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Leonardo da Vinci
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Sonhos que 0 homem sonha sempre.
Em todos os lugares, em todas as épocas do ano, dormindo ou acordado.”

Shakespeare

"Sem a curiosidade que me move, que me inquieta,
gue me insere na busca, ndo aprendo nem ensino “.

Paulo Freire
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RESUMO
Em ruminantes, o periodo pos-parto é caracterizado por um prolongado balango energético
negativo associado com baixas concentracbes de insulina no plasma. Esse horménio
anabdlico é um sinalizador para mudancas no metabolismo e um poderoso regulador da
ingestdo de alimentos. Assim, o objetivo deste trabalho foi fornecer um protocolo simples e
eficiente na estimulacdo do metabolismo no periodo pds-parto em cabras Saanen,
proporcionando um melhor desempenho produtivo. Um total de quarenta e duas cabras
Saanen adultas e ciclicas tiveram seu estro sincronizado pelo efeito macho e acasaladas
naturalmente por caprinos Saanen. Todas as fémeas foram avalizadas por ultra-sonografia
transretal aos 30 e 45 dias apls a estacdo de monta para deteccdo e confirmagdo de
gestacdo. Vinte fémeas com dois fetos foram selecionadas aleatoriamente em dois grupos
experimentais (n = 10), Grupo Tratado e Grupo ndo-tratado. No 26 9é e 14é€ dias apos o
parto, os animais do grupo tratado foram submetidos & administracdo de repetidas baixas
doses de insulina de acdo intermediaria (0.14 Ul/kgPV). Durante 42 dias apds o parto, todas
as cabras foram pesadas semanamente e a producdo de leite mensurada diariamente.
Também nos 28 dias ap6s o parto, amostras de leite foram coletadas semanalmente para
andlise dos contetidos de gordura e proteina. Semanalmente, 15 dias antes do parto e a cada
trés dias, do 1€ ao 28é dia pds-parto, antes da alimentacdo e administracdo de insuling,
foram colheitas amostras sanguineas por venopuncdo da jugular. O plasma foi subseguiente
analisado parainsulina, acidos graxos nao-esterificados (AGNES), glicose, uréia, creatinina,
gama glutamil transferase (GGT), glutamil pirlvico transferase (TGP) e glutamil
oxaloacético transaminase (TGO). Os resultados demonstraram um efeito significativo da
insulina nas primeiras quatro semanas pos-parto para a producéo, conteidos de gordura e
proteina do leite. O pico de lactacdo foi alcancado uma semana antes nos animais tratados, e
a lactagdo diminuiu uma semana mais tarde no mesmo grupo. Os animais tratados
demonstraram altos niveis de AGNESs e glicose plasmética. O tratamento ndo demonstrou
efeito sobre a perda de peso e a concentracdo plasmatica de insuling, porém, no quarto dia
apés o parto, altos niveis foram evidenciados nas cabras tratadas com insulina. A
concentracdo plasmética da uréia foi significativamente maior nos animais ndo tratados,
enguanto, nenhum efeito foi registrado para outros metabdlitos. Em conclusdo, cabras
Saanen tratadas com baixas doses de insulina durante o inicio da lactacdo melhora a

resposta produtiva sem consequiéncias a vida do animal.

Palavras-chave: caprino, insulina, leite, pés-parto, lactacéo.
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ABSTRACT
In ruminants, the postpartum period is characterized by prolonged negative energy balance
associated with low insulin concentration in plasma. This anabolic hormone is a signal for
changes in metabolism and a powerful regulator of nutrient portioning. Thus, this work was
conducted to develop an efficient and simple protocol for stimulation of the metabolism in
the postpartum period in Saanen goats, improving their productive performance. A total of
42 adult, cyclic Saanen goats had their estrus synchronized by male effect and mated
naturally with Saanen bucks. All females were evaluated by transrectal ultra-sound after 30
and 45 days after breeding for detection and confirmation of pregancy, respectively. Twenty
pregnant goats with twin fetuses were randomly assigned to two experimental groups (n =
10), Treated Group and Untreated Group. At the 2™, 9" and 14" days after parturition, the
animals of the treated group, were given submitted administration of repeated low doses of
intermediate-acting insulin (0.14UI/kgBW). During 42 days after parturition all goats were
weighed weekly and milk yield was measured daily. Also during in the 28 days after
parturition, milk samples were collected weekly for fat and protein content analyses.
Weekly, starting from 15 days before parturition and every three days from the 1% to the
28" day postpartum, before feeding and insulin administration, blood samples were
collected in heparinized tubes by jugular puncture. The plasma was subsequently assayed
for insulin, non-sterified fatty acids (NEFA), glucose, urea, creatinine, gamma-glutamyl
transferase (GGT), glutamyl pyruvic transaminase (GPT) and glutamyl oxaloacetic
transaminase (GOT). There was a significant increased effect of insulin treatment in the
four weeks postpartum for milk yield, milk fat and protein contents. Peak of lactation was
achieved one week before in the insulin-treated goats, and lactation dropped one week |ater,
as compared to the control group. Treated animals also showed a higher NEFA and glucose
levels. Treatment did not show an overall effect on weight loss and insulin plasma
concentration, however on the fourth day after parturition, a higher level was observed in
goats treated with insulin. Urea concentration was significantly higher in untreated animals,
whereas no effect was detected for the other metabolites. In conclusion, In conclusion,
treatment of Saanen goats with repeated low doses of insulin during early lactation improve

their productive responses without any detrimental consequencesto their health.

Keywords. goat, insulin, milk, postpartum, |actation
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1. INTRODUCAO

O rebanho caprino mundial acanga, aproximadamente, 742.864.558 milhdes de
cabecas, das quais 10.306.722 (1,3%) milhdes, representam o efetivo brasileiro (IBGE,
2005). Dados da FNP-Anuapec (2004) calculam 9.593.798 do efetivo caprino
brasileiro, sendo este distribuido, principamente, na regido Nordeste (93,02%).
Contudo, nesta regido, a produtividade ainda € baixa devido as indefini¢des quanto aos
objetivos, metas e estratégias, além da auséncia de melhorias no regime de mangjo e de
sistemas de produgdo compativeis com a exploragdo leiteira (Pimenta Filho &
Simplicio, 1994).

Para se alcancar uma maior produtividade, em termos de néde cabritos / ano, €
necess&rio que se conhega os fatores que interferem no comportamento e no
desempenho produtivo e reprodutivo da fémea, sobretudo do periodo pds-parto. Dentre
eles, evidenciam-se a duragdo de involugdo uterina (Ababneh & Degefa, 2005),
amamentacdo (Randd et al., 1990), producéo de leite e estado nutricional da cabra ao
momento do parto. O manejo nutricional apresenta um importante papel em qualquer
sistema de producdo. Pela grande variagdo na oferta de aimentos nos diferentes
periodos do ano, os ruminantes desenvol veram mecanismos de adaptacdo as condi¢des
de escassez de aimentos. Dentro deste contexto, devem-se buscar estratégias que
maximizem a sobrevivéncia das crias.

A perda das caracteristicas de adaptacdo as situagdes desfavoraveis faz com que
o individuo seja mais sensivel as variagBes nutricionais. A selecdo genética para a
producdo intensiva, sem divida, fez diminuir ou mesmo desaparecer as caracteristicas
da adaptacéo, ou de tolerancia a condigdes de menor disponibilidade de alimentos.
Assim, arestricdo alimentar sempre exercera um efeito negativo na reproducéo.

A nutricdo é responsével pela expressdo e funcionamento de rotas metabdlicas
gue permitirdo ao animal expressar todo seu potencial produtivo / reprodutivo. Essas
rotas metabdlicas relacionadas a reproducdo sdo complexas e, em véarias situagdes, ndo

tém o mecanismo total mente el ucidado (Fernandes, 2002).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ADAPTACOES FISIOLOGICAS NO PERIODO DE TRANSICAO E POS-
PARTO

2.1.1 Mecanismos de adaptacdo metabdlica: Mudangas no comportamento
alimentar materno ereparticdo de nutrientes

O periodo de transicdo estd compreendido entre as trés semanas antes e apos 0
parto nos ruminantes, é considerado critico para a produgdo leiteira. Nesse periodo,
ocorre uma série de eventos complexos, com o intuito de gustar as respostas
metabdlicas e enddcrinas (Bauman & Currie, 1980), para o periodo de lactagdo
(Etherton & Bauman, 1998).

A regulacdo do metabolismo durante a gestacdo e a lactagdo € dividida em
homeostética e homeorrética. O controle homeostético envolve o equilibrio fisiol6gico
de manutencdo. Ja a homeorrética coordena 0 metabolismo nos tecidos necessarios para
suportar os diferentes estégios fisiol6gicos do animal. (Bauman & Currie, 1980).

Essas adaptacOes metabdlicas sdo iniciadas no terco fina da gestagdo, e antes do
aumento da necessidade de nutrientes pelo feto (Hartmann et al., 1998). Essas
adaptagdes ocorrem atraves de mudangas enddcrinas que iniciam e mantém a lactagéo,
decorrentes das alteragbes no metabolismo dos nutrientes no tecido adiposo, figado e
muscul atura esquel ética (Hardarson & Ingvartsen, 2005).

ApGs o parto, ocorre um déficit no balanco energético que persiste durante o
inicio da lactacdo. Esse déficit caracteriza-se por uma diminuicdo na ingestédo de
matéria-seca (Hayirli et al., 2002), e a defasagem entre o pico de ingestéo e a produgéo
de leite (Grummer, 1995), além de perda de escore e peso corpora (Coppock, 1985).

Nesse periodo, o desequilibrio energético pode comprometer a capacidade de
adaptacdo as mudancas fisiol gicas inerentes a producéo de leite (Grummer, 1995). Por
esta razdo, a lactogénese € acompanhada por alteragdes no metabolismo (Figura 1), tais
como aumento da lipdlise, diminuicdo da lipogénese no tecido adiposo; aumento da
gliconeogénese e glicogendlise no figado; bem como diminuicdo do uso de glicose e
aumento na mobilizacdo e utilizagdo de lipideos e de reservas protéicas dos tecidos
musculares como fonte energética pela glandula mamaria (Svennersten-Sjaunja &
Olsson, 2005).
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Figura 1 — Representacdo esquemética da relac@o entre o metabolismo dos lipideos,
figado e glandula maméria. Sinais (+) indicam efeito estimulatorio e o sinal (-) efeito
inibitorio. Epi — epinefrina;, AGNEs — é&cidos graxos ndo esterificado; TG —
Triglicerideos, VLDL - liporoteina de muito baixa densidade, e CPT-1 - carnitil
palmitoiltransferase 1 (Adaptado de Drackley et al., 2006).

No periodo de transicdo, o perfil metabdlico caracteriza-se por baixas
concentragtes de insulina e glicose plasmaticas e glicogénio hepatico, além de atas
concentrac6es sorolégicas do glucagon, adrenalina, horménio do crescimento (GH),
hidroxibutirato ( -OH), &cidos graxos ndo-esterificados (AGNES) e triglicerideos
hepaticos (Vazquez-Anon et al,. 1994). Esse perfil metabdlico também é encontrado em
algumas desordens metabdlicas que podem ocorrer nesse periodo, como a Toxemia da
gestagcdo em ovinos e caprinos (Schlumbohm & Harmeyer, 2004), lipidose hepatica e
cetose em bovinos (Drackley et al., 1992).

Hayirli et al. (2002), trabalhando com vacas nuliparas e multiparas no periodo
de transi¢do, observaram uma diferenga significativa entre a duragdo da redugéo do
consumo de matéria-seca e o déficit energético. Para compensar a diminui¢do da
ingestdo alimentar, tem-se aumentado a densidade energética da dieta durante o periodo
de transi¢do, possibilitando, assim, aliviar a gravidade do déficit no balango energético.

Essa estratégia mantém as reservas corporais, aumentando a disponibilidade de
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nutrientes para o rgpido crescimento fetal, no periodo de passagem metabdlica do parto
alactacdo (Nocek, 1995).

Cabras e ovelhas, no terco fina da gestacdo, necessitam de forragens com um
maior conteldo de nutrientes e maior digestibilidade, ja que o tamanho fetal aumenta
diminuindo a capacidade do rimen para acomodar alimentos (Akingbabe et al ., 2002).

Uma caracteristica notavel da adaptacdo metabdlica relacionada ao pos-parto,
em ruminantes lactantes, € a mudanca no comportamento da ingestdo de alimentos
(Chilliard, 1999) acompanhada por uma hipertrofia da mucosa gastrintestina, o que
permite uma maior eficiéncia na absorgdo e da taxa de troca de nutrientes com a
circulacdo sangliinea (Mellado et al., 2006). A estratégia utilizada pelos ruminantes é
aumentar o tempo de pastagem e, consequentemente, aumentar a ingestéo para
satisfazer as suas necessi dades energéticas (Bergaman et al., 2001).

As mudangas metabdlicas proximas ao parto (Figura 2) sdo controladas e
coordenadas pelo sistema enddcrino, que direciona os nutrientes para o tecido materno,
suprimento fetal e desenvolvimento da glandula maméria (Gluckman, 1997).

No inicio da lactagdo, ocorre um maior requerimento de glicose pela glandula
maméria, 0 qual desencadela uma série de adaptagdes como 0 aumento da sintese
hepatica de glicose, reducdo do consumo de glicose por vérios tecidos ndo mamarios e
reducdo total na oxidagdo tissular de glicose (Bell & Bauman, 1997). Nesse periodo, ha
uma menor responsividade e sensibilidade dos tecidos extra-hepéticos maternos a
insulina (Sano et al., 1991), disponibilizando a maior parte dos nutrientes para o

crescimento fetal e desenvolvimento e atividade da glandula maméria.
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Figura 2 — Esquema representativo de adaptacbes metabdlicas nos ruminantes no
periodo de transi¢do proximo ao parto. (Adaptado de Hardarson & Ingvartsen, 2005).

2.1.2 Balancgo ener gético negativo e anestr o pos-parto

O status nutricional, avaliado pela condicdo corpora, reflete as reservas
corporais disponiveis para 0 metabolismo, e indiretamente a capacidade produtiva e
reprodutiva (Arregum et al., 1997). A taxa de sintese ou degradacdo do tecido muscular
varia em resposta as mudancgas nutricionais e endécrinas, principalmente apds o parto,
guando os ruminantes tém baixas reservas corporais, apresentando uma maior
probabilidade de desenvolver doengas metabolicas, disfungdes reprodutivas e reducdo
na producdo de leite (Edmonson et al., 1989).

O baanco energético pode ser definido como a diferenca entre a energia
consumida e a energia utilizada para atender aos requerimentos nutricionais nos
diferentes estégios fisiologicos dos animais (Heuer, 2000). No pos-parto, o baango
energético negativo é resultante da rapida mobilizagdo das reservas corporais, refletindo
um baixo peso corpora (Fenwick et al., 2006) e uma diminui¢éo na condigdo de escore
corpora (Bauman & Currie, 1980).

Sendo assim, 0s requerimentos de energia para a producéo de leite e manutengéo

excedem a disponibilidade de energia proveniente do consumo de alimentos, expondo



XXi

as fémeas ruminantes a um periodo de balanco energético negativo (BEN) (Jorristma et
al., 2003), a partir da segunda semana apos o parto (Bell, 1995). O BEN pode persistir,
em vacas leiteiras, por um periodo de 10 a 12 semanas da lactacdo (Bauman & Currie,
1980).

A gravidade e a duragdo do BEN sdo correlacionadas negativamente com a
ingestdo de matéria seca. Seu periodo, durante a lactac@o, depende da qualidade da dieta
(Staples et al., 1990) e das mudangas na condic¢éo de escore corporal (Bulter, 2003).

A condicdo corpora € um dos principais fatores que contribuem para a
diminuicdo do consumo alimentar proximo ao parto (Butler, 2005). Portanto, fémeas
com a condicdo corporal elevada ao parto exibem uma maior depressdo no apetite,
desenvolvendo um BEN pronunciado, pois ocasiona uma maior mobilizacdo das
reservas corporais e maior acimulo de trigliceridios no figado (Rukkwamsuk et al.,
1999). Por esta razéo, Doepel et al. (2002) recomendam que a condi¢cdo de escore
corporal em bovinos sgja de 3,25-3,50 ao parto e que, no pré-parto, sgja fornecida uma
alimentacdo ricaem energia.

A intensidade do déficit energético também esté relacionada com a produgéo de
leite (Butler et al., 1981) e, conseglientemente, com 0 atraso no retorno a ciclicidade
ovariana e reducdo da fertilidade (Wathes et al., 2007). Isto pode ser explicado pela
baixa freguéncia no pulso do horménio luteinizante (LH), baixa produgéo de estradiol
(E2) e elevadas taxas de atresia do foliculo dominante (Jorristma et al., 2003). Alguns
autores verificaram uma relacéo positiva entre o BEN e a duragdo do anestro pés-parto
(Canfield & Butler, 1990), observando que a primeira ovulagdo ocorre
aproximadamente 10 a 14 dias ap6s o BEN méximo. Além disso, verificou-se que a
primeira ovulagéo pos-parto pode ocorrer ainda durante o BEN (Zurek et al., 1995).

Os foliculos dominantes que se desenvolvem ap6s o BEN demonstram réapidas
taxas de crescimento, maiores didmetros e alta produgdo de E,, logo, tem mais chances
de ovular (Beam & Butler, 1997). Isto € possivel pelo aumento na freqiiéncia do pulso
do LH, que freqlentemente aumenta apés o restabelecimento do balango energético
(Butler, 2003). No entanto, n&o se sabe se as diferengas no pulso s&o quem determinam
0 periodo da retomada da func@o ovariana e 0 tempo para a primeira ovulacdo. Sendo
assim, o intervalo pls-parto representa uma importante interacdo entre o estado
energético e a performance reprodutiva (Jorristma et al., 2005).

Beam & Butler (1999), trabalhando com vacas, verificaram gque 46% ovularam

no primeiro foliculo dominante da primeira onda, 31% apresentaram duas ondas de
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foliculos dominantes anovulatorios antes da primeira ovulagdo e em 23% os foliculos
dominantes tornaram-se cistos foliculares. Sabe-se que 0 BEN no pés-parto ndo afeta a
populacéo folicular ovariana no 8édia pés-parto (Beam & Butler, 1997), 25édia (Lucy
et al., 1999) ou no periodo de desenvolvimento do primeiro foliculo dominante, no
entanto, afeta o destino do primeiro foliculo dominante.

Em ruminantes, a relagdo entre reproducdo e a nutricdo € bem evidente
(Arregum et al., 1997). A subnutricdo ou consumo inadequado de nutrientes em
periodos de altas demandas metabdlicas sdo uns dos principais fatores que contribuem
para o prolongamento do anestro pés-parto, principal mente para animais que dependem
da oferta natural de alimento para satisfazer seus requerimentos nutricionais (Jolly et al.,
1995). O fator nutricdo pode interagir com a genética, ambiente ou mango,
influenciando diretamente a duragdo do anestro. Embora estas interagbes ndo estejam
claramente estabelecidas, certamente 0os mecanismos hormonais s&0 amplamente
envolvidos (Jolly et al., 1996).

Um inadequado consumo de nutrientes no periodo de transi¢do resulta em uma
perda de escore corporal ao parto e um longo intervalo entre partos (Laflamme &
Connor, 1992). A subnutricéo induz & perda de peso, o0 que acaba suprimindo a secrecéo
de progesterona durante a fase luteal. O aumento progressivo da perda de peso induz a
quiescéncia ovariana, levando a supressdo da secrecdo de E, (Tanakaet al., 2003).

O anestro pés-parto pode ser definido como periodo que se estende desde o parto
até o surgimento do primeiro estro, sendo caracterizado por um estado de aciclicidade
ovariana. Embora os ovérios apresentem desenvolvimento folicular, nenhum dos
foliculos que inicia 0 seu crescimento torna-se maduro o suficiente para que ocorra a
ovulacdo (Moro et al., 1994). Também sdo observadas, nesse periodo, uma completa
inatividade sexual, sem manifestacdo de estro (Wrigth & Mamo, 1992), além de
anovulagdo acompanhada de concentragdes de progesterona inferiores a 0,5 ng/mL
(Arregum et al., 1997).

E durante o anestro pds-parto que ocorre a involugdo uterina, iniciada
imediatamente apOs parto. Nessa fase inicial do anestro pos-parto, o Utero sofre
involugdo (Figura 3), um processo caracterizado por mudangas retrogradas nos 0rgaos
reprodutivos, no qual o Utero retorna ao tamanho e a posi¢do de um Utero animal ndo
prenhe (Kirakopfe, 1980). Varios fatores como: parto, nutricdo, manejo, raca e estagdo

influenciam o tempo de involucéo uterina (Gray et al., 2003).
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Durante a gestagdo, o Utero aumenta de tamanho para o desenvolvimento do feto
e das estruturas placentérias (Godfrey et al., 1998). Logo ap0s o0 parto, uma série de
adaptacOes fisiol6gicas e anatbmicas ocorre no Gtero (Ababneh & Degefa, 2005) e no
ovario das fémeas, objetivando restaurar sua capacidade reprodutiva (Jainudeen et al.,
2004).

Figura 3 — Estrutura do trato reprodutivo ovino durante o periodo pés-parto. Fotos do
Utero apds necropsia realizada em fémeas no (@) 1& (b) 7& (c) 14° e (d) 28° dia pés-
parto. (Fonte: Gray et al., 2003).

Na primeira semana apds o parto, a rede vascular placentéria responsavel pela
nutricdo hematotroéfica do feto se degenera, preenchendo o IUmen uterino com [6quio,
uma densa substancia marrom produzida pela autdlise das células vermelhas do sangue
(Gray et al., 2003). Esse periodo é também caracterizado pela dissolucdo das camadas
materna e fetal do placentoma e expulsdo da placenta remanescente da placenta fetal
cotiledondria. Na segunda semana poés-parto, placas necréticas sdo liberadas pela
involugdo das cartinculas.

A re-epitelizac8o das cartnculas ocorre na terceira ou quarta semana pos-parto
(O’ Shea & Wright, 1984), culminando com o retorno do Utero ao seu tamanho e posi¢ao
normal.
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O periodo de involucdo uterina € variavel entre as espécies (Godofrey et al.,
1998) e esta relacionado com o tipo placentario (Nascimento et al., 2003). Na espécie
caprina, Greyling & Van Niekerk (1991) verificaram que o processo de involugdo
uterina foi microscopicamente completo por volta do 28é pos-parto, valendo ressaltar
que o principal indicador do inicio da recuperacdo do endométrio € o epitélio das
carincul as.

A contaminagdo uterina no pos-parto e uma inadequada producdo de
prostaglandina F, tém sido associadas ao atraso na involugdo uterina. Entretanto, na
espécie caprina, ocorréncias de infecgdes uterinas no pos-parto sdo baixas (Ababneh &
Degefa, 2006).

Em ruminantes, o anestro pos-parto € fisioldgico (Montiel & Ahuja, 2003). Em
fémeas bovinas, 0 anestro s6 é considerado anormal quando ultrapassa um periodo de
90 dias (Fallas et al., 1987). Contudo, Lamming & Darwash (1998) j& o consideram
anormal gquando este periodo chega aos 42 dias pés-parto. Em regifes tropicais esse
periodo pode chegar a mais de 150 dias (Vacaro, 1990), sendo um dos maiores
problemas que levam a perdas econémicas consideravels.

Na espécie caprina, Maia & Costa (1998), trabalhando com a raga Canindé,
detectaram um periodo de 46 3.4 dias de anestro pos-parto. Andrioli et al. (1992)
observaram anestro de 52.3 3.9 dias, em fémeas sem padr&o de raga definida (SPRD)
paridas na estagdo seca. Freitas et al. (2004) trabahando no Nordeste brasileiro com
cabras Saanen e Anglo Nubianas, verificaram periodo de 95,26 11,80 e 78,93 7,61
dias de anestro, respectivamente.

Os mecanismos envolvidos no prolongamento do periodo anovulatério no pés-
parto tém sido divididos em trés categorias (Wiltbank et al., 2002). Na primeira, os
foliculos iniciam seu crescimento, mas ndo prosseguem além do estégio de emergéncia
do desenvolvimento, sendo esta condi¢do associada a auséncia de foliculos 8mm e
auséncia de liberacdo pulsétil do LH (Rhodes et al., 1995). Na segunda, embora
continuando a se desenvolver, os foliculos ovulatérios ndo acancam tamanho
compativel parague ocorraaovulagdo. Este fendbmeno é normal mente associado a baixa
frequéncia na liberacdo pulsatil do LH e um aumento do feeback negativo do E; com as
gonadotrofinas (McDougall et al., 1998). No terceiro, ha crescimento folicular,
entretanto, os foliculos pré-ovulatérios tornam-se cistos foliculares. Esta é uma

condicdo normamente associada com mudangas no comportamento sexua e pelo
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aumento da liberagdo de LH, com insensibilizacdo do feedback positivo com o E;
(Wiltbank et al., 2002).

No prolongamento do anestro pos-parto, as perdas embrionérias e gestacionais
sd0 os principais fatores que afetam diretamente a eficiéncia produtiva de um rebanho
(Santos et al., 2001). Os fatores que afetam a duracdo do periodo de anestro pos-parto
em ruminantes sdo: o estado nutricional (medidos pela condicdo corporal),
amamentacdo, raca, idade, nUmero de partos, producdo de leite, estacdo de paricéo,
presenca ou auséncia do reprodutor, involugdo uterina tardia e distocias (Ducrot et al.,
1994).

A concentracdo de gonadotrofinas no fina da gestacdo é baixa, devido ao
feedback negativo entre a progesterona e o estrégeno. Apos o parto, as concentragdes do
horménio foliculo estimulante (FSH) aumentam entre o 5é- 10édia pds-parto, enquanto
0 pulso do LH inicia sua ascensdo do 10éao 20&édia pds-parto. Contudo, em animais que
amamentam, este intervalo tende a aumentar, prolongando o intervalo entre a primeira
ovulagcdo pos-parto (Crowe et al., 1998). O crescimento e o desenvolvimento de
foliculos é detectado 1 a 2 dias apds 0 aumento significante das concentragcdes do FSH
no pos-parto (Beam & Butler, 1997) e o surgimento de um foliculo dominante ocorre
por volta do 10&éa 14édia pos-parto (McDougdll et al., 1995), podendo este ovular ou
entrar em atresia e ser substituido por um ou mais folicul os da onda subseqiente.

A ovulagdo ocorre quando a producdo de E;, pelo mesmo, é suficiente para
estimular o surgimento pré-ovulatério do LH e FSH. A producéo do E; € dependente de
um aporte suficiente de gonadotrofinas, com amplitude e freqtiéncia do LH associados a
aumentos na concentrag@o do fator de crescimento semelhante a insulina — | (IGF-I)
(Beam & Buitler, 1999).
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2.1.3 Mudancas hormonais e de metabdlitos no pés-parto

2.1.3.1 Horménios relacionados a repr oducao

Os efeitos do estresse energético no eixo hipotd amo-hipéfise-ovario tém sido
observados no hipotdlamo e na hipdfise anterior (Tsigos & Chrousos, 2002). No
entanto, a restricdo energética no pos-parto, em vacas, ndo apresenta alteragdes na
quantidade de receptores para 0 hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Moss et
al., 1985).

O restabelecimento de secrecles pulséteis dos niveis de LH tem promovido o
desenvolvimento de foliculos pré-ovulatérios. Esta funcdo esta relacionada ao tipo de
evento pararetomar o ciclo ovariano durante o balanco energético negativo no pos-parto
(Figura4) (Lamming et al., 1981; Canfield & Butler, 1990).
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Figura 4 — Modelo do desenvolvimento folicular bovino in vitro, associado ao
restabelecimento dos niveis pulsateis do horménio luteinizante (Adaptado de Butler,
2000).

Estudos anteriores, realizados durante a primeira onda folicular no pos-parto (8-
12 dias), relatam que vacas com foliculos dominantes anovulatérios em
desenvolvimento apresentam uma freqiiéncia dos pulsos de LH mais baixa do que em
vacas com desenvolvimento folicular ovulatério (Beam & Butler, 1998). Peters et al.
(1985), trabalhando com vacas entre 3€ e 8€ dias pos-parto, administraram 2,5 ¢ de
GnRH a cada duas horas durante 48 horas, e observaram que a inducéo do LH
promoveu liberacdo de E, plasmético, porém um pico pré-ovulatorio de LH foi exibido

somente em uma das nove vacas.
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Em vacas, no inicio do pos-parto, ocorre uma reducdo na atividade do GnRH
pulsétil, gerador da expressao pulsatil de LH, que d& suporte a esteroidogénese folicular
necessaria parainducdo do surgimento do LH e da ovulag&o. Porém, baixas freqiiéncias
nos pulsos de LH (2 pulsos a cada 6 horas) sdo suficientes para a sustentacdo do
desenvolvimento do foliculo dominante. No periodo de crescimento e de diferenciacéo
dos foliculos dominantes, durante a metade da fase luteal do ciclo estral, observa-se um
pulso de LH de baixa freguéncia (Driancourt et al., 1991).

A divisdo de nutrientes em um periodo de maior requerimento energeético, como
a lactag@o, é facilitada pelo eixo do horménio do crescimento — fator de crescimento
semelhante a insulina (GH/IGF) (Fenwick et al., 2006). Logo, sob o estimulo do
horménio liberador do horménio do crescimento, as célul as somatotrdpicas, na pituitéria
anterior, secretam o GH (Veerkamp et al., 2003).

O GH é um hormdnio metabdlico com extensdes no metabolismo e no
crescimento de tecidos e oOrgdos (Davidson, 1987). Em ruminantes, o GH atua
diretamente nas acles catabdlicas, estimulando o aumento da lipdlise, diminuindo a
glicogénese e restringindo o transporte da glicose (Eigenmann et al., 1984).
Indiretamente, ajusta o IGF-1, receptores e proteinas ligantes (Malozowski et al., 1995).
Os receptores do GH (GHR) estdo localizados em maior concentragdo no figado (Lucy
et al., 1998), onde sua expressdo relaciona-se com o estado nutricional (Pell et al.,
1993) e 0 estado fisioldgico (Kobayashi et al., 1999).

Butler et al. (2003) verificaram a relacdo existente entre ainsulina, GH e fatores
de crescimento em vacas no pos-parto. Eles observaram que a administragdo de insulina
estimula a expresséo do receptor do horménio do crescimento 1A e IGF-1, aumentando
a concentracdo plasmaética do IGF-1 e diminuindo as concentragées do GH. Contudo,
no tecido adiposo desses animais, ainsulinainibiu a expressdo do GHR e IGF-1 (Figura
5).
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Figura 5 — Modelo de interac8o entre a insulina plasmética e o eixo GH/IGF no figado

e tecido adiposo no pos-parto (Adaptado de Butler et al., 2003).

Durante o pos-parto, a diminui¢do nas concentragdes plasmaticas de insulina e
de IGF-1 reduzem as concentragdes das proteinas ligantes de IGF-1 (IGFBPs) (Webb et
al., 1999). As IGFBPs transportam e aumentam a meia vida dos IGFs, e a redugdo
dessas proteinas de ligagdo limitam a atuacdo dos IGFs sobre suas células-alvo nos
foliculos. Em bovinos, as concentragbes de IGF-I circulantes provavelmente estdo
correlacionadas com as concentragdes de IGF-1 do fluido folicular de grandes foliculos
(Echternkamp, 1990).

Similarmente, a insulina e o IGF-I mostram ter um efeito sobre a fungdo das
céulasfolicularesin vitro, estimulando a esteroidogénese, a proliferacdo da teca (Spicer
& Stewart, 1996) e das cdlulas da granulosa (Spicer et al., 1993). As células tecais de
bovinos sdo induzidas pelo IGF-I, que aumenta o nimero de sitios ligantes do LH,
induzindo a producéo de progesterona e androstenedionain vitro (Stewart, et al., 1994).
Ja nas células da granulosa, foi observado que o E; e 0 FSH aumentam o nimero de

receptores para |GF-1 (Spicer et al., 1993).
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Os horménios da tiredide, tiroxina (T,) e triiodotironina (T3) séo liberados sob
influéncia do hormoénio estimulante da tiredide. Esses horménios atuam sobre o
crescimento e diferenciagdo de diferentes tecidos, estimulam o consumo de oxigénio,
contribuindo para 0 aumento da taxa metabdlica (Veerkamp et al., 2003).

Os horménios da tiredide sdo influenciados por vérios fatores ambientais, tais
como temperatura (Mcguire et al., 1991), ingestédo e componentes da dieta nos bovinos
(Tiirats, 1997), caprinos (Todini et al., 1992) e ovinos (Souza et al., 2002). Em periodos
de restricdo aimentar ha uma diminui¢do desses horménios (McGuire et al., 1991).
Portanto, T3 e T4 podem ser considerados bons indicadores do metabolismo e do status
nutricional nos ruminantes (Todini et al., 2007). Em cabras lactantes, as elevadas
concentracoes e producdo, respectivamente, de GH (Moraes e Amorim et al., 2006) e de
leite (Tiirats, 1997) correlacionam-se negativamente com as concentragdes dos
hormonios tireoidianos, 0 que tem sido associado a diminuicdo na performance
reprodutiva (Todini et al., 2007).

Suriyasathaporn (2000) demonstrou que o T3 e 0 T4 apresentam uma importante
acao sobre a atividade ovariana. Eles verificaram que, em vacas no anestro pos-parto,
baixos niveis plasméticos estiveram associados a baixas concentragdes de E, e
diminuicdo da manifestagéo do estro. O efeito estimulatorio de T e T4 sobre a atividade
ovarianatambém foi verificado in vitro, no qual se observou a atuagéo destes horménios
sobre a esteroidogénese pelas células da teca e da granulosa (Spicer et al., 2001).

Um outro hormdnio atuante sobre a funcéo reprodutiva € a leptina, que é uma
proteina produzida pelo tecido adiposo. Ela esta relacionada com a regulacdo central e
periférica da homeostase energética corporal, e atua sobre a fertilidade (Williams et al .,
2002) e as fungdes imunes (Kershaw & Flier, 2004), sendo secretada por padrdes
pulsateis, em ovinos (Blache et al ., 2000) e bovinos (Wylie et al., 2001).

Delavaud et al. (2000) observaram que os niveis circulantes de leptina estiveram
positivamente correlacionados a variagdo da composicao corpora de gordura (20-40%)
em ovelhas ovariectomizadas submetidas a nivels energéticos diferentes. Assim, em
vacas de leite, em déficit energético no inicio da lactagdo, verifica-se uma reducéo do
tecido adiposo e diminuicdo da expressio do mRNA dos receptores de leptina,
associados a reducéo dos niveis plasmaticos desta proteina (Block et al., 2001).

Estudos com a concentragdo plasmética de leptina apresentam uma correlacéo
positiva entre as concentragOes de insulina e glicose, e negativa entre as concentraces
do GH e AGNEs. Amstalden et al. (2000), trabalhando com novilhas submetidas a um
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curto periodo de jejum (48h), observaram uma diminuicéo da leptina e da expressdo de
Seu gene associada com reducdes nas concentragdes do IGF, insulina e na freqliéncia do
pulso do LH.

Os efeitos da leptina séo mediados, em parte, pelo neuropeptideo Y (NPY), que
atua regulando a secregdo de gonadotrofinas, inibindo a secregéo do LH em ovelhas.
Nesta fase, o NPY aumenta no hipotdamo, ativando as vias orexigénicas. Este
incremento do consumo induzido pelo NPY no pds-parto € denominado de hiperfagiada
lactac@o (Sorensen et al., 2002).

2.1.3.2 Principais metabdlitos afetados no periodo pdés-parto

Os fatores que sinalizam o desequilibrio no metabolismo estdo ligados ao déficit
de energia, que envolve algumas caracteristicas enddcrinas, balanco energético
negativo, einicio dalactacéo (Wathes et al., 2007).

Os AGNEs sdo liberados das reservas corporais, e sao utilizados pela glandula
mamaria, ou sdo oxidados no figado, como fonte alternativa de energia (Duffield, 2000).
Apos a producdo dos AGNEs pelo figado, eles podem ser oxidados a CO, para gerar
energia; ser parcidmente oxidados para producdo de corpos cetbnicos, que Sdo
transportados e utilizados em outra parte do corpo; ou ser esterificados a trigliceridios
ou fosfolipidios (Drackley et al., 2001) e armazenados no figado.

A concentragdo dos AGNEs no plasma é pardela & mobilizagdo da gordura
corporal. O aumento nos AGNEs no plasma no periodo de transicdo e na subnutricéo
(Dunshea et al.,1988, 1990) € correlacionado com o déficit energético. Em vacas, o
tratamento de insulina no poés-parto demonstrou diminuir em 50% a concentrag@o
circulante dos AGNEs (Buitler et al., 2003).

As elevagOes nas concentractes plasméticas de AGNES apresentam um impacto
negativo sobre a fertilidade (Canfield et al., 1990; Grummer et al., 1995), pois
deprimem a producdo de progesterona e a proliferacdo das células da granulosa
Entretanto, a diminuigdo nas concentragdes dos AGNEs no fluido folicular e o consumo
de AGNEs pelo ovério, durante o diestro, ndo estdo bem estabelecidos (Rabiee et al.,
1997).

In vivo, Yung et al. (1996) correlacionaram altas concentractes de AGNEs com
baixas concentragcbes de progesterona e diminuicdo do peso do corpo luteo (CL).

Entretanto, em outros estudos foram encontrados CLs de baixo peso durante o balanco
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energético negativo, porém, sem evidéncias de associagdo com as baixas concentragdes
de progesterona (Rhodes et al., 1995). Assim, nenhum efeito dos AGNESs foi
observado no intervalo pés-parto sobre a concepgdo apds 0 primeiro servico em vacas
com ato potencia genético (Reist et al., 2000; Snijders et al., 2001).

Vérios fatores contribuem com a concentracdo de uréia plasmética no periodo de
transicdo em ruminantes: (1) o aumento no catabolismo de aminoécidos, pela sintese
protéica, aumentando a producdo de uréia (Bell, 1995); (2) pela dieta e sua relacéo com
a sintese protéica pelos microrganismos ruminais (Drackley et al., 2001); (3) pelo
aumento nos niveis do cortisol sobre o catabolismo de protéicas corporais (Coffey et al.,
2006).

Durante a adaptacéo, no periodo inicial da lactac8o, vacas leiteiras mobilizam
primariamente gordura corporal, e posteriormente proteinas, resultando em uma el evada
concentracdo de uréa plasmética. Além disso, os triglicerideos acumulados no figado
desses animais podem resultar numa alta concentragdo de aménia, devido a inibicdo da
ureogénese (Zhu et al., 2000).

El-Sherif & Assad (2001) observaram, em ovelhas Barki, que os niveis
plasméticos de uréia exibem um aumento na 10 semana de gestag&o, a cangando o pico
no parto, principalmente quando a nutricdo for deficiente no terco fina da gestagéo
(Taylor et al., 2003). JA em vacas, a concentracdo plasmética de uréia encontra-se mais
elevada em primiparas, devido a0 aumento na produgcdo de leite, enquanto em
pluriparas, seu aumento tem uma correlagdo positiva com o escore corpora ao parto
(Wathes et al., 2007).
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2.2. PRODUGAO E COMPOSICAO DO LEITE

O mecanismo de producdo e sintese do leite iniciase com o completo
desenvolvimento mamério durante a gestacdo e a lactagdo (Topper & Freeman, 1980).
As etapas de proliferagdo, diferenciacdo e involugéo fazem parte dos ciclos de lactacéo
(Clarke et al., 2003) durante toda a vida do anima (Turner & Hyuynh, 1991), sendo a
diferenciac8o a etapa crucia para o adeguado desenvolvimento da glandula maméria
(Holland & Holland, 2005).

O ciclo da lactacdo € controlado por trés categorias hormonais: os horménios
reprodutivos, como 0 estrégeno, a progesterona, o lactogénio placentério, a prolactina e
a ocitocina; os hormonios metabdlicos, dentre eles 0 GH, os corticoterdides, ainsulinae
0s hormdnios tireoideanos e gastrintestinais; e os hormonios produzidos loca mente
como o0 GH, prolactina, horménio da paratiredide e a leptina (Svennersten-Saunja &
Olsson, 2005).

A producdo do leite é controlada pel os hormonios lactogénicos, a prolactina e o
GH (Flint & Knight, 1997). O leite é getado para 0 avéolo quando ha contragdo das
céulas mioepiteliais, em resposta a liberacdo na circulacéo de ocitocina pela pituitaria.
Ao desmame, os tecidos secretdrios sofrem involucdo através da apoptose das células da
glandula maméria (Capuco et al., 2001), restando apenas a camada de céulas
mioepiteliais.

Em vacas lactantes, a administragdo do GH aumenta a producéo de leite. No
entanto, em cabras Toggenburg, a administracéo GH durante a lactagdo néo influenciou
aproducdo deleite (Moraes e Amorim et al., 2006).

Os mecanismos envolvidos no efeito galactopoiético do GH, em vacas em
lactagdo, podem ser classificados em trés tipos: aumento na capacidade de sintese da
glandula mamaria (Nielsen, 1988) — acdo mediada pela somatomedina mais especifica,
0 IGF-1, pois o tecido mamério ndo possui receptores para a somatotropina (Prosser &
Mepham, 1989); ateracdo na glandula mamaria, que promove a utilizagdo de nutrientes
e a mobilizagdo de substratos que fornecem nutrientes essenciais para a sintese do leite
(Soderholm et al., 1988); e aumento preferencia no fluxo sangiiineo para a glandula
mamaria (Mepham et al., 1984).

O leite € um ligquido energético essencid que satisfaz 0s requerimentos
nutricionais de crescimento e de desenvolvimento dos neonatos. Os precursores dos

congtituintes do leite sGo os aminoécidos livres, glicose, acetato, acidos graxos e
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triglicerideos, que sdo requeridos para formar a gordura, proteina e lactose do leite
(Svennersten-Sjaunja & Olsson, 2005), além de numerosos fatores de crescimento
(Lamote et al., 2004). Alguns destes constituintes so transportados inalterados do
sangue, enquanto outros sdo produzidos somente pela glandula mamaria.

A producdo e a composi¢do do leite dependem da capacidade das células da
glandula mamaria de retirar nutrientes do sangue, convertendo-os em constituintes do
leite, e, em seguida, liberélos para o alvéolo (Jeinek et al., 1996). Uma limitagdo em
qualquer um destes precursores reduz a produgdo e leva a mudangas em sua composi ¢c&o
(Eknees et al., 2006). As células da glandula maméria lactante utilizam 80% dos
nutrientes ingeridos (Collier, 1985) e aproximadamente 80% do turnover da glicose
(Kronfeld, 1982) para a sintese de | eite.

A gordura do leite, € um dos componentes mais importantes da qualidade
nutricional do leite (Chilliard et al., 2003) e possui uma composi¢éo variavel (Baumam
& Griinari, 2001), sendo caracterizada, nos caprinos, por misturas de triglicerideos com
grande propor¢éo de &cidos graxos a partir das seguintes fontes: lipideos circulantes no
sangue, cerca de 60%; pela sintese de novo nas células epiteliais; pelo acetato eo  -OH
(Treacher & Caja, 2002).

A lactose é o principa carboidrato encontrado no leite, sintetizado pela
combinacdo da glicose com a gaactose, com a participacdo das proteinas -
lactalbumina, -lactoglobulina, -lactalbumina e caseina, no qual € sintetizadas pelos
aminoécidos circulantes (Treacher & Caja, 2002).

Os congtituintes protéicos dividem-se em duas categorias, 0s que S30
sintetizados pelas células mamérias (90%) e os que sd0 provenientes do sangue —
albuminas e as imunoglobulinas (Treacher & Caja, 2002). A principa proteinado leite é
a caseina. Ela representa 80 a 90% das proteinas totais insolUvels. As principais
caseinas sfo , e , (que sdo fosfoproteinas ricas em prolina (8 a 17% s&o
aminoacidos), mas pobres em cisteina Elas se encontram na forma de micelas
compostas da associacdo de caseina + , presas por uma caseina . As proteinas
minerais ou pequenas proteinas sdo solUvels. Apresentam-se precipitadas em micelas de
caseina, encontrando-se divididas em trés membros: proteinas de ligacdo de metais
como ferro e o cobre — lactoferrina e a transferrina; as glicoproteinas; e enzimas (44
enzimas diferentes tem sido caracteristicas no leite bovino e de outras espécies), das

guais a gaactiltransferase, a lactoperoxidade, a xantineoxidade, além de enzimas que
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limitam os glébulos de gordura das membranas, como a lipoproteina lipase (Hartmann
et al., 1998).

No inicio da lactagdo, um aumento na producéo na gordura do leite em relagdo
a proteina indica uma grande mobilizagdo de gordura corpora (Grieve et al., 1986),
produzindo um leite com ato contelido gorduroso. Nessa fase, os contelidos de gordura
e proteina sdo atos, diminuindo com o pico da lactac&o e, posteriormente, aumentam
com a diminuicdo da producdo. O conteldo de lactose demonstra uma peguena
variagdo. Sendo assim, a quantidade de lactose sintetizada pode ser usada para
determinar a producdo de leite (Bencini & Pulina, 1997).

A secrec@o léctea de diferentes espécies contém a mesma classe de
componentes, mas a quantidade relativa destes varia entre as espécies domésticas
(Oftedal & Iverson, 1995). Por exemplo, Linzell (1974) descreveu que para cadalitro de
leite sintetizado em fémeas caprinas sdo retirados do sangue 759 de glicose, 13 g de
lactose, 28 g de acetato, 17g -OH, 40g de trigliceridios, 26g de aminoacidos essenciais,
19g de aminoéacidos ndo essenciais, acetoacido, &cidos graxos livre, fosfolipidios e
gliceral.

Os fatores que afetam a produco de leite sGo gendtipo do animal, nivel da
nutricdo durante a gestagdo, numero de crias em amamentacdo, nimero de ordenhas
redlizadas, dém do nivel e padréo de ingestéo das fémeas em lactaco (Treacher &
Caja, 2002).

Em ovinos, o nimero de cordeiros lactentes exerce uma influéncia significativa
na producdo de leite, uma vez que ovelhas com mais de uma cria produzem 40% de
leite a mais que uma ovelha com apenas uma cria (Treacher, 1987). E ainda, o pico de
lactagdo além de ser maior, é alcangado precocemente, mas decresce mais rapidamente
(Ransey et al., 1984). Por outro lado, ovelhas com um cordeiro apresentam o pico de
lactac8o mais tarde, entre a terceira e a quinta semana de lactagdo. Logo, um aumento

no estimulo resulta no aumento da fregiiéncia e duracdo da lactacéo.
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23. MECANISMOS DE ATUAGCAO DA INSULINA SOBRE O
METABOLISMO DAS FEMEAS RUMINANTES NO PERIODO DE TRANSICAO

2.3.1 Insulina e metabolismo

A insulina € um horménio peptideo que atua sobre o metabolismo dos
carboidratos, lipideos, proteinas, no tecido adiposo, muscular e hepatico. (Hayrli et al.,
2002). Assim, a insulina estimula o armazenamento de glicose sob a forma de
glicogénio pelo aumento da atividade da enzima glicogénio sintetase e por suprimir a
atividade do glicogénio fosforilase (Hayrli et al., 2006). Quando ha uma redugdo dos
niveis da glicose, 0 metabolismo das células hepéticas é mediado pelo glucagon e
adrenalina (Desvergne, et al., 2006).

Ao mesmo tempo da glicogénese, a insulina estimula a glicdlise no figado e no
musculo. O fluxo de glicose € direcionado ao piruvato e lactato pela agdo da
fosfofrutoquinase e da piruvato quinase. A insulina também estimula a glicogénese.
Entretanto, os ruminantes tém pouca atividade da glicoquinase no figado (Brockman e
Laarveld, 1986). Desta forma, o figado de ruminantes produz pegquenas quantidades de
glicose em condigdes fisioldgicas. Assim, no figado de ruminantes, a hexoquinase
determina um papel na ativacéo da producéo da glicose (Brockman, 1984).

No tecido adiposo, ainsulinafacilita a entrada de glicose nas células por meio da
GLUT- 4 pelo mesmo mecanismo de sua entrada no tecido muscular (Katzung, 1995).
A dlicose é oxidada a -glicerofosfato, que sera utilizada para esterificaco de écidos
graxos livres durante alipogénese (Hayirli et al., 2006).

No tecido adiposo e muscular, a insulina decorrente do aumento dos acidos
graxos livres leva a um aumento na sintese de triglicerideos, sendo esta reaco reaizada
pela enzima lipoproteina lipase (LPL). Além disso, a insulina suprime a lipolise por
diminuir o nivel de AMP ciclico (AMPc) e inibe a atividade da proteina quinase A e do
horménio sensivel alipase (Berne & Levy, 1993).

O acetato é o maior precursor da lipogénese no tecido adiposo dos ruminantes,
enguanto a glicose € 0 maior precursor em animais ndo ruminantes. Embora os
precursores da lipogénese sgjam diferentes (Prior e Scott, 1980), o papel estimulatério
da insulina sobre a lipogénese no tecido adiposo de ruminantes e ndo ruminantes € o
mesmo que na lipogénese hepética (Brockman & Laarveld, 1986).

No figado, a insulina estimula a lipogénese e inibe a cetogénese. Os acidos

graxos livres produzidos no figado sdo re-esterificados com a glicerofosfato, derivados a
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partir da glicdlise, estimulada pelainsulina ou pelo glicerol formado pela glicerofosfato
quinase. O Acsetil coenzima A (Acetii CoA) mitocondrial, gerado pela piruvato
deidrogenase durante a glicolise, € transferido ao citoplasma e convertido em malonil
CoA pelo acetil-CoA carboxilase. Essa € a taxa limitante para a lipogénese hepética
estimulada pelainsulina (Hayirli et al., 2006).

Os efeitos anti-cetogénicos da insulina no figado de ruminantes e de néo
ruminantes s os mesmos (Brockman & Laarveld, 1986). A insulina diminui a
producdo hepatica de AGNEs através do estimulo da lipogénese e inibicdo da lipdlise
no tecido adiposo, aumentando, assim, a utilizagdo de corpos cetonicos pelos tecidos
periféricos, aterando a atividade enzimética e a disponibilidade de substratos
envolvidos na cetogénese no figado (Brockman, 1979). A insulina diminui a atividade
da carnitina pamitoiltransferase (CPT-1) e aumenta a afinidade do CPT-1 da
translocacdo de &cidos graxos de cadeia longa do citoplasma para a mitocondria,
enguanto ele se divide para a esterificacdo e oxidacdo. Além disso, os efeitos inibitorios
da insulina sobre a cetogénese é também relatado para ages estimulatérias sobre a
atividade do Acetil CoA carboxilase e aformac&o do malonil coA, que por suavez inibe
aatividade do CPT-1 e ordena o fluxo do acetil CoA para alipogénese (Zammit, 1996).

Os ruminantes usam uma grande quantidade de glicose para a lipogénese. O
NADPH; e a -glicerofosfato gerados durante a oxidagdo direta da glicose via desvio
da hexose monofosfato s&o indispensaveis para a formagdo de sintese de acidos graxos
proveniente do lactato e acetato (Prior e Scott, 1980). O efeito da insulina sobre a
carboxilagdo do Acetil Coa, derivado do acetato, € o mesmo sobre o derivado da glicose
em ndo ruminantes (Brockman & Laarveld, 1986). Em ruminantes, o figado ndo é o
Orgdo priméario para a lipogénese. O trato gastrintestinal e o figado contribuem somente
com 8% da lipogénese corpora (Ingle et al., 1972). Além disso, a mobilizacdo dos
AGNEs pelo tecido adiposo é a fonte priméria da lipogénese hepética (Emery et al.,
1992).
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2.3.2 Administracéo exdgena da insulina em animais de producdo

A insulina humana tem sido utilizada em animais de producéo (Hayirli et al.,
2002). As diferencas estruturais da insulina produzidas por diferentes espécies
mamiferas sGo de pouca importancia, pois somente as posi¢oes da cadeia A e B séo
diferentes (Hsu & Crump, 1989). Essas diferencas ndo alteram a poténcia biol6gica da
insulina utilizada interespécie (Hadley, 1986). Contudo, a insulina bovina quando
utilizada tem causado reagcOes de imunogenicidade (reacéo de hipersensibilidade,
choque andfilético e formacdo de plaguetas e anticorpos). Atualmente, encontram-se
comercialmente disponiveis: a insulina porcina modificada e a insulina humana
recombinante. A duragdo e a disponibilidade da aco da insulina varia dependendo do
método de liberac&o e do tipo de insulina (Reynolds, 1989).

De acordo com a farmacocinética e compatibilidade, a insulina é caracterizada
como de rapida liberagdo (cristalina ou regular), liberacdo intermediaria (Isofano e
lenta), e lenta liberacdo (insulina protamina-zinco, ultralenta). A injecéo subcutanea de
insulina de liberagdo répida, intermediaria ou de liberacdo lenta acanca pico de
concentracdo 0,5 a1,5; 4 as 12 e 10 as 24 horas seguintes a aplicacéo e o efeito fina as
7, 24 e 36 horas, respectivamente. Além disso, a aplicagdo intramuscular acelera a agdo
dainsulina, pelaatairrigagéo no tecido muscular, quando comparado a0 tecido adiposo
(Reynolds, 1989).

2.3.2.1 Efeitos da insulina exdgena sobre a ingestéo de alimentos e a producéo de

leite

A insulina € um potente regulador da ingestdo alimentar (Grovum, 1995) e
divisdo de nutrientes (Kronfeld, 1982). Além disso, a insulina aumenta a absorcéo de
&cidos graxos voléteis indiretamente por estimular o desenvolvimento das papilas
ruminais (Sakata et al., 1980), evitando o acUmulo dos é&cidos graxos voléteis e
mantendo a estabilidade do pH ruminal. Consequentemente, permite a melhora na
ingestéo aimentar.

Os efeitos da insulina sobre a ingestdo alimentar de ruminantes sdo
inconsistentes e escassos. Caprinos submetidos a insulina de liberagdo lenta (ILL) por
um dia (100 a 160 Ul, SC) e por 14 dias (80 Ul) apresentaram hiperinsulinemia e
hipoglicemia, sem aterar a ingestéo de alimentos (Baile & Mayer, 1968). Deetz &
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Wagsness (1981) reportaram que cinco aplicagdes de insulina de liberacéo rapida (ILR)
(6 UI/Kg/PV), durante 24 horas, levaram a uma diminui¢cdo de 8,5% da ingestdo
aimentar em animais do grupo tratamento insulina, quando comparados aos ovinos do
grupo controle, que receberam injecdo com salina (intravenoso — 1V). Ja Deetz &
Wagsness (1980) observaram que uma alta dose de ILR (2000 UI/Kg/PV) causou uma
grave hipoglicemia que ndo afetou aingestdo de alimentos, enquanto que a aplicacdo de
uma dose moderada de ILR (6 UI/Kg/PV) diminuiu aingestdo de alimentos sem causar
hipoglicemia

Em vacas, no periodo pés-parto inicia (5édia), que receberam uma Unica dose
de ILL (O; 0,24; 0,29 e 0,43 Ul Humulin/Kg/PV/IM), ocorreu um aumento quadrético
na ingestéo de alimentos (Hayrli et al., 2002), mas neste estudo, as doses 0,29 e 0,43
UI/Kg/PV apresentaram hipovolemia, sendo, entdo, indicada a dose de 0,14 UI/Kg/PV.
Deetz et al. (1980) demonstraram que um aumento gradativo nas dosesde ILR (0, 2, 4 e
6 UI/Kg/PV), administradas intraportal, diminuiu a ingestéo de alimentos linearmente.
O contrério foi observado quando se realizou um aumento na dose da ILR 1V, que
melhorou quadraticamente a ingestédo de alimentos. Em ovinos, foi observada uma
ingestdo méxima quando estes receberam 4 Ul/kg/PV. Desta forma, esses estudos
demonstram que o tipo, a dose e os meios de administracdo podem interagir com outros
metabdlitos e regular aingestdo alimentar. Além disso, se observou que 0s ruminantes
ndo superam a hipoglicemia através do aumento da ingestdo alimentar (Deetz et al.,
1980).

As respostas da producéo de leite ainsulina sdo escassas na literatura. Hayirly et
al. (2002) observaram um aumento quadrético na producdo de leite quando a ILL foi
administrada no inicio da lactacdo (5édia pds-parto). Em vacas, Kronfeld et al. (1963),
utilizando vérias doses de ILR (0,2 — 0,6 UI/Kg/PV/IM) e Schmith (1966) (0,35
UI/Kg/PV/IM), observaram a diminui¢do da producgéo de leite e do contelido de lactose
no leite. Nesses estudos, a producdo de leite foi restabelecida ap6s a infusdo de
dextrose, sugerindo que a depresséo da producgéo de leite foi devida a hipoglicemia, e
ndo a acdo direta dainsulina.

A divisdo dos nutrientes pela insulina ocorre pela responsividade dos tecidos a
insulina (tecido adiposo e muscular), que os distribui e armazena. Além disso, ainsulina
exdgena pode direcionar a disponibilidade de glicose para o tecido mamério (Kronfeld,
1982), facilitando o transporte da mesma pela GLUT-1, realizado pela glandula
maméria (Zhao et al., 1993).
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2.3.2.2 Uso da insulina exégena em decorréncia do mecanismo de resisténcia a

insulina e desenvolvimento de doengas metabdlicas

A resisténcia ainsulina explica o estado em que o nivel fisiolégico da produgdo
de insulina € menor do que a resposta bioldgica normal (Kahn, 1978). Berson & Yaow
(1970) descrevem a resisténcia a insulina como uma condicdo na qual uma grande
quantidade de insulina é requerida para produzir uma resposta hormal, sugerindo que a
resisténcia a insulina pode ser dterada pelo fornecimento de insulina exégena. Deste
modo, a verdadeira resisténcia a insulina € devida aos defeitos localizados nos pré-
receptores da mesma. Contudo, o fornecimento de insulina exdégena pode néo aterar a
resisténcia ainsulina, quando os defeitos sdo localizados no receptor ou pos-receptor.

A resisténcia ainsulina é um termo que pode avaliar a responsividade a insulina
(resposta da insulina a glicose), a sensibilidade dainsulina (responsabilidade dos tecidos
a insulina), ou ambos (Sano et al., 1991). O mecanismo molecular da resisténcia a
insulina pode ser localizado (1) antes da interagdo da insulina com os receptores (pré-
receptor), no qual inclui diminuicdo da producéo de insulina, aumento da degradagdo de
insulina, ou ambos; (2) em uma ateragdo da interacdo da insulina com seu receptor (no
receptor), no qual inclui uma diminuicdo do nimero de receptores e diminuicdo da
afinidade de ligacéo e (3) um defeito associado com alteragdo nas etapas intracelular na
acdo dainsulina (pos-receptor), no qual inclui um prejuizo na sinalizagdo intracelular e
translocag@o das GLUTs. Em geral, os defeitos no pré-receptor causam hipoinsulinemia;
defeitos no receptor causam uma reducdo na responsividade a insulina; e os defeitos

pos-receptor causam uma reducdo na sensibilidade ainsulina (Figura 7) (Kahn, 1978).



x|

Deficiéncia de b LTTes
. Taa,,
Insulina .

LT
"y
gy
-
..-......
"y
Taagy
.

v Funcgéo das células
prejudicadas

secrecdo de insulina =» Resposta tecidual a insulina

estimulada pela glicose

— Hiperglicemia = Hiperinsulinemia

N\

Resposta tecidual a insulina
A

=» Resposta tecidual a insulina Defeito Ps-

preceptor

Transporte de glicose

Resi:téncm 54— ligacéo da glicose

Insulina - "

<

Figura 6 — Fatores envolvidos no mecanismo da resisténcia a insulina
(Adaptado de Hayrli et al., 2006).

A resisténcia a insulina € multifatorial, caracterizado por acidose metabdlica,
hiperglicemia, intolerdncia a glicose, glicosliria, cetonemia, cetondria, diurese,
hipovolemia, desidratacéo, polidpsia, depressdo do sistema nervoso central (McCance &
Huether, 1994). Estes eventos fisiopatol 6gicos séo também observados em animais com
lipidose hepética e cetose (DeBoer et al., 1985; Drackley et al., 1992). Ela € comumente
observada durante o terco final da gestagdo e no inicio da lactagdo (Petterson et al.,
1994). A utilizagdo de glicose pelos tecidos periféricos € mais baixa em animais
gestantes do que nos animais ndo gestantes e lactantes (Nieuwhuizen et al., 1998).
Durante o terco final da gestagéo, o consumo fetal de glicose € aproximadamente de 42-
50% da produgéo da glicose (Prior & Christenson, 1978). A produgéo de glicose e 0
nimero de GLUTs no musculo cardiaco, e no tecido adiposo branco e o marrom séo
mais baixos em ratos gestantes que ndo gestantes (Nieuwhuizen et al., 1998).
Schlumohn e colaboradores (1997) demonstraram que 0 consumo imediato de glicose

pelo tecido muscular e adiposo e a inibicdo da lipdlise mediada por insulina foram
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diminuidas durante a gestagcdo. Hjolliund et al. (1986) relataram que a insulina reduz a
lipogénese basal no tecido adiposo, a resposta méxima a lipogénese, e a oxidagdo de
glicose em mulheres gestantes. Guesnet et al. (1991) observaram, em ruminantes
gestantes, que a reducéo da sensibilidade de tecidos periféricos ainsulina foi especifico
autilizacdo de glicose, e ndo a utilizagdo de lipideos. Isto sugere que a administragéo de
insulina pode reduzir a lipdlise sem causar hipoglicemia e por meio disso prevenir
doencas metabdlicas no periodo proximo ao parto em fémeas ruminantes.

Durante o final da gestagdo, um aumento na concentragdo sorol6gica de
horménios como o estrogeno, progesterona e prolactina afetam a sensibilidade dos
tecidos periféricos a insulina. Ryan & Enns (1988) avaliaram os efeitos destes
hormbnios sobre a agdo da insulina em células isoladas do tecido adiposo de ratos
gestantes, ndo gestantes e nuliparos, e verificaram que a adicdo do gonadotrofina
coribnica humana na cultura nd modificou 0 nimero de GLUT-4; a adicdo de
estrégeno ao meio de cultura aumentou significativamente aligacéo ainsuling a adicdo
de progesterona e cortisol diminuiu o transporte de glicose e a ligagdo maxima da
insuling; a adicéo de prolactina e lactogénio placentario diminuiu o transporte da glicose
sem modificar aligago dainsulina. Sendo assim, sugere-se que o estrégeno aumenta a
acao dainsulina em animais ndo prenhes e a lactantes e a progesterona suprimi a agéo
dainsulinadurante o final da gestagéo.

O aumento da concentracéo plasmética de AGNEs é comum, em dietas ricas em
gordura, devido umaincompleta oxidagdo da mesma. Uma alimentag&o gordurosa causa
reducdo na sensibilidade a insuling, que é caracterizada por uma reducdo na taxa de
glicose no musculo esquelético e diminuicdo na supressao na producdo de glicose
hepética (Oakes et al., 1997). Ruth & Kor (1992) relataram que a reducdo na
concentracdo dietética de gorduras de 40 para 30% melhora a toleréncia de glicose pelos
ratos in vivo.

Ruth (1992) simulou um estudo para esclarecer 0 mecanismo pelo qua uma
dieta rica em gordura reduz a toleréncia de glicose e encontrou um aumento na
concentracdo dietética de gordura de 21 e 60%, que resultou em uma diminui¢do no
nimero de receptores e ligagBes da insulina bem como na oxidagdo da glicdlise e
lipogénese. Watari et al. (1988) demonstraram que dietas ricas em gordura resultam na
reducdo do consumo de glicose (65%) pelos adipdcitos de ratos e uma redugdo de 50%

daligacéo dainsulina, e atividade quinase.
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As dietas cetogénicas elevam as concentracdes dos AGNES e conseqiientemente,
causam resisténcia a insulina pelo aumento agudo da insulina e por ndo fornecer
lipideos a0 musculo e ao figado, pela elevada oxidagdo dos lipideos se opor ao estimulo
da insulina na oxidacdo da glicose e supressdo da gliconeogénese no musculo, pela
diminuicdo da permeabilidade de membrana e do nimero da GLUT-4, pela diminuicéo
da atividade da glicoquinase no figado e no musculo e pela redugdo na sinalizagéo da
transdugdo da insulina no receptor e no pés-receptor (Sebokovaet al., 1995).

A subnutricdo causa um desequilibrio na homeostase da glicose e intoleréncia a
glicose (Okitolonda et al., 1988), e, portanto, seu prolongamento resulta na redugéo no
nimero e no tamanho das ilhotas pancredticas, e conseqlentemente, reducdo na
secrecdo deinsulina (Tse et al., 1998).

Durante o final da gestagéo e o inicio da lactacdo, o fluxo de nutrientes para o
tecido mamério e o feto sdo responsaveis por um ato grau de prioridade metabdlica
(Baird, 1981). Esta prioridade é conhecida com a baixa responsividade e sensibilidade
dos tecidos extra-hepéticos a insulina (Nieuwenhuizen et al., 1998), que é o principal
determinante no desenvolvimento das doengas metabdlicas em fémeas ruminantes
(Steen et al., 1997).

Vacas com cetose apresentam uma baixa responsividade ainsulina (Saka et al.,
1993) e a cetoacidose € uma das razbes para aresisténcia ainsulina (Steen et al., 1997).

Van Putten et al. (1985) realizaram um estudo com intuito de elucidar o
mecanismo no qual a cetoacidose causa a resisténcia a insulina in vitro e verificaram
que ao expor os adipécitos a um pH baixo e cetoécidos por um periodo de 48 h ocorreu
uma diminuic¢do no pH de 7,4 para 6,9 e uma reducéo de 50% das proteinas ligantes a
insulina

As concentragdes plasméticas da glicose e insulina sd0 mais elevadas em
ruminantes saudaveis que naqueles com cetose. A relagdo glicoseiinsulina aumenta duas
vezes em paciente com cetoacidose, sem modificar as concentragdes basais de glicose,
sugerindo assim, que a diminuicdo na concentracdo dos corpos cetbnicos aumenta a
sensibilidade ainsulina (Steen et al., 1997).

No periodo de transicdo, metabolitos e metabolitos hormonais refletem as
atividades catabdlicas do balanco energético negativo. Porém, pouco se conhece sobre o
potencial de alterar a sensibilidade e a administracgo de insulina no periodo pré-parto e

pos-parto visando prevenir doengas metabolicas em ruminantes (Hayirli et al., 2006).



xliii

A insulina tem sido a principa terapia utilizada para aiviar a severidade do
balanco energético negativo, com aplicacdo de injegdes subcutaneas de ILL (100 —
200U1) concomitantes a infusdo de dextrose, sugerido como tratamento para a lipidose
hepédtica (Pearson & Maas, 1990) e cetose (Fleming, 1990). Sakai et al. (1993)
demonstraram que uma aplicagdo de ILL (200Ul) com dextrose, comparada a uma
injecéo de dextrose, durante quatro dias, aumenta a eficacia do tratamento para cetose e
diminui o periodo de recuperagdo. Em fémeas bovinas, a administragdo apenas de
insulina (40 -50 UI/IV) (Sato et al., 1994) e a adigdo de dextrose (120 — 160 UI/IM)
(Tayoda et al., 1987) por trés dias foi efetiva no tratamento de hiperlipoproteinemia e
lipidose hepatica

Para determinar qual a dose de ILL que diminuisse a concentracdo de
triglicerideos hepéticos sem causar hipoglicemia e hipofagia, Hayirli et al. (2002)
realizaram somente uma aplicagcdo no quinto dia de lactacdo de varias doses de ILL
(0,14; 0,29 e 0,43 UI/Kg/PV/IM), observando que uma vaca que recebeu 0,29 e duas
gue receberam 0,43 UI/Kg/PV apresentaram choque hipoglicémico (< 20 mg/dl). A
concentracdo sorolégica do glucagon aumentou linearmente e as concentragdes dos
AGNEs e -OH diminuiram quadraticamente com o aumento da dose de insulina
exbgena. Esses par@metros retornaram aos niveis basais com 24h, mas o efeito da
insulina sobre os mesmos continuou durante o segundo dia relativo a aplicagdo. A
concentracdo méaxima de insulina foi as 12h apos aplicagdo. Além disso, o aumento da
dose de insulina diminuiu a concentracdo de triglicerideos hepéticos e a relacéo
triglicerideos:glicogénio no figado aumentado a concentracdo do glicogénio neste

Orgéo.
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3. JUSTIFICATIVA

A espécie caprina é de elevada importancia econdmica para a producéo de carne,
leite e de pele em diversos paises do mundo. Entretanto, apesar do seu reconhecido
valor, pouco se conhece a respeito das mudangas no perfil metabolico-hormona no
periodo de transicdo entre a gestacdo e lactagdo, na fase na qual ocorre o balanco
energetico negativo.

No inicio da lactagdo, as exigéncias nutricionais em cabras aumentam
consideravelmente (AFRC, 1998). O pico de lactagéo ocorre por volta de 3-5 semana
pos-parto, e freqiientemente a fémea lactante tem dificuldade em fornecer nutrientes em
guantidades suficientes, por esta razdo ela utiliza suas reservas corporais durante o
inicio dalactacdo.

O balanco energético negativo que ocorre logo apos o parto afeta adversamente
a producdo de leite, o crescimento dos cabritos e o subseguente desempenho
reprodutivo. Em rebanhos caprinos, esta problemética e pouco estudada e torna-se
necessario a realizacdo de pesquisas que visem buscar um melhor desempenho
produtivo nesta espécie.

A aplicagdo de insulina tem sido estudada com um modulador da fungdo
reprodutiva em animais de producdo. Os fatores de crescimento e hormonios
metabdlicos incluindo somatotropina, insulina fator semelhante a insulina (IGF) tém
recebido uma atencdo na regulacdo da fungdo ovariana (Totey et al., 1996). Estudosin
vitro, em bovinos, revelaram que insulina e o IGF sdo importantes mediadores do
desenvolvimento folicular, esteroidogénese, maturacdo odcité&ria e subseqliente
desenvolvimento embrionério (Gong et al., 1997). No entanto, informagdes a respeito
da influéncia da insulina sobre o retorno da atividade ovariana no periodo pés-parto em
Caprinos sao escassas.

Fisiologicamente, varios mensageiros metabdlicos, incluindo a insulina e a
glicose tem influenciado o estado nutricional e outros sistemas do organismo.
Conseqlientemente, vérios autores tém descrito que o tratamento de animais com
modificadores metabdlicos, como a insulina, podem afetar a resposta produtiva. Neste
contexto, vale ressaltar aimportancia de se estabel ecer o perfil metabdlico-hormonal e a

resposta produtiva em caprinos submetidos a tratamento com insulina.
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4. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Fornecer um protocolo simples e eficiente na estimulagdo do metabolismo no

periodo pos-parto em cabras Saanen, proporcionando o melhor desempenho produtivo.

Objetivos Especificos

Comparar os parametros de producdo e qualidade do leite em cabras tratadas e
ndo tratadas com insulina durante o periodo de estimulacdo metabdlica

Verificar as concentragdes de insulina plasmética em cabras tratadas e ndo
tratadas com insulina durante o periodo de estimulacéo metabdlica.

Verificar as concentragdes de Glicose, Uréia e Acidos graxos néo-esterificados
plasméticos em cabras tratadas e ndo tratadas com insulina durante o periodo de
estimul aco metabdlica

Comparar as concentragdes de Gama glutamil transferase (GGT), Glutamil
piruvico transaminase (TGP), glutamil oxaloacetico transaminase (TGO) e
Creatinina plasméticas em cabras tratadas e ndo tratadas com insulina durante o

periodo de estimulac&o metabdlica.
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5.CAPITULO 1

PRODUCAO DE LEITE E RESPOSTA METABOLICA EM CABRAS
LEITEIRASTRATADAS COM BAIXASDOSES DE INSULINA DE
LIBERACAO INTERMEDIARIA REPETIDAS DURANTE O INiCIO DA
LACTACAO

(Milk Production and Metabolic Response in Dairy Goats Treated with Repeated Low

Doses of I ntermediate-release Insulin during Early Lactation)

Livestock Production Science
(Submetido)
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Milk Production and Metabolic Response in Dairy Goats Treated with
Repeated Low Doses of | ntermediate-release I nsulin during Early Lactation
Menezes, E.S.B. !, Rondina, D.'® Galeati G. Souza A.L.* Arrudal.J.!, Govoni
N.?% Alencar A.A.% PinheiroD.C.", SallesM.G.*

1+ Facul dade de V eterindria, Universidade Estadual do Cear4, Fortaleza, Ceard, Brazil;
2 Facolta di Veterinaria, Universita di Bologna, Ozzano dell’ Emilia, Bologna, Italy.

O objetivo deste estudo foi verificar se repetidas administracfes de baixas doses de insulina
durante o inicio da lactacdo pode afetar a resposta produtiva e metabdlica em cabras de
leite. O experimento foi realizado no Lar Antonio de Padua (Pacatuba, Brasil) localizado a
3&13' Se 3838 W. Paratanto, 42 cabras Saanen multiparas tiveram seu estro sincronizado
pelo efeito macho e submetidas & monta natural. Apds 30 e 45 dias da estacdo da monta,
exames ultra-sonoghraficos foram realizados para detegdo de prenhez. Vinte cabras saanen
de gestacBo multipla foram selecionadas e divididas aeatoriamnete em dois grupos
experimentais. Apds 0 parto, no 2& 9€ e 14é dia, dez cabras receberam tratamento
subcutaneo de insulina (0.14 UI/Kg/PV). Durante 42 dias apés o parto, todos animais foram
pesados semanalmente e a producdo de leite mensurada diariamente. Nos 28 dias apds o
parto também foram coletadas amostras de |eite semanal mente para analise dos contetidos
de gordura e proteina. Semanal mente, 15 dias antes do parto e a cada trés dias, do 1é0 28¢é
dia pés-parto, antes da alimentacéo e administracdo da insulina, foram colheitas amostras
sanguineas por venopunc¢do da jugular em tubos heparinizados. Os hormonios e metabdlitos
analisadosas foram insulina, &cidos graxos ndo-esterificados, glicose, uréia, creatinina,
gama glutamil transferase (GGT), glutamil purlvico transferase (GPT) e glutamil
oxaloacético transaminase (GOT). Os resultados deste trabalho demonstraram um aumento
significativo na producdo, contelidos de gordura e proteina do leite nas quatro primeiras
semanas apds o parto. O pico de lactacdo foi alcangcado uma semana antes nos animais
tratados, e a lactagdo declinou uma semana mais tarde no mesmo grupo. Os animais
tratados demonstraram altos niveis dos écidos graxos ndo-esterificados e glicose plasmética.
O tratamento evidenciou efeito sobre a perda de peso e a concentracdo plasmética de
insulina, porém, no quarto dia apés o parto, atos niveis foram observados nas cabras
tratadas com insulina. A concentracdo plasmética da uréia foi significativamente maior nos
animais ndo tratados, enquanto, nenhum efeito foi registrado para outros metabdlitos.
Concluindo-se que cabras Saanen tratadas com repetidas administragdes de baixas doses de
insulina no inicio da lactacdo melhora a resposta produtiva sem consegquéncias a vida do

animal.
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Abstract

Ten of a tota of twenty adult Saanen goats were submitted, during the postpartum
period, to subcutaneous administration of intermediate-acting insulin (0.14 Ul/kgBW) at
2, 9 and 14 days postpartum. During 42 days after parturition all animals were weighed
weekly and milk yield was measured daily. Also in the 28 days after parturition, milk
samples were collected weekly for fat and protein content analyses. Weekly, starting
from 15 days before parturition and every three days from 1 to 28 day postpartum,
insulin and NEFA levels were assessed. In the same period after parturition, glucose,
urea, GGT, creatinine, GOT and GPT concentration were quantified. ANOVA results
showed a significant increased effect (P < 0.01) of insulin treatment in the four weeks
postpartum for milk yield, milk fat and protein contents. Peak of lactation was achieved
one week before in the insulin goats, and lactation dropped one week later in the same
group. Treated animals also showed a higher (P < 0.01), NEFA (P < 0.01) and glucose
(P <0.05) levels. Treatment did not show an overal effect (P > 0.05) on weight loss and
insulin plasma concentration, however on the fourth day after parturition, a higher level
was observed in goats treated with insulin. Urea concentration was significantly higher
(P <0.01) in untreated animals, whereas no effect (P > 0.05) was registered for the other
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metabolites. Collectively, these results indicate that repeated administration of insulinin
dairy goats during early lactation improves a productive response without substantial
consequences to the anima’ s health.

Keywords. goat, insulin, milk, postpartum, lactation

Introduction

In goats, as well as other ruminants, the period between parturition and peak of |actation
is characterized by prolonged negative energy balance (NEB) and represents a crucial
point for the entire productive cycle of females (Mulligan et al., 2006). This phase is the
main one responsible for affecting milk production, fertility, health of goat and kid and
profitable farm productivity (Jouany, 2006). Nutritive management plans usually used
in this period are aimed at maximizing feed intake or increasing diet energy density and
ultimately improving the availability of glucogenic precursors in the rumen (Hayirli,
2006). Low insulin concentration in plasma is associated with negative energy balance
in the early postpartum period; therefore severa authors suggest that optimizing the
nutrient uptake altered concentrations of this metabolic hormone (Molento et al., 2005).
This approach appears to be a consistent tool, especially in many tropical areas, where
the main drawback of dairy husbandry continues to be how to sustain alimentary intake
at high temperatures, and where programs of high-energy diets to properly nourish the
animals with high-quality feed are often competitive with human diet. In ruminantsit is
well known and recognized that insulin is asigna for mediating changes in metabolism
and a powerful regulator of nutrient portioning (Sasaki, 2002). Insulinaemiaisimproved
by administration of propylene glycol, the precursor of ruminal propionate that is a
common-place therapy for energy deficit in dairy cows during post-partum (Nielsen &
Ingvartsen, 2004). However, when insulin is directly administered the magnitude of
animal response can vary according to the dosage and time of release (Hayirli, 2006).
An elevated dosage can induce a severe feed intake and milk depression (Mashek et al.,
2002; Molento et al., 2005) or cause hypoglycemia (Kronfeld et al., 1963; Schmidt,
1966); by contrast, low doses can be usefully employed against lipidosis and ketosis in
cows (Hayrly et d., 2002). Thus, the aim of this study was to verify whether a repeated
administration of low doses of insulin during early lactation can affect the productive

and metabolic responses of dairy goats.



Materialsand M ethods

Animals and Experimental Design

The experiment was carried out at the farm “Lar Antdnio de Padua’ (Pacatuba-CE,
Brazil), located at 3° 43’ Sand 38° 30" W, from August 2006 to March 2007. The mean
ambient temperature recorded during the experimental period was26.9 0.78 °C (mean
SD).

Forty-two multiparous Saanen adult cyclic female goats had their estrus synchronized
by the buck effect and mated naturally with Saanen bucks from August to September
2006. These animals were part of a herd of 150 does kept housed at ground level and
grouped (n=10) according to parity in boxes with free access to water and mineral salt,
as well as to open paddock areas. Goats were fed twice a day with a diet of elephant
grass (Pennisetum purpureum), leucaena leaves (Leucaena leucocephala) (30% on a
fresh basis) chopped in the though, and concentrate meal (29% soybean meal, 45%
corn, 21% wheat bran, and 5% mineral and vitamin supplement) to provide the
requirements of gestation and lactation (AFRC, 1998). At 45 days after mating,
pregnancy was detected by US, and 20 goats with twin fetuses were chosen with similar
parity 2.4 0.69 (mean SD) and kept in the flock. At parturition, al animals showed a
similar BC score (3.38 0.18) and live weight 55.40 2.14 kg (mean SD). Kids were
separated from their mothers 24 hours after parturition to permit them to suckle the first
day colostrum.

At 2, 9 and 14 days after parturition (D=0), ten goats were treated subcutaneously with
0.14 Ul/kgBW/day human intermediate-acting insulin, (100 IU/ml; Humulin NPH,
human insulin rDNA in isophane suspension, Eli Lilly Co., Fegersheim, France). From
parturition to the 42" day postpartum, the goats were weighed weekly and the milk
yield was measured twice daily (4:30 AM, 1:30 PM) starting from separation from the
kids. Milk samples were collected at 7, 14, 21 and 28, days postpartum to determine
protein and fat contents (AOAC, 1997).

Blood Collection and Plasma Measurements

From fifteen days before parturition (weekly) and from 1 to 28 days postpartum (every
three days), before feeding and insulin administration, blood samples were collected in
heparinized tubes by venipuncture. The plasma was subsequently assayed for insulin,
NEFA, glucose, urea, creatinine, gamma-glutamyl transferase (GGT), glutamyl pyruvic
transaminase (GPT) and glutamyl oxaloacetic transaminase (GOT). Insulin and NEFA



concentration were quantified by RIA kit (Medical Systems, Genova, Itay) as
previously described (Rondina et al. 2005). Plasma glucose, urea, creatinine, GGT,
GOT and GPT were quantified by enzymatic assay (Wiener Laboratérios, Rosario,
Argentina). For these parameters, analyses were performed only in postpartum samples.
Satistical Analyses

Data was analyzed using the GLM procedures of SAS program software (SAS Institute,
Cary, NC, USA). The factors used in the model included insulin treatment (treated,
untreated), time (day or week depending on the data analyzed), and interaction. For the
comparison among treatments, the t test was used, while the differences between
sampling intervals were performed by paired t test. Results were expressed as mean +

SEM and differences were taken as statistically significant from P < 0.05.

Results

Liveweight Changes

ANOVA results did not show a significant overall effect (P > 0.05) of insulin treatment
on liveweight changes during 42 days postpartum, whereas ANOV A showed statistical
significance for time effect (P < 0.01). Mean weight loss in the four weeks of lactation
was1.04 0.18and 1.19 0.20 kg for untreated and treated groups, respectively. These
data were equivalent to a decrease of 5.04 0.74 and 6.16 054 % (4.15 1.01vs.
4.74 0.81; P> 0.05) of initial weight (Figure 1). Recovery of body weight starts at the
fourth and fifth weeks in untreated and treated goats, respectively.

Milk Production

Milk yield on the first day postpartum was similar (P > 0.05) for both groups (2.54
0.21 kg/doe). Treatment and time effects were significant for the milk production at four
weeks of lactation (P < 0.01). In this period, the average of milk yield was 3.12 0.05
and 3.38 0.04 kg/d (P < 0.01) for untreated and treated goats, respectively.
Furthermore, the total amount of milk produced was higher in the treated animals
(10141 6.19 kg vs. 90.21  7.94). Peak of lactation (Figure 1) in insulin goats was
reached in the third weeks postpartum (3.48 0.15 kg/doe), about one week before the
untreated group (3.32 0.12 kg/doe). Milk yield dropped in treated animals in the fifth
week of lactation, one week later than the untreated group.

Milk Fat and Protein Contents

Treatment and time effects were significant (P < 0.01) for milk fat and protein contents.

Also for the fat, interaction was significant (P < 0.01). The mean percentage of fat and



protein was 3.12 0.12vs. 3.67 0.17 % and 3.00 0.19vs. 3.78 0.22 % for the
untreated and treated groups, respectively. During the first four weeks postpartum
(Figure 2), fat content of insulin goats was higher (P < 0.05) than in the untreated
animals at 7 and 14 days after parturition. By contrast in milk protein (Figure 2), the
difference between the groups was significant (P < 0.05) starting 21 days postpartum.
Insulin and Metabolites

Plasma insulin concentration did not show significant effect of treatment or time (P >
0.05). However in treated goats a significantly increase of insulin level was observed
between 1 and 4 days postpartum (P = 0.013) (Figure 3), when the untreated group
showed a higher concentration (P = 0.0086).

Treatment effect was significant in NEFA (P < 0.01), glucose (P < 0.05) and urea (P <
0.01) plasma concentration. For NEFA levels (Figure 3), the treated group exhibits
higher concentration when compared to untreated goats at 10 days (P = 0.035) and 19
days (P = 0.0056) postpartum. Similar results were observed for glucose levels (Figure
3) at 7 days (P = 0.027) and 28 days (P = 0.010) postpartum. The untreated animals
showed higher levels of urea (Figure 3) then the insulin group at 14 days (P = 0.0436),
21 days (P = 0.014) and 28 days (P = 0.0063) postpartum.

Figure 4 show the mean values for GGT, creatinine, GOT and GPT. In these
metabolites no significant effect of treatment, time, interaction (P > 0.05) were found,
nor any differences at individual point, except for creatinine at 1 day postpartum when
goats treated with insulin presented a higher level than in the untreated animals (P =
0.0287).

Discussion

The results obtained in the present study have shown that repeated low doses of
intermediate release insulin administrated during early lactation have a positive effect
on qualitative and quantitative milk production in dairy goats. Additionally, the
metabolites pattern registered during postpartum showed that sustained milk yield did
not generate post-kidding disordersin treated goats.

Results of insulin level showed that in the first seven days postpartum insulinaemia in
treated animals was increased, by contrast in the untrated group was observed a
pronounced decrease. Generaly, exogenous insulin induces an increase in plasma
glucose and plasma insulin; however the magnitude of this response can vary according

to the dosage as well as the type of insulin (rapid, intermediate and slow release)



(Hayirli, 2006). As shown in the glucose rates generated in this experiment from the
administration of insulin, stimulation of insulinaemia induced a higher response of
glucose concentration during the first four weeks postpartum. Hayirli et a., (2002)
reported a quadratic increase in milk yield of lactating cows injected with a crescent
dose of slow release insulin. These authors suggesting that the effect of insulin on milk
synthesis is indirect, and attributes to hypoglycemia the depression of milk yield related
in other studies with cows also treated with exogenous insulin (Kronfeld et al., 1963;
Schmidt, 1966). The hypoinsulinemia of early lactation is part of the changes that occur
during the transition period in support of lactation. Low plasma insulin levels reduce
glucose uptake by insulin-responsive adipose tissue and promote greater uptake of
glucose by the mammary gland, which is not insulin-responsive (Patton et al., 2004).
The onset of lactation is a vulnerable phase of the productive cycle. During this period,
due of energetic cost of rising milk production, goats go through a high body tissue
mobilization. In the first month postpartum, it is typical for lactating goats to lose 5—
10% of their initial body weight at parturition (Kabasa et d., 2004; Freitas et al., 2004).
This data was in agreement with our findings. Although weight loss occurred for an
extensive period in treated goats, cumulative body changes were similar in both groups.
On the other hand, in the same time interval an increased concentration of NEFA was
observed in the insulin group, which was maintained throughout the first four weeks
postpartum. This is not surprising and demonstrated the higher values of fat milk in the
first two weeks postpartum (Chilliard et a., 2003). When energy balance is negative,
animals mobilize lipids stored in adipose tissues, mainly in the form of NEFA (Bell,
1995). Chilliard et al., (2003) reported that in early lactation energy balance, plasma
NEFA and milk fat content are highly correlated in goats. It is recognized that insulin
enhances lipogenesis and suppresses lipolysis in adipose tissue (McNamara, 1991).
However in this experiment plasma NEFA was not decreased with treatment of insulin,
in agreement with data by Hayirli et al., (2002). These authors, supported by previous
observations (Van Putten et d., 1985; Garvey et al., 1986; Van Epps-Fung et al., 1997),
suggests that increasing blood insulin may cause down regul ation of insulin receptors or
higher plasma NEFA concentration, may disabling insulin receptors and compromising
translocation of GLUT 4.

The increased NEFA mobilization during the negative energy balance is due to a
decrease in the re-esterification of fatty acids associated with increased lipolysis
(Dunshea et al., 1990). In general, lipogenesis greatly decreased in cows by 15 d
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postpartum, with a smaller drop in esterification (McNamara, 1991). Concentration of
liver triglyceride is negatively correlated with plasma glucose and serum insulin
concentrations and positively correlated with plasma NEFA (Studer et al, 1993). NEFA
is correlated negatively with energy balance in early lactating and can therefore be used
as an indicator of energy balance and metabolic disorder (Mulligan, 2006).

However in this study the insulin protocol adopted was not shown to promote an
excessive quantity of non-esterified fatty acids in goats. During the experimental period,
an alarm level threshold of 0.4 mmol/L of NEFA in plasmawhich is considered a cut-off
point of hyperketonemia for lactating cows in early lactation (Whitaker, 1997), was not
attained. Furthermore, the regular hepatic and renal activity verified for metabolites
strongly suggests the non-appearance of subclinical metabolic disorders in goats treated
with insulin.

The type and dosage of insulin utilized in this experiment was capable of improving
protein milk contents. However this parameter have different pattern relation to fat milk
during the four weeks of lactation—while milk fat showed an expected drop in both
groups, protein content decreased in goats treated with insulin slowly and values
remained high with respect in relation to the untreated group.

Early lactating goats had a tendency for decreased milk fat content (Sauvant et al.,
1991). According to Chilliard et a., (2003) two phenomena are related to this: a
dilution effect due to the increase in milk volume until peak of lactation, and a decrease
in plasma NEFA, since lowered NEFA concentrations lead to decreased NEFA uptake
by the mammary gland. Protein synthesis is very sensible to insulin and its action
regulates protein metabolism in goats by clearly decreasing in vivo proteolysis
(Tessereaud et a., 1993). This mechanism is considered an adaptation phenomena
originating from an amino acid deficit during early lactation (Tesseraud et al., 2007).
These results indicated that this process was consistent and was confirmed for moderate
urea concentration observed throughout the postpartum period in animals treated with
insulin. Enhancement of glucose availability increased milk protein by decreasing of
amino acid requirements for gluconeogenesis, thus limiting the spared amino acids due
to the increase of protein synthesis in the mammary gland (Griinari et a., 1997). A
decreased rate of protein synthesis in muscle and skin tissue corresponds to a reduction
in the use of amino acids in the extra mammary tissues, which makes amino acids

available to the mammary gland (Tesseraud et d., 2007).
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In summary, we found that insulin in periparturient dairy goats can be used successfully
to enhance the productive response, increasing milk yield and the qualitative
components thereof. In addition, metabolic and insulin plasmatic patterns demonstrated
that increased productivity was not associated with any significant sign of hepatic or
renal effort. Based on our observation, we propose this protocol as a practical
productive management tool to be considered in areas where nutrition is an important

limiting factor during early lactation in goat herds.
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Figure 1. Cumulative weight loss and average milk production during 42 days
postpartum in goats treated with insulin (white mark) and untreated goats (dark mark).
Differences at individual time point are indicated by * (P < 0.05). Vaues are given in

means SEM



Figure 2: Milk fat and protein contents in the 4 weeks after parturition of goats treated
with insulin (white mark) and untreated goats (dark mark). Differences at individual

time point are indicated by * (P < 0.05). Vaues are givenin means SEM.
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Figure 3. Insulin and NEFA levels from 15 days before parturition to 28 days
postpartum and glucose and urea levels during 4 weeks postpartum in goats treated with
insulin (white mark) and untreated goats (dark mark). Differences at individual time

point are indicated by * (P < 0.05). Values are givenin means SEM.
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Figure 4: GGT, Creatinine, GPT and GOT levels during the 28 days postpartum in goats
treated with insulin (white mark) and untreated goats (dark mark). Differences at

individual time point are indicated by * (P < 0.05). Valuesare givenin means SEM.
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6. CONCLUSAO GERAL

O tratamento de cabras Saanen com baixas doses de insulina exdgena na fase
inicial do pés-parto demonstrou-se ser um protocolo simples e eficiente na estimulagdo
do metabolismo, promovendo o aumento significativo na producéo e na qualidade do
leite, sem induzir um desgaste hepatico e rena do animal.
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7. PERSPECTIVAS

Nossos resultados deixam a perspectiva da utilizacdo de insulina exdgena no
pos-parto inicial em sistemas de mangjo de confinamento intensivo. Nesse contexto,
pesquisas adicionais devem ser desenvolvidas a fim de se estabelecer protocolos de
administragdo de insulina em diferentes periodos no pos-parto, visando estudar as

implicacOes sobre atividade reprodutiva do animal.
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9. ANEXOS

ANEXOS1

FOTOSDO EXPERIMENTO

Painel 1. Animaisdaraca Saanen. (A e B) efeito macho, (C) monta natural durante

0 periodo experimental.
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Painel 2. Determinacdo da Gordura e Porteina do leite. (A) Método de Gerber, (B)
Determinacéo colorimétrica do Nitrogénio Total — espectofotometria e (C) Digestor
(Método de Baethgen & Alley).



