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RESUMO

Para comparar a resposta reprodutiva de cabras nuliparas submetidas a doses crescentes de
insulina, 39 cabras da raca Anglo-nubiana tiveram seus estros sincronizados pelo uso de
esponjas intravaginais contendo 60 mg de MAP (Progespon, Syntex, Argentina), por 10 dias
associado a um tratamento luteolitico de 50 pg de cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brasil), 48 h
antes da remocdo da esponja (RE). As cabras foram alocadas em trés grupos: Insulina I
(n=13), Insulina II (n=13) e Controle (n=13). No grupo Insulina I e II, todos os animais foram
tratados subcutaneamente com insulina humana de longa duracdo com doses de 0,14 Ul/kg
PV/dia e 0,2 Ul/kg PV/dia, respectivamente, durante trés dias consecutivos, iniciando 48h
antes da RE. Os animais do grupo Controle receberam 0,5 mL de solugdo salina. O estro foi
monitorado trés vezes ao dia e as f€émeas com estro evidente foram cobertas no inicio do estro
e 24 h depois, utilizando trés machos da mesma raga e de fertilidade comprovada. Com a
ultra-sonografia transretal, através do uso do equipamento de ultra-som, Falco 100, acoplado a
um transdutor de 6/8 MHz, foi monitorada a dinamica do foliculo ovulatoério, iniciando 24 h
ap6s a RE até a ovulacdo e no 3° dia pds-monta foi determinada a taxa de ovulagdo, ¢ ainda,
foi realizado o diagnoéstico de gestacdo aos 25, 35 e 45 dias. Durante o experimento, foram
realizadas colheitas de sangue, iniciando 48 h antes da RE até o 12° dia de gestacdo, para a
andlise dos niveis de insulina e progesterona. A administracdo de insulina elevou os niveis
plasmaticos da mesma (P < 0,05) nos animais tratados, contudo nao foi encontrado nenhum
efeito significativo (P > 0,05) entre os grupos sobre a resposta ao estro. O crescimento do
foliculo pré-ovulatorio indicou um efeito significativo do tratamento da insulina (p < 0,05).
Além disso, as cabras submetidas a administracao de insulina exibiram uma melhor resposta
ovariana (p < 0,05) quando comparada com as cabras ndo tratadas (1,70 + 0,23 vs. 1,00 £
0,21). O grupo Insulina 0,14UI exibiu um maior didmetro do CL (p < 0,05) e 50% das
ovulagdes ocorreram as 36h do IE (p < 0,05). Nos grupos Insulina foram observadas uma
maior freqiiéncia de perdas embriondrias até o 12° dia de gestagdo, contudo estas reduziram
significativamente (p < 0,05) com o decorrer da gestagcdo, enquanto que no grupo controle as
perdas se mantiveram similares entre os intervalos. A prolificidade foi similar entre os grupos
Insulina 0,14 UI (1,50 £+ 0,22), Insulina 0,2 UI (1,14 £+ 0,14) e Controle (1,20 £ 0,20) (p >
0,05). Os resultados indicam que existe um efeito benéfico da insulina sobre a resposta

ovariana e fertilidade de cabras nuliparas da arca Anglo-nubiana.

Palavras-chave: Resposta reprodutiva. Cabras. Nuliparas. Insulina.



ABSTRACT

Thirty-nine nulliparous and cyclic Anglo-nubian goats were synchronized using 60 mg MPA
(Progespon, Syntex, Argentina) vaginal sponge for 10 days associated with an luteolytic
treatment 50 pg cloprostenol, 48 h before sponge removal (SR). Goats were allocated in three
groups: Insulin I (n=13), Insulin II (n=13) and Control (n=13). In Insulin I and II groups, all
animals were treated subcutaneously with 0.14 IU/kg BW/day and 0.2 IU/kg BW/day human
long acting insulin, respectively, during three consecutive days beginning 48h before SR. In
control group saline solution was administrated. The goats were monitored three times a day
for the occurrence of estrous and mated at onset of estrous and again 24 h later, using three
Anglonubian bucks of confirmed fertility. Transrectal ultrasonography of ovaries was
perfomed for monitoring ovulatory follicle dynamics and ovulation rate. The growing of the
ovulatory follicles were analyzed 24 h after SR until ovulation and the ovulation rate was
determined 3 days after maiting. The pregnancy detection was performed 25, 35 and 45 days
after breeding by transrectal ultrasonography. Blood samples were collected from 48h before
sponge removal to 12° day of gestation for insulin and progesterone assay. Insulin
administration showed a significant effect (p < 0.05) on insulineamia changes, exhibiting a
positive cumulative increasing of plasmatic insulin concentration. None evidence statistically
significant (p > 0.05) was found on estrus responses between groups. The preovulatory
follicle growing pattern indicated a significant effect of insulin treatment (p < 0.05). The
insulin goats treated exhibit a higher (p < 0.05) mean ovulatory rate when compared to
untreated goats (1.70 + 0.23 pooled mean vs. 1.00 = 0.21), and Insulin 0.14 UI group showed
the higher CL size (p < 0.05) and more than 50% of ovulation was at 36 hours from OE (p <
0.05). In Insulin groups was observed the higher frequency of pregnancy loss before the 12
days after mating. However, during the gestational period, losses decrease significantly (p <
0.05) in these treatments, whereas in Untreated group pregnancy failure was maintained
similar between intervals. At kidding, litter size was similar between Insulin 0.14 UTI (1.50 +
0.22), Insulin 0.2 UI (1.14 + 0.14) and Untreated (1.20 £ 0.20) groups (p > 0.05). The results
indicating that there is beneficial effect of insulin on ovarian response and fertility in
nulliparous goats.

Keywords: Reproductive response. Goats. Nulliparous. Insulin.
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1 INTRODUCAO

A criacdo de pequenos ruminantes, sobretudo da espécie caprina, na regido Nordeste do Brasil ¢
de extrema importancia econdmica e destaca-se pelo seu efetivo de, aproximadamente, 10,4 milhoes de
animais, o que corresponde a 88% do rebanho nacional (IBGE,2007). Nesse contexto, fazendas de
elevado nivel técnico tém buscado utilizar animais cada vez mais jovens nas estagdes reprodutivas com
a finalidade de alcangar um maior aproveitamento na produtividade do rebanho. No entanto, as fémeas
nuliparas apresentam, com bastante freqiiéncia, problemas inerentes ao inicio da sua ciclicidade, tais
como o baixo indice de fertilidade, como resultado de uma nutri¢do deficiente ou de uma baixa oferta
de alimentos, devido as dificeis condi¢des ambientais (DELGADILLO e MALPAUX, 1996).

Em ruminantes, a nutricdo influencia a fertilidade através do fornecimento de nutrientes
especificos que s@o necessarios para os processos de desenvolvimento do odcito, ovulacdo, fecundacao,
sobrevivéncia embriondria e o estabelecimento da gestacdo e ainda, através da sua influéncia nas
concentragoes circulantes dos hormonios e outros metabolitos sensiveis aos nutrientes requeridos para
o sucesso destes processos (ROBINSON et al, 2006). Dessa forma, o potencial reprodutivo &
influenciado pela nutri¢do a curto e a longo prazo, no estro e durante os diferentes estadios fisiologicos,
quando a fertilidade nos animais pode ser fortemente condicionada.

O melhoramento dos parametros reprodutivos através da nutri¢do tem se destacado como uma
importante ferramenta, especialmente por caracterizar-se como de baixo custo no controle da taxa de
ovulagdo ¢ do tamanho da prole, em sistemas de produgao extensivos ¢ em ambientes como o semi-
arido (MARTIN et al., 2004). Em espécies domésticas, estudos t€m verificado a administracdo da
insulina nas diferentes fases reprodutivas como moduladora das fungdes reprodutivas, aumentando os
niveis intra-foliculares e periféricos de fatores de crescimento, tais como o fator de crescimento
semelhante a insulina I (IGF-I). Além disso, em suinos e bovinos, a insulina aumenta o recrutamento de
foliculos responsivos as gonadotrofinas, reduz a atresia folicular e atua como um sinal metabdlico,
influenciando a liberagdo de LH pela hipofise anterior (MATAMOROS et al., 1991; MONGET &
MARTIN, 1997). Em ovinos, tem sido demonstrado que as populacdes foliculares sdo sensiveis ao
incremento nutricional, apresentando um efeito positivo sobre a foliculogénese e a taxa de ovulagio
(WHITLEY et al., 2000). Contudo, dados na literatura que relatam a influéncia nutricional a curto
prazo, especialmente no que se refere a administragdo de insulina exdgena sobre a fertilidade de cabras

nuliparas e em crescimento ainda sdo escassos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estado nutricional e atividade ovariana em ruminantes.

A atividade ovariana nos animais domésticos € influenciada pelos niveis nutricionais em varios
estadios dos processos reprodutivos, da maturidade a receptividade sexual, prenhez e lactacdo. Os
potenciais locais de acdo da nutrigdo sobre a funcdo ovariana incluem efeitos sist€émicos : (i)
hipotaldmicos, através da sintese e liberacdo de GnRH; (ii) a hipofisarios, lobo anterior, através do
controle da sintese e liberacdo de FSH, LH e hormoénio de crescimento (GH); e (iii) ovarianos, por
regulacdo do crescimento folicular e sintese de esterdides. Adicionalmente, existem possiveis sitios
locais de ag@o por conseqiiéncia da cascata de fatores de crescimento e suas proteinas ligantes dentro
do ovario. Além disso, um grande ntimero de fatores metabodlicos estdo envolvidos na regulagdo da
funcao ovariana. Estes incluem hormdnios e fatores de crescimento, como insulina, glucacon, leptina,
GH, horménios tiroidianos, IGF hepatico e suas proteinas ligantes, bem como os seguintes
combustiveis metabolicos: glicose, acidos graxos, lipoproteinas de baixa e alta densidade (LDL e HDL,
respectivamente), T3 (Triiodotironina) e T4 (Tiroxina) (ROCHE & DISKIN, 1994).

Varios estudos tém verificado a relagdo entre a nutricdo e a reprodugdo, através dos estados
metabolicos resultantes da variagdo do balanco energético. Esses estados sdo regulados por meio de
interagdes complexas entre as concentracdes sangiiineas de hormdnios metabdlicos e de nutrientes.
Além disso, muitos desses hormodnios metabolicos, envolvidos na homeostase de nutrientes no
organismo, também afetam o sistema reprodutivo. Rapidamente, quando o consumo alimentar nao ¢
capaz de satisfazer as exigéncias nutricionais do animal, o organismo disponibiliza a energia
armazenada na forma de glicogénio, triglicerideos e proteina, resultando num déficit, caracterizando o
balango energético negativo. Por outro lado, quando o consumo de nutrientes ¢ maior que as exigéncias
nutricionais, os nutrientes em excesso sao armazenados ou eliminados na forma de calor metabdlico.
Nesse caso, o estado metabolico ¢ caracterizado pelo balango energético positivo (SCARAMUZZI et
al., 2006).

Os efeitos do balango energético negativo sobre a reproducdo atuam ao nivel hipotalamico-
hipofisario (WADE & JONES, 2005), inibindo a secre¢do de GnRH, resultando em auséncia de
grandes pulsos de LH e baixas concentracoes de FSH e, ainda, ¢ caracterizado pelo aumento da
sensibilidade do feedback negativo, baixa producdo de estradiol e inibicdo da foliculogénese. Tais
mudancgas estdo associadas a anovulacdo, anestro ¢ ao atraso na puberdade de fémeas. Esse estado
metabolico apresenta, ainda, um quadro de hipoglicemia, hipoinsulinemia, supressao do IGF-I
plasmatico e elevagao das concentragdes plasmaticas do horménio de crescimento (GH). Em vacas de
leite lactantes, por exemplo, o balango energético negativo apresenta efeitos inibitorios diretos sobre a

foliculogénese e a qualidade oocitaria (GONG, 2002; WATHES et al., 2003).
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Ja o balanco energético positivo estimula o aumento da disponibilidade de glicose no tecido
ovariano e das concentragdes sanguineas de leptina e insulina. Em ovinos, essas mudangas parecem
afetar diretamente o ovario, pois sdo observadas a elevagdo das concentracdes de FSH e a redugdo do
feedback negativo, resultando no aumento da foliculogénese e da taxa de ovulagdo, bem como no
avanco na puberdade. Além disso, o balango energético positivo esta associado com alteragdes no
metabolismo hepatico de esterdides (PARR et al., 1987; 1993), podendo alterar o feedback negativo

entre o ovario e o sistema hipotalamico-hipofisario, de modo a incrementar a foliculogénese.

2.1.1 Efeito da nutricio sobre o desenvolvimento folicular e subseqiiente ovulacgio.

Em ruminantes, as populacdes de foliculos ovarianos sdo muito sensiveis a manipulagdo
nutricional, podendo esta ferramenta ser utilizada a fim de incrementar prontamente a foliculogénese e
a taxa de ovulagdo. Sabe-se que o aumento do peso corpdéreo ¢ inevitavel durante um balango
energético positivo prolongado, porém, o efeito estimulatério da nutricdo sobre a foliculogénese pode
acontecer antes de qualquer aumento detectavel do peso corporeo. Assim, Scaramuzzi et al. (2006)
sugeriram uma classificacdo dos efeitos nutricionais sobre a taxa de ovulacdo a partir de uma analise
descritiva dos efeitos da nutricdo e do peso corporeo: efeito agudo, efeito dindmico e efeito estatico
(Fig. 1). O efeito agudo da nutri¢do ocorre quando had um aumento na taxa de ovula¢do na auséncia de
uma mudanca detectavel no peso corpéreo do animal; o efeito dindmico, por sua vez, ¢ identificado por
um aumento na resposta ovariana concomitante com o aumento crescente do peso corporeo e, por
ultimo, o efeito estatico nutricional onde € observada uma resposta ovariana em animais com um
elevado e estavel peso corporeo (SCARAMUZZI et al., 2006).

Em ovelhas, a taxa de ovulagdo ¢ particularmente sensivel ao fornecimento de nutrientes cerca
de 6 meses antes da monta, quando os foliculos ovarianos emergem do poo! de foliculos primordiais e
tém seu crescimento comprometido. Neste momento, a subnutricdo reduz o nimero de foliculos que
emergem, e conseqiientemente o niimero que estara disponivel para ovulagio (VINOLES, 2003).

Estudos recentes verificaram que a reducdo da taxa de ovulagdo pode ser evitada através do
incremento nutricional (flushing) no periodo de 10 dias antes da monta. De fato, o periodo critico para
que ocorra um efeito estimulatério nutricional pode ser menor que 10 dias. Assim, Vifioles (2003)
concluiu que seu efeito benéfico pode estar relacionado a um curto periodo de 8 a 4 dias antes da
ovulagdo (Dias 10 a 14 do ciclo estral), coincidindo com o aparecimento da onda folicular ovulatoria.
Porém, a variagdo do momento da monta, que ocorre em fémeas que ovulam espontaneamente, faz com
que todas as ovelhas recebam o estimulo nutricional em um periodo iniciado 10 dias antes da
introducdo dos carneiros no rebanho. Em adicdo, suplementos dietéticos contendo altos niveis de

energia e proteinas (DOWNING & SCARAMUZZI, 1997), bem como a infusdo de glicose
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(DOWNING et al, 1995; WILLIAMS et al., 1997) demonstraram elevar a taxa de ovulacdo em
ovelhas, confirmando a hipdtese de que uma suplementacdo energética por um curto prazo estd

envolvida diretamente no recrutamento e no crescimento folicular.
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Figura 1: Efeitos da nutri¢do sobre a taxa de ovulagdo em ovelhas. Fonte: Scaramuzzi et al.
(2000).

Além disso, estudos tém verificado que a nutrigdo também afeta a duragdo da onda de
desenvolvimento folicular através de alteracdes fisiologicas no sistema de feedback negativo. Em
caprinos, uma onda de crescimento folicular envolve o recrutamento de um grupo de pequenos
foliculos antrais durante um periodo que pode demandar mais de 24 horas, sendo que posteriormente
um ou dois foliculos serdo selecionados para continuar a crescer até atingir o tamanho equivalente ao
estddio pré-ovulatério. Teoricamente, a suplementagdo nutricional prolonga a onda folicular ao
suprimir a secre¢ao de estradiol do foliculo dominante, conseqiientemente, levando ao declinio de FSH,
e desacelerando o desenvolvimento normal da fase folicular, permitindo que a mesma se mantenha por
um periodo mais longo e que foliculos adicionais sobrevivam (SCARAMUZZI et al., 2006). Em ovinos
(VINOLES, 2003; VINOLES et al., 2005) e bovinos (MURPHY et al., 1991), o efeito da subnutri¢io

encurtou o comprimento da onda folicular e o incremento nutricional obteve efeito inverso.

2.1.2 Sistemas hormonais metaboélicos como intermediadores nutricionais sobre a funcao
ovariana.

Varios estudos buscam compreender os mecanismos que ligam a nutri¢do a func¢ao ovariana. Ha
evidéncias de que os hormoénios e produtos metabolicos tais como o GH, insulina, IGF-I, leptina e

glicose apresentam papéis importantes no controle do desenvolvimento folicular, sendo,
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provavelmente, mediadores dos efeitos da ingestdo dietética sobre a taxa de ovulagdo e fertilidade
(MUNOZ-GUTIERREZ et al., 2002; DISKIN et al., 2003).

Scaramuzzi et al (2006), apoiados em uma forte evidéncia in vivo (MUNOZ-GUTIERREZ et al,
2005; KENDALL et al., 2004), propuseram um modelo em que a principal acdo da nutri¢do no ovario ¢
a inibicdo direta da secre¢@o de estradiol folicular, através de pelo menos 3 sistemas metabolicos:
insulina-glicose, leptina e IGF (Fig. 2). A supressdo nutricional da secrecdo de estradiol, resultante da
acdo desses trés sistemas metabolicos, conduz a aumentos compensatorios na secrecdo de FSH que
estimulam a foliculogénese, aumentando o numero de foliculos disponiveis para a ovulagdo. Em
ovelhas submetidas a infusdo de glicose e a alimentagdo com suplemento de graos de lupin, a secrecao
de estradiol foi suprimida durante a fase folicular do ciclo estral. Este fato parece ser resultante de um
efeito direto sobre o foliculo porque ocorre na presenca de uma inalteracdo ou de um rapido aumento
nas concentragdes de FSH (SCARAMUZZI et al., 2006).

Além disso, os trés sistemas metabdlicos possuem agdes intra-foliculares em resposta ao efeito
agudo da nutricdo. Contudo o sistema leptina ¢ o principal intermediador da modulacdo dos efeitos
estatico e dindmico, apesar de ndo ser descartado, definitivamente, os sistemas insulina-glicose ou o
sistema IGF dos efeitos estatico e dinamico. Assim, os sistemas insulina-glicose, IGF e leptina vém se
destacando como fortes intermediadores entre os efeitos nutricionais e a fungdo ovariana, embora os
mecanismos intra-folicular e intracelular dos efeitos desses sistemas sejam ainda desconhecidos

(SCARAMUZZI et al., 2006).
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Figura 2: Modelo da regulagdo nutricional da foliculogénese e taxa de ovulacdo em ovelhas.

Fonte: Scaramuzzi et al. (2006).
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A Sistema Insulina-glicose
O sistema intra-folicular insulina-glicose ¢ estimulado através de tratamentos nutricionais, tendo
como resposta um aumento da expressao de proteinas, GLUT-1 e GLUT-4, nas células da granulosa e

da teca (WILLIAMS et al., 2001) e de glicose no ovario (SCARAMUZZI et al., 2002).

A.1 Insulina

Dentre outras fungdes, estudos apontam a insulina como uma importante moduladora das
fungdes reprodutivas em rebanhos, atuando como um sinal metabdlico que influencia a libera¢do do
GnRH (ARIAS et al., 1992), a pulsatilidade normal e a indu¢do do pico de LH (KIRCHICK et al.,
1982; BULCHOLTZ et al., 2000), exercendo, ainda, um papel regulador da responsividade ovariana as
gonadotrofinas. Estudos tém mostrado que a capacidade do foliculo dominante produzir estradiol,
estimular um pico de LH e ovular ¢ dependente, dentre outros fatores, das concentragdes plasmaticas de
insulina (JORRITSMA et al., 2003; DISKIN et al., 2006). A inabilidade para responder ao aumento da
freqiiéncia do pulso de LH pode ser devida a auséncia de receptores de LH nas células da granulosa que
sdo conhecidos por serem dependentes das a¢des combinadas de FSH e 17B3-estradiol (WEBB et al.,
2004). O 17B-estradiol folicular se torna dependente do estimulo do LH sobre a produgao de androgeno
pelas células da teca e, aparentemente, pelo aumento de insulina e IGF-1 (STEWART et al., 1995).
Desse modo, baixas concentragdes plasmaticas de insulina poderiam reduzir a produ¢do de androgeno e
estradiol e assim comprometer a habilidade dos foliculos para adquirir receptores de LH.

Estudos in vitro t€tm demonstrado que a insulina ¢ um potente estimulator da diferenciagdo e
estereoidogénese folicular (DISKIN et al., 2003). De fato, trabalhos realizados com cultivos de células
bovinas evidenciaram que a insulina estimula tanto a mitose quanto a producdo de esterdides nas
células da granulosa, da teca e nas células luteais (GUTIERREZ et al., 1997; STEWART et al., 1995;
MAMLUK et al., 1999). Armstrong et al. (2002b) verificaram que as células da granulosa bovina sao
extremamente dependentes da presenga das concentragoes fisiologicas de insulina, onde foi observado
um aumento na produgdo de estradiol em pequenos foliculos antrais (1 a 4 mm).

Além disso, pesquisas tém observado que a insulina aumenta as concentragdes circulantes de
IGF-I (MCGUIRE et al., 1995) através do aumento da expressdao hepatica do mRNA para IGF-1. Por
sua vez, as concentracdes aumentadas de IGF-I podem estimular diretamente a proliferacdo ou a
capacidade esteroidogénica das células da teca (SPICER e STEWART, 1996) e da granulosa (SPICER
et al., 1993) e ainda podem afetar diretamente a fungdo pituitaria (WILSON, 1995; SOLDANI et al.,
1995) e hipotalamica (HINEY et al., 1991). Assim, pode-se afirmar que a insulina possui uma acdo

direta e indireta sobre a funcao folicular.
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Por outro lado, a aplicagdo direta da insulina, como moduladora das fung¢des reprodutivas, ¢
uma metodologia ainda em desenvolvimento. Em novilhas, a infusdo de insulina aumentou tanto o
diametro do foliculo dominante (SIMPSON et al., 1994) quanto a taxa de ovulacdo em animais sob
restricdo energética (HARRISON & RANDEL, 1986). Estudos observaram que bufalas com ovarios
inativos, quando submetidas a dietas com alta densidade energética, apresentaram um aumento nas
concentragdes de insulina sérica, sendo associado a melhoria da taxa de estro em resposta ao tratamento
GNRH (BAKR ¢ RAMOUN, 2000). Ramoun et al., 2007, observando esta hipdtese, conduziram um
experimento com a finalidade de testar a administracdo de insulina antes do tratamento com GNRH
sobre a resposta ovulatoria de bufalas aciclicas. Nesse estudo, os autores verificaram que a
administracdo de insulina (0,25 Ul/ kg PV/dia por 3 dias consecutivos) induziu o aumento significativo
(P <0,05) do didmetro dos grandes foliculos (6,85 £ 0,64 para 12,4 + 0,88 mm). Além disso, houve um
aumento significativo (P < 0,01) na taxa de indu¢do do estro no grupo insulina-GNRH quando
comparado ao grupo controle.

Em cabras, Selvaraju et al. (2003) verificaram uma melhor resposta ovariana total (17,9 = 3,08
CL) quando foi administrada insulina antes do tratamento de sincronizacdo e de superovulacdo
comparado ao grupo controle (11,9 = 1,87 CL). Sarath et al. (2007) conduziram um experimento
submetendo cabras aciclicas & administragdo de insulina na dose de 0,2 UI/Kg PV/ dia por 5 dias
consecutivos. Os animais tratados apresentaram significativamente um maior namero total de foliculos
quando comparados com o grupo ndo-tratado. Além disso, nesse experimento nenhum animal do grupo
controle apresentou sinais de estro, sendo que no grupo tratado foi verificada uma taxa de estro de
71,4%, com duragdo de 19,06 £ 2,63 h, ¢ a taxa de ovulacao foi de 80%. A média do didametro do corpo
luteo no grupo tratado atingiu cerca de 6,14 mm. Adicionalmente, foi observada uma alta e
significativa concentracdo de 17B-estradiol nos dias 4 e 8 e de progesterona nos dias 12, 16 e 20. Esses
dados estdo de acordo com Khan et al. (2005), que verificaram que a administragdo subcutinea de
insulina, na dose de 0,2 UI/Kg PV/dia por trés dias consecutivos (dia 7, 8 e 9) do primeiro ciclo estral,
aumentou significativamente a média do diametro dos grandes foliculos no grupo tratado (P < 0,05).
Ainda observaram que o didmetro do corpo luteo aumentou significativamente (P < 0,01) no dia 8 e no
dia 13 do segundo ciclo, indicando o efeito da insulina sobre o desenvolvimento do corpo luteo. Esses
estudos indicam o efeito benéfico da insulina sobre a foliculogénese e a resposta ovariana.

Além disso, a insulina pode atuar beneficamente sobre o desenvolvimento embriondrio e
subseqiiente fertilidade. Estudos in vitro t€m revelado que o desenvolvimento embrionario pode ser
melhorado apods a suplementacdo do meio de cultivo com insulina e IGF-I (BYRNE et al., 2002;

MAKAREVICH et al., 2002; SIRISATHIEN et al., 2003), visto que estes mediadores hormonais
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reduzem a apoptose celular (AUGUSTIN et al., 2003), bem como promovem um aumento da
proliferacdo celular em blastocistos de vacas (BYRNE ez a/., 2002 ; MAKAREVICH et al., 2002).
Contudo, estudos tém relatado que dietas que promovem concentragcdes extremas de insulina
plasmatica podem ser prejudiciais para a qualidade do odcito (GARNSWORTHY et al., 2008). Por
exemplo, Faouladi-Nashta er al. (2005) verificaram que vacas alimentadas com esse tipo de dieta
produziram significativamente um maior niimero de odcitos de baixa qualidade e uma menor proporcao
de embrides clivados que se desenvolveram até o estadio de blastocisto. Em outro experimento,
Faouladi-Nashta er al. (2007) adicionando gordura a essa mesma dieta, observaram a reducdo das
concentragdes de insulina e uma melhoria na competéncia do desenvolvimento oocitdrio. Estes
resultados indicam que a concentragdo extrema de insulina pode ter um efeito adverso sobre a
qualidade do odcito, sendo consistente com outro estudo em vacas de corte (ADAMIAK et al., 2006).
Dessa forma, a insulina pode atuar tanto no controle dos estagios do desenvolvimento folicular
independentes de gonadotrofinas, quanto em sinergia com gonadotrofinas para modular o recrutamento

folicular, maturagao de foliculos pré-ovulatorios e o desenvolvimento embrionario.

A.2 Glicose

Evidéncias em vérias espécies destacam a importancia da glicose como um mediador dos efeitos
nutricionais na reproducdo. A disponibilidade de glicose influencia tanto o tdnus quanto os modos da
onda de secre¢do de LH, presumivelmente por seus efeitos sobre o GnRH. Em ovelhas, tornadas
transitoriamente hipoglicémicas através de um tratamento com insulina, o inicio da onda de LH foi
atrasado, mas a infusdo de glicose associada a insulina preveniu a hipoglicemia e reestabeleceu o
momento normal do pico de estrogeno, induzido pelo LH (MEDINA et al., 1998). Segundo Foster e
Nagatani (1999) a glicose pode ser um sinal metabdlico que fornece informagdo para modular a
secrecdo de GnRH, estando envolvida na liberacdo de LH.

O efeito reprodutivo da infusdo de glicose ¢ o de suprimir a secrecdo de estradiol na fase
folicular, estimulando a foliculogénese e aumentando a taxa de ovulacdo (SCARAMUZZI et al., 2006).
Muioz-Gutiérrez et al. (2002) verificaram que a infusdo de glicose por 3 ou 5 dias estimulou a
foliculogénese, aumentando o nimero de grandes foliculos, sem apresentar efeito sobre os pequenos e

médios foliculos.

B Sistema IGF
Na maioria das espécies, o IGF-I € um estimulador potente da prolifera¢ao folicular, bem como
da secrecdo de esterdides foliculares. Quando as concentragdes sanguineas de IGF-I estdo baixas, por

exemplo, durante o balango energético negativo no pos-parto bovino, ¢ observada a supressdo da
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foliculogénese e da secrecdo de esteroides (WATHES et al., 2003; GONG, 2002; BEAM & BUTLER,
1999; BONDY et al., 1993). Porém, quando as concentragdes de IGF-I estdo elevadas, a sua acdo sobre
o foliculo deve ser controlada para prevenir uma possivel hiperestimulacdo ovariana (CAMPBELL,
1988). Nesse caso, o IGF-I pode maximizar o crescimento folicular, sendo prejudicial para a maturacao
do odécito do foliculo em crescimento (ARMSTRONG et al., 2003). McCaffery et al. (2000)
observaram que foliculos tratados com altas concentragoes de IGF-I tiveram odcitos significativamente
menores, afetando a retomada da meiose, visto que esse processo ¢ reiniciado quando o odcito atinge
certo tamanho (AL-MUFTI et al., 1988). Além disso, as vias do feedback negativo que controlam a
secrecdo hepatica de IGF-I ndo incluem o ovario, portanto a acdo intra-folicular do IGF-I deve ser
controlada localmente.

Nesse sentido, grandes mamiferos mono-ovulatorios, como a mulher, a ovelha e a vaca, ndo
produzem quantidadess significantivas de IGF-1 intrafolicular (BONDY et al, 1993;
LEEUWENBERG et al., 1995). A producao de IGF-I no foliculo parece ser limitada aos pequenos
mamiferos como roedores (HERNANDEZ, 1995) com ciclos estrais curtos, onde a ovulagdo ¢
freqiiente e a foliculogénese desenvolve-se rapidamente, ou ainda, em grandes mamiferos com altas
taxas de ovulagdo, tais como a porca (SAMARAS et al., 1993; ZHOU et al., 1996). Em ovelhas,
Scaramuzzi et al. (2006) sugerem que o efeito do incremento nutricional sobre o sistema IGF ¢ de
reduzir as agoOes foliculares do IGF-I, por intermédio das a¢des intra-foliculares do IGF-II e das
Proteinas Ligantes aos Fatores de Crescimento Semelhante a Insulina (IGFBP) 2, 4 e 5, que agem para
controlar a biodisponibilidade do IGF-I no foliculo. A infusdo de glicose e a suplementagdo com graos
de lupin, nessa espécie, aumentam a expressdo da IGFBP2 e inibe a expressdo de IGFI-R (MUNOZ-
GUTIERREZ et al., 2005; MUNOZ-GUTIERREZ et al., 2004). Ambos os efeitos podem ajudar a
reduzir a biodisponibilidade do IGF-I no foliculo. Na espécie bovina, as IGFBPs sdao produzidas pelo
odcito, foliculo, corpo luteo, oviduto, utero e embrido (MAKAREVICH et al., 2002; GREVE et al.,
1995; SIMPSON et al., 1994; ARMSTRONG et al., 2002; VOGE et al., 2004).

As concentragdes plasmaticas de IGF-I, em bovinos, estdo provavelmente correlacionadas com
as suas concentracdes no fluido folicular de grandes foliculos (ECHTERNKAMP, 1990). Nesta
espécie, ¢ bem documentado em estudos de cultivo in vitro (SPICER e STEWART, 1996; STEWARt
et al., 1995) que o IGF-I induz a proliferacao das células tecais e aumenta o numero de sitios ligantes
para o LH e este, por sua vez, aumenta a produgdo de progesterona ¢ androsterona nas células da teca.
Este fato sugere que o IGF-I tem um papel em aumentar a responsividade celular dos foliculos ao LH
que em troca aumentaria a producdo de estradiol folicular, sendo este um pré-requisito para ovulagao

(DISKIN et al., 2006).
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Além disso, em vacas ha uma aparente relagcdo entre a atividade esteroidogénica do primeiro
foliculo dominante no pds-parto e as concentragdes circulantes do IGF-I neste periodo. Sabe-se, ainda,
que modificacdes nas concentragdes sistémicas de IGF-I apds a paricao estdo diretamente relacionadas
aos niveis plasmaticos de insulina, a qual funciona como um importante desencadeador da retomada da
atividade ovariana (WEBB et al., 2004).

Em adicdo, o IGF-I estimula a produgdo de progesterona luteal in vitro (SAUERWEIN et al.,
1992), visto que tem sido detectado receptores para este fator de crescimento no corpo luteo bovino
(WOAD et al., 2000; NEUVIANS et al., 2003). Contudo, a maioria do IGF-1 no corpo luteo ¢
proveniente da circulagdo (PERKS et al., 1999), ja que o ligante do IGF-I ¢ produzido nesta estrutura
(WOAD et al., 2000; NEUVIANS et al., 2003). Esta evidéncia indica que qualquer efeito benéfico do
IGF-1 sobre o desenvolvimento do corpo luteo e, conseqiientemente, sobre a producdo de progesterona
deve ser reflexo do IGF-I periférico (VELASQUEZ et al., 2005).

Além disso, o receptor de IGF-I é expresso ao longo do embrido bovino durante o estddio de
pré-implantacdo (YOSHIDA et al., 1998; YASEEN et al., 2001; LONERGAN et al., 2003). E como
previamente destacado, o IGF-I possui efeitos benéficos sobre a embriogénese, juntamente com a
insulina, diminuindo o numero de células apoptodticas ¢ aumentando o nimero de células total do
embrido (PRELLE et al., 2001; BYRNE et al., 2002; MAKAREVICH et al., 2002; SIRISATHIEN et
al., 2003).

C Sistema Leptina

A leptina consiste em um outro mensageiro metabolico, sendo considerado um importante fator
conectivo entre a reproducgdo e o estado metabolico animal. Em vacas, mudancgas no balango energético
sao refletidas em flutuagdes nas concentragdes basais de leptina, levando a maiores concentragdes deste
hormonio nos casos de balango energético positivo (BLOCK et al., 2001). De acordo com Houseknecht
et al. (1998), a insulina e os glicocorticoides estimulam o aumento das concentragdes de leptina no
sangue e diminuem a libera¢do do neuropeptideo Y (NPY), o qual além de ser considerado um potente
estimulador da ingestdo alimentar, corresponde a conexdo entre a leptina e os neurdénios produtores de
GnRH. Dessa forma, a leptina age centralmente no eixo hipotaldmico-hipofisario, através de seus
receptores e do NPY, e perifericamente nas gonadas (WILLIANS et al., 2002).

O sistema leptina foi identificado no foliculo de ovelhas, através da deteccdo do mRNA do
receptor para leptina (ObRb). Nesse estudo foi observado que em ambos os tratamentos alimentares
com infusdo de glicose ¢ com suplementacao de graos de lupin houve um aumento no nimero de
foliculos com mRNA para ObRb (MUNOZ-GUTIERREZ, 2005). Os efeitos da leptina sobre o foliculo

foram examinados por Muiioz-Gutiérrez et al. (2005) e Kendall e al. (2004), onde verificaram que a
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leptina inibe a secre¢do in vivo de estradiol e estimula a foliculogénese, durante a fase folicular. Além
disso, um imunizador passivo contra a leptina demonstrou um efeito oposto, aumentando a secrecdo de
estradiol folicular in vivo durante a mesma fase do ciclo estral (KENDALL et al., 2004). Vale ressaltar,
que o efeito inibitorio da leptina sobre a secrecdo de estradiol so foi verificado em baixas taxas de

infusdo (2 pg/h) e ndo em altas doses (20 pg/h) de leptina (KENDALL et al., 2004).

2.2 Fatores que afetam o desenvolvimento embrionirio e subseqiiente fertilidade em
ruminantes.

O nascimento de crias vivas € a seqiiéncia de eventos iniciados antes da fecundacdo com o
desenvolvimento do odcito no ambiente folicular e finalizados com o embrido sinalizando sua
presenga. Neste momento, o utero deve estar pronto para permitir o processo de implantacdo e o
estabelecimento da gestacdo. Em caprinos, embora a taxa de concepc¢do, a qual ¢ determinada pela
presenga de embrides clivados no oviduto, seja relativamente alta com uma média de 90-95%
(COFFEY & BRITT,1993), a taxa de mortalidade embriondria durante os primeiros 30 dias de gestacao
¢ de aproximadamente 40% (MARTINEZ et al., 1998). Quinlivan et al. (1996) observaram que a
maioria das mortes pré-natais em ovelhas ocorrem entre o 2° e 30° dia de gestacao.

Neste contexto, diferentes fatores podem favorecer a mortalidade embrionaria. Além de causas
endogenas como a alteracdo da dinamica do desenvolvimento folicular ou modificagdes na composicao
hormonal que conduzem a uma baixa qualidade do odcito, fatores externos, como a nutricdo, podem
modificar o ambiente folicular, bem como a qualidade do odcito, ou ainda criar um ambiente uterino
hostil para o embrido (BILODEAU-GOESEELS & KASTELIC, 2003). Nesse sentido, se faz
necessaria a melhor compreensdo da dindmica e da regulagdo do crescimento folicular e fungdo do
corpo luteo, além da ampliagdo do conhecimento sobre a relagdo entre a nutrigdo e a reproducao
objetivando a disponibilizagdo de regimes hormonais eficientes e taxas de gestacdo elevadas.

2.2.1 Principais causas enddgenas relacionadas a mortalidade embrionaria e baixa
fertilidade.

As possiveis causas de perda embrionaria € o momento que acontecem sdao ainda pouco
conhecidas. Contudo, estdo relacionadas com as baixas concentragdes de progesterona circulante
durante o ciclo imediatamente antes da monta, bem como no inicio da fase luteal do ciclo seguinte,
resultando em modificagdes no desenvolvimento folicular e em um ambiente uterino inadequado para o
desenvolvimento embrionario e assim o fracasso dos sistemas de reconhecimento materno da gestacdo
(SPENCER et al., 2004). A mortalidade embrionaria pode ainda estar associada a presenca de

anormalidades no o0cito ou no embrido.
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Nas espécies bovina e ovina, estudos t€m associado a redugdo da fertilidade as baixas doses de
progesterona ou progestagenos utilizadas no tratamento de sincronizagdo do estro (SAVIO et al.,
1993a; VINOLES et al., 2001). Tal causa pode ser justificada em virtude do desenvolvimento e da
ovulacdo de um foliculo dominante, grande e persistente (SAVIO et al. 1993a). Nesse caso, o corpo
luteo que surge desses foliculos produzem concentragdes normais de progesterona, demonstrando que a
baixa fertilidade ndo estd relacionado a insuficiéncia luteal (STOCK e FORTUNE, 1993).
Adicionalmente, tal ocorréncia parece ndo afetar a fungdo uterina, visto que a taxa de gestacdo apos a
transferéncia de embrides na presenca ou na auséncia de um foliculo dominante persistente foi
semelhante (WEHRMAN et al., 1996).

Contudo, esses grandes foliculos persistentes podem ocorrer, naturalmente, sob baixas
concentragdes de progesterona durante o ciclo estral imediatamente antes da monta, onde tem sido
associada a um aumento na freqiiéncia dos pulsos de LH (BERGFELD et al., 1996), o qual induz uma
elevagdo na secrecdo de 17B-estradiol (SANCHEZ et al., 1995), resultando em um ambiente enddcrino
anormal que afeta negativamente o desenvolvimento oocitario.

Varios estudos t€m verificado que oodcitos de foliculos persistentes estdo numa fase mais
avangada de maturagdo nuclear, in vivo, que aqueles oriundos de foliculos de idade e tamanho normal
(REVAH ¢ BUTLER, 1996; MIHM et al., 1999). Isto ocorre, provavelmente, devido a exposi¢ao
prolongada e a freqiiéncia aumentada do pulso de LH. Esses odcitos sdo fertilizdveis, porém o
desenvolvimento do zigoto resultante ¢ retardado, normalmente, ocorrendo morte embrionaria antes de
alcancar a fase de 16 células (AHMAD et al., 1995). Mihm et al. (1999), promovendo a reducdo da
progesterona circulante em vacas, obteve uma evidéncia de que 48 h apds essa indugdo ocorrem
mudancas na maturac¢do do odcito, incluindo o avango para fase nuclear I, irregularidade da membrana
nuclear, degeneracdo das células do cumulus e mudangas na forma mitocondrial. Ainda nesse estudo,
foi observado que em concentragcdes normais de progesterona essa mudanga nuclear foi semelhante em
oocitos de foliculos dominantes durante as fases iniciais de atresia da primeira onda folicular. Vale
ressaltar que a presenga de um foliculo persistente ndo altera o potencial de desenvolvimento de odcitos
de foliculos subseqiientes, ou seja, caso o foliculo persistente venha a regredir, ¢ esperada a fertilidade
normal na proxima ovulagdo (SMITH et al., 1996).

Além de influenciar a persisténcia do foliculo pré-ovulatorio, os baixos niveis de progesterona
também determinam o nimero de ondas de desenvolvimento folicular durante o ciclo estral
(SANCHEZ et al., 1995; SMITH e STEVENSON, 1995). Em vacas de leite lactantes, a taxa de
concepcao foi menor quando o foliculo ovulatorio surgiu da segunda onda de desenvolvimento
folicular (58%, n = 64) quando comparada com o foliculo originado na terceira onda (95%, n =

21)(INSKEEP, 2000). Townson et al., (2002) também verificaram que a taxa de concepgdo para o
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primeiro servico foi menor em vacas de leite lactantes nas quais o foliculo ovulatério surgiu da segunda
onda (63%), comparada ao foliculo da terceira onda de desenvolvimento folicular (81%) durante o
ciclo estral antes da inseminagdo artificial. Adicionalmente, os autores observaram que vacas que
ovularam o foliculo dominante da segunda onda, apresentaram oocitos ovulatorios mais velhos em 1,5
dia e maiores em 1,2 mm. Ahmad et al. (1997) verificaram resultados semelhantes em vacas de corte.
Alguns autores sugerem que esse fenomeno se deve a maior exposicdo dos odcitos pré-ovulatorios
oriundos da segunda onda folicular em comparagdo com os da terceira onda, a altas concentragdes de
estradiol antes da estagdo de monta, comprometendo o desenvolvimento oocitario e por fim a
sobrevivéncia embrionaria (BILODEAU-GOESEELS & KASTELIC, 2003; ISKEEP, 2004).

Nesse contexto, estudos tém correlacionado a maior secre¢do de 17B-estradiol pelo foliculo
ovulatorio antes da estacdo de monta com perdas embrionarias durante o 1° ao 4° dia ap6s a monta,
antes do embrido alcancgar a fase de 16 células (MIHM et al., 1999; REVAH ¢ BUTLER, 1996).
Breuel et al. (1993b) examinando a fertilidade no pds-parto de vacas de corte com fases luteais
normais, apos a indu¢ao do estro através do desmame, verificaram que os animais que apresentaram
foliculos pré-ovulatorios maiores no 5°dia antes da onda de LH tiveram maiores concentracdes de
estradiol pré-ovulatorio e baixa taxa de concepgao (36%) quando comparados com os animais que
apresentaram foliculos menores (91%). Contudo, a evidéncia de uma associa¢do negativa entre as
elevadas concentracdes periféricas de estradiol no periodo peri-ovulatorio e, subseqliente,
sobrevivéncia embriondria ainda € pouco conclusiva (ISKEEP, 2004).

Diante do exposto, pode-se sugerir que as mudangas que levam a reducdo nas taxas de
sobrevivéncia embrionaria podem iniciar muito cedo com a exposicdo a baixas concentracdes de
progesterona no ciclo precedende ao estro, resultando na maturagdo prematura do odcito e,
conseqiientemente, comprometendo a sua habilidade para continuar o desenvolvimento embrionario
normal apos a fertilizacdo (ISKEEP, 2004). Assim, a relagdo seqiiencial de baixas concentragdes de
progesterona durante o periodo pré-ovulatorio até a ovulacdo de odcitos de idade variada, o aumento da
freqiiéncia de pulsos de LH e da secrecao de 17B-estradiol ¢ amplamente aceita como uma das causas

da diminuicdo da fertilidade (Figura 3).
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Figura 3: Efeito do padrido de desenvolvimento folicular sobre a fertilidade em vacas. Fonte:
Iskeep (2004).

Adicionalmente, a mortalidade embrionaria precoce pode ainda ser atribuida a baixa secrecao de
progesterona produzida pelo corpo liteo no inicio da fase luteal. Vasconcelos et al. (2001) verificaram
que a ovulagdo de pequenos foliculos (11,5 + 0,2 mm) em vacas lactantes resultaram em corpos lateos
menores, em baixas concentragdes de progesterona e menores taxas de concepcao, quando comparados

com as ovula¢des de foliculos maiores (14,5 + 0,2 mm). Pesquisas tém observado que a
elevagdo pos-ovulatoria nos niveis plasmaticos de progesterona (BILODEAU-GOESEELS &
KASTELIC, 2003) ¢ essencial para a manutencdo da gestacdo. Em vacas com baixa fertilidade, tem se
verificado que estas apresentam um lento aumento na taxa de progesterona durante o periodo pos-
ovulatorio (CHAGAS e SILVA et al. 2002). Neste caso, a mortalidade embrionaria pode estar
associada a uma menor produgdo de Interferon-tau (IFN-f) pelo concepto (BILODEAU-GOESEELS &
KASTELIC, 2003), visto que ha uma correlagdo positiva entre as concentragcdes de progesterona
materna com a producdo de IFN-z, resultando no fracasso do reconhecimento materno da gestacdo
(KERBLER et al., 1997).

Além disso, também hé evidéncias de que as baixas concentragdes de progesterona podem
influenciar a morfologia do endométrio no ciclo subseqiiente (SHAHAM-ABALANCY et al., 2001), e
ainda, exercer um importante papel na regulagdo de secrecdes uterinas essenciais para o
desenvolvimento embrionario inicial, tais como proteinas e fatores de crescimento (SREENAN et al.,
2001), e na expressdo de mRNA uterino para os receptores de progesterona e estradiol (MCNEILL et
al., 2006). Dessa forma, uma reducdo nas concentragdes plasmaticas de progesterona pode ainda
retardar a taxa de crescimento e desenvolvimento embrionario, afetando sua sobrevivéncia (SREENAN
etal., 2001).

Em novilhas de corte, Diskin et al. (2004) demonstraram que ha uma associagdo entre as

concentracdes periféricas de progesterona 7 dias apos a inseminacdo artificial ¢ a sobrevivéncia
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embrionaria (Fig. 4). Além disso, estudos tém revelado evidéncias em ovinos (PARR et al., 1987),
suinos (ASHWORTH, 1991) e vacas leiteiras (STARBUCK ef a/.,2001) que uma suplementacdo com
progesterona em animais que apresentam baixas taxas de sobrevivéncia embrionaria, como resultado de

uma insuficiéncia deste hormonio, reduz o risco de perdas embriondrias.
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Figura 4: Relagdo entre as concentracdes de progesterona plasmatica no dia 7 apds a
inseminacdo artificial e subseqiiente taxa de sobrevivéncia embriondria em novilhas. Fonte: Diskin et

al. (2004).

Em relacdo as anormalidades cromossomais, recentes estudos usando a hibridizagdo
fluorescente in situ, com sondas especificas para a analise de cromossomos in vivo de embrides
bovinos, revelaram que a mixoploidia, ou seja, a presenga de uma mistura de células diploides e
polipléides, aumentou de 5% no 2° dia para até 31% no 5° dia apos a fecundacao (VIUFF et al., 2001).
Contudo, apenas 25% dos embrides nos dias 7-8 foram mixoploides apresentando menos de 10% de
células poliploides (VIUFF et al., 1999). Segundo Hare et al. (1980), a manutengdo da gestacdo ¢
compativel com a presenca de até 25% das células poliploides no trofoblasto embrionario do dia 12—18.
Esse fato mostra que a mixoploidia representa uma porcentagem minima de perdas embriondria em
vacas. Os verdadeiros embrides poliploides seriam eliminados antes de eles clivarem a fase de oito
células (HYTTEL et al., 2001).

Por outro lado, a freqiiéncia de anormalidade cromossoémica em embrides produzidos in vitro é
significantemente maior que aqueles produzidos in vivo (KING et al., 1995; VIUFF et al., 1999; 2000).
No caso da transferéncia nuclear, a situag@o ¢ provavelmente até mais pronunciada, visto que apenas 1—
2% dos embrides reconstruidos resultam em crias vivas, sugerindo que as anormalidades embriondrias
podem ser o fator mais importante para a mortalidade embrionaria nestas situagoes (YIN ef al., 2002).

As anormalidades que afetam um ou dois cromossomos podem estar presentes no genoma

materno ou no seu antepassado e podem transmitir a uma propor¢ao dos gametas. Estas anormalidades
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podem também surgir como erros no processo na forma¢do de gametas, na fecundagdo ou durante o
desenvolvimento. A anormalidade cromossomal mais caracteristica em bovino é a translocacdo de
Robertsonian (POPESCU & PECH 1991), caracterizada por uma fusdo entre dois cromossomos néo-
homologos (1 e 29), resultando em um unico cromossomo. Os portadores dessa alteragdo produzem
seis diferentes tipos de gametas, somente dois destes podem produzir descendéncias viaveis, enquanto
que os outros produzem embrides cromossomicamente desequilibrados. A morte destes embrides pode
ocorrer dentro da 1? ou 2* semana de desenvolvimento. Outras translocagdes resultam nas baixas taxas
de divisdo de blastocistos in vitro e de concepcdo apos a inseminagdo artificial e nas altas taxas de

aborto (RUBES et al., 1999; BASRUR et al., 2001).

2.2.2 Efeito da nutricao sobre a sobrevivéncia embrionaria

Em ruminantes, os embrides sdo dependentes de substancias nutritivas, presentes no utero,
decorrentes da adequada nutricdo materna, para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia (ASHWORTH,
1995). Contudo, a disponibilidade de alguns substratos energéticos, especialmente a glicose, tem sido
caracterizada por sua capacidade em alterar o desenvolvimento embrionario (LIM et al., 1999). Por
exemplo, altas concentracdes de glicose no ambiente de desenvolvimento embriondrio podem depletar
a expressdo de transportadores de glicose, levando a ativacdo de vias apoptoticas, degradacdo da
cromatina e fragmentagdo nuclear (HINCK et a/., 2003), resultando na reducdo do numero de células
do blastocisto e da viabilidade embrionaria (LEA et al., 1996).

Nesse contexto, o nivel nutricional materno ¢ considerado o principal fator nutricional que
influencia o estabelecimento da gestacdo. Estudos t€ém destacado uma relacdo inversa entre o plano
nutricional pds-monta e a concentracdo de progesterona periférica, estando associados com uma
elevada taxa de perda embriondria. Em ovelhas, o incremento no nivel nutricional durante o periodo
pré-ovulatorio leva a um aumento no tamanho do foliculo ovulatério e na habilidade do corpo luteo
resultante em secretar progesterona. Entretanto, apos a ovulacdo os elevados planos alimentares podem
ocasionar uma supressao das concentragdes plasmaticas de progesterona para niveis que comprometem
a sobrevivéncia embrionaria (ABECIA et al., 1997). Em adi¢do, Ashworth (1995) observou que
ovelhas superalimentadas durante o inicio da gestagdo apresentaram uma redug¢do na proporcao de
embrides produzidos. Acredita-se que estes fatos sejam resultantes do aumento do metabolismo da
progesterona, em conseqiiéncia de uma elevagdo na atividade de oxidacdao hepatica devido ao maior
fluxo sanguineo porta-hepatico em animais bem alimentados, resultando em uma reducdo das
concentracdes de progesterona periféricas (ABECIA et al., 2006; ASHWORTH, 1995).

Por outro lado, a subnutricdo também promove variagdes nas concentracdes de progesterona.

Nesse caso, foi verificado que ovelhas desnutridas apresentam mudancas na distribuicdo desse
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hormonio no endométrio (ABECIA et al., 2006; LOZANO et al.,1998). Em um estudo com ovelhas
alimentadas com 0,5 e 1,5 M, foi observado que as concentracdes de progesterona no endométrio foram
reduzidos no dia 5 do ciclo dos animais alimentados com metade das exigéncias de manutencao
(LOZANO et al.,1998).

Essas observacdes indicam que as mudangas no consumo de nutrientes podem influenciar o
metabolismo da progesterona, bem como na manutencdo das concentracdes adequadas da mesma,
impedindo que os mecanismos luteoliticos sejam superados ou suprimidos, diminuindo,
conseqiientemente, a sobrevivéncia embrionaria (ROBINSON et al., 2002). Além disso, mudancas nas
concentragdes de progesterona circulante modificam a magnetude e a composi¢do de polipeptideos
secretados pelo endométrio. Algumas dessas proteinas, como a proteina de ligagdo do retinol, sdao
essenciais para o crescimento € o desenvolvimento do concepto, além de possuirem uma importante
fun¢do no transporte de nutrientes insoliveis na agua através da placenta (ASHWORTH, 1995 ;
HARNEY et al.,1993).

Em adig@o, pesquisas que estudam o efeito da nutri¢do sobre a reproducdo sugerem que a dieta
alimentar materna pode ainda ter um efeito significativo na qualidade do odcito, na competéncia de seu
desenvolvimento e por fim na sobrevivéncia embrionaria. Yaakub et al. (1997) observaram que vacas
submetidas a um baixo consumo dietético apresentam o6citos com a morfologia alterada, tanto aqueles
naturalmente ovulados, quanto os superovulados. Em contraste, Boland ef al. (2001) ndo observaram
diferengas na morfologia de o6citos colhidos de ovelhas submetidas a um plano alimentar de 0,5 M e 2
M.

Em relagdo ao desenvolvimento oocitario, McEvoy et al. (1995) observaram que altos niveis de
alimentacdo antes da ovulacdo em ovelhas superovuladas reduziram a propor¢do de 6vulos que se
desenvolvem até blastocisto expandindo apds 7 dias de cultivo quando comparadas com o grupo de
animais que recebeu 0,6 vezes de suas exigéncias de energia diarias para manuten¢do. Porém, Lozano
et al. (2003) informaram um menor nimero de odcitos de boa qualidade e embrides por animal em
ovelhas superovuladas e alimentadas ad libitum quando comparadas com ovelhas do grupo controle
(1,5 M) ou com aquelas submetidas a dietas de baixa energia (0,5 M), concluindo que dietas ad libitum
sao altamente prejudiciais para programas de superovulagao.

Quanto a espécie bovina, nenhuma diferenca significativa foi detectado na taxa de formacao in
vitro de blastocisto de vacas estimuladas com FSH e submetidas a diferentes dietas antes do abate,
embora mais blastocistos tivessem sido produzidos a partir de odcitos de animais submetidos a baixa
dieta (YAAKUB et al., 1999). Por outro lado, o consumo energético restrito antes do abate aumentou o
subseqiiente desenvolvimento in vitro de oocitos oriundos de pequenos foliculos (MCEVOY et al.,

1997b). Posteriormente, Nolan et al. (1998) observaram que a producdo de blastocistos apos a
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fecundacdo in vitro foi significativamente maior para odcitos recuperados, através da pung¢do folicular
transvaginal, em novilhas que receberam um baixo nivel dietético. Nesse sentido, pode-se sugerir que o
efeito da nutricdo sobre a reproducdo pode acontecer a nivel do odcito antes da ovulagao.

Em novilhas, Dunne et al. (1999) mostraram que redugdes stbitas no consumo de matéria seca
proximo a inseminagdo afeta adversamente a sobrevivéncia do embrido (Tab. 1). Nesse estudo, foi
observado que o consumo de energia reduzido de um alto nivel alimentar 2M para 0,8 vezes a
manuten¢do durante 2 semanas, imediatamente apds a inseminagdo artificial, a taxa de sobrevivéncia
embriondria foi menor que 40%. Por outro lado, quando as novilhas foram submetidas a um nivel
constante de consumo alimentar ou quando sairam de um baixo para um alto consumo alimentar a
sobrevivéncia embriondaria foi mais alta (65—71%). Vale ressaltar que ndo houve nenhuma associa¢ao
entre o consumo de energia e a concentragdo de progesterona sistémica. Embora, os mecanismos pelos
quais a nutricdo pode afetar o desenvolvimento do embrido ndo sejam conhecidos, foi mostrado que o
consumo dietético também pode modificar a expressdo de genes envolvidos no desenvolvimento

embrionario precoce (WRENZYCKI et al., 2000).

Tabela 1: Efeito do tratamento nutricional antes ¢ ap6és a inseminagao artificial sobre a taxa de

sobrevivéncia embriondria em novilhas. Fonte: Dunne et al. (1999).

Nivel nutricional Efeitos Interagéo
B-B B-A A-A A-B Pré-Al Pés-Al  Pré-Al x Pés-Al
Animais (n) 66 65 60 56
N°Prenhes 46 46 39 21
%Prenhez 70 71 65 38 P<0,01 P<0,05 P<0,05

B: dieta 0,8 x M; A: Dieta 2,0xM.

Em adigdo, o nivel nutricional pode, ainda, prejudicar o processo de reconhecimento materno da
gestagdo, alterando, por exemplo, a produgao de INF-z pelo concepto e a secrecdo de PGFy,
endometrial, levando ao fracasso o estabelecimento ¢ a manutencdo da gestacdo. Embora baseado em
resultados de um pequeno niimero de animais, Abecia et al. (1999) observaram a evidéncia do efeito da
nutri¢ao materna sobre a secrecdo de IFN-¢ do concepto e na producao de PGF-2a pelo utero. Embrides
colhidos no 15° dia de gestagdo de ovelhas submetidas a um nivel alimentar de 0,5 M mostraram
secretar baixas quantidades de IFN-¢ in vitro e o tecido endometrial colhido das mesmas apresentaram
altos niveis de PGF,, quando comparados com ovelhas alimentadas com 1,5 M. Este resultado foi
acompanhado por uma redugdo na taxa de sobrevivéncia embriondria. Além disso, os resultados de

Lozano et al. (2003) indicaram que uma baixa dieta de energia, durante o desenvolvimento inicial do
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embrido colhidos de ovelhas superovuladas, aumentou a producdo uterina in vitro de PGFy,
ocasionando em um ambiente uterino adverso, comprometendo assim o desenvolvimento do embrido.
Porém, neste estudo ndo foi observada nenhuma diferenca entre os grupos alimentados quanto a
secrecao de IFN-7 pelo concepto.

Além dos niveis nutricionais, outros fatores como o tipo da dieta oferecida pode influenciar os
efeitos da nutricdo sobre o sistema reprodutivo e subseqiiente fertilidade. Estudos tém relatado que ions
de amonia, provenientes de dietas ricas em proteina, podem ter efeitos prejudiciais ao ambiente uterino,
reduzindo a sobrevivéncia do espermatozoide, o6cito ou embrido, devido a diminui¢do do pH uterino
resultante das altas concentragdes de uréia (ELROD e BUTLER, 1993; ELROD et al., 1993). Nesse
sentido, Fahey ef al. (1998) conduziram um experimento com a finalidade de avaliar os efeitos dos
altos niveis de uréia dietética sobre a qualidade e a sobrevivéncia do embrido em ovelhas. Nesse
estudo, o numero de embrides de oito-células recuperados no dia 4 oriundos de fémeas tratadas com
uréia foi menor quando comparado ao grupo controle. Com a mesma finalidade, Berardinelli et al.
(2001), alimentando ovelhas com um excesso de proteina degradavel (duas vezes as exigéncias)
durante um ciclo estral perdurando até o ciclo seguinte, observou que o transporte do embrido foi
impedido no dia 5 ¢ depois disso, o transporte ¢ o desenvolvimento do embrido no oviduto
encontravam-se acelerados. Pelo contrario, McEvoy et al. (1997), depois de colher embrides de ovelhas
suplementadas ou nao com um excesso de uréia na dieta durante 12 semanas, observou uma demora no
desenvolvimento dos embrides colhidos das ovelhas suplementadas. Esses autores tém concluido que o
excesso de nitrogénio degradante no rumen em dietas de ovelha eleva a uréia plasmatica e amonia no
utero, estando associado ao aumento da mortalidade embrionaria.

Porém, o tratamento de ovelhas receptoras com uréia ndo apresentou efeito sobre a
sobrevivéncia de embrides transferidos (FAHEY et al., 1998). Em um estudo semelhante, embrides de
boa qualidade produzidos in vitro foram transferidos a novilhas receptoras submetidas a diferentes
concentragdes de uréia no soro sangiiineo. Nesse estudo, também, ndo foram observadas perdas
embriondrias, onde foi possivel sugerir que a alteracdo no ambiente uterino ndo ¢ o principal fator que
contribui para a mortalidade embrionaria quando dietas com alto teor de uréia ¢ oferecida (GATH et
al., 1999).

Quanto aos efeitos das altas concentracdes de uréia sobre a qualidade do o6cito e o seu
potencial de desenvolvimento, ainda ha poucas informagdes disponiveis. Em um estudo, nenhuma
mudancga na taxa de desenvolvimento in vitro foi observada depois de tratar novilhas com altos niveis
de uréia durante 9 dias (O'CALLAGHAN et al., 1997) e a exposi¢ao de odcitos bovinos a amdnia
durante a maturagdo in vitro nao afetou o posterior desenvolvimento embrionario (HAMMON et al.,

2000).
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Em relagdo a taxa de concepgdo, os efeitos do alto consumo de proteina crua sdo equivocas.
Dietas com altos niveis protéicos resultam no aumento das concentragdes de uréia no plasma sanguineo
e no leite, estando associado com a baixa fertilidade em vacas de leite (BUTLER et al., 1996). A uréia
nitrogenada plasmatica em excesso (19 mg/dl ) tem sido associado a uma reducdo de 20% na taxa de
concepgdo em vacas de leite (BUTLER, 1998). Porém, o excesso de proteina crua consumida nao
afetou o crescimento ou numero de foliculos ovarianos, bem como o nimero de embrides recuperados
no dia 6,5 de vacas de leite ndo lactantes que receberam niveis energéticos adequados (ELROD e
BUTLER, 1993). Da mesma forma, em novilhas de corte durante o balango energético positivo, ndo foi
observado qualquer efeito do alto consumo de proteina crua sobre a taxa de concepgao, independente
da origem da proteina, derivada do pasto ou da adi¢do de uréia na dieta (DISKIN et al., 2006; KENNY
et al.,2001; KENNY et al., 2002). Semelhantemente, em ovelhas, Abecia et al. (1997) ndo observaram
o efeito do nivel de proteina dietética sobre a taxa de gestacdo 8 dias apds a monta. Diante do exposto,
¢ importante conduzir estudos com a finalidade de esclarecer se os efeitos adversos da uréia sobre a
sobrevivéncia do embrido sdo dependentes do “status ” energético do animal.

Em adicdo, os acidos graxos dietéticos também afetam a fertilidade das fémeas ruminantes.
Contudo, tem-se verificado que o tipo de acido graxo e ndo a energia adicional provida do mesmo pode
estimular o desenvolvimento de grandes foliculos. Em um estudo, a taxa de concepcdo foi
significativamente mais baixa em vacas alimentadas com uma dieta com suplemento de gordura (50%)
quando comparadas ao grupo tratado com formaldeido (87,5%), uma fonte rica de acido linolénico
(Petit et al., 2001). Isso se deve a caracteristica do acido linolénico em induzir a formagao do acido
eicosapentaenoico, um inibidor de sintese de prostaglandinas das duas séries. Em defesa a essa
hipotese, dietas contendo altas concentracdes de acido eicosapentaendico e acido docosahexaendico,
outro inibidor de sintese de prostaglandina das duas séries, diminuiram a secre¢do de PGF,, uterino
induzida em resposta a inje¢des de estradiol e oxitocina no dia 15 do ciclo estral (Mattos et al., 2002).

Além disso, Hostetler ef al. (2003) tem relatado que as concentra¢des inadequadas de alguns
minerais nos tecidos, tais como cobre, iodo, ferro, manganés, selénio e zinco podem contribuir com a
alta incidéncia na mortalidade embriondria precoce em bovinos. Adicionalmente, uma variedade de
espécies de plantas venenosas presentes no pasto tem efeitos deletérios sobre a reproducao,
prejudicando desde a gametogénese até a redugdo da fungdo placentaria, anormalidades anatomicas e
perdas neonatal (JAMES et al., 1992). O periodo em que o embrido ou feto ¢ vulneravel a uma toxina

especifica pode ser tdo breve quanto 1 a 2 dias (MCEVOY et al., 2001).
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2.3 Influéncia do crescimento placentario e do estado nutricional materno sobre o
crescimento fetal.

A placenta ¢ um Orgdo transitoério responsavel em suprir as necessidades do embrido e,
posteriormente, do feto. Através desse Orgdo que ocorrem as trocas transplacentarias, de gases
respiratorios e nutrientes, entre o sistema materno e fetal, realizadas através do fluxo sangiiineo
umbilical e uterino. Durante a gestacdo, os nutrientes sdo divididos para varios tecidos maternais em
ordem de prioridade de acordo com a taxa metabdlica (REDMER et al., 2004). Assim, os tecidos com
alta atividade metabdlica recebem maiores taxas de fluxo sanguineo, ou seja, recebem
quantitativamente mais nutrientes que os tecidos metabolicamente menos ativos. No animal adulto
gestante, o Utero gravidico (placenta/feto) recebe um maior fluxo de nutrientes devido ao seu estado de
prioridade metabdlico, contudo, em animais puberes prenhez, existe uma maior prioridade para a
deposi¢do de gordura (REDMER et al., 2004).

Experimentos invasivos e severos, tais como a carunclectomia, a hipertermia e a embolia
uteroplacentaria, t€m mostrado que o tamanho da placenta e a sua capacidade em transferir nutrientes
sdo os maiores determinantes da trajetoria do crescimento fetal (ANTHONY et al., 2003). Segundo
Redmer et al. (2004), o crescimento exponencial do feto, em ovelhas, ¢ limitado ao ultimo tergo final
de gestacdo (Fig. 3), iniciando aproximadamente no 90° dia e terminando por volta do 145° dia (a
termo). Assim, aproximadamente, 90% do crescimento fetal ocorre durante o ultimo ter¢o da gestacao.
Contudo, o crescimento da placenta, em grande parte, ocorre durante os primeiros dois-ter¢os de
gestacdo, alcancando seu peso maximo no dia 90 (Fig. 5). Dessa forma, no momento em que a placenta
alcanca seu tamanho maximo, o feto apresenta apenas 10% do seu peso ao nascimento.
Conseqiientemente, o crescimento inadequado da placenta pode comprometer o crescimento fetal
através de uma vascularizacao pouco desenvolvida. Esse padrao de crescimento fetal e placentaria tem

sido reportado em vacas e em ovelhas (REYNOLDS & REDMER, 1995).
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Figura 5: Trajetoria do crescimento fetal e placentario em ovelha prenhe. Fonte: Redmer et al.

(2004).

A dieta materna, além de influenciar o desenvolvimento embrionario, tem um grande impacto
sobre o crescimento fetal, podendo, este, ser comprometido pela inadequada disponibilidade de
nutrientes na circulagdo materna, limitando diretamente o suprimento de nutrientes do feto,
interferindo, dessa maneira, na suscetibilidade fetal, no peso ao nascimento e no subseqiiente
crescimento ¢ produtividade individual (REDMER et al., 2004). Além disso, em ovelhas, estudos
verificaram que as variagdes na nutrigdo materna, durante o periodo de pré-concepgdo, podem,
também, influenciar o amadurecimento e a fun¢do dos 6rgdos fetais, comprometendo a capacidade de
transferéncia de nutrientes (OLAUSSON & SOHLSTROM, 2003, CONSTANCIA et al., 2002), ¢
ainda, o momento do nascimento (BLOOMFIELD et al., 2003; EDWARDS & MCMILLEN, 2002).

A severa subnutri¢do materna, durante o inicio da gestacdo, reduz o crescimento fetal em
diversos graus em ovelhas (PARR ef al., 1986; MELLOR, 1983). Contudo, em varios estudos nessa
espécie, uma restri¢do de nutrientes maternal, de moderada a severa, imposta entre a gestacao inicial-
média e a gestacdo média-final, ndo afetou o peso ao nascimento dos cordeiros. Porém, apesar de
nenhum efeito sobre esse pardmetro, a restricdo de nutrientes, durante a primeira metade da gestagao,
comprometeu a fungdo cardiovascular e a deposi¢ao de gordura na cria resultante (SYMMONDS et al.,
2003; GOPALAKRISHNAN et al., 2004). Ao contrario, um recente estudo no qual ovelhas tiveram
uma restricdo alimentar de 50% dos requerimentos energéticos, do 28° dia ao 80° dia da gestacdo, os
pesos fetais no 80° dia foram reduzidos a 32% (VONNAHME et al., 2003). Redmer et al. (2004),
avaliando a vascularizagdo placentdria, verificaram que a redu¢do do consumo de nutrientes maternal
para 60% das exigéncias iniciadas no 50° dia de gestagdo resultou em pesos fetais semelhantes ao
iniciado no 90° dia.

Assim, os efeitos da restricdo nutricional durante a gestacdo em ovelhas adultas sdo
incompativeis, podendo estar ligadas a diversos fatores, tais como, a duragcdo da restricdo alimentar, o
estagio de prenhez avaliado, a interag@o entre o peso vivo materno na hora da fecundagdo e o status de
gordura ou das reservas nutricionais das mesmas antes de serem submetidas ao tratamento alimentar
(RUSSEL et al., 1981).

No que se refere a superalimentagdo, ainda ha poucos estudos sobre o seu efeito no
crescimento fetal em ovelhas adultas. Contudo, estudos demonstraram que em ovelhas, puberes e
prenhes, superalimentadas, a idade e o crescimento materno sdo de grande importancia na determinacao
do sucesso da gestacao. Em ovelhas puberes em crescimento, Wallace et al. (2001) verificaram que os

pesos ao nascimento das crias resultantes foram reduzidos 150-200 g quando comparados com ovelhas
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puberes ja crescidas. Esta significante redugdo na taxa de crescimento fetal foi atribuida a uma
competicdo por nutrientes entre o corpo materno € o seu utero gravidico. Estudos t€ém demonstrado
repetidamente que a hierarquia na divisdo de nutrientes pode ser alterada dramaticamente em fémeas
jovens em crescimento ao detrimento do desenvolvimento do feto (WALLACE et al, 1996;
WALLACE et al., 2001; WALLACE et al., 1999a).

Por outro lado, o nivel do consumo alimentar materno, também, parece ter um papel
modificador na gestagdo. Quando ovelhas puberes sdo superalimentadas, estas apresentam um rapido
crescimento, particularmente de tecido adiposo, as custas das exigéncias de nutrientes para o utero
gestante, resultando em uma redugdo no crescimento placentario de 30—40% e no nascimento
prematuro de cordeiros com, aproximadamente, 104 dias de gestagdo e com uma reducgdo de peso ao
nascimento de 25-30%, quando comparadas com ovelhas ptiberes moderadamente nutridas e com idade
ginecologica equivalente (WALLACE ef al., 1999b).

Adicionalmente, recentes estudos verificaram que os pesos da placenta e da cria resultante
sdo positivamente correlacionados, contudo a placenta ¢ mais afetada no grupo de ovelhas puberes
superalimentadas, conduzindo a uma diferenca significante na relacdo peso fetal: placentario. Uma
relacdo semelhante foi observada entre o peso total do placentoma e o fluxo sanguineo uterino e
umbilical no 130° dia de gestacdo (WALLACE ef al., 2002). Além disso, estudos observaram que o
oxigénio do sangue arterial fetal, bem como as concentragdes de glicose fetal, insulina e IGF-I foram
menores nos fetos com crescimento restrito em ovelhas superalimentadas quando comparadas com
fetos com crescimento normal em ovelhas com alimentacdo moderada (WALLACE et al., 2002; 2000;
Tabela 2). Assim, o crescimento inadequado da placenta, a reducdo dos fluxos sanguineos
uteroplacental e da capacidade de transferéncia de nutriente sdo, claramente, os pontos centrais do

efeito adverso na gestacdo em animais puberes superalimentados.

Tabela 2: Nutrientes fetais do sangue arterial e concentragdo de hormonios metabodlicos (
~130dia de gestacdo) em fetos com crescimento reduzido e normal de ovelhas submetidas a um alto e

moderado consumo alimentar, respectivamente. Fonte: Wallace et al. (2002; 2000).

Consumo alimentar maternal Moderada Alto

Status do crescimento fetal Normal Restrito  Significancia

Sangue arterial fetal

Oxigénio (Mm) 30+03 21+02 P<0,05
Glicose (mM) 1,32+005 09+01 P<0,002
Insulina (uU/mL) 16,7+2,0 10,4+1,48 P<0,05

IGF-1 (pmol/mL) 16,4 + 0,98 86+209 P<0,01




3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a tendéncia do crescimento da exploracdo intensiva de caprinos, torna-se
imprescindivel o conhecimento dos efeitos da nutri¢ao sobre o desempenho reprodutivo, no que se
refere a fertilidade e ao processo de foliculogénese terminal, a fim de aumentar a producdo desses
animais e viabilizar a utilizacdo de biotécnicas reprodutivas. Contudo, existe uma escassez na
literatura sobre os efeitos da nutri¢do em varios parametros reprodutivos em caprinos.

O baixo conhecimento técnico sobre o adequado manejo reprodutivo e nutricional dos
animais jovens ¢ apontado como um dos maiores entraves na exploragdo de caprinos.
Aproximadamente 20 a 40% de cabras nuliparas falham em estabelecer sua primeira gestagao,
caracterizando uma redug¢do dos indices de fertilidade, o qual representa uma das principais causas
que contribuem para a diminui¢do da produtividade do rebanho. Dessa forma, estratégias de
manejo nutricional devem ser implementadas com a finalidade de aumentar os indices
reprodutivos nesses animais.

Na espécie caprina, assim como em outros ruminantes, o potencial reprodutivo ¢
influenciado pelos efeitos nutricionais a curto e a longo prazo, no estro e durante os diferentes
estados fisiologicos, quando a fertilidade dos animais pode ser grandemente influenciada. Além
disso, a disponibilidade de energia no tecido ovariano tem sido correlacionada com a melhoria dos
indicies reprodutivos e produtivos, sendo fundamental no controle da eficiéncia de tecnologias
voltadas para a reproducdo. Varios estudos t€m descrito que o tratamento de animais com
modificadores metabolicos, como a somatotropina, insulina e o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) exerce uma agdo positiva sobre a regulagdo da funcdo ovariana. Em bovinos,
estudos in vitro revelaram que a insulina e o IGF sdo importantes mediadores do desenvolvimento
folicular, esteroidogénese, maturagdo odcitdria e subseqiiente desenvolvimento embrionario. Além
disso, em cabras adultas, a administragdo de insulina exogena, antes do tratamento de
sincronizag¢do e de superovulacgdo, atuou positivamente sobre a resposta ovariana, aumentando o
numero de foliculos recrutados e a taxa de ovulacdo. Contudo, apesar dos bons resultados
observados em fémeas adultas, a manipulacdo da insulinemia deve ser estabelecida
cuidadosamente em fémeas nuliparas ¢ em crescimento, evitando o aumento excessivo da
prolificidade e o conseqiiente desgaste metabdlico e ovariano desses animais.

Assim, torna-se necessaria a elaboragdo de um protocolo de estimulagdo energética, de
baixo custo e eficiente, que vise melhorar a fertilidade de cabras nuliparas sem comprometer o
futuro desempenho reprodutivo desses animais e, conseqiientemente, maximizar a produgdo do

rebanho nos sistemas de criagao de caprinos no Nordeste do Brasil.



4 HIPOTESE CIENTIFICA

Em cabras nuliparas, a administracdo de insulina exdgena em doses crescentes e repetidas,
durante o tratamento de sincronizagdo do estro, pode exercer um efeito positivo sobre a resposta

ovariana e no desempenho reprodutivo pds-cobertura.



S OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da administragio de doses crescentes de insulina sobre os parametros

reprodutivos de cabras nuliparas da raga Anglo-Nubiana.

5.2 Objetivos Especificos

» Comparar os perfis plasmaticos de insulina, durante o periodo de estimulag@o energética,
e de progesterona do 3° até o 12° dia pés-monta;

» Monitorar o crescimento do foliculo pré-ovulatorio (FPO) e a taxa de ovulagao;

» Comparar a taxa de sobrevivéncia embrionaria do 3° dia pds-monta até o parto;

» Verificar o efeito da insulina sobre a prolificidade.



6 CAPITULO 1

ESTRO E TAXA DE OVULACAO APOS A SINCRONIZACAO DE CABRAS
ANGLO-NUBIANA NULIPARAS TRATADAS COM DOSES CRESCENTES DE
INSULINA

(Estrous and ovulation rate after synchronization of nulliparous Anglo-nubian goats treated

with increasing insulin doses)

Periodico: Animal Reproduction
(6: 225, 2009)
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RESUMO

A baixa resposta reprodutiva de fémeas nuliparas ¢ o principal fator limitante da
produtividade do rebanho de caprinos. Varios estudos com cabras adultas t€ém demonstrado
que a administragdo de insulina exerce uma acdo positiva sobre a fung¢do ovariana,
aumentando o nimero de foliculos recrutados e a taxa de ovulacdo. Contudo, nenhum desses
estudos revela evidéncias sobre a resposta reprodutiva a administragdo de insulina em cabras
nuliparas e em crescimento. Assim, o objetivo desse trabalho foi comparar a resposta a
sincronizagdo de estro e a taxa de ovulagdo em cabras nuliparas da raca Anglo-nubiana
tratadas com doses crescentes de insulina. O experimento foi realizado na cidade de Taua-CE
(6,0°S e 40,4°0). Quinze cabras nuliparas da raga Anglo-nubiana, com peso vivo médio de
26,60 + 4,70 kg (média + E.P) e idades entre 8 e 15 meses, tiveram seus estros sincronizados
com a utilizagdo de esponjas intravaginais impregnadas com 60mg de MAP por 10 dias,
sendo que no 8° dia foi administrado 50 pg de cloprostenol. As cabras foram alocadas em trés
grupos: Insulina I (n=5), Insulina II (n=5) e Controle (n=5). No grupo Insulina I e II, todos os
animais foram tratados subcutaneamente com insulina humana de longa duracdo com doses,
respectivamente, 0,14 Ul/kg PV/dia e 0,2 Ul/kg PV/dia, durante trés dias consecutivos,
iniciando 48h antes da remocdo das esponjas. O estro foi monitorado trés vezes ao dia e as
fémeas com estro evidente foram montadas no inicio do estro e apds 24h o seu registro,
utilizando trés machos da mesma raca e de fertilidade confirmada. A taxa de ovulagdo foi
verificada trés dias apds a monta, através da utilizacdo de um equipamento de ultra-som,
Falco 100, acoplado a um transdutor linear de 6/8MHz. O efeito da insulina foi analisado
através do programa SAS GLM. E a comparagdo entre os grupos foi realizada através do teste
de Ducan. Os valores foram expressos como média + E.P. Todas as cabras exibiram estro em
resposta ao tratamento de sincronizagdo. A duracdo do estro, o intervalo para o inicio do estro
e para a ovulacdo ndo diferiu entre os grupos (P<0,05), apresentado, respectivamente, médias
de 37,80 £ 1,93; 28,67 + 2,12; 59,80 + 2,18 horas. A taxa de ovulagdo foi significativamente
(P < 0,05) maior no grupo Insulina I quando comparado com o grupo Controle (2,6 £ 0,51 vs.
1,0 £0,2; P <0,01), enquanto que o grupo Insulina II foi similar aos outros tratamentos (1.6 +
0.4). Em conclusdo, o tratamento com doses crescentes de insulina em cabras nuliparas nao
afetou a resposta a sincroniza¢do do estro, contudo a administragdo da dose de 0,14 Ul/kg

PV/dia produziu uma maior taxa de ovulagao.
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Estrous and ovulation rate after synchronization of nulliparous Anglo-nubian goats treated with

increasing insulin doses
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Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Faculdade de Veterinaria, Universidade

Estadual do Ceara, Fortaleza, Ceara. 60740-000, Brasil.

Introduction

The lower reproductive response of nulliparous at first mating is a recognized limiting factor of goat
husbandry. Several studies showed in adult goats that insulin administration can have a positive action
on ovarian function, increasing numbers of recruited follicles and ovulation rate (1, 2). However, these
studies did not appointed any evidence about the reproductive response to insulin administration in
young animals. Thus, the aim of this work was to compare the response of estrous synchronization and

ovulation rate in nulliparous Anglonubian goats treated with increasing insulin doses.

Materials and Methods

The experiment was conducted in Taud-CE (6,0°S and 40,4°W). Fifteen Anglo-nubian nulliparous
goats with live weight of 26.60 + 4.70 kg (mean +£ SEM) and aged between 8 and 15 months has their
estrous synchronized with 60 mg MPA vaginal sponge for 10 days and 50 pg of cloprostenol on gt
day. Goats were allocated in three groups: Insulin I (n=5), Insulin II (n=5) and Control (n=5). In Insulin
I and II groups, all animals were treated subcutaneously with 0.14 IU/kg BW/day and 0.2 [U/kg
BW/day human long acting insulin, respectively, during three consecutive days beginning 48h before
sponge removal. In control group saline solution was administrated. The goats were monitored three
times a day (06:00, 12:00 and 18:00 hours) for the occurrence of estrous and mated at onset of estrous
and again 24 h later, using three Anglonubian bucks of confirmed fertility. Ovulation rate was recorded
3 days after mating, using a Falco 100 ultrasound scanner (Pie Medical®, Maastricht, Netherlands)
fitted to 6/8 MHz linear-array probe. The insulin effect was analyzed by the SAS GLM procedure.
Comparison between groups was performed by the Duncan test. Values were expressed as mean =+

SEM.



Results and Discussion

All goats showed estrus after synchronization treatment. Estrus length, the interval between sponge
removal and estrus onset as well as ovulation did not differ between groups (P<0.05), with a pooled
mean, respectively of 37.80 + 1.93; 28.67 £ 2.12; 59.80 £ 2.18 hours. These data are in agreement with
(1). Higher induction of estrous has been reported in insulin-treated anestrous cattle (3) and goat (2),
suggesting an insulin effect on steroidogenesis. Ovulation rate was significantly (P < 0.05) higher in the
Insulin I than in the Control group (2.6 + 0.51 vs. 1.0 £ 0.2; P < 0.01), while in Insulin II group was
similar to other treatments (1.6 + 0.4). Similar findings in goats treated with insulin prior
superovulation have been reported (1). The positive effect of insulin on ovarian response in low dose
insulin group should be due to either an increase of gonadotrophin-dependent follicles number (4) as
well as reduction of follicular atresia (5). Based on our results, we can conclude that treatment with
increasing insulin doses in nulliparous goats did not affect the response to estrous synchronization;

however the administration of 0.14 IU/kg BW/day produced a higher ovulation rate.
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ESTRO, RESPOSTA OVARIANA E FERTLIDADE EM CABRAS NULIPARAS
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RESUMO
Para comparar a resposta reprodutiva de cabras nuliparas submetidas a doses crescentes de

insulina, 39 cabras da raca Anglo-nubiana tiveram seus estros sincronizados pelo uso de
esponjas intravaginais contendo 60 mg de MAP (Progespon, Syntex, Argentina), por 10 dias
associado a um tratamento luteolitico de 50 pg de cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brasil), 48 h
antes da remocdo da esponja (RE). As cabras foram alocadas em trés grupos: Insulina I
(n=13), Insulina II (n=13) e Controle (n=13). No grupo Insulina I e I, todos os animais foram
tratados subcutaneamente com insulina humana de longa duragdo com doses de 0,14 Ul/kg
PV/dia e 0,2 Ul/kg PV/dia, respectivamente, durante trés dias consecutivos, iniciando 48h
antes da RE. J& os animais do grupo Controle receberam 0,5 mL de solugdo salina como
placebo. O estro foi monitorado trés vezes ao dia e as fémeas com estro evidente foram
montadas no inicio do estro e 24 h depois, utilizando trés machos da mesma raca e de
fertilidade comprovada. Com a ultra-sonografia transretal, através do uso do equipamento de
ultra-som, Falco 100, acoplado a um transdutor de 6/8 MHz, foi monitorada a dindmica do
foliculo ovulatério, iniciando 24 h apds a RE até a ovulagdo ¢ no 3° dia pds-monta foi
determinada a taxa de ovulagdo, ¢ ainda, foi realizado o diagndstico de gestacdo aos 25, 35 e
45 dias. As imagens ultrasonograficas dos ovarios foram analisadas através de um programa
computacional especifico. Durante o experimento, foram realizadas colheitas de sangue,
iniciando 48 h antes da RE até o 12° dia de gestagdo, para a analise dos niveis de insulina e
progesterona. A administragdo de insulina elevou os niveis plasmaticos da mesma (P < 0,05)
nos animais tratados, contudo ndo foi encontrada nenhuma evidéncia significativa (P > 0,05)
entre os grupos sobre a resposta ao estro. O crescimento do foliculo pré-ovulatério indicou um
efeito significativo do tratamento da insulina (p < 0.05). Além disso, as cabras submetidas a
administracdo de insulina exibiram uma maior resposta ovariana (p < 0.05) quando
comparada com as cabras nao tratadas (1,70 = 0,23 vs. 1,00 + 0,21). O grupo Insulina 0,14UI
exibiu um maior diametro do CL (p < 0,05) e 50% das ovulagdes ocorreram as 36h do IE (p <
0,05). Nos grupos Insulinas foram observadas uma maior freqiiéncia de perdas embrionarias
até o 12° dia de gestagdo, contudo estas reduziram significativamente (p < 0,05) com o
decorrer da gestagao, enquanto que no grupo controle as perdas se mantiveram similares entre
os intervalos. Ao parto, a prolificidade foi similar entre os grupos Insulina 0.14 UI (1,50 +
0,22), Insulina 0.2 UI (1,14 + 0,14) e Controle (1,20 £ 0,20) (p > 0.05). Os resultados indicam
que a administragdo de insulina induz um efeito positivo sobre a resposta ovariana e
fertilidade em cabras nuliparas. Além disso, nesses animais o desempenho reprodutivo parece

ndo ser dependente do aumento da dose de insulina.
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Abstract

Thirty-nine nulliparous and cyclic free-ranged Anglo-nubian goats were synchronized using
60 mg MPA vaginal sponge for 10 days and 50 pg cloprostenol, 48 h before sponge removal
(SR). Goats were allocated in three groups with 13 animals each. Groups Insulin 0.14 IU and
Insulin 0.20 IU were treated subcutaneously, during three consecutive days, beginning 48h
before SR, with 0.14 [U/kg BW/day and 0.2 IU/kg BW/day of long acting insulin
respectively. The Untreated group received 0.5ml saline solution. The goats were monitored
for the occurrence of estrous and mated at onset of estrous (OE) and 24 h later. Transrectal
ultrasonography was performed for monitoring ovulatory follicle dynamics, ovulation rate and
the pregnancy. Blood samples were collected from 48h before SR to the 12th day of gestation
for insulin and progesterone assay. Insulin administration exhibited a positive increase (p <
0.05) in plasmatic insulineamia, while estrus response was similar among groups. Insulin
treated goats showed a higher (p < 0.05) ovulatory rate than the untreated goats (1.70 + 0.23
vs. 1.00 £ 0.21), and, during the gestational period, a significant decrease in pregnancy losses
(p < 0.05). Meanwhile nulliparous females from Insulin 0.14 IU group presented a greater
size of ovulatory follicles at 12 and 18 hours of estrus (p < 0.05), a higher concentration of

ovulation (p < 0.05), a greater size of CL (p < 0.05) and a greater litter size at parturition (p >
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0.05). It was concluded that administration of insulin induced a positive effect on ovarian and
fertility response in nulliparous goats. Furthermore, in these animals the reproductive
performance appears to be non dependent to increase of insulin dose.

Key words: Reproductive response. Insulin. Goats. Nulliparous

Introduction

The level of reproductive performance depends on the interaction of genetic and
environmental factors, but this performance is particularly susceptible to the latter, for
example, the seasonal availability of nutrients can affect reproduction considerably.
Reproductive efficiency in female goats is determined by many different processes including
cyclic activity, ovulation rate, fertilization rate and the post-partum anestrous period. In
addition, the conception rate to first service is the combined consequence of fertilization, early
embryonic, late embryonic and foetal development, and each of these steps for pregnancy
establishment may be affected (Quirin et al., 1994).

In small ruminants exploration systems, one of the main objectives is to reduce the age
of the first calving, preventing to compromise the posterior reproductive performance of these
animals. However, there is a lack of information on nulliparous goats. In addition, there are
some problems to establish practices in reproductive management in harsh environments such
as the semi-arid regions of Northeastern Brazil. In these areas most of the farms raise animals
extensively, by using native pasture.

Several studies have demonstrated that treatments with metabolic hormones and
growth factors, such as somatotrophin, insulin and IGF-I, improve farm animals reproductive
performance (Gong et al., 1997). In vitro, insulin and IGF-I are important for follicular
development, steroidogenesis, oocyte maturation and further embryo development (Totey et
al., 1996; Daliri et al., 1999). Recent studies have reported that the administration of exogen
insulin may influence follicular development, favoring gonadotrophic-dependent follicle
recruitment and increasing the ovulatory follicle diameter and the ovulation rate (Simpson et
al.,1994; Ramoun et a.,2007; Gong et al., 2002; Sarath et al., 2007), besides stimulatimg a
greater follicular estradiol production in ruminants (Butler et al.,2004; Shukla et al.,2005;
Ramoun et al.,2007). Still, direct insulin administration has improved the response to
superovulation treatments (Selvaraju et al., 2003) and the quality of in vivo (Sousa et al.,

2008) and in vitro (Thompson, 2006) produced embryos.
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Thus, the aim of this study was to compare the effect of different doses of insulin on
reproductive response of nulliparous goats after an estrus synchronization treatment and

reared under an extensive management system in Northeastern Brazil.

Materials and Methods
Animals and management

The experiment was conducted with thirty-nine nulliparous and cycling Anglonubian
goats at the Chapadinha Farm located at 6.0°S, 40.4°W in Taud, Northeastern of Brazil, from
November 2007 to February 2008 during the dry season. The mean temperature and rainfall
recorded during the experimental period was 28.7 £ 0.2 °C (mean + SD) and 78.6 mm
respectively. Animals were kept under similar feeding and management conditions. Briefly,
goats were reared free-range, according to the following management: they grazed on natural
pastures during the day and were penned during the night due to the presence of predators.

Herein animals received 200g/head of concentrate with 18% of crude protein.

Estrus synchronization and mating

Estrus was synchronized using 60 mg MPA (Progespon, Syntex, Buenos Aires,
Argentina) vaginal sponge for 10 days and i.m. of 50 pg of cloprostenol (Ciosin, Schering-
Plough Coopers, Sao Paulo, Brazil), 48 h prior to sponge removal. A buck was introduced
three times daily in the pen to detect estrus (06:00, 12:00, 18:00 hours), 20 h after sponge
removal for a 84 h period. Does in estrus were mated at estrus onset and 24 h later, using three

Anglo-nubian fertile bucks (1:4 mating ratio).

Insulin administration

Before estrus synchronization, the does were divided into three groups with similar (p
> 0.05) age (9.85 £ 0.43 months) and body weight (24.36 + 0.68 kg) mean + SEM, according
to the insulin dose: Insulin 0.14 (n = 13): 0.14 IU/kg body weight /day; Insulin 0.20 (n = 13):
0.2 TU/kg body weight /day and Untreated (n = 13). In Insulin groups, the does were
subcutaneously treated with human long acting insulin (100 IU/ml; Novolin N, Novo Nordisk
A/S., Bagsvaerd, Denmark) during three consecutive days beginning 48 h before sponge

withdrawal. In Untreated group females received injection of 0.5ml saline solution.

Ultrasound analysis



50

In five animals from each group, transrectal ultrasonography of the ovaries was
performed for monitoring ovarian follicular dynamics, using a 6-8MHz linear-array probe,
fitted to a Falco 100 scanner (Pie-Medical®, Maastricht, Netherlands), as described by
Teixeira et al. (2008). Growing pattern of the ovarian follicles was monitored at 6 h intervals
from the onset of the estrus until ovulation. In all goats transrectal ultrasonography was used
to determine the ovulation rate by counting of corpora lutea (CL) three days after mating, and

at 25 and 45 days after breeding for pregnancy detection.

Images analysis

The ultrasonographic images were recorded and transferred to a computer hard disk
for further detailed evaluation. The diameter of the preovulatory follicles and CL’s per ovary
was measured on recorded scanning images, using the computer software (Image J, National
Institutes of Health, Millersville, EUA), after calibration. For the stored images obtained with
a frequency of 6.0 MHz and 8.0 MHz, it was established that 5 mm represented 10.66 and
22.34 pixels, respectively. This calibration was made by counting the number of pixels
between two bars that represent 10mm on the horizontal and vertical sonogram axis scale,

respectively.

Progesterone and Insulin assay

From 48h before sponge removal to 24h after (daily) and from 3" to 12 day after
mating (every three days), before feeding and insulin administration, blood samples were
collected in heparinized tubes by venipuncture. From plasma, progesterone and insulin were
assessed by RIA kit (IBL International GmbH, Flughafenstr, Hamburg, Germany) (Rondina et
al. 2005).

Statistical Analysis

All data were analyzed using SAS program software (SAS, Inc., Cary, NC, USA). The
effect of insulin administration (Untreated, Insulin 0.14 UI or Insulin 0.20 Ul), was analyzed
by the percentage of does in estrus and by the evaluation of the ovulation rate and the litter
size using NPARIWAY procedures, and for the others parameters of estrus and ovarian
responses by GLM procedures. Differences among ovulation number during interval from
estrus onset until ovulation were analyzed by chi-square test. The effect of insulin treatment in
progesterone production, insulin levels and preovulatory follicle size was analyzed by GLM

procedures for repeated measures analysis of variance. Interval of assessment was the
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repeated measure. In pregnancy loss insulin effect was tested by repeated measures analysis
for categorical variables (CATMOD procedures). Days of pregnancy were the repeated

measure. Values were expressed as means £ SEM.

Results

Insulin administration showed a significant effect (p < 0.05) on insulineamia changes
(Fig. 1) measured from the end of estrus synchronization treatment to the third day after
mating. In this period all groups exhibit a positive cumulative increase in insulin plasmatic
concentration (Fig. 1). Table 1 shows estrus and ovarian responses to estrus synchronization.
Even thought no statistically significant evidence (p > 0.05) was found in insulin groups, it
was observed that twice the number of animals did not show estrus behaviour when compared
to untreated animals (4 vs. 2). In these treatments, it was also observed a marked reduction in
interval between the sponge removal and estrus onset with a difference of more than seven
hours between the opposite groups (Untreated vs. Insulin 0.20 UI), and an enhancement of
estrus length in Insulin 0.14 UI group.

Ultrasonographic analysis of ovarian follicle growing pattern (Fig. 3) performed
throughout the 24 hours after the estrus onset, indicated a significant effect of insulin
treatment (p < 0.05). At 12 and 18 hours after estrus onset, Insulin 0.14 UI group showed a
greater size, when compared to Insulin 0.20 UI (p < 0.05). Moreover significant effect (p <
0.05) of insulin administration was observed in ovulatory response and CL diameter (Table
1). In these parameters goats insulin treated exhibit a higher (p < 0.05) mean ovulation rate
when compared to untreated goats (1.70 = 0.23 pooled mean vs. 1.00 £ 0.21), and Insulin 0.14
UI group presented the highest CL size (p < 0.05).

Distribution of ovulation events (Fig. 2) revealed that 80% of them occurred in the
thirty hours after estrus in Untreated and Insulin 0.20 UI groups while in Insulin 0.14 UI more
than 50% of ovulation occurred at 36 hours from OE (p < 0.05). All animals that showed
estrus ovulated. However in five animals ovulation was not accompanied by estrus and other
five does did not exhibit estrus nor ovulation.

Figure 3 show progesterone pattern during the 12 days after mating in pregnant and
non-pregnant animals. Insulin administration did not demonstrate significant difference in
pregnant does. All Insulin treatments caused an increase in the progesterone levels, during the
assay period, reaching a maximum mean level nine days after mating.

In animals that diagnosed as non pregnant by ultrsonography at 25 days of gestation,

progesterona (Fig. 3) was used to demonstrate the period when pregnancy failed to occur.
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Does that failed to become pregnant between 12-24 days after mating (Pregnancy loss > 12d
group), showed progesterone level higher than Ing/mL starting from Day 6, but significantly
inferior concentration (p < 0.05) on Day 9, when compared to pregnant goats. In the other
females that presented pregnancy loss between 3-12 days after mating, progesterone levels on
Day 12 was lower than 1 ng/mL (Fig. 3).

In Insulin groups, it was observed the highest frequency of pregnancy loss (N° of
losses / N° of ovulating does), before the 12" after mating (Fig. 3). However, during the
gestational period, losses decrease significantly (p < 0.05) in these treatments, whereas in
Untreated group pregnancy losses were similar throughout the intervals. In these goats on day
45 of pregnancy, losses were accumulated to 60%. On the same period, pregnancy rate (No of
pregnant does / No of ovulating does) was 50.00 £16.67 %, 54.55 + 15.75% and 58.33 +
14.86% for Untreated, Insulin 0.14 Ul and Insulin 0.20 UI groups respectively.

At kidding, litter size (litter size / dam that gave birth), was respectively 1.50 + 0.22
for Insulin 0.14 UI, 1.14 £ 0.14 for Insulin 0.20UI and 1.20 = 0.20 for Untreated group (p >
0.05).

Discussion

The results of the present study demonstrated that repeated doses of insulin in
nulliparous does, before mating, induce an increase in the ovarian response and a reduction on
the pregnancy losses throughout the gestational period, and still that the reproductive response
in these animals is not proportionally dependent on the increase in the insulin dose.

Our data did not make evident a significant effect of the insulin treatment over the
response to estrus, after synchronization, however, the results were superior, when compared
to the results reported in does synchronized by the same treatment (Amarandis et al., 2000;
Romano, 2004), and similar, when associated to gonadotrophin administration (Greyling and
Van der Nest., 2000; Motlomelo et al., 2002; Fonseca et al., 2005; Maffili et al., 2006).

Insulin has a direct stimulatory effect over estradiol production thru its ability to
increase the pulsatility of LH secretion and the aromatase activity (Bucholtz et al., 2000;
Butler et al., 2004). A greater response to estrus has been reported in cows, buffaloes and
goats in anestrus treated with exogen insulin (Shukla et al., 2005; Ramoun et al., 2007; Sarath
et al., 2008). In bovines and caprines, insulin admininstration concomitant to superovulation
treatment unchains an increase in the production of follicular estradiol and estrogen-active

follicles (Simpson et al., 1994; Selvaraju et al., 2003).
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Similar to the reports in does (Selvaraju et al., 2003) and in other species (Harrison e
Rendel, 1986; Hinch ¢ Roelofs, 1986), it was also observed an increase in the ovulation rate in
the insulin treated animals. In caprines and in ovines, insulin acts in the reduction of follicular
atresy and in the increase of gonadotrophic-dependent follicle number (Gong et al., 1994;
Majumdar et al., 1997). Many researches have described that the ovulation rate may be
manipulated by the alimentary plan, which acts directly in the ovary, stimulating the activity
of modulators, such as IGF-I, through changes in the insulin-glucose system (Mufioz-
Gutierrez et al., 2002; Letelier et al., 2008, Meza-Herrera et al., 2008).

While the ovulatory follicle growth and the ovulation distribution differed among the
groups, insulin administration did not affect the maximum diameter of the pre-ovulatory
follicle, contrasting with the findings from other studies, where exogen insulin increased
significantly the diameter of the great follicles (Simpson et al., 1994; Ramoun et al., 2007;
Sarath et al., 2008). In vitro, works with caprines and bovines have described that the oocitary
quality and its competence to develop until blastocyst stage are related to follicular growth
phase and to follicular diameter (Crozet et al., 1995; Machatkova et al., 2004; Sangha e
Sharma, 2006). Based on these observations, insulin acts in an indirect way, increasing
follicle sensitivity to FSH (Simpson et al., 1994).

The absence of effects on the preovulatory follicle (POF) diameter, observed in the
present study, may be related to the unfavorable endocrine environment, at the insulin
administration moment. It is known that high concentrations of exogen progesterone, from the
vaginal device, reduce the pulsatility of LH secretion (Goodman and Karsh, 1980; Rubianes
and Menchaca, 2003), compromising folliculogenesis terminal development. Ginther and Kot
(1994) and Uribe-Velasquez et al., (2008), demonstrated that the pre-ovulatory follicles
developed within a high progesterone concentration environment reach smaller diameters.
Hence, insulin additional effect may have been masked by the exogen progesterone action. It
is worth it to emphasize that POF’s mean diameter, observed in this study, is in agreement
with other studies with the same species (Gonzalez-Bulnes et al.,1999; Gonzalez-Bulnes et
al.,2004; Simdes et al.,2007; Fernandez-Moro et al., 2008).

In the present study, progesterone concentration in pregnant does treated with insulin
was highest on day 9 after mating, indicating the presence of a well developed and functional
corpus luteum (CL). Several authors reported the positive effect of insulin over the
development of CL, due to the increase in growth and proliferation of the granulosa and teca
cells (Stewart et al., 1995). However, while insulin influenced the CL diameter (Khan et al.,

2005; Sarath et al., 2008), the progesterone concentration was not affected by the treatment
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with insulin, which disagrees with the findings from other authors (Selvaraju et al., 2002;
Sarath et al., 2008).

Our findings illustrated that although the increase in animals’ plasmatic insulin was
proportional to the administrated insulin dose, the ovarian response and the prolificacy, on the
other hand, did not respond in a dose-dependent manner, and does treated with low dosages
exhibited similar or superior performance, when compared to the high dosage treated group.

Negative effects of high levels of insulin over the reproductive performance are
reported by several authors. In ewes (Downing et al. 1995), glucose infusions stimulate the
ovulation rate, however they are associated to pregnancy rate reduction (Rubio et al., 1997).
High glucose concentrations in the embryonic development environment may deplete the
expression of glucose transporters, which leads to the activation of apoptotic pathways,
cromatin degradation and nuclear fragmentation (Hinck et al., 2003), resulting in the decrease
in the number of blastocyst cells and in the embryonic viability (Lea et al., 1996).

The utilization of young growing animals in our work may have exacerbated the
insulinemia increase, considering the metabolic pattern sensitivity to hormonal signaling
(Davie-Morel e Beck, 2003), decreasing the oocitary quality and increasing the number of
non-fecundated structures. The excessive intrafollicular IGF-I stimulation and a greater
glucose supply to the ovary and uterus, harms the oocitary maturation (Armstrong et al, 2003)
and alters the embryonary development (Lim et al., 1999). McCaffery et al. (2000) reported
significantly smaller oocytes in follicles treated with high concentrations of IGF-1. Faouladi-
Nashta et al. (2005) and Adamiak et al. (2006), by using cows fed with special diets that
promote extreme plasmatic insulin concentrations, observed a significantly greater number of
low-quality oocytes and a smaller proportion of cleaved embryos. Souza et al., (2008)
reported an increment in untransferable embryos in superovulated dams treated with
propylene glycol, in a continuous manner, from synchronization to collection.

The insulin treatment did not reduce the initial gestational losses, however it allowed
to maintain the pregnancy rate throughout gestation. The losses in the beginning of pregnancy
(< 12 days) may have causes that are independent from insulinemia, as in cases of failure
during the fertilization process or asynchrony between mating and the ovulation moment.
However, progesterone profile and concentrations in the early pregnancy loss group (< 12
days) indicated the occurrence of an early luteolysis, hence, the inability to form and maintain
a gestational corpus luteum.

During the pre-implantation phase, the embryonic loss may occur due to the presence

of chromosomal anomalies in the oocyte and in the embryo (Gustafsson and Larsson 1983;
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Viuff et al., 2001). On the other hand, the occurrence of embryonary losses after this period,
during the implantation phase, may be related to problems with the hormonal signaling
between the conceptus and the mother, which may lead to delayed embryonic growth and/or
to the inability to secrete adequate levels of INF-t and, consequently, the occurrence of
embryonic reabsorption (Spencer et al., 2004). The time of the postovulatory rise in
progesterone levels and its concentration during the luteal phase regulate the synchrony
between embryo and endometrium and the uterine secretions, such as proteins and growth
factors, and the production of INF-t by the conceptus (Kerbler et al. 1997), essential
processes for the initial embryonic development (Sreenan et al., 2001).

A reduction in the progesterone plasmatic concentrations may slow down the
embryonic growth and development rate, affecting its survival (Sreenan et al., 2001). In the
present study, we observed that the progesterone concentrations in does that presented
pregnancy loss, between the 12th and the 24th day of gestation, were lower than in those that
maintained the pregnancy until the end, which proves the role of progesterone in the
embryonic development and survival. The progesteronemia observed in the pregnant does is
in accordance with a recent study performed with nulliparous milk breed does (Fonseca et al.,
2005), but it differed from what was observed by Mann et al. (2003), who verified that in
meat breed pregnant heifers the insulin plasmatic levels appeared to be more important during
the initial embryonic development than the progesterone concentrations.

It is worth it to emphasize that the gestational losses and the pregnancy rates were
inferior to those observed in mature dams (Witter et al., 1997; Greyling and Van der Nest.
2000; Dogan et al., 2005), however, we believe that this difference happened due to the use of
young growing animals. Besides, these results are significant and important, considering the
lack of information on extensively raised nulliparous does.

The effect of insulinemia on the reduction of losses throughout the gestational period
may be associated with the embryonic development and survival. In this context, in other
species, insulin has been associated with the best embryo development, during the pre-
implantation phase (Gardner and Kaye, 1991; Hertogh et al.,1991; Clowes et al.,1994; Matsui
et al., 1995; Ramirez et al., 1997). In super-stimulated dams, the insulin administration has
favored a greater in vivo embryo production (Souza et al., 2008). In vitro studies have
revealed that embryonic development may be improved, after the supplementation of the
cultivation medium with insulin and IGF-I, reducing the occurrence of embryonic cells
apoptosis and increasing the cleavage rate after fertilization (Byrne et al., 2002; Makarevich et

al., 2002; Moreira et al., 2002; Augustin et al., 2003; Sirisathien et al., 2003). IGF-I directly
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stimulates the embryo secretion of interferon tau (INF-t ) (Ko et al.,1995) and it has been
positively correlated with the increase in plasmatic insulin (Totey et al., 1996; Pawshe et al.,
1998; Daliri et al., 1999; Block et al,. 2007). Thus, treatment with insulin associated with the
increase in IGF-I intrafollicular levels, may favor the embryonic survival thru the increase in
embryonic development and its ability to secrete INF-t.

In conclusion, the insulin administration promoted an efficient reproductive response
in nulliparous does, representing an useful tool for extensive management herd in tropical
regions. The use of insulin during estrus synchronization improved the ovarian response and
efficiently maintained the pregnancy rate, but it did not limit the embryonary losses during the
initial pregnancy. Furthermore, the results showed that the reproductive response in
nulliparous does is not proportional to the increment of the insulin dose, therefore, the

smallest dose appeared to be the best choice.
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Figure 1: Mean cumulative changes of Insulin levels according to the estrus synchronization
treatment and mating of nulliparous goats untreated or treated with increasing doses of

insulin. Statistically significant (p < 0.05) effect of Insulin treatment is given in the figure.

Values are means + SEM. (SR: Sponge Removal)
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8 CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo de insulina em doses crescentes em cabras nuliparas ndo afetou
significativamente a resposta ao tratamento de sincroniza¢do de estro, mas induziu uma
melhor resposta ovariana. Embora ndo tenha sido observada uma resposta proporcional ao
aumentar a dosagem de insulina, a aplicagdo de 0,14Ul/kg PV/dia destacou-se como o melhor
tratamento.

Em adicdo, a administragdo da insulina mostrou-se eficaz durante a gestagao reduzindo

significativamente a perda embriondria, entretanto ndo influenciou a taxa de prolificidade.



9 PERSPECTIVAS

Nossos resultados deixam a perspectiva da utilizacdo dos protocolos testados no manejo
reprodutivo em cabras nuliparas, entretanto pesquisas adicionais devem ser desenvolvidas a
fim de se verificar outras dosagens de administragdo de insulina e, também, aplicadas em

outros estagios reprodutivos, buscando maximizar a resposta dos animais tratados.
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ANEXO 1

Painel 1. Registro das etapas do experimento: (A) Sele¢do das fémeas, (B) Colocacdo das

esponjas intravaginais, (C) Deteccao do estro e cobertura, (D) Colheita de sangue.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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