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RESUMO

Evidéncias indicam que os niveis de insulina pldasaainfluenciam a sobrevivéncia
embrionaria e o desenvolvimento do concepto. Ctiobjeleste trabalho foi comparar os efeitos
de uma Unica e de repetidas administracdes ddriasstbre a sobrevivéncia embrionaria, taxa
de concepcao e desenvolvimento fetal de cabrasagaAnglo-Nubiana. Trinta e uma cabras
desta raca tiveram o estro sincronizado por meiodal@s administracbes de 100 pg de
cloprostenol, intervaladas por 11 dias. Apés arsitizacao, dois bodes foram utilizados para a
deteccdo do estro e montas naturais. Nesse petatis, as cabras receberam administracdes de
insulina humana de longa duracao (0,2Ul/kgPV/dag)fémeas do primeiro grupo (Insulina 1)
(n = 10) foram submetidas a uma Unica administraigonsulina, concomitante a segunda
aplicacéo de cloprostenol (Dia 0); as cabras darsbggrupo (Insulina Ill) (n = 11) receberam
trés aplicacdes de insulina (Dias 0, 3 e 6) e bsasado terceiro grupo (Insulina 1V) (n = 10)
foram sujeitas a quatro aplicacdes (Dias 0, 3,9. €olheitas de sangue foram realizadas nos
Dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10. O diagnéstico de gestac@® mensuracdes dos conceptos e placentomas
foram realizadas aos 30, 45 e 60 dias ap0s a mdpbs. a paricdo, a prolificidade, tipo de parto
e peso das crias foram registrados. No grupo Imsuji70% (7/10) das fémeas exibiram estro e
foram montadas, comparado a 100% das fémeas npssghusulina Il e Insulina IV (21/21).
As mudancas cumulativas de insulina plasmatica enigsis de progesterona nas cabras
gestantes aumentaram positivamente, ndo sendovatieegfeito dos tratamentos (P > 0,05). O
grupo Insulina | apresentou maiores taxas de c@dcep do concepto (85,71% e 1,71 + 0,18)
(P < 0,05). O efeito da insulina foi significative didametro dos placentomas e vesiculas (P <
0,05), porém nao determinou diferencas entre tiettéms em relacdo ao comprimento cranio-
caudal e diametro biparietal fetais (P > 0,05).rélipcidade ao parto e a proporcdo de partos
multiplos foram similares entre grupos (P > 0,08ps cabritos machos, o grupo Insulina |
apresentou menor peso ao nascimento em relacésaméa IV (P < 0,05). Em conclusdo, uma
Gnica administracdo de insulina antes da montaralatpromove melhores indices de
sobrevivéncia embrionaria, com maiores taxas deeampfio, em relacdo a administracfes
repetidas de insulina antes e apés a fecundacdereBies administracbes de insulina nao
influenciam o tamanho do feto, a freqiéncia degsartultiplos e a prolificidade ao parto.

Palavras-chave: Caprinos. Insulina. Embrido. Deslgmaento fetal. Prolificidade.



ABSTRACT

Evidences indicate that plasma insulin levels ifice the embryo survival and conceptus
development. Thus, the aim of this study was to game the effects of an unique insulin
administration and of repeated insulin administragi on embryo survival, conception rate and
fetal development in Anglo-Nubian goats. Thirty-oAaglo-Nubian goats had their estrus
synchronized by two i.m. administrations of 100 pglgprostenol, 11 days apart. After
synchronization, two bucks were mixed with the gdatdetect estrus and mating. In this period,
all goats were treated with human long acting ims(0.21U/kgBW/day): animals from the first
group (Insulin 1) (n = 10) were submitted to a wmqginsulin administration at second
cloprostenol injection (Day 0); goats from secondug (Insulin IIl) (n = 11) received three
insulin administrations (Days 0, 3 and 6) and thatg of third group (Insulin IV) (n = 10) were
treated with four insulin doses (Days 0, 3, 6 apnd%®0od samples were collected at Days 0, 2, 4,
6, 8 and 10 for hormonal assay. Pregnancy diagrarsis measurements of conceptus and
placentomes were performed at 30, 45 and 60 dags afating by ultrasonography. After
kidding, litter size, type of parturition and kitirth weight were recorded. In Insulin | group,
70% (7/10) of females exhibited estrus and wereaethabmpared to 100% of females in Insulin
Il and IV groups (21/21). Insulin cumulative chasgand progesterone levels in pregnant does
increased positively, with no effect of the treatn€P > 0.05). Insulin | showed higher
conception and conceptus rates (85.71% and 1.718) QP < 0.05). The effect of insulin was
significant in the diameter of placentomes and alesi (P < 0.05), however did not cause
differences between treatments regarding to fetmsrcrump length and biparietal diameter (P >
0.05). Litter size and proportion of multiple partions were similar between groups (P > 0.05).
In the male kids, Insulin | had a lower birth weigbhen compared to Insulin IV (P < 0.05). In
conclusion, a single insulin administration befonating causes better embryo survival, with
higher conception rates, in respect to repeatedlimsadministrations before and after
fecundation. Different insulin administrations dot naffect fetus size, multiple parturition
frequency and litter size.

Keywords: Goats. Insulin. Embryo. Fetal developmeitter size.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a caprinocultura vem se destacaodno uma das principais
atividades econdmicas exercidas por pequenos degamodutores de carne, leite e pele em todo
0 mundo. Entretanto a regido Nordeste, caractexizaut concentrar em torno de 92,4% da
populacdo caprina do Brasil (IBGE, 2006), aindareartf sérios entraves no que concerne a
obtencdo de elevados indices de produtividade nespeécie. Um dos principais fatores
determinantes deste quadro é o manejo nutricioeftiente empregado em grande parte das
criacdes, o qual vem refletir, sobretudo, em uniseabeficiéncia reprodutiva dos rebanhos.

Em ruminantes, a nutricdo influencia diretamente festilidade através do
fornecimento de nutrientes especificos requeridasm ps processos de desenvolvimento
oocitario, ovulacao, fertilizacdo, sobrevivénciabeionaria e estabelecimento da gestagdo. A
fertilidade sofre, ainda, efeitos nutricionais netlbs por meio do impacto dos nutrientes sobre as
concentracdes de hormdénios e metabdlitos circidarftendamentais para o sucesso destes
processos (Robinsaat al, 2006) e para a consequente producao de criesivia

Grande parte da perda potencial das crias est&wwada no periodo embrionario,
particularmente durante a pré-implantacdo. A mididde embrionaria nesta fase é reconhecida
como a maior causa de falha reprodutiva em rumgsamesultando em poucas crias nascidas,
menor progresso genético e significativa perda @oica. Nesse contexto, é geralmente aceito
gue os indices de fertilizacdo estdo na ordem éle ©Que as perdas embrionarias se encontram
na faixa de 29 a 39% apos a fertilizacdo, com amaailestas ocorrendo entre os dias 8 e 16 pés-
inseminacéo ou cobertura (Duneteal., 2000).

Diante da relevancia da viabilidade embrionariagestacao inicial para a obtencéo
de uma melhor fertilidade, e subsequente incremeasoindices reprodutivos e produtivos, o
presente trabalho abordara, como reviséo de literabs fatores que regulam o desenvolvimento
embrionario no periodo de pré-implantacdo, inclairms mudancas morfofisiolégicas do
embrido, os efeitos da nutricao histotréfica e dalm@ismo embrionario, bem como o papel de
importantes hormonios, como a progesterona, prestdiga F2 e metabdlitos, sobre a

sobrevivéncia embrionéaria em ruminantes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fatores que Regulam o Desenvolvimento Embrioniérno Periodo de Pré-Implantacéo
2.1.1 Mudangas na Morfofisiologia do Embrido duease¢u Desenvolvimento Inicial

O periodo de pré-implantacdo corresponde ao irtergatre a fertilizacdo e a
implantacdo do embrido, sendo caracterizado comparindo de vida livre de desenvolvimento
embrionario no oviduto e no Utero (Watsetnal, 2004) (Figuras 1 e 2). O estadio embrionario
inicial do periodo de pré-implantacéo (zigoto) estadio final (blastocisto) diferem tanto em
termos de morfologia, quanto em relacdo as cafatitaxs fisiologicas e bioquimicas. As duas
maiores mudancas morfolégicas que ocorrem no embdérante esse periodo séo a
compactacdo e o desenvolvimento da blastoceleetanto, associado a tais eventos esta a
ativacdo sequencial do genoma embrionario (Tekbal, 1990), a qual resulta em inativacdo da
atividade transcripcional materna e aumento nadatile biossintética do concepto (embrido/feto
e membranas associadas; feal, 1989). A importancia deste conjunto de evertastermos
de mudancas nos requerimentos nutricionais embia@nédeve ser considerada, visto que uma
melhor compreensdo destes pode contribuir, solwetpadra elucidar as mudancas nas
preferéncias nutricionais e na utilizacdo de noteég pelo embrido durante o seu
desenvolvimento.

Anteriormente a compactacao, os blastdbmeros dosi@sbem estadio de clivagem
estdo ainda pouco aderidos uns aos outros, chegasdfver dispersdo em caso de remocao da
zona pellcida. Tal caracteristica tem implicacGe$updas nos mecanismos de homeostase que
podem ser utilizados pelo embrido. De fato, antesampactacdo os blastdbmeros se encontram
semelhantes a organismos unicelulares, no que ene®s metodos utilizados por estes para
manutencdo da funcdo celular (Gardner, 1997). Apeatacdo, por sua vez, representa a
formacéo do primeiro epitélio de transporte do epiha (Biggerst al, 1988), estando envolvida
no estabelecimento da polaridade dos blastdmergoréanto, indicando uma mudanca nos
mecanismos homeostaticos disponiveis para o embfidcaracterizada por um aumento do
contato celular entre blastdbmeros, o qual permaiaé&eo total desaparecimento dos limites
celulares individuais (Watson & Barcroft, 2001;i8tmet al, 2003).
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ell stage

Figura 1. Esquema ilustrativo do desenvolvimento embrion&himante o periodo de pré-

implantacdo (Adaptado a partir de Crump InstitoteHiological Imaging; web.cena.usp.br).

Figura 2. Diferentes estadios do desenvolvimento embriondtcante o periodo de pré-
implantacdo: (A) Zigoto; (B) Embrido de 2 célul&) Embrido de 4 células; (D) Embrido de 8
células; (E) Moérula compacta (Adaptado a partitdboratoire de Biologie de la Reproduction;

Lausanne, www.embryology.ch).
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As juncdes de adesdo (JA) sdo essenciais paraloekstimento da adesao celular
durante a compactacdo e precedem a formacdo desoatmntatos celulares, tais como
desmossomos e juncdéight. As JA sdo estruturas heteroméricas complexas cdagpae
caderinas, uma superfamilia de proteinas transnarabrKemler, 1993), representada
principalmente pela E-caderina. A porcdo citoplagraddas caderinas interage com outras
moléculas, denominadas fl@uy cateninas, as quais ligam as JA a microfilamedéoactina via
a-catenina (Kemler, 1993). As cateninas, em getahma reforcando a adesao celular por meio
da formacado de placas protéicas que se unem firmtena® citoesqueleto. A E-caderinag
cateninas, bem como a actina do citoesqueletogsfiessas e estocadas no od6cito durante a
oogénese e estdo, portanto, presentes nos emhmdesiferos em estadios iniciais de
desenvolvimento (Vestwebet al, 1987). Contudo, adesfes celulares estaveis;ipsimente
mediadas pela E-caderina, ndo sdo formadas atéejaeniciado o processo de compactacao
(Pauken & Capco, 1999).

Uma vez que a compactagdo ocorre, as células ambas proximas a zona
peltcida iniciam a formagédo de complexos de adadé&monais, em particular juncdéght, e
também estabelecem seus sistemas de transportmsleern preparacdo para a formacgédo do
blastocisto (Fleminget al, 2000).0 desenvolvimento do estadio de blastocisto é taiaado
pela diferenciacdo de células do trofectoderma,sguecalizam mais externamente e circundam
a blastocele, e pela formacao de uma massa ceitdama (MCI) (Gopichandran & Leese, 2003;
Figura 3). As células do trofectoderma séo poldasa com uma superficie apical dotada de
microvilosidades e uma superficie basolateral ivaatente lisa que circunda o fluido da
blastocele. Em contrapartida, as células da MClagfitares e desprovidas de microvilosidades
(Pratt, 1985).

O trofectoderma atua como uma barreira seletiva panovimento de solutos para
dentro e para fora da blastocele. Em particulagnzma Na/ K* - ATPase, localizada nas
membranas apical e basolateral do trofectodermaspiorta Na para o interior da cavidade da
blastocele, permitindo a posterior entrada de fguarocessos osmoticos. A N&K* - ATPase
tem sido implicada como efetora primaria para anfmao do blastocisto por estabelecer e
manter um gradiente idnico através do trofectodemu@promove um acumulo osmético de adgua
no epitélio (Watson & Barcroft, 2001). Todavia, ugkis mais recentes constataram que

aquaporinas (AQP) ou canais de agua podem atuar goportantes mediadores do movimento
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de fluidos através do trofectoderma (Barcetftal, 2003), sugerindo que a enzima' MNa&" -
ATPase pode ndo ser um regulador indispensavel parformacdo da blastocele e,
consequentemente, do estadio de blastocisto.

A formacao da blastocele corresponde a um evengratele dispéndio energético
(Benos & Biggers, 1981) e, presumivelmente, teragepde assegurar a aposi¢cdo de membranas
do trofectoderma e endométrio. O desenvolvimentiferenciacdo da blastocele, bem como o
fenbmeno de compactacdo embrionaria, sdo depesdéatianscricdo de genes embrionarios
especificos. A ativagdo sequiencial de tais gergsopciona um aumento no nivel de biossintese
total, o qual é refletido em uma elevacdo na demat® energia pelo embrido e nos seus
precursores biossintéticos. Deste modo, é pogsérekber que a medida que o embrido se torna

mais complexo, ha um concomitante aumento em raanttlas energéticas (Gardner, 1998).

Figura 3. Embrido no estadio de blastocisto, aproximadameatéia 5 de desenvolvimento.
Nesse estadio, ha a diferenciacdo de células tertoderma (1) e da massa celular interna (2),
com formacdo de uma cavidade blastocistica (CB)btastocele (Adaptado a partir de

Laboratoire de Biologie de la Reproduction; Laugamvw.embryology.ch).



21

Dentre os diferentes eventos que caracterizam mdwerde pré-implantacdo em
mamiferos, a ativacdo do genoma embrionario podecgssiderada como um dos mais
importantes. A ativacdo ocorre quando 0s transcriexpressos a partir do genoma
zigbtico/lembrionario substituem o0s transcritos mmeds, que passam a direcionar o0
desenvolvimento inicial (Figura 4). Tal evento é pmcesso complexo que requer uma série
bastante coordenada de modificacdes nuclearep@asimaticas. Segundo Kanka (2003), as
mudangas na estrutura da cromatina de embridess&dias iniciais exercem um importante
papel na ativacdo do genoma, porém nao sao suésipara ativar a transcricdo. Nesse contexto,
outros estudos observaram que mudancas citoplasmatespecialmente disponibilidade,
conteudo ou atividade de fatores transcripciongisam em conjunto com as mudancgas na
cromatina para o sucesso da transcri¢do (Lathamh&l&, 2001).

Um grande namero de fatores transcripcionais éessprcomo proteinas de origem
materna em embrifes durante o seu desenvolvimeictali Em camundongos, a abundancia de
transcritos dos fatores Spl, TBP, CBP e mTEAD-2 exzana diminuir durante a maturacao
oocitaria, aumentando, posteriormente, no estadialuhs células (Worrad & Schultz, 1997,
Wang & Latham, 2000). Tal padréo reflete a degradatp mRNA materno, iniciada durante a
maturacdo do odcito, e a substituicdo desses titmssmaternos por transcritos zigoticos apos a
ativacdo do genoma embrionério (Schultz, 1993; ®etval, 1996). Em ruminantes, a ativacao
do genoma ocorre por volta do estadio de 8-16 agliwuando ocorrem as principais mudancas
na ultra-estrutura do nucléolo do blastdmero epaatfes de sintese protéica (Memili & First,
2000).

Acredita-se que uma das func¢des primarias da d@ivedg genoma embrionario seja a
prevencdo da morte celular programada, ou apoptas® vez que o0 00cito apresenta
informacgbes capazes de ativar esse mecanismo de& roelular quando néo fertilizado
(Jurisicova, 1998; Dalbiés-Tran & Mermillod, 2003).
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Dia 1 1 célula
Dia 2 2 células
> Estadios de
Dia 3 4 células clivagem
Dia 4 8 células Ativacio do
— genoma
Dia 5 16 células embrionario
Compactacao
Dia 6 Moérula
compacte
Cavitacao
Dia7 Blastocisto

Transcricao
embrionaria

Figura 4. Ativacdo do genoma embrionério, caracterizada petstituicdo gradual da atividade
transcripcional materna pela atividade transcripgi@o embrido. Em ruminantes, a ativacdo do
genoma ocorre no estadio de 8 a 16 células, comormsrado na figura (Adaptado de Hardy &
Spanos, 2002).
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2.1.2 Nutricdo Histotréfica: O Papel das Secre¢dtesinas

Nas espécies ovina e caprina, o concepto atingero durante a primeira semana de
gestacdo, e permanece livre ou pouco aderido aenliuterino até a implantacdo, a qual ocorre
durante a quarta semana de gestacdo. Antes dantagila, os conceptos séo nutridos apenas por
secrecdes presentes na luz do atero, um fenbmemuneente conhecido como nutricdo
histotrofica. A nutricdo histotrofica correspond@rémeira fonte nutricional disponivel para o
desenvolvimento do concepto e parece ser ess@aceabkua sobrevivéncia e crescimento durante
a gestacdo em animais domesticos (Spemtenl, 2004). Em ruminantes, o embrido é
completamente dependente da nutricdo histotrofioa ym periodo prolongado de seu
desenvolvimento, em relagdo a outras espécies duifemas, visto que os embrides de
ruminantes ndo sofrem completa adesdo ao lUmemai@é que a organogénese inicial ocorra
(Thompson, 2006).

As secrecOes uterinas, denominadas de histétref@s, misturas complexas de
enzimas, fatores de crescimento, citocinas, linfai horménios, proteinas de transporte e outras
substancias (Bazer, 1975). Gases e pequenas nadédel nutrientes, como acUcares e
aminoacidos, parecem alcancar a superficie abaadtivtrofectoderma por difusdo através dos
fluidos luminais. Embora os requerimentos nutriaisnespecificos para o desenvolvimento do
embrido ndo estejam ainda bem estabelecidos, dadicam que, em embrides ovinos, hd uma
diminuicdo na producédo de energia derivada do roksaho da glicose pelo trofoblasto, entre os
dias 13 e 19 (Wales & Waugh, 1993), enquanto obhssevum significativo aumento no
metabolismo do acetato pelos tecidos do trofobldst@nte esse periodo (Waugh & Wales,
1993).

Muitos dos conhecimentos sobre nutricdo histotadfioram derivados de uma
avaliagdo dos produtos secretorios do endométdo eoncepto. Por exemplo, a proteina de
ligacdo do retinol é o principal produto secret@aconcepto (Trouet al, 1991) e endométrio
ovino (Harneyet al, 1993) durante o periodo de pré-implantacéo pi@teina € conhecida por
apresentar importantes fungdes no transporte dewvia A lipossoluvel (retinol) para o interior
do embrido em desenvolvimento. Os retindides possusnerosos efeitos sobre a funcéo celular
e tecidual e sdo necessarios para o desenvolvireemioonario e diferenciagdo de membranas
extra-embrionarias. Contudo, se presentes em glaales excessivas, tornam-se prejudiciais a

funcéo e estrutura da membrana.
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Outro importante grupo de proteinas secretOriasregem a comunicacao concepto-
maternal em ovinos sdo os fatores de crescimeatticylarmente aqueles pertencentes a familia
dos fatores de crescimento semelhantes a insu®ts). Acredita-se que tais fatores derivados
do utero regulam o crescimento do concepto por vmaaracrina, envolvendo a ligacdo com
receptores especificos do fator de crescimentolbante a insulina | (IGF-1) e com proteinas de
ligacdo do IGF. Em ovinos, o IGF-I e o IGF-Il estiresentes nos fluidos uterinos entre os dias
10 e 16 (Kcet al, 1991), com maiores niveis de IGF-I nas ovellielicas do que nas prenhes no
dia 16. Estudos posteriores tém demonstrado a &s@weale genes para o IGF-1, IGF-1l e fator de
crescimento transformadar (TGFa) em embrides ovinos no periodo de pré-implantacao
(Watsonet al, 1994), ressaltando a natureza complexa dasagites entre o concepto e 0s
fatores de crescimento uterinos durante o estabedato da gestacao.

Estudos realizados em humanos, primatas e subpsne@idenciaram o importante
papel das secrecbfes endometriais como reguladoresarips do desenvolvimento e
sobrevivéncia do concepto, producdo de sinais d@enhecimento materno da gestacao,
implantacdo e placentacdo (Grtyal, 2001a; Burtoret al, 2002). De acordo com Guillomet
al. (1981), as ceélulas epiteliais com microvilosidadee revestem o lumen uterino apresentam
uma alta atividade secretéria durante a fase ludeakticlo e ao inicio da implantacdo. O
trofectoderma, por sua vez, demonstra atuar commcahde intensa atividade pinocitica, a qual
aumenta a medida que o blastocisto se desenvolwatgiWiderger-Torres & Flechon, 1974).
Deste modo, tem-se hipotetizado que importanteabiktos necessarios para o crescimento do
concepto séo obtidos a partir dos histétrofos nbsti Esta hipétese € fundamentada, ainda, em
estudos sobre transferéncias assincronicas de @msleivesiculas trofoblasticas (Fleclevral,
1986), e, principalmente, em resultados obtidoswrirpda utilizacdo de ovelhas submetidas a
inibicdo do desenvolvimento glandular uterino (Geagl, 2001b, 2002).

Em ovinos, a exposi¢do continua do Utero a progestedurante a gestacao induz a
expressao de proteinas nas glandulas endometuiipagsam a ser secretadas no lumen uterino.
Dentre essas substancias, destacam-se as protndsite uterino ovino (UTMPs) e as
osteopontinas (OPNs). As UTMPs sdo membros da itasérpina de inibidores de protease
(Peltier & Hansen, 2001) e, juntamente com as ORNportantes glicoproteinas, funcionam
como excelentes marcadores da capacidade secmtdoanetrial durante a gestacdo em ovelhas

(Spenceret al, 1999; Stewaret al, 2000). Contudo, tais proteinas sé apresentaensaiveis
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abundantes no lumen uterino a partir do periodo-ippgiantacional, alcangando maiores
concentracdes a medida que se estabelece o craszindesenvolvimento fetal (Stewattal,
2000; Johnsoet al, 2003).

2.1.3 Metabolismo como Regulador-Chave do Deseimelvto Embrionario

Nos embrides de ruminantes, o ambiente energétioe determina as vias
metabdlicas para a geracdo de ATP e substratoslamtabse encontra provavelmente implicado
na determinagcdo da competéncia de desenvolvimemtaanario (Thompson, 1996). Associado
a isso, estudos tém demonstrado que a disponitdlida substratos energéticos, especialmente
glicose e oxigénio, alteram a capacidade de desememto do embrido (Kinet al, 1993; Lim
et al, 1999).

Em mamiferos, o metabolismo embrionario de préamigicdo € caracterizado por
um aumento marcante na producdo de ATP no estéadiadtocisto (Leese, 1995). Por exemplo,
o0 consumo de oxigénio, principal rota pela qualTdPAé gerado durante o desenvolvimento de
pré-implantacdo, aumenta 2,7 e 2,25 vezes engstadios de morula e blastocisto em fémeas de
camundongos e em vacas, respectivamente (Houghtalhy 1996; Thompsoet al, 1996). De
modo similar, a producdo de ATP calculada a paltirconsumo de oxigénio e glicdlise (a
conversao de glicose para lactato) aumenta em iapmdamente 3 e 1,7 vezes, n0O mesmo
periodo, também em embrides de camundongos e lsov@wdois principais consumidores de
ATP em células somaticas de mamiferos sdo a bomband, via enzima Nd K* - ATPase
(bomba de sddio e potassio; Leese, 1995), e assiptetéica (Thompsaat al, 1998). Visto que
um aumento final no conteddo protéico somente eapbs a formacao do blastocisto (Selketns
al., 1981), é provavel que o aumento requerido pakd® em tal estadio seja amplamente em
funcdo da N& K* - ATPase.

Mudancas significativas ocorrem nas atividades das geradoras de energia
(glicolise e fosforilagdo oxidativa) durante o dessvimento embrionario do estadio de zigoto
até blastocisto. Durante o desenvolvimento do dtéstb, a geracdo de ATP, anteriormente
dependente do processo de fosforilacdo oxidatassaser realizada preferencialmente pela via
glicolitica (Leese, 1995)Tal mudanca provavelmente estd associada a umaaedoos

requerimentos de fosforilagdo oxidativa mitoconidriameste periodo, visto que estudos
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posteriores demonstraram que o estadio de desemenito embrionario pos-compactacao
parece se beneficiar de uma diminuicdo na fosf@daoxidativa durante o cultivim vitro
(Thompsoret al, 2000; Harveet al,, 2004).

Os requerimentos dos embrides durante o desenwattimde pré-implantacao
variam de acordo com o estadio embrionario e dependa disponibilidade de substratos
presentes no ambiente circundante (Thompson, 1886)embrides bovinos, os estadios iniciais
de desenvolvimento apresentam uma limitada capdeida utilizar glicose até a compactacao,
dependendo principalmente, da oxidacdo de nutdentano piruvato e aminoacidos para
fornecimento de energia (Thompsehal, 1996). Contudo, como observado em outras espécie
(Leese, 1995; Harvey, 2007), hd um aumento no coogie glicose e producdo de lactato no
momento da compactacao (Thompsbral, 1996), o qual coincide com a transi¢do do embria
do oviduto para o utero.

A mudanca no uso da glicose como substrato eneoggliimario parece ser
decorrente de modificagBes biossintéticas e dengebemento relativas a formagéo do fluido da
blastocele e a preparacdo para o processo de iapdan Tal mudanca na preferéncia de
utilizacdo de glicose pelo embrido coincide com umé&ima expressao de cinco importantes
membros da familia dos transportadores de glicasdithdores, os GLUTs. O GLUT1 e
expresso no odcito e durante todo o desenvolvimemiorionario (Pantaleoet al, 1997a). Os
GLUT2, GLUT3 e GLUT5 sao ativados no estadio emidiam de oito células, enquanto o
GLUT8 é detectado apenas no estadio de blasto@@&oayannopoulogt al, 2000). Além
destes, dois novos transportadores de glicose itlonrecentemente identificados em embrides
durante a pré-implantacéo: o GLUT9 e o0 GLUT12 (fR&8Moley, 2006). Ambos sdo expressos
a partir de estadios embrionarios iniciais (1 aéfules) e também tém sido implicados no
aumento gradual do consumo de glicose pelo embni@oessario para a manutencdo de sua
vitalidade.

Estudos tém demonstrado que uma diminuicao sigtifee no transporte de glicose
em blastocistos, induzida pela diabete maternajr@cooncomitantemente a um aumento
prematuro e exagerado na apoptose embrionaria yMslal, 1998). Similarmente, Pintet al
(2002) relataram que uma diminuicdo no consumolidesg via GLUT8, estimulada por niveis
elevados de insulina e IGF-I, causa um aumentopdatase no estadio de blastocisto e uma

reducdo no sucesso da gestacdo. Estes dados indiganos complexos mecanismos de
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transporte da glicose e a manutencéo de conceasra@tiinas de glicose intra-embrionarias sdo
requeridos para o desenvolvimento e sobrevivéreiambrides no periodo de pré-implantacao
(Carayannopoulost al, 2004).

Além da glicose, outros substratos exercem imptatgapel no metabolismo
embrionario, dentre eles aminoacidos e oxigénio. &studo inicial enfocando os efeitos
benéficos de aminoacidos no desenvolvimento de iéesyr durante o periodo de pré-
implantacao, foi realizado por Gwatkin (1966), @lgabservou que a presenca de aminoacidos
no meio de cultivo estimulou a posterior implantagd crescimento de blastocistos de
camundongos. Tal estudio vitro, bem como estudos posteriores, suportaram a d#egue os
aminoacidos atuam especificamente nos estadiogryes ao desenvolvimento embrionario
pré-implantacional. Contudo, a inclusdo de amird@#cino meio de cultivo para zigotos e
embrides em estadio de clivagem também pode seidesada viavel, quando se considera que
os fluidos ovidutarios e uterinos contém uma sigaiiva quantidade de aminoacidos livres
(Moseset al, 1997). Atualmente, aminoacidos sdo adicionados@io de cultivo de embrides
bovinos em estadios iniciais, atuando sobre umdgranimero de funcdes, dentre elas sintese
protéica (Epstein & Smith, 1973), fornecimento dergia (Partridge & Leese, 1996; Justaal,
1998), osmorregulacdo (Baltz, 2001), regulacdo Ho(Baltz, 1993; Edwardet al, 1998),
protecdo contra estresse oxidativo (Lindenbaum3}l8femocao de amodnia (Partridge & Leese,
1996; Donnay & Leese, 1999).

O oxigénio também é um importante componente ddseares ovidutario e uterino,
podendo exercer, portanto, importante papel noralentdo desenvolvimento embrionario,
particularmente através da regulacdo do metaboli$egundo Harvey (2007), os embrides
parecem encontrar um gradiente decrescente dertomg#o de oxigénio a medida que estes
progridem do oviduto para o Utero. De fato, duranteomento da implantacéo inicial, condi¢cdes
de hipdxia ou mesmo anodxia sdo aplicadas ao tomfenina durante sua adeséo ao limen uterino
(Leese, 1995). Acredita-se, deste modo, que esskegte de oxigénio exerca uma importante
funcéo regulatdria na programacao do desenvolvionemibrionario normah vivo. No entanto,
os efeitos das concentracbes de oxigénio sobrividaale metabdlica do embrido, e sobre seu
subsequente desenvolvimento, ainda ndo foram ctempéate elucidados, demandando maiores
estudos (Thompsoet al, 1996; Lope®t al, 2005).
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2.2 Sobrevivéncia Embrionaria e Fertilidade em Runmantes
2.2.1 Reconhecimento Materno da Gestacdo e SobreiasEmbrionaria

O reconhecimento materno da gestacdo em ruminactee através da acdo de uma
proteina produzida pelas células trofoblasticas remérias, denominada de Interferdau
(IFN-1). O IFN< é secretado em grandes quantidades pelo embrié® @andias 15 e 17 da
gestacao (Santast al, 2004), com inicio de produc¢do no dia 12, e passuimportante efeito
anti-luteolitico, atuando por meio da inibicdo dier@¢cdo nos padrdes de secrecdo endometrial
de prostaglandina k2(PGF2:; Ealy et al, 2004). Tal efeito € obtido através do bloqueio d
expressao de receptores de oxitocina no endometgoal determina o impedimento da acdo da
oxitocina luteal e hipofisaria no estimulo paraiatese e liberacdo de PGF2ndometrial
(Demmerset al, 2001). Em ovinos, o IFM{imita indiretamente a expressao do gene do recept
de oxitocina, por meio da inibicdo da expressacedeptor de estrégeno no epitélio endometrial
(Fleminget al, 2001). Contudo, em bovinos, a expressao gémagaakptor de oxitocina parece
sofrer uma regulacéo direta do IkRNRobinsonet al, 1999). O IFNt também tem o papel de
estimular a producdo de prostaglanding En importante agente luteotréfico, e aumentar a
producdo de diversas proteinas secretorias denorigerina que podem estar envolvidas na
manutencado da viabilidade do concepto @tl, 1998; Nagaokat al., 2003).

O efeito anti-luteolitico do IFN- resulta em manutencdo de um corpo lateo
funcional, com conseqlente secrecdo de niveis ptaw constantes de progesterona,
essenciais para a obtencdo de um ambiente utetéguado para o desenvolvimento a termo do
embrido (Spencest al, 2004). Além desta funcdo, o IRNdesempenha uma potente atividade
anti-viral e anti-proliferativa (Pontzest al, 1988; Pontzeet al, 1991), que contribui para a
manutencdo da gestacao. Em vista do importantd gapEN-t, pesquisas recentes tém buscado
determinar quais fatores podem estar envolvidomaautencdo do corpo luteo e, portanto, da
gestacdo apos o declinio nos niveis desta prot8ilva et al (2000) observaram que o corpo
liteo que é mantido durante o reconhecimento natgangestacdo é capaz de degradar RGF2
em seu metabdlito (PGFM). Os mesmos autores deraoast ainda que, no dia 13 de gestacao,
0s corpos lateos de ovelhas com embrides viaweisatin maior concentracdo e atividade da
prostaglandina desidrogenase (PGDH), em relacdoaapss IUteos de ovelhas ciclicas no dia 13

da fase luteal. Tal achado sugere um envolvimenteatpo lGteo na inibicdo dos efeitos da
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PGFar e, conseqlentemente, na manutencdo gestacionahtelue provavelmente apds o
reconhecimento materno da gestacao.

Um atraso no desenvolvimento do concepto podetaesam perda embrionéaria
(Wilmut & Sales, 1981). Tal perda pode ser devidare inabilidade do embrido em sinalizar
sua presenca ao organismo materno no momento denpra lutedlise. Assim, embora fatores
ambientais, como o estresse caldrico, possam aetabrevivéncia embriondria, acredita-se que
a principal causa esteja relacionada a um deseamatto retardado do embrido e/ou a uma falha
em produzir quantidades suficientes de l-plara prevenir o processo luteolitico (Goff, 2002).
E importante ressaltar que a quantidade de d1BMetizada pelo concepto sofre influéncia do
estadio de desenvolvimento do embrido, podenddaagser usada como um indicador objetivo
da qualidade embrionaria, visto que fornece umaidaedireta da atividade biossintética do
trofoblasto (Hernandez-Ledezratal., 1993).

Os padrdes de desenvolvimento folicular e a resgltaecrecdo de f-+stradiol
durante o dia 14 ao dia 17 poOs-cobertura parecenmg®rtantes em relacdo a sobrevivéncia
embrionaria durante o reconhecimento materno déagis Tal conceito foi originalmente
apresentado por Macmillaet al (1986) e tem sido suportado em subseqiientesosspmt
Thatcheret al. (1989) e outros autores, nos quais a ovulacaat@sia do foliculo dominante
durante a metade da fase luteal aumentaram, emsatgisos, a taxa de gestacao.

Evidéncias da associacao da perda embriondria eoraggio excessiva de estrégeno
durante o reconhecimento da gestacdo foram obédawacas de corte por Pritchast al
(1994). Neste estudo, amostras de sangue forandaslde 100 vacas de corte lactantes para
mensurar 0s niveis plasméaticos de progesterongaaelies durante os dias 14 a 17 pds-cobertura.
As fémeas foram divididas em trés grupos de acootio as concentragdes depdestradiol no
guarto dia de colheita: os grupos baixo (1,6 pg/miédio (2,1 pg/mL) e alto (3,1 pg/mL). Pode-
se constatar, a partir deste estudo, que ha uringlenh taxa de concepc¢do ao primeiro servico
(77, 60 e 42%, respectivamente), a medida que eeatnacdo de estradiol sofre um aumento em
seus niveis plasmaticos.

Esta claro que, em alguns casos, existe uma ag8oaia perda embrionaria durante
0 reconhecimento materno da gestacdo com maioreemwacdes circulantes de estrégeno.

Contudo, 0 momento exato de um efeito estrogénicorecanismo pelo qual o estrogeno pode
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interferir com o desenvolvimento embrionario aintio estdo completamente estabelecidos
(Inskeep, 2004).

2.2.2 Prostaglandina k2 Seu Papel Embriotdxico

Concentracdes endometriais de prostaglandina @25F21)) podem sofrer um
aumento ocasionado por varios fatores estressae® subnutricdo (Butler, 1998) e estresse
calorico (Malayeret al, 1990), e, quando elevadas prematuramente, ségiagas com morte
embrionaria precoce. O momento aparente da perfaararia, em torno do dia 5 ao dia 8 da
gestacdo, mostrou-se concomitante ao aumento dec&ecuterina de PGEZo dia 4 ao dia 9
pos-estro em vacas com fases luteais curtas (Cebpér 1991). Nesse contexto, Schriekal
(1993) observaram que as concentracdes de &@62 lavados uterinos de vacas com fases
luteais curtas foram maiores que o dobro das coraggies deste hormdnio em vacas com fases
luteais normais (636 + 82 e 288 + 90 pg/mL, redpantente). Além disso, as concentracdes de
PGF2: nos lavados uterinos tenderam a ser correlacisnadgativamente com a qualidade
embrionaria (r = -0,42).

Um efeito embriotdéxico direto da PGk2em sido sugerido para embribes de
camundongos (Harper & Skarnes, 1972) e demonsteadembrides de coelhos (Maurer &
Beier, 1976) e ratos (Breuel al, 1993). Recentemente, Scergtaal (2004) realizaram um
estudo com embrides bovinos a fim de verificar dsites da PGF2 sobre o seu
desenvolvimento pré- e pos-compactacdo. Nested@sts embrides foram submetidos a
cultivosin vitro com diferentes concentracdes de P&E2ndo posteriormente avaliados quanto
ao seu estadio de desenvolvimento. Os resultadaosbevelaram que a adicdo de PGRD
meio de cultivo, independente da concentracdazatié, reduz o desenvolvimento de embrides
pré-compactados até o estadio de blastocisto, selzir, contudo, o desenvolvimento de
morulas compactas até tal estadio. As moérulas campaembora ndo prejudicadas quanto ao
seu desenvolvimento, apresentaram menores taxatldgdo quando inicialmente cultivadas
com PGFa. Tais resultados reforcam o efeito negativo direta PGFa sobre o
desenvolvimento embrionario e, consequentementbresa qualidade e viabilidade dos
embrides.
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Buford et al (1996) demonstraram que a PGH&i prejudicial aos embrides quando
administrada em vacas de corte com ciclos norndaisgnte o dia 4 ao dia 7 apds o estro e
inseminacdo, sendo este um intervalo similar adoger no qual uma alta mortalidade
embrionaria tem sido observada em vacas com fasesid curtas. Os mesmos autores testaram,
ainda, se a sobrevivéncia embrionaria em vacas ateadas precocemente foi melhorada
quando o efeito luteolitico da PGEi reduzido pelo tratamento com flunixim meglugim
inibidor da prostaglandina G/H sintetase (PGHS)ré&3siltados do estudo indicaram que a taxa
de gestacao sofreu um aumento apenas quando &irflumeglumine foi combinado com a
remocao do corpo Iluteo, demonstrando, portanto,oqe@rpo Iiteo em regressao parece ser um
componente do efeito embriotéxico da P@FDeste modo, torna-se possivel que mesmo
concentracdes subluteoliticas de P@GB2 origem uterina (Schramet al, 1983) exercam um
importante papel sobre a perda embrionéaria, durantesenvolvimento inicial, devido a
liberacdo concomitante de PGH2elo corpo lateo.

Para confirmar tal achado, Hernandez-Fonse@ (2000) transferiram um embrido
para cada corno uterino, a fim de testar se nisigsificativos de PGF® seriam liberados
localmente para o corno uterino adjacente ao cdfgpeo em regressdo. A reducdo da
sobrevivéncia embrionaria ndo diferiu entre os @sniterinos ipsi e contralateral ao corpo luteo,
podendo-se verificar, portanto, que o efeito oke#wvfoi de origem sistémica ou através do
[Gmen uterino.

Em geral, considera-se a evidéncia de que elevemlasentracbes de PGk2a0
toxicas para embrides de ruminantes em estadicgimide desenvolvimento. Dados mais
recentes suportam o conceito de que o efeito éodér@do requer transferéncia local do ovario
para o utero, mas que um corpo liteo em regressd® ger uma fonte significativa da P@F2
envolvida no efeito embriotoxico (Inskeep, 2004).
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2.2.3 Progesterona e Sobrevivéncia Embrionaria

A secrecdo luteal de progesterona é essenciabpareesso da gestacao, ovulagéo de
um odcito de boa qualidade, manutencdo da quieiscérerina, nutricdo e sobrevivéncia
embrionaria e fetal, bem como para ocorréncia degaormais (McDonaldt al., 1952).

Nesse contexto, estudos de Meisterling & Dailey8{d9egistraram uma fertilidade
reduzida em vacas leiteiras associada com baixaeotracdes de progesterona durante o ciclo
estral precedente a inseminacéo artificial. Sabeegtavia, que existe um grande numero de
mecanismos potenciais pelos quais baixas concéeBade progesterona podem reduzir a
fertilizacdo e/ou as taxas de sobrevivéncia embrian Como exemplo, baixos niveis
plasméticos deste hormoénio resultam em persisté@eifoliculos dominantes que produzem
oocitos em um estadio mais avancado de maturagéicelacédo a foliculos dominantes de idade
e tamanho normais (Mihnet al, 1999). Em virtude disso, odcitos oriundos dectdbs
dominantes persistentes sdo, apesar de fertilzagescetiveis a morte embrionaria precoce
(Austinet al, 1999).

Associado a reducdo nas concentracdes periféregeatesterona, verifica-se um
aumento na freqiéncia dos pulsos de LH (Bergéeldl, 1996), o qual induz uma elevacao na
secrecao de BPfestradiol (Sanchezt al, 1995). Contudo, como descrito previamente, a
evidéncia de uma associacdo negativa entre eleataentracdes periféricas de estradiol no
periodo peri-ovulatério e subseqiente sobrevivémecidrionaria ainda é pouco conclusiva
(Inskeep, 2004). Ha também indicios de que baigasentracées de progesterona antes do estro
podem influenciar a morfologia endometrial duramteiclo subsequiente, como evidenciado por
um aumento na secrecdo de PGBROs desafio com oxitocina (Shaham-Abalagicgl, 2001),
gue resultou em um efeito potencialmente embriotdxi

Em novilhas de corte, Diskiat al (2004) demonstraram que ha uma associacao
linear e quadratica entre concentragdes perifédeasrogesterona e sobrevivéncia embrionaria.
Tais dados recentes obtidos em bovinos estédo ddocacom os resultados de estudos anteriores
em ovinos (Paret al, 1987) e suinos (Jindat al, 1996), nos quais foi observada, ainda, uma
relacdo inversa entre concentragdes circulantgsatgsterona e ingestao alimentar. Além disso,
ha evidéncias para ovinos (Patral, 1987), suinos (Ashworth, 1991) e vacas leitgigtarbuck

et al, 2001) de que uma suplementagdo com progestaeaneeles animais com baixas taxas de
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sobrevivéncia embrionaria, como resultado de umsaficiéncia deste horménio, reduziria o
risco de perdas.

Uma analise de diversos estudos utilizando supl&g@o com progesterona mostrou
um aumento total de 5,2% na taxa de gestacdo apésamento tardio com esse horménio (a
partir da primeira semana pés-fertilizacdo), comgara um aumento de 10,3% nos estudos onde
a progesterona foi administrada antes do dia 6esdtagido. Garrettt al. (1988) constataram,
ainda, que uma suplementacdo com progesteronaawalprecocemente (entre os dias 2 e 5)
aumenta a taxa de desenvolvimento do conceptoalgpgde vir a sofrer um aumento de até dez
vezes em seu tamanho no dia 14. No entanto, a stimgdo de progesterona exdgena traz a
desvantagem de ocasionar uma possivel reducacregde de gonadotrofinas hipofisarias, das
quais o corpo lateo é dependente. Embora tal efe@fo seja significativo enquanto a
progesterona esta sendo administrada, pode vitarss prejudicial ao término do tratamento se
0 corpo luteo tiver sofrido reducdo em seu tamamh@m sua capacidade secretoria durante o
periodo de administracdo (Rowlal, 2000).

Evidéncias indicam que a progesterona exerce uroriamte papel na regulacéo de
secrecdes uterinas essenciais para o desenvolaraesriirionario inicial, tais como proteinas e
fatores de crescimento. Tal achado foi verificado Ashworthet al (1985), onde ovelhas
ovariectomizadas que receberam implantes de edtsréi longo prazo, no intuito de mimetizar
mudancas em horménios enddgenos durante a gestacid, demonstraram que diversas
proteinas especificas do fluido uterino foram egthtlas pela progesterona. Também tem sido
observado que a sincronia entre o embrido e o eftion® regulada pelo momento em que ha
uma elevacao pos-ovulatéria nos niveis plasmategzrogesterona. Neste sentido, um estudo de
Mann & Lamming (2001) demonstrou que em um grupovaeas com embribes de dia 16,
aquelas que apresentaram embrides de pobre deserertio haviam sofrido um atraso no
aumento de progesterona apos a ovulacdo, quandpacatas as vacas com embrides de
desenvolvimento normal.

Embora o momento da elevacdo de progesterona sejortante para o
desenvolvimento embrionario, a concentracdo destednio também se mostra indispenséavel
para prevenir a lutedlise e, portanto, manter atagée. Experimentos com vacas
ovariectomizadas e tratadas com progesterona démaam que uma baixa concentracdo

plasmética deste hormdnio resulta no desenvolviondet um forte sinal luteolitico (Mann &
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Lamming, 1995). Outros estudos demonstraram, amuaa producdo de IFNpelo concepto €
positivamente correlacionada com a concentracgwatgesterona plasmatica materna (Kerbter
al., 1997). Estes achados evidenciam que baixossnplesmaticos de progesterona podem
influenciar o desenvolvimento embrionario, preswetiente por causar uma alteracdo nas
secrecOes endometriais, a qual resulta em redug&earecao de IFN-Deste modo, em vacas
com baixas concentracdes de progesterona duraygstacao inicial, o0 embrido tende a secretar
menos IFNg, tornando-se mais dificil para esta proteina prieve secrecao de PGd2Tais
observacdes confirmam, portanto, que uma reducd® cguncentracdes plasmaticas de
progesterona pode retardar a taxa de crescimetsanvolvimento dos embribes, bem como a
sua taxa de sobrevivéncia (Sreengal, 2001).

2.2.4 Interacdes entre Estado Nutricional, Coneeds de Progesterona e Sobrevivéncia
Embrionaria

Rhind et al (1985) sugeriram que a complexa relagdo entreicéot e
sobrevivéncia/crescimento embrionario em ovinoseddp das interacdes entre o gendtipo,
fecundidade, grau e duracdo da restricdo alimeN&sta espécie, € bem documentado que ha
uma relacdo inversa entre estado nutricional pdstane concentracdes periféricas de
progesterona (Williams & Cumming, 1982), sendo asixoncentracdes deste hormonio, apos
um elevado plano alimentar, associadas com umaddetaxa de perda embrionaria. Acredita-se
gue essa relagéo reflete uma elevacédo no metalbodiamrogesterona a partir de um aumento na
ingestao alimentar.

Baixos niveis circulantes de progesterona podennr@cadevido a reducdo de sua
secrecdo pelo corpo liteo ou & um aumento no nisatooda progesterona secretada. E de
conhecimento que o figado é o maior local de méisabo de esteroides do organismo. Assim,
mudancas na ingestdo de nutrientes poderiam imilalee metabolismo da progesterona por
meio de pelo menos trés vias: mudancas na masatidaemlteracoes na taxa de fluxo sanguineo
através do figado e modificagbes na atividade ddasg ou enzimas do P-450 hepatico que
catalisam esterbides. Ressalta-se, contudo, ques ef€s mecanismos nao possuem,

necessariamente, agdo mutua (Ashworth, 1995).
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A progesterona é rapidamente metabolizada peloddiga os metabdlitos s&o
excretados na bile e eliminados nas fezes (Patal, 1996). Dados mais recentes tém
demonstrado que mudancas no nivel de progesteecahrefletem os perfis deste hormdnio no
leite e no plasma, refletindo, portanto, a fung#tedl e/ou placentaria (Schwarzenbergfeal,
1997). Assim, a analise dos metabolitos de progesiepresentes nas fezes tem surgido como
um importante método para monitorar as taxas mitaksodeste hormonio esterdide, com
resultados mais concretos ja tendo sido obtidespécie bovina (Rabies al, 2001a, 2002a).

Vacas em melhores condi¢cdes corporais tendem airingaiores quantidades de
alimento, o que resultaria em um aumento no measholda progesterona e, conseqientemente,
em menores concentragdes plasmaticas deste horrfidaldeeet al, 2002b). Nestes animais,
um plano nutricional elevado e continuo parece at@necronicamente o fluxo sanguineo
hepético e, assim, as taxas metabdlicas dos hoosésterdides. Todavia, em vacas em lactacao,
tais alteracOes hepaticas e metabdlicas tém seadosiuas vezes maiores em relacdo a vacas
ndo lactantes, o que indica que mesmo com um rswellar de producdo hormonal, as
concentracdes dos hormonios esterdides poderianmfegiores em vacas durante o periodo
lactacional (Sangsritavoreg al, 2002).

De fato, o aumento na producdo de leite é acompanh@Eor um aumento
concomitante no metabolismo da progesterona, o egié diretamente relacionado a um
incremento nas demandas nutricionais (Bech-S&batl, 2008). Neste sentido, em um
experimento envolvendo suplementacdo continua corgepterona em vacas leiteiras, foi
observada uma alteracdo nas concentracdes ciresildeste hormonio e na excrecdo de seus
metabdlitos durante o periodo de lactacdo, devidtmaconseqiente aumento no consumo
alimentar neste periodo (Rabieeal, 2001b). Segundo Wiltbandt al (2006), a elevacdo no
metabolismo da progesterona, determinada por umemtormo consumo alimentar, poderia
alterar a eficiéncia reprodutiva de diversas eggédendo maiores efeitos, contudo, naquelas
com aumentos extremos no consumo, como vacasdsitemn lactacdo. Desta forma, tais autores
sugerem que algumas das altera¢gfes reprodutivessregsmais, como elevadas taxas de perda
embrionaria, sejam causadas por aumentos dramatioosnetabolismo da progesterona,

ocasionados por uma elevagédo no consumo de alimeritoxo sanguineo hepatico (Figura 5).
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Figura 5. Via fisiolégica desencadeadora de possiveis afiesageprodutivas nas diferentes
espécies domésticas, observada principalmente eas Veiteiras durante o periodo de lactacao
(Adaptado de Wiltbankt al, 2006).

Parr (1992) relatou, em ovinos, que o aumento gestdo alimentar durante o inicio
da gestacdo também ocasiona uma elevacdo no famguimeo hepatico e, ainda, no fluxo do
trato gastrintestinal. Como acima de 95% da pregeséa circulante € metabolizada durante
apenas uma passagem através do figado e intdsfimota resulta em uma frequente reducdo na
concentracdo plasmatica deste hormonio. Comparad@®dancao luteal em ovelhas prenhes,
consumindo ragfes em niveis acima ou abaixo dageriegentos de manutengdo, mostraram
auséncia de diferencas na massa luteal (Wada@d, 1994) ou na secrecdo de progesterona

(Abeciaet al, 1994) a partir de corpos luteos nos dias 16, eekpectivamente. Tais resultados
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sugerem que 0s corpos lateos ndo sdo capazesdw altsecrecdo de progesterona para manter
as concentracdes periféricas deste hormonio cdastan

Também foi verificado em ovelhas que um incremaatmivel nutricional durante o
periodo pré-ovulatério leva a um aumento no tamatthéliculo ovulatério e na habilidade do
corpo lateo resultante em secretar progesterorteetnto, foi observado neste estudo que, apés
a ovulacéo, os elevados planos alimentares podasiomar uma supressao das concentracdes
plasmaticas de progesterona para niveis que conspeoma sobrevivéncia embrionaria. Deste
modo, uma oferta alimentar dentro dos padrdes aeit@acdo tem sido considerada étima para a

sobrevivéncia embrionaria, particularmente na @sp®dna (Robinsomt al, 2002).

2.2.5 Hormbnios Metabdlicos e Fatores de Crescionéntvolvidos no Desenvolvimento e

Sobrevivéncia Embrionarios

Nos ultimos anos, diversas pesquisas na area dsduggdio tém buscado elucidar os
complexos mecanismos que regem as varias etapadesknvolvimento embrionario. Os
resultados obtidos até o presente momento destacamportante papel dos horménios
metabdlicos e fatores de crescimento na concréiizde muitas destas etapas, de modo a se
constituirem como elementos fundamentais para tgaransobrevivéncia do embrido e o
subsequente crescimento fetal (Hardy & Spanos,)2002

Um hormbnio metabdlico que tem sido implicado coimgportante regulador do
desenvolvimento embrionario € o horménio do cresnbm (GH) (Waters & Kaye, 2002). RNAs
mensageiros (MRNASs) dos receptores de GH ja foratecthdos em uma grande variedade de
tecidos embrionarios/fetais e placentarios, taisnao células-tronco embrionarias de
camundongos (Ohlssoet al, 1993), embrides de ovinos aos 51 dias (Kleetpal, 1993),
incluindo seus trofectodermas e sincicios (Lacmtixal, 1999), e fetos e placentas de ratos
(Garcia-Aragoret al, 1992). Além disso, também foi verificada a egséo de receptores de
GH em zigotos de camundongos, com a presenca desmasepersistindo ao longo de todo o
desenvolvimento embrionario durante o periodo dé&impplantacdo (Teradat al, 1996;
Pantaleoret al, 1997b).
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O mRNA do GH aparece inicialmente no estadio deutadée o hormdnio, apos o
processo de traducdao, fica localizado nas membi@ialares apicais, ou externamente a estas, e
nas vesiculas citoplasmaticas das células traftbéés do blastocisto. De acordo com Pantaleon
et al (1997b), o GH exdgeno acelera o transporte deggie a sintese protéica de uma maneira
dose-dependente, alcancando o efeito maximo, p@td bovino, na dose de 0,1 ng/mL.

Estudosin vitro tém demonstrado que a suplementacdo com GH aumenimero
de células nos blastocistos de camundongos (Futagla 1998), bem como a taxa de formacéao
de blastocistos (Montagt al, 2000). Em bovinos, o receptor de GH é expregsartr do dia 2
do desenvolvimento embrionario, enquanto o GH angtia expressao a partir do dia 8 (Izadyar
et al, 2000; Kolleet al, 2001). Nesta espécie, o0 GH causa um aumentoetabolismo de
lipidios e de glicogénio nos blastocistos (Kateal, 2001) e aumenta o numero de células no
trofectoderma e na massa celular interna (MCl® agorre aparentemente por uma inibicdo do
processo apoptoético (Kollet al, 2002). Outros estudos realizados em humanos rasracam,
ainda, que em embrides produzidos vitro, as taxas de fertilizacdo e clivagem e o
desenvolvimento embrionario pré-implantacional @stérrelacionados com a concentracdo de
GH no fluido folicular (Mendozat al, 1999). Tais dados indicam que o GH pode, de &tar
como um importante modulador do desenvolvimento remério durante a pré-implantacéo.
Contudo, ha ainda poucas informagfes a respeitmaito de atuacdo deste horménio e dos
efeitos concretos de sua participacao neste prmcess

Embrides no periodo de pré-implantacédo expressamgrande numero de fatores de
crescimento, bem como receptores destes fatores,t&m se mostrado essenciais para o
desenvolvimento embrionario inicial (Hardy & Span2802). Segundo alguns autores (Hossher
et al, 1997; Riley & Moley, 2006), tal fato estad relmwado aos efeitos dos fatores de
crescimento sobre a expressdo génica, metabolismorte celular de embrides durante a pré-
implantacdo. Contudo, outros efeitos destes fattedém tém sido observados em embrides
mamiferos no que diz respeito a taxa de desenvehtinde blastocistos, sintese protéica,
endocitose e transporte de glicose (Hardy & Spap082) (Quadro 1). Dentre os principais
fatores de crescimento determinantes do desenvettorembrionario, destacam-se os fatores de
crescimento epidermal (EGFs), fatores de crescone@® fibroblastos (FGFs), fatores de
crescimento transformadores (TGFs), fatores deosedumoral (TNFs) e fatores de crescimento

semelhantes a insulina (IGFs).
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Quadro 1. Efeitos dos fatores de crescimento sobre o desamanto in vitro de embrides
mamiferos durante a pré-implantacao.

Efeito Fator de Espécie Referéncia
crescimento
Formacéo do blastocisto Insulina Camundongo| Harvey & Kaye (1990)
Vaca Matsuiet al (1995)
IGF-I Camundongo| Harvey & Kaye (1992a)
Vaca Palmaet al. (1997)
IGF-II Camundongo Harvey & Kaye (1992b
HB-EGF Rato Tamadet al.(1999)
Taxa de desenvolvimento IGF-1I Camundongo Rapolex al.(1992)
EGF Camundongo Briost al. (1993)
N° de células do blastocisto | IGF-I e IGF-II Camundongo Rapole¢al.(1992)
Especificamente MCjl Insulina Camundongo Harvey & Kaye (1990)
IGF-I Camundongo Harvey & Kaye (19924)
IGF-II Camundongo Harvey & Kaye (1992b
Especificamente trofectoderma CSF-1 Camundongo Bhatnagsral. (1995)
Expansao da blastocete TGFu Camundongo Dardik & Schultz (1991))
EGF Camundongo Dardik & Schultz (199])
Eclosao do blastocistp GM-CSF Camundongo Robertsenal.(2001)
Sintese protéich Insulina Camundongo Harvey & Kaye (1988
IGF-II Camundongo Rapolex al.(1992)
TGFu Camundongo Dardikt al. (1992)
Endocitose Insulina Camundongp Dunglistral. (1995)
Transporte de glicose Insulina Camundongio Ketyal. (1992)
Expresséo génica IGFs Camundongo edlal. (1994)
Apoptose| IGF-I Coelho Herrleet al. (1998)
Apoptoset TNFa Camundongo Wuet al. (1999)

HB-EGF: Fator de crescimento epidermal decBgaa heparina; CSF-1: Fator estimulador alénés 1;
GM-CSF: Fator estimulador de col6nias de granugeiacréfagos.

(Adaptado dertHa& Spanos, 2002)
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A regulagdo do desenvolvimento e crescimento emérios tem sido
tradicionalmente atribuida a insulina e aos IGA®bAs sao classificados como polipetideos de
baixo peso molecular (6 kDa e 7,5 kDa, respectivae)ee apresentam caracteristicas estruturais
bastante semelhantes entre si (Robinsbml, 2000). A insulina, produzida pelas célufas
pancredticas, atua sobre uma grande variedadeidegeorporais, tais como figado, musculos,
glandulas mamarias e ovario (Sasaki, 2002). A rdvatiano, a insulina, juntamente com alguns
importantes membros da familia IGF (IGF-1 e IGE-Iltm demonstrado estimular o
desenvolvimento folicular, esteroidogénese, maéiraipcitaria e subseqtiente desenvolvimento
embrionario (Yaseeet al, 2001).

Como um potente hormdnio anabdlico em célulaselifeadas, a insulina estimula o
transporte de glicose e aminoacidos (Sumneg¢ral, 1999) e a sintese de RNA, proteinas e
glicogénio (McGowaret al, 1995). Experimentos realizadosvivo demonstraram que a insulina
melhora a taxa de desenvolvimento embrionario axa tle gestacdo em animais diabéticos,
resgatando os embrides dos efeitos prejudiciaibipg@rglicemia materna (De Hertogit al,
1992). Além disso, estudos com embrides em fas@rdemplantacdo constataram que o
desenvolvimento embrionario é melhorado apos supieagdo do meio de cultivo com insulina
e IGF-I (Herrleret al,, 1998; Spanost al, 2000).

Muitas evidéncias indicam que, do mesmo modo quasalina, os fatores de
crescimento da familia IGF desempenham um impa@tpapel no inicio do desenvolvimento
embrionario. Em bovinos, a adicdo de IGF-I ou IGExX0genos ao meio de cultivo resultou em
uma melhor maturacdo de odcitos e desenvolvimeatentbribes (Mihalilet al, 2000). Além
disso, estudom vitro demonstraram que o IGF-I e o IGF-1I estimulam@dpgao de IFN-pelo
embrido (Koet al, 1991), exercendo um provavel efeito benéficoresa desenvolvimento
embrionario, e também uterino, durante a gestag#mali (Watheset al, 1998). De fato,
receptores da familia IGF ja foram identificados embrides em estadio de pré-implantacdo
(Watsonet al, 1992; Markham & Kaye, 2003) (Figura 6) e no @t glandular do Utero de
ovinos (Reynoldt al, 1997), reforcando o papel dos IGFs no desenwelnio embrionério e

uterino.
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Figura 6. Identificacdo de receptores para o fator de cremgionsemelhante a insulina | (IGF-I)
em diferentes estadios embrionarios durante anppé&ntacdo: (A) Embrido de 8 células;
(B) Mérula inicial; (C) Blastocisto; (D) IgG utileda como anticorpo primario para a coloracéo
dos blastocistos. A cor verde fluorescente indie@omintensidade de coloracdo (Adaptado de
Markham & Kaye, 2003).
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Em camundongos, receptores funcionais para insalil@F-1 sdo expressos a partir
do estadio pré-implantacional de oito células, nespecificamente durante a compactacao
(Harvey & Kaye, 1992c; Rappole al, 1992; Smitret al, 1993). A partir desse ultimo estadio,
gue marca o inicio da diferenciacdo embrionariande a formacao do blastocisto (Gardner &
Johnson, 1975), muitos parametros da fisiologiareméria podem ser regulados por insulina ou
IGF-1 exdgenos (Kaye & Harvey, 1995; Kaye, 1997in @xemplo sdo os importantes efeitos
benéficos da utilizacdo de insulina exégena patasenvolvimento embrionario iniciad vitro.
Nesse contexto, sabe-se que embrides em estagie-d@plantacdo ndo sintetizam insulina ou
seu MRNA especifico (Kaye, 1997; Lightehal, 1997), mas tém acesso a insulina matarna
vivo via oviduto e fluidos uterinos (Heynet al, 1989). Deste modo, em condi¢drsvitro,
embrifes em estadios iniciais sdo privados deaahénio materno, sofrendo um retardo no seu
desenvolvimento morfolégico e na sua proliferac@ular durante a embriogénese pré-
implantacional (Gardner & Kaye, 1991). Assim, egbesl constatar a importancia da adicdo de
insulina exdgena para o sucesso do cultivatro de embrides.

A insulina e o IGF-I sdo importantes reguladorescdescimento e diferenciacéo
celular, apresentando, ainda, um papel anti-apoptdtos embrides em estadios iniciais de
desenvolvimento (Riley & Moley, 2006). O efeito isagpoptdtico do IGF-I tem sido estudado em
uma grande variedade de tecidos e células-trontoi@mdrias, incluindo embrides no estadio de
pré-implantacdo. Tal efeito parece ser mediadorgoeptores especificos do proprio IGF-I, ja
gue a reducdo no numero destes receptores aumgmifecativamente o nivel de apoptose e a
sua super-expressao protege as células da apaptese (Resnicoffet al, 1995). Segundo
Grotheyet al (1999), a principal via efetora de bloqueio dé&1IGa apoptose é determinada pela
ativacdo de uma enzima 3-quinase PI, apés a ligdgdGF-l1 ao seu receptor, com subseqiente
fosforilacdo e sequestramento de fatores pro-apopsd Atuando deste modo, o IGF-I promove
a inibicdo de caspases apoptéticas fundamentaasgpafetivacdo do processo de morte celular
programada.

Estudos recentes tém relatado que a adicdo des fiisieldgicos de insulina ou IGF-I
durante o cultivan vitro, além de resultar em uma reducdo da apoptose (Angisal, 2003;
Fabianet al, 2004), promove um aumento da proliferacdo celea blastocistos de humanos,
camundongos, coelhos e bovinos (Hereteal, 1998; Makarevich & Markkula, 2002; Augustin

et al, 2003). Além disso, outros trabalhos demonstragpre, em bovinos e murinos, o
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tratamento de embribes com insulina promove um atomeno numero de células,
especificamente na massa celular interna (MCI) ldstdicistos em desenvolvimento (Sméh
al., 1993; Sirisathiert al, 2003). De acordo com Harvey & Kaye (1990), alling aumenta as
taxas de compactacdo e formacao de blastocistastro, sendo os blastocistos resultantes
dotados de 25% a mais de células, com todas ladalizna MCI. Considerando que a proporcao
de células presentes na MCI é um fator determinpata o crescimento fetal, o acesso do
embrido a insulina materna durante a pré-implantag&equerido para a obtencdo de um
crescimento fetal 6timo.

Deste modo, € possivel verificar que a insulina se fatores de crescimento
semelhantes a insulina fornecem importante supade crescimento e desenvolvimento
embrionarios. Contudo, os mecanismos sinalizadoess quais estes hormoénios exercem seus
efeitos sobre embrides no estadio de pré-implaotaé® se encontram, ainda, completamente

esclarecidos.
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3 JUSTIFICATIVA

E reconhecido que a nutricdo, aliada a outros datambientais, exerce uma
influéncia marcante sobre o desempenho reprodulzvydémeas de ruminantes domeésticos,
embora ndao se tenha, ainda, uma completa eluciddgsianecanismos envolvidos. Recentes
estudos, contudo, tém sugerido a possibilidadeugeaginfluéncia nutricional sobre a funcéo
reprodutiva seja mediada a nivel ovariano. Em ¢atsidos, tém sido considerados os efeitos
diretos de nutrientes especificos e hormoénios métals, como a insulina e o IGF-I, sobre o
crescimento folicular ovariano, maturacdo oocitér@desenvolvimento embrionario inicial.

A insulina tem sido apontada como uma importantedutamlora das funcgdes
reprodutivas em rebanhos, apresentando atuacdonprezhte a nivel de ovario. Em cabras
superovuladas, o aumento da insulinemia demonseouwum fator chave no incremento da
producdo de embrides, embora ndo tenham sidoadaBzavaliagbes do efeito da insulina sobre
a viabilidade embrionaria pos-transferéncia e sylsete fertilidade.

Sabe-se que, em ruminantes, a insulina possui géam [@ositiva sobre a expressao
génica de fatores de crescimento, como o IGF-Isc&mes evidéncias indicam que, durante a
fase folicular, 0 aumento nas concentracoes plasasadle IGF-1 apds administracdo de insulina
influencia o desenvolvimento de foliculos e a fung® corpo lateo resultante. Somado a isto,
elevados niveis circulantes de IGF-1 na fase prdatdria, determinados pelo aumento da
insulinemia, também tém sido positivamente coriefeos com a producdo de progesterona
durante a gestacédo, sugerindo um efeito positivimsldina sobre a sobrevivéncia embrionéria.
Além de tal efeito, a insulina tem demonstradouigrficiar o desenvolvimento do concepto,
atuando através do aumento das células da massardeterna e do estimulo a secrecédo de
histétrofos uterinos.

Nesse contexto, e considerando a escassez de s#ndeaprinos, este trabalho
justifica-se pela importancia de se conhecer e esanpos efeitos de diferentes momentos de

administracdo de insulina sobre os parametros defivems nesta espécie.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Em caprinos, a modificacdo da insulinemia antesjpds a fecundacédo, mediante
administracdo de insulina exdgena, influencia direinte a sobrevivéncia embrionaria, taxa de

concepcao e desenvolvimento fetal.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Comparar os efeitos de uma Unica administracado eepktidas administracbes de
insulina, antes e ap0s a monta natural, sobre @\&wéncia embrionéaria, taxa de concepcao e

desenvolvimento fetal de cabras da raca Anglo-Nzbia

5.2 Especificos

« Mensurar 0os niveis plasmaticos de insulina até & di@ apdés a sua primeira
administracao;

» Mensurar 0s niveis plasmaticos de progesterona B8 dia apés a primeira aplicacéo de
insulina;

» Determinar a taxa de concepgias 30, 45 e 60 dias pos-cobertura;

» Verificar o diametro da vesicula embrionaria/fetdiametro dos placentomas e
crescimento fetal, através de mensuracdes reaizamtaultra-sonografia;

» Verificar o tipo de parto (simples ou multiplo) ¢éaxa de prolificidade;

» Verificar o peso vivo médio das crias ao nascimento
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6 CAPITULO 1

ASSOCIACAO ENTRE ADMINISTRACOES SIMPLES OU REPETIDA S DE INSULINA
E TRATAMENTO COM PROSTAGLANDINA F2 o EM CABRAS: EFEITO SOBRE
PERDAS EMBRIONARIAS, TAXA DE CONCEPCAO E DESENVOLVI MENTO FETAL

(Association between Single or Repeated Insulin Adistration and Prostaglandin Fz

Treatment in Goats: Effect on Embryonic Losses, Ception Rate and Fetal Development )

Reproduction in Domestic Animals
(Submetido em novembro de 2008)
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Resumo

Trinta e uma cabras da raca Anglo-Nubiana tiveramsioo sincronizado por meio de duas
administracbes de 100 pg de cloprostenol, intetheslapor 11 dias, sendo posteriormente
submetidas a monta natural. Nesse periodo, todafnasas receberam administracbes de
insulina humana de longa duracao (0,2Ul/kgPV/die.animais do primeiro grupo (Insulina I)
(n = 10) foram submetidos a uma Unica administragd@idnsulina, concomitante a segunda
aplicacéo de cloprostenol (Dia 0). As cabras dairseég grupo (Insulina Ill) (n = 11) receberam
trés aplicacdes de insulina (Dias 0, 3 e 6) e Asasano terceiro grupo (Insulina 1V) (n = 10)
foram sujeitas a um total de quatro aplicacdesqia3, 6 e 9). Colheitas de sangue foram
realizadas nos Dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10 a partisepunda administracéo de cloprostenol para
avaliacdo dos niveis de insulina e progesterondgiagnostico de gestacdo e as mensuracdes dos
conceptos e placentomas foram realizadas aos 3®605ias apds a monta por ultra-sonografia.
As mudancas cumulativas de insulina plasmatica eiwsis circulantes de progesterona nas
cabras gestantes aumentaram positivamente durgetéaalo de avaliacdo, ndo sendo observado

efeito dos tratamentos (P > 0,05). Nos animaisge&stantes, as concentracdes de progesterona
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permaneceram abaixo de 1 ng/mL. As taxas de coaceg; do concepto diminuiram
significativamente com o aumento das administragiesnsulina (P < 0,05). Em ambos os
parametros, o grupo Insulina | apresentou maiokedias (85,71% e 1,71 £ 0,18) em relacdo aos
demais grupos. O maior nimero de aplicacdes ddinastambém afetou negativamente o
didametro dos placentomas e vesiculas (P < 0,05gnpmao determinou efeitos sobre o
comprimento cranio-caudal e diametro biparietadige{P > 0,05). Repetidas administracbes de
insulina ndo resultaram em um efeito benéfico solratamento de sincronizacédo do estro com
cloprostenol. No entanto, uma Unica administrag@andulina antes da monta natural manteve

uma maior proporcéo de cabras gestantes, atuasttovpmente sobre a fertilidade.

Contents

Thirty-one Anglo-Nubian goats had their estrus $yonized by two administrations of 100 pg
cloprostenol, 11 days apart and successively matdng this period, females were treated with
unique long-acting human insulin (0.21U/kgBW/dainsulin I) (n = 10) at second cloprostenol
dose (Day 0), three insulin injections (Insulin) I(h = 11) at Day 0, 3 and 6, and four doses
(Insulin 1IV) (n = 10) at Day 0, 3, 6 and 9. Insuhnd Progesterone levels were obtained from
plasma at Days 0, 2, 4, 6, 8 and 10 from de seamboplostenol administration. Pregnancy
diagnosis and measurements of conceptus and ptawestwere performed at 30, 45 and 60 days
after mating by ultrasonography. Insulin cumulatofeanges and progesterone levels increased
positively in pregnant does during the assay pefoth no effect (P > 0.05) of the treatment. In
no-pregnant animals, progesterone maintained itsesdration below 1ng/mL. Conception and
conceptus rates decreased significantly with areas®e in insulin administration (P < 0.05). In
both parameters, Insulin | showed higher means/{85.and 1.71 + 0.18). Number of insulin
doses also affected placentome and vesicle dianmetgatively (P < 0.05), not finding
differences in crown-rump length and fetus bipatietiameter (P > 0.05). Collectively, no
beneficial results from the administration of regeeainsulin doses for cloprostenol treatment
have been found. By contrast a single insulin defere mating resulted in a higher percentage

of pregnant goats, also promoting fertility traits.
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Introduction

Estrus synchronization in goats can be achievethén breeding season through
luteolysis induction with two consecutive prostaglan F2x doses, or their analogues, 9-11 days
apart (Nuti et al. 1992). This hormonal treatmentifficient in synchronizing estrus in cyclic
goats, besides being a practical low-cost methagki(i& et al. 2000). However, according to
data, goat fertility at first service is reduceccomparison to treatment with progestagen sponges
(Kusina et al. 2000; Fernandez-Moro et al. 2008)di&s in sheep demonstrated that this low
fertility rate occurs due to an alteration in ovatg follicular dynamics and/or in the timing of
ovulation (Barret et al. 2002). In goats, howevkere is still little data on possible reasons for
reduced conception rates after prostaglandin tresitifFernandez-Moro et al. 2008).

Low conception rates in ruminants are directly agded to damage to initial embryo
development and subsequent implantation phenom@reroy et al. 2008). A great number of
factors are involved in embryo implantation redoietiincluding oocyte quality and inadequate
maternal environment (Green et al. 2005).

Insulin has been linked to steroid hormone synthé¢Gutierrez et al. 1997) and
advance of the first ovulation postpartum in cai@®eng et al. 2002). Recent studies revealed that
the increase in plasma insulin before or after diregequally increased the proportion of viable
embryos in donor goats (Selvaraju et al. 2003; §oetz al. 2008). Insulinaemia rates are
positively related to circulating IGF-I levels (Gpr2002) and indirectly, to progesterone
production (Peclaris et al. 1999). Additional seslhave established a relation between lower
maternal progesterone concentrations and reducdualyentlevelopment (Mann and Lamming
2001), with negative direct effects of low progeste rates on embryo survival and
implantation.

Therefore, insulin administration can be consideardilternative means to improve
fertility in goats synchronized with prostaglandi@a, affecting positively the embryo survival
and implantation. Based on this hypothesis, theddithis study was to investigate the effects of
single and repeated insulin administrations onféntlity of Anglo-Nubian goats synchronized

with prostaglandin F2treatment.
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Materials and Methods

Animals and management

The experiment was conducted with thirty-one aduald cyclic Anglo-Nubian goats
at the Experimental Station of State UniversityGeara, located at°42’ S and 3830" W,
Guaiuba, Ceara, north-eastern of Brazil. All ansnalere maintained in similar feeding and
management conditions. Goats grazed free-rangathtumal pastures during the day and were

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

Estrus synchronization and mating

Goat estrus were synchronized using two intramasalbprostenol injections of 100
1g each (Ciosify Schering-Plough Coopers, Brazil), 11 days affaventy-four hours after the
second cloprostenol administration, two Anglo-Nubfartile bucks were mixed with the goats
and kept with them for 96 hours. Markers impregdatéth colored oil paint were applied on
bucks to enable identification of mated goats.ghats were being mated, they were separated
from bucks.Goats that were unresponsive to synchronizatioatrtrent or not pregnant were
submitted to a second mating for 45 days with thmes bucks, to determine the causes of

reproductive failure.

Insulin administration

After estrus synchronization and before matingtgosgere distributed in three groups
with similar (P > 0.05) age (27.94 + 0.98 months)l dody weight (32.25 £ 0.77 kg) mean +
SEM: Insulin I (n = 10), Insulin I (n = 11) anchdulin IV (n = 10) groups. All females were
treated with long acting human insulin, 0.2Ul/kgBiaY (Novolir®, Novo Nordisk A/S,
Denmark)subcutaneously. Goats from Insulin | group were iathtered a single insulin dose at
the second cloprostenol injection (Day 0). Instillirgroup received three insulin doses at Day 0,
Day 3 and Day 6 whereas in Insulin IV group wenggifour insulin doses at Day 0, Day 3, Day
6 and Day 9.
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Progesterone and Insulin assay

Blood samples were taken from seven animals of gemlp at Day O every two days
until Day 10, before feeding and insulin administna and were collected in heparinized tubes
by venipuncture. Progesterone and insulin weresasseby RIA kit (IBL International GmbH,

Flughafenstr, Hamburg, Germany) (Rondina et al5200

Ultrasonography measures

Pregnancy diagnosis and measurements of conceties performed at 30, 45 and
60 days after mating. Goats were examined bothsiteatally and transabdominally. The
transrectal examination was performed in standiogjtipn using a Pie Medical Scanner (Falco
100, Pie Medical equipment B.V., Maastricht, Hotlamttached with 6.0/8.0 MHz linear array
transducer. The transducer was fitted in a selfufeantured connector to favor manipulation in
the rectum. For transabdominal examination, animatye restrained standing, and the
transducer (3.5/5.0 MHz) was placed on the hairéegsa of the ventral abdominal wall just in
front of the udder.

Uterus was scanned to measure the diameter of embffetal vesicle, placentome
diameter, fetus crown-rump length (CRL) and fetiymbetal diameter (BPD). Ultrasonic cross-
sectional images of the embryonic/fetal vesiclesewmeasured at their maximal diameter
(Martinez et al. 1998). Usually, a number of pladoemes could be observed in the same image.
In this study, two large-size placentomes were orealsand mean diameter was calculated (Lee
et al. 2005). The CRL was measured as a straightbetween fetal crown and the origin of the
tail (Ali and Hayder 2007). The fetus BPD measunetweas performed according to Lee et al.
(2005), from images in which the axis of head symmynevas perpendicular to the ultrasound

beam.

Statistical Analysis

All data were analyzed using SAS program softw&AS, Inc., Cary, NC, USA).
Differences among proportions or numbers were perd using chi-squared test.Comparison
among treatments (I, Ill and IV insulin doses) mgesterone and insulin levels, was performed
by Duncan Test. The effect of Insulin administration conception and conceptus rates was

analyzed by repeated measures analysis for catagorariables (CATMOD procedures). In
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placenta and fetus traits effect of Insulin treatmsas tested by GLM procedures for repeated

measures analysis of variance. Day of gestationA3@nd 60 days) was the repeated measure.

Results

All goats (21/21) from Insulin Il and Insulin IVrgups were marked throughout the
mating period by bucks (Fig. 1), whereas in thglsinnsulin administration treatment a lower
(P < 0.05) proportion of females (7/10) displayedsible mark at mating. Although the mating
period was extended to 96 hours after the secone2i®@ose (Fig. 1), the first detection of
painted goats was recorded around 48 hours. Thisdoalso showed the larger rate (P < 0.05) of
does bred (21/28) (Fig 1)

Figure 2 shows insulin and progesterone levelsegmant goats (Insulin I, Il and 1V
groups) and in animals with gestation failure diet@dy ultrasonography at 30 day of pregnancy
(No-pregnant group). In all females, cumulative raes on plasmatic insulin concentration
increased positively, with a higher value for ImsuV goats from 6 to 10 days after the second
PGF2x injection (P > 0.05). In does, mean of insulindleduring the assay interval was 11.93 +
0.8uU/mL.

Pregnant goats showed a progressive rise in pregest (> 1 ng/mL) after 6 days of
the second PGR2dose, indicating the occurrence of gestation. Nirénces were observed
between Insulin groups (P > 0.05) except in theay, dvhen animals from Insulin Il exhibit a
lower progesterone concentration (P < 0.05). InAkegnant goat group, progesterone rates kept
stable below the 1 ng/mL, signalizing gestatiotufai.

Conception (No of does pregnant / No of does mataa) conceptus (No of
conceptus / No of does mated) rates (Table 1) disaseneasures of placenta and fetus traits
(Table 2) were established by ultrasonography fBito 60 days of gestation. Treatment with
single insulin dose maintained during gestatiorerivdl highest pregnancy values of (85.71%)
and conceptus rate (1.71 + 0.18). Furthermore th parameters, statistical analysis confirmed a
negative effect of increasing number of insulin adstrations (P < 0.05). In Insulin 1l and
Insulin IV groups, a pregnancy loss of 60% and 5@%pectively was observed after 60 days of
gestation. For the same treatments, conceptuschieved twice the low mean, if compared to
the goats treated with single dose (0.80 £ 0.20gubmean vs. 1.71 + 0.18).
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Concerning the measures associated to fetal davela the effect of insulin was
significant (P < 0.05) in placentome and vesickntkter (Table 2), whereas for the fetus crown-
rump length and biparietal diameter, similar reswtere found among the different groups
(P > 0.05).

In the second period of mating, the percentagerefmant animals was 86.67%
(13/15). Necropsy confirmed reproductive pathologgnly two goats (2/15). These two animals

were not considered for data analysis.

Discussion

Our fertility results after a single insulin dose estrus treatment synchronization
(85.71%) were superior to the percentages reparnegbats (67%) (Kusina et al. 2000) and
sheep (70.6%) (Gonzalez-Bulnes et al. 2005) that webject to the same estrus synchronization
protocol, but without insulin administration. Pogit effects of insulin on maturation and oocyte
guality and the production of high quality embryae well documented in literature. A number
of studies have demonstrated the importance ofimsuthe regulation of ovarian functions. Cell
culture studies have shown bovine granulosa cellset critically dependent on the presence of
physiological concentrations of insulin (Glisteradt 2001). Moreover, diet-induced increases in
circulating concentrations of insulin with incredsestradiol production in cultured granulosa
cells from small antral follicles have been demmatistl (1 to 4 mm) (Armstrong et al. 2002),
thus suggesting a direct action of insulin on &di function. Increased intake of highly
degradable protein resulted in increased concémsatof ammonia in follicular fluid, but
decreased peripheral concentrations of insulin o{&in et al. 2000). These changes were
associated to altered follicular growth patterng aeductions in both the number of ova that
cleaved and the proportion that developed to thstbtyst stage.

Recent studies on insulin effects on bovine blasiodevelopment in vitro have
shown that insulin increases cleavage rates aml ¢cetl number and causes a reduction in the
number of apoptotic bodies, contributing positivéty embryo development (Augustin et al.
2003). In addition, enhancement of early embrycettgyment has recently been demonstrated in
heifers fed a diet that increased the insulin-ghocaratio (Mann et al. 2003). Changes in insulin
are closely related to IGF-I concentrations (O'&gilan and Boland 1999). In turn, IGF-I is an



55

important mediator of follicular development, sidagenesis, oocyte maturation and embryonic
development (Yassen et al. 2001). The IGF-1 recaptexpressed throughout the bovine pre-
implantation embryo (Lonergan et al. 2000) and [GBs insulin added in vitro improves

embryonic development (Mihalik et al. 2000) conitihg to the enhancement of embryo
survival and pregnancy rates.

In our study, however, it was verified that grouplsat received insulin
administrations for a longer period presented aeption rate reduction. In these groups, benefic
effects of insulin on the oocyte have probably beegatively affected by additional exogenous
insulin administrations during the early embryo elepment. Such hypothesis can be explained
by the harmful effects of high plasma insulin levé initial embryonic development. Indeed,
studies have demonstrated that exposure to highinnand IGF-I concentrations, results in the
induction of apoptosis in murine blastocysts (Chale 2000). This increase in apoptosis is the
result of a decrease in the IGF-I receptor expoasgdown-regulation) and is related to a
decrease in insulin-stimulated glucose uptake, iplyssia the main insulin-regulated glucose
transporter in the blastocyst, namely GLUT8 (Canagooulos et al. 2000). The uncontrolled
apoptosis or programmed cell death occurring duendpryonic pre-implantation may lead to
embryo demise (Moley et al. 1998; Chi et al. 2080 consequently, to embryo resorption and
lower conception rates (Pinto et al. 2002).

The direct action of glucose has also been tested,Rubio et al. (1997) observed
pregnancy rate reductions in sheep submitted toogki infusion. This method may increase
ovulation rate in sheep (Downing et al. 1995), éotbryo quality may be drastically reduced
(Yaakub et al. 1999). Boland et al. (20Gliggests that the effect of glucose upon embryonic
development may be related to the fact thaggh glucose concentrations in the protoplasm
interfere with cellular signaling during preovulatdollicle growth, the development of oocytes,
or initial embryonic development.

The embryonic development depends both on its amtedevelopmental potential
(embryo quality) and the adequacy of the uterinerenment in which it must develop. The
main hormone controlling the uterine environmergrisgesterone, and circulating concentrations
of maternal progesterone are closely linked toyearhbryo development (Mann et al. 1999;
Mann and Lamming 2001). Diskin et al. (2004) denmi@ted the existence of a linear quadratic

association between plasma progesterone concensaind embryo survival in beef heifers.
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Evidence suggests that progesterone plays an iengadle in uterine secretions regulation, such
as proteins and growth factors, essential forahigimbryo development. Therefore, low plasma
progesterone levels can affect embryo developmpossibly for causing an alteration in
endometrial secretions, which induces a reductibiFb-t secretion by the embryo, making
more difficult for this protein to prevent prostagtin F2 endometrial secretion and the
consequent luteolysis. Such observations confireitiportant role of plasma progesterone in
embryo growth and development, as well as in tiseirvival rate (Sreenan et al. 2001).
Differently from observations made by Mann et &0d3), our data suggests that maternal
plasma progesterone concentrations seem to be the factor in determining embryo
development during pre-implantation, thus playinges role with regard to plasma insulin levels
during this period.

Insulin is considered an important hormone forlfgtawth, as it increases energetic
substrate availability and stimulates placenta gno@@ainudeen & Hafez, 2000). Within the
fetus, insulin promotes cell proliferation in boaed soft tissue (Fowden, 199&8hd IGF-I
regulates skeletal and muscle development (LoKk.et9®6; Bass et al. 1999%oth IGF-I and
insulin concentrations are lower in higher yieldocmyvs during the postpartum period (Taylor et
al. 2003) and decrease as cows get older (Taylal.2004). Reductions in these endocrine
signals may contribute negatively to fetal develeptrand cause smaller size at birth in offspring
(Swali & Wathes, 2006). Although insulin appearsatfect fetal growth, our study verified that
the type of insulin administration does not implffetent effects on fetus size; however it does
affect placentome and embryo vesicle diameterseviige, Wetterau et al. (1999) proved that
high plasma insulin levels observed in high bodydition ewes resulted in the formation of less
developed placentomes and with lower weight tharsehfound in lower condition ewes. An
inverse relationship between maternal insulin aladgntal size has also been reported (Wallace
et al. 1997). With regard to fetal size, Osgerbyle{2003) verified that sheep showing higher
plasma insulin concentrations during gestation gl fetuses with crown-rump lengths
significantly higher than fetuses of animals witlwér circulating insulin levels, differing from
findings obtained in our work. However, our resw@tgee with the findings of Vonnahme et al.
(2006), who also did not observe effects of diffeénmaternal insulinaemia levels on the crown-

rump length of sheep fetuses.
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In conclusion, the present work demonstrated theuse of repeated doses of insulin
before and after breeding in prostaglandin-Bgnchronized goats is harmful for conception and
fertility rates. On the other hand, results suggleat the administration of a single exogenous
insulin dose can be a useful supporting tool farstaglandin F2 treatment, enhancing fertility

rates.
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Figure 1. Percentage of goats marked at mating accordingpeoinsulin group. Distribution of goat marked (n28) (Grey mark) and
cumulative percentage of goats marked/exposed3(t) £Dark mark), according to the time (hours) freecond PG£ dose PP < 0.05.

Insulin | Group: received one dose of insulin (O/XgBW/day) at Day 0
Insulin 1l Group: received three doses of insUllp2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6
Insulin IV Group: received four doses of insulin2(0l/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9

* Day 0: second PGR2administration.
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Figure 2. Mean cumulative changes of insulin and progesteltevels according to the days from second B@ése in pregnant goats (n = 12)
treated with single or repeated administrationnstilin. Data from No-Pregnant group are referie@nimals (n = 5) with gestation failure

detected at 30 days of pregnancy. Values are givereans + SEM.

Insulin | Group: received one dose of insulin (O/XgBW/day) at Day 0

Insulin 1l Group: received three doses of insuWlih2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6
Insulin IV Group: received four doses of insulin2(0l/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9
* Day 0: second PGR2administration.
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Table 1.Conception rate (%) and conceptus rate (n) frorfo3D days of gestation in goats treated withlsiog repeated doses of insulin. Values

of conceptus rate are given in mearnSEM.

30 days of gestation 45 days of gestation

60 dagsstation Insulin

Parameters | M WV | M IV

I [l v

Conception
rate  85.71(6/7) 63.64(7/11) 60.00(6/10) 85.71(6/7) 63.64(7/11) 50.00(5/10)
Conceptus

rate - - - 1.71+0.18 0.91+0.16 0.80+0.20

85.71(6/7) 45.45(5/11) 50.00(5/10) **

1.71+0.18 0.73+0.19 0.80+0.20 **

NS, not significant; *P < 0.05; **P < 0.01.

Insulin | Group: received one dose of insulin (O/XdgBW/day) at Day 0O
Insulin 1l Group: received three doses of insulih2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6
Insulin IV Group: received four doses of insulin20l/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9

* Day 0: second PGR2administration.
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Table 2.Placenta and fetus traits from 30 to 60 days ofagies in goats treated with single or repeatecedad insulin. Values are given in means *

SEM.

30 days of gestation 45 days of gestation 60 dagestation

Parameters Insulin
(cm) I " v I " v I 1l v

Placentome 0.89 £0.02 0.62+0.06 0.57+0.06 1.35+0.05 1.21+0.05 125+0.03 243+0.13 245+0.25 217+0.18 *

Vesicle 3.85+0.33 4.23+0.41 3.49+037 6.99+0.29 6.93+0.28 6.22+0.40 - - -
Fetus length - - - 432+0.17 4.04+0.17 4.44+0.14 9.26+0.38 8.62+054 7.91+055 NS
BPD - - - 1.32+0.05 147+0.06 1.42+0.07 241+0.07 240+0.09 2.23+0.14 NS

NS, not significant; *P < 0.05; **P < 0.01.

Insulin | Group: received one dose of insulin (O/XgBW/day) at Day 0
Insulin 1l Group: received three doses of insuli2UI/KgBW/day each) at Days 0, 3 and 6
Insulin 1V Group: received four doses of insulin20l/KgBW/day each) at Days 0, 3, 6 and 9

* Day 0: second PGR2administration.
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Effect of single or repeated insulin administratiors before and after mating on litter size in
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Gongalves, A.A. Aradjo, D.I.A. Teixeira, D. Rondina

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Veterinkdasa|dade de Veterinaria, Universidade

Estadual do Ceara, Fortaleza, Brasil.

Resumo

Em caprinos, dados a respeito do papel da insslime a prolificidade ainda sado bastante
escassos. Assim, 0 presente estudo teve como wvabjetvestigar e comparar os efeitos de
administragdes simples e repetidas de insulinaesabprolificidade de cabras da raca Anglo-
Nubiana. Trinta e uma cabras desta raca tiveranstm esincronizado por meio de duas
administracées de 100 pg de cloprostenol, intedaalgpor 11 dias. ApGs a sincronizagéo, dois
bodes foram introduzidos junto as fémeas paraleaedo das montas naturais. Nesse periodo,
todas as cabras receberam administracbes de msuimomana de longa duracéo
(0,2Ul/kgPV/dia): as fémeas do primeiro grupo (hé& = 10) foram submetidas & uma unica
administracdo de insulina, concomitante a seguptieagdo de cloprostenol (Dia 0); as cabras
do segundo grupo (Ins.Ill) (n = 11) receberam &y@gcacdes de insulina (Dia 0, Dia 3 e Dia 6) e
as cabras do terceiro grupo (Ins.lIV) (n = 10) forsmeitas a um total de quatro aplicagbes
(Dia 0, Dia 3, Dia 6 e Dia 9). A prolificidade apésparto foi similar entre grupos (P > 0,05),
sendo as médias para Ins.l, Ins.lll e Ins.1V, respamente, de 2,0 £0,4; 1,6 + 0,24 e 1,6 + 0,24.
Em conclusado, administracdes simples e repetidassdéna, antes e apds a monta natural, ndo

determinam efeitos distintos sobre a prolificidddecabras da raga Anglo-Nubiana.
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Introduction

In goats, as well as other ruminants, insulin iscracial key mediator for reproductive

performance, and is involved in the follicular deygnent, steroidogenesis, oocyte maturation
and embryo development processes (1). Recent streperted increasing ovulation rate (1) and
viable embryo production in superovulated goats t{@ated with repeated doses of insulin.
Moreover, several authors working with cattle swggthat insulin contributes to a better
conception rate and to the enhancement of prat§icg,4). However, there is no scientific

information available in goats. Thus, the aim aé tbtudy was investigate the effect of insulin

administration on litter size in Anglo-Nubian gaats

Materials and Methods

Thirty-one Anglo-Nubian goats with similar live vghit (32.25 = 0.77 kg; P > 0.05) and age
(27.9 £ 0.98 months; P > 0.05) (mean + SEM) hadr thstrus synchronized by two i.m.
administrations of 100 pg cloprostenol, 11 daysrtapewenty-four hours after the second
injection, two fertile Anglo-Nubian bucks were mikwvith the goats to detect estrus and mating.
In this period, animals were treated subcutaneouslth human long acting insulin
(0.2IU/kgBW/day). Animals from the first group (s (n = 10) were submitted to a unique
insulin administration at second cloprostenol it (Day 0). In second group (Ins.1ll) (n = 11),
females received three insulin administrations (Daay 3 and Day 6), while the goats of third
group (Ins.IV) (n = 10) were treated with four iieudoses (Day 0, Day, 3, Day 6 and Day 9).
Immediately after kidding, litter size (litter siam that gave birth), type of parturition (simple
or multiple) and weight at birth were recorded. Allimals were maintained in similar feeding
and management conditions. The Insulin effect waalyaed by the SAS GLM procedure.
Comparison between Insulin means was performedéybluncan test and between sexes by

test. Values were expressed as mean + SEM.

Results and Discussion

Litter size was similar between groups (P > 0.0%)vang a mean respectively for Ins.l, Ins.llI
and Ins.IV of 2.0 £ 0.45, 1.6 + 0.24 and 1.6 + 0.2Zhese data are not in agreement to (3) that

working with cattle, verified that continuous el&@eas in plasma insulin rates are more
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important than the progesterone to the early embigxelopment and, consequently, to obtain
greater prolificacy rates. Other authors (4) regubiinh lactating dairy cows that IGF-I, positively

correlated to the plasma insulin rates, increas@sy survival and, thus, the prolificacy rates.
Our findings also show a similar proportion of nplk parturition type (P > 0.05) (mean 58.82 +
12.30%) and for the weight at birth between seganh group (P > 0.05) and among groups in
female kids (mean: 2.88 = 0.06 kg; P > 0.05). Hoavein the male kids Ins.I had a lower weight
at birth when compared to Ins.IV (2.77 + 0.53 kg 23 + 0.16 kg; P < 0.05). Based on our
results, it was concluded that single or repeatsdlin administrations before and after mating
did not affect the litter size in Anglo-Nubian geat
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8 CONCLUSOES GERAIS

Em cabras da raca Anglo-Nubiana, uma Unica admag&b de insulina antes da
monta natural promove melhores indices de sobmegi@éembrionaria, com maiores taxas de
concepgao.

A utilizacao de repetidas administracdes de inaudintes e apos a fecundacao induz
uma significativa reducdo na sobrevivéncia do cptmetaxa de concepcdo, tamanho do
placentoma e vesicula embrionéria/fetal.

A administracdo de uma Unica dose ou de repetiosssdde insulina, antes e apés a
monta natural, ndo afeta o tamanho do feto, a éregjé de partos multiplos e a prolificidade ao
parto.
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9 PERSPECTIVAS

Nossos resultados deixam a perspectiva de queubneseja utilizada em campo
como uma ferramenta eficaz para aumentar a fextiéidle cabras submetidas a sincronizagéo do
estro utilizando duas aplicacbes de prostaglane®aa Além disso, pesquisas adicionais devem
ser desenvolvidas a fim de verificar se a admenj§in de uma menor dose de insulina exdgena

produziria efeitos similares sobre a fertilidadecdbras sincronizadas por esse método.
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11 ANEXOS

FOTOS DO EXRIMENTO

Figura 1. Fazenda experimental Campo da Semente e suaagissl
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Figura 2. (A) Fémeas experimentais; (B) Bode experimenta);§Gde utilizando marcador
impregnado com tinta; (D) Deteccao de estro dagd&mE) FEmeas marcadas apds a monta

natural.



99

Figura 3. Procedimentoxcom as fémeas experimenta{®) Aplicacdo subcutéanea de
insulina; (B) Colheita de sangue para dosagens dmais; (C) Diagndstico de gestacéo

por ultra-sonografia transretal.
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Figura 4. Nascimento das crias ao término do experimento.



