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RESUMO 

Evidências indicam que os níveis de insulina plasmática influenciam a sobrevivência 

embrionária e o desenvolvimento do concepto. O objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos 

de uma única e de repetidas administrações de insulina sobre a sobrevivência embrionária, taxa 

de concepção e desenvolvimento fetal de cabras da raça Anglo-Nubiana. Trinta e uma cabras 

desta raça tiveram o estro sincronizado por meio de duas administrações de 100 µg de 

cloprostenol, intervaladas por 11 dias. Após a sincronização, dois bodes foram utilizados para a 

detecção do estro e montas naturais. Nesse período, todas as cabras receberam administrações de 

insulina humana de longa duração (0,2UI/kgPV/dia): as fêmeas do primeiro grupo (Insulina I)  

(n = 10) foram submetidas à uma única administração de insulina, concomitante à segunda 

aplicação de cloprostenol (Dia 0); as cabras do segundo grupo (Insulina III) (n = 11) receberam 

três aplicações de insulina (Dias 0, 3 e 6) e as cabras do terceiro grupo (Insulina IV)  (n = 10) 

foram sujeitas a quatro aplicações (Dias 0, 3, 6 e 9). Colheitas de sangue foram realizadas nos 

Dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10. O diagnóstico de gestação e as mensurações dos conceptos e placentomas 

foram realizadas aos 30, 45 e 60 dias após a monta. Após a parição, a prolificidade, tipo de parto 

e peso das crias foram registrados. No grupo Insulina I, 70% (7/10) das fêmeas exibiram estro e 

foram montadas, comparado a 100% das fêmeas nos grupos Insulina III e Insulina IV (21/21). 

As mudanças cumulativas de insulina plasmática e os níveis de progesterona nas cabras 

gestantes aumentaram positivamente, não sendo observado efeito dos tratamentos (P > 0,05). O 

grupo Insulina I apresentou maiores taxas de concepção e do concepto (85,71% e 1,71 ± 0,18)  

(P < 0,05). O efeito da insulina foi significativo no diâmetro dos placentomas e vesículas (P < 

0,05), porém não determinou diferenças entre tratamentos em relação ao comprimento crânio-

caudal e diâmetro biparietal fetais (P > 0,05). A prolificidade ao parto e a proporção de partos 

múltiplos foram similares entre grupos (P > 0,05). Nos cabritos machos, o grupo Insulina I 

apresentou menor peso ao nascimento em relação ao Insulina IV (P < 0,05). Em conclusão, uma 

única administração de insulina antes da monta natural promove melhores índices de 

sobrevivência embrionária, com maiores taxas de concepção, em relação a administrações 

repetidas de insulina antes e após a fecundação. Diferentes administrações de insulina não 

influenciam o tamanho do feto, a freqüência de partos múltiplos e a prolificidade ao parto. 

Palavras-chave: Caprinos. Insulina. Embrião. Desenvolvimento fetal. Prolificidade. 
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ABSTRACT 

Evidences indicate that plasma insulin levels influence the embryo survival and conceptus 

development. Thus, the aim of this study was to compare the effects of an unique insulin 

administration and of repeated insulin administrations on embryo survival, conception rate and 

fetal development in Anglo-Nubian goats. Thirty-one Anglo-Nubian goats had their estrus 

synchronized by two i.m. administrations of 100 µg cloprostenol, 11 days apart. After 

synchronization, two bucks were mixed with the goats to detect estrus and mating. In this period, 

all goats were treated with human long acting insulin (0.2IU/kgBW/day): animals from the first 

group (Insulin I) (n = 10) were submitted to a unique insulin administration at second 

cloprostenol injection (Day 0); goats from second group (Insulin III) (n = 11) received three 

insulin administrations (Days 0, 3 and 6) and the goats of third group (Insulin IV) (n = 10) were 

treated with four insulin doses (Days 0, 3, 6 and 9). Blood samples were collected at Days 0, 2, 4, 

6, 8 and 10 for hormonal assay. Pregnancy diagnosis and measurements of conceptus and 

placentomes were performed at 30, 45 and 60 days after mating by ultrasonography. After 

kidding, litter size, type of parturition and kids birth weight were recorded. In Insulin I group, 

70% (7/10) of females exhibited estrus and were mated compared to 100% of females in Insulin 

III and IV groups (21/21). Insulin cumulative changes and progesterone levels in pregnant does 

increased positively, with no effect of the treatment (P > 0.05). Insulin I showed higher 

conception and conceptus rates (85.71% and 1.71 ± 0,18) (P < 0.05). The effect of insulin was 

significant in the diameter of placentomes and vesicles (P < 0.05), however did not cause 

differences between treatments regarding to fetus crown-rump length and biparietal diameter (P > 

0.05). Litter size and proportion of multiple parturitions were similar between groups (P > 0.05). 

In the male kids, Insulin I had a lower birth weight when compared to Insulin IV (P < 0.05). In 

conclusion, a single insulin administration before mating causes better embryo survival, with 

higher conception rates, in respect to repeated insulin administrations before and after 

fecundation. Different insulin administrations do not affect fetus size, multiple parturition 

frequency and litter size. 

Keywords: Goats. Insulin. Embryo. Fetal development. Litter size. 
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1 INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, a caprinocultura vem se destacando como uma das principais 

atividades econômicas exercidas por pequenos e grandes produtores de carne, leite e pele em todo 

o mundo. Entretanto a região Nordeste, caracterizada por concentrar em torno de 92,4% da 

população caprina do Brasil (IBGE, 2006), ainda enfrenta sérios entraves no que concerne à 

obtenção de elevados índices de produtividade nesta espécie. Um dos principais fatores 

determinantes deste quadro é o manejo nutricional deficiente empregado em grande parte das 

criações, o qual vem refletir, sobretudo, em uma baixa eficiência reprodutiva dos rebanhos.  

Em ruminantes, a nutrição influencia diretamente a fertilidade através do 

fornecimento de nutrientes específicos requeridos para os processos de desenvolvimento 

oocitário, ovulação, fertilização, sobrevivência embrionária e estabelecimento da gestação. A 

fertilidade sofre, ainda, efeitos nutricionais indiretos por meio do impacto dos nutrientes sobre as 

concentrações de hormônios e metabólitos circulantes, fundamentais para o sucesso destes 

processos (Robinson et al., 2006) e para a conseqüente produção de crias viáveis.  

Grande parte da perda potencial das crias está concentrada no período embrionário, 

particularmente durante a pré-implantação. A mortalidade embrionária nesta fase é reconhecida 

como a maior causa de falha reprodutiva em ruminantes, resultando em poucas crias nascidas, 

menor progresso genético e significativa perda econômica. Nesse contexto, é geralmente aceito 

que os índices de fertilização estão na ordem de 90% e que as perdas embrionárias se encontram 

na faixa de 29 a 39% após a fertilização, com a maioria destas ocorrendo entre os dias 8 e 16 pós-

inseminação ou cobertura (Dunne et al., 2000).  

Diante da relevância da viabilidade embrionária na gestação inicial para a obtenção 

de uma melhor fertilidade, e subseqüente incremento dos índices reprodutivos e produtivos, o 

presente trabalho abordará, como revisão de literatura, os fatores que regulam o desenvolvimento 

embrionário no período de pré-implantação, incluindo as mudanças morfofisiológicas do 

embrião, os efeitos da nutrição histotrófica e o metabolismo embrionário, bem como o papel de 

importantes hormônios, como a progesterona, prostaglandina F2α e metabólitos, sobre a 

sobrevivência embrionária em ruminantes.         
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Fatores que Regulam o Desenvolvimento Embrionário no Período de Pré-Implantação 

2.1.1 Mudanças na Morfofisiologia do Embrião durante seu Desenvolvimento Inicial 

O período de pré-implantação corresponde ao intervalo entre a fertilização e a 

implantação do embrião, sendo caracterizado como um período de vida livre de desenvolvimento 

embrionário no oviduto e no útero (Watson et al., 2004) (Figuras 1 e 2). O estádio embrionário 

inicial do período de pré-implantação (zigoto) e o estádio final (blastocisto) diferem tanto em 

termos de morfologia, quanto em relação às características fisiológicas e bioquímicas. As duas 

maiores mudanças morfológicas que ocorrem no embrião durante esse período são a 

compactação e o desenvolvimento da blastocele. Entretanto, associado a tais eventos está a 

ativação seqüencial do genoma embrionário (Telford et al., 1990), a qual resulta em inativação da 

atividade transcripcional materna e aumento na atividade biossintética do concepto (embrião/feto 

e membranas associadas; Frei et al., 1989).  A importância deste conjunto de eventos em termos 

de mudanças nos requerimentos nutricionais embrionários deve ser considerada, visto que uma 

melhor compreensão destes pode contribuir, sobretudo, para elucidar as mudanças nas 

preferências nutricionais e na utilização de nutrientes pelo embrião durante o seu 

desenvolvimento. 

Anteriormente à compactação, os blastômeros dos embriões em estádio de clivagem 

estão ainda pouco aderidos uns aos outros, chegando a sofrer dispersão em caso de remoção da 

zona pelúcida. Tal característica tem implicações profundas nos mecanismos de homeostase que 

podem ser utilizados pelo embrião. De fato, antes da compactação os blastômeros se encontram 

semelhantes a organismos unicelulares, no que concerne aos métodos utilizados por estes para 

manutenção da função celular (Gardner, 1997). A compactação, por sua vez, representa a 

formação do primeiro epitélio de transporte do concepto (Biggers et al., 1988), estando envolvida 

no estabelecimento da polaridade dos blastômeros e, portanto, indicando uma mudança nos 

mecanismos homeostáticos disponíveis para o embrião. É caracterizada por um aumento do 

contato celular entre blastômeros, o qual permanece até o total desaparecimento dos limites 

celulares individuais (Watson & Barcroft, 2001; Stanton et al., 2003).  
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Figura 1. Esquema ilustrativo do desenvolvimento embrionário durante o período de pré-

implantação (Adaptado a partir de Crump Institute for Biological Imaging; web.cena.usp.br). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diferentes estádios do desenvolvimento embrionário durante o período de pré-

implantação: (A) Zigoto; (B) Embrião de 2 células; (C) Embrião de 4 células;  (D) Embrião de 8 

células; (E) Mórula compacta (Adaptado a partir de Laboratoire de Biologie de la Reproduction; 

Lausanne, www.embryology.ch). 
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As junções de adesão (JA) são essenciais para o estabelecimento da adesão celular 

durante a compactação e precedem a formação de outros contatos celulares, tais como 

desmossomos e junções tight. As JA são estruturas heteroméricas complexas compostas de 

caderinas, uma superfamília de proteínas transmembrana (Kemler, 1993), representada 

principalmente pela E-caderina. A porção citoplasmática das caderinas interage com outras 

moléculas, denominadas de β ou γ cateninas, as quais ligam as JA à microfilamentos de actina via 

α-catenina (Kemler, 1993). As cateninas, em geral, atuam reforçando a adesão celular por meio 

da formação de placas protéicas que se unem firmemente ao citoesqueleto. A E-caderina, α e β 

cateninas, bem como a actina do citoesqueleto, são expressas e estocadas no oócito durante a 

oogênese e estão, portanto, presentes nos embriões mamíferos em estádios iniciais de 

desenvolvimento (Vestweber et al., 1987). Contudo, adesões celulares estáveis, principalmente 

mediadas pela E-caderina, não são formadas até que seja iniciado o processo de compactação 

(Pauken & Capco, 1999). 

Uma vez que a compactação ocorre, as células embrionárias próximas à zona 

pelúcida iniciam a formação de complexos de adesão adicionais, em particular junções tight, e 

também estabelecem seus sistemas de transporte de íons em preparação para a formação do 

blastocisto (Fleming et al., 2000). O desenvolvimento do estádio de blastocisto é caracterizado 

pela diferenciação de células do trofectoderma, que se localizam mais externamente e circundam 

a blastocele, e pela formação de uma massa celular interna (MCI) (Gopichandran & Leese, 2003; 

Figura 3). As células do trofectoderma são polarizadas, com uma superfície apical dotada de 

microvilosidades e uma superfície basolateral relativamente lisa que circunda o fluido da 

blastocele. Em contrapartida, as células da MCI são apolares e desprovidas de microvilosidades 

(Pratt, 1985).  

O trofectoderma atua como uma barreira seletiva para o movimento de solutos para 

dentro e para fora da blastocele. Em particular, a enzima Na+ / K+ - ATPase,  localizada nas 

membranas apical e basolateral do trofectoderma, transporta Na+  para o interior da cavidade da 

blastocele, permitindo a posterior entrada de água por processos osmóticos. A Na+ / K+ - ATPase 

tem sido implicada como efetora primária para a formação do blastocisto por estabelecer e 

manter um gradiente iônico através do trofectoderma que promove um acúmulo osmótico de água 

no epitélio (Watson & Barcroft, 2001). Todavia, estudos mais recentes constataram que 

aquaporinas (AQP) ou canais de água podem atuar como importantes mediadores do movimento 
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de fluidos através do trofectoderma (Barcroft et al., 2003), sugerindo que a enzima Na+ / K+ - 

ATPase pode não ser um regulador indispensável para a formação da blastocele e, 

conseqüentemente, do estádio de blastocisto.                        

A formação da blastocele corresponde a um evento de grande dispêndio energético 

(Benos & Biggers, 1981) e, presumivelmente, tem o papel de assegurar a aposição de membranas 

do trofectoderma e endométrio. O desenvolvimento e diferenciação da blastocele, bem como o 

fenômeno de compactação embrionária, são dependentes da transcrição de genes embrionários 

específicos. A ativação seqüencial de tais genes proporciona um aumento no nível de biossíntese 

total, o qual é refletido em uma elevação na demanda de energia pelo embrião e nos seus 

precursores biossintéticos. Deste modo, é possível perceber que à medida que o embrião se torna 

mais complexo, há um concomitante aumento em suas demandas energéticas (Gardner, 1998).  

 

 

Figura 3. Embrião no estádio de blastocisto, aproximadamente no dia 5 de desenvolvimento. 

Nesse estádio, há a diferenciação de células do trofectoderma (1) e da massa celular interna (2), 

com formação de uma cavidade blastocística (CB) ou blastocele (Adaptado a partir de 

Laboratoire de Biologie de la Reproduction; Lausanne, www.embryology.ch). 

 

 

 CB 
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Dentre os diferentes eventos que caracterizam o período de pré-implantação em 

mamíferos, a ativação do genoma embrionário pode ser considerada como um dos mais 

importantes. A ativação ocorre quando os transcritos expressos a partir do genoma 

zigótico/embrionário substituem os transcritos maternos, que passam a direcionar o 

desenvolvimento inicial (Figura 4). Tal evento é um processo complexo que requer uma série 

bastante coordenada de modificações nucleares e citoplasmáticas. Segundo Kanka (2003), as 

mudanças na estrutura da cromatina de embriões em estádios iniciais exercem um importante 

papel na ativação do genoma, porém não são suficientes para ativar a transcrição. Nesse contexto, 

outros estudos observaram que mudanças citoplasmáticas, especialmente disponibilidade, 

conteúdo ou atividade de fatores transcripcionais, atuam em conjunto com as mudanças na 

cromatina para o sucesso da transcrição (Latham & Schultz, 2001).  

Um grande número de fatores transcripcionais é expresso como proteínas de origem 

materna em embriões durante o seu desenvolvimento inicial. Em camundongos, a abundância de 

transcritos dos fatores Sp1, TBP, CBP e mTEAD-2 começa a diminuir durante a maturação 

oocitária, aumentando, posteriormente, no estádio de duas células (Worrad & Schultz, 1997; 

Wang & Latham, 2000). Tal padrão reflete a degradação do mRNA materno, iniciada durante a 

maturação do oócito, e a substituição desses transcritos maternos por transcritos zigóticos após a 

ativação do genoma embrionário (Schultz, 1993; Davis et al., 1996). Em ruminantes, a ativação 

do genoma ocorre por volta do estádio de 8-16 células, quando ocorrem as principais mudanças 

na ultra-estrutura do nucléolo do blastômero e nos padrões de síntese protéica (Memili & First, 

2000).           

Acredita-se que uma das funções primárias da ativação do genoma embrionário seja a 

prevenção da morte celular programada, ou apoptose, uma vez que o oócito apresenta 

informações capazes de ativar esse mecanismo de morte celular quando não fertilizado 

(Jurisicova, 1998; Dalbiés-Tran & Mermillod, 2003). 
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Figura 4. Ativação do genoma embrionário, caracterizada pela substituição gradual da atividade 

transcripcional materna pela atividade transcripcional do embrião. Em ruminantes, a ativação do 

genoma ocorre no estádio de 8 a 16 células, como demonstrado na figura (Adaptado de Hardy & 

Spanos, 2002). 
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2.1.2 Nutrição Histotrófica: O Papel das Secreções Uterinas 

Nas espécies ovina e caprina, o concepto atinge o útero durante a primeira semana de 

gestação, e permanece livre ou pouco aderido ao lúmen uterino até a implantação, a qual ocorre 

durante a quarta semana de gestação. Antes da implantação, os conceptos são nutridos apenas por 

secreções presentes na luz do útero, um fenômeno comumente conhecido como nutrição 

histotrófica. A nutrição histotrófica corresponde à primeira fonte nutricional disponível para o 

desenvolvimento do concepto e parece ser essencial para sua sobrevivência e crescimento durante 

a gestação em animais domésticos (Spencer et al., 2004). Em ruminantes, o embrião é 

completamente dependente da nutrição histotrófica por um período prolongado de seu 

desenvolvimento, em relação a outras espécies de mamíferos, visto que os embriões de 

ruminantes não sofrem completa adesão ao lúmen uterino até que a organogênese inicial ocorra 

(Thompson, 2006). 

As secreções uterinas, denominadas de histótrofos, são misturas complexas de 

enzimas, fatores de crescimento, citocinas, linfocinas, hormônios, proteínas de transporte e outras 

substâncias (Bazer, 1975). Gases e pequenas moléculas de nutrientes, como açúcares e 

aminoácidos, parecem alcançar a superfície absortiva do trofectoderma por difusão através dos 

fluidos luminais. Embora os requerimentos nutricionais específicos para o desenvolvimento do 

embrião não estejam ainda bem estabelecidos, dados indicam que, em embriões ovinos, há uma 

diminuição na produção de energia derivada do metabolismo da glicose pelo trofoblasto, entre os 

dias 13 e 19 (Wales & Waugh, 1993), enquanto observa-se um significativo aumento no 

metabolismo do acetato pelos tecidos do trofoblasto durante esse período (Waugh & Wales, 

1993).         

Muitos dos conhecimentos sobre nutrição histotrófica foram derivados de uma 

avaliação dos produtos secretórios do endométrio e do concepto. Por exemplo, a proteína de 

ligação do retinol é o principal produto secretório do concepto (Trout et al., 1991) e endométrio 

ovino (Harney et al., 1993) durante o período de pré-implantação. Tal proteína é conhecida por 

apresentar importantes funções no transporte da vitamina A lipossolúvel (retinol) para o interior 

do embrião em desenvolvimento. Os retinóides possuem numerosos efeitos sobre a função celular 

e tecidual e são necessários para o desenvolvimento embrionário e diferenciação de membranas 

extra-embrionárias. Contudo, se presentes em quantidades excessivas, tornam-se prejudiciais à 

função e estrutura da membrana. 
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Outro importante grupo de proteínas secretórias que regem a comunicação concepto-

maternal em ovinos são os fatores de crescimento, particularmente aqueles pertencentes à família 

dos fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGFs). Acredita-se que tais fatores derivados 

do útero regulam o crescimento do concepto por uma via parácrina, envolvendo a ligação com 

receptores específicos do fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-I) e com proteínas de 

ligação do IGF. Em ovinos, o IGF-I e o IGF-II estão presentes nos fluidos uterinos entre os dias 

10 e 16 (Ko et al., 1991), com maiores níveis de IGF-I nas ovelhas cíclicas do que nas prenhes no 

dia 16. Estudos posteriores têm demonstrado a expressão de genes para o IGF-I, IGF-II e fator de 

crescimento transformador α (TGFα) em embriões ovinos no período de pré-implantação 

(Watson et al., 1994), ressaltando a natureza complexa das interações entre o concepto e os 

fatores de crescimento uterinos durante o estabelecimento da gestação. 

Estudos realizados em humanos, primatas e subprimatas evidenciaram o importante 

papel das secreções endometriais como reguladores primários do desenvolvimento e 

sobrevivência do concepto, produção de sinais de reconhecimento materno da gestação, 

implantação e placentação (Gray et al., 2001a; Burton et al., 2002). De acordo com Guillomot et 

al. (1981), as células epiteliais com microvilosidades que revestem o lúmen uterino apresentam 

uma alta atividade secretória durante a fase luteal do ciclo e ao início da implantação. O 

trofectoderma, por sua vez, demonstra atuar como um local de intensa atividade pinocítica, a qual 

aumenta à medida que o blastocisto se desenvolve (Wintenberger-Torres & Flechon, 1974). 

Deste modo, tem-se hipotetizado que importantes metabólitos necessários para o crescimento do 

concepto são obtidos a partir dos histótrofos uterinos. Esta hipótese é fundamentada, ainda, em 

estudos sobre transferências assincrônicas de embriões e vesículas trofoblásticas (Flechon et al., 

1986), e, principalmente, em resultados obtidos a partir da utilização de ovelhas submetidas à 

inibição do desenvolvimento glandular uterino (Gray et al., 2001b, 2002).   

Em ovinos, a exposição contínua do útero à progesterona durante a gestação induz a 

expressão de proteínas nas glândulas endometriais que passam a ser secretadas no lúmen uterino. 

Dentre essas substâncias, destacam-se as proteínas do leite uterino ovino (UTMPs) e as 

osteopontinas (OPNs). As UTMPs são membros da família serpina de inibidores de protease 

(Peltier & Hansen, 2001) e, juntamente com as OPNs, importantes glicoproteínas, funcionam 

como excelentes marcadores da capacidade secretória endometrial durante a gestação em ovelhas 

(Spencer et al., 1999; Stewart et al., 2000). Contudo, tais proteínas só apresentam-se em níveis 



 25 

abundantes no lúmen uterino a partir do período peri-implantacional, alcançando maiores 

concentrações à medida que se estabelece o crescimento e desenvolvimento fetal (Stewart et al., 

2000; Johnson et al., 2003).  

 

 

2.1.3 Metabolismo como Regulador-Chave do Desenvolvimento Embrionário 

Nos embriões de ruminantes, o ambiente energético que determina as vias 

metabólicas para a geração de ATP e substratos anabólicos se encontra provavelmente implicado 

na determinação da competência de desenvolvimento embrionário (Thompson, 1996). Associado 

a isso, estudos têm demonstrado que a disponibilidade de substratos energéticos, especialmente 

glicose e oxigênio, alteram a capacidade de desenvolvimento do embrião (Kim et al., 1993; Lim 

et al., 1999).  

Em mamíferos, o metabolismo embrionário de pré-implantação é caracterizado por 

um aumento marcante na produção de ATP no estádio de blastocisto (Leese, 1995). Por exemplo, 

o consumo de oxigênio, principal rota pela qual o ATP é gerado durante o desenvolvimento de 

pré-implantação, aumenta 2,7 e 2,25 vezes entre os estádios de mórula e blastocisto em fêmeas de 

camundongos e em vacas, respectivamente (Houghton et al., 1996; Thompson et al., 1996). De 

modo similar, a produção de ATP calculada a partir do consumo de oxigênio e glicólise (a 

conversão de glicose para lactato) aumenta em aproximadamente 3 e 1,7 vezes, no mesmo 

período, também em embriões de camundongos e bovinos. Os dois principais consumidores de 

ATP em células somáticas de mamíferos são a bomba de íons, via enzima Na+ / K+ - ATPase 

(bomba de sódio e potássio; Leese, 1995), e a síntese protéica (Thompson et al., 1998). Visto que 

um aumento final no conteúdo protéico somente ocorre após a formação do blastocisto (Sellens et 

al., 1981), é provável que o aumento requerido para o ATP em tal estádio seja amplamente em 

função da Na+ / K+ - ATPase. 

Mudanças significativas ocorrem nas atividades das vias geradoras de energia 

(glicólise e fosforilação oxidativa) durante o desenvolvimento embrionário do estádio de zigoto 

até blastocisto. Durante o desenvolvimento do blastocisto, a geração de ATP, anteriormente 

dependente do processo de fosforilação oxidativa, passa ser realizada preferencialmente pela via 

glicolítica (Leese, 1995). Tal mudança provavelmente está associada a uma redução nos 

requerimentos de fosforilação oxidativa mitocondriais neste período, visto que estudos 
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posteriores demonstraram que o estádio de desenvolvimento embrionário pós-compactação 

parece se beneficiar de uma diminuição na fosforilação oxidativa durante o cultivo in vitro 

(Thompson et al., 2000; Harvey et al., 2004).  

Os requerimentos dos embriões durante o desenvolvimento de pré-implantação 

variam de acordo com o estádio embrionário e dependem da disponibilidade de substratos 

presentes no ambiente circundante (Thompson, 1996). Em embriões bovinos, os estádios iniciais 

de desenvolvimento apresentam uma limitada capacidade de utilizar glicose até a compactação, 

dependendo principalmente, da oxidação de nutrientes como piruvato e aminoácidos para 

fornecimento de energia (Thompson et al., 1996). Contudo, como observado em outras espécies 

(Leese, 1995; Harvey, 2007), há um aumento no consumo de glicose e produção de lactato no 

momento da compactação (Thompson et al., 1996), o qual coincide com a transição do embrião 

do oviduto para o útero. 

A mudança no uso da glicose como substrato energético primário parece ser 

decorrente de modificações biossintéticas e de desenvolvimento relativas à formação do fluido da 

blastocele e à preparação para o processo de implantação. Tal mudança na preferência de 

utilização de glicose pelo embrião coincide com uma máxima expressão de cinco importantes 

membros da família dos transportadores de glicose facilitadores, os GLUTs. O GLUT1 é 

expresso no oócito e durante todo o desenvolvimento embrionário (Pantaleon et al., 1997a). Os 

GLUT2, GLUT3 e GLUT5 são ativados no estádio embrionário de oito células, enquanto o 

GLUT8 é detectado apenas no estádio de blastocisto (Carayannopoulos et al., 2000). Além 

destes, dois novos transportadores de glicose têm sido recentemente identificados em embriões 

durante a pré-implantação: o GLUT9 e o GLUT12 (Riley & Moley, 2006). Ambos são expressos 

a partir de estádios embrionários iniciais (1 a 2 células) e também têm sido implicados no 

aumento gradual do consumo de glicose pelo embrião, necessário para a manutenção de sua 

vitalidade.  

Estudos têm demonstrado que uma diminuição significativa no transporte de glicose 

em blastocistos, induzida pela diabete materna, ocorre concomitantemente a um aumento 

prematuro e exagerado na apoptose embrionária (Moley et al., 1998). Similarmente, Pinto et al. 

(2002) relataram que uma diminuição no consumo de glicose via GLUT8, estimulada por níveis 

elevados de insulina e IGF-I, causa um aumento da apoptose no estádio de blastocisto e uma 

redução no sucesso da gestação. Estes dados indicam que os complexos mecanismos de 
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transporte da glicose e a manutenção de concentrações ótimas de glicose intra-embrionárias são 

requeridos para o desenvolvimento e sobrevivência de embriões no período de pré-implantação 

(Carayannopoulos et al., 2004). 

Além da glicose, outros substratos exercem importante papel no metabolismo 

embrionário, dentre eles aminoácidos e oxigênio. Um estudo inicial enfocando os efeitos 

benéficos de aminoácidos no desenvolvimento de embriões, durante o período de pré-

implantação, foi realizado por Gwatkin (1966), o qual observou que a presença de aminoácidos 

no meio de cultivo estimulou a posterior implantação e crescimento de blastocistos de 

camundongos. Tal estudo in vitro, bem como estudos posteriores, suportaram a idéia de que os 

aminoácidos atuam especificamente nos estádios posteriores ao desenvolvimento embrionário 

pré-implantacional. Contudo, a inclusão de aminoácidos no meio de cultivo para zigotos e 

embriões em estádio de clivagem também pode ser considerada viável, quando se considera que 

os fluidos ovidutários e uterinos contêm uma significativa quantidade de aminoácidos livres 

(Moses et al., 1997). Atualmente, aminoácidos são adicionados ao meio de cultivo de embriões 

bovinos em estádios iniciais, atuando sobre um grande número de funções, dentre elas síntese 

protéica (Epstein & Smith, 1973), fornecimento de energia (Partridge & Leese, 1996; Jung et al., 

1998), osmorregulação (Baltz, 2001), regulação do pH (Baltz, 1993; Edwards et al., 1998), 

proteção contra estresse oxidativo (Lindenbaum, 1973) e remoção de amônia (Partridge & Leese, 

1996; Donnay & Leese, 1999).  

O oxigênio também é um importante componente dos ambientes ovidutário e uterino, 

podendo exercer, portanto, importante papel no controle do desenvolvimento embrionário, 

particularmente através da regulação do metabolismo. Segundo Harvey (2007), os embriões 

parecem encontrar um gradiente decrescente de concentração de oxigênio à medida que estes 

progridem do oviduto para o útero. De fato, durante o momento da implantação inicial, condições 

de hipóxia ou mesmo anóxia são aplicadas ao trofectoderma durante sua adesão ao lúmen uterino 

(Leese, 1995). Acredita-se, deste modo, que esse gradiente de oxigênio exerça uma importante 

função regulatória na programação do desenvolvimento embrionário normal in vivo. No entanto, 

os efeitos das concentrações de oxigênio sobre a atividade metabólica do embrião, e sobre seu 

subseqüente desenvolvimento, ainda não foram completamente elucidados, demandando maiores 

estudos (Thompson et al., 1996; Lopes et al., 2005).     
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2.2 Sobrevivência Embrionária e Fertilidade em Ruminantes 

2.2.1 Reconhecimento Materno da Gestação e Sobrevivência Embrionária  

O reconhecimento materno da gestação em ruminantes ocorre através da ação de uma 

proteína produzida pelas células trofoblásticas embrionárias, denominada de Interferon tau   

(IFN-τ). O IFN-τ é secretado em grandes quantidades pelo embrião entre os dias 15 e 17 da 

gestação (Santos et al., 2004), com início de produção no dia 12, e possui um importante efeito 

anti-luteolítico, atuando por meio da inibição ou alteração nos padrões de secreção endometrial 

de prostaglandina F2α (PGF2α; Ealy et al., 2004). Tal efeito é obtido através do bloqueio da 

expressão de receptores de oxitocina no endométrio, o qual determina o impedimento da ação da 

oxitocina luteal e hipofisária no estímulo para a síntese e liberação de PGF2α endometrial 

(Demmers et al., 2001). Em ovinos, o IFN-τ limita indiretamente a expressão do gene do receptor 

de oxitocina, por meio da inibição da expressão do receptor de estrógeno no epitélio endometrial 

(Fleming et al., 2001). Contudo, em bovinos, a expressão gênica do receptor de oxitocina parece 

sofrer uma regulação direta do IFN-τ (Robinson et al., 1999). O IFN-τ também tem o papel de 

estimular a produção de prostaglandina E2, um importante agente luteotrófico, e aumentar a 

produção de diversas proteínas secretórias de origem uterina que podem estar envolvidas na 

manutenção da viabilidade do concepto (Ott et al., 1998; Nagaoka et al., 2003).   

O efeito anti-luteolítico do IFN-τ resulta em manutenção de um corpo lúteo 

funcional, com conseqüente secreção de níveis plasmáticos constantes de progesterona, 

essenciais para a obtenção de um ambiente uterino adequado para o desenvolvimento a termo do 

embrião (Spencer et al., 2004). Além desta função, o IFN-τ desempenha uma potente atividade 

anti-viral e anti-proliferativa (Pontzer et al., 1988; Pontzer et al., 1991), que contribui para a 

manutenção da gestação. Em vista do importante papel do IFN-τ, pesquisas recentes têm buscado 

determinar quais fatores podem estar envolvidos na manutenção do corpo lúteo e, portanto, da 

gestação após o declínio nos níveis desta proteína. Silva et al. (2000) observaram que o corpo 

lúteo que é mantido durante o reconhecimento materno da gestação é capaz de degradar PGF2α 

em seu metabólito (PGFM). Os mesmos autores demonstraram ainda que, no dia 13 de gestação, 

os corpos lúteos de ovelhas com embriões viáveis tiveram maior concentração e atividade da 

prostaglandina desidrogenase (PGDH), em relação aos corpos lúteos de ovelhas cíclicas no dia 13 

da fase luteal. Tal achado sugere um envolvimento do corpo lúteo na inibição dos efeitos da 
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PGF2α e, conseqüentemente, na manutenção gestacional durante e provavelmente após o 

reconhecimento materno da gestação.      

Um atraso no desenvolvimento do concepto pode resultar em perda embrionária 

(Wilmut & Sales, 1981). Tal perda pode ser devido a uma inabilidade do embrião em sinalizar 

sua presença ao organismo materno no momento de prevenir a luteólise. Assim, embora fatores 

ambientais, como o estresse calórico, possam afetar a sobrevivência embrionária, acredita-se que 

a principal causa esteja relacionada a um desenvolvimento retardado do embrião e/ou a uma falha 

em produzir quantidades suficientes de IFN-τ para prevenir o processo luteolítico (Goff, 2002).  

É importante ressaltar que a quantidade de IFN-τ sintetizada pelo concepto sofre influência do 

estádio de desenvolvimento do embrião, podendo, ainda, ser usada como um indicador objetivo 

da qualidade embrionária, visto que fornece uma medida direta da atividade biossintética do 

trofoblasto (Hernandez-Ledezma et al., 1993).   

Os padrões de desenvolvimento folicular e a resultante secreção de 17β-estradiol 

durante o dia 14 ao dia 17 pós-cobertura parecem ser importantes em relação à sobrevivência 

embrionária durante o reconhecimento materno da gestação. Tal conceito foi originalmente 

apresentado por Macmillan et al. (1986) e tem sido suportado em subseqüentes estudos por 

Thatcher et al. (1989) e outros autores, nos quais a ovulação ou atresia do folículo dominante 

durante a metade da fase luteal aumentaram, em alguns casos, a taxa de gestação. 

Evidências da associação da perda embrionária com secreção excessiva de estrógeno 

durante o reconhecimento da gestação foram obtidas em vacas de corte por Pritchard et al. 

(1994). Neste estudo, amostras de sangue foram colhidas de 100 vacas de corte lactantes para 

mensurar os níveis plasmáticos de progesterona e estradiol durante os dias 14 a 17 pós-cobertura. 

As fêmeas foram divididas em três grupos de acordo com as concentrações de 17β-estradiol no 

quarto dia de colheita: os grupos baixo (1,6 pg/mL), médio (2,1 pg/mL) e alto (3,1 pg/mL). Pôde-

se constatar, a partir deste estudo, que há um declínio na taxa de concepção ao primeiro serviço 

(77, 60 e 42%, respectivamente), à medida que a concentração de estradiol sofre um aumento em 

seus níveis plasmáticos.  

Está claro que, em alguns casos, existe uma associação da perda embrionária durante 

o reconhecimento materno da gestação com maiores concentrações circulantes de estrógeno. 

Contudo, o momento exato de um efeito estrogênico e o mecanismo pelo qual o estrógeno pode 



 30 

interferir com o desenvolvimento embrionário ainda não estão completamente estabelecidos 

(Inskeep, 2004). 

 

 

2.2.2 Prostaglandina F2α e Seu Papel Embriotóxico 

Concentrações endometriais de prostaglandina F2α (PGF2α) podem sofrer um 

aumento ocasionado por vários fatores estressantes, como subnutrição (Butler, 1998) e estresse 

calórico (Malayer et al., 1990), e, quando elevadas prematuramente, são associadas com morte 

embrionária precoce. O momento aparente da perda embrionária, em torno do dia 5 ao dia 8 da 

gestação, mostrou-se concomitante ao aumento da secreção uterina de PGF2α no dia 4 ao dia 9 

pós-estro em vacas com fases luteais curtas (Cooper et al., 1991). Nesse contexto, Schrick et al. 

(1993) observaram que as concentrações de PGF2α nos lavados uterinos de vacas com fases 

luteais curtas foram maiores que o dobro das concentrações deste hormônio em vacas com fases 

luteais normais (636 ± 82 e 288 ± 90 pg/mL, respectivamente). Além disso, as concentrações de 

PGF2α nos lavados uterinos tenderam a ser correlacionadas negativamente com a qualidade 

embrionária (r = -0,42).  

Um efeito embriotóxico direto da PGF2α tem sido sugerido para embriões de 

camundongos (Harper & Skarnes, 1972) e demonstrado em embriões de coelhos (Maurer & 

Beier, 1976) e ratos (Breuel et al., 1993). Recentemente, Scenna et al. (2004) realizaram um 

estudo com embriões bovinos a fim de verificar os efeitos da PGF2α sobre o seu 

desenvolvimento pré- e pós-compactação.  Neste estudo, os embriões foram submetidos a 

cultivos in vitro com diferentes concentrações de PGF2α, sendo posteriormente avaliados quanto 

ao seu estádio de desenvolvimento. Os resultados obtidos revelaram que a adição de PGF2α no 

meio de cultivo, independente da concentração utilizada, reduz o desenvolvimento de embriões 

pré-compactados até o estádio de blastocisto, sem reduzir, contudo, o desenvolvimento de 

mórulas compactas até tal estádio. As mórulas compactas, embora não prejudicadas quanto ao 

seu desenvolvimento, apresentaram menores taxas de eclosão quando inicialmente cultivadas 

com PGF2α. Tais resultados reforçam o efeito negativo direto da PGF2α sobre o 

desenvolvimento embrionário e, conseqüentemente, sobre a qualidade e viabilidade dos 

embriões.          
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Buford et al. (1996) demonstraram que a PGF2α foi prejudicial aos embriões quando 

administrada em vacas de corte com ciclos normais, durante o dia 4 ao dia 7 após o estro e 

inseminação, sendo este um intervalo similar ao período no qual uma alta mortalidade 

embrionária tem sido observada em vacas com fases luteais curtas. Os mesmos autores testaram, 

ainda, se a sobrevivência embrionária em vacas desmamadas precocemente foi melhorada 

quando o efeito luteolítico da PGF2α foi reduzido pelo tratamento com flunixim meglumine, um 

inibidor da prostaglandina G/H sintetase (PGHS). Os resultados do estudo indicaram que a taxa 

de gestação sofreu um aumento apenas quando o flunixim meglumine foi combinado com a 

remoção do corpo lúteo, demonstrando, portanto, que o corpo lúteo em regressão parece ser um 

componente do efeito embriotóxico da PGF2α. Deste modo, torna-se possível que mesmo 

concentrações subluteolíticas de PGF2α de origem uterina (Schramm et al., 1983) exerçam um 

importante papel sobre a perda embrionária, durante o desenvolvimento inicial, devido à 

liberação concomitante de PGF2α pelo corpo lúteo.  

Para confirmar tal achado, Hernandez-Fonseca et al. (2000) transferiram um embrião 

para cada corno uterino, a fim de testar se níveis significativos de PGF2α seriam liberados 

localmente para o corno uterino adjacente ao corpo lúteo em regressão. A redução da 

sobrevivência embrionária não diferiu entre os cornos uterinos ipsi e contralateral ao corpo lúteo, 

podendo-se verificar, portanto, que o efeito observado foi de origem sistêmica ou através do 

lúmen uterino. 

Em geral, considera-se a evidência de que elevadas concentrações de PGF2α são 

tóxicas para embriões de ruminantes em estádios iniciais de desenvolvimento. Dados mais 

recentes suportam o conceito de que o efeito é direto e não requer transferência local do ovário 

para o útero, mas que um corpo lúteo em regressão pode ser uma fonte significativa da PGF2α 

envolvida no efeito embriotóxico (Inskeep, 2004). 
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2.2.3 Progesterona e Sobrevivência Embrionária 

A secreção luteal de progesterona é essencial para o sucesso da gestação, ovulação de 

um oócito de boa qualidade, manutenção da quiescência uterina, nutrição e sobrevivência 

embrionária e fetal, bem como para ocorrência de partos normais (McDonald et al., 1952).  

Nesse contexto, estudos de Meisterling & Dailey (1987) registraram uma fertilidade 

reduzida em vacas leiteiras associada com baixas concentrações de progesterona durante o ciclo 

estral precedente à inseminação artificial. Sabe-se, todavia, que existe um grande número de 

mecanismos potenciais pelos quais baixas concentrações de progesterona podem reduzir a 

fertilização e/ou as taxas de sobrevivência embrionária. Como exemplo, baixos níveis 

plasmáticos deste hormônio resultam em persistência de folículos dominantes que produzem 

oócitos em um estádio mais avançado de maturação, em relação à folículos dominantes de idade 

e tamanho normais (Mihm et al., 1999). Em virtude disso, oócitos oriundos de folículos 

dominantes persistentes são, apesar de fertilizáveis, suscetíveis à morte embrionária precoce 

(Austin et al., 1999).  

Associado à redução nas concentrações periféricas de progesterona, verifica-se um 

aumento na freqüência dos pulsos de LH (Bergfeld et al., 1996), o qual induz uma elevação na 

secreção de 17β-estradiol (Sanchez et al., 1995). Contudo, como descrito previamente, a 

evidência de uma associação negativa entre elevadas concentrações periféricas de estradiol no 

período peri-ovulatório e subseqüente sobrevivência embrionária ainda é pouco conclusiva 

(Inskeep, 2004). Há também indícios de que baixas concentrações de progesterona antes do estro 

podem influenciar a morfologia endometrial durante o ciclo subseqüente, como evidenciado por 

um aumento na secreção de PGF2α após desafio com oxitocina (Shaham-Abalancy et al., 2001), 

que resultou em um efeito potencialmente embriotóxico.  

Em novilhas de corte, Diskin et al. (2004) demonstraram que há uma associação 

linear e quadrática entre concentrações periféricas de progesterona e sobrevivência embrionária. 

Tais dados recentes obtidos em bovinos estão de acordo com os resultados de estudos anteriores 

em ovinos (Parr et al., 1987) e suínos (Jindal et al., 1996), nos quais foi observada, ainda, uma 

relação inversa entre concentrações circulantes de progesterona e ingestão alimentar. Além disso, 

há evidências para ovinos (Parr et al., 1987), suínos (Ashworth, 1991) e vacas leiteiras (Starbuck 

et al., 2001) de que uma suplementação com progesterona naqueles animais com baixas taxas de 
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sobrevivência embrionária, como resultado de uma insuficiência deste hormônio, reduziria o 

risco de perdas. 

Uma análise de diversos estudos utilizando suplementação com progesterona mostrou 

um aumento total de 5,2% na taxa de gestação após o tratamento tardio com esse hormônio (a 

partir da primeira semana pós-fertilização), comparado a um aumento de 10,3% nos estudos onde 

a progesterona foi administrada antes do dia 6 da gestação. Garrett et al. (1988) constataram, 

ainda, que uma suplementação com progesterona realizada precocemente (entre os dias 2 e 5) 

aumenta a taxa de desenvolvimento do concepto, o qual pode vir a sofrer um aumento de até dez 

vezes em seu tamanho no dia 14. No entanto, a administração de progesterona exógena traz a 

desvantagem de ocasionar uma possível redução na secreção de gonadotrofinas hipofisárias, das 

quais o corpo lúteo é dependente. Embora tal efeito não seja significativo enquanto a 

progesterona está sendo administrada, pode vir a se tornar prejudicial ao término do tratamento se 

o corpo lúteo tiver sofrido redução em seu tamanho ou em sua capacidade secretória durante o 

período de administração (Royal et al., 2000).           

Evidências indicam que a progesterona exerce um importante papel na regulação de 

secreções uterinas essenciais para o desenvolvimento embrionário inicial, tais como proteínas e 

fatores de crescimento. Tal achado foi verificado por Ashworth et al. (1985), onde ovelhas 

ovariectomizadas que receberam implantes de esteróides a longo prazo, no intuito de mimetizar 

mudanças em hormônios endógenos durante a gestação inicial, demonstraram que diversas 

proteínas específicas do fluido uterino foram estimuladas pela progesterona. Também tem sido 

observado que a sincronia entre o embrião e o endométrio é regulada pelo momento em que há 

uma elevação pós-ovulatória nos níveis plasmáticos de progesterona. Neste sentido, um estudo de 

Mann & Lamming (2001) demonstrou que em um grupo de vacas com embriões de dia 16, 

aquelas que apresentaram embriões de pobre desenvolvimento haviam sofrido um atraso no 

aumento de progesterona após a ovulação, quando comparadas às vacas com embriões de 

desenvolvimento normal. 

Embora o momento da elevação de progesterona seja importante para o 

desenvolvimento embrionário, a concentração deste hormônio também se mostra indispensável 

para prevenir a luteólise e, portanto, manter a gestação. Experimentos com vacas 

ovariectomizadas e tratadas com progesterona demonstraram que uma baixa concentração 

plasmática deste hormônio resulta no desenvolvimento de um forte sinal luteolítico (Mann & 
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Lamming, 1995). Outros estudos demonstraram, ainda, que a produção de IFN-τ pelo concepto é 

positivamente correlacionada com a concentração de progesterona plasmática materna (Kerbler et 

al., 1997). Estes achados evidenciam que baixos níveis plasmáticos de progesterona podem 

influenciar o desenvolvimento embrionário, presumivelmente por causar uma alteração nas 

secreções endometriais, a qual resulta em redução na secreção de IFN-τ. Deste modo, em vacas 

com baixas concentrações de progesterona durante a gestação inicial, o embrião tende a secretar 

menos IFN-τ, tornando-se mais difícil para esta proteína prevenir a secreção de PGF2α. Tais 

observações confirmam, portanto, que uma redução nas concentrações plasmáticas de 

progesterona pode retardar a taxa de crescimento e desenvolvimento dos embriões, bem como a 

sua taxa de sobrevivência (Sreenan et al., 2001).   

 

 

2.2.4 Interações entre Estado Nutricional, Concentrações de Progesterona e Sobrevivência 

Embrionária 

Rhind et al. (1985) sugeriram que a complexa relação entre nutrição e 

sobrevivência/crescimento embrionário em ovinos depende das interações entre o genótipo, 

fecundidade, grau e duração da restrição alimentar. Nesta espécie, é bem documentado que há 

uma relação inversa entre estado nutricional pós-monta e concentrações periféricas de 

progesterona (Williams & Cumming, 1982), sendo baixas concentrações deste hormônio, após 

um elevado plano alimentar, associadas com uma elevada taxa de perda embrionária. Acredita-se 

que essa relação reflete uma elevação no metabolismo da progesterona a partir de um aumento na 

ingestão alimentar.  

Baixos níveis circulantes de progesterona podem ocorrer devido à redução de sua 

secreção pelo corpo lúteo ou à um aumento no metabolismo da progesterona secretada. É de 

conhecimento que o fígado é o maior local de metabolismo de esteróides do organismo. Assim, 

mudanças na ingestão de nutrientes poderiam influenciar o metabolismo da progesterona por 

meio de pelo menos três vias: mudanças na massa hepática, alterações na taxa de fluxo sanguíneo 

através do fígado e modificações na atividade da oxidase ou enzimas do P-450 hepático que 

catalisam esteróides. Ressalta-se, contudo, que estes três mecanismos não possuem, 

necessariamente, ação mútua (Ashworth, 1995).  
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A progesterona é rapidamente metabolizada pelo fígado e os metabólitos são 

excretados na bile e eliminados nas fezes (Palme et al., 1996). Dados mais recentes têm 

demonstrado que mudanças no nível de progesterona fecal refletem os perfis deste hormônio no 

leite e no plasma, refletindo, portanto, a função luteal e/ou placentária (Schwarzenberger et al., 

1997). Assim, a análise dos metabólitos de progesterona presentes nas fezes tem surgido como 

um importante método para monitorar as taxas metabólicas deste hormônio esteróide, com 

resultados mais concretos já tendo sido obtidos na espécie bovina (Rabiee et al., 2001a, 2002a).  

Vacas em melhores condições corporais tendem a ingerir maiores quantidades de 

alimento, o que resultaria em um aumento no metabolismo da progesterona e, conseqüentemente, 

em menores concentrações plasmáticas deste hormônio (Rabiee et al., 2002b). Nestes animais, 

um plano nutricional elevado e contínuo parece aumentar cronicamente o fluxo sanguíneo 

hepático e, assim, as taxas metabólicas dos hormônios esteróides. Todavia, em vacas em lactação, 

tais alterações hepáticas e metabólicas têm se mostrado duas vezes maiores em relação à vacas 

não lactantes, o que indica que mesmo com um nível similar de produção hormonal, as 

concentrações dos hormônios esteróides poderiam ser inferiores em vacas durante o período 

lactacional (Sangsritavong et al., 2002). 

De fato, o aumento na produção de leite é acompanhado por um aumento 

concomitante no metabolismo da progesterona, o que está diretamente relacionado a um 

incremento nas demandas nutricionais (Bech-Sàbat et al., 2008). Neste sentido, em um 

experimento envolvendo suplementação contínua com progesterona em vacas leiteiras, foi 

observada uma alteração nas concentrações circulantes deste hormônio e na excreção de seus 

metabólitos durante o período de lactação, devido a um conseqüente aumento no consumo 

alimentar neste período (Rabiee et al., 2001b). Segundo Wiltbank et al. (2006), a elevação no 

metabolismo da progesterona, determinada por um aumento no consumo alimentar, poderia 

alterar a eficiência reprodutiva de diversas espécies, tendo maiores efeitos, contudo, naquelas 

com aumentos extremos no consumo, como vacas leiteiras em lactação. Desta forma, tais autores 

sugerem que algumas das alterações reprodutivas nestes animais, como elevadas taxas de perda 

embrionária, sejam causadas por aumentos dramáticos no metabolismo da progesterona, 

ocasionados por uma elevação no consumo de alimentos e fluxo sanguíneo hepático (Figura 5).  
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Figura 5. Via fisiológica desencadeadora de possíveis alterações reprodutivas nas diferentes 

espécies domésticas, observada principalmente em vacas leiteiras durante o período de lactação 

(Adaptado de Wiltbank et al., 2006).  

 

Parr (1992) relatou, em ovinos, que o aumento na ingestão alimentar durante o início 

da gestação também ocasiona uma elevação no fluxo sanguíneo hepático e, ainda, no fluxo do 

trato gastrintestinal. Como acima de 95% da progesterona circulante é metabolizada durante 

apenas uma passagem através do fígado e intestino, tal rota resulta em uma freqüente redução na 

concentração plasmática deste hormônio. Comparações da função luteal em ovelhas prenhes, 

consumindo rações em níveis acima ou abaixo dos requerimentos de manutenção, mostraram 

ausência de diferenças na massa luteal (Wallace et al., 1994) ou na secreção de progesterona 

(Abecia et al., 1994) a partir de corpos lúteos nos dias 16 e 14, respectivamente. Tais resultados 

Alta ingestão de matéria seca 

Aumento do fluxo sanguíneo para o trato digestivo 

Aumento do fluxo sanguíneo para o fígado 

Elevação no metabolismo da progesterona 

Baixas concentrações de progesterona circulante 

Aumento nas taxas de perda embrionária 

Redução nas taxas de concepção 
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sugerem que os corpos lúteos não são capazes de alterar a secreção de progesterona para manter 

as concentrações periféricas deste hormônio constantes.   

Também foi verificado em ovelhas que um incremento no nível nutricional durante o 

período pré-ovulatório leva a um aumento no tamanho do folículo ovulatório e na habilidade do 

corpo lúteo resultante em secretar progesterona. Entretanto, foi observado neste estudo que, após 

a ovulação, os elevados planos alimentares podem ocasionar uma supressão das concentrações 

plasmáticas de progesterona para níveis que comprometam a sobrevivência embrionária. Deste 

modo, uma oferta alimentar dentro dos padrões de manutenção tem sido considerada ótima para a 

sobrevivência embrionária, particularmente na espécie ovina (Robinson et al., 2002). 

         

 

2.2.5 Hormônios Metabólicos e Fatores de Crescimento Envolvidos no Desenvolvimento e 

Sobrevivência Embrionários  

Nos últimos anos, diversas pesquisas na área de reprodução têm buscado elucidar os 

complexos mecanismos que regem as várias etapas do desenvolvimento embrionário. Os 

resultados obtidos até o presente momento destacam o importante papel dos hormônios 

metabólicos e fatores de crescimento na concretização de muitas destas etapas, de modo a se 

constituírem como elementos fundamentais para garantir a sobrevivência do embrião e o 

subseqüente crescimento fetal (Hardy & Spanos, 2002).         

Um hormônio metabólico que tem sido implicado como importante regulador do 

desenvolvimento embrionário é o hormônio do crescimento (GH) (Waters & Kaye, 2002). RNAs 

mensageiros (mRNAs) dos receptores de GH já foram detectados em uma grande variedade de 

tecidos embrionários/fetais e placentários, tais como células-tronco embrionárias de 

camundongos (Ohlsson et al., 1993), embriões de ovinos aos 51 dias (Klempt et al., 1993), 

incluindo seus trofectodermas e sincícios (Lacroix et al., 1999), e fetos e placentas de ratos 

(Garcia-Aragon et al., 1992).  Além disso, também foi verificada a expressão de receptores de 

GH em zigotos de camundongos, com a presença dos mesmos persistindo ao longo de todo o 

desenvolvimento embrionário durante o período de pré-implantação (Terada et al., 1996; 

Pantaleon et al., 1997b).   
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O mRNA do GH aparece inicialmente no estádio de mórula e o hormônio, após o 

processo de tradução, fica localizado nas membranas celulares apicais, ou externamente a estas, e 

nas  vesículas citoplasmáticas das células trofoblásticas do blastocisto. De acordo com Pantaleon 

et al. (1997b), o GH exógeno acelera o transporte de glicose e a síntese protéica de uma maneira 

dose-dependente, alcançando o efeito máximo, para o GH bovino, na dose de 0,1 ng/mL.  

Estudos in vitro têm demonstrado que a suplementação com GH aumenta o número 

de células nos blastocistos de camundongos (Fukaya et al., 1998), bem como a taxa de formação 

de blastocistos (Montag et al., 2000). Em bovinos, o receptor de GH é expresso a partir do dia 2 

do desenvolvimento embrionário, enquanto o GH inicia sua expressão a partir do dia 8 (Izadyar 

et al., 2000; Kolle et al., 2001). Nesta espécie, o GH causa um aumento no metabolismo de 

lipídios e de glicogênio nos blastocistos (Kolle et al., 2001) e aumenta o número de células no 

trofectoderma e na massa celular interna (MCI), o que ocorre aparentemente por uma inibição do 

processo apoptótico (Kolle et al., 2002). Outros estudos realizados em humanos demonstraram, 

ainda, que em embriões produzidos in vitro, as taxas de fertilização e clivagem e o 

desenvolvimento embrionário pré-implantacional estão correlacionados com a concentração de 

GH no fluido folicular (Mendoza et al., 1999). Tais dados indicam que o GH pode, de fato, atuar 

como um importante modulador do desenvolvimento embrionário durante a pré-implantação. 

Contudo, há ainda poucas informações a respeito do modo de atuação deste hormônio e dos 

efeitos concretos de sua participação neste processo.       

Embriões no período de pré-implantação expressam um grande número de fatores de 

crescimento, bem como receptores destes fatores, que têm se mostrado essenciais para o 

desenvolvimento embrionário inicial (Hardy & Spanos, 2002). Segundo alguns autores (Hossner 

et al., 1997; Riley & Moley, 2006), tal fato está relacionado aos efeitos dos fatores de 

crescimento sobre a expressão gênica, metabolismo e morte celular de embriões durante a pré-

implantação. Contudo, outros efeitos destes fatores também têm sido observados em embriões 

mamíferos no que diz respeito à taxa de desenvolvimento de blastocistos, síntese protéica, 

endocitose e transporte de glicose (Hardy & Spanos, 2002) (Quadro 1). Dentre os principais 

fatores de crescimento determinantes do desenvolvimento embrionário, destacam-se os fatores de 

crescimento epidermal (EGFs), fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), fatores de 

crescimento transformadores (TGFs), fatores de necrose tumoral (TNFs) e fatores de crescimento 

semelhantes à insulina (IGFs).  
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Quadro 1. Efeitos dos fatores de crescimento sobre o desenvolvimento in vitro de embriões 

mamíferos durante a pré-implantação. 

 

Efeito  Fator de 

crescimento 

Espécie Referência 

Formação do blastocisto ↑ Insulina 
 

Camundongo 
Vaca 

Harvey & Kaye (1990) 
Matsui et al. (1995) 

 IGF-I Camundongo 
Vaca 

Harvey & Kaye (1992a) 
Palma et al. (1997) 

 IGF-II Camundongo Harvey & Kaye (1992b) 

 HB-EGF Rato Tamada et al. (1999) 

Taxa de desenvolvimento ↑ IGF-II Camundongo Rapolee et al. (1992) 

 EGF Camundongo Brice et al. (1993) 

Nº de células do blastocisto ↑ IGF-I e IGF-II Camundongo Rapolee et al. (1992) 

                Especificamente MCI ↑ Insulina Camundongo Harvey & Kaye (1990) 

 IGF-I Camundongo Harvey & Kaye (1992a) 

 IGF-II Camundongo Harvey & Kaye (1992b) 

Especificamente trofectoderma ↑ CSF-1 Camundongo Bhatnagar et al. (1995) 

Expansão da blastocele ↑ TGFα Camundongo Dardik & Schultz (1991) 

 EGF Camundongo Dardik & Schultz (1991) 

Eclosão do blastocisto ↑ GM-CSF Camundongo Robertson et al. (2001) 

Síntese protéica ↑ Insulina  Camundongo Harvey & Kaye (1988) 

 IGF-II Camundongo Rapolee et al. (1992) 

 TGFα Camundongo Dardik et al. (1992) 

Endocitose Insulina Camundongo Dunglison et al. (1995) 

Transporte de glicose Insulina Camundongo Kaye et al. (1992) 

Expressão gênica IGFs Camundongo Shi et al. (1994) 

Apoptose ↓ IGF-I Coelho Herrler et al. (1998) 

Apoptose ↑ TNFα Camundongo Wuu et al. (1999) 

HB-EGF: Fator  de  crescimento  epidermal  de  ligação  à  heparina;  CSF-1: Fator  estimulador  de  colônias 1; 
GM-CSF: Fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos. 

                                                                                       (Adaptado de Hardy & Spanos, 2002) 
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A regulação do desenvolvimento e crescimento embrionários tem sido 

tradicionalmente atribuída à insulina e aos IGFs. Ambos são classificados como polipetídeos de 

baixo peso molecular (6 kDa e 7,5 kDa, respectivamente) e apresentam características estruturais 

bastante semelhantes entre si (Robinson et al., 2000). A insulina, produzida pelas células β-

pancreáticas, atua sobre uma grande variedade de tecidos corporais, tais como fígado, músculos, 

glândulas mamárias e ovário (Sasaki, 2002). A nível ovariano, a insulina, juntamente com alguns 

importantes membros da família IGF (IGF-I e IGF-II), têm demonstrado estimular o 

desenvolvimento folicular, esteroidogênese, maturação oocitária e subseqüente desenvolvimento 

embrionário (Yaseen et al., 2001).  

Como um potente hormônio anabólico em células diferenciadas, a insulina estimula o 

transporte de glicose e aminoácidos (Summers et al., 1999) e a síntese de RNA, proteínas e 

glicogênio (McGowan et al., 1995). Experimentos realizados in vivo demonstraram que a insulina 

melhora a taxa de desenvolvimento embrionário e a taxa de gestação em animais diabéticos, 

resgatando os embriões dos efeitos prejudiciais da hiperglicemia materna (De Hertogh et al., 

1992). Além disso, estudos com embriões em fase de pré-implantação constataram que o 

desenvolvimento embrionário é melhorado após suplementação do meio de cultivo com insulina 

e IGF-I (Herrler et al., 1998; Spanos et al., 2000).   

Muitas evidências indicam que, do mesmo modo que a insulina, os fatores de 

crescimento da família IGF desempenham um importante papel no início do desenvolvimento 

embrionário. Em bovinos, a adição de IGF-I ou IGF-II exógenos ao meio de cultivo resultou em 

uma melhor maturação de oócitos e desenvolvimento de embriões (Mihalik et al., 2000). Além 

disso, estudos in vitro demonstraram que o IGF-I e o IGF-II estimulam a produção de IFN-τ pelo 

embrião (Ko et al., 1991), exercendo um provável efeito benéfico sobre o desenvolvimento 

embrionário, e também uterino, durante a gestação inicial (Wathes et al., 1998). De fato, 

receptores da família IGF já foram identificados em embriões em estádio de pré-implantação 

(Watson et al., 1992; Markham & Kaye, 2003) (Figura 6) e no epitélio glandular do útero de 

ovinos (Reynolds et al., 1997), reforçando o papel dos IGFs no desenvolvimento embrionário e 

uterino.   
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Figura 6. Identificação de receptores para o fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-I) 

em diferentes estádios embrionários durante a pré-implantação: (A) Embrião de 8 células;        

(B) Mórula inicial; (C) Blastocisto; (D) IgG utilizada como anticorpo primário para a coloração 

dos blastocistos. A cor verde fluorescente indica maior intensidade de coloração (Adaptado de 

Markham & Kaye, 2003).  
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Em camundongos, receptores funcionais para insulina e IGF-I são expressos a partir 

do estádio pré-implantacional de oito células, mais especificamente durante a compactação 

(Harvey & Kaye, 1992c; Rappolee et al., 1992; Smith et al., 1993). A partir desse último estádio, 

que marca o início da diferenciação embrionária levando à formação do blastocisto (Gardner & 

Johnson, 1975), muitos parâmetros da fisiologia embrionária podem ser regulados por insulina ou 

IGF-I exógenos (Kaye & Harvey, 1995; Kaye, 1997). Um exemplo são os importantes efeitos 

benéficos da utilização de insulina exógena para o desenvolvimento embrionário inicial in vitro. 

Nesse contexto, sabe-se que embriões em estádio de pré-implantação não sintetizam insulina ou 

seu mRNA específico (Kaye, 1997; Lighten et al., 1997), mas têm acesso à insulina materna in 

vivo via oviduto e fluidos uterinos (Heyner et al., 1989). Deste modo, em condições in vitro, 

embriões em estádios iniciais são privados de tal hormônio materno, sofrendo um retardo no seu 

desenvolvimento morfológico e na sua proliferação celular durante a embriogênese pré-

implantacional (Gardner & Kaye, 1991). Assim, é possível constatar a importância da adição de 

insulina exógena para o sucesso do cultivo in vitro de embriões.  

A insulina e o IGF-I são importantes reguladores do crescimento e diferenciação 

celular, apresentando, ainda, um papel anti-apoptótico nos embriões em estádios iniciais de 

desenvolvimento (Riley & Moley, 2006). O efeito anti-apoptótico do IGF-I tem sido estudado em 

uma grande variedade de tecidos e células-tronco embrionárias, incluindo embriões no estádio de 

pré-implantação. Tal efeito parece ser mediado por receptores específicos do próprio IGF-I, já 

que a redução no número destes receptores aumenta significativamente o nível de apoptose e a 

sua super-expressão protege as células da apoptose in vivo (Resnicoff et al., 1995). Segundo 

Grothey et al. (1999), a principal via efetora de bloqueio do IGF-I à apoptose é determinada pela 

ativação de uma enzima 3-quinase PI, após a ligação do IGF-I ao seu receptor, com subseqüente 

fosforilação e sequestramento de fatores pró-apoptóticos. Atuando deste modo, o IGF-I promove 

a inibição de caspases apoptóticas fundamentais para a efetivação do processo de morte celular 

programada.  

Estudos recentes têm relatado que a adição de níveis fisiológicos de insulina ou IGF-I 

durante o cultivo in vitro, além de resultar em uma redução da apoptose (Augustin et al., 2003; 

Fabian et al., 2004), promove um aumento da proliferação celular em blastocistos de humanos, 

camundongos, coelhos e bovinos (Herrler et al., 1998; Makarevich & Markkula, 2002; Augustin 

et al., 2003). Além disso, outros trabalhos demonstraram que, em bovinos e murinos, o 
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tratamento de embriões com insulina promove um aumento no número de células, 

especificamente na massa celular interna (MCI) de blastocistos em desenvolvimento (Smith et 

al., 1993; Sirisathien et al., 2003). De acordo com Harvey & Kaye (1990), a insulina aumenta as 

taxas de compactação e formação de blastocistos in vitro, sendo os blastocistos resultantes 

dotados de 25% a mais de células, com todas localizadas na MCI. Considerando que a proporção 

de células presentes na MCI é um fator determinante para o crescimento fetal, o acesso do 

embrião à insulina materna durante a pré-implantação é requerido para a obtenção de um 

crescimento fetal ótimo.  

Deste modo, é possível verificar que a insulina e os fatores de crescimento 

semelhantes à insulina fornecem importante suporte ao crescimento e desenvolvimento 

embrionários. Contudo, os mecanismos sinalizadores pelos quais estes hormônios exercem seus 

efeitos sobre embriões no estádio de pré-implantação não se encontram, ainda, completamente 

esclarecidos. 
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3 JUSTIFICATIVA 

É reconhecido que a nutrição, aliada a outros fatores ambientais, exerce uma 

influência marcante sobre o desempenho reprodutivo de fêmeas de ruminantes domésticos, 

embora não se tenha, ainda, uma completa elucidação dos mecanismos envolvidos. Recentes 

estudos, contudo, têm sugerido a possibilidade de que a influência nutricional sobre a função 

reprodutiva seja mediada a nível ovariano. Em tais estudos, têm sido considerados os efeitos 

diretos de nutrientes específicos e hormônios metabólicos, como a insulina e o IGF-I, sobre o 

crescimento folicular ovariano, maturação oocitária e desenvolvimento embrionário inicial. 

A insulina tem sido apontada como uma importante moduladora das funções 

reprodutivas em rebanhos, apresentando atuação predominante a nível de ovário. Em cabras 

superovuladas, o aumento da insulinemia demonstrou ser um fator chave no incremento da 

produção de embriões, embora não tenham sido realizadas avaliações do efeito da insulina sobre 

a viabilidade embrionária pós-transferência e subseqüente fertilidade. 

Sabe-se que, em ruminantes, a insulina possui uma ação positiva sobre a expressão 

gênica de fatores de crescimento, como o IGF-I. Crescentes evidências indicam que, durante a 

fase folicular, o aumento nas concentrações plasmáticas de IGF-I após administração de insulina 

influencia o desenvolvimento de folículos e a função do corpo lúteo resultante. Somado a isto, 

elevados níveis circulantes de IGF-I na fase pré-ovulatória, determinados pelo aumento da 

insulinemia, também têm sido positivamente correlacionados com a produção de progesterona 

durante a gestação, sugerindo um efeito positivo da insulina sobre a sobrevivência embrionária. 

Além de tal efeito, a insulina tem demonstrado influenciar o desenvolvimento do concepto, 

atuando através do aumento das células da massa celular interna e do estímulo à secreção de 

histótrofos uterinos.  

Nesse contexto, e considerando a escassez de estudos em caprinos, este trabalho 

justifica-se pela importância de se conhecer e comparar os efeitos de diferentes momentos de 

administração de insulina sobre os parâmetros reprodutivos nesta espécie. 
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4 HIPÓTESE CIENTÍFICA 

Em caprinos, a modificação da insulinemia antes ou após a fecundação, mediante 

administração de insulina exógena, influencia diretamente a sobrevivência embrionária, taxa de 

concepção e desenvolvimento fetal. 
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5 OBJETIVOS 

5.1 Geral 

Comparar os efeitos de uma única administração e de repetidas administrações de 

insulina, antes e após a monta natural, sobre a sobrevivência embrionária, taxa de concepção e 

desenvolvimento fetal de cabras da raça Anglo-Nubiana.  

 

5.2 Específicos 

• Mensurar os níveis plasmáticos de insulina até o 10º dia após a sua primeira 

administração; 

• Mensurar os níveis plasmáticos de progesterona até o 10º dia após a primeira aplicação de 

insulina; 

• Determinar a taxa de concepção aos 30, 45 e 60 dias pós-cobertura; 

• Verificar o diâmetro da vesícula embrionária/fetal, diâmetro dos placentomas e 

crescimento fetal, através de mensurações realizadas por ultra-sonografia; 

• Verificar o tipo de parto (simples ou múltiplo) e a taxa de prolificidade; 

• Verificar o peso vivo médio das crias ao nascimento. 
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6 CAPÍTULO 1 
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Resumo 

Trinta e uma cabras da raça Anglo-Nubiana tiveram o estro sincronizado por meio de duas 

administrações de 100 µg de cloprostenol, intervaladas por 11 dias, sendo posteriormente 

submetidas à monta natural. Nesse período, todas as fêmeas receberam administrações de 

insulina humana de longa duração (0,2UI/kgPV/dia). Os animais do primeiro grupo (Insulina I) 

(n = 10) foram submetidos a uma única administração de insulina, concomitante à segunda 

aplicação de cloprostenol (Dia 0). As cabras do segundo grupo (Insulina III) (n = 11) receberam 

três aplicações de insulina (Dias 0, 3 e 6) e as cabras no terceiro grupo (Insulina IV) (n = 10) 

foram sujeitas a um total de quatro aplicações (Dias 0, 3, 6 e 9). Colheitas de sangue foram 

realizadas nos Dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10 a partir da segunda administração de cloprostenol para 

avaliação dos níveis de insulina e progesterona. O diagnóstico de gestação e as mensurações dos 

conceptos e placentomas foram realizadas aos 30, 45 e 60 dias após a monta por ultra-sonografia. 

As mudanças cumulativas de insulina plasmática e os níveis circulantes de progesterona nas 

cabras gestantes aumentaram positivamente durante o período de avaliação, não sendo observado 

efeito dos tratamentos (P > 0,05). Nos animais não gestantes, as concentrações de progesterona 
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permaneceram abaixo de 1 ng/mL. As taxas de concepção e do concepto diminuíram 

significativamente com o aumento das administrações de insulina (P < 0,05). Em ambos os 

parâmetros, o grupo Insulina I apresentou maiores médias (85,71% e 1,71 ± 0,18) em relação aos 

demais grupos. O maior número de aplicações de insulina também afetou negativamente o 

diâmetro dos placentomas e vesículas (P < 0,05), porém não determinou efeitos sobre o 

comprimento crânio-caudal e diâmetro biparietal fetais (P > 0,05). Repetidas administrações de 

insulina não resultaram em um efeito benéfico sobre o tratamento de sincronização do estro com 

cloprostenol. No entanto, uma única administração de insulina antes da monta natural manteve 

uma maior proporção de cabras gestantes, atuando positivamente sobre a fertilidade. 

 

 

Contents 

Thirty-one Anglo-Nubian goats had their estrus synchronized by two administrations of 100 µg 

cloprostenol, 11 days apart and successively mated. During this period, females were treated with 

unique long-acting human insulin (0.2IU/kgBW/day) (Insulin I) (n = 10) at second cloprostenol 

dose (Day 0), three insulin injections (Insulin III) (n = 11) at Day 0, 3 and 6, and four doses 

(Insulin IV) (n = 10) at Day 0, 3, 6 and 9. Insulin and Progesterone levels were obtained from 

plasma at Days 0, 2, 4, 6, 8 and 10 from de second cloprostenol administration. Pregnancy 

diagnosis and measurements of conceptus and placentomes were performed at 30, 45 and 60 days 

after mating by ultrasonography. Insulin cumulative changes and progesterone levels increased 

positively in pregnant does during the assay period, with no effect (P > 0.05) of the treatment. In 

no-pregnant animals, progesterone maintained its concentration below 1ng/mL. Conception and 

conceptus rates decreased significantly with an increase in insulin administration (P < 0.05). In 

both parameters, Insulin I showed higher means (85.71% and 1.71 ± 0.18). Number of insulin 

doses also affected placentome and vesicle diameter negatively (P < 0.05), not finding 

differences in crown-rump length and fetus biparietal diameter (P > 0.05). Collectively, no 

beneficial results from the administration of repeated insulin doses for cloprostenol treatment 

have been found. By contrast a single insulin dose before mating resulted in a higher percentage 

of pregnant goats, also promoting fertility traits.  
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Introduction  

Estrus synchronization in goats can be achieved in the breeding season through 

luteolysis induction with two consecutive prostaglandin F2α doses, or their analogues, 9-11 days 

apart (Nuti et al. 1992). This hormonal treatment is efficient in synchronizing estrus in cyclic 

goats, besides being a practical low-cost method (Kusina et al. 2000). However, according to 

data, goat fertility at first service is reduced in comparison to treatment with progestagen sponges 

(Kusina et al. 2000; Fernandez-Moro et al. 2008). Studies in sheep demonstrated that this low 

fertility rate occurs due to an alteration in ovulatory follicular dynamics and/or in the timing of 

ovulation (Barret et al. 2002). In goats, however, there is still little data on possible reasons for 

reduced conception rates after prostaglandin treatment (Fernandez-Moro et al. 2008). 

Low conception rates in ruminants are directly associated to damage to initial embryo 

development and subsequent implantation phenomenon (Leroy et al. 2008). A great number of 

factors are involved in embryo implantation reduction, including oocyte quality and inadequate 

maternal environment (Green et al. 2005).  

Insulin has been linked to steroid hormone synthesis (Gutierrez et al. 1997) and 

advance of the first ovulation postpartum in cattle (Gong et al. 2002). Recent studies revealed that 

the increase in plasma insulin before or after breeding equally increased the proportion of viable 

embryos in donor goats (Selvaraju et al. 2003; Souza et al. 2008). Insulinaemia rates are 

positively related to circulating IGF-I levels (Gong 2002) and indirectly, to progesterone 

production (Peclaris et al. 1999). Additional studies have established a relation between lower 

maternal progesterone concentrations and reduced embryo development (Mann and Lamming 

2001), with negative direct effects of low progesterone rates on embryo survival and 

implantation.  

Therefore, insulin administration can be considered an alternative means to improve 

fertility in goats synchronized with prostaglandin F2α, affecting positively the embryo survival 

and implantation. Based on this hypothesis, the aim of this study was to investigate the effects of 

single and repeated insulin administrations on the fertility of Anglo-Nubian goats synchronized 

with prostaglandin F2α treatment.  
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Materials and Methods 

Animals and management 

The experiment was conducted with thirty-one adult and cyclic Anglo-Nubian goats 

at the Experimental Station of State University of Ceará, located at 4o 02’ S and 38o 30’ W, 

Guaiuba, Ceará, north-eastern of Brazil. All animals were maintained in similar feeding and 

management conditions. Goats grazed free-ranged on natural pastures during the day and were 

penned overnight. Herein animals received 300g/head of concentrate with 18% of crude protein.   

 

Estrus synchronization and mating 

Goat estrus were synchronized using two intramuscular cloprostenol injections of 100 

µg each (Ciosin®, Schering-Plough Coopers, Brazil), 11 days apart. Twenty-four hours after the 

second cloprostenol administration, two Anglo-Nubian fertile bucks were mixed with the goats 

and kept with them for 96 hours. Markers impregnated with colored oil paint were applied on 

bucks to enable identification of mated goats. As goats were being mated, they were separated 

from bucks. Goats that were unresponsive to synchronization treatment or not pregnant were 

submitted to a second mating for 45 days with the same bucks, to determine the causes of 

reproductive failure. 

 

Insulin administration 

After estrus synchronization and before mating, goats were distributed in three groups 

with similar (P > 0.05) age (27.94 ± 0.98 months) and body weight (32.25 ± 0.77 kg) mean ± 

SEM: Insulin I (n = 10), Insulin III (n = 11) and Insulin IV (n = 10) groups. All females were 

treated with long acting human insulin, 0.2UI/kgBW/day (Novolin®, Novo Nordisk A/S, 

Denmark) subcutaneously. Goats from Insulin I group were administered a single insulin dose at 

the second cloprostenol injection (Day 0). Insulin III group received three insulin doses at Day 0, 

Day 3 and Day 6 whereas in Insulin IV group were given four insulin doses at Day 0, Day 3, Day 

6 and Day 9. 
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Progesterone and Insulin assay  

Blood samples were taken from seven animals of each group at Day 0 every two days 

until Day 10, before feeding and insulin administration and were collected in heparinized tubes 

by venipuncture. Progesterone and insulin were assessed by RIA kit (IBL International GmbH, 

Flughafenstr, Hamburg, Germany) (Rondina et al. 2005).  

 

Ultrasonography measures  

Pregnancy diagnosis and measurements of conceptus were performed at 30, 45 and 

60 days after mating. Goats were examined both transrectally and transabdominally. The 

transrectal examination was performed in standing position using a Pie Medical Scanner (Falco 

100, Pie Medical equipment B.V., Maastricht, Holland) attached with 6.0/8.0 MHz linear array 

transducer. The transducer was fitted in a self manufactured connector to favor manipulation in 

the rectum. For transabdominal examination, animals were restrained standing, and the 

transducer (3.5/5.0 MHz) was placed on the hairless area of the ventral abdominal wall just in 

front of the udder. 

Uterus was scanned to measure the diameter of embryonic/fetal vesicle, placentome 

diameter, fetus crown-rump length (CRL) and fetus biparietal diameter (BPD). Ultrasonic cross-

sectional images of the embryonic/fetal vesicles were measured at their maximal diameter 

(Martinez et al. 1998). Usually, a number of placentomes could be observed in the same image. 

In this study, two large-size placentomes were measured and mean diameter was calculated (Lee 

et al. 2005). The CRL was measured as a straight line between fetal crown and the origin of the 

tail (Ali and Hayder 2007). The fetus BPD measurement was performed according to Lee et al. 

(2005), from images in which the axis of head symmetry was perpendicular to the ultrasound 

beam.  

 

Statistical Analysis 

All data were analyzed using SAS program software (SAS, Inc., Cary, NC, USA). 

Differences among proportions or numbers were performed using chi-squared test.Comparison 

among treatments (I, III and IV insulin doses) in progesterone and insulin levels, was performed 

by Duncan Test. The effect of Insulin administration on conception and conceptus rates was 

analyzed by repeated measures analysis for categorical variables (CATMOD procedures). In 
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placenta and fetus traits effect of Insulin treatment was tested by GLM procedures for repeated 

measures analysis of variance. Day of gestation (30, 45 and 60 days) was the repeated measure.  

 

 

Results   

All goats (21/21) from Insulin III and Insulin IV groups were marked throughout the 

mating period by bucks (Fig. 1), whereas in the single insulin administration treatment a lower  

(P < 0.05) proportion of females (7/10) displayed a visible mark at mating. Although the mating 

period was extended to 96 hours after the second PGF2α dose (Fig. 1), the first detection of 

painted goats was recorded around 48 hours. This period also showed the larger rate (P < 0.05) of 

does bred (21/28) (Fig 1). 

Figure 2 shows insulin and progesterone levels in pregnant goats (Insulin I, III and IV 

groups) and in animals with gestation failure detected by ultrasonography at 30 day of pregnancy 

(No-pregnant group). In all females, cumulative changes on plasmatic insulin concentration 

increased positively, with a higher value for Insulin IV goats from 6 to 10 days after the second 

PGF2α injection (P > 0.05).  In does, mean of insulin level during the assay interval was 11.93 ± 

0.81µU/mL. 

Pregnant goats showed a progressive rise in progesterone (> 1 ng/mL) after 6 days of 

the second PGF2α dose, indicating the occurrence of gestation. No differences were observed 

between Insulin groups (P > 0.05) except in the 6 day, when animals from Insulin III exhibit a 

lower progesterone concentration (P < 0.05). In No-Pregnant goat group, progesterone rates kept 

stable below the 1 ng/mL, signalizing gestation failure.  

Conception (No of does pregnant / No of does mated) and conceptus (No of    

conceptus / No of does mated) rates (Table 1) as well as measures of placenta and fetus traits 

(Table 2) were established by ultrasonography from 30 to 60 days of gestation. Treatment with 

single insulin dose maintained during gestation interval highest pregnancy values of (85.71%) 

and conceptus rate (1.71 ± 0.18). Furthermore in both parameters, statistical analysis confirmed a 

negative effect of increasing number of insulin administrations (P < 0.05). In Insulin III and 

Insulin IV groups, a pregnancy loss of 60% and 50% respectively was observed after 60 days of 

gestation. For the same treatments, conceptus rate achieved twice the low mean, if compared to 

the goats treated with single dose (0.80 ± 0.20 pooled mean vs. 1.71 ± 0.18).  
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Concerning the measures associated to fetal development, the effect of insulin was 

significant (P < 0.05) in placentome and vesicle diameter (Table 2), whereas for the fetus crown-

rump length and biparietal diameter, similar results were found among the different groups         

(P > 0.05).  

In the second period of mating, the percentage of pregnant animals was 86.67% 

(13/15). Necropsy confirmed reproductive pathology in only two goats (2/15). These two animals 

were not considered for data analysis.  

 

 

Discussion 

Our fertility results after a single insulin dose in estrus treatment synchronization 

(85.71%) were superior to the percentages reported in goats (67%) (Kusina et al. 2000) and  

sheep (70.6%) (Gonzalez-Bulnes et al. 2005) that were subject to the same estrus synchronization 

protocol, but without insulin administration. Positive effects of insulin on maturation and oocyte 

quality and the production of high quality embryos are well documented in literature. A number 

of studies have demonstrated the importance of insulin in the regulation of ovarian functions. Cell 

culture studies have shown bovine granulosa cells to be critically dependent on the presence of 

physiological concentrations of insulin (Glister et al. 2001). Moreover, diet-induced increases in 

circulating concentrations of insulin with increased estradiol production in cultured granulosa 

cells from small antral follicles have been demonstrated (1 to 4 mm) (Armstrong et al. 2002), 

thus suggesting a direct action of insulin on follicle function. Increased intake of highly 

degradable protein resulted in increased concentrations of ammonia in follicular fluid, but 

decreased peripheral concentrations of insulin (Sinclair et al. 2000). These changes were 

associated to altered follicular growth patterns and reductions in both the number of ova that 

cleaved and the proportion that developed to the blastocyst stage.  

Recent studies on insulin effects on bovine blastocyst development in vitro have 

shown that insulin increases cleavage rates and total cell number and causes a reduction in the 

number of apoptotic bodies, contributing positively to embryo development (Augustin et al. 

2003). In addition, enhancement of early embryo development has recently been demonstrated in 

heifers fed a diet that increased the insulin-glucagon ratio (Mann et al. 2003). Changes in insulin 

are closely related to IGF-I concentrations (O’Callaghan and Boland 1999). In turn, IGF-I is an 
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important mediator of follicular development, steroidogenesis, oocyte maturation and embryonic 

development (Yassen et al. 2001). The IGF-1 receptor is expressed throughout the bovine pre-

implantation embryo (Lonergan et al. 2000) and IGF-1 as insulin added in vitro improves 

embryonic development (Mihalik et al. 2000) contributing to the enhancement of embryo 

survival and pregnancy rates.  

In our study, however, it was verified that groups that received insulin 

administrations for a longer period presented a conception rate reduction. In these groups, benefic 

effects of insulin on the oocyte have probably been negatively affected by additional exogenous 

insulin administrations during the early embryo development.  Such hypothesis can be explained 

by the harmful effects of high plasma insulin levels to initial embryonic development. Indeed, 

studies have demonstrated that exposure to high insulin and IGF-I concentrations, results in the 

induction of apoptosis in murine blastocysts (Chi et al. 2000). This increase in apoptosis is the 

result of a decrease in the IGF-I receptor expression (down-regulation) and is related to a 

decrease in insulin-stimulated glucose uptake, possibly via the main insulin-regulated glucose 

transporter in the blastocyst, namely GLUT8 (Carayannopoulos et al. 2000). The uncontrolled 

apoptosis or programmed cell death occurring during embryonic pre-implantation may lead to 

embryo demise (Moley et al. 1998; Chi et al. 2000) and consequently, to embryo resorption and 

lower conception rates (Pinto et al. 2002).  

The direct action of glucose has also been tested, and Rubio et al. (1997) observed 

pregnancy rate reductions in sheep submitted to glucose infusion. This method may increase 

ovulation rate in sheep (Downing et al. 1995), but embryo quality may be drastically reduced 

(Yaakub et al. 1999). Boland et al. (2001) suggests that the effect of glucose upon embryonic 

development may be related to the fact that high glucose concentrations in the protoplasm 

interfere with cellular signaling during preovulatory follicle growth, the development of oocytes, 

or initial embryonic development. 

The embryonic development depends both on its inherent developmental potential 

(embryo quality) and the adequacy of the uterine environment in which it must develop. The 

main hormone controlling the uterine environment is progesterone, and circulating concentrations 

of maternal progesterone are closely linked to early embryo development (Mann et al. 1999; 

Mann and Lamming 2001). Diskin et al. (2004) demonstrated the existence of a linear quadratic 

association between plasma progesterone concentrations and embryo survival in beef heifers. 
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Evidence suggests that progesterone plays an important role in uterine secretions regulation, such 

as proteins and growth factors, essential for initial embryo development. Therefore, low plasma 

progesterone levels can affect embryo development, possibly for causing an alteration in 

endometrial secretions, which induces a reduction of IFN-τ secretion by the embryo, making 

more difficult for this protein to prevent prostaglandin F2α endometrial secretion and the 

consequent luteolysis. Such observations confirm the important role of plasma progesterone in 

embryo growth and development, as well as in their survival rate (Sreenan et al. 2001). 

Differently from observations made by Mann et al. (2003), our data suggests that maternal 

plasma progesterone concentrations seem to be the main factor in determining embryo 

development during pre-implantation, thus playing a key role with regard to plasma insulin levels 

during this period.  

Insulin is considered an important hormone for fetal growth, as it increases energetic 

substrate availability and stimulates placenta growth (Jainudeen & Hafez, 2000). Within the 

fetus, insulin promotes cell proliferation in bone and soft tissue (Fowden, 1995) and IGF-I 

regulates skeletal and muscle development (Lok et al. 1996; Bass et al. 1999). Both IGF-I and 

insulin concentrations are lower in higher yielding cows during the postpartum period (Taylor et 

al. 2003) and decrease as cows get older (Taylor et al. 2004). Reductions in these endocrine 

signals may contribute negatively to fetal development and cause smaller size at birth in offspring 

(Swali & Wathes, 2006). Although insulin appears to affect fetal growth, our study verified that 

the type of insulin administration does not imply different effects on fetus size; however it does 

affect placentome and embryo vesicle diameters. Likewise, Wetterau et al. (1999) proved that 

high plasma insulin levels observed in high body condition ewes resulted in the formation of less 

developed placentomes and with lower weight than those found in lower condition ewes. An 

inverse relationship between maternal insulin and placental size has also been reported (Wallace 

et al. 1997). With regard to fetal size, Osgerby et al. (2003) verified that sheep showing higher 

plasma insulin concentrations during gestation presented fetuses with crown-rump lengths 

significantly higher than fetuses of animals with lower circulating insulin levels, differing from 

findings obtained in our work. However, our results agree with the findings of Vonnahme et al. 

(2006), who also did not observe effects of different maternal insulinaemia levels on the crown-

rump length of sheep fetuses.   
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In conclusion, the present work demonstrated that the use of repeated doses of insulin 

before and after breeding in prostaglandin F2α-synchronized goats is harmful for conception and 

fertility rates. On the other hand, results suggest that the administration of a single exogenous 

insulin dose can be a useful supporting tool for prostaglandin F2α treatment, enhancing fertility 

rates.  
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Figure 1. Percentage of goats marked at mating according to the insulin group. Distribution of goat marked (n = 28) (Grey mark) and 

cumulative percentage of goats marked/exposed (n = 31) (Dark mark), according to the time (hours) from second PGF2α dose. a,b P < 0.05. 

Insulin I Group: received one dose of insulin (0,2UI/KgBW/day) at Day 0 

Insulin III Group: received three doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6  

Insulin IV Group: received four doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9  

* Day 0: second PGF2α administration. 
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Figure 2. Mean cumulative changes of insulin and progesterone levels according to the days from second PGF2α dose in pregnant goats (n = 12) 

treated  with single or repeated administration of insulin. Data from No-Pregnant group are referred to animals (n = 5) with gestation failure 

detected at 30 days of pregnancy. Values are given in means ± SEM. 

Insulin I Group: received one dose of insulin (0,2UI/KgBW/day) at Day 0 

Insulin III Group: received three doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6  

Insulin IV Group: received four doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9  

* Day 0: second PGF2α administration. 
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Table 1. Conception rate (%) and conceptus rate (n) from 30 to 60 days of gestation in goats treated with single or repeated doses of insulin. Values 

of conceptus rate are given in means ± SEM. 

30 days of gestation  45 days of gestation  60 days of gestation Insulin 

Parameters 
I III  IV  I III  IV  I III  IV  

             Conception 

rate 85.71(6/7) 63.64(7/11) 60.00(6/10) 

 

85.71(6/7) 63.64(7/11) 50.00(5/10) 

 

85.71(6/7) 45.45(5/11) 50.00(5/10) 

 

** 

Conceptus 

rate 

 

- 

 

- 

 

- 

 

1.71 ± 0.18 0.91 ± 0.16 0.80 ± 0.20 

 

1.71 ± 0.18 0.73 ± 0.19 0.80 ± 0.20 

 

** 

NS, not significant; *P < 0.05; **P < 0.01. 

Insulin I Group: received one dose of insulin (0,2UI/KgBW/day) at Day 0 

Insulin III Group: received three doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6  

Insulin IV Group: received four doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9  

* Day 0: second PGF2α administration. 
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Table 2. Placenta and fetus traits from 30 to 60 days of gestation in goats treated with single or repeated doses of insulin. Values are given in means ± 

SEM.     

30 days of gestation  45 days of gestation  60 days of gestation 
Parameters 
(cm) I III  IV  I III  IV  I III  IV  

Insulin 

             Placentome 0.89 ± 0.02 0.62 ± 0.06 0.57 ± 0.06  1.35 ± 0.05 1.21 ± 0.05 1.25 ± 0.03  2.43 ± 0.13 2.45 ± 0.25 2.17 ± 0.18 * 

Vesicle 3.85 ± 0.33 4.23 ± 0.41 3.49 ± 0.37  6.99 ± 0.29 6.93 ± 0.28 6.22 ± 0.40  - - - ** 

Fetus length - - -  4.32 ± 0.17 4.04 ± 0.17 4.44 ± 0.14  9.26 ± 0.38 8.62 ± 0.54 7.91 ± 0.55 NS 

BPD - - -  1.32 ± 0.05 1.47 ± 0.06 1.42 ± 0.07  2.41 ± 0.07 2.40 ± 0.09 2.23 ± 0.14 NS 

NS, not significant; *P < 0.05; **P < 0.01. 

Insulin I Group: received one dose of insulin (0,2UI/KgBW/day) at Day 0 

Insulin III Group: received three doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6  

Insulin IV Group: received four doses of insulin (0,2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9  

* Day 0: second PGF2α administration. 
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Resumo 

Em caprinos, dados a respeito do papel da insulina sobre a prolificidade ainda são bastante 

escassos. Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar e comparar os efeitos de 

administrações simples e repetidas de insulina sobre a prolificidade de cabras da raça Anglo-

Nubiana. Trinta e uma cabras desta raça tiveram o estro sincronizado por meio de duas 

administrações de 100 µg de cloprostenol, intervaladas por 11 dias. Após a sincronização, dois 

bodes foram introduzidos junto às fêmeas para a realização das montas naturais. Nesse período, 

todas as cabras receberam administrações de insulina humana de longa duração 

(0,2UI/kgPV/dia): as fêmeas do primeiro grupo (Ins.I) (n = 10) foram submetidas à uma única 

administração de insulina, concomitante à segunda aplicação de cloprostenol (Dia 0); as cabras 

do segundo grupo (Ins.III) (n = 11) receberam três aplicações de insulina (Dia 0, Dia 3 e Dia 6) e 

as cabras do terceiro grupo (Ins.IV) (n = 10) foram sujeitas a um total de quatro aplicações     

(Dia 0, Dia 3, Dia 6 e Dia 9). A prolificidade após o parto foi similar entre grupos (P > 0,05), 

sendo as médias para Ins.I, Ins.III e Ins.IV, respectivamente, de 2,0 ± 0,4; 1,6 ± 0,24 e 1,6 ± 0,24. 

Em conclusão, administrações simples e repetidas de insulina, antes e após a monta natural, não 

determinam efeitos distintos sobre a prolificidade de cabras da raça Anglo-Nubiana. 
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Introduction 

In goats, as well as other ruminants, insulin is a crucial key mediator for reproductive 

performance, and is involved in the follicular development, steroidogenesis, oocyte maturation 

and embryo development processes (1). Recent studies reported increasing ovulation rate (1) and 

viable embryo production in superovulated goats (2) treated with repeated doses of insulin. 

Moreover, several authors working with cattle suggest that insulin contributes to a better 

conception rate and to the enhancement of prolificacy (3,4). However, there is no scientific 

information available in goats. Thus, the aim of this study was investigate the effect of insulin 

administration on litter size in Anglo-Nubian goats. 

 

Materials and Methods 

Thirty-one Anglo-Nubian goats with similar live weight (32.25 ± 0.77 kg; P > 0.05) and age 

(27.9 ± 0.98 months; P > 0.05) (mean ± SEM) had their estrus synchronized by two i.m. 

administrations of 100 µg cloprostenol, 11 days apart. Twenty-four hours after the second 

injection, two fertile Anglo-Nubian bucks were mixed with the goats to detect estrus and mating. 

In this period, animals were treated subcutaneously with human long acting insulin 

(0.2IU/kgBW/day). Animals from the first group (Ins.I) (n = 10) were submitted to a unique 

insulin administration at second cloprostenol injection (Day 0). In second group (Ins.III) (n = 11), 

females received three insulin administrations (Day 0, Day 3 and Day 6), while the goats of third 

group (Ins.IV) (n = 10) were treated with four insulin doses (Day 0, Day, 3, Day 6 and Day 9). 

Immediately after kidding, litter size (litter size/dam that gave birth), type of parturition (simple 

or multiple) and weight at birth were recorded. All animals were maintained in similar feeding 

and management conditions. The Insulin effect was analyzed by the SAS GLM procedure. 

Comparison between Insulin means was performed by the Duncan test and between sexes by t 

test. Values were expressed as mean ± SEM. 

 

Results and Discussion 

Litter size was similar between groups (P > 0.05) showing a mean respectively for Ins.I, Ins.III 

and Ins.IV of 2.0 ± 0.45, 1.6 ± 0.24 and 1.6 ± 0.24. These data are not in agreement to (3) that 

working with cattle, verified that continuous elevations in plasma insulin rates are more 
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important than the progesterone to the early embryo development and, consequently, to obtain 

greater prolificacy rates. Other authors (4) reported in lactating dairy cows that IGF-I, positively 

correlated to the plasma insulin rates, increases embryo survival and, thus, the prolificacy rates. 

Our findings also show a similar proportion of multiple parturition type (P > 0.05) (mean 58.82 ± 

12.30%) and for the weight at birth between sex in each group (P > 0.05) and among groups in 

female kids (mean: 2.88 ± 0.06 kg; P > 0.05). However, in the male kids Ins.I had a lower weight 

at birth when compared to Ins.IV (2.77 ± 0.53 kg vs. 3.23 ± 0.16 kg; P < 0.05). Based on our 

results, it was concluded that single or repeated insulin administrations before and after mating 

did not affect the litter size in Anglo-Nubian goats.  
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8 CONCLUSÕES GERAIS 

Em cabras da raça Anglo-Nubiana, uma única administração de insulina antes da 

monta natural promove melhores índices de sobrevivência embrionária, com maiores taxas de 

concepção.  

A utilização de repetidas administrações de insulina antes e após a fecundação induz 

uma significativa redução na sobrevivência do concepto, taxa de concepção, tamanho do 

placentoma e vesícula embrionária/fetal. 

A administração de uma única dose ou de repetidas doses de insulina, antes e após a 

monta natural, não afeta o tamanho do feto, a freqüência de partos múltiplos e a prolificidade ao 

parto. 
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9 PERSPECTIVAS 

Nossos resultados deixam a perspectiva de que a insulina seja utilizada em campo 

como uma ferramenta eficaz para aumentar a fertilidade de cabras submetidas à sincronização do 

estro utilizando duas aplicações de prostaglandina F2α. Além disso, pesquisas adicionais devem 

ser desenvolvidas a fim de verificar se a administração de uma menor dose de insulina exógena 

produziria efeitos similares sobre a fertilidade de cabras sincronizadas por esse método.  
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11 ANEXOS 

                                       FOTOS DO EXPERIMENTO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Fazenda experimental Campo da Semente e suas instalações. 
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Figura 2. (A) Fêmeas experimentais; (B) Bode experimental; (C) Bode utilizando marcador 

impregnado com tinta; (D) Detecção de estro das fêmeas; (E) Fêmeas marcadas após a monta 

natural. 
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Figura 3. Procedimentos com as fêmeas experimentais. (A) Aplicação subcutânea de 

insulina; (B) Colheita de sangue para dosagens hormonais; (C) Diagnóstico de gestação 

por ultra-sonografia transretal. 

A B 
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Figura 4. Nascimento das crias ao término do experimento.  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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