Freitas
V.J.F.}, RondinaD.!

1* Faculdade de Veterinaria, Universidade Estadual do Ceard, Ceara, Brasil.
2 Faculdade de Veterinéria de Bolonha, Bolonha, Itélia.

* |nstituto onde o trabalho foi conduzido.

Resumo

Cabras da raga Moxotdé adultas foram submetidas a tratamento de sincronizag&o/
superovulagdo com esponjas vaginas com 60 mg de MPA por 11 dias, aplicagdo de 50ng
de cloprostenol 48h antes da remocéo da esponja e 120 mg de pFSH nos dias 9, 10 e 11.
As cabras foram distribuidas em trés grupos. Alimentag@o (n = 5): dieta com 150% da
manutencdo (1,5 x M); Propilenoglicol (n = 5): dieta com 1,5 x M e administracéo de 80
mL/cabra/dia de propilenoglicol durante o procedimento hormonal; Insulina (n = 7): dieta
com 1,5x M e 3 injegdes de insulina (0,2 UI/KgPV/dia) nos dias 9, 10 e 11. Do momento
da colocag@o da esponja, a cada 3 dias e a partir do inicio do estro, durante 24h aintervalos
de 4h, amostras de sangue foram colhidas para mensuracfes de insulina e estradiol. A
ovulagdo foi verificada por laparoscopia 8 dias apds a remogdo da esponja. As taxas de
insulina tratadas com propilenoglicol foi similar ao grupo Insulina (P > 0,05) e ambas
foram superiores as cabras suplementadas (P < 0.05). Nos grupos Insulina e Alimentacéo, a
concentracdo do estro foi superior ao grupo tratado com propilenoglicol (P < 0,05). Apesar
do nimero de animais que ovularam ter sido similar entre os grupos, as cabras tratadas
com insulina mostraram um namero maior de foliculos e corpos Iateos (P < 0,05). Neste
grupo, a quantidade de estradiol foi correlacionada ao nimero de CL (r = 0,84, P < 0,05).
Em conclusdo, o tratamento com insulina mostrou-se mais eficiente na resposta ovulatéria
e mais pratico na utilizagdo em campo.

Palavras-chave: Caprinos, Nutricdo, Raca Nativa, Resposta ovariana, Balanco energético.
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I ntroducéo

O balanco energético positivo € uma condicdo essencial em tecnologias de
reproducdo assistida quando usadas para dar suporte a programas de conservagdo de
recursos genéticos de animais domésticos. Especialmente em areas tropicais aridas, onde a
principal desvantagem da caprinocultura € ainda manter o estado nutricional durante a
prolongada estac&o de escassez de comida. Nessas regides, a baixa condigdo corporal das
fémeas, associada a0 nUmero restrito animais nas pequenas populagdes nativas, sugere a
maximizag&o da resposta reprodutiva pelo aumento da disponibilidade de nutrientes para o
ovério.

Em caprinos, assim como em outros ruminantes, a insulina € um reconhecido sinal
para mediar mudancas da ingestdo de nutrientes e a dindmica folicular. Em cabras, ap6s
tratamento de superovulacdo, a resposta ovariana foi aumentada através de injecBes de
insulina (Selvaraju et al., 2003), ou pelo aumento da ingest&o da dieta em novilhas (Gong
et al.,, 2002). Hidalgo et al. (2004), utilizando propilenoglicol por um curto periodo
aumentou as taxas de gestagdo em novilhas receptoras apos transferéncia de embrides. A
insulinemia é comumente melhorada pela administracdo de propilenoglicol in vacas
(Miyoshi et al., 2001) ou ovelhas (Chiofalo et al., 2005) durante o pos-parto.

Embora varias formas de manipulagdo de energia tenham sido descritas na
literatura, muito pouco ainda é conhecido, especiamente em caprinos, no que diz respeito
aqual procedimento fornece melhor estimulacdo a nivel de ovario. Assim, o objetivo deste
estudo foi comparar a resposta ovulatéria ap0s tratamento de superovulatério em cabras

com balancgo energético estimulado por diferentes protocol os.

Material e M étodos

Animais e Local do Experimento

O experimento foi desenvolvido na Faculdade de Veterindia (FAVET) da
Universidade Estadual do Ceard (UECE) em Fortaleza, Ceard, locadlizada a 3°43 S e
38°30' O. Para este estudo, foram utilizadas 17 fémeas caprinas da raca Moxoto,
multiparas, adultas, com média + EMP de 26,60 + 4,08 kg e idade (3,29 + 0,69 anos). Os
animais utilizados neste estudo fazem parte de um a raga nativa que faz parte de um
programa de conservagdo in situ realizado pela Embrapa Caprinos (Embrapa Caprinos —
Sobral, Ceara).
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Delineamento Experimental

O delineamento experimental € resumido nafigura 9.

As cabras foram mantidas em regime de manejo semi-intensivo. Eram mantidas em
curral aberto, de 08:00 as 16:00, e apds eram colocadas em abrigos cobertos no nivel do
solo. Todos os animais foram submetidos a 15 dias de adaptacdo as instalagbes e
hierérquica e foram alimentadas com feno de Tifton (Cynodon dactylon) e concentrado de
maneira a fornecer 150% dos requerimentos energéticos de manutencdo do peso corporal
(1,5x M; ARFC, 1998).

As cabras tiveram livre acesso a agua e sa minera. Todas as fémeas foram
submetidas a sincronizagdo do estro através de esponjas vaginais impregnadas com 60 mg
de MAP (Progespono, Syntex, Argentina) por 11 dias e 50 ng de cloprostenol (Ciosi n°,
Coopers, Brazil), 48 h antes da remocgdo da esponja. Durante os dias 9 a 11, as cabras
foram superovuladas utilizando 120 mg de pFSH (Folltropi n°, Vetrepharm, Canada)
administrada por via intra muscular em intervalos de 12 h em doses decrescentes (30/30,
15/15 e 15/15 mg). As esponjas foram removidas no momento da quinta dose de pFSH.

Os animais foram distribuidos em trés tratamentos energéticos. Grupo Alimentac&o
(n = 5): dietacom 1,5 x M; Propilenoglicol (n = 5): dietacom 1,5 x M e administragéo de
80 mL/cabra/dia de propilenoglicol durante o tratamento hormonal €; Insulina (n = 7):
dieta com 1,5 x M e 3 injegdes de insulina (0,2U1/KgPV/dia) nos dias 9, 10 e 11, no
momento das aplicacbes de pFSH. A resposta ovariana foi verificada através de
laparoscopia, que foi readlizada 8 dias apds a remogdo da esponja. Cabras demonstrando 5

ou mais corpos |iteos (CL) foram considerados responsivos ao tratamento superovulatério.
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Fig. 9. Delineamento experimental. Tratamento de sincronizag&o e superovulagéo: dia O,
colocacdo da esponja (CE) e inicio dos tratamentos nutricionais, dia 9, administracdo de
PGF, , dias 9-11, tratamento de FSH (pFSH), dia 11, remoc&o da esponja (RE). Apds os 8
dias seguintes, dia 18, laparoscopia (Lap). Alimentacdo: dieta com 1,5 x requerimentos
energéticos de manutencdo; Propilenoglicol: dieta com 1,5 x M e administracdo de 80
mL/dia/cabra durante o tratamento hormonale; Insulina: dieta com 1,5 x M e trés injecOes
de insulina (0,2 Ul/kgPV/dia) nos dias 9, 10 e 11, em correspondéncia ao tratamento com
FSH.

Dosagens Hormonais

Da insercdo da esponja, a cada 3 dias até a véspera da laparoscopia e a partir do
inicio do estro, durante 24 h, em intervalos de 4 h antes da alimentacdo, amostras de
sangue foram coletadas em tubos heparinizados por venopungdo. No plasma, 17b-estradiol
foi mensurado como descrito por Tamanini et al. (1985) e a insulina foi determinada
utilizando um kit RIA (Insulin: Medical Systems, Genova).

Andlise Estatistica

O efeito dos protocolos energéticos (Alimentag@o, Propilenoglicol, Insuling) foi
analisado pelo procedimento GLM do SAS (SAS, Inc., USA). Comparagdes entre médias
dos tratamentos nutricionais foi realizado através do test de Duncan. Diferengas entre
proporgdes ou numeros foram analisada através do Qui Quadrado. Teste de correlacéo foi

realizado através do test do Spearmen. VValores foram expressos em média+ EMP.
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Resultados

Durante o periodo experimental, as concentracfes de insulina (Tabela 2) no grupo
Alimentagdo demonstrou valores significativamente menores (P < 0,05) quando
comparado com 0s outros tratamentos energéticos. Resultado similar foi encontrado em
cabras ovulando quando os niveis de insulina foi mensurado durante as 24 h apés o inicio
do estro (Figura 11). Neste intervalo, a média dos niveis de insulina nas cabras tratadas
com propilenoglicol (13,12 0,49 U/mL) foi similar ao grupo Insulina (14,61 0,48

U/mL) (P > 0,05), e ambos foram superiores ao das cabras suplementadas (9,68 0,43
U/mL) (P < 0,05).

Duas cabras de cada grupo ndo exibiram estro e ovulagdo apls tratamento de
sincronizagdo/ superovulagdo, exceto no grupo Alimentagéo, onde apenas um animal dos
dois apresentou um Unico CL (Tabela 2).

O intervalo entre a remoc@o da esponja e inicio do estro (Tabela 2) ndo teve
diferenca significativa entre os grupos (P < 0,05) demonstraram uma média de 29,45
2,11 horas. Diferentemente, no grupo propilenoglicol, o intervalo entre a ocorréncia do
primeiro e do ultimo estro foi maior que no grupo tratado com insulina (P < 0,05) (Tabela
2). No grupo Propilenoglicol, o estro foi distribuido de 20 a 40 horas ap6s remocéo da
esponja (Figura 10).

O padrdo de estradiol mensurado nas 72 h ap6s o estro foi dado na figura 11.
Nenhuma diferenca foi encontrada entre os tratamentos no que diz respeito ao nimero de
animais ovulando e para as cabras apresentando mais que 5 CL (Tabela 2). A laparoscopia,
no grupo Insulina foi contado um maior nimero de foliculos e CL (P < 0,05). Neste
tratamento, a quantidade de estradiol foi correlacionada com o nimero de corpos IUteos (r
= 0,84, P < 0,05). A taxa de ovulagdo foi 13,06 1,67, 16,60 1,96 e 19,30 1,15,

respectivamente para os grupos Propilenoglicol, Insulina e Alimentag&o.
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Tabela 2. Resposta estral, ovariana e hormonal em cabras com diferentes protocolos

energéticos. Valores expressos em media+ EMP.

Par ametros Insulina Propilenoglicol Alimentacéo
Animais tratados N 7 5 5
Responsividade estral

Animais exibindo estro % 71 % (5/7) 60 % (3/5) 60 % (3/5)
RE-IE H 31,20 1,50% 32,00 6,112 24,00 4,00%
Interval o de ocorréncia do estro* H 83 20° 12%®
Resposta ovariana

Total defoliculos 2 —5 mm? N 70 (7/7)2 24 (3/5)° 29 (4/5)°
Folicul os pré-ovulatérios? N 10 (4/7) @ 5(2/5) @ 1(15)°
Animais ovulando % 71%(5/7) 60 % (3/5) @ 80 % (4/5) ®
Animais com > 5 CL® % 100 % (5/5) 100 % (3/3) 75 % (3/4)
Total de CL? N 83° 41° 58°

CL em regressio’ 142 4° 0°
Resposta hormonal®

Insulina uU/mL 171.65 9.40° 156.85 6.17% 122.38 4.04°
Estradiol pg/mL 228.36 55.88 222.54 93.49 232.61 78.06

! Intervalo (h) entre primeira e Gltima ocorréncia de estro; * numero total; °Cl = corpo

| (iteo; “variac&o media total; **° P < 0.05.
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20 24 28
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Fig. 10. Distribuicdo cumulativa de cabras em estro de acordo com o intervalo (h) entre a

remocao da esponja (RE) e o inicio do estro (IE).
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Fig. 11. Niveis de Estradiol e Insulina de acordo com 0 momento do inicio do estro em
cabras ovulando com diferentes protocol os energéticos. Na figura, os valores dainsulina e
estradiol sdo expressosem media EMP.

Discussdo

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que € possivel estimular no
curto prazo o balanco energético, induzindo uma resposta significativa ao tratamento
superovulatorio em cabras para os trés grupos experimentais.

A resposta reprodutiva nos ruminantes esta diretamente relacionada com a
disponibilidade de energia ovariana, a qual por sua vez esta relacionada ao controle dos
processos anabolicos e catabdlicos controlados pela insulina (Monget e Martins, 1997).
Variages das concentragdes periféricas de insulina em curtos interval os de tempo podem
ser alcangadas mediante infusdes de insulina (Downing e Scaramuzzi, 1997), ou através da
absor¢cdo ruminal de propionato mediante aumento do consumo aimentar (Gong et al.,

2002) ou a administragcdo de precursores como o propilenoglicol (Sauer et al., 1973).
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No presente experimento, apesar das diferencas na taxa de insulina plasmatica
observada entre estes trés tipos de tratamentos energéticos, os perfis registrados ao longo
do experimento apresentaram sempre valores de acordo com agueles propostos por outros
autores utilizando cabras bem alimentadas (Khan e Ludri, 2002; Rondina et al., 2005).

Com relac@o aos parédmetros reprodutivos os dados mostraram que a insulinemia
nao agiu sobre o nimero de animais em estro, intervalo entre a retirada da esponja e o
inicio do estro, qualquer que sgja 0 grupo estudado. Este resultado foi esperado devido o
nivel alimentar mantido ao longo do experimento. Em ruminantes, diferentes autores ja
comprovaram que pode ser obtida uma resposta superior de estro em consequiéncia a uma
melhoria da condicdo corporal (Lassoued et al., 2004; Paula et al., 2005). No entanto,
levando em consideragéo os animais com insulinemia semelhante (grupos Propilenoglicol
e Insulina) verificou-se uma diferenca no que se refere a frequéncia e distribuicdo do
aparecimento do estro. A distribuicdo mais concentrada de cabras em estro no grupo
Insulina pode ser devido a um efeito relacionado ao momento de aplicagcdo da mesma, ou
sgja, em um periodo curto e préximo ao estro, resultando em uma resposta mais imediata
ao estimulo.

A taxa de ovulagdo observada no experimento foi semelhante ao observado em
cabras superovuladas com eCG ou FSH (Armstrong et al., 1982; Pendleton et al., 1992).
A resposta ao tratamento superovulatorio (3 5 CL/animal) foi observada nos trés grupos
experimentais, ndo havendo diferengas entre grupos. Estes valores estdo semelhantes aos
obtidos por Selvargju et al. (2003) que obtiveram uma resposta média de 73.3% de cabras
mesti¢as tratadas com insulina responsivas ao tratamento superovulatério.

A melhor resposta ovariana total (foliculo e CL) no grupo Insulina ndo pode ser
explicada por efeitos ligados a insulinemia, outrossim a um possivel efeito sinérgico entre
a mesma e a estimulagdo hormonal produzida pelo tratamento superovulatério simultaneo
ao recrutamento folicular durante a onda folicular. Selvargju et al., (2003) observaram um
incremento no numero de foliculos e ovulagBes, atribuindo este resultado a uma
diminuicdo do numero de foliculos que entram em processo de atresia.

O status energético pode ser considerado o principal fator que influencia os processos
reprodutivos. Downing et al. (1995), avaliando a infusio de glicose em ovelhas,
observaram um aumento na taxa de ovulagdo, como resultado de uma acdo direta da
disponibilidade da glicose, mediada pela insulina, e também um aumento das
concentracfes de FSH durante a fase folicular, o que pode causar um aumento no nimero
de foliculos recrutados. Rhind e McNeilly (1998) observaram que ovelhas submetidas a

dietas de elevada ingestdo tiveram um nimero significativamente superior de foliculos de 1
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mm quando comparadas a animais com dieta restrita, 0 que poderia ser atribuido a um
aumento da reposta ovariana as gonadotrofinas circulantes, horménios metabdlicos e
fatores de crescimento.

A variabilidade da resposta ovulatéria de doadoras apds tratamento gonadotropico
existe em peguenos ruminantes, ela é mais importante na ovelha do que na cabra. Apés
tratamento com FSH para indugdo da superovulacdo, quase 25% das ovelhas leiteiras da
raca Lacaune apresentam menos de cinco ovulagdes contra somente 10% nas cabras das
racas Alpina e Saanen (Baril et al., 1989). Portanto, esta variabilidade j& é esperada em
pequenos ruminantes. Em adi¢8o, a impregnagdo com progestageno tem sido identificada
como causa desta variagdo devido a fatores sistémicos, como o perfil de LH, ou a nivel
ovariano, perfil de crescimento folicular e dominancia (Leyvaet al., 1998).

A raga tem sido também identificada como um fator que pode contribuir para a
variabilidade da resposta ovulatéria (Bindon et al., 1986). Em geral, ragas ovinas prolificas
apresentam melhores respostas ovulatorias ao estimulo gonadotréfico exdgeno (Dufour et
al., 2000). Porém, em caprinos, a prolificidade natural da raca parece ndo ser um fator
determinante para esta resposta (Kiessling et al., 1986).

Baldassarre et al., 2004, em um trabalho com cabras de pegueno porte da raca
BELEO, adotou a dose total de 133 mg de pFSH, obtendo uma resposta taxa de ovul agéo
de 12,4 a 12,9 ovulagdes por doadora.

Concluséo

Os resultados mostraram como a injegdo de insulina no momento do tratamento
superovulatorio realizou uma maior efeito sinérgico no ovario, levando a um aumento na
disponibilidade de energia, o que refletiu positivamente sobre a sincronia da expressao dos
estros, o recrutamento folicular e o processo de ovulagéo.

Além disso, a utilizagdo da insulina como estratégia para estimular o balanco
energético mostrou-se um meétodo mais prético e econdmico em relagédo ao propilenoglicol,
uma vez que 0 segundo demanda aplicacOes diarias, enquanto o0 primeiro restringe a
aplicacdo da técnica a um intervalo limitado de tempo interferindo de forma menor no

sistema de manejo dos animais.
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8. CONCLUSAO GERAL

Cabras submetidas a ingestdo de insulina no momento do tratamento superovulatério
tiveram um maior aumento na disponibilidade de energia, o que refletiu positivamente
sobre a sincronia da expressdo dos estros, o recrutamento folicular e o processo de
ovulagao.

De acordo com o observados nos experimentos, a utilizagdo da insulina como
estratégia para estimular o balanco energético mostrou-se um método mais préatico e
econdémico em relagdo ao propilenoglicol, uma vez que o segundo demanda aplicacOes
diarias, enquanto o primeiro restringe a aplicacdo da técnica a um intervalo limitado de

tempo interferindo de forma menor no sistema de manejo dos animais.
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9. PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo fornecem informagdes para a melhoria do mango
nutricional em cabras exploradas no Nordeste do Brasil. No entanto, tornam-se necessarios
estudos referentes a utilizagdo, tanto da insulina, como do propilenoglicol, em outras
formas e em vé&rios estagios dentro do processo produtivo que busquem maximizar a

resposta reprodutiva dos animais tratados.
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RESUMO

A disponibilidade de nutrientes é um fator modulador da atividade reprodutiva. A
guantidade de energia é regulada através do fluxo de glicose mediado pelainsulina. Assim,
este trabalho teve por objetivo avaiar a utilizacdo da insulina para estimulagcéo e
manutencdo do nivel energético, proporcionando um melhor desempenho reprodutivo em
cabras nativas. Foram utilizadas 12 fémeas caprinas da raca Moxoto, com alimentagéo
correspondente a 1,5 vezes o requerimento de manutencdo. Estas foram divididas em dois
grupos: Controle (n=5), onde a alimentacdo foi mantida e, Insulina (n=7), no qual foram
administradas 3 doses de insulina (0,2 Ul / kg de PV / dia) além da alimentacéo,
paralelamente ao protocolo de superovulagdo. O tratamento superovulatorio consistiu em
seis aplicacOes decrescentes de pFSH (120 mg), associado ao uso de esponjas vaginais por
11 dias. As deteccdes de estro iniciaram-se oito dias ap0s a remogao da esponja, sendo
realizado procedimento de laparoscopia para avaliagdo da resposta ovariana. Néo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos em relacdo ao nimero de animais em
estro e respondendo ao tratamento superovulatério. O grupo Insulinafoi significativamente
superior ao grupo Controle no total de ovulagdes (83 vs. 58, P<0,05). A administracéo de
insulina mostrou-se um método eficiente para aumentar a resposta ovulatoria de cabras da

raca moxoté em um tratamento de sincronizag&o do estro e superovulagao.

Palavras-chave: cabras, insuling, superovulagdo, resposta ovariana
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ABSTRACT

USE OF THE INSULIN IN MOXOTO GOATS SUBMITTED TO AN
SUPEROVULATION TREATMENT

The availability of nutrients is a factor modulator of the reproductive activity. The amount
of energy is regulated through the glucose flow mediated by the insulin. Like this, this
work had for objective to evaluate the use of the insulin for stimulation and maintenance of
the energy level, providing a better reproductive acting in native goats. 12 goats of the
Moxotd breed were used, with feeding corresponding to 1.5 times the maintenance
requirement. These were divided in two groups: Control (n=5), where the feeding was
maintained and, Insulin (n=7), in which were administered 3 insulin doses (0,2 Ul / kg of
PV / day) besides the feeding, parallel to the superovulation protocol. The superovulatory
treatment consisted of six decreasing applications of pFSH (120 mg), associated to the use
of vaginal sponge for 11 days. The estrous detections began eight days after the removal of
the sponge, being accomplished laparoscopy procedure for evaluation of the ovarian
answer. Significant differences were not observed among the groups in relation to the
number of animals in estrous and responding to the superovulatory treatment. The Insulin
group was superior significantly to the Control group in the total of ovulations (83 vs. 58, P
<0.05). The insulin administration an efficient method was shown to increase the ovulatory
response of goats of the Moxotod breed in a treatment of estrous synchronization and
superovulation.

Keywords: goats, insulin, superovulation, ovarian response.

INTRODUCAO

E conhecido que a disponibilidade de nutrientes é um fator regulador da atividade
reprodutiva, sendo o potencial reprodutivo das espécies domesticas, entre elas a caprina,
influenciado pelos efeitos nutricionais a curto e longo prazo. Sabe-se também dainfluéncia
da nutricdo sobre os processos de gametogénese e recrutamento folicular (Boland et al.,
2001). Ovelhas submetidas a infusdo de glicose (Downing et al., 1995) tém elevada sua
taxa de ovulagdo como resultado da disponibilidade de energia, sendo os efeitos
nutricionais na taxa de ovulagdo regulados através do fluxo de glicose mediado pela
insulina.

A exploracdo do rebanho caprino no Nordeste do Brasil é caracterizada por baixos

niveis de producdo e reproducdo. O mango nutricional é dependente, sobretudo, da
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variagdo quantitativa e qualitativa da vegetacdo natural ao longo do ano. Por estas razdes, €
escassa a utilizag8o das biotécnicas reprodutivas como forma de aumentar a produtividade.
Para o produtor, se torna fundamental a disponibilidade e o custo da suplementacédo
alimentar durante o ano, sobretudo na estacdo seca. Nesse sentido, € importante o
desenvolvimento de um protocolo simples e eficiente de estimulagdo energética a fim de
maximizar a resposta ovulatéria e a consequiente producdo de embrides in vivo em cabras
nativas.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a utilizago da insulina para
estimulagdo e manutencdo do nivel energético, proporcionando uma melhor resposta a um

tratamento padré&o de superovul agdo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Faculdade de Veterindria da Universidade
Estadua do Ceara (UECE) em Fortaleza, Ceara, localizadaa 3°43 Se 38°30' O. Para este
estudo foram utilizadas 12 fémeas caprinas da raga Moxot6 oriundas da Embrapa Caprinos
(Sobral-CE), adultas (3,6 0,7 anos), pluriparas e de peso médio de 27,5 4,0 kg.

Os animais foram mantidos em um sistema de manegjo semi-intensivo, onde pela
manha ficavam em area de exercicio ao redor de um aprisco suspenso e, a tarde, eram
alojados em boxes cobertos, contendo comedouros, com acesso livre & &gua e ao sal
mineral. As cabras foram submetidas a um periodo pré-experimental minimo de 15 dias,
visando estabelecer uma hierarquia e a sua adaptacéo as condicfes de manejo. Os animais
receberam feno de Tifton (Cynodon dactylon) ad libitum e concentrado contendo 19% de
proteina bruta em quantidade a fornecer um nivel nutricional correspondente a 1,5 vezes o
requerimento energético e protéico de manutencdo (AFRC, 1988).

ApGs o periodo pré-experimental, as cabras foram selecionadas aleatoriamente e
divididas em dois grupos, um Controle (n = 5), onde foi mantido o nivel nutricional e um
Insulina (n = 7) que receberam, além da alimentacdo, insulina.

O estro dos animais foi sincronizado com esponjas vaginais contendo 60 mg de
acetato de medroxiprogesterona (Progespono, Syntex, Argentina) inserida por 11 dias, com
aplicacdo de 50mg de D-Cloprostenol (Ciosin, Schering-Plough-Coopers, Brasil) por via
intramuscular quarenta e oito horas antes da retirada do progestageno e iniciado o
tratamento superovulatério, que consistiu de seis aplicagbes de pFSH (Folltropi n°,
Vetrepharm, Canada), em doses decrescentes, com intervalos de 12 h, perfazendo uma
dose total de 120 mg (30/30, 15/15 e 15/15 mg), sendo feita a administragdo de insulina

(0,2 Ul / kg de PV / dia) nos animais do grupo correspondente, por via sub-cuténes,
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concomitante a primeira, terceira e quinta aplicagdo de pFSH. As esponjas foram
removidas no momento da quinta dose de pFSH, sendo entdo, 12 h apos, as cabras
submetidas a detecgdo do estro em interval os de quatro horas. Oito dias apos a remogéo da
esponja, as cabras foram sujeitas a procedimento de laparoscopia para avaliagdo da
resposta ovariana.

Os dados foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA) onde o fator
testado foi 0 grupo, sendo as comparagdes entre os nimeros de ovulages e 0s nimeros
totais de foliculos executadas pelo teste do Qui-quadrado e expressos com valor + desvio

padréo. O nivel de significancia utilizado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Numero total de foliculos de 2 a 5mm observados em cabras da raga Moxoto

recebendo ou ndo insulina durante um tratamento de superovulagao.

Foliculos
Tratamento N*
2 mm 3 mm 4 mm 5mm
Insulina 5 38 14 5 9
Controle 3 4 13 9 3

N*: nimero de animais responsivos ao tratamento superovulatério.

120 B Ovulactes Totais
O Foliculos Totais
100 O FPO
80 -
60 -
40 -+
20 -+
b
1
0. I

Insulina Controle

Figura 01. NUmero total de ovulacdes, foliculostotais (2 a5 mm) efoliculos pré-
ovulatérios (FPO) observados em cabras da raga Moxoté recebendo ou ndo insulina
durante um tratamento de superovul acdo.
ab Sobrescritos diferentes diferem significativamente (P<0,05).

117



No que se refere ao nimero de animais que exibiram comportamento de estro, o
grupo Insulina apresentou resultado semelhante ao grupo Controle, 71,4% (5/7) e 60%
(3/5), respectivamente. No grupo Insulina houve uma tendéncia a um maior percentual de
animais em estro que no grupo Controle, o que pode evidenciar um efeito positivo da
administragdo de insulina, como forma de aument ar o aporte energético durante o ciclo
reprodutivo. Resultado semelhante foi encontrado por Mani et al (1992), comparando
caprinos alimentados com dietas de diferentes niveis nutricionais, que demonstraram que,
apesar de ndo haver diferenca significativa entre os grupos, animais submetidos a dieta de
manutencao tendem a ter suas taxas de animais apresentando estro superiores agquelas
observadas em animais sujeitos a restrigéo alimentar (87,5% e 71,0%, respectivamente).

Foram considerados responsivos ao tratamento agueles animais que apresentassem
pelo menos 5 corpos IUteos em ambos os ovérios, sendo observado valores semelhantes
entre os grupos Insulina e Controle, com 71,4% e 60%, respectivamente, 0 que esta
semelhante aos resultados obtidos por Selvargju et al. (2003) que obtiveram uma resposta
média de 73,3% de animais responsivos ao tratamento superovulatorio.

O numero total de ovulagdes indicou um efeito significativo (P<0,05) do tratamento
com Insulina em relagdo ao grupo Controle (Figura 1, P<0,05). Este fato também ficou
evidente no nimero total foliculos (2 a 5mm) (Tabela 1) e no nimero de foliculos pré-
ovulatérios. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Selvargju et al. (2003),
estudando a resposta ovariana de cabras tratadas com insulina, onde observaram que hd um
aumento significativo na taxa de ovulagdo quando administrada insulina antes inicio do
tratamento superovulatério, o que pode resultar de uma dteracdo da dindmica folicular
causada pelainsulina, através de um aumento do recrutamento folicular, bem como de uma
diminuicdo do nimero de folicul os que entram em processo de atresia

O status energético pode ser considerado o principal fator que influencia os processos
reprodutivos. Downing et al. (1995), avaliando a infusio de glicose em ovelhas,
observaram um aumento na taxa de ovulagdo, como resultado de uma acdo direta da
disponibilidade da glicose, mediada pela insulina, e também um aumento das
concentracOes de FSH durante a fase folicular, o que reflete positivamente sobre o nimero
de foliculos recrutados. Rhind e McNeilly (1998), observaram que ovelhas submetidas a
dietas de elevada ingestdo tiveram um numero significativamente superior de foliculos de 1
mm guando comparadas a animais com dieta restrita, 0 que poderia ser atribuido a um
aumento da reposta ovariana as gonadotrofinas circulantes, horménios metabdlicos e

fatores de crescimento.
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Aumentos na taxas de ovulagdo estdo diretamente relacionados com a disponibilidade
de energia (Boland et al., 2001). Como ambos 0S grupos apresentaram resultados
semelhantes em relagdo ao nimero de animais demonstrando estro e nimero de animais
responsivos ao tratamento, os resultados superiores observados no grupo Insulina em
relacdo ao total de ovulagBes pode ser atribuido a acdo da insulina, como mediador da
absorgédo de glicose, levando a um aumento na disponibilidade de energia, o que refletiu

positivamente sobre o processo de ovulagéo.

CONCLUSAO

A administracdo de insulina mostrou-se um método eficiente de aumentar a resposta
ovulatéria de cabras da raca Moxoto durante um tratamento de sincronizagdo do estro e

superovul agéo.
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Abstract

To compare superovulation response in goats with stimulated energy balance, seventeen
adult Moxoto goats were submitted to synchronization/superovulation treatment using
60mg MPA vaginal sponge for 11 days plus 50ng cloprostenol 48 h prior to sponge
removal and 120 mg pFSH at 9, 10 and 11 days. The goats were allocated in three groups:
Feed (n = 5): diet with 150% maintenance (1.5 x M); Propylene (n = 5): diet with 1.5x M
plus administration of 80 mL/goat/d of propylene glycol during the hormonal procedure;
Insulin (n = 7): diet with 1.5 x M plus three injections of insulin (0.2Ul/kg BW/d) day 9,
10 and 11, at FSH treatment. From sponge insertion every three days and from estrus
onset, during 24 h at 4 h interval, blood samples were collected for insulin and estradiol
assays. Ovulation was verified by laparoscopy eight days after sponge removal. Insulin
rates in goats treated with propylene glycol were similar to the Insulin group (P > 0.05) and
both were higher than the supplemented goats (P < 0.05). In the Insulin and Feed groups,
estrus concentration was superior than with propylene glycol treatment (P < 0.05).
Although the number of animals that ovulated was similar between groups, the goats
treated with insulin showed a higher number of follicles and corpus luteum (CL) (P <
0.05). In this group, the amount of estradiol was correlated with the number of CL (r =
0.84, P < 0.05). In conclusion, treatment with insulin was shown to be more efficient in the
ovalatory response and more practical for usein the field.

Keywords: Goat; nutrition; indigenous breed; ovarian response; energy balance.
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Introduction

Energy balance is an essential condition in assisted reproduction technologies when
used to support conservation programs of genetic domestic animal resources. Especially in
tropical arid areas, the main drawback of goat husbandry continues to be how to sustain the
nutritional status during the prolonged seasonal food shortage. In such regions, the low
body condition of females associated with the restricted number of animals in small
indigenous populations, suggests a maximization of the reproductive responses by
increasing nutrient uptake at the ovary.

In goats, as well as other ruminants, insulin is a recognized signal for mediating
changes of nutrient intake and follicular dynamics. In goats, after superovulation treatment,
the ovarian response was enhanced by insulin injections (Selvargju et a., 2003), or by
increased dietary intake in heifers (Gong et al., 2002). Hidalgo et al. (2004) utilizing
propylene glycol for a brief period, increased pregnancy rates in recipient heifers after
embryo transfer. Insulinaemia is commonly improved by administration of propylene
glycol in cows (Miyoshi et al., 2001) or sheep (Chiofalo et al., 2005) during post-partum.

Although several forms of energy manipulation have been described in literature,
very little is known—especially in goats—concerning which procedure provides the best
stimulation at the ovary level. Thus, the aim of this study was to compare the ovulatory
response after superovulation treatment in goats with energy balance stimulated by

different protocols.

Materials and Methods
Animals and Location

The experiment was conducted at the State University of Ceara, located at 3°43' S
and 38°30° W. For this study, seventeen multiparous adult, non-pregnant and non-lactating
Moxoto goatswith mean SEM live weight of 26.60 4.08 kg and age (3.29 0.69 years)
were used. The animals used in this study are part of an indigenous breed conservation

program carried out in situ by Embrapa Caprinos (Embrapa Caprinos — Sobral, Ceara).

Experimental Design

The experimental design is summarized in Figure 1.

The goats were maintained under semi-intensive management; they were kept in an
open pen from 08:00 to 16:00 h, and later were housed in boxes at ground level. All
animals were submitted to 15 days of housing and hierarchic adaptation and were fed with

Bermuda hay plus concentrate to provide 150% of energy requirements for maintenance of
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live weight (1.5 x M; AFRC, 1998). The goats had free access to water and mineral salt.
All females were submitted to an estrus synchronization treatment using vaginal sponges
impregnated with 60 mg MPA (Progespono, Syntex, Argentinad) for 11 days and 50 ngy
cloprostenol (Cios n°, Coopers, Brazil), 48 h prior to sponge removal. During days 9 to 11,
goats were superovulated using 120 mg pFSH (Folltropi n°, Vetrepharm, Canada)
adminigtrated intramuscularly at 12 hintervals in decreasing doses (30/30, 15/15 and 15/15
mg). Sponges were removed at the fifth pFSH dose.

The goats were allocated in three energy treatments. Feed group (n = 5): diet with
1.5 x M; Propylene (n = 5): diet with 1.5 x M plus administration of 80 mL/goat/day of
propylene glycol during the hormonal procedure; and Insulin (n = 7): diet with 1.5 x M
plus three injections of insulin (0.2Ul/kg BW/day) at day 9, 10 and 11, at the same time as
the FSH injections. The ovarian response was verified by laparoscopy performed eight
days after sponge removal. Goats showing five or more corpora lutea (CL) were

considered as responsive to superovulation treatment.

Hormone Assays

From sponge insertion every three days and from estrus onset, during 24 h at 4 h
intervals, before feeding, blood samples were collected in heparinized tubes by
venipuncture. From plasma, 17b-estradiol was measured as described by Tamanini et a.
(2985) and insulin was determined using an RIA kit (Insulin: Medical Systems, Genova).

Satistical Analysis

The effect of energy protocols (Feed, Propylene glycol, Insulin) was analyzed by
the SAS GLM procedure (SAS, Inc., USA). Comparison between means of nutritional
treatment was performed by the Duncan test. Differences among proportions or numbers
were analyzed by Chi Square. Correlation test was assessed using the Spearmen test.
Vaueswere expressed asmean SEM.

Results

During the experimental period, insulin concentrations (Table 1) in the Feed group
showed significantly lower values (P < 0.05) when compared to the other energy
treatments. A similar result was found in ovulating goats when the insulin profile was
measured throughout 24 hours following the onset of estrus (Figure 3). In this interval, the
mean insulin level in goats treated with propylene glycol (13.12 0.49 U/mL) was
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similar to the Insulin group (14.61 0.48 U/mL) (P > 0.05), and both were higher than
the supplemented goats (9.68 0.43 U/mL) (P < 0.05).

Two goats from each group did not exhibit estrus and ovulation after

synchronization/superovulation treatment, except in the Feed group where one animal of
two presented aunique CL (Table 1).
The interval between the sponge removal and estrus onset (Table 1) was not significantly
different between groups (P < 0.05) showing amean of 29.45 2.11 hours. By contrast, in
the Propylene group, the interval between first and last estrus occurrence was higher than
with the Insulin group (P < 0.05) (Table 1). In the Propylene group, estrus was distributed
from 20 to 40 hours after the sponge removal (Figure 2).

The estradiol pattern measured in the 72 hours after estrus is given in Figure 3. No
difference was found in the treatments regarding the number of animals ovulating and for
the goats that presented more than five CL (Table 1). At laparoscopy in the Insulin group, a
higher number of follicles and CL (P < 0.05) was counted. In this treatment, the amount of
estradiol was correlated with the number of corpus luteum (r = 0.84, P < 0.05). Ovulatory
rate was 10.25 1.67, 19.00 1.15 and 16.60 1.96, respectively, for the Propylene,
Insulin and Feed groups.

Discussion

The results obtained in the present study have shown that it is possible to stimulate
the energy balance in the short term, inducing a significant response to superovulatory
treatment in goats.

The reproductive response in ruminants is directly related to the availability of
energy at the ovary level, which in turn is related to the control of the anabolic and
catabolic processes controlled by insulin (Monget and Martins, 1997). Variations of the
peripheral concentrations of insulin at short time intervals can be achieved by means of
insulin infusions (Downing and Scaramuzzi, 1997) or through the ruminal absorption of
propionate by increasing feed consumption (Gong et al., 2002) or the administration of
precursors such as propylene glycol (Sauer et al., 1973).

In our experiment, despite the differences in plasma insulin concentrations
observed among these three types of energy treatments, the profiles recorded throughout
the experiment consistently presented values according to those proposed by other authors
utilizing well-fed goats (Khan and Ludri, 2002; Rondina et al., 2005).

Regarding the reproductive parameters, the data demonstrate that insulinemia did
not act upon the number of animals in estrus nor the interval between sponge removal and
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estrus onset, regardless of the group studied. This result was expected due to the feeding
level maintained throughout the experiment. For ruminants, different authors have verified
that a greater estrus response can be obtained in consequence of improvements to body
condition (Lassoued et al., 2004; Paula et al., 2005). However, considering the animals
with similar levels of insulinemia (Propylene and Insulin groups), a difference was verified
regarding the frequency and distribution of estrus onset. The more concentrated
distribution of goats in estrus in the Insulin group may be due to an effect related to the
timing of insulin application, i.e., in a period that is short and close to estrus, resulting in a
more immediate response to the stimulus.

The ovulation rate observed in the experiment was similar to that observed in goats
superovulated with eCG or FSH (Armstrong et al., 1982; Pendleton et al., 1992). The
response to the superovulatory treatment (35 CL/animal) was observed in the three
experimental groups, with no differences between the groups. These values are similar to
those obtained by Selvargju et al. (2003), that obtained a mean response of 73.3% of
insulin-treated mixed-breed goats responsive to superovulatory treatment.

The best overall ovarian response (follicle and CL) in the Insulin group cannot be
explained by effects linked to insulinemia, likewise to a possible synergic effect between
such insulinemia and the hormonal stimulation produced by the superovulatory treatment
simultaneous to follicular recruitment during the follicular wave. Selvargju et al., (2003)
observed an increase in the number of follicles and ovulations, attributing this result to a
decrease in the number of folliclesthat enter the process of atresia.

Energy status can be considered the primary factor that influences the reproductive
processes. Downing et a. (1995), evaluating glucose infusion in sheep, observed an
increase in the ovulation rate as a result of a direct action of the availability of glucose,
mediated by insulin, as well as an increase in FSH concentrations during the follicular
phase, which can cause an increase in the number of follicles recruited. Rhind and
McNeilly (1998), observed that sheep submitted to high-feed diets had a significantly
greater number of 1-mm follicles when compared to animals on restricted diets, which may
be attributed to an increase in the ovarian response to the circulating gonadotropins,
metabolic hormones, and growth factors.

The variability of the ovulatory response of donors after gonadotropic treatment
existsin small ruminants; it is more important in sheep than in goats. After FSH treatment
for the induction of superovulation, nearly 25% of Lacaune breed diary sheep present less
than five ovulations, vis-a-vis only 10% in Alpine and Saanen breed goats (Baril et al.,
1989). Therefore, this variability is already expected in small ruminants. Furthermore,
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progestagen has been identified as a cause of this variation due to systemic factors such as
the LH profile, or to the ovarian level, follicular growth profile and dominance (Leyva et
al., 1998).

Breed has also been identified as a factor that can contribute to the variability of the
ovulatory response (Bindon et al., 1986). In general, prolific ovine breeds present better
ovulatory responses to the exogenous gonadotropic stimulus (Dufour et al., 2000).
However, in caprine breeds, the natural prolificity of the particular breed appears not to be
determining factor for this response (Kiessling et al., 1986).

Baldassarre et al., 2004, in a study on small-scale BELEO breed goats, adopted a
total dosage of 133 mg of pFSH, obtaining an ovulation rate response of 12.4 to 12.9

ovulations per donor.

Conclusion

The results show how the injection of insulin at the moment of superovulatory
treatment brought about a greater synergic effect at the ovary level, causing an increase in
the availability of energy, which reflected positively upon the synchronization of the
expression of estrus, follicular recruitment, and the ovulation process.

Additionally, the use of insulin as strategy for stimulating the energy balance was
shown as a more economical and practical approach compared to propylene glycol, since
the latter demands daily applications, while the former restricts the application of the
technique to a limited time interval, with less interference in the animal management

system.
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Fig. 1. Experimental design. Synchronization and superovulation treatment day O sponge
insertion (SI) and start of nutrient treatment, day 9 PGF, administration, day 9 — 11 FSH
treatment (pFSH), day 11 sponge removal (SR). After a further 8-day period, day 18
laparoscopy (Lap). Feed: diet with 1.5 x maintenance of energy requirements; Propylene:
diet with 1.5 x M plus administration of 80 mL/goat/d of propylene glycol during the
hormonal procedure; Insulin (n = 7): diet with 1.5 x M plus three injections of insulin
(0.2Ul/kg BW/d) day 9, 10 and 11, in correspondence with FSH treatment.

Fig. 2: Cumulative distribution of goats in oestrus according to interval (h) between sponge
removal (SR) and onset of estrus (OE).

Fig. 3: Estradiol and insulin levels according to the time of oestrus onset in ovulating goats

with different energy protocols. In the figure, insulin values are given asmeans SEM
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Table 1. Estrus, ovarian and hormonal responsesin goats with different energy protocols.

Vauesaregiveninmeans SEM.
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Figure 1: Experimental design. Hormonal treatment for synchronization/superovulation:
day 0 = sponge insertion (SI) and start of nutrient treatments, day 9 = PGF, injection,
day 9 - 11 = FSH treatment, day 11 = sponge removal (SR), day 18 = laparoscopy
(Lap). Feed: diet with 1.5 x maintenance of energy requirements. Propylene: diet with
1.5 x M plus administration of 80 mL/goat/day of propylene glycol during the hormonal
procedure. Insulin: diet with 1.5 x M plus three injections of insulin (0.2U1/kg BW/day)

at day 9, 10 and 11, simultaneously to FSH treatment.
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Table 1. Estrus, ovarian and hormonal responses in goats with different energy protocols.

Vauesaregiveninmeans SEM.

Parameters Insulin Propyl Feed
Animals treated n 7 5 5
Oestrus response
Animals exhibiting oestrus % 71 (5/7) 60 (3/5) 60 (3/5)
Interval SR-OE  h 31.20 150 32.00 6.11 24.00 4.00
Interval oestrus occurrences  h 8?2 20° 12%®
Ovarian response
Follicles2-5mm? n 70 (7/7) @ 24 (3/5) ° 29 (4/5) °
Preovulatory follicles®  n 10 (4/7) 5 (2/5) ® 1(U5)°
Animalsovulated % 71 (5/7) 60 (3/5) 80 (4/5)
Animalswith>5CL°® % 100 (5/5) 100 (3/3) 75 (3/4)
CL counted®  n 83° 41° 58 °
CL regressed®  n 14° 4° 0°¢
Hormonal response *
Insulin - U/mL  171.65 9.40° 156.85 6.17° 122.38 4.04°
Estradiol pg/mL 228.36 55.88 22254 9349 23261 78.06

" Interval (h) between first and last estrus occurrences; “total number; ° CL = corpora |utes;
* mean total amount; > P < 0.05.



