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RESUMO

Durante seis meses, dez cabras mesticas de Saanen foram submetidas a subnutrigdo
(70% M). Ao final, cinco dessas cabras foram realimentadas durante seis semanas com
150% M. Todos os animais foram submetidos a um tratamento de sincronizagéo do
estro. A partir do inicio do estro, durante um periodo de 24 h, foram colhidas amostras
de sangue para mensuracOes de estradiol, AGNE e glicose. A ovulacédo foi verificada
por laparoscopia trés dias ap0s a remocdo das esponjas. Foram realizadas analises
histologicas com o intuito de determinar a densidade da populacdo folicular, o
crescimento folicular, bem como caracterizar a zona pelucida e teca interna. As perdas
de massa corporal foram 18,62 + 3,03% do peso inicial e nas cabras realimentadas a
recuperacdo do peso corporal foi de 90,63 + 3,56%. Os niveis de AGNE e de glicose
foram maiores nas cabras restritas. Cinglienta por cento das cabras subalimentadas e
todas as cabras realimentadas exibiram estro e ovulacdo. Uma relacéo significativa foi
verificada entre a perda de peso e o intervalo entre a remocdo das esponjas e inicio do
estro (R = 0.91) ou taxa de ovulacdo (R = 0,70). No grupo realimentado a taxa de
ovulacéo foi relacionada com a quantidade de estradiol (R = 0,99). Foi verificada uma
concentracdo superior de foliculos primordiais e de foliculos atrésicos nas cabras apds
o periodo de restricdo alimentar, além de um ndmero estatisticamente superior na
densidade de células da granulosa nas classes foliculares para 0s animais
realimentados. Coletivamente os resultados mostraram que um curto periodo de

realimentacdo restabeleceu a funcé@o ovariana em cabras subnutridas cronicamente.
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1. INTRODUCAO

Os caprinos sdo tdo numerosos quanto importantes do ponto de vista
econémico e social em varios paises tropicais. Atualmente, existem aproximadamente
9,5 milhdes de caprinos no Brasil, e deste total 93,2% estdo presentes na regido
Nordeste, a qual é caracterizada por um clima semi-arido (IBGE, 2002). Uma boa
parte deste rebanho é composta de animais oriundos de racas locais ou sem raga
definida (SRD), os quais sdo caracterizados por uma elevada adaptabilidade as
condicbes ambientais, porém apresentam baixas taxas de produtividade (Oliveira e
Lima, 1994). Contudo, com o objetivo de elevar a produtividade dos rebanhos
caprinos, especialmente para a producdo de leite, criadores tém utilizado ragas
importadas, como por exemplo a Saanen, as quais s80 mantidas em sua pureza
genetica ou usadas para cruzamentos com racas locais ou com animais SRD.

Em baixas latitudes (<25°), as populagdes nativas de muitas espécies, entre as
quais 0s caprinos, em auséncia de influéncias significativas ou de inibicbes
fotoperiodicas (anestro estacional), submetem seu desempenho reprodutivo aos fatores
sociais e nutricionais (Walkden-Brown e Restall, 1996). E possivel ainda nesses
ambientes testar os niveis de influéncia da nutricdo sobre a reproducdo sem a
interferéncia de outros fatores.

Nestas condi¢cdes 0 uso de tratamentos hormonais para a sincronizacdo do
estro e da ovulacdo fica subordinado a disponibilidade de suplementacdo ou a
condicdo corporal da fémea. Em cabras, também € conhecido que o sucesso do

tratamento de sincronizagdo do estro pode ser afetado pela severa restricdo alimentar
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aplicada por curto (Mani et al., 1992; Mani et al., 1996) ou médio prazo (Kusina et al.,
2001).

Contudo, em areas tropicais como o Nordeste do Brasil, os efeitos nutricionais
sobre a eficiéncia reprodutiva em caprinos sao pouco conhecidos. Assim, estudos no
que se refere a interacdo entre a nutricdo e reproducdo serdo de extrema importancia
para a exploragdo de caprinos.

Objetivando um melhor esclarecimento da importancia deste trabalho, seré
realizada uma reviséo de literatura abordando os seguintes aspectos: a a¢do da nutri¢do
sobre a fungéo ovariana (foliculogénese, taxa de ovulacdo e qualidade oocitaria), bem
como os efeitos da mesma no ambiente hormonal (LH, FSH, progesterona, estradiol e
insulina). Finalmente, serd apresentada a contribuicdo deste trabalho na forma de um
resumo expandido e dois artigos cientificos referentes ao estudo da nutricdo sobre a

funcdo ovariana em caprinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

GENERALIDADES

A atividade ovariana nos animais domésticos é influenciada pelos niveis
nutricionais em varios estadios dos processos reprodutivos. Uma restricdo dietética
diminui o crescimento e atrasa o inicio da puberdade em cordeiros (Foster, 1994). A
duracdo do periodo desde a parigdo até a primeira ovulacdo em vacas ¢é ditada pelas
interagdes entre consumo de nutrientes, mudanca de peso, além da condi¢éo corporal
do nascimento ao desmame (Jolly et al., 1995). A ocorréncia de desordens ovarianas
como a quiescéncia ovariana e cistos ovarianos estd associada com a condigédo
nutricional durante o inicio do periodo de lactacdo em vacas leiteiras (Richard et at.,
1989). Contudo, os mecanismos fisioldgicos para o controle nutricional da atividade
reprodutiva sdo conhecidos somente parcialmente nos animais domésticos.

O anestro nutricional tem sido induzido em vacas (Richards et al., 1989;
Richards et al., 1991) e porcas (Armstrong e Britt, 1987). Imakawa et al. (1986)
reportaram gue o0 anestro ocorreu em bovinos de corte 26,5 semanas apés o inicio de
uma dieta que fornecia metade dos requerimentos para manutencdo, e que a falta de
atividade luteal foi associada com 20% de perda de peso corporal. Da mesma forma,
Johnson et al. (1987) demonstraram que 40% do requerimento energético para vacas
leiteiras resultaram em 20% de perda de peso e anestro.

O anestro pode também ser causado por uma perda de peso nutricionalmente

induzida em vacas (Richards et al., 1989), ratas (Knuth e Friensen, 1983), hamster
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(Printz e Greenwald, 1970) e na mulher (Frish, 1983). Em pequenos ruminantes,
diversos estudos tém verificado os efeitos da restricdo alimentar por longo periodo no
metabolismo e no ambiente hormonal em ovelhas (Thomas et al., 1990; Kile et al.,
1991; Adam et al., 1997). Contudo, dados referentes aos mesmos parametros para

caprinos séo escassos.
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NUTRICAO E FUNCAO OVARIANA

NUTRICAO E FOLICULOGENESE

Foi verificado um envolvimento da nutricdo no processo de gametogénese
(Scaramuzzi e Murray,1994), bem como na selegéo folicular (Scaramuzzi et al., 1993).
Entretanto, atualmente, as contribuicBes cientificas nas especies domésticas e de
interesse zootécnico podem estar limitadas ao efeito nutricional como regulador ou
moderador no processo de foliculogénese (Rhind, 1992; Scaramuzzi e Murray, 1994;
Robinson, 1996). Em contrapartida, sabe-se que a disponibilidade de nutrientes € um
importante regulador da atividade reprodutiva. Em ovelhas, fatores nutricionais podem
afetar a reproducdo animal no hipotalamo e hipofise, ovario ou utero (O”"Callaghan e
Boland, 1999). As informac0Oes a tal respeito sdo mais importantes se sdo referentes
aos pequenos ruminantes, 0s quais sdo criados nos sistemas tradicionais mais
difundidos no mundo, que antevéem longos periodos do ano em condi¢des pobres de
pasto e de limitada oferta nutricional (Peters e Horst, 1981; Delgadillo e Malpaux,
1996; Walkden-Brown e Restall, 1996).

Doney et al. (1982), em um estudo com a raga ovina Scottish Blackface,
demonstraram como a taxa de ovulacdo é diretamente dependente das condicGes
corpéreas e do peso vivo, mesmo se em uma menor proporcdo. No entanto, as
diferencas na taxa de ovulacdo sdo consequéncias do processo de recrutamento
folicular (Cahill et al., 1979; Haresign, 1981; McNeilly et al., 1987; Zhenzhong et al.,

1989), bem como de sua taxa de desenvolvimento (Fletcher, 1974).
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Nos ovinos, o processo de desenvolvimento folicular, desde o0 momento de
ativacdo e crescimento do foliculo primordial até a ovulagdo, ocorre em um periodo
médio de seis meses (Cahill e Mauléon, 1980). Os ultimos estadios de crescimento
sdo, entretanto, muito rapidos; pois os foliculos em crescimento com cerca de 0,5 mm
de didmetro atingem 4 ou 5 mm de diametro em apenas 8 a 9 dias (Turnbull et al.,
1977). O efeito da nutricdo sobre o desenvolvimento folicular a partir de 0,5 mm de
didmetro foi descrito por Fletcher (1974), que observou uma reducdo na taxa de
ovulacdo em ovelhas expostas a desnutricéo.

A ovulacdo ocorre seguinte a um periodo bem definido de crescimento e
maturacdo do odcito. Durante os estadios iniciais, o crescimento folicular independe
de gonadotrofinas (Dufour et al., 1979); o suporte de FSH e LH ¢ requerido pelo
foliculo para continuar o processo ovulatorio e, por Gltimo permitir a retomada da
meiose e ovulacdo. A regulacdo dessas ondas de crescimento folicular e ovulagédo é
controlada pela interacdo entre as secrecOes hipofisarias de FSH e LH, e horménios de
origem ovariana, dentre os quais 0s mais relevantes sdo o estradiol, progesterona,
inibina, e fatores de crescimento, tais como fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1) e prostaglandina F2., de origem uterina (Rhind et al., 1989).

Dufour et al. (1979) e, sucessivamente, Cahill e Mauléon (1980) estimaram
em ovinos adultos, através da taxa mitotica das células da granulosa, em 70-80 dias
como sendo o tempo necessario ao desenvolvimento do foliculo secundéario (cerca de
90 um) até o seu recrutamento nas ondas do ciclo sexual. Turnbull et al. (1977) e

Cahill e Mauléon (1980), sempre trabalhando com animais adultos, estimaram em
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cerca de 40 dias como sendo o periodo de crescimento dos foliculos a partir da
formacéo do antro (190 um) até a ovulacéo.

Cahill e Mauléon (1980) ainda evidenciaram que a taxa de crescimento antes
da formacéo do antro, foi inferior aos sucessivos estadios (minimo de 120 dias), dados
confirmados por outros autores em trabalhos efetuados com ratos (Hirshfield, 1989) e
primatas (Gougeon, 1996). Dessa forma, sabe-se que os efeitos da nutricdo sobre a
foliculogénese inicial podem agir em um tempo menor, quando comparados ao tempo
de crescimento médio. Os estudos efetuados, sejam com ratos (Lintern-Moore e
Everitt, 1978; Lintern-Moore et al., 1981), com camundongos (Nelson et al., 1985),
com cordeiros recém-nascidos (Rondina et al., 2003), ou com cabras (Rondina, 1998),
demonstraram uma substancial mudanca no numero de foliculos primordiais em
experimentos conduzidos por menos de 100 dias.

Com relagdo a espécie caprina, estudos especificos foram conduzidos sobre o
efeito da condicdo nutricional na populacdo de foliculos ovarianos pré-antrais em
fémeas adultas SRD (Rondina, 1998). Em condicdes experimentais controladas, os
animais foram expostos a um periodo de desnutricdo, recriando assim, 0 estresse
nutricional em que sdo normalmente expostos durante a estagdo seca no ambiente
semi-arido do Nordeste brasileiro. Os resultados demonstraram como sdo complexas
as estratégias adaptativas dos animais na distribuicdo e no uso dos nutrientes na
foliculogénese. Os dados apresentados neste estudo mostram como a proliferacdo das
células da granulosa € mais ativa nos animais com 6timo regime nutricional, mas, em
contrapartida, os foliculos primordiais e de transicdo dos animais desnutridos, recebem

uma menor propor¢do de sinais de ativacdo e recrutamento, necessarios para que 0S
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foliculos possam progredir para os estadios sucessivos de desenvolvimento folicular.
Nos animais desnutridos, ha ainda a tendéncia de conservacdo da reserva folicular
primordial em baixo crescimento, que, ao contrario, esta depletada na presenca de uma
adequada oferta alimentar.

Um segundo tipo de légica adaptativa foi observada a partir da superacdo do
obstaculo de ativacdo, onde a velocidade de proliferacdo das células da granulosa na
fase mais evoluida de desenvolvimento folicular tende a coincidir com a fase na qual
0s animais normalmente estdo em boa condic¢do nutricional. Os animais desnutridos
sdo ainda capazes de administrar o fluxo nutricional em dois planos: limitando o
numero de foliculos que sdo ativados e que irdo requerer um posterior esforco
metabolico, e, paralelamente, destinando 0s nutrientes necessarios aos estadios
foliculares sucessivos mais exigentes do ponto de vista nutricional (Rondina, 1998).

Tais fenbmenos podem ser interpretados como uma verdadeira estratégia de
sobrevivéncia, ja parcialmente revelada em roedores expostos a um quadro de
desnutricdo (Lintern-Moore e Everitt, 1978; Lintern-Moore et al., 1981; Nelson et al.,
1985). A maior reserva folicular pode ser indicada como um mecanismo adaptativo,
como acontece nas espécies de grandes dimensdes que, em virtude de sua maior
longevidade, possuem um namero superior de foliculos e os utilizam com mais
consideracdo (Gosden e Telfer, 1987), ou como acontece nos ovinos nos periodos de

anestro estacional (Cahill et al., 1984).
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NUTRICAO E TAXA DE OVULACAOQO

A capacidade da nutricdo para alterar a taxa de ovulacdo e de paricdo de
ovelhas estd bem conhecida, onde um rapido aumento na condigdo corporal é
usualmente associado a um aumento na taxa de ovulacdo e no tamanho da cria (Coop,
1966). Alteragcdes na taxa de ovulacdo podem ser relatadas pela taxa de consumo de
glicose em animais oriundos de um elevado plano de nutricdo. Suplementos dietéticos
contendo altos niveis de energia e proteina demonstraram elevar a taxa de ovulagdo em
ovelhas (Downing et al., 1995a). Similarmente, aumentos na taxa de ovulagdo foram
reportados quando glicose foi infundida diretamente (Downing e Scaramuzzi, 1995b;
Willians et al., 1997). Portanto, isto € provavel que uma suplementacao energetica por
curto prazo esta envolvida diretamente no recrutamento folicular e talvez também no
crescimento folicular. Contudo, este efeito pode ser de curta duragdo quando o nivel
dietético é alterado.

A restricdo dietética tem sido demonstrada alterar caracteristicas do
crescimento folicular em novilhas (Murphy et al., 1991) e em ovelhas superovuladas
(‘Yaakub et al., 1997).

Embora a grande importancia dos caprinos nas zonas tropicais, existe uma
escassez de dados na literatura sobre a relagdo entre nutricdo e reproducdo. Durante a
Gltima década alguns trabalhos foram conduzidos em ambientes temperados utilizando
cabras tratadas homonalmente, focalizando os efeitos de alguns parametros
reprodutivos da subnutricdo aguda aplicada a curto prazo (Mani et al., 1992, Mani et

al., 1996). As evidéncias destes estudos mostraram claramente 0os mecanismos pela
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qual a nutricdo a curto prazo influencia na reproducdo de cabras. Porém, é bem
conhecido que em areas tropicais a maioria dos problemas reprodutivos é causada pela
limitada disponibilidade de alimentos por longos periodos. A tabela 1 resume 0s
principais resultados obtidos em poucos experimentos conduzidos nos trépicos e em
regido temperada.

Uma diminuig&o significativa no sucesso da sincronizagdo do estro (N°. de
fémeas em estro/tratadas) foi verificada quando o tratamento de restricdo severa (0,25
M) foi aplicado durante vinte dias a partir do dia da insercdo de esponjas impregnadas
com FGA e injecdo de PGF2, (Mani et al., 1996), ou por sessenta dias (0,5 M) antes
das injecdes repetidas de cloprostenol (Kusina et al., 2001). Neste experimento,
Kusina et al. (2001) ndo registraram diferencas na eficiéncia da sincronizacdo do estro
em cabras alimentadas com uma exigéncia de energia de manutencdo comparada com
cabras alimentadas com duas vezes da exigéncia de manutencdo. Estes resultados
parecem indicar que a resposta a subnutricdo por curtos ou medios periodos em cabras
tratadas hormonalmente € mais afetada pela intensidade da restricdo do que pela
duracdo do tratamento nutricional. Infelizmente nenhuma evidéncia dos dados foi

verificada para a suposi¢cdo de uma interacdo entre protocolos homonais e nutricao.
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Tabela 1. Resultados da restricdo nutricional em cabras com estro sincronizado:

comparagao entre estudos conduzidos em regides temperadas e tropicais.

Parametros Mani et al,. Mani et al., Kusina et al.,
1992 1996 2001

Local do experimento 56°N 3°W (estacao de cobricdo) 18°S 31°E

Niveis de alimentacdo 0,25 0,25 0,50

relativos a manutencao
Periodo de restricéo
alimentar

% Perda de peso corporal
Protocolo de
sincronizacgéo do estro
Cabras em estro

Inicio do estro

Taxa de ovulacéo

Fertilidade

Curto (20 dias)

11%

FGA + PGF2,

Nao afetou
Atrasou
Reduziu

Reduziu

Curto (20 dias)

14%

FGA + PGF2q

Reduziu

Nao afetou

Reduziu

NN

Médio (60 dias)

12%

Cloprostenol

Reduziu

Atrasou

Reduziu

Em regibes temperadas, cabras tratadas hormonalmente e submetidas a

subnutricdo severa por curto periodo comprometeram 0s seus picos pré-ovulatérios de

gonadotrofinas, mas a restricdo nutricional ndo interferiu nos niveis basais de FSH e

LH (Mani et al., 1996). Também a restricdo dietética influenciou negativamente as

concentracGes de progesterona em curtos (Mani et al., 1996) e médios periodos

(Rondina, 1998). Uma diminuicdo das concentracdes de progesterona pode ser uma
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consequéncia da auséncia de funcdo luteal usualmente precedida pela falha de
ovulacdo ou pela regressdao prematura do corpo lateo. A Figura 1 (acima) mostra
ambos os casos em cabras locais do Nordeste do Brasil apos trinta dias de restricdo
alimentar severa (0,5 M). No mesmo periodo de restricdo foi possivel observar fémeas
ndo estressadas com a funcdo luteal normal (Figura 1, abaixo). Grandes variagdes
individuais é freqlientemente reportada nos experimentos com cabras subnutridas e é
provavelmente associada a resisténcia nesta espécie (Rondina, 1998).

Como tambem para outros ruminantes (Boland et al., 2001, Diskin et al.,
2003), a relagdo entre nutricdo e ovulagdo em cabras é evidente e envolve efeitos
diretos e indiretos no recrutamento de folicular (Mani et al., 1996; Selvaraju et al.,
2003). Uma melhor resposta ovariana foi verificada em cabras bem nutridas quando
foi injetada insulina antes do tratamento de sincronizacdo e de superovulagéo
(Selvaraju et al., 2003).

Murphy et al. (1991) reportaram que novilhas submetidas a um baixo
consumo alimentar tém reduzido o tamanho e a persisténcia do foliculo dominante
comparado a animais submetidos a elevados planos energéticos. Uma restricdo
alimentar aguda (0,4 M) por cerca de doze dias diminui a taxa de crescimento e 0
maior diametro do foliculo dominante, bem como induz falha do foliculo dominante
para ovular apos lutedlise induzida com prostaglandina (Mackey et al., 1999). Varios
estudos tém demonstrado gque a alimentacédo lipidica alterou o padrdo de crescimento
de foliculos e este efeito € independente do consumo energético (Mattos et al., 2000).
A suplementacéo lipidica aumenta o nimero de foliculos (Beam e Butter, 1997; Lucy

et al., 1991), bem como o tamanho dos foliculos pré-ovulatorios (Lucy et al., 1990).
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Este tamanho folicular aumentado pode ter efeitos benéficos na qualidade do odcito
(Lonergan et al., 1994) e funcdo do corpo luteo (Mattos et al., 2000) resultando em

elevadas taxas de prenhez.
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Figura 1: Concentragbes de progesterona (Ps) (marcas pretas) e cortisol (marcas
brancas) em cabras locais do Nordeste do Brasil (3°S, 38°W) apds 30 dias de severa
restricdo alimentar (0,5 M) (acima e abaixo). Setas pretas indicam os dias que as

fémeas apresentaram estro. (Adaptado de Rondina, 1998).
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No caso de vacas superovuladas, Nolan et al. (1999) reportaram um aumento
no numero de foliculos apos estimulacdo com FSH exdgeno em vacas submetidas a
um baixo plano alimentar comparadas com vacas submetidas a um alto plano
alimentar. Esta diferenca na resposta deveu-se a um aumento no nimero de foliculos
de 7 para 10 mm que mudaram de tamanho quando mensurados durante o periodo do
pico de LH. Contudo, esta tendéncia ndo foi repetida quando as taxas de ovulagéo
foram verificadas apds a superovulacdo (Nolan et al., 1999). No caso de ovelhas
superovuladas com FSH, uma menor taxa de ovulacdo foi verificada em ovelhas
submetidas a dietas com a metade dos requerimentos energeticos para manutengéo
(Yaakub et al., 1997a). Em estudos posteriores, as taxas de ovulagdo de ovelhas
superovuladas em dietas similares, porém utilizando uma diferente preparacdo de
gonadotrofina ndo foram diferentes (Yaakub et al., 1997b). Desta maneira, fica claro
que o consumo dietético pode, sob determinadas condicdes, alterar as caracteristicas
de crescimento folicular. Contudo, o efeito do consumo alimentar no nimero de
foliculos em crescimento e na resposta a estimulacdo com dose fixa de FSH durante a
superovulacdo é pouco consistente e assim, torma-se mais dificil tracar conclusdes

precisas.

NUTRICAO E QUALIDADE OOCITARIA

Embora diferencas estruturais tivessem sido reportadas em odcitos oriundos
de novilhas superovuladas quando comparadas com novilhas ndo estimuladas (Assey

et al., 1994), poucos estudos relatam efeitos da nutricdo na qualidade oocitaria em
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detalhes. McEvoy et al. (1995) reportaram que uma alta proporcao de odcitos oriundos
de owvelhas submetidas a uma baixa dieta foram considerados vidveis quando
comparados com aqueles produzidos em ovelhas em uma alta dieta. Em outros estudos
foi determinado o efeito do consumo alimentar na morfologia de o6citos em ovelhas
utilizando microscopia eletronica (O’Callaghan et al., 2000). Mudancas estruturais no
grau de destacamento de granulos intercromatinas dentro do nucleo do o6cito foram
observados a partir de ovelhas superovuladas comparadas com o grupo controle.
Contudo, ndo foram verificadas diferencas na morfologia de oocitos colhidos a partir
de ovelhas submetidas a um baixo plano alimentar (0,5 M) comparados a um elevado
plano alimentar (2 M).

Em bovinos, 0 consumo energético restrito antes do abate aumenta o
subsequiente desenvolvimento in vitro de odcitos oriundos de pequenos foliculos
(McEvoy et al., 1997). Yaakub et al. (1997) estimularam novilhas com FSH e as
alimentaram com uma baixa (somente silagem) ou alta (silagem mais 6 Kg de
concentrado) dieta antes do abate. A taxa de clivagem foi aumentada, embora
diferencas nédo significativas fossem evidentes na taxa de formacdo in vitro de
blastocistos oriundos de odcitos colhidos de vacas com baixa dieta. O principal
problema com este tipo de experimento € a limitacdo no total do material disponivel de
um animal no abate. Outras pesquisas sugerem que a producéo in vitro de blastocistos
oriundos de odcitos colhidos durante varias semanas utilizando a técnica de ovum pick-
up, pode ser elevado pela restricdo do consumo alimentar de novilhas (Nolan et al.,
1998; Tabela 2). Isto sugere que a nutricdo pode afetar a qualidade do odcito antes da

ovulacao.
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Tabela 2: Efeito da quantidade da dieta no niamero médio (x E.P.) de foliculos, e taxa
de formagdo de blastocistos oriundos de odcitos colhidos transvaginalmente e
cultivados in vitro. As novilhas foram alimentadas a uma baixa (1 Kg/dia de

concentrado mais 3 Kg de feno) ou alta (7 Kg/dia de concentrado mais feno a vontade)

dieta diéria.

Tratamento alimentar Baixo Alto
Numero de novilhas 16 16
Numero total de colheitas 72 72

N° foliculos aspirados por colheita 6,4 + 0,4? 7,5+0,4°
N° o0citos recuperados por colheita 2,2+0,2 2,3+0,2
% de odcitos clivados (nimero) 73,0 (100/137)* 61,8 (97/157)°
% de blastocistos por odcito cultivado (n°) 24,1 (33/137)¢ 12,7 (20/157)¢

Mesma linha a,b P< 0,05; c,d P < 0,01.

Fonte: Nolan et al., 1998.

Kendrick et al. (1999) examinaram os efeitos do balanco energético e
intervalo pds-parto na qualidade de odcitos durante a lactacdo de vacas leiteiras. Vacas
alimentadas com dietas de alta energia tém menores foliculos do que vacas
alimentadas em dietas com baixa energia, porém vacas submetidas a dietas com
elevados niveis de energia produzem melhores odcitos de boa qualidade. Esses
resultados sugerem que a qualidade oocitaria € influenciada pelo consumo alimentar, e
o grau do efeito pode ser influenciado pelo periodo fisioldgico e pela lactacdo. Isto

ressalta a importancia de se evitar severas mudancas na dieta no periodo pré-cobricéo.
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NUTRICAO E CONTROLE HORMONAL DA FUNCAO OVARIANA

NUTRICAO E SECRECAO DE GONADOTROFINAS

A condicdo energética é geralmente considerada como o principal fator que
influencia o processo reprodutivo, com um baixo consumo energético prolongado
prejudicando a fertilidade. Em ovelhas, uma nutricdo deficiente, que resulta em menor
taxa de ovulacdo, esta associada com uma freqiiéncia diminuida do pulso de LH, sendo
provavelmente devido a inadequada secrecdo hipotalamica de GnRH (Rhind et al.,
1989). Em vacas, uma forte correlacdo entre o balanco energeético negativo na lactacéo
precoce e na retomada da ovulagdo pos-parto € evidente (Canfield e Butler, 1990). A
ovulacdo pode ndo ocorrer em animais com baixos niveis nutricionais, porém o
crescimento e atresia folicular podem ocorrer. Cada emergéncia de onda folicular sem
ovulacdo é freqlientemente evidente no poés-parto de vacas de corte em baixas
condigdes corporais (Stagg et al., 1995). A significancia pratica desta ocorréncia é um
alongamento do intervalo do parto a primeira ovulacdo, e frequentemente uma
extensdo no intervalo da paricdo a concepgdo. A restricdo alimentar por longo prazo
tem provocado o anestro em vacas (Rhodes et al., 1995), devido a insuficiente
circulacdo de LH (Rhodes et al., 1996). Esses efeitos, contudo, ndo sédo imediatamente
evidentes e a restricdo alimentar por varios meses pode ser necessaria para impedir o
crescimento folicular e ovulacéo.

Ao contrério da situacdo de monogastricos, efeitos de uma restricdo alimentar

por curto prazo nos niveis pulsateis de LH sdo mais dificeis de serem observados em
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ruminantes. Em ovelhas, uma restricdo do consumo alimentar resultou em mudancas
na secrecdo de LH (Abecia et al., 1995) ou uma pequena reducdo relativa na
freqliéncia do pulso de LH (Rhind et al., 1989a; Rhind et al., 1989b) quando as dietas
foram restringidas por aproximadamente 3 semanas. O FSH é essencial para o
crescimento folicular e ovulagdo (Findlay e Clarke, 1987). Ainda existe pouca
evidéncia de um efeito nutricional nas concentragdes plasmaticas de FSH. Contudo,
Mackey et al. (1997) demonstraram que a restricdo alimentar a curto prazo por
aproximadamente 40% dos requerimentos energéticos de manutencao elevou os niveis
de FSH em novilhas comparados com aqueles que receberam dietas com duas vezes
dos requerimentos para manutencdo. Esta tendéncia foi repetida em novilhas
ovariectomizadas submetidas a dietas semelhantes, sugerindo que os efeitos sdo
mediados, pelo menos em parte, pelas mudancas na hipéfise e ndo somente devido a
alteracbes nos efeitos de feedback de esterdides. Diversas linhas de evidéncias
sugerem que os efeitos nutricionais na reproducdo sdo modulados pela sequéncia
pulsatil da secrecdo de LH a qual é controlada por um pulso gerador do GnRH no
hipotdlamo (Schillo, 1992; Foster et al., 1998). Portanto, efeitos nutricionais na
secrecdo de gonadotrofinas sdo relativamente escassos a menos que a restricdo

alimentar persista por longos periodos de tempo.

NUTRICAO E PROGESTERONA

O consumo alimentar em ovelhas pode influenciar as concentracdes de

progesterona, com uma forte correlacdo negativa entre o consumo alimentar e
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concentracOes de progesterona (McEvoy et al., 1995; Rhind et al., 1989Db). Este efeito
do consumo alimentar na circulagdo de progesterona pode ser devido a um aumento na
taxa de catabolismo de progesterona e na circulacdo hepatica a elevados niveis
alimentares (Parr et al., 1993). A progesterona, através de seus efeitos de feedback,
pode afetar a freqliéncia do pulso de LH e tem também, atraves desse mecanismo, um
importante papel na maturacdo oocitaria e no desenvolvimento embrionario inicial
(Kleemann et al., 1994; McEvoy et al., 1995).

Na ovelha, uma alimentagdo a vontade reduz consistentemente as
concentragdes de progesterona comparada a uma alimentacao restrita (O’Callaghan et
al., 2000), mas os resultados em vacas indicam que este efeito € muito variavel.
Alimentacdo a vontade em novilhas aumentou (McCann e Hansel, 1986), diminuiu
(Villa-Godoy et al., 1990) ou néo teve efeito (Spitzer et al., 1978) nas concentracdes
de progesterona quando comparados com uma alimentacéo restrita. Baixos niveis de
progesterona pos-cobricdo pode reduzir a fertilidade (Larson et al., 1997). Contudo,
como os esteroides sdo seletivamente armazenados em gorduras, alguns regimes
alimentares que resultam na mobilizacdo de gordura pode resultar na liberacdo de
progesterona estocada. Isto pode ocorrer para alguns aumentos de progesterona
evidentes em animais submetidos a um baixo plano alimentar. Concentragbes de
progesterona e interferon-tau embrionario tém sido positivamente correlacionadas
(Mann et al., 1996). Portanto, pequenas mudangas nas concentracdes maternas de
progesterona durante o inicio do periodo de desenvolvimento embrionario podem
alterar a secrecdo deste agente anti-luteolitico e pode ser critico para a sobrevivéncia

embrionaria.
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Em ovelhas, uma alta alimentacdo, que reduziu as concentracGes de
progesterona na circulacdo, também reduziu as taxas de prenhez (Parr et al., 1987) e
diminuiu as taxa de desenvolvimento e viabilidade embrionaria (Creed et al., 1994).
Em vacas, Mann et al. (1996) reportaram que o periodo de elevacdo de progesterona
ap6s a ovulacdo é importante para o desenvolvimento do embrido. Esses autores
demonstraram que o aumento atrasado de progesterona foi associado a um baixo e
potencialmente menor nimero de embriGes viaveis no dia 16. Experimentos em
novilhas de corte demonstraram que o efeito prejudicial de uma reducdo aguda do
consumo energético imediatamente apos a inseminagdo na sobrevivéncia embrionaria,
falharam em encontrar uma associagdo entre a concentracdo precoce de progesterona
no ciclo estral e sobrevivéncia embrionaria (Dunne et al., 1999). Concentractes
periféricas de progesterona nos dias 0 e 1 apos o pico de LH sdo importantes para a
sobrevivéncia embrionaria em ovelhas (Ashworth et al., 1989). Isto presumivelmente
modifica a maturacdo folicular e a qualidade oocitaria. Contudo, outros estudos tém
sugerido que o efeito da progesterona no desenvolvimento embrionario esta agindo
primariamente através do efeito da progesterona no utero (Abecia et al., 1996; Lozano
et al., 1998). Concentracdes aumentadas de progesterona durante a fase luteal antes e
apos a cobricdo tém sido associadas com elevadas taxas de prenhez (Butler et al.,
1996). Todos esses resultados experimentais sdo baseados no estudo das concentragc6es
periféricas de progesterona. Contudo, experimentos estudando o efeito da nutricdo nas
concentragGes periféricas (jugular) e locais (veia ovariana e endométrio) de
progesterona pode ndo demonstrar algumas relacdes entre essas mensuragoes (Abecia

et al., 1997; Lozano et al., 1998). Portanto, o uso da concentracdo de progesterona na
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veia jugular somente como um indicador do efeito da nutricdo no desenvolvimento
embrionario pode ser empregado com cautela, pois a sobrevivéncia embrionaria pode
ser mais relatada as concentracdes de progesterona na veia ovariana e endométrio do

que a concentracdo na circulacéo.

NUTRICAO E ESTRADIOL

As concentragdes médias de estradiol no inicio da quiescéncia ovariana foram
menores do que as verificadas antes do inicio da restricdo alimentar. Esses resultados
sugerem que a quiescéncia ovariana nutricionalmente induzida (anestro) € originada
com a deficiéncia da secrecdo de estradiol inibindo o pico pre-ovulatério de LH. Foi
claramente demonstrado que a secrecdo de estradiol a partir de foliculos foi regulada
pela secrecdo pulsatil de LH durante a fase folicular em ovelhas (McMeilly et al.,
1984; Scaramuzzi et al., 1970; Turek e Campbell, 1979). Imakawa et al. (1986)
reportaram que o efeito supressivo da restricdo alimentar no ciclo estral foi
particularmente atribuido a diminuicdo na freqiiéncia dos picos de LH durante a fase
folicular do ciclo estral de vacas.

O IGF-1 e enormemente influenciado pelo status nutricional e tem sido
identificado estar envolvido na regulacdo da esteroidogénese e a expressdo de
receptores LH no ovario (Giudice, 1992). A disfuncdo dessas acGes hormonais e
metabolicas no ovario pode suprimir a secrecdo de estradiol na fase folicular sob

condicdes de restricdo alimentar.
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NUTRICAO, ESTEROIDES E INSULINA

Mudangas alimentares causam uma alteracdo imediata na cadeia do
metabolismo de agentes humorais. Os mais importantes desses, a partir de um ponto
de vista nutricional, sdo a glicose e insulina. Mudancgas na concentracdo de insulina
séo observadas pelas mudancas nas concentractes do fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1). Em um modelo experimental usando gréo de tremoco para elevar a
taxa de ovulacdo em ovelhas, Downing et al. (1995a) sugeriram que a elevada taxa de
ovulacéo resultou uma acéo ovariana direta do aumento da disponibilidade de glicose.
A infusdo direta (endovenosa) de glicose pode elevar as taxas de ovulacdo (Downing
et al.,, 1995b) e resulta em um aumento constante nas concentracGes de insulina.
Portanto, os efeitos nutricionais na taxa de ovulacdo de ovelhas séo especificamente
mediados através do fluxo de glicose mediado pela insulina. De fato existem ovelhas
que, quando colocadas em uma dieta com a metade dos seus requerimentos
energéticos de manutencao e ofertado um adicional de 1,5 vezes de seus requerimentos
energéticos como alimento ou em energia equivalente como uma infuséo intravenosa
de glicose, tiveram um aumento na taxa de ovulagdo similar ao de ovelhas com
adequada suplementacdo alimentar ou energética com uma infusdo de glicose
(Williams et al., 1997). Efeitos similares da dose glicogénica oral na taxa de ovulacédo
foi também reportado (Rodriguez Iglesios et al., 1996), embora a glicose fosse
somente diferente a partir dos animais controles para as primeiras seis horas ap6s o

tratamento.
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Esses resultados envolvem a glicose no controle da fungéo ovariana, visto que
a mesma é minuciosamente regulada pela insulina, e que também sugere um papel
para a insulina como um mediador do fluxo de glicose no mecanismo de efeitos
nutricionais no crescimento folicular, pelo menos em ovelhas. Contudo, a infusédo
constante de insulina pode reduzir a secrecdo de LH (Downing e Scaramuzzi, 1997) e
isto envolve a insulina e, em particular, o balanco entre a insulina e glicose na

regulacdo da funcdo hipotalamica-hipofiséria.
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente existem 767.930.400 caprinos no mundo (FAO, 2003). Cerca de
9,5 milhdes de caprinos compdem o rebanho nacional, e deste total 93,2% estéo
presentes na regido Nordeste (IBGE, 2002).

Os caprinos sd@0 uma espécie de elevada importancia econémica para a
producéo de carne, leite e de pele em diversos paises do mundo. Entretanto, apesar do
seu reconhecido valor, ha uma escassez de dados da literatura sobre os efeitos da
nutricdo sobre a reproducdo desses animais. No que concerne a fisiologia da
reproducdo e aos seus mecanismos endocrinos, a literatura existente € essencialmente
voltada a espécie ovina.

Tendo em vista a tendéncia do crescimento da exploracdo intensiva de
caprinos, torna-se imprescindivel o conhecimento dos fatores que controlam a
eficiéncia reprodutiva desses animais.

Geralmente, a literatura existente sobre a espécie caprina esta focalizada
apenas sobre alguns aspectos da reproducéo. Os dados publicados sobre a relacdo entre
nutricdo e reproducdo envolvem animais com diferentes estados metabdlicos
(geralmente ndo definidos) e, como consequéncia, apresentam dificuldades quando sdo
analisados em comparacdes posteriores (Scaramuzzi e Murray, 1994).

A influéncia do estado nutricional na funcdo ovariana pode ser de grande

importancia na utilizacdo das biotécnicas reprodutivas, tais como o isolamento
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folicular, a maturacédo e fecundacdo in vitro, técnicas estas utilizadas com o objetivo de
produzir embrides em projetos de melhoramento genético ou na formacgéo de bancos

de germoplasma.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

Considerando-se que no Nordeste brasileiro é caracterizado por variacGes de
oferta alimentar de acordo com dois periodos bem definidos (chuvoso e seco) os quais

condicionam a exploracdo caprina nesta regido, formulou-se a seguinte hipotese:

Em condi¢Ges experimentais controladas o efeito da subnutricdo e da

posterior realimentacdo pode afetar a fungdo ovariana em caprinos.
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5. OBJETIVOS

Esta dissertacdo foi dividida em trés capitulos e os objetivos geral e especificos

estao descritos abaixo.

Geral
Verificar a influéncia da subnutricdo e da realimentacdo sobre a funcéo

ovariana de cabras exploradas no Nordeste do Brasil.

Especificos
= Comparar a atividade estral de cabras adultas mesticas de Saanen x SRD

submetidas a subnutricéo e realimentacédo exploradas no Nordeste do Brasil;

= Verificar a resposta ao tratamento de sincronizacao do estro (ocorréncia e taxa de

ovulacdo) em caprinos submetidos a uma subnutri¢do crénica e realimentacao;

= Verificar o desenvolvimento folicular ovariano em animais subnutridos e
realimentados.

A sequir, sera apresentada a contribuicdo deste trabalho na forma de trés

capitulos os quais referem-se a um resumo expandido (publicado em periddico

nacional) e a dois artigos completos (o primeiro aceito e o segundo em fase final de

redacao).

39



6. CAPITULO 1

COMPORTAMENTO ESTRAL EM CABRAS MESTICAS DE

SAANEN SUBMETIDAS A SUBNUTRICAO CRONICA

(Estrous behavior in crossbred Saanen goat submitted to long-term

undernutrition)

Revista Brasileira de Reproducao Animal 27: 256-258, 2003
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Comportamento estral em cabras mesticas de Saanen submetidas a

subnutricdo croénica

Paula N.R.O.%, Lopes Junior E.S. 1, Teixeira D.ILA. %, Lima Verde J.B.*, Camara.C.L?%,

Galeati G.2, Freitas V.J.F. 1, Rondina D! *.

1 Faculdade de Veterinaria, Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza, Ceard, Brasil

2 Facolta di Veterinaria, Universita di Bolonha, Bolonha, Italia

Resumo

O objetivo deste trabalho foi comparar a atividade estral de cabras adultas mesticas de
Saanen x SRD criadas no Nordeste do Brasil. Para tanto, 15 mesticas Saanen x SRD
foram distribuidas em trés tratamentos nutricionais : alto (A), baixo (B) e baixo + alto
(BA). Foram anotados o peso corporal (PC), nimero de ciclos estrais e duracdo do
ciclo. Embora as médias de PC nos grupos B e BA foi estatisticamente similar, a maior
perda de peso foi observada no grupo B (22,82% do PC inicial). As médias de PC
indicaram um efeito significativo do tratamento nutricional sobre o desempenho in
vivo (P < 0,05). A deficiéncia nutricional aumentou a porcentagem de ciclos longos e
curtos nos grupos B e BA. A duracgédo do ciclo foi estatisticamente similar (P > 0,05),
enquanto a duracdo do estro no grupo BA foi inferior ao grupo A e ao grupo B. Em
conclusdo, cabras sub-nutridas tem seu desempenho diminuido bem como apresentam
alteracGes no comportamento estral.

Palavras-chaves: cabra, nutri¢do, reproducao
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Introducéo

O ambiente, particularmente a nutricdo € a chave fundamental da funcéo
reprodutiva em ruminantes. A influéncia de nutricdo pode ter efeitos deletérios no
tamanho da ninhada sendo este um importante componente de produtividade na
exploracdo comercial. Porém os efeitos nutricionais na eficiéncia reprodutiva de
cabras sdo pouco compreendidos. Além disso, em &reas tropicais como o Nordeste do
Brasil, estudos relativos a interacdo entre nutricdo e reproducdo em caprinos sao
bastante limitados. Varios autores (Simplicio, 1985; Chemineau, 1986; Cerbito et al.,
1995) verificaram que a precipitacdo e a subsequente disponibilidade de forragem
podem causar efeitos prejudiciais na atividade ovulatéria e estral em caprinos criados
em condicdo de extensivas. Também a atividade estral de cabras pode ser alterada pelo
ambiente em sistema intensivo (Lopes Janior et al., 2001). O objetivo deste trabalho
foi comparar a atividade estral de cabras adultas mesticas de Saanen, criadas em area

tropical do Nordeste do Brasil.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no setor de Caprino e ovinocultura da
Universidade Estadual do Ceara. Para este estudo, quinze cabras mesticas Saanen x
SRD foram usadas. Todas as cabras eram adultas e ndo prenhes. Elas possuiam idade e
peso iniciais semelhantes (Tabela 1). Durante seis meses as cabras receberam capim

elefante a vontade e concentrado para fornecer 200 e 70% dos requerimentos
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energeticos e protéicos de manutencdo do peso vivo, para os grupos Alto e Baixo,
respectivamente (NRC, 1981). Finalmente o grupo de BA foi submetido a uma
realimentacdo (1,5 M) durante 6 semanas. Um bode foi introduzido duas vezes diarias
(09:00 e 16:00 h) na baia para detectar o comportamento de estro. A imobilizacdo da
fémea quando montada pelo macho foi considerada o sinal de ocorréncia de estro
(Mauleon e Dauzier, 1965). Os ciclos estrais foram classificados de acordo com
Chemineau et al. (1982). O estro das cabras foi sincronizado com esponjas vaginais
impregnadas com 45 mg de FGA (Chrono-gest, Intervet, Franga) durante 11 dias.
Todas as cabras também receberam injecdes de intramusculares de 300 Ul de eCG
(Novormon, Tecnopec, Argentina) e 50 ug de cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brasil)
48 h antes de remocdao das esponjas. Todos os dados foram analisados usando SAS. O
efeito do grupo (Alto, Baixo, Baixo+Alto) foi analisado através de procedimento de
GLM. A comparacdo entre as medias dos grupos nutricionais foi executada através de
teste de Duncan. As diferencas entre a proporcdo ou o numero de ciclos estrais foi
analisado através do Qui-quadrado. Os dados foram expressos como média + E.P. e as

diferencas foram estatisticamente significantes a P<0,05.

Resultados e Discussao

As medias de peso corporal (PC) indicaram um efeito significante do
tratamento nutricional no peso corporal dos grupos (Tabela 3, P <0,05). Embora as
médias de PC nos grupos B e BA foram estatisticamente semelhantes, a maior perda

de peso foi registrada no grupo B (22,82% do PC inicial). Neste grupo 50% das cabras
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ndo apresentaram estro ap0s a remocdo das esponjas. Em contraste, no grupo A todos
0s animais exibiram estro. Também o namero de ciclos normais registrados nos grupos
B e BA durante o experimento foi semelhante ao grupo A (8 vs 9, P > 0,05). Estes
dados confirmaram o efeito da subnutricdo estando dentro dos resultados relatados por
Rondina (1998) em cabras subnutridas. N&o obstante, no grupo BA a interacdo entre
administracdo de gonadotrofina e o tratamento de flushing aplicado nas ultimas seis
semanas produziu uma resposta de estro em todos os animais apds a sincronizagao.

Relativo a proporcdo de ciclos (Fig. 2) registrados durante o experimento, a
deficiéncia nutricional apresentou um aumento na porcentagem de ciclos anormais nos
grupos B e BA. Chemineau (1986) que trabalhou com cabras em Guadalupe
demonstrou que uma baixa oferta de alimentos causa uma alteracdo na duracdo do
ciclo.

As caracteristicas de ciclo normal estéo relatadas na Tabela 4. O comprimento
do ciclo foi estatisticamente semelhante (P > 0,05), enquanto a duracdo de estro no
grupo B foi menor que nos grupos A e BA. As médias de comprimento do estro no
grupo A e BA estédo de acordo com Foote et al. (1986), Camp et al. (1983) e Simplicio

et al. (1982).
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Figura 2: Proporgdo de ciclos estrais em cabras submetidas a diferentes planos

nutricionais (A: alto, B: baixo, BA: baixo+alto).

Tabela 3: Média (+ E.P.) do peso corporal inicial e final (Kg) de cabras submetidas a

diferentes planos nutricionais.

Grupo Inicio Final

Alto 26,30 £1,79 28,46" 2,45
Baixo 22,22 +2,87 17,158 +2,62
Baixo/Alto 22,72 +£1,81 20,788 +1,15

ABC P < 0,05, comparagdo entre grupos.

Em conclusdo, as cabras submetidas a subnutricdo mostraram um

desempenho insuficiente in vivo bem como anormalidades no comportamento estral.
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Tabela 4: Média (x E.P.) do ciclo estral e duracdo do estro, segundo o plano

nutricional.

Grupo Ciclo (dias) Estro (h)
Alto 20,44 £0,77 48,00" +8,71
Baixo 21,33 +0,33 16,008 +4,00
Baixo/Alto 21,60 +1,08 43,20* +10,46

ABC P <0.05, comparagdo entre grupos.
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7. CAPITULO 2

RESPOSTA AO TRATAMENTO PROGESTAGENO-eCG-
CLOPROSTENOL EM CABRAS SUBMETIDAS A
RESTRICAO ALIMENTAR POR LONGO PERIODO E

REALIMENTADAS

(Responsiveness to Progestagen-eCG-Cloprostenol Treatment in Goat Food

Restricted for Long Period and Refed)

Reproduction in Domestic Animals (Aceito para publicacéo)
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Resposta ao tratamento Progestageno-eCG-Cloprostenol em cabras

submetidas a restricdo alimentar por longo periodo e realimentadas
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Resumo

Durante seis meses, dez cabras mesticas de Saanen foram submetidas a subnutricédo
(70% de manutencéo), ao final cinco dessas cabras foram realimentadas durante seis
semanas com 150% de manutencdo. Em todos os animais o estro foi sincronizado
utilizando esponjas vaginais impregnadas com 45 mg de FGA por 11 dias, 300 Ul de
eCG e 50 ug de cloprostenol 48 h antes de remocéo das esponjas. A partir do inicio do
estro, durante um periodo de 24 h, foram colhidas amostras de sangue para
mensuracOes de estradiol e AGNE. A ovulacdo foi verificada através de laparoscopia
trés dias apds a remocdo das esponjas. A perda de massa corporal foi de 18,62 +
3,03% do peso inicial e nas cabras realimentadas a recuperacao do peso corporal foi de
90,63 + 3,56%. Os niveis de AGNE foram maiores nas cabras com alimentacéo restrita
(P <0,05). Cinquenta por cento das cabras subalimentadas (2/4) e todas as cabras
realimentadas (4/4) exibiram estro e ovulagdo. Uma relacdo significativa (P <0,05) foi

verificada entre a perda de peso e o intervalo entre a remo¢do das esponjas e inicio do
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estro (R =0.91) ou taxa de ovulagéo (R = 0,70). Somente no grupo realimentado a taxa
de ovulacdo foi relacionada com a quantidade de estradiol (R = 0,99) (P <0,05).
Coletivamente o0s resultados mostraram que um curto periodo de aumento na
alimentacdo restabeleceu a resposta de sincronizagdo do estro em cabras subnutridas
cronicamente.

Palavras-chave: cabras, nutricdo, reproducao, sincronizacéo do estro

Introducéo

A nutricdo é uma chave fundamental para o controle de eficiéncia reprodutiva
em cabras. Em muitas regifes aridas e tropicais como o Nordeste do Brasil, a oferta de
alimentos é escassa por longos periodos do ano e é a causa principal da estacionalidade
reprodutiva em cabras (Walkden-Brown e Restall 1996). Nestas areas o uso de
tratamento hormonal para a sincronizacdo do estro e da ovulacdo é subordinado a
disponibilidade de suplementacdo ou a condicdo corporal das fémeas. Em cabras, 0
sucesso dos tratamentos de sincronizacao do estro foi afetado por uma severa restricdo
alimentar a curto (Mani et al., 1992; Mani et al., 1996) ou a médio (Kusina et al.,
2001) prazo. No entanto, estudos sobre os efeitos de periodos prolongados de restri¢éo
alimentar no tratamento de sincronizagao Sao escassos.

O objetivo deste estudo foi verificar a resposta do tratamento de sincronizacgao

do estro em cabras submetidas a subnutricdo crénica e realimentadas.
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Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Ceara localizada a
3°43" S e 38°30" W. Para este estudo foram utilizadas dez cabras Saanen x local,
ciclicas, com semelhantes (média £ E.P.) peso vivo (22,60 + 1,58 kg) e idade (1,8 =
0,19 anos). As cabras foram agrupadas em duas baias (n = 5) e receberam capim
picado com livre acesso a &gua e sal mineral. Durante seis meses, todas as cabras
receberam capim elefante mais concentrado para manter 70% dos requerimentos
energéticos e protéicos de manutencdo do peso vivo (0,7 M: AFRC, 1998).
Finalmente, cinco cabras escolhidas aleatoriamente foram realimentadas (1,5 M)
durante seis semanas. Ao término de cada tratamento nutricional o estro foi
sincronizado usando esponjas vaginais com 45mg FGA (Chrono-gest, Intervet,
Franca) por 11 dias e inje¢des intramusculares de 300 IU de eCG (Novormon, Syntex,
Argentina) e 50 ug de cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brasil), 48 h antes de retirada das
esponjas.

A partir do inicio do estro, durante 24 h a intervalos de 2 h, foram colhidas
amostras de sangue em tubos heparinizados, através de venopuncdo da jugular. A
partir do plasma, o 17 B-estradiol foi mensurado como descrito por Tamanini et al.
(1985) e os acidos graxos nao esterificados (AGNE) através de Kkits comerciais
(Boehringer Mannheim, Mil&o, Italia). A ocorréncia de ovulacdo foi verificada atraves
de laparoscopia (Oldham e Lindsay, 1980) realizada 72 h ap6s a remocdo das
esponjas. O efeito de nutricdo (restricdo alimentar, realimentacdo) foi analisado pelo

procedimento GLM do SAS (SAS, Inc., EUA). A comparacdo entre as médias do
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tratamento nutricional foi realizada pelo teste de t. As diferencas entre as proporcoes
ou numeros foram analisadas através do teste do Qui-Quadrado. As correlagbes foram
analisadas utilizando o teste de Pearson. Os valores foram expressos como média +

E.P.

Resultados

Durante o periodo de subnutricdo, morreu um animal e outro foi descartado
devido a uma infeccdo reprodutiva. Apos seis meses de subnutricdo, a perda de peso
dos animais (n = 8) foi de 18,62 * 3,03% do peso corporal inicial. Apds seis semanas
de suplementacdo alimentar, a média da recuperacdo do peso corporal foi de 90,63 +
3,56%. Os niveis de AGNE mensurados no inicio do estro (Fig. 3) foram maiores nas
cabras subnutridas (P<0,05). Neste grupo, 50% das cabras (2/4) nao exibiram estro ou
ovulacdo apds o tratamento de sincronizagédo de estro (Fig. 4). Ao contrario, todas as
cabras realimentadas (4/4) apresentaram estro e ovulacdo. O intervalo entre a remocéo
das esponjas e estro, como também a taxa de ovulacdo, foram correlacionadas com a
perda de peso (Fig. 4) (R = 0,91, P<0,05 e R = 0,70, P<0,05, respectivamente). A taxa
de ovulacdo foi duas vezes maior nas cabras realimentadas em comparagdo com as
cabras subnutridas (3,00 + 0,71 vs. 1,25 + 0,75). Os niveis de estradiol detectados nos
grupos estdo apresentados na Figura 5. Uma correlagcdo entre a taxa de ovulagédo e a
guantidade total de estradiol somente foi verificada nas cabras realimentadas (R =

0,99, P<0,05).
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Discussao

Este estudo demonstrou que a subnutricdo crénica tem um efeito prejudicial
na resposta a sincronizacdo do estro em cabras e que uma curta realimentacdo pode
restabelecer a resposta das mesmas.

Foi verificado que a restricdo alimentar cronica afetou negativamente a
ocorréncia de estro, o intervalo remocdo das esponjas e inicio do estro, bem como a
taxa de ovulagcdo. A subnutricio moderada a longo prazo reduziu a resposta a
sincronizagdo do estro, semelhante ao reportado em cabras com alimentagéo restrita
por curto (Mani et al., 1994; Mani et al., 1996) ou médio (Kusina et al,. 2001) prazo
antes do tratamento hormonal.

Resultados mostraram que o intervalo entre remocao das esponjas ao inicio do
estro e a taxa de ovulacdo tendeu a mostrar uma dependéncia da quantidade de massa
corporal perdida durante a subnutricdo. Uma relacdo positiva entre o peso corporal € a
quiescéncia ovariana (auséncia de estro e ovulacdo), induzidos através da restricdo
alimentar, foi demonstrada por Tanaka et al., (2003) em cabras Shiba. Estes autores,
apoiados em observacBes prévias (Tanaka et al., 2002), sugerem que a quiescéncia
ovariana induzida nutricionalmente inicia-se com a deficiéncia da secrecdo de
estradiol, a qual inibe o pico pré-ovulatério de LH.

O balanco enérgico € um sinal metabolico particularmente eficiente para a
fase final de maturacdo de foliculo ovariano e assim para inducdo do estro e ovulacao
em ruminantes (Boland, 2001). Mani et al., (1996) reportaram em cabras, apds

sincronizacdo de estro, que a restricdo nutricional alterou o pico pré-ovulatorio de LH.
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Em cabras da raca Mashona, sincronizadas com injecdes repetidas de cloprostenol,
Kusina et al. (2001) reportaram uma diminui¢do no estro sucessivo e na fertilidade do
grupo restrito (0,5 M) comparado as cabras alimentadas com dieta a regime de
manutencao.

Em nosso estudo, o protocolo de realimentacéo adotado foi suficiente para a
recuperacdo da massa corporal perdida durante a subnutricdo cronica e aumentou o
numero de cabras em estro. Nestes animais a taxa de ovulagéo e a secrecdo de estradiol
aumentaram, o que foi provavelmente devido a uma agdo combinada do suplemento de
energia e administracdo de gonadotrofina.

Uma vantagem reciproca produzida pela associacéo entre melhorias alimentar
e tratamento gonadotroficos foi reportada por O Callaghan et al. (2000) em ovelhas
sincronizadas mantidas a diferentes niveis de consumo alimentar. Neste estudo, as
ovelhas estimuladas com pFSH mostraram um maior nimero de grandes foliculos (> 3
mm) do que ovelhas ndo estimuladas. Em cabras superovuladas, Selvaraju et al.
(2003) mostraram um aumento significativo na taxa de ovulacdo quando foi injetada
insulina antes da sincronizacao do estro.

A realimentacdo ou flushing esta associada com um aumento de insulina e
IGF-1, que restabelecem a taxa de ovulagdo e aumentam a secrecdo de estradiol. Em
bovinos, baixas concentracfes plasmaticas de insulina podem reduzir a producdo de
estradiol e comprometer a habilidade dos foliculos em adquirir receptores de LH
(Diskin et al., 2003). A capacidade do estradiol em induzir o pico pré-ovulatorio de

LH também ¢ influenciada pelo status nutricional no pés-parto de vacas. Echternkamp
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et al. (1982) verificaram que o estradiol induziu o pico de LH em vacas subnutridas
mais tardiamente e com menores amplitudes do que em vacas bem alimentadas.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, uma perspectiva préatica foi
introduzida para controlar a estacdo de cobricdo em areas tropicais caracterizadas por
um longo periodo de escassez de alimentos. Tratamentos hormonais sdo utilizados
para sincronizar o estro e assim facilitar a rotina de inseminacdo artificial em
programas de melhoramento genético para melhorar a produtividade dos rebanhos
caprinos. E aconselhavel prover uma suplementacdo alimentar antes do tratamento
com eCG-progestageno para induzir a ovulacdo e reparar o dano produzido pela
subnutricdo crénica em cabras. Contudo pesquisas adicionais devem verificar a

fertilidade de cabras submetidas aos mesmos programas nutricionais.

Agradecimentos

Esta pesquisa foi apoiada pela FUNCAP (n 004/01). Paula N.R.O. foi bolsista

CAPES/Brasil. Freitas V.J.F. é pesquisador do CNPg/Brasil.

55



700

600 1
™ 500 -
S
S 400 -

=

7 300 -

Z

O 200 -
100 A

Subnutrido Realimentado

Figura 3: Niveis médios de AGNE (£ E.P.) no inicio do estro, ap6s o tratamento de
sincronizagdo do estro, para 0s grupos subnutridos (coluna preta) e realimentados

(coluna branca). a, b: P < 0.05.

56



) () w
w ~ -
1 1 1

RE-IE (horas)
N

[any
O
1

3 5
- 1 B vV
15

8 14 14 11 20 24 23 35
Perda de peso (%)

Figura 4: Intervalo remocéo das esponjas e inicio do estro (RE-IE) (colunas), nimero
de ovulagbes (niUmero sobre as colunas marcadas) e perda de peso corporal (por cento)
durante a restricdo alimentar. As setas indicam quiescéncia ovariana (auséncia de estro

e ovulacdo). Cada coluna na figura representa uma cabra.

57



100

Subnutrido

)

-1

Estradiol (pg.mL

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Periodo a partir do estro induzido (horas)

100

Realimentado

Estradiol (pg.mL ™)
S ()] (0]
o o o

N
o
|

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Periodo a partir do estro induzido (horas)

Figura 5: Niveis de estradiol de acordo com o periodo do inicio do estro em cabras

subnutridas e realimentadas.

58



Referéncias

AFRC, 1998: The nutrition of goats. CAB International, 118pp.

Boland MP, Lonergan P, O’Callaghan D, 2001: Effect of nutrition on endocrine
parameters, ovarian physiology, and oocyte and embryo development. Theriogenology
55, 1323-1340.

Diskin MG, Mackey DR, Roche JF, Sreenan JM. 2003: Effects of nutrition and metabolic
status on circulating hormones and ovarian follicle development in cattle. Anim
Reprod Sci 78, 345-370.

Echternkamp SE, Ferrell C, Rone J, 1982: Influence of prepartum and postpartum
nutrition on LH-secretion in suckled postpartum beef heifers. Theriogenology 18, 283-
295.

Kusina NT, Chinuwo T, Hamudikuwanda H, Ndlovu LR, Muzanenhamo S, 2001: Effect
of different dietary energy level intakes on eficiency of estrus synchronization and
fertility in Mashona goat does. Small Rum Res 39, 283-288.

Mani AU, McKelvey WAC, Watson ED, 1992: The effects of low level of feeding on
response to synchronization of estrus, ovulation rate and embryo loss in
goats. Theriogenology 38, 1013-1022.

Mani AU, Watson ED, McKelvey WAC, 1994: The effects of subnutrition before of after
embryo transfer on pregnancy rate and embryo survival in does. Theriogenology 41,
1673-1678.

Mani AU, McKelvey WAC, Watson ED, 1996: Effect of undernutrition on gonadotrophin

profiles in non-pregnant, cycling goats. Anim Reprod Sci 43, 25-33.

59



O'Callaghan D, Yaakub H, Hyttel P, Spicer LJ, Boland MP, 2000: Effect of nutrition and
superovulation on oocyte morphology, follicular fluid composition and systemic
hormone concentrations in ewes. J Reprod Fert 118, 303-313.

Oldham CM, Lindsay DR, 1980: Laparoscopy in the ewe - a photographic record of the
ovarian activity of ewes experiencing normal or abnormal estrous cycles. Anim
Reprod Sci 3, 119-124.

Tamanini C, Bono G, Cairoli F, Chiesa F, 1985: Endocrine responses induced in anestrous
goats by the administration of different hormones after a fluorogestone acetate
treatment. Anim Reprod Sci 9, 357-364.

Tanaka T, Akaboshi N, Inoue Y, Kamomae H, Kaneda Y, 2002: Fasting-induced
suppression of pulsatile luteinizing hormone secretion is related to body energy status
in ovariectomized goats. Anim Reprod Sci 72, 185-196.

Tanaka, T, Yamaguchi, T, Kamomae, H, Kaneda, Y, 2003: Nutritionally induced body
weight loss and ovarian quiescence in Shiba goats. J Reprod Dev 49, 113-1109.

Selvaraju, S, Agarwal, SK, Karche, SD, Majumdar, AC, 2003: Ovarian response, embrion
production and hormonal profile in superovulated goats treated with insulin.
Theriogenology 59, 1459-1468.

Walkden-Brown, SW, Restall, BJ, 1996: Environmental and social factors affecting

reproduction. In: VI International Conference of Goats, Beijing, pp. 762-775.

60



8. CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO FOLICULAR OVARIANO EM
CABRAS ESTIMULADAS COM GONADOTROFINA
SUBMETIDAS A RESTRICAO ALIMENTAR POR LONGO

PRAZO E REALIMENTADAS

(Development Ovarian Folicular in Goats Stimulated with
Gonadotropin Submitted to the Alimentary Restriction by Long

Period and Refed)
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Resumo

O objetivo deste estudo foi verificar o desenvolvimento folicular ovariano em cabras
estimuladas com gonadotrofina, apos subnutricdo cronica e realimentacdo. Por seis
meses, dez cabras mesticas de Saanen foram submetidas a subnutricdo (0,7 M),
finalmente cinco cabras foram realimentadas durante seis semanas com 150% M. Em
todos os animais o estro foi sincronizado utilizando esponjas vaginais impregnadas
com 45 mg de FGA por 11 dias, 300 IU de eCG e 50 ug de cloprostenol 48 h antes de
remocao das esponjas. A partir do inicio do estro, durante um periodo de 24 h, foram
colhidas amostras de sangue para mensuracdao de AGNE e glicose. Foram realizadas
analises histoldgicas com o intuito de determinar a densidade folicular, o crescimento
folicular, bem como caracterizar a zona pellcida e a teca interna. As perdas de massa
corporal foram 18,62 + 3,03% do peso inicial e nas cabras realimentadas a recuperagéo
do peso corporal foi de 90,63 + 3,56%. Os niveis de AGNE e de glicose foram maiores
nas cabras restritas (P < 0,01). Foi verificada uma concentracdo superior de foliculos
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primordiais e de foliculos atrésicos nas cabras ap6s o periodo de restricdo alimentar,
além de um numero estatisticamente superior (P < 0,05) na densidade de células da
granulosa nas classes foliculares para os animais realimentados. Em conclusdo, ¢é a
condicdo nutricional exerceu um efeito qualitativo e quantitativo na populagdo
folicular ovariana de caprinos, além de demonstrar ser um pré-requisito fundamental
para o controle da atividade ovariana em cabras exploradas no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: nutri¢do, caprinos, desenvolvimento folicular ovariano.

Introducéo

Caprinos tém sido criados no mundo inteiro em sistemas tradicionais que
prevéem longos periodos do ano com condi¢Ges pobres de pasto e de oferta limitada de
nutrientes. Em baixas latitudes (<25°), as populacbes nativas, na auséncia de
influéncias significantes ou de inibicdo fotoperiodicas (anestro estacional) submetem
seu desempenho reprodutivo a fatores sociais e nutricionais (Walkden-Brown e
Restall, 1996). A disponibilidade nutriente € um regulador fundamental da atividade
da funcdo ovariana, bem como do desenvolvimento folicular (Mani et al., 1996;
Selvaraju et al., 2003). Doney et al. (1982) reportaram que a taxa de ovulacdo esta
relacionada diretamente ao estado nutricional. Resultados semelhantes foram
verificados em cabras por outros autores (Boland et al., 2001, Diskin et al., 2003). Nao
obstante, as diferencas na taxa de ovulacdo sdo resultantes do efeito da nutricdo no
recrutamento de folicular (Yaakub et al., 1997), o qual é o produto da iniciacdo e

desenvolvimento do pool de foliculos primordiais. Contudo, a literatura tem poucas
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informagdes sobre o papel de nutrigdo na foliculogénese (Robinson, 1996). Assim o
objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento folicular ovariano em cabras
submetidas a restricdo alimentar por longo prazo, realimentadas e posteriormente

estimuladas com gonadotrofina.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual do Ceara localizada a
3°43" S e 38°30' W. Para este estudo foram utilizadas dez cabras mesticas (Saanen x
local), ciclicas, com (média = E.P.) peso vivo (22,60 + 1,58 kg) e idade (1,8 + 0,19
anos) semelhantes. As cabras foram agrupadas em duas baias (n = 5) e receberam
capim picado com livre acesso a agua e sal mineral. Durante seis meses, todas as
cabras receberam capim elefante mais concentrado para manter 70% dos
requerimentos energéticos e protéicos de manutencdo do peso vivo (0,7 M: AFRC,
1998). Finalmente, cinco cabras escolhidas aleatoriamente foram realimentadas (1,5
M) durante seis semanas. Ao término de cada tratamento nutricional o estro foi
sincronizado usando esponjas vaginais com 45mg FGA (Chrono-gest, Intervet,
Franca) por 11 dias e injecOes intramusculares de 300 IU de eCG (Novormon, Syntex,
Argentina) e 50 ug de cloprostenol (Ciosin, Coopers, Brasil), 48 h antes de retirada das
esponjas.

ApoOs 72 h da retirada das esponjas amostras de sangue foram colhidas em

tubos heparinizados por venopuncdo da jugular e a partir do plasma. Acidos Graxos
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Nao-esterificados (AGNE) e glicose foram mensurados através de kits comerciais

(Boehringer Mannheim, Mildo, Itélia).

Preparacdo dos ovarios e classificacdo folicular

Os animais foram unilateralmente ovariectomizados. Um ovario (esquerdo ou
direito escolhido aleatoriamente) foi removido assepticamente e colocado em solugao
Bouin. Imediatamente apdés a remocdo do primeiro ovério foi administrada a
colquicina (1 mg/kg de peso vivo, EV) foi administrada. Exatamente 2 horas apés o
tratamento com colquicina as cabras foram sacrificadas e o ovario remanescente foi
alocado em solucdo Bouin. Estes foram entdo desidratados e embebidos em parafina
liquida. A cada 5% secdo (8 um de espessura) foram corados com acido periédico de
Schiff (PAS) e contrastados com hematoxilina de Harris. Os foliculos foram
classificados pelo seu tamanho de acordo a classificacdo de Braw-Tal e Yossefi (1997)
adaptada. Sete tipos ou classes foram denominados: primordial, transi¢cdo, primario,

pequeno pré-antral, grande pré-antral, pequeno antral e grande foliculo antral.

Analise histoldgica

Foliculos normais e atrésicos com o nucleo do odcito visivel foram contados.
Para os foliculos antrais foi utilizado como referéncia o maior diametro do oécito na
secdo transversal. A estimativa do nimero de foliculos contados em todas as se¢Ges
foram realizados pelo método de Fractionator (Gundersen et al., 1988).

Somente imagens de foliculos normais, ndo-atrésicos dos foliculos em

crescimento (> 70 um de didmetro) de cada grupo nutricional foram capturadas ao
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acaso no maximo de 60 X de ampliacdo com uma camera digital (TK-C1381: JVC
American Corp., Wayne, New Jersey, EUA) sob um microscépio (Eclipse 400: Nikon
Instech Co., Ltd., Japan). A area dos foliculos, odcitos e antro foram determinadas e 0s
respectivos diametros foram obtidos utilizando um programa de computador (Image J
1.32j, National Institutes of Health, EUA). A espessura da camada de célula da
granulosa foi determinada pela diferenca entre os didmetros do foliculo e odcito. O
nimero de células da granulosa foi determinado em imagens foliculares e para 0s
pequenos e grandes foliculos antrais foi estimado dividindo a area da granulosa pela
média da area das células.

A imagem de uma de cada trés secdes do ovario foi capturada e a area do
ovario foi determinada e a concentragéo folicular foi calculada dividindo o nimero de

foliculos estimados pela superficie total.

Zona pelucida e teca interna

De 83 e 62 foliculos dos grupos realimentado e subnutrido respectivamente
foram avaliados quanto a presenca da zona peltcida (ZP) e desenvolvimento da teca
interna (T1). O critério para avaliacédo foi realizado em base da reacdo positive ao PAS

e a definicdo da teca de acordo com Braw-Tal e Yossefi (1997).

Célculo da taxa de crescimento
Para cada ovario 8-10 foliculos das classes em crescimento foram escolhidos
pra avaliar o indice mitético Deste total de 186 foliculos controle e 194 foliculos

tratados foram estudados. Para cada foliculo, todas as células da granulosa em profase
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ou metafase foram contadas. O indice mitotico foi calculado a partir do numero de
figures mitoticas contadas dividido pelo nimero total de células na secdo transversal

(mm?) vezes a média da densidade celular (cels/mm?).

Andlise estatistica

O efeito da nutricdo (restricdo alimentar e realimentacdo) foi analisado pelo
procedimento GLM do SAS (SAS, Inc., EUA). A comparacdo entre as médias dos
tratamentos nutricionais foi realizada através do teste t. Diferencas entre as proporcoes
ou numeros foram analisadas pelo Qui-quadrado. Antes da analise estatistica, 0
numero dos foliculos foi transformado em logaritimo. Os valores foram expressos em

medis + E.P.

Resultados

Peso corporal e ensaios metabolicos

Foi verificada uma perda de peso corporal (PC) média de 18,62 + 3,03% apds
a subnutricdo induzida (Figura 6). Apos este periodo, ao final da suplementacdo
alimentar, foi observada uma recuperacdo média de PC de 90,63 + 3,56%.

As concentragdes de AGNE ao sacrificio foram 325,60 + 50,68 pumol.mL*
(grupo realimentado) e 691,04 + 68,02 pmol.mL™* (grupo subnutrido — P < 0,01) e de
glicose foram 62,14 + 3,16 mg.dL? (realimentado) vs. 44,75 + 9,69 mg.dL
(subnutrido — P < 0,01).

Densidade da populacao folicular
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Em relacdo aos foliculos normais, verificou-se no grupo realimentado uma
maior concentracdo de foliculos de transi¢cdo em relacdo as demais classes foliculares.
Entretanto registrou-se uma concentracdo superior de foliculos primordiais nas cabras
apos o periodo de restricdo alimentar.

Em relagcdo aos foliculos atrésicos, o grupo subnutrido revelou uma maior
concentracdo total quando comparado com as cabras submetidas a suplementacédo
alimentar. A distribuicdo destes foliculos em relacdo as diversas categorias (Tabela 5)

indicou uma freqtiéncia superior de atresia nos foliculos primordiais apds desnutricéo.

Crescimento Folicular

Multiplicacéo das células da granulosa

A fim de avaliar o processo de multiplicacdo das células da granulosa foi
determinada a curva de regressao entre numero de celulas da granulosa por foliculos e
a area da granulosa da maior seccdo transversal. Esta regressdo foi utilizada tambem
para estimar o numero de células de cada classe. Na tabela 6 é possivel verificar as
principais caracteristicas da granulosa em relacéo ao diametro folicular.

A densidade de células calculada pela regressdo demonstrou um ndmero
estatisticamente superior (P < 0,05) nas classes foliculares para os animais
realimentados. Os coeficientes de regressdo para os foliculos antes da formacdo do
antro foram 3,82 e 2,74, bem como no surgimento do antro (7,29 vs. 6,06) e durante o
crescimento da cavidade antral (11,84 vs. 9,78), para os grupos suplementado e

subalimentado, respectivamente (P<0,01).
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Paralelamente a intensidade de proliferacdo da granulosa foi avaliada também
através o calculo do indice mitético (Figura 7). Os valores registrados nas classes
foliculares indicaram uma clara vantagem (P < 0,05) para o grupo realimentado nos

foliculos a partir da formacao do antro (3,11 vs 2.18 P < 0,01).

Crescimento do antro e o6cito

Nos dois grupos nutricionais o surgimento da cavidade antral foi verificado no
intervalo entre 200 e 300 um de didmetro folicular. A fase inicial de crescimento do
antro esta representada na figura 8. A comparacdo da freqiéncia de foliculos com
antro neste periodo indicou uma tendéncia no grupo subnutrido a ter 100% dos
foliculos com cavidade a um didmetro inferior (300 pum) em relacdo aos animais
submetidos a realimentacao.

A partir de 400 um de didmetro folicular foi observado um aumento da
cavidade antral no grupo que teve uma suplementacdo alimentar, porém néo
significativo (1,18 vs. 1,04; diametro do antro vs. diametro do foliculo; P=0,105).

Na Figura 9 estd ilustrado o crescimento dimensional do odcito registrado
durante o experimento. Em ambos os grupos, um aumento significativo (P < 0,05) dos
valores medios do didmetro do odcito foi registrado a partir dos foliculos primarios. O
grupo com restricdo alimentar apresentou valores significativamente maiores (P< 0,05)
nos foliculos entre 100 e 1000 células da granulosa na seccdo transversal (grande

foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais, respectivamente).
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Caracterizagdo da Zona Pelucida e Teca Interna

Os dados referentes a classificacdo da ZP e Tl estdo apresentados na tabela 7.
Nesta tabela a intensidade da reacdo positiva ao PAS caracterizou a presenca da ZP no
foliculo. Ja a definicdo da TI foi relacionada com seu desenvolvimento. Para cada
classe folicular foram comparadas as freqliéncias entre 0os grupos. No entanto, nao
foram observadas diferencas significativas na classificacdo da ZP ou da TI para ambos

0s grupos, nas diferentes classes foliculares analisadas.

Discussao

Uma perda de peso corporal similar foi verificada por outros autores
trabalhando com cabras (Tanaka et al., 2003), vacas (Johnson et al., 1987) e porcas
(Armstrong e Britt, 1987) submetidas a restricdo alimentar. Tanaka et al. (2004),
verificaram também niveis de AGNE aumentados apds o inicio da restri¢cdo alimentar,
diminuindo gradualmente a nivel basal no momento da supressao dos pulsos de LH e
ovulacdo. Esta elevacdo da mobilizacdo dos AGNE oriundos de adipdcitos implicam
um papel na elevacdo do requerimento energético através do sistema de beta-oxidacao
em vez do metabolismo de glicose. Alternativamente, o declinio gradual de AGNE,
verificado por esses autores, sob condigcOes de restricdo alimentar presumivelmente
indica a reducdo de reservas de gordura para a suplementacdo energética. Richards et
al. (1989b) reportaram também uma reducdo nas concentracdes de glicose antes do

inicio do anestro, em vacas de corte submetidas a uma restricdo alimentar.
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No grupo realimentado, um menor ndmero de foliculos primordiais
combinados a um maior numero de foliculos de transicdo estd de acordo com a
literatura (Cahill e Mauléon, 1981; Rondina et al., 2004), onde é sugestivo uma maior
intensidade no processo de ativagdo folicular do pool de primordiais durante o periodo
de disponibilidade de nutrientes. Borwick et al. (1997) em cordeiras e Rondina (1998)
em cabras, verificaram que um baixo estado energético diminuiu significativamente o
mecanismo de ativagao das reservas foliculares ovarianas.

Estudos em diferentes espécies tém demonstrado que a atresia ocorre
predominantemente em foliculos antrais (Hisfield, 1988), porém Driancourt et al.
(1985) relataram que aproximadamente 50% dos foliculos pré-antrais de ovelhas
desaparecem antes de formarem a cavidade antral, estando de acordo com nossos
dados referentes a uma maior concentracao de foliculos primordiais atrésicos no grupo
subnutrido.

A maior densidade de células da granulosa verificada em nosso estudo nos
animais realimentados estd de acordo com Monniaux et al. (1984), trabalhando com
novilhas, e verificando em foliculos acima de 0,5 mm de didmetro, que a média do
numero de células da granulosa por foliculo, foi significativamente menor apés
tratamento com PMSG, e ainda que os foliculos ovarianos normais removidos antes de
injecBes de PMSG possuiam um maior o indice mitético de acordo com o aumento do
tamanho folicular.

Um maior indice mitdtico verificado no grupo realimentado em nosso estudo
estd de acordo com Monniaux et al. (1984), onde relatam que o indice mitético dos

foliculos a partir da formacdo do antro foi menor antes das injeces de PMSG e
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aumentaram duas vezes apés estas injecdes, sendo evidente a estimulacdo hormonal
para foliculos antrais e pré-antrais com 115-280 um de diametro.

O surgimento da cavidade antral a partir de 200-300 um verificada em nossa
pesquisa esta de acordo com a literatura existente em novilhas (Monniaux et al., 1984),
onde foi verificada uma relagdo linear entre o didmetro folicular e do antro. Esses
autores sugerem um efeito estimulatério do PMSG no crescimento da cavidade antral.
Apos o tratamento com PMSG a tendéncia foi para os foliculos maiores apresentarem
um maior antro e para os foliculos menores um antro menor. De acordo com esses
autores a cavidade antral ndo foi observada em foliculos com diametros inferiores a
100 um. Porém entre 180 e 330 um a porcentagem de foliculos com antro foi menor
apos tratamento com PMSG do que antes do tratamento.

Esta uniformidade ndo foi observada quando se trata de foliculos oriundos de
cabras subnutridas, onde foi verificada em nosso experimento uma maior velocidade
de crescimento da cavidade antral entre 100 e 1000 células das granulosa. Outros
autores (Braw-Tal e Yossefi, 1997), trabalhando com vacas, afirmaram que o inicio da
formacdo do antro foi observada em foliculos com no minimo 250 células da
granulosa visualizadas na maior seccdo transversal, e que a primeira mudanca
significativa no didmetro do odcito foi observada em foliculos contendo 41 a 60
células da granulosa, sedo que o 00cito continuou a crescer rapidamente.

Os resultados referentes ao surgimento da zona pellcida e teca interna estao
de acordo com a literatura existente (Braw-Tal e Yossefi, 1997).

Em conclusédo, é possivel afirmar que o status nutricional pode exercer um

efeito qualitativo e quantitativo na populacdo folicular ovariana de caprinos. Em

72



adicdo, este trabalho demonstrou que a nutricdo pode regular a transicdo de foliculos
primordiais para o estadio de crescimento e € um pré-requisito fundamental para o

controle da atividade ovariana.
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Tabela 5. Concentracdo media de foliculos normais (N / mm?) e atrésicos (%).

Normal (N / mm 2)

Atrésicos (%)

Classes foliculares Restrito Realm. E.P. Sig Restrito Realm. E.P. Sig

Primordial 10,58 6,99 1,80 61,59 42,00 9,80 **
Transicéo 7,60 16,19 4,29 ** 28,70 38,00 4,65
Primario 0,88 0,61 0,14 2,59 5,33 1,37
Pequeno Pré-antral 0,26 0,13 0,06 3,19 4,67 0,74
Grande Pré-antral 0,10 0,08 0,01 1,59 533 1,90
Pequeno antral 0,11 0,08 0,02 2,19 2,00 0,09
Grande antral 0,14 0,10 0,02 0,14 2,67 1,26

Total (N/mm?) 19,68 24,17 2,25 3,10 0,50 1,30 **

**P<0.05
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Tabela 6. Classificacdo e caracterizacdo dos foliculos em diferentes classes de tamanhos.

Diametro Densidade celular Diametro da sec¢éo N° estimado de
Classe folicular N (mm) (cel/mm?) transversal da granulosa células

Sub.  Real. Sub. Real. Sub. Real. Sub. Real.

Pequeno Pré-antral 65 0,116 0,104 13316 13476 0,097 + 0,005 0,090 + 0,004 95 75
. 34 0,207 0,218 12500 13699 0,187 + 0,007 0,204 + 0,017 349 497

Grande Pré-antral

Pequeno antral 39 0,312 0,377 12821 13158 0,274 + 0,014 0,328 + 0,019 785 1179
48 0,639 0,699 13889 14925 0,441+ 0,023 0,480 + 0,024 2248 2871

Grande antral
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Tabela 7. Presenca da zona pelucida e definicdo da teca interna nos foliculos.

Zona Pellcida

Teca Interna

+ ++ +++ + ++ +++

Classes foliculares N~ Sub. Real sub. Real supb, Real  gsuyp. Real sSyb. Real syp. Real
Pequeno Pré-antral 19 - - - - - - - - - - -
Grande Pré-antral 21 19% 38% 24% 14% - - 24% 43% 19% 14% - -
Pequeno antral 21 - - 33% 57% 10% - - - 38% 57% 5% -

Grande antral 20 - - 15% 15% 30% 40% - - - 15% 45% 40%

Classificacdo modificada de acordo com Braw-Tal e Yossefi (1997).

** P <0.05.
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9. CONCLUSAO GERAL

Cabras submetidas & subnutricio mostram um desempenho insuficiente in
vivo bem como um comportamento estral alterado. Além disso, uma suplementacéo
alimentar mostra-se necessaria, antes do uso de tratamentos hormonais, para restaurar
0s mecanismos regulatorios da ovulacdo dos danos produzidos pela subnutricdo
cronica.

De acordo com as observacbes histologicas realizadas, pode-se também
afirmar que o processo de subnutricdo ocasiona uma alteracdo no processo de
foliculogénese, bem como reduz o numero de foliculos aptos a ovular em cabras

exploradas no Nordeste do Brasil.
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10. PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo forneceram informagcbes para a melhoria do
manejo nutricional em cabras exploradas no Nordeste do Brasil. No entanto, tornam-se
necessarios estudos referentes a comprovacéo da fertilidade, bem como a avaliacdo do
desempenho produtivo e reprodutivo ap6s o nascimento até a puberdade, de fémeas

submetidos a subnutri¢do cronica e a uma posterior realimentacao.
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CHAPTER 1

Estrous behavior in crossbred Saanen goat submitted to
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Abstract

The aim of this work was to compare the estrous activity of crossbred Saanen x SRD
adult does raised in Northeastern of Brazil. For this, 15 % crossbred Saanen x SRD
goats were alocated in three nutritional groups: high (H), low (L) and low + high (LH).
The body weight (BW), number of estrous cycles, as well as the length, were recorded.
Although the means of BW in L and LH groups was statistically similar, the greater
mass loss was recorded in L group (22.82% of initial BW). Means of BW, indicated a
significant effect of nutritional treatment on in vivo performance groups (P < 0.05).
Nutritional deficiency show to increase a percentage of abnormal cycles in L and LH
groups. Length cycle was statistically similar (P > 0.05), while estrus length in HL

group was lower than H and L group. In conclusion, the goats submitted to

101



undernutrition showed insufficient in vivo performance as well as abnormalities in the
estrous behavior.

Keywords: goat, nutrition, reproduction

Resumo

O objetivo deste trabalho foi comparar a atividade estral de cabras adultas mesticas de
Saanen x SRD criadas no Nordeste do Brasil. Para tanto, 15 mesticas ¥ Saanen x SRD
foram colocadas em trés grupos nutricionais : alto (H), baixo (L) e Baixo + Alto (LH).
Foram anotados o peso corporal (BW), numero de ciclos estrais e duragdo do ciclo.
Embora as médias de BW nos grupos L e LH foi estatisticamente similar, a maior
perda de massa foi observada no grupo L (22.82% do BW inicial). As médias de BW
indicaram um efeito significativo do tratamento nutricional sobre o desempenho in
vivo (P < 0.05). A deficiéncia nutricional aumentou a porcentage de ciclos anormais
nos grupos L e LH. Aduracéo do ciclo foi estatisticamente similar (P > 0.05), enquanto
a duracdo do estro no estro no grupo HL foi inferior ao grupo H e L. Em concluséo,
cabras sub-nutridas tem seu desempenho diminuido bem como apresentam alteracfes
no comportamento estral.

Palavras-chaves: cabra, nutri¢do, reproducao

Introduction

Environment, particularly nutrition is a key control of the reproductive function in

ruminants. The influence of nutrition can have detrimental effects on litter size and it
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Is an important component of productivity in commercial exploitation. However the
nutritional effects on reproductive efficiency in goat are poorly understood. Moreover
in tropical area as Northeastern of Brazil the studies concerning interaction between
nutrition and reproduction in goat are very limited. Some authors (SIMPLICIO, 1985;
CHEMINEAU, 1986; CERBITO et al., 1995) reported that the rainfall and subsequent
forage availability can cause detrimental effects on ovulatory and estrous activity in
goat reared in exstensive condition. Also estrous activity in goat can be alterated by
enviroment in intensive system (LOPES JUNIOR et al., 2001). The aim of this work
was the comparison of estrous activity of crossbred Saanen x SRD adult does, reared

in tropical area of Northeastern of Brazil.

Material and Methods

The experiment was conducted at the Goat and Sheep Unit of Sate University of
Ceara. For this study, fifteen % crossbred Saanen x SRD goats were used. All the
animals were adult and non pregnant. They were initial similar live weight (Table 1)
and age. For 6 months the goats received elephant grass plus concentrate to provide 2
M (High group) and 0.7 M (Low and Low+High group) of requirement for
maintenance of live weight (NRC, 1981). Finally the LH group was submitted to
refeeding (1.5 M) for 6 weeks. A buck was introduced two times daily (09:00 AM;
16:00 PM) into the box to detect estrus. Immobilization of the female when mounted
by the male was considered to be a sign of occurrence of estrus (MAULEON &
DAUZIER, 1965). The estrous cycles were classified according to CHEMINEAU et

al., (1982). The estrus of goats were synchronized with a 45 mg FGA (Chrono-gest,
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Intervet, France) vaginal sponge for 11 days. All goats also received intramuscular
injections of 300 iu eCG (Novormon, Tecnopec, Argentina) and 50 ug cloprostenol
(Ciosin, Coopers, Brazil) 48 h prior to removal of the sponge. All data were analyzed
using SAS. The effect of group (High, Low, Low+High) was analyzed by GLM
procedure. Comparison between means of nutritional group was performed by Duncan
test. Difference among proportion or number of cycles was analyzed by chi square.
Data was expressed as mean + SEM and differences were taken as statistically

significant from P < 0.05.

Results and Discussion

Means of body weight (BW), indicated a significant effect of nutritional treatment on
in vivo performance of groups (Table 1,P < 0.05). Altought the means of BW in L and
LH groups was statistically similar, the greater mass loss was recorded in L group
(22.82% of initial BW). In this group 50% of goat did not show estrus after sponge
removal, by contrast in H group all animals were in estrus. Also the number of normal
cycles recorded in L and LH groups during the experiment was similar to H group (8
vs 9, P > 0.05). This data confirmed the effect of undernutrition and was in agree to the
results reported by RONDINA (1998) in goat undernourished. Nevertheless in LH
group interaction between gonadotropin administration and flushing treatment applied
in the last 6 weeks produced a estrus response in all animals after sinchronization.

Concerning proportion of cycles (Fig. 1) registered during the experiment, nutritional

deficiency show to increase a percentage of abnormal cycles in L and LH groups.
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CHEMINEAU (1986) who worked with Guadeloupe goat pointed out that food low
offer cause a alteration of cycle lenght.
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Figure 1: Proportion of estrous cycles recorded during the experiment in the nutritional

groups (H: high, L: low, LH: low+high)

Characteristics of normal cycle were illustrated in Table 2. Length cycle was
statistically similar (P > 0.05), while estrus length in L group was lower than H and
HL group. Means of estrous length in H and LH groups were in according to FOOTE

etal., (1986), CAMP et al., (1983) and SIMPLICIO et al., (1982).

Table 1: Mean (£ sem) body weight (Kg) of goats.

Group Start Final
High 26.30 £1.79 28.46" £2.45
Low 22.22 £2.87 17.158 +2.62
HL 22.72 £1.81 20.788 £1.15

ABC P < 0.05, comparison among groups.
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Table 2: Mean (x sem) estrus and cycle length of normal cycle

Group Cycle (days) Estrus (h)
High 20.44 +£0.77 48.00" +8.71
Low 21.33 £0.33 16.008 £4.00
HL 21.60 £1.08 43.20" +10.46

ABC P < 0.05, comparison among groups.

In conclusion, the goats submitted to undernutrition showed insufficient in vivo

performance as well as abnormalities in the estrous behavior.
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live weight (0.7 kg: AFRC 1998). Finally, five goats

For 6 months, 10 wdult Saonen crossbred eoats were Fc:l&hllic'n randomly were refed (1.5 kg) for 6 weeks. At the

undernutrition diet {70% maintenance), and Anally fve goats
were refed For & weeks with 1530% maintenance, In all animals

end of each nutritiomal treatment the oestrus was
synchromized wsing 43 mg FGA (Chrono-gest; Intervet,

oestrus was synchronized using 45 mg FGA vaginalsponge forE)France) vaginal sponge for 11 days and intramuscular

11 days, 300 IU CG and 50 pe doprostenal 48 h prior o
sponge removal. From oestrus onsel, during a 24-h period
blowwd samples were collected Tor oestradiol and NEFA assay.
Ovulation was verified by laparoscopy 3 davs alier sponge
removal, Body mass loss was 1862 £ 3.03% of initial weight
and in refed goats body weight recovery was 90063 & 3.56%,.
WNEFA level was higher in restricted goats (p = 0035 Filty
per cent of underfed goats (2/4) and all refed goats (4/4)
exhibited oestrus and  ovalation.  Significant  relationship
{p = 005} was found between weight loss and the interval
sponge removal-oestrus onset (= 0.91) or ovalation rate
{r = 0700 Only in the refed group was the ovalation rate
related  to the oestradiol amount (r = 0.99) (p < 005

injections of 300 [U eCG (Novormon; Syntex, Argen-

Edina) and 50 pg cloprostencl (Ciosing Coopers, Brazil),

48 h prior to sponge removal.

From oestrus onset, during 24 h at 2-h interval, blood
samples were collected in heparinized tubes by veni-
puncture. From plasma, 17f-oestradiol was measured as
described by Tamanini et al. (1983) and non-esterified
fatty acid (NEFA)} by commercial kits (Boehringer
Mannheim, Milan, [taly). The occurrence of ovulation
was verified by laparoscopy (Oldham and Lindsay 198(0)
performed 72 h after spomge removal. The effect of
nutrition (food restriction, refeeding) was analysed by

Collectively results showed that a short period of i|11|3|'uwxlnhe GLM procedure of SAS (SAS. Inc.. USA). Com-

feeding re-established the responsiveness of oestrus synchro-
nization in chronically Fasted goats,

Introduction
Mutrition is a fundamental key for the comtrol of
reproductive efficiency in goats. In many arid and
tropical regions such as north-eastern Brazil, food offer
is scarce for long periods of the vear and it is the main
cause of breeding seasonality in goats (Walkden- Brown
and Restall 1996). In these areas the use of hormonal
treatment for both oestrus and ovulation synchroniza-
tion is subordinate to supplementation availability or the
body condition of females. In goats, the success of
oestrus  synchronization treatments was affected by
severe alimentary restriction applied for short {Mani
et al. 1992, 1996) or medium period (K usina et al. 2001).
So far, studies on the effects of prolonged periods of food
restriction on synchronization treatment are lacking.
The aim of this study was to verify the responsiveness
of oestrus synchronization treatment in goats submitted
to chronic undernutrition and refeeding.

Materials and Methods

The experiment was conducted at State University of
Ceard located at 37437 8 and 38°30"W. For this study, 10
cyeling crossbred Saanen x local goats with similar
jmean £+ SEM) live weight (22600 + 1.58 kg) and age
(1.8 = (.19 vears) were used. The goats were grouped
in two boxes (n = 3) and kept housed at ground level
with free access to water and salt. For & months, all
goats received elephant grass plus concentrate to provide
T0% energy and protein reguirement for maintenance of

1S ol hearmnce Cemtne Code Satesess 19366768 2004/ 3900 —0001 $1 5.000/0

parison between mean values of nutritional treatment
was performed by the r-test. Differences among propor-
tions or numbers were analysed by chi-sguare. Corre-
lation test was assessed using the Pearson test. Values
were expressed as mean = SEM.

Results

During the underfeeding period, one animal died and
another one was ruled out becawse of reproductive
infection. At sixth months of underfeeding, the weight
loss of the animals (n = 8) was 18.62 £+ 3.03% of initial
body weight. After 6 weeks of food supply, the mean
body weight recovery was 20.63 + 3.30%. The NEFA
level measured at oestrus onset (Fig. 1) was higher in
underfed goats (p < 0.05). In this group, 530% of the
goats (2,4} did not exhibit cestrus or ovulation after
oestrus synchronization treatment (Fig. 2). By contrast,
all refed goats {4/4) showed oestrus and ovulation. The
interval between the sponge removal and oestrus as well
as the ovulation rate were correlated with the weight loss
(Fig. 2) (r =091, p = 0.05 and r = 070, p = 0.05,
respectively). The ovulation rate was twice as high in
refed pgoats in  comparison with underfed poats
(300 = 0.71 vs 1.25 £ 0.75). The oestradiol pattern
detected in the groups is given in Fig. 3. A correlation
between ovulation rate and oestradiol total amount was
verified only in refed goats (r = 0,99, p < 0.03).

Discussion

This study demonstrated that prolonged underfeeding
has a detrimental effect on oestrus synchronization
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response in goats and that brief refeeding can restore the
responsiveness of goats.

We found that chronic alimentary restriction affected
negatively the occurrence of oestrus, the interval sponge
removal to oestrus onset as well the ovulation rate in
goats. Moderate long-term underfeeding reduced the
responsiveness to oestrus synchronization similarly to
that reported in goats fasted for short (Mani et al. 1994,
1996) or medium period (Kusina et al. 2001} before
hormonal treatment.

Findings showed that the interval between sponge
removal to oestrus and the ovulation rate tended to
depend on the amount of body mass lost during the
undernourishment. Positive relationship between body
welght and ovarian guiescence (absence of oestrus and
ovulation) induced by alimentary restriction was dem-
onstrated by Tanaka et al. (2003} in Shiba goats. These
authors, supported by previous observations (Tanaka
et al. 2002}, suggests that nutnitionally induced ovarian
guiescence begins with the deficency of oestradiol
secretion inhibiting the preovulatory LH surge.

Energetic balance is a particularly efficient metabolic
signal for the final phase of ovarian follicle maturation
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and thus for induction of oestrus and ovulation in

35 Ekuminants (Boland et al. 2001). Mani etal. (1996)

reported in goats, after oestrus synchronization, that
nutritional restriction  altered the preovulatory LH
surge. In Mashona goats synchronized with repeated
injections of cloprostenol, Kusina et al. (2001) reported
a decrease in cestrus success and fertility in the restricted
group (1.5 = dietary maintenance) compared with goats
fed with diet at maintenance regimen.

In our study the refeeding protocol adopted was
sufficient to recover the body mass lost durdng the
extended undernourishment and increased the number
of goats in cestrus. In these animals enhanced ovualation
and oestradiol secretion was also observed. probably
because of a combined action of energy supply and
ponadotrophin administration.

Reciprocal advantage produced by  association
between feeding improvements and gonadotrophins
treatment was reported by O'Callaghan et al. (2000} in
synchronized ewes maintained at different level of
dietary intake. In this study the ewes stimulated with
pFSH showed a greater number of large follicles
{=3mm) than unstimulated ewes. In superovulated
goats, Selvaraju et al. (2003} showed a significant
increase in ovulation rate when insulin was injected
before the oestrus synchronization.

Realimentation or lushing is associated with increase
in insulin and IGF-1 that ultimately restore ovulation
rate and enhance the oestradiol secretion. In bovine, low
plasma concentrations of insulin could reduce oestradiol
production and compromise the ability of follicles to
acquire LH receptors (Diskin et al. 2003). The ability of
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oestradiol to induce a preovulatory surge of LH also is
influenced by nutritional status in postpartum cows.
Echternkamp et al. {1982} found that oestradiol induced
LH surge in underfed cows occurred later and with
lower amplitudes than those in well-fed cows.

From results obtained in this study a practical
perspective was introduced to control the kidding season
in tropical areas characterized by a long period of food
shortage. Hormonal treatments are used to synchronize
oestrus and thus facilitate the anificial insemination
routine in genetic programmes in order to improve goat
herd productivity. It is probably advisable to supply a
diet before eCG-progestagen treatment to induce ovu-
lation and repair the damage produced by chronic
undemourishment in goats. However further research
should verify the Fertility of goats submitted to the same
nutritional programme.
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