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RESUMO

Influéncia de diferentes sistemas nutricionais na pré e peripuberdade de
borregas sobre a abundancia relativa de RNAm DE IGF1/IGFBP3 enzimas
esteroidogénicas e receptor de leptina em corpo luteo

O objetivo do presente projeto foi investigar a influéncia de 3 diferentes sistemas
nutricionais na pré e peripuberdade de borregas sobre a expressao génica do fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), da proteina ligadora de IGF3
(IGFBP3), da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (STAR), da 3B-
hidroxiesteroide desidrogenase (HSD3B) e do receptor de leptina (LEPR) em corpos
luteos (CLs) de diestro. O status nutricional € o principal fator que influencia a
habilidade do animal para se reproduzir. O inicio da puberdade e a manutencao da
funcao reprodutiva estao fisiologicamente ligados a nutricdo e a condigao corporal.
Variagbes nutricionais influenciam o metabolismo, com consequente reflexo nas
concentracdes de hormdnios e seus receptores. Para a obtengdo dos CLs, foram
utilizadas 24 borregas (7/8 Dorper), com idades entre 6 e 7 meses. As borregas
foram aleatoriamente distribuidas em 1 de 3 grupos alimentares. G-Sub (70%-80%
da exigéncia do National Research Council [NRC]); G-Control (100-110% [NRC] e G-
Super (140% [NRC]). As borregas do G-Sub (n=8) e G-Control (n=8) foram mantidas
em pastagem de Panicum maximum cv.Tanzania com acesso a agua e sal mineral
ad libitum e apenas as do grupo G-Super receberam 1,5% do peso vivo de ragao
comercial duas vezes ao dia. As borregas do G-Super (n=8) ficaram confinadas
durante todo o periodo experimental, recebendo dieta total, na propor¢éo volumoso
concentrado de 20:80, contendo 16% de PB e 72% de NDT, visando ganho de peso
diario de 200g/dia conforme NRC, sendo o acesso a agua e sal mineral ad libitum.
Inicialmente as ovelhas receberam 3,5% do peso vivo da dieta total (feno+ragao),
sendo esta porcentagem aumentada até atingir em média de 4,5 a 5% do peso vivo.
Quando atingiram o peso corporal de 35kg as borregas sincronizadas pela insergao
de um dispositivo vaginal de liberacdo lenta de progesterona (CIDR®) por 12 dias.
No dia da retirada do implante (D12) administrou-se, por via intramuscular, 0,075mg
de cloprostenol e 300Ul de gonadotrofina coribnica equina e oito dias apds as
ovelhas foram abatidas e o aparelho reprodutor removido para pesagem e
processamento das amostras de CLs para posterior andlise da expressao génica.
Fragmentos dos CLs que foram depositados em nitrogénio liquido (-196°C) e
armazenados em freezer de -80°C foram utilizados para realizagdo da RT-qPCR.
Esses fragmentos (aproximadamente 40mg) submetidos ao protocolo de extragao
do Trizol® (ThermoFisherScientific®) de extracdo total. A transcricdo reversa foi
realizada utilizando o protocolo da Superscript® lll (Invittogen ™, Termo Fisher
Scientific, Brasil), seguindo protocolo do fabricante. A qPCR foi realizada para a
analise quantitativa da expressédo génica relativa. A partir da analise estatistica,
notou-se que houve efeito do manejo nutricional na abundéancia relativa do receptor
de leptina, o qual foi maior nas borregas do grupo G-Super. Ja as enzimas HSD3B1
(p= 0,1085) , STAR (p = 0,6516), IGF (p= 0,3277) e IGBP3 (p= 0,12) n&o diferiram
de acordo com o plano nutricional. Concluiu-se que os diferentes planos nutricionais
ofertados para as borregas na pré e peripuberdade impactaram no peso corporal e
consequentemente na abundancia relativa dos receptores de Leptina de forma
significativa.

Palavras-chave: ovinos; HSD3b; leptina; IGF; IGFBP3; STAR.



ABSTRACT

Molecular investigation of the corpus luteum from ’sheep sheep submitted to
different nutritional plans in the peripuberty

The main objective of this study was to investigate the influence of 3 nutritional
systems in pre and peripuberty of ewe lambs on the gene of insulin growth factor 1
(IGF1), IGF binding protein 3 (IGFBP3), the acute insulin regulatory protein
steroidogenesis (STAR), 3B-hydroxysteroid dehydrogenase (HSD3B) and leptin
receptor (LEPR) in diestrus corpus luteum (CLs). Nutritional status is the main factor
influencing an animal's ability to protect itself. The onset of puberty and the
maintenance of reproductive function are physiologically linked to nutrition and body
condition. Modified variations of metabolism, with consequent reflection on
consequences and their receptors. To survive the CLs, 24 ewe lambs (7/8 Dorper),
aged between 6 and 7 months, were used. As lambs, groups were randomly
assigned to 1 of 3 foods. G-Sub (70%-80% of the National Research Council [NRC]
requirement); G-Control (100-110% [NRC] and G-Super (140% [NRC]).G-Sub (n=8)
and G-Control (n=8) ewes were kept on Panicum maximum cv.Tanzania pasture with
access to water and mineral salt and only as from the G-Super group 1.5% twice the
weight of commercial live feed (8) were confined throughout the experimental period,
receiving the total diet, in the proportion of rough weight concentration of 20:80,
containing 16 % of CP and 72% of TDN, aiming at a daily weight gain of 200g/day
according to NRC, with access to water and mineral salt ad libitum. average 5% of
live weight. When they reached a body weight of 35 kg, the ewes were synchronized
by the insertion of a vaginal device for slow release of progesterone (CIDR®) for 12
days. On the day of implant removal (D12), 0.075mg of cloprostenol and 300IU of
equine chorionic gonadotropin were administered intramuscularly and eight days
later the sheep were slaughtered and the reproductive system removed for weighing
and processing of CL samples for later gene expression analysis. Fragments of LCs
that were deposited in liquid nitrogen (-1960C) and stored in a freezer at -800C were
used to perform RT-qPCR. These fragments (approximately 40mg) were submitted
to the total extraction protocol of Trizol® (ThermoFisherScientific®). Reverse
transcription was performed using the Superscript® Il protocol (Invitrogen TM,
Termo Fisher Scientific, Brazil), following the manufacturer's protocol. gPCR was
performed for the quantitative analysis of relative gene expression. From the
statistical analysis, it was noted that there was an effect of nutritional management
on the relative abundance of the leptin receptor, which was higher in ewes of the G-
Super group. The enzymes HSD3B1 (p=0.1085), STAR (p=0.6516), IGF (p=0.3277)
and IGBP3 (p=0.12) did not differ according to the nutritional plan. It was concluded
that the different nutritional plans offered to ewes in pre and peripuberty had a
significant impact on body weight and consequently on the relative abundance of
Leptin receptors.

Keywords: sheep; HSD3B; LEPTIN; IGF; IGFBP3; STAR.
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1 INTRODUGAO

Considerando que elevadas taxas reprodutivas sdao fundamentais para
eficiéncia dos sistemas de produgdo animal, a subfertilidade em borregas € uma
das principais causas que contribuem para reduzir a produtividade em um rebanho.
Assim, um dos fatores determinantes para o sucesso da pecuaria € a precocidade
sexual (QUADROS; LOBATO, 2004).

A eficiéncia reprodutiva do rebanho pode ser avaliada pela idade/peso a
puberdade, periodo de servigo, taxa de gestacdo, prolificidade e principalmente
capacidade de fémea em gerar um produto saudavel (QUADROS; LOBATO, 2004).

O inicio da puberdade e a manutencdo da funcdo reprodutiva estao
fisiologicamente ligados a nutricdo e a condi¢ao corporal, sendo esta definida como
o despertar do eixo hipotalamico-hipofisario gonadal (HHG) (SMITH; CLARKE,
2010).

Como ja citado anteriormente, a produtividade de um rebanho depende do
sucesso de alguns aspectos reprodutivos, como a idade a puberdade (LOBATO et
al.,, 2013). Sendo assim, dietas balanceadas fornecem ao animal rapido ganho de
peso e uma puberdade precoce, viabilizando a produg¢do. Dentre varios fatores que
podem causar resultados negativos em um rebanho, a nutricdo € um dos fatores
mais acessiveis para ser modificado para assegurar resultados satisfatorios e
desejaveis (SMITH; AKINBAMIJO, 2000).

Em torno dos oito meses de vida ou com a ovelha apresentando entre 30 a
50 kg, o primeiro estro pode ocorrer (FRAGA et al., 2015). Porém, a puberdade
zootécnica corresponde a idade em que a fémea pds-pubere apresenta
desenvolvimento corporal que a torne capaz de sustentar de forma eficiente uma
gestacdo a termo de forma eficiente. O peso a idade e a puberdade variam
consideravelmente, pois sdo determinados pelo gendtipo do animal e pelos fatores
ambientais.

O gendtipo de um animal € responsavel pela expressdo de fatores
intrinsecos como a interagdo entre os horménios e 6Orgdos alvos que serao
influenciados por fatores ambientais, como a nutricdo, a luminosidade, a
temperatura, a umidade e a precipitacdo pluviométrica (DUPONT et al., 2014).
Segundo Chelikani et al. (2003), o ganho de peso médio diario é responsavel por

96% da idade de desencadeamento da puberdade em ruminantes.
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A homeostase fisiologica gera condi¢des Otimas para o sucesso reprodutivo,
enquanto que o oposto, como a perturbacdo desse equilibrio como por exemplo, as
neuroldgicas, podem afetar a fungdo dos neurbnios do horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) (MEZA-HERRERA et al., 2009). Por estas razdes, mudangas
em outros sistemas neuroendocrinos podem influenciar diretamente no sistema
hipotalamo-hipdfise-gonadal, através da regulagdo direta do GnRH (MAFFUCCI;
GORE, 2009), sendo que mudangas nos niveis sanguineos de hormodnios
metabodlicos sao sinais importantes que informam o estado nutricional dos
mamiferos (GAMEZ-VASQUEZ et al., 2008).

Variagdes nutricionais influenciam o metabolismo através do fornecimento
de substrato exégeno para processos celulares e pela estimulagdo ou inibicdo de
fatores neuroendodcrinos de regulagdo metabolica (SCARAMUZZI et al., 2006;
SMOCHIT et al., 2011), com consequente reflexo nas concentragcées de hormdnios e
nutrientes circulantes no plasma sanguineo (SGORLON et al., 2008).

Fémeas que estdo com dietas insuficientes ou desbalanceadas terdo menor
estimulacdo do HHG, reducdo da liberacdo de GnRH e por consequéncia, menor
quantidade de FSH (horménio foliculo estimulante) e LH (horménio luteinizante) em
sua circulagdo sanguinea que regulam as atividades dos ovarios (MEZA-HERREIRA
et al., 2009), resultando no retardo para o inicio da puberdade (SENOSY et al,,
2013).

Entende-se que a puberdade é, portanto, a demarcagcdo do processo
reprodutivo e produtivo, com interferéncias marcantes positivas na economia e na
genética, uma vez que, quando antecipada, havera um retorno mais rapido do
investimento, lucros, aumento da vida util animal além de reduzir o intervalo entre
geracgdes, resultando assim em vantagens para o ganho genético (EMERICK et al.,
2009).

A hipotese do presente estudo € que as ovelhas criadas a pasto estdo
expostas as alteragdes nutricionais induzidas pela sazonalidade da pastagem e
portanto terdo diminuicdo na expressao de receptores hormonais e/ou das enzimas

responsaveis pela produ¢ao de progesterona no corpo luteo.
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2 OBJETIVOS

Investigar a influéncia de trés diferentes sistemas nutricionais de borregas
na peripuberdade sobre a funcionalidade do corpo Iuteo observada pela
concentragdo plasmatica de progesterona, e abundéncia relativa do fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), da proteina ligadora de IGF3
(IGFBP3), da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (STAR), da 3B-
hidroxiesteroide desidrogenase (HSD3B) e do receptor de leptina (LEPR) em tecido
luteal.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Ciclo estral em borregas

O ciclo estral compreende as modificagdes ciclicas na morfologia e fisiologia
dos oOrgaos genitais além do perfil dos hormdnios relacionados as fémeas.
(ANTONIOLLI, 2002).

As borregas lanadas s&o animais poliéstricas sazonais que expressam seu
padrao reprodutivo em resposta a fatores sociais, genéticos e ambientais. Os ciclos
estrais ocorrem entre dois estros consecutivos com sazonalidade reprodutiva de
maior incidéncia no outono e inverno, seguida de ovulagdo que ocorre de modo
espontaneo em até 27 horas apds o inicio do estro (SASA et al., 2001; LINDSAY,
1991).

Um dos fatores que influenciam nos fenbmenos reprodutivos das borregas é
o fotoperiodo, que nesse caso, é caracterizado pelo decréscimo no numero de horas
de luz por dia (CHAMINEAU et al., 1993).

Em borregas, o ciclo estral tem uma duragdo em média de 17 dias, com fase
luteinica de 13 dias e uma fase folicular de 4 dias. O responsavel pelo
desencadeamento do primeito estro, ovulacido e ciclo completo da reproducédo é a
secrecao ritmica de hormdénios comandada pelo eixo hipoalamo-hip6fase-gonadal
(FOSTER; HILEMAN, 2015).

No ciclo, a hipéfise anterior (adenohipdfise) faz a liberagdo dos hormdnios
gonadotroéficos FSH e LH que tem a fung¢ao de controlar o desenvolvimento folicular
e a esteroidogénese e posteriormente, provocam a secregéo de estréogenos levando
ao estro, momento em que a fémea se encontra receptiva sexualmente ao animal de
sexo oposto (BARTLEWKSI; BABY; GIFFIN, 2011).

Ondas foliculares surgem sob estimulo do FSH até atingir uma dominancia
na qual gera um foliculo ovulatério na ultima onda com receptores de LH na célula
granulosa que alcanga maturacdo final e ovulagdo com predominio de atividade
estrogénica, suprimindo a secre¢cdo de FSH (GINTHER; KOT, 1994, DESHPANDE
et al,, 1999). A fase terminal de desenvolvimento folicular finaliza em ovulagéo
(SEEKALLU et al., 2009).

A ovulacdo em ovelhas pode ocorrer de forma unica ou multipla, sempre

apos o estro. Posteriormente a esse evento, formam-se os corpos luteos (CLs). O
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CL é uma gléndula transitoria responsavel pela sintese de progesterona (P4)
responsavel pela prepararacdo do utero em um ambiente adequado para o
desenvolvimento do concepto (PATE; KEYES, 2001; BERTAN, 2004).

Nessa fase luteinica, a auséncia da fertilizacdo ou na incapacidade de
sinalizagcdo do embrido dentro do utero, faz com que o endométrio libere
prostaglandina (PGF2a), causando lutedlise, determinando o término do ciclo estral,
gerando novo estro (SALLES; ARAUJO, 2010).

3.2 Puberdade

A puberdade em fémeas é definida como a idade em que ha presenca do
estro acompanhado de uma fungao luteal (FREITAS, 2004).

Para Smith e Clark (2010), a puberdade fisiolégica € definida como o
despertar do eixo Hipotalamo-hipofise-Gonadal, resultando no inicio da vida
reprodutiva das fémeas, ocorrendo quando ha a primeira ovulagéo, seguido pelo
desenvolvimento do corpo luteo e por uma fase luteinica de duragdo normal, porém
€ necessario que a fémea atinja um determinado peso para ser capaz de sustentar
uma gestacao a termo.

A completa maturagdo sexual ocorre devido a mudancas enddcrinas e
metabdlicas que conduzem essa transicao para puberdade (WANKOWSKA, 2012).
Assim, denomina-se um animal pubere aquele em que se apresenta apto a liberar
gametas (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Em contrapartida, fémeas pré-puberes, que estado
em fase de transigdo, sao fisiologicamente imaturas sexualmente, e essa transicao
da peripuberdade para puberdade pode ser explicada por diversas teorias, sendo as
principais, denominadas de teoria gonadostatica e teoria neuronal (CARDOSO;
NOGUEIRA, 2007).

A primeira teoria da transicdo a puberdade animal (teoria gonadostatica)
explica que o horménio estradiol atua no hipotalamo impedindo a sintese e a
secrecdo de gonadotrofinas (GnRH), desencadeando um efeito retrégado ao inicio
da puberdade (RAWLINGS et al., 2003). Assim, ocorre uma diminuicdo de
receptores de estradiol no hipotalamo resultando em aumento da produgdo e
liberagdo de GnRH o qual age sobre a hipéfise anterior estimulando o aumento dos
niveis circulantes dos hormoénios hipofisarios LH e FSH. Consequentemente, estes
horménios irdo agir na regulagdo do crescimento e diferenciagdo gonadal,
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esteroidogénese e gametogénese, ajustando posteriormente o ciclo estral em
fémeas mamiferas (KUMAR; MATZUK, 2000).

Ja a segunda teoria (teoria neuronal) explica que alguns neurotransmissores
agem na peripuberdade inibindo a liberagdo de GnRH pelo HIPOTALAMO
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007). Quando chega proximo a puberdade, ocorre a
diminuicdo da acdo desses moduladores inibitérios da atividade reprodutiva e
aumento da atividade dos neurotransmissores estimulatérios, impulsionando a
liberacdo de GnRH pelo hipotalamo e, consequentemente, dos demais hormdnios
hipofisario LH E FSH do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HERRERA et al., 2009).

Pesquisas também explicam que os neurbnios que sintetizam GnRH sao
regulados por muitos circuitos neuronais, mas um fator determinante para esta
regulacdo é uma familia de peptideos, conhecidos como Kisspeptinas, que sao
sintetizados sob o controle transcricional do gene Kiss1 (OAKLEY/; CLIFTON;
STEINER, 2009).

As células secretoras de kisspeptina, no hipotalamo, respondem a sinais
metabolicos e enviam informagdes importantes as células produtoras de GnRH.
Assim, a kisspeptina € fundamental tanto no inicio da puberdade animal quanto na
regulacdo da secrecdo de gonadotrofinas LH e FSH pela hipéfise (GUTIERREZ-
PASCUAL, 2007).

A regulacao da liberagdo do GnRH pela agéo de kisspeptinas € influenciada
por muitos fatores endégenos, como os horménios gonadais, metabdlicos e outros
neuropeptidios (CARATHY et al., 2007; GOODMAN et al., 2010; TENA-SEMPERE,
2010).

Os autores Smith e Clark (2010) afirmam que préximo ao inicio da
puberdade, em borregas, ha uma diminuigdo na resposta ao feedback negativo do
estradiol, resultando em uma frequéncia aumentada de pulsos de GnRH e,
subsequentemente, de LH. Este aumento na frequéncia de pulso de LH leva ao
aumento da produgao de estradiol que, por sua vez, induz o aumento subsequente
de GnRH/LH e a primeira ovulagdo (NESTOR et al., 2012).

Durante a primeira ovulagdo, a falta de progesterona desencadeia a
ocorréncia de ovulacdo silenciosa no inicio da estacdo reprodutiva em ovelhas
adultas e no inicio da puberdade (SASA et al., 2002). A progesterona é necessaria
para a expressao do comportamento estral e é produzida pelo corpo luteo formado

na primeira ovulagéo silenciosa. Embora o estimulo hormonal para o estro seja o
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estradiol, um periodo de exposi¢cao a progesterona de 5 a 9 dias € essencial para
que a fémea seja sensivel ao estradiol (DIXON et al., 2006).

Além disso, o peso corporal do animal € um fator importante que esta
intimamente ligado a idade a puberdade, o sistema nervoso central (SNC)
reconhece que o corpo chegou ao peso adequado para a reproducdo a partir da
sinalizacao pela leptina que estimula a secrecao de fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-1) além de aumentar a disponibilidade de glicose para o SNC
(FOSTER; NEGATANI, 1999).

E importante salientar que a puberdade, bem como outros eventos
reprodutivos que ocorrem na fémea adulta, dependem de um sistema complexo,
controlado por interagdes entre sinais regulatérios que séo altamente influenciados
pelo nivel nutricional do animal, horménios e substancias do metabolismo energético
(SORIANO, 2021).

3.3 Fatores que influenciam na puberdade

Segundo estudos, fatores como a nutrigdo, peso corporal, genética,
interacdes sociais e estagcao de nascimento sdao um dos fatores que influenciam no

desencadeamento da puberdade nos animais.

3.3.1 Genética

A genética é um dos fatores de importancia na manifestagcdo na idade a
puberdade. Entretanto, o fatores ambientais e o manejo nutricional em regides
tropicais podem inibir a expressdo de genes que desencadeiam a puberdade
(RODRIGUES et al., 2002).

Deve ser levado em consideragao que a idade e peso corporal ao primeiro
estro é diferente nas ragas ovinas, as ragas precoces, como as de origem inglesa,
por exemplo, atingem a puberdade com idade inferior as demais borregas
(NOGUEIRA et al., 2011). Além disso, borregas jovens resultantes de cruzamentos
planejados podem apresentar um melhor desempenho reprodutivo do que borregas

de ragas puras e sem planejamento.
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De acordo com Nogueira et al. (2011), um bom plano nutricional associado a
uma selegdo de borregas que apresentam melhor desempenho reprodutivo pode

melhorar os indices reprodutivos no rebanho.

3.3.2 Estacgdo de nascimento

As borregas apresentam sua reprodug¢ao sazonal com ocorréncia de ciclos
estrais concentrados durante o outono e inverno (MONTEIRO, 2010).

A estacionalidade e a época de nascimento podem interferir na chegada da
puberdade do animal (GATES et al.,1998).

Os ovinos sdo animais poliéstricos sazonais de dias curtos (varios estros
concentrados em um determinado periodo do ano com baixa luminosidade), assim,
0 aumento da luminosidade contribui para a diminuigdo da eficiéncia reprodutiva.
Nos machos por exemplo, ha uma diminuicdo espermatogénica, producgéo total de
espermatozoides ou espermatozoides mortos e anormais e redugao na atividade
sexual. Em contrapartida, a diminuicdo da luminosidade é um fator que estimula
fendbmenos reprodutivos. Em fémeas, tal fator contribui para os primeiros estros.
(GATES et al.,1998).

No Brasil, apesar da extensa area territorial e diferengas climaticas,
principalmente no norte e no sul, os animais se adaptam as condi¢coes eapresentam
estro o ano todo, apenas limitando em casos de caréncias nutricionais e sanitarias
(GRANADOS; DIAS; SALES, 2006).

3.3.3 Nutrigao e peso corporal

A nutricdo € considerada o principal fator que influencia no estabelecimento
da puberdade no animal. A complexa interagdo dos diversos nutrientes,
especialmente o nivel de energia da dieta interfere na modulagdo hormonal
relacionado aos processos reprodutivos (PIRES, 2011).

Um plano de manejo nutricional elevado, além de proporcionar alta taxa de
ganho de peso corporal e super-condicionamento, pode também diminuir na idade a
puberdade do animal (EL-SAIDY et al., 2008).

A dieta influencia nos mecanismos responsaveis pela manuteng¢ao do inicio

da puberdade por meio da liberacido de diversos horménios, tais como como: leptina,
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glucagon, insulina, horménio do crescimento, fator semelhante a insulina tipo | e
outros. Por sua vez, esses horménios atuam sobre o eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal interferindo na sintese e liberacdo de gonadotrofinas (HAFEZ; HAFEZ,
2004).

O precursor dos hormdnios esteroides (estradiol, progesterona e
testosterona) € o colesterol. Os niveis sanguineos de colesterol podem aumentar
quando sao utilizados dietas ricas em carboidratos ou gorduras, enquanto que,
niveis baixos de colesterol ocorrem quando ha deficiéncia de alimentos energéticos,
sendo assim, para a sintese dos horménios esteroides n&o ser afetada, € necessario
uma dieta balanceada (GONZALEZ; SILVA, 2017).

A partir disso, entende-se que fémeas submetidas a rigorosas restricoes
alimentares, exibirdo menor estimulagdo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, e
consequentemente, havera uma reducdo da liberacago de GnRH e menor
pulsatilidade de LH e de FSH afetando o ciclo estral da fémea (HERREIRA et al.,
2009).

As restrigdes alimentares provocam um balango energético negativo levando
a uma hipoglicemia que inibe a pulsatilidade de LH, hormdnio responsavel pela
luteinizagao do foliculo pré-ovulatério e formagao do corpo luteo (SCARAMUZZI et
al., 2011). Assim, a diminuicdo de LH e FSH em fémeas afeta diretamente na
foliculogénese e a qualidade dos odcitos, além de retardar a puberdade e diminuir a
fertilidade do animal (SENOSY et al., 2013).

Estudos apontam que a restricao alimentar e o impacto na fungao reprodutiva
do animal sédo diretamente proporcionais, ou seja, quanto maior a restricdo maior
sera o impacto na reprodug¢ao do animal, principalmente na fase jovem, que ¢ a fase
mais sensivel para os ovinos (Quadro 1) (ZIEBA et al.,2008).

Em borregas, as restricbes alimentares podem reduzir o numero de foliculos
ovulatorio, enquanto que o aumento na ingestdo nutricional pode aumentar a
ovulagédo (SARTORI; MOLLO, 2007).

A nutricdo também pode afetar os componentes da expressdao do mRNA do
sistema IGF ovariano para regular a resposta dos foliculos as gonadotrofinas (LENZ
SOUZA et al., 2014). O IGF1 aumenta durante a puberdade em ruminantes (ADAM
et al, 1995) e atua estimulando o crescimento de foliculos pré-antrais
(DEMEESTERE et al., 2004) e antrais (MONTE et al., 2019). Animais com boas

condi¢cdes nutricionais apresentam elevadas concentragdes plasmaticas de IGF-1



23

(LUCY et al., 1992), sendo assim, durante a restricdo alimentar as concentragbes
circulantes de IGF-1 diminuem consideravelmente (AMSTALDEN et al., 2000).
Estudos apontam que a baixa concentracdo circulante de IGF-1 acarreta a
diminuicdo do RNAm Kiss1 (HINEY et al., 2009; PRALONG, 2010), e que o IGF-1
estimula a expressao do gene Kiss7 no AVPV (HINEY et al., 2009).

Além de uma nutricdo balanceada, para que a primeira ovulagado ocorra, é
necessario que as borregas atinjam um determinado peso corporal. A média do peso
das fémeas deve ser em torno de 60% do peso adulto das ovelhas do rebanho,
assim, faz-se necessario o investimento em uma boa nutricdo (KOYUNCU,
CANBOLAT, 2009).

Quadro 1. Associagdes entre balanco energético e reproducdo em animais.

Consequéncias no

Estado metabdlico Efeitos na reproducao

metabolismo

Balang¢o energético
negativo

Perda de peso;
Estoque de gordura
esgotado;

Perda de massa
muscular
Hipoinsulinemia
Butiratos elevados
BOH e NEFA,;

GH elevado
Leptina baixa
Calor metabdlico

Inibicdo da secregéo
de GnRH pelo
hipotalamo;
Auséncia de pulsos
de LH;

Baixas concentracdes
de FSH;

Inibicao da
foliculogénese;
Baixo estradiol;

Alta sensibilidade de

Balango energético em
equilibrio

reduzido; feedback negativo;

Sistema IGF - Anovulagao;

suprimido; - Anestro;

Ureia elevada -  Retardo na
puberdade.

Peso mantido; - Secrecao normal de

Reservas de gordura GnRH pelo

mantidas; hipotalamo;

Insulina normal;
Normoglicemia;

Baixo NEFA e
butirato BOH;

GH normal;

Leptina normal;
Sistema IGF normal;
Ureia normal.

Pulsatilidade normal
do LH;
Concentracbes
normais de FSH;
Foliculogénese
normal;

Estradiol e inibina
normais;
Feedback negativo
normal;

Ovulagao;

Estro;

Taxa de ovulagéo
abaixo do natural
maximo.
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- Ganho de peso a - Secrecao normal de
longo prazo; GnRH pelo
- Aumento das hipotalamo;
reservas de gordura; - Pulsatilidade normal
- Hiperinsulinemia; do LH;
Balango energético - Hiperglicemia; - Concentragdes
positivo - Baixo NEFA e amentadas de FSH;
butirato BOH,; - Foliculogénese
- Baixo GH; aprimorada;
- Leptina elevada; - Reducao de estradiol;
- Aumento do calor - Reduzido feedback
metabdlico; negativo;
- Sistema IGF - Ovulacao;
estimulado; - Estro;
- Uréia normal, - Taxa maxima de
nitrogénio alto. ovulagao natural;
- Puberdade precoce.

Fonte: Adaptado de Scaramuzzi et al. (2006).

3.3.4 Interagdes sociais

De acordo com Mobini et al. (2002), os ovinos sofrem grande influéncia da
interacdo social. Em outras palavras, um animal jovem pode chegar a sua
maturidade sexual precocemente mediante convivéncia com demais animais em
atividade reprodutiva.

Dessa forma, Otto S& e Sa (2007), afirmam que a introdugcdo de ovinos
machos em rebanhos de fémeas jovens durante a transicdo do periodo nao
reprodutivo para o reprodutivo pode resultar em uma significativa sincronizagado dos
estros. Além disso, fémeas que sao expostas a animais ciclando tedem a atingir a
puberdade precocemente (MOBINI et al., 2002).

Os animais jovem demonstram mais interesse por animais mais velhos e
com isso, desenvolvem precocemente instinto e libido e consequentemente atingem
a puberdade (MOBINI et al., 2002).

3.4 Relagao entre IGF-1, IGFBP-3, HSD3B, STAR, leptina e reproducgéao
Os fatores de crescimento sdo proteinas que possuem agdes autdcrinas

(interacdo direta com o mesmo tipo celular no qual foi produzido) ou paracrinas
(modulando a resposta celular as gonadotrofinas) (ARMSTRONG; WEBB, 1997).
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Essas proteinas estéo relacionadas com a estimulagéo das células foliculares
e também na maturagao do odcito (LORENZO et al., 2002). O IGF e as proteinas de
ligacao (IGFBP) exercem o papel de controle no desenvolvimento folicular e atresia.
(MONGET et al., 2002).

O sistema de fatores de crescimento (IGF) é composto por IGF-1 e IGF-2,
dois tipos de receptores (IGFR-1 e IGFR-2) e seis proteinas ligadoras (IGFBP-1,
IGFBP -2, IGFBP -3, IGFBP-4, IGFBP -5 e IGFBP -6). Os receptores de IGF estado
presentes em células da granulosa de foliculos primarios, secundarios e antrais
(LEITAO et al., 2009).

Um dos principais responsaveis pela produgdo do fator de cresciemento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) € o horménio do crescimento (GH). Além disso,
os horménios tireoideanos, esterdides sexuais, insulina e estado nutricional também
influenciam na sintese de IGF-1 (JONES; CLEMMONS, 1995).

O IGF-1 fazem parte de uma familia de peptideos com similaridades
estruturais a pro-insulina, conhecidos como somatomedinas, esses peptideos tem
participagdo na maturacdo do odcito, ovulagdo, implantagcdo e embriogénese
(YOSHIMURA, 2003).

Segundo Jennische et al. (1992) os fatores de crescimento fazem a regulagao
e modulagcdo das fungdes ovariana e uterina promovendo efeitos troficos no
endométrio e no concepto além de regeneracgao de tecidos. Ademais, o sistema IGF
pode estar envolvido na manutencgéo e na regressao do corpo luteo apds a ovulagao
em animais (HASTIE; HARESIGN, 2006).

De acordo com Diskin et al. (2003), o IGF-1 estimula as ag¢des das
gonadotrofinas no ovario, principalmente do FSH, além disso, ele auxilia na
proliferagcdo e diferenciacdo das células da granulosa, especialmente durante o
processo de sele¢ao do foliculo dominante, durante o crescimento folicular. Baixas
concentracdes plasmaticas de insulina e IGF-1 estao relacionadas a redug¢ao na taxa
de crescimento folicular, da capacidade ovulatéria e de estrogenos.

Em uma pesquisa envolvendo ruminantes, foi constatado que uma dieta
balanceada esta diretamente relacionada com elevadas concentragbes intra-
foliculares de IGF-1 e progesterona, fatores que instigam a produg¢ao de odcitos de
boa qualidade. Em contrapartida, a dificuldade de maturagao e auséncia de padrao
adequado de LH e consequente atresia, estdo relacionados com balango energético
insuficiente (YAVAS; WALTON, 2000).
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A proteina 3 de ligagao ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFs),
também conhecida como IGFBP-3 € um modulador de bioatividade e inibidor do
crescimento do tecido extravascular (VALENTINIS et al., 1995).

Segundo Bossis et al. (1999), IGF-1 e IGFBP-3 sintetizam proteinas que
formam um complexo, onde o gene IGFBP-3 codifica a proteina 3 de ligagdo que é
responsavel por carregar cerca de 90% da proteina sintetizada pelo gene IGF-1. A
proteina sintetizada pelo gene IGF-1 atua nas células da granulosa promovendo o
aumento no numero de receptores de FSH e LH, retardando o processo de atresia
folicular, promovendo assim a foliculogénese, ovulagao, fertilizacdo, implantagéao e
posteriormente o desenvolvimento do embrido.

Também envolvido com a cascata esteroidogénica, as enzimas STAR e
HSD3D determinam os primeiros passos na esteroidogénese e sao controlados por
fatores de transcricdo no cortex, adrenal, gbnadas e a placenta (JIANG et al., 2011).

As beta-hidroxiesteroides desidrogenases (HSD3D) pertencem a um grupo de
enzimas esteroidogénicas que estdo envolvidas tanto na biossintese quanto no
metabolismo de esteroides. Além disso, as enzimas possuem um papel importante
na fisiologia e desenvolvimento de mamiferos, incluindo a determinacdo e
diferenciagao do sexo (JIANG et al., 2011).

De acordo com Kowalewski et al. (2006), o lento declinio de progesterona a
partir do 15° dia apds ovulagdo esta associado com a progressiva redugédo da
expressao da enzima HSD3B.

Ja a enzima STAR tem o papel de transportar o colesterol para dentro da
mitocdndria, de modo que esse sera convertido em pregnenolona iniciando assim a
biossintese dos horménios esteroidais. A enzima 3a-hidroxiesterdide dehidrogenase
(HSD3A) tem o papel de converter a pregnenolona em progesterona, esta ultima
passa a exercer suas fungdes bioldgicas no organismo (GIOMETTI et al., 2009).

Estudos sugerem que a regulagédo da expressao da enzima HSD3B também
possa ocorrer no corpo luteo gestacional do animal e determina o aumento e/ou
diminuicdo da secregdo de progesterona. Enquanto que no corpo luteo (CL) em
desenvolvimento ha um aumento da expressdo de HSD3B, a fase de regressao do
CL é marcada pela redugcdo do numero de células que expressam a enzima
(CONLEY et al., 1995; BAO; GARVERICK, 1998).

Um outro hormdnio peptidico ligado a reproducéo animal € a leptina, ela é

secretada pelo tecido adiposo, placenta, ovarios, musculo esquelético, estbmago,



27

células epiteliais da glandula mamaria, medula éssea, hipdfise e figado e tem o
papel principal de promover a adaptacdo em periodos de subnutricdo (BERNE et al.,
2004).

Nas fémeas pré-puberes as concentragdes de leptina aumentam lentamente
com a idade e as reservas de gordura corporal (MEZA-HERRERA et al., 2009).
Assim, a leptina €& responsavel pela sinalizagdo da chegada a puberdade cuja
concentragdo circulante aumenta com a aproximacédo da puberdade (ROSALES
NIETO et al., 2014).

Em animais que estejam em restrigdo alimentar, a rapida diminuigdo na
concentragdo do hormdnio peptidico leptina pode indicar um sinal para estimular a
alimentagdo, a diminuicdo da atividade tireoidiana, o gasto de energia, a
sensibilidade a insulina além de bloquear as fungdes reprodutivas (AHIMA et al.,
1996).

Na reproducéo, a agao da leptina pode acorrer de forma direta, quando ela
age nas gbnadas, e assim, promove o0 aumento dos esteroides sexuais, ou de forma
indireta, por meio da agao sobre o eixo hipotalamico-hipofisario, em que a funcéao é
permitir o processo reprodutivo por meio de um bom estado nutricional e reservas
energéticas suficientes para reprodugdo. Portanto, os efeitos da leptina sao
consequéncias da disponibilidade das reservas energéticas (BARASH, 1996).

Nos mamiferos, a produgcdo de leptina nos adipdcitos é regulada pela
alimentacao e insulina (GUZMAN et al., 2019). Varios estudos demonstraram que a
insulina aumenta a producgao de leptina pelas células adiposas tanto in vivo como in
vitro e que a expressao de leptina aumenta apos um pico na secre¢ao de insulina
durante a alimentagdo (MOHTAR et al., 2019). Os niveis de insulina variam ao longo
do dia, no entanto, a quantidade de insulina circulante é diretamente proporcional a
quantidade de tecido adiposo (CROWN et al., 2007; MOHTAR et al., 2019). Ovelhas
com aumento da ingestdo alimentar ha uma correlagdo positiva (0,73) entre as
concentracdes de LH e insulina, porém essa relagdo é perdida em ovelhas com
restricdo alimentar (MILLER et al., 2007).

O balancgo energético positivo leva ao aumento das concentragdes de leptina
e insulina no sangue e elevagdo da glicose. Essas alteracbes parecem afetar
diretamente o ovario e estdo associadas ao estimulo da foliculogénese e ao
aumento da taxa de ovulagdo em ovinos (SCARAMUZZI et al., 2006).
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A expressao hipotalamica de Kiss71 esta sob controle positivo direto da
leptina, permitindo a adequada maturacdo e funcdo dos neurbnios GnRH e,
consequentemente, do eixo HHG (PINILLA et al., 2012). Assim, o papel da leptina
na reprodugao € como modulador positivo da expressao do Kiss 7 no hipotalamo
(CASTELLANO et al., 2006).

Ainda existem muitos outros elementos do metabolismo animal podem
regular o sistema Kiss7 e a reprodugdo, como a insulina e o fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1). A resposta a uma suplementagao alimentar altera a
glicose, a insulina, a leptina ou o IGF-1 e outros hormdénios metabdlicos (MEZA-
HERRERA et al., 2009; GUERRA-GARCIA et al., 2009).

Os efeitos do balango energético negativo na reprodugdo ocorrem
principalmente no nivel hipotaldamico-hipofisario do controle reprodutivo (WADE e
JONES, 2005) e sdo caracterizados por hipoglicemia, hipoinsulinemia, IGF-1
plasmatico suprimido e GH plasmatico elevado, mudangas que estdo associadas a
inibicdo da pulsatilidade do GnRH, anovulagéao e anestro na fémea (SCARAUMUZZI
et al., 20006).
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi devidamente cadastrado e aprovado pela CPDI e pelo Comité

de ética no utilizagao de animais (CEUA), da Unoeste, sob protocolo numero 4393.
4.1 Local

O experimento foi realizado no Centro Zootécnico da Universidade do Oeste
Paulista — UNOESTE, localizado no Campus Il, na cidade de Presidente Prudente,
Oeste do Estado de S&o Paulo (latitude de 22°07 norte e longitude 51°23).

4.2 Manejo nutricional

Foram utilizadas 24 borregas (7/8 Dorper), com idades entre 6 a 7 meses
provenientes do mesmo rebanho de matrizes e nascidas de partos sincronizados
apos IATF com sémen do mesmo reprodutor.

Ao inicio do experimento todas as fémeas foram pesadas e as fezes
coletadas para realizagdo de OPG, cujo exame foi repetido mensalmente.

As fémeas foram aletoriamente distribuidas em 3 grupos: G-Sub (70-80% da
exigéncia do National Research Council [NRC]), G-Control (100-110% [NRC]) e G-
Super (140% [NRC]). Desta forma o nivel de exigéncia nutricional dos grupos
experimentais acima citados foi elaborado de acordo com a realidade do ovinocultor
brasileiro e os diferentes tipos de planos nutricionais adotados.

Sobretudo, se levarmos em consideragao a falta de trabalhos relativos ao
desempenho de borregas mantidas em pastagem nos meses secos, particularmente
no Oeste Paulista, o qual merece destaque e por ser a regido do Estado de Séo
Paulo que possui o 3° maior rebanho do estado (IBGE, 2016).

Os animais do G-Sub (n=8) foram mantidos a pasto (Panicum maximum cv.
Tanzénia), com acesso a agua e sal mineral ad libitum. O grupo G-Control (n=8)
também permaneceu a pasto, porém recebendo 1,5% do peso vivo de ragao
comercial ®FORT OVINOS 16, FORTSAL ®) para ovinos contendo: proteina bruta
minima (160 g/kg); NDT estimado (720 g/kg); extrato etéreo minimo (33g/kg); fibra
bruta maxima (62 g/kg); FDA maximo (70 g/kg); material mineral maximo (50g/kg);
calcio maximo (18g/kg); calcio minimo (17g/kg) e fésforo minimo (8000mg/kg). As
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borregas G-Sub e G-Control foram mantidas a pasto em modulo rotacionado
(HEGARTY et al., 2006), totalizando area de 0,8 hectares, subdivididos em 4
piquetes de aproximadamente 2.000m?, onde permaneceram por 9 dias em cada
piquete com periodo de descanso do capim de 27 dias e area de pastagem de 22m?
por animal.

Foi realizada analise bromatolégica da pastagem a cada 15 dias para
avaliagao do valor nutricional (determinagcdo dos teores da matéria seca, matéria
mineral e proteina bruta), segundo as metodologias descritas pela
AOAC(Association of Agricultural Chemists). Os teores de fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) de acordo com metodologia obtida
pelo método de Van Soest, descrito por Souza et al. (1999).

As borregas do G-Super (n=8) ficaram confinadas durante todo o periodo
experimental, recebendo dieta total, na proporgdo volumoso/concentrado de 20:80,
em cocho individual, com acesso a agua e sal mineral (quelatado) ad libitum. O
volumoso utilizado foi feno de Tifton e o concentrado a ragcdo comercial citada acima,
contendo 16% de PB e 72% de NDT, visando ganho de peso diaria de 200g/dia
conforme NRC (2007). Inicialmente as ovelhas receberam 3,5% do peso vivo da
dieta total (feno+ragédo), sendo esta porcentagem aumentada até atingir em média
de 4,5 a 5% do peso vivo (ROGERIO et al., 2007; PARENTE et al., 2009).

As ovelhas dos grupos G-Control e G-Super foram alimentadas, duas vezes
ao dia, as oito horas da manha e 4 horas da tarde, durante o experimento, sendo

pesadas a cada 15 dias para ajuste da dieta em fungédo do peso vivo.
4.3 Sincronizagao do ciclo estral

Ao atingir o peso corporal de 35kg as ovelhas foram sincronizadas pela
insercdo de um dispositivo vaginal de liberacdo de progesterona (Easy-Breed
CIDR®, Pfizer, Brasil) por 12 dias. No dia da retirada do implante (D12) foram
administrados, por via intramuscular, 0,075mg de cloprostenol (cloprostenol,
Veteglan®, HertapeCalier, Brasil) e 300 Ul de gonadotrofina coriénica equina (eCG,
Novormon®, MSD Satde Animal, Brasil).
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4.4 Método de abate dos animais

Cinco dias ap6s a provavel ovulagdo (SPENCER; BAZER, 1995) todas as
ovelhas foram abatidas, para tanto permanecerem 18 horas em jejum alimentar com
dieta hidrica. Antes do abate, as ovelhas foram insensibilizadas por meio de uma
descarga elétrica de 0,50 A por 8 segundos, conforme metodologia proposta por
Gomide (2006), sendo um método efetivo, induzindo a insensibilidade instantanea. A
sequir foi realizada a sangria, pela seccao das veias jugulares e as artérias

caroétidas.
4.5 Coleta de amostras

Imediatamente apds o abate o aparelho reprodutor foi localizado e
seccionado, mantido em gelo e enviado para o laboratério para processamento das
amostras. Os CLs foram mantidos e pesados individualmente.

Cada CL foi seccionado em pelo menos 3 fragmentos, os quais foram
imediatamente depositados, individualmente, em criotubos e congelados em
nitrogénio liquido (-196°C), posteriormente ficaram armazenados em freezer -80°C
até a realizagao da RT-qPCR.

4.6 Expressao génica

Fragmentos dos CLs foram imediatamente depositados em nitrogénio liquido
(-196 °C) e armazenados em -80 °C até a realizagdo da RT-gPCR. Esses fragmentos
(aproximadamente de 40mg) foram triturados em homogeneizador de tecidos e
submetidos ao protocolo de extracdo do Trizol® (ThermoFisher Scientific®) de
extragdo total. A concentragdo de RNA total recuperado foi mensurada por
espectrofotometria. Todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse
abres de serem submetidos ao RT-gPCR, conforme as instrugdes do protocolo
DNAsel — Amplification Grade (Invitrogen ©).

A transcricdo reversa foi realizada utilizando o protocolo High Capacity

(Termo FisherScientific, Brasil), seguindo protocolo fabricante.
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A gPCR foi realizada para analise quantitativa da expresséo génica relativa.
Como controle interno das reagbes PCR em tempo real foi utilizado o gene
enddgeno glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD).

Os oligonucleotideos iniciadores para os genes-alvos no CL foram: fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1), gene de proteina ligadora de IGF3
(IGFBP3), gene da regulatdria esteroidogénica aguda (STAR), 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase (HSD3B) e receptor de leptina (LEPR). Todos os oligonucleotideos
inciadores e suas respectivas sondas para os genes alvos e enddgeno serao obtidos
a partir de ensaios TagMan® (Applied Biosystems®, Foster, USA), ja padronizados
(Quadro 2).

Quadro 2. “Primers” (oligonucleotideos iniciadores) que serdo utilizados na qPCR.

“Primers Gene GeneBank Produto
IGF1 Alvo NM_001009774.3 62 PB
IGFBP3 Alvo NM_001159276.1 66 PB
STAR Alvo NM_001009243.1 69 PB
HSD3B Alvo NM_001135932.1 85 PB
LEPR Alvo NM_001009763.1 69 PB
G6PD Endoégeno NM_001093780.1 73 PB

Fonte: Do autor.

As PCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a expressao
foi determinada pela quantificacdo em relagdo ao gene controle. Para quantificagéo

relativa das amplificagdes foi empregado o método Pfaffl (2001).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica da abundéancia relativa de IGF1, IGFBP3, STAR,
HSD3B e LEPR de acordo dos trés grupos de borregas em fungdo do plano
nutricional, inicialmente, os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo
teste de Shapiro-wilk. A seguir foi utilizada a analise de varidncia ANOVA seguida do
teste de Tuckey quando houve diferenga, levando em consideracdo 5% de

significancia (p<0,05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés tipos de manejos nutricionais usados neste estudo durante a pré e
peripuberdade das borregas, nao influenciou significativamente no peso dos érgaos
como os ovarios direito e esquerdo (Tabela 1). Entretanto, houve uma influéncia no

peso dos animais G-Super (p=0,0002).

Tabela 1. Efeito do plano nutricional sobre a média e desvio padrédo dos pesos
dos ovarios (direito e esquerdo) e peso vivo das n=borregas no dia do abate
nos grupos G-Sub (n=7), G-Control (n=8) e G-Super (n=8).

Peso ovario Peso ovario Peso vivo (kg)

esquerdo (g) direito (g) no dia do abate
G-Sub 1.314+0.523 0.960+0.401 35.214+£1.983
G-Control 0.881+0.441 2.39043.070 36.050+£2.522
G-Super 0.960+0.401 1.259+0.405 40.911+2.547

Fonte: Do autor.

Houve efeito (p=0,0125) do manejo nutricional na abundancia relativa do
receptor de leptina (LEPR), o qual foi maior nas borregas do grupo G-Super e nao
diferiu entre os grupos G-Sub e G-Control (Figura 1).

Ja as enzimas HSD3B1 (p= 0,1085) , STAR (p = 0,6516), IGF (p= 0,3277) e
IGBP3 (p= 0,12) ndo diferiu de acordo com o plano nutricional (Figura 1).
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Figura 1. Efeito da nutricdo (Média + EPM) sobre a abundancia relativa de receptor
de leptina (LEPR), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), gene da
proteina ligadora de IGF 3 (IGFBP3), gene regulatoria da esteroidogénese aguda
(STAR), 3B-hidroxiesterdide desidrogenase (HSD3B) e Progesterona (P4) em corpos
luiteos de borregas submetidas a diferentes planos alimentares na pré e
peripuberdade, nos grupos G-Sub(n=7),G-Control(n=8),G-Super(n=8),alimentadas.



Estudos explicam que o balango energético positivo, ou seja, o0 manejo
realizado para o grupo G-Super leva ao aumento das concentragcbes de
receptores de leptina e insulina no sangue além do aumento da captagcéo de
glicose, e consequentemente essas alteragbes afetam diretamente o ovario e
estdo associadas ao aumento da foliculogénese e aumento da taxa de ovulagéo
em borregas.

Outro estudo também mostrou que ovelhas com maior peso corporal
possuiram um nivel maior de leptina quando comparado com ovelhas magras em
restricdo alimentar (CHILLIARD et al., 2001).

A alteragao da leptina pode ser explicada pelo fato de que ela responde a
mudangas agudas na dieta e também mede as reservas de energia corporal a
longo prazo, ou seja, quanto maiores essas reservas, maior sera a concentragao
sanguinea de leptina no animal. Nesse sentido, nutricdes baixas em nutrientes ou
animais em jejum prolongado acarretardo na reducdo dos niveis de RNAm da
leptina, como verificado na abundancia relativa enzimatica obtida no grupo de
borregas G-Sub e G-Control, as quais tiveram um menor ganho de peso
(BLACHE et al., 2000).

Tanto a expressdo génica quanto as concentracdes plasmaticas de
leptina circulantes ficam reduzidas de forma significativa em ovelhas desnutridas
(ADAM et al., 2003 apud BOCQUIER et al., 1998; BLACHE et al., 2000;
DELAVAUD et al., 2000; MARIE et al., 2001).

Na mesma linha de raciocinio, segundo Williams et al. (2002), a
expressdo de leptina é aumentada pela disponibilidade de glicose, insulina,
hormonios esterdides, em contrapartida, sua expressdo € diminuida devido ao
jejum, baixa propor¢ao de gordura em relagdo a massa corporal e horménio do
crescimento (GH) entre outros fatores relacionados. Dessa forma, entende-se que
um sistema de manejo abundante e variado proporciona melhores condigbes
nutricionais e até reprodutivas como é o caso observado em G-Super.

Quando o animal se encontra em uma situagdo metabdlica positiva, como
€ o caso do G-Super, 0 maior consumo de energia aumenta os niveis de glicose,
insulina e consequentemente, aumenta o fator de crescimento semelhante a
insulina-l (IGF-1) (SANTOS,1998) que, de acordo com os resultados obtidos,
mostrou-se satisfatorio e condizente com o presente estudo. Por outro lado, em

balanco energético insatisfatério observa-se o efeito reverso, com ocorrécia de
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hipoglicemia, hipoinsulinemia, supressao de IGF e aumento de GH plasmatico,
este por sua vez, foi relatado por Friedman e Halaas (1988) com niveis elevados
em humanos e ovelhas em pobre stuatus nutricional.

O IGF1 e IGFBP3 nao sofreram influéncia do plano alimentar. Em estudos
realizados por Munoz-Gutiérrez et al. (2002) foi constatado que a suplementagao
nutricional de curto prazo ndo demonstrou efeito sobre a concentragao plasmatica
de IGF-1.

Em uma outra pesquisa comparando a infusdo intravenosa de glicose em
ovelhas e a ingestdo oral de suplementacdo duas vezes ao dia, a insulina e a
leptina plasmaticas aumentaram de forma aguda na infusdo intravenosa. Em
contrapartida, com ingestao oral em até 5 dias, 0 aumento foi lento e gradual. Ja o
IGF-1 nao sofreu alteracdo em sua abundancia relativa enzimatica levando a
suposicao de que os efeitos nutricionais de curto prazo sobre o sistema IGF no
foliculo envolvam mecanismos ligados aos sistemas insulina-glicose e leptina
(SCARAMUZZI RJ, 2011).

Outros estudos relatados por Lozano et al. (2003), sugerem que a
desnutricdo reduz as concentragdes de IGF-1 em ovelhas e gado leiteiro. Para
Luna-Pinto e Cronjé (2000), em uma pesquisa utilizando novilhas pré-puberes em
manejo nutricional negativo foi encontrado diferencas em concentragcdes de
leptina, IGF-1 e IGFBP3.

Os niveis elevados de IGF-I em todos os grupos de ovelhas (G-Sub, G-
Control e G-Super) neste estudo podem ser explicados, hipoteticamente, pela
subalimentagéo (periodos criticos) que desencadeia em alguns 6rgaos, como o
cérebro e o coracdo, a acao de preservacao da sintese de IGF-1 na circulagao
(BREIER et al., 2000).

A enzima STAR esta relacionada com a esteroidogénese ovariana, ela
tem o papel de auxiliar na captura do colesterol para sintese de progesterona feita
pela enzima HSD3B (GERVASIO et al., 2014). Assim, entende-se que o fato de
existir um balango nutricional positivo contribui significativamente para a atuagao
da atividade enzimatica e por isso ha uma maior abundancia relativa de STAR no
grupo de ovelhas G-Super. Por outro lado, as médias encontradas nos grupos G-
Sub e G-Control também estdo altas, e isso, pode ser devido ao motivo de que as
borregas em estado nutricional negativo apresentam significativa concentragao

séricas de colesterol, portanto, supde-se que haveria uma maior atividade da
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enzima para esse estado também, como observado em G-Sub. Nesse mesmo
sentido, a abundancia relativa da enzima HSD3B também apresenta médias
elevadas devido a sua atuagdo conjunta com a STAR na cascata de
esteroidogénese na conversao de pregnenolona em progesterona (P4).

A enzima HSD3B encontra-se em niveis elevados quando o corpo luteo
(CL) esta em desenvolvimento, enquanto que a fase de regressédo do CL é
marcada pela redugéo do numero de células que expressam a enzima (CONLEY
et al. 1995; BAO; GARVERICK, 1998). Além disso, a abundéancia relativa do
RNAm da enzima é diretamente proporcional ao hormdnio progesterona, assim,
como as medias da enzima HSD3B foram relativamente altas para os trés
manejos, a progesterona também nao diferiu significativamente entre os grupos.

Ainda com relacdo a P4, é possivel notar que, apesar de estar
relativamente elevada nos trés grupos de ovelhas, ela se encontra discretamente
inferior no G-Super quando comparado com G-Control e G-Sub, respectivamente,
pelo raciocinio, levando em consideragao que a atividade da progesterona estaria
mais elevada em ovelhas com maior massa corporal devido abundéancia de
colesterol, como ja citado anteriormente, tal fato pode ser explicado, de acordo
com Macedo (2010), que planos nutricionais altos reduzem os teores plasmaticos
de progesterona devido ao aumento do fluxo sanguineo hepatico e a degradagao
acelerada do horménio, uma vez que o figado é o principal 6rgao de metabolismo
de esterdides, podendo metabolizar 95% da progesterona em uma Unica
passagem e diminuir os niveis do horménio (MACEDO, 2010). O mesmo achado
foi relatado por O’Callaghan et al. (2000) em ovelhas com alimentagao abundante
onde as concentragdes de progesterona foram reduzidas quando comparada as
ovelhas sob uma alimentacéao restrita.

E sabido que os horménios esterdides sdo seletivamente armazenados
em gorduras, desse modo, planos alimentares que resultam na mobilizagdo de
gordura pode resultar na liberagdo de progesterona estocada. Isto explica os
niveis elevados de P4 no G-Sub, onde houve aumento da progesterona mesmo
em baixo plano nutricional (PAULA, 2004 apud MANN et al.,1996).

Estudos anteriores comprovaram o aumento do IGFBP3 durante periodos
de estado nutricional positivo em novilhas pré-puberes, sendo que no periodo de
puberdade houve uma queda da abundancia relativa do RNAmM da enzima (LUNA-

PINTO; CRONJE, 2000). E notavel que o manejo nutricional exerce um papel de
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grande influéncia na eficiéncia reprodutiva de forma direta, na oferta de nutrientes
para as fungdes fisiologicas, e na forma indireta na sintese de horménios e na
quantidade de receptores nas células e suas interacbes metabdlicas.

Os impactos nutricionais causados na reproducao continuardo sendo um
assunto de intensa investigacdo, uma vez que, o0 manejo nutricional & fator de facil
acesso que pode ser manipulado pelos criadores de animais de producéo visando

precocidade e lucratividade.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que os diferentes sistemas nutricionais ofertados para as
borregas na pré e peripuberdade, impactaram no peso corporal e consequentemente
na abundancia relativa dos receptores de Leptina que se mostraram elevadas em
manejo nutricional positivo no grupo G-super.

Assim, a Leptina foi considerada o principal indicador do status
energético, pois aumentou no grupo de borregas que apresentaram maior ganho

de peso.
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INFLUENCIA DE DIFERENTES SISTEMAS NUTRICIONAIS NA PRE E
PERIPUBERDADE DE BORREGAS SOBRE A ABUNDANCIA RELATIVA DE
RNAm DE IGF-1/IGFBP3 ENZIMAS ESTEROIDOGENICAS E RECEPTOR DE

LEPTINA EM CORPO LUTEO

Resumo

Objetivou-se investigar a influéncia de trés diferentes sistemas nutricionais na pré e
peripuberdade em borregas por meio da expressdo génica de enzimas e proteinas em corpos
luteos (CLs) de diestro, tais como, fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), da
proteina ligadora de IGF3 (IGFBP3), da proteina reguladora aguda da esteroidogénese
(STAR), da 3B-hidroxiesteroide desidrogenase (HSD3B) e do receptor de leptina (LEPR).
Para a obtencao dos CLs, foram utilizadas 24 borregas (7/8 Dorper), com idades entre 6 ¢ 7
meses as quais foram aleatoriamente distribuidas em 1 de 3 grupos alimentares, sendo eles G-
Sub (n=7) (70%-80% da exigéncia do National Research Council [NRC]); G-Control (n=8)
(100-110% [NRC] ambas mantidas em pastagem de Panicum maximum cv. Tanzdnia com
acesso a agua e sal mineral ad libitum e o grupo G-Super (n=8) (140% [NRC]) recebendo
1,5% do peso vivo de ra¢do comercial duas vezes ao dia e que ficaram confinadas durante
todo o periodo experimental, recebendo dieta total, na propor¢do volumoso concentrado de
20:80, contendo 16% de Proteina Bruta (PB) e 72% de Nutrientes Digestiveis Totais (NDT),
visando ganho de peso didrio de 200g/dia conforme NRC. Com peso de 35kg as borregas
foram sincronizadas pela inser¢do de um dispositivo vaginal de liberacdo lenta de
progesterona (CIDR™) por 12 dias, posteriormente, foram abatidas e o aparelho reprodutor
removido para pesagem e processamento das amostras de CLs para posterior analise da
expressdo génica. Os fragmentos (40mg) foram submetidos ao protocolo de extragdo do
Trizol® (ThermoFisherScientific®) de extragio total. Foi realizado a transcri¢io reversa
utilizando o protocolo da Superscript® III (Invitrogen ™, Termo Fisher Scientific, Brasil) e a
gPCR para a andlise quantitativa da expressao génica relativa. A partir da analise estatistica,
notou-se que houve efeito do manejo nutricional na abundéncia relativa do receptor de leptina
, 0 qual foi maior nas borregas do grupo G-Super. Ja as enzimas HSD3B1 (p= 0,1085) ,
STAR (p =0,6516), IGF (p=0,3277) e IGBP3 (p= 0,12) ndo diferiram de acordo com o plano
nutricional. Concluiu-se que os diferentes planos nutricionais ofertados para as borregas na
pré e peripuberdade impactaram no peso corporal e consequentemente na abundancia relativa
dos receptores de Leptina de forma significativa.

Palavras-chave: ovinos. HSD3b. leptina. IGF. IGFBP3. STAR.

Abstract

This study aimed to investigate the influence of different nutritional systems in pre and
peripuberty in ewe lambs through the gene expression of enzymes and proteins in diestrus
corpora lutea (CL), such as insulin-like growth factor 1 (IGF-1), binding protein IGF3
(IGFBP3), Steroidogenic acute regulatory protein (STAR), the 3B-hydroxysteroid
dehydrogenase (HSD3B) and the leptin receptor (LEPR). The CLs were obtained by first
selecting the ewe lambs for feeding, 24 ewe lambs (7/8 Dorper), aged between 6 and 7
months were used as they were randomly distributed into 1 of 3 food groups, being G-Sub
(n=8) (70%-80% of the requirement from the National Research Council [NRC]); G-Control
(=8) (100-110% [NRC] both in Panic maximum cv. Tanzania pasture with access to water
and mineral salt ad libitum and group G-Super (n=8) (140% [NRC] receiving) 1, 5 of the live
weight of commercial ration twice a day and that was confined throughout the experimental
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period, receiving diet during the total, in the roughage proportion 20:80, containing 16% of
Gross Protein Concentrate (CP) and 72% of Digestible proportion Totals (NDT), aiming at
daily weight gain of 200g/day according to NRC. Weighing 35kg, each lamb were
synchronized by the insertion of a vaginal device for slow reading of progesterone (CIDR®)
for 12 days, later, they were slaughtered and the reproductive apparatus, including the corpos
luteum, were removed for weighing and processing into samples for analysis of gene
expression. The samples (40mg) were performed using the total removal protocol of Trizol®
(ThermoFisherScientific®) ® III (Invitrog en TM, Termo Fisher Scientific, Brazil) and gPCR
for an analysis of relative gene expression. From the statistical analysis, it was possible to
note that there was an effect of nutritional management on the relative abundance of the leptin
receptor, which was higher in ewes G-Super group. The enzymes HSD3BI1 (p=0.1085),
STAR (p=0.6516), IGF (p=0.3277) and IGBP3 (p=0.12) did not differ according to the
nutritional systems offered. It was possible to concluded that the different nutritional systems
offered to ewes in pre and peripuberty had a significant impact on body weight and
consequently on the relative of Leptin receptors.

Keywords: sheep. HSD3b. leptin. IGF. IGFBP3. STAR.

INTRODUCAO

Além da genética, fatores ambientais, como o status nutricional, influenciam no eixo
reprodutivo animal. O inicio da puberdade e a manutencdo da funcdo reprodutiva estdo
fisiologicamente ligados a nutricdo e a condi¢do corporal, sendo esta definida como o
despertar do eixo hipotalamico-hipofisario gonadal (SMITH; CLARKE, 2010).

Nutrigdes restritivas resultam na supressao da liberacdo pulsatili de Hormdnio
Luteinizante (LH) e na cessacdo da atividade gonadal, GnRH, responsaveis pelas atividades
ovarianas e assim, postergam a puberdade em vérias espécies, incluindo ovelhas (FOSTER,
BUCHOLTZ, HERBOSA, 1995 apud SHOIJI et. al, 2000; MEZA-HERREIRA et al., 2009).
Em contrapartida, a secrecdo de hormoénio do crescimento GH aumenta em humanos e
ovelhas quando presentes em sistemas nutricionais restritos (FRIEDMAN, HALAAS, 1998).

Além de uma nutrigdo balanceada, para que a primeira ovulag¢do ocorra, ¢ necessario
que as borregas atinjam um peso especifico corporal. A média do peso das fémeas deve ser
em torno de 60% do peso adulto das ovelhas do rebanho, assim, faz-se necessario o
investimento em uma boa nutricio (KOYUNCU; CANBOLAT, 2009). Ademais do peso
corporal, as enzimas e proteinas estdo intimamente ligadas a cascata de esteroidogénica e a
idade a puberdade.

As enzimas STAR e HSD3D determinam os primeiros passos na esteroidogénese da
fémea pré-pubere (JIANG, Y. F. et al,, 2011). A enzima STAR tem o papel de transportar o
colesterol para dentro da mitocondria, de modo que esse sera convertido em pregnenolona e,

posteriormente, em progesterona (GIOMETTI et al, 2009). Enquanto que as beta-



101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

129
130

131
132
133

59

hidroxiesteroides desidrogenases (HSD3D) estdo envolvidas tanto na biossintese quanto no
metabolismo de esteroides, além de possuirem um papel importante na fisiologia e
desenvolvimento de mamiferos, incluindo a determinagao e diferenciacdo do sexo (JIANG, Y.
F.etal., 2011).

Também envolvido com a cascata esteroidogénica, a presenga da leptina desempenha
um papel muito importante no sistema nervoso central (SNC) do animal sinalizando que o
peso encontra-se adequado para a reproducdo, a partir disso, ocorre a secre¢ao de fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e consequentemente da proteina ligadora IGF3
(IGFBP3) (BOSSIS et al, 1999) que promovem a foliculogénese, ovulacado, fertilizagdo,
implantacdo e posteriormente o desenvolvimento do embrido (FOSTER e NEGATANI,
1999).

A puberdade e os eventos reprodutivos sao controlados por diversas interagdes entre
sinais regulatdrios do cérebro, hipofise e gobnada que, por sua vez, sdo altamente influenciados
pelo nivel nutricional do animal e consequentemente pelos horménios e metabolismo
energético (SORIANO, 2021). Nessa visdo, dentre varios fatores que podem causar resultados
negativos, a nutricdo ¢ um dos fatores mais acessiveis para ser modificado pelo produtor para
assegurar resultados satisfatorios (SMITH; AKINBAMIJO, 2000).

Entende-se que a puberdade é, portanto, a demarcacdo do processo reprodutivo e
produtivo que reflete na economia e no melhoramento genético, uma vez que, seu
adiantamento possibilita um retorno mais rapido do investimento, aumento da vida ttil animal
e reduz o intervalo entre geragoes (EMERICK et al., 2009).

Em virtude dos fatos mencionados, o presente estudo teve como objetivo investigar a
influéncia de trés diferentes sistemas nutricionais de borregas na peripuberdade sobre a
funcionalidade do CL observada pela concentragdo plasmatica de progesterona, ¢ abundancia
relativa do RNAm do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), da proteina
ligadora de IGF3 (IGFBP3), da proteina reguladora aguda da esteroidogénese (STAR), da 3B-
hidroxiesteroide desidrogenase (HSD3B) e do receptor de leptina (LEPR) em tecido luteal.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo experimental devidamente cadastrado e aprovado pela CPDI e
pelo Comité de ética no utilizacdo de animais (CEUA), da Unoeste, sob protocolo nimero

4393.
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O experimento tomou lugar no Centro Zootécnico da Universidade do Oeste Paulista —
UNOESTE, localizado no Campus II, na cidade de Presidente Prudente, Oeste do Estado de
S3o Paulo (latitude de 22°07 norte e longitude 51°23”).

Um total de 24 borregas (7/8 Dorper) foram selecionadas e pesadas, com idades entre
6 a 7 meses provenientes do mesmo rebanho de matrizes e nascidas de partos sincronizados
apos IATF com sémen do mesmo reprodutor. Posteriormente, as ovelhas foram distribuidas
de forma aleatéria em trés grupos com oferta nutricional diferente: G-Sub (n=7) (70-80% da
exigéncia do National Research Council [NRC]), G-Control (n=8) (100-110% [NRC]) e G-
Super (n=8) (140% [NRC]). Desta forma o nivel de exigé€ncia nutricional dos grupos
experimentais acima citados foi elaborado de acordo com a realidade do ovinocultor brasileiro
e os diferentes tipos de planos nutricionais adotados.

Os animais do grupo G-Sub (n=8) foram mantidos a pasto (Panicum maximum cv.
Tanzdnia), com acesso a agua e sal mineral ad libitum. O grupo G-Control (n=8) também
permaneceu a pasto, porém recebendo 1,5% do peso vivo de ragdo comercial “(FORT
OVINOS 16, FORTSAL ®) para ovinos contendo: proteina bruta minima (160 g/kg); NDT
estimado (720 g/kg); extrato etéreo minimo (33g/kg); fibra bruta maxima (62 g/kg); FDA
maximo (70 g/kg); material mineral maximo (50g/kg); calcio maximo (18g/kg); calcio
minimo (17g/kg) e fosforo minimo (8000mg/kg). As borregas do G-Sub e G-Control foram
mantidas a pasto em moddulo rotacionado (HEGARTY et al., 2006), totalizando area de 0,8
hectares, subdivididos em 4 piquetes de aproximadamente 2.000m?, onde permaneceram por
9 dias em cada piquete com periodo de descanso do capim de 27 dias e area de pastagem de
22m? por animal.

As borregas do grupo G-Super (n=8) ficaram confinadas durante todo o periodo
experimental, recebendo dieta total, na propor¢ao volumoso/concentrado de 20:80, em cocho
individual, com acesso a agua e sal mineral (quelatado) ad libitum. O volumoso utilizado foi
feno de Tifton e o concentrado a ragdo comercial citada acima, contendo 16% de PB e 72% de
NDT, visando ganho de peso didria de 200g/dia conforme NRC (2007). Inicialmente as
ovelhas receberam 3,5% do peso vivo da dieta total (feno+ragdo), sendo esta porcentagem
aumentada até atingir em média de 4,5 a 5% do peso vivo (ROGERIO et al., 2007,
PARENTE et al., 2009).

As ovelhas dos grupos G-Control e G-Super foram alimentadas, duas vezes ao dia, as
oito horas da manha e 4 horas da tarde, durante o experimento, sendo pesadas a cada 15 dias

para ajuste da dieta em fun¢do do peso vivo.
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Ao atingir o peso corporal de 35kg as ovelhas foram sincronizadas pela insercao de
um dispositivo vaginal de liberagdo de progesterona (Easy-Breed CIDR®, Pfizer, Brasil) por
12 dias. No dia da retirada do implante (D12) foram administrados, por via intramuscular,
0,075mg de cloprostenol (cloprostenol, Veteglan®, HertapeCalier, Brasil) e 300 UI de
gonadotrofina corionica equina (eCG, Novormon™, MSD Saude Animal, Brasil).

Posteriormente, foi realizado o abate ap6s 5 dias da ovulagdo, para isso, as ovelhas
ficaram 18h em jejum e foram insensibilizadas por meio de uma descarga elétrica de 0,50 A
por 8 segundos, conforme metodologia proposta por Gomide (2006), sendo um método
efetivo, induzindo a insensibilidade instantanea. A seguir foi realizada a sangria, pela seccdo
das veias jugulares e as artérias carotidas.

Imediatamente apds o abate, o aparelho reprodutor foi localizado e seccionado,
mantido em gelo e enviado para o laboratorio para processamento das amostras. Os CLs
foram seccionados em pelo menos 3 fragmentos e pesados (aproximadamente 4omg) € em
seguida foram imediatamente depositados, individualmente, em criotubos e congelados em
nitrogénio liquido (-196°C), posteriormente ficaram armazenados em freezer -80°C até a
realizagdo da RT-qPCR.

Os fragmentos de CLs foram triturados em um homogeneizador de tecidos e
submetidos ao protocolo de extragdo do Trizol® (ThermoFisher Scientific™) de extracio total.
A concentragdo de RNA total recuperado foi mensurada por espectrofotometria. Todas as
amostras de RNA total foram tratadas com DNAse abres de serem submetidos ao RT-qPCR,
conforme as instrugdes do protocolo DNAsel — Amplification Grade (Invitrogen ®).

A transcricdo reversa foi realizada utilizando o protocolo High Capacity (Termo
FisherScientific, Brasil), seguindo protocolo fabricante.

A gPCR foi realizada para andlise quantitativa da expressao génica relativa. Como
controle interno das reagdes PCR em tempo real foi utilizado o gene endogeno glicose-6-
fosfato-desidrogenase (G6PD).

Os oligonucleotideos iniciadores para os genes-alvos no CL foram: fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), gene de proteina ligadora de IGF3 (IGFBP3),
gene da regulatoria esteroidogénica aguda (STAR), 3B-hidroxiesteroide desidrogenase
(HSD3B) e receptor de leptina (LEPR). Todos os oligonucleotideos inciadores e suas
respectivas sondas para os genes alvos e endogeno serdo obtidos a partir de ensaios TagMan®

(Applied Biosystems®, Foster, USA), ja padronizados (Quadro 2).



201

202
203

204
205
206

207
208
209

210
211
212
213
214

215
216
217

218
219
220
221
222

223
224
225

226

62

Quadro 2. “Primers” (oligonucleotideos iniciadores) que serdo utilizados na qPCR.

“Primers Gene GeneBank Produto
IGF1 Alvo NM _001009774.3 62 PB

IGFBP3 Alvo NM 001159276.1 66 PB
STAR Alvo NM 001009243.1 69 PB

HSD3B Alvo NM 001135932.1 85 PB
LEPR Alvo NM _001009763.1 69 PB
G6PD Endogeno NM 001093780.1 73 PB

Fonte. Dos autores.

As PCRs foram conduzidas em duplicatas para cada amostra e a expressao foi
determinada pela quantificacdo em relagdo ao gene controle. Para quantificagdo relativa das

amplificacdes foi empregado o método Pfaffl (2001).

ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica da abundancia relativa de IGF-1, IGFBP3, STAR, HSD3B e
LEPR de acordo dos trés grupos de borregas em fun¢do do plano nutricional, inicialmente, os
dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de Shapiro-wilk. A seguir foi
utilizada a analise de variancia ANOVA seguida do teste de Tuckey quando houve diferenca,

levando em consideracao 5% de significancia (p<0,05).

RESULTADOS

Os trés tipos de manejos nutricionais usados neste estudo durante a pré e
peripuberdade das borregas, ndo influenciou significativamente no peso dos 6rgaos como 0s
ovarios direito e esquerdo (Tabela 1). Entretanto, houve uma influéncia no peso dos animais

G-Super (p=0,0002).

Tabela 1. Efeito do plano nutricional sobre a média e desvio padrdo dos pesos dos ovarios
(direito e esquerdo) e peso vivo das n=borregas no dia do abate nos grupos G-Sub (n=7), G-
Control (n=8) e G-Super (n=8).

Peso ovario Peso ovario Peso vivo (kg) no

esquerdo (g) direito (g) dia do abate
G-Sub 1.314+0.523 0.960+0.401 35.214+1.983
G-Control 0.881+0.441 2.390+3.070 36.050+2.522
G-Super 0.960+0.401 1.259+0.405 40.911+2.547

Fonte: Dos autores.
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227

228 Houve efeito (p=0,0125) do manejo nutricional na abundancia relativa do receptor de
229  leptina (LEPR), o qual foi maior nas borregas do grupo G-Super e nao diferiu entre os grupos
230  G-Sub e G-Control (Figura 1).

231 Ja expressdo dos genes das enzimas HSD3B1 (p= 0,1085) , STAR (p = 0,6516), IGF
232 (p=0,3277) e IGBP3 (p= 0,12) ndo diferiram de acordo com o plano nutricional (Figura 1).
233
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234
235  Figura 1. Efeito da nutrigdo (Média + EPM) sobre a abundéncia relativa de RNAm receptor de leptina

236  (LEPR), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), gene da proteina ligadora de IGF 3
237  (IGFBP3), gene regulatoria da esteroidogénese aguda (STAR), 3B-hidroxiesterdide desidrogenase
238 (HSD3B) ¢ Progesterona (P4) em corpos luteos de borregas submetidas a diferentes planos
239  alimentares na pré e peripuberdade, nos grupos G-Sub (n=7), G-Control (n=8) e G-Super (n=8)
240  alimentadas.
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DISCUSSAO

Estudos explicam que o balango energético positivo, ou seja, o0 manejo realizado para
o grupo G-Super leva ao aumento das concentragdes de receptores de leptina e insulina no
sangue além do aumento da captacdo de glicose, e consequentemente essas alteragdes afetam
diretamente o ovario e estdo associadas ao aumento da foliculogénese e aumento da taxa de
ovulagcdo em borregas.

Outro estudo também mostrou que ovelhas com maior peso corporal possuiram um
nivel maior de leptina quando comparado com ovelhas magras em restricdo alimentar
(CHILLIARD et al., 2001).

A alteracdo da leptina pode ser explicada pelo fato de que ela responde a mudangas
agudas na dieta e também mede as reservas de energia corporal a longo prazo, ou seja, quanto
maiores essas reservas, maior serd a concentracdo sanguinea de leptina no animal. Nesse
sentido, nutricdes baixas em nutrientes ou animais em jejum prolongado acarretardo na
redugdo dos niveis de RNAm da leptina, como verificado na abundancia relativa enzimatica
obtida no grupo de borregas G-Sub e G-Control, as quais tiveram um menor ganho de peso
(BLACHE et al., 2000).

Tanto a expressao génica quanto as concentragdes plasmaticas de leptina circulantes
ficam reduzidas de forma significativa em ovelhas desnutridas (ADAM et al., 2003 apud
BOCQUIER et al., 1998; BLACHE et al., 2000; DELAVAUD et al., 2000; MARIE et al.,
2001).

Na mesma linha de raciocinio, segundo Williams et al. (2002), a expressdo de leptina
¢ aumentada pela disponibilidade de glicose, insulina, hormoénios esterdides, em
contrapartida, sua expressao ¢ diminuida devido ao jejum, baixa propor¢ao de gordura em
relacdo a massa corporal e hormoénio do crescimento (GH) entre outros fatores relacionados.
Dessa forma, entende-se que um sistema de manejo abundante e variado proporciona
melhores condi¢des nutricionais e até reprodutivas como € o caso observado em G-Super.

Quando o animal se encontra em uma situacao metabolica positiva, como € o caso do
G-Super, o maior consumo de energia aumenta os niveis de glicose, insulina e
consequentemente, aumenta o fator de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-1)
(SANTOS,1998) que, de acordo com os resultados obtidos, mostrou-se satisfatorio e
condizente com o presente estudo. Por outro lado, em balanco energético insatisfatorio

observa-se o efeito reverso, com ocorrécia de hipoglicemia, hipoinsulinemia, supressdo de
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IGF e aumento de GH plasmatico, este por sua vez, foi relatado por Friedman e Halaas (1988)
com niveis elevados em humanos e ovelhas em pobre stuatus nutricional.

O IGF-1 e IGFBP3 nao sofreram influéncia do plano alimentar. Em estudos
realizados por Munoz-Gutiérrez et al. (2002) foi constatado que a suplementagao nutricional
de curto prazo ndo demonstrou efeito sobre a concentragdo plasmatica de IGF-1.

Em uma outra pesquisa comparando a infusdo intravenosa de glicose em ovelhas e a
ingestdo oral de suplementacdo duas vezes ao dia, a insulina e a leptina plasmaticas
aumentaram de forma aguda na infusdo intravenosa. Em contrapartida, com ingestao oral em
até 5 dias, o aumento foi lento e gradual. Ja o IGF-1 ndo sofreu alteragdo em sua abundancia
relativa enzimatica levando a suposicdo de que os efeitos nutricionais de curto prazo sobre o
sistema IGF no foliculo envolvam mecanismos ligados aos sistemas insulina-glicose e leptina
(SCARAMUZZI RJ, 2011).

Outros estudos relatados por Lozano ef al. (2003), sugerem que a desnutri¢ao reduz
as concentracdes de IGF-1 em ovelhas e gado leiteiro. Para Luna-Pinto & Cronjé (2000), em
uma pesquisa utilizando novilhas pré-puberes em manejo nutricional negativo foi encontrado
diferencas em concentracdes de leptina, IGF-1 e IGFBP3.

Os niveis elevados de IGF-1 em todos os grupos de ovelhas (G-Sub, G-Control e G-
Super) neste estudo podem ser explicados, hipoteticamente, pela subalimentacdo (periodos
criticos) que desencadeia em alguns orgdos, como o cérebro e o coragdo, a agdo de
preservacao da sintese de IGF-1 na circulacao (BREIER et al., 2000).

A enzima STAR esté relacionada com a esteroidogénese ovariana, ela tem o papel de
auxiliar na captura do colesterol para sintese de progesterona feita pela enzima HSD3B
(GERVASIO et al., 2014). Assim, entende-se que o fato de existir um balango nutricional
positivo contribui significativamente para a atuacao da atividade enzimadtica e por isso ha uma
maior abundancia relativa de STAR no grupo de ovelhas G-Super. Por outro lado, as médias
encontradas nos grupos G-Sub e G-Control também estdo altas, e isso, pode ser devido ao
motivo de que as borregas em estado nutricional negativo apresentam significativa
concentragdo séricas de colesterol, portanto, supde-se que haveria uma maior atividade da
enzima para esse estado também, como observado em G-Sub. Nesse mesmo sentido, a
abundancia relativa da enzima HSD3B também apresenta médias elevadas devido a sua
atuacdo conjunta com a STAR na cascata de esteroidogénese na conversao de pregnenolona
em progesterona (P4).

A enzima HSD3B encontra-se em niveis elevados quando o corpo luteo (CL) esta em

desenvolvimento, enquanto que a fase de regressdo do CL ¢ marcada pela reducdo do nimero
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de células que expressam a enzima (CONLEY et al. 1995; BAO; GARVERICK 1998). Além
disso, a abundancia relativa do RNAm da enzima ¢ diretamente proporcional ao hormdnio
progesterona, assim, como as médias da enzima HSD3B foram relativamente altas para os
trés manejos, a progesterona também nao diferiu significativamente entre os grupos.

Ainda com relacdo a P4, ¢ possivel notar que, apesar de estar relativamente elevada
nos trés grupos de ovelhas, ela se encontra discretamente inferior no G-Super quando
comparado com G-Control e G-Sub, respectivamente, pelo raciocinio, levando em
consideragdo que a atividade da progesterona estaria mais elevada em ovelhas com maior
massa corporal devido abundancia de colesterol, como ja citado anteriormente, tal fato pode
ser explicado, de acordo com Macedo (2010), que planos nutricionais altos reduzem os teores
plasmaticos de progesterona devido ao aumento do fluxo sanguineo hepatico e a degradagao
acelerada do hormoénio, uma vez que o figado € o principal 6rgdo de metabolismo de
esteroides, podendo metabolizar 95% da progesterona em uma Unica passagem e diminuir os
niveis do hormonio (MACEDO, 2010). O mesmo achado foi relatado por O’Callaghan et al.
(2000) em ovelhas com alimentagdo abundante onde as concentragdes de progesterona foram
reduzidas quando comparada as ovelhas sob uma alimentacao restrita.

E sabido que os horménios esterdides sdo seletivamente armazenados em gorduras,
desse modo, planos alimentares que resultam na mobilizacdo de gordura pode resultar na
liberacdo de progesterona estocada. Isto explica os niveis elevados de P4 no G-Sub, onde
houve aumento da progesterona mesmo em baixo plano nutricional (PAULA, 2004 apud
Mann et al.,1996).

Estudos anteriores comprovaram o aumento do IGFBP3 durante periodos de estado
nutricional positivo em novilhas pré-puberes, sendo que no periodo de puberdade houve uma
queda da abundéincia relativa do RNAm da enzima (LUNA-PINTO; CRONIJE, 2000). E
notavel que o manejo nutricional exerce um papel de grande influéncia na eficiéncia
reprodutiva de forma direta, na oferta de nutrientes para as fungdes fisiologicas, e na forma
indireta na sintese de hormonios e na quantidade de receptores nas células e suas interagdes
metabolicas.

Os impactos nutricionais causados na reprodugdo continuarao sendo um assunto de
intensa investigacdo, uma vez que, o manejo nutricional é fator de facil acesso que pode ser

manipulado pelos criadores de animais de producao visando precocidade e lucratividade.
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CONCLUSAO

Concluimos que os diferentes sistemas nutricionais ofertados para as borregas na pré
e peripuberdade impactaram no peso corporal e consequentemente na abundancia relativa dos
receptores de Leptina que se mostraram elevadas em manejo nutricional positivo no grupo G-
super.

Assim, o receptor de leptina foi considerado o principal indicador do status
energético nesse estudo, pois aumentou no grupo de borregas que apresentaram maior ganho

de peso.
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