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RESUMO

Impacto de diferentes sistemas alimentares na peripuberdade sobre a anato-
mo-fisiologia reprodutiva de borregas

O inicio da puberdade e a manuten¢ao da funcao reprodutiva sao fisiologicamente
dependentes da nutricdo. Em razao disso, hipotetizamos que variagdes nutricionais
podem influenciar o metabolismo e a habilidade de borregas na peripuberdade a se
reproduzir. Assim, objetivou-se investigar a influéncia do manejo nutricional na peri-
puberdade (subalimentagdo e superalimentagdo) na anatomo-fisiologia do sistema
reprodutivo de borregas. As informagdes deste estudo estdo apresentadas nas for-
mas de revisdo de literatura para producao de um eBook e um artigo cientifico. A
busca literaria, para confeccéo do eBook, foi realizada nas bases de dados PubMed,
ScienceDirect e na biblioteca virtual SciELO, referente aos anos de 2003 a 2021, de
modo a fornecer uma revisdo bibliografica sobre o impacto do manejo nutricional na
reproducao de borregas. No experimento do artigo cientifico, 25 borregas (7/8 Dor-
per), com idades entre 6 e 7 meses, pesando de 15 a 25 Kg (22 Kg % 0,89) foram
sorteadas ao acaso e distribuidas em 3 grupos experimentais: G-C (Grupo controle;
n=8) com 100-110% do consumo exigido pelo Conselho Nacional de Pesquisa (Nati-
onal Research Council - NRC), G-Sub (Grupo subalimentado; n=8) com regime de
70-80% do consumo exigido e o G-Super (Grupo superalimentado; n=9) com 140%
do consumo exigido pelo NRC. As borregas dos grupos G-C e G-Sub, foram manti-
das em pastagem de Panicum maximum cv. Tanzania com acesso a agua e sal mi-
neral ad libitum e apenas o grupo controle recebeu 1,5% do peso vivo em ragéo co-
mercial, fornecida 2 vezes ao dia. As borregas do G-Super permaneceram confina-
das durante o periodo experimental de 8 meses (abril a novembro), recebendo dieta
total, na proporg¢ao volumoso: concentrado de 20:80, contendo 16% de proteina bru-
ta (PB) e 72% de nutrientes digestiveis totais (NDT), visando um ganho de peso dia-
rio de 200 g/dia conforme NRC, sendo o acesso a agua e sal mineral ad libitum. No
periodo de adaptacédo (5 semanas), as borregas 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. A analise bromatoldgica da pastagem foi realizada a cada
21 dias para avaliacdo do valor nutricional e determinagao dos teores de matéria
seca, matéria mineral e proteina bruta. As borregas foram pesadas a cada 15 dias
para o ajuste da dieta em funcdo do peso vivo e foram coletadas semanalmente
amostras de sangue para dosagem de colesterol total, triglicerideos e ureia, totali-
zando 09 coletas. Ao atingir o peso corporal de 32 a 45 kg, as borregas foram sin-
cronizadas pela insercdo de um dispositivo vaginal de liberagdo de progesterona
(CIDR®) por 12 dias. Oito dias apds a retirada do CIDR, foi feita coleta de sangue
para dosagem de progesterona. A seguir as borregas foram abatidas e o aparelho
reprodutor foi removido para pesagem, avaliagdo da morfometria e processamento
das amostras para posterior analise da dimensao fractal do corpo Iuteo pelo método
de box-counting e analise do percentual da area do colageno em laminas de sec-
¢bes histoldgicas de corpos luteos corados com Picrosirius Red. Os dados foram
analisados com o programa SAS, considerando o nivel de significancia de 5%
(p=0,05). O manejo nutricional afetou o peso no G-Super, sendo maior o peso final
(p=0,0002) e o ganho de peso (p=0,0006) quando comparados ao G-C e G-Sub. O
G-Sub apresentou aumento do peso do utero (p=0,01) e do numero de anéis cervi-
cais (p<0,05) comparado ao G-C e G-Super. Adicionalmente, as concentragbes de



ureia diminuiram no G-Sub comparado ao G-C e G-Super. Maior (p<0,05) concen-
tracdo de colesterol foi identificada no inicio do manejo nutricional nas borregas do
G-Super em comparagao ao G-C e G-Sub, no periodo intermediario do manejo nutri-
cional o G-C apresentou aumento nas concentragcdes de colesterol em comparagao
ao G-Super e ao final do manejo nutricional a concentragao de colesterol se elevou
nas borregas do G-Sub em comparagéo as do G-C e G-Super. O G-Sub apresentou
aumento nas concentragdes de triglicerideos (p<0,05) em comparagdo ao G-Super
durante o experimento. As concentragbes de progesterona (p=0,3039) n&o foram
afetadas pelos diferentes manejos nutricionais. A dimensao fractal aumentou
(p=0,0013) nos corpos luteos do G-Sub comparado ao G-C e G-Super. Nao foi iden-
tificada diferenga na area do colageno (p=0,222) nos corpos luteos dos grupos avali-
ados. Deste modo, nds concluimos que diferentes manejos nutricionais nos meses
que antecedem a puberdade afetam a biologia reprodutiva, as concentra¢des de me-
tabolitos sanguineos e modificam a estrutura de tecidos reprodutivos de borregas.

Palavras-chave: Nutricdo. Reproducdo. Puberdade. Corpo luteo. Ovinos.



ABSTRACT

Impact of different food systems in peripuberty on the reproductive anatomo-
physiology of lambs

The onset of puberty and maintenance of reproductive function are physiologically
dependent on nutrition. As a result, we hypothesize that nutritional variations may
influence the metabolism and ability of peripubertal ewe lambs to reproduce. Thus,
the objective was to investigate the influence of nutritional management in peripuber-
ty (underfeeding and overfeeding) on the anatomo-physiology of the reproductive
system of ewe lambs. The information from this study is presented in the form of a
literature review for the production of an eBook and a scientific article. Literary search
to make the eBook was carried out in the PubMed, ScienceDirect databases and the
SciELO virtual library, referring to the years 2003 to 2021, in order to provide a litera-
ture review on the impact of nutritional management on the reproduction of ewe
lambs. In the experiment of the scientific article, 25 lambs (7/8 Dorper), aged be-
tween 6 and 7 months, weighing from 15 to 25 kg (22 kg + 0.89) were randomly se-
lected and distributed into 3 groups. experimental: CG (Control group; n=8) with 100-
110% of the consumption required by the National Research Council (NRC), G-Sub
(Undernourished group; n=8) with a regime of 70- 80% of the required consumption
and the G-Super (Supercharged Group; n=9) with 140% of the consumption required
by the NRC. The lambs of the G-C and G-Sub groups were kept on pasture of Pani-
cum maximum cv. Tanzania with access to water and mineral salt ad libitum and only
the control group received 1.5% of live weight in commercial food, given twice a day.
The G-Super lambs remained confined during the 8-month experimental period (April
to November), receiving total diet, in the proportion forage: concentrate of 20:80, con-
taining 16% crude protein (CP) and 72 % of total digestible nutrients (TDN), aiming at
a daily weight gain of 200 g/day according to NRC, with access to water and mineral
salt ad libitum. In the adaptation period (5 weeks), the lambs received 3.5% of the
live weight of the total diet (hay + feed), and this percentage was increas. The onset
of puberty and maintenance of reproductive function are physiologically dependent
on nutrition. As a result, we hypothesize that nutritional variations may influence the
metabolism and ability of peripubertal ewe lambs to reproduce. Thus, the objective
was to investigate the influence of nutritional management in peripuberty (underfeed-
ing and overfeeding) on the anatomo-physiology of the reproductive system of ewe
lambs. The information from this study is presented in the form of a literature review
for the production of an eBook and a scientific article. Literary search to make the
eBook was carried out in the PubMed, ScienceDirect databases and the SciELO vir-
tual library, referring to the years 2003 to 2021, in order to provide a literature review
on the impact of nutritional management on the reproduction of ewe lambs. In the
experiment of the scientific article, 25 lambs (7/8 Dorper), aged between 6 and 7
months, weighing from 15 to 25 kg (22 kg £ 0.89) were randomly selected and dis-
tributed into 3 groups. experimental: CG (Control group; n=8) with 100-110% of the
consumption required by the National Research Council (NRC), G-Sub (Undernour-
ished group; n=8) with a regime of 70- 80% of the required consumption and the G-
Super (Supercharged Group; n=9) with 140% of the consumption required by the
NRC. The lambs of the G-C and G-Sub groups were kept on pasture of Panicum
maximum cv. Tanzania with access to water and mineral salt ad libitum and only the
control group received 1.5% of live weight in commercial food, given twice a day. The
G-Super lambs remained confined during the 8-month experimental period (April to



November), receiving total diet, in the proportion forage: concentrate of 20:80, con-
taining 16% crude protein (CP) and 72 % of total digestible nutrients (TDN), aiming at
a daily weight gain of 200 g/day according to NRC, with access to water and mineral
salt ad libitum. In the adaptation period (5 weeks), the lambs received 3.5% of the
live weight of the total diet (hay + feed), and this percentage was increased until
reaching an average of 4.5 to 5% of the live weighted until reaching an average of
4.5 to 5% of the live weight. The bromatological analysis of the pasture was carried
out every 21 days to evaluate the nutritional value and determination of the dry mat-
ter, mineral matter and crude protein contents. The lambs were weighed every 15
days to adjust their diet according to live weight, and blood samples were collected
weekly to measure total cholesterol, triglycerides and urea, totaling 9 collections. Up-
on reaching a body weight of 32 to 45 kg, the ewes were synchronized by inserting a
vaginal progesterone release device (CIDR®) for 12 days. Eight days after the re-
moval of the CIDR, blood was collected to measure progesterone. Next, the ewes
were slaughtered and the reproductive apparatus was removed for weighing, mor-
phometric evaluation and sample processing for further analysis of the fractal dimen-
sion of the corpus luteum by the box-counting method and analysis of the percentage
of the collagen area in slides of histological sections of corpora lutea stained with
Picrosirius Red. Data were analyzed with the SAS program, considering a signifi-
cance level of 5% (p=0.05). Nutritional management affected weight in G-Super, with
higher final weight (p=0.0002) and weight gain (p=0.0006) when compared to G-C
and G-Sub. G-Sub showed an increase in uterine weight (p=0.01) and number of
cervical rings (p<0.05) compared to G-C and G-Super. Additionally, urea concentra-
tions decreased in G-Sub compared to G-C and G-Super. Higher (p<0.05) concentra-
tion of cholesterol was identified at the beginning of the nutritional management in
the lambs of the G-Super compared to the CG and G-Sub, in the intermediate period
of the nutritional management, the CG showed an increase in the concentrations of
cholesterol in compared to the G-Super and at the end of the nutritional manage-
ment, the concentration of cholesterol increased in the lambs of the G-Sub compared
to those of the GC and G-Super. G-Sub showed increased concentrations of triglyc-
erides (p<0.05) compared to G-Super during the experiment. Progesterone concen-
trations (p=0.3039) were not affected by different nutritional managements. The frac-
tal dimension increased (p=0.0013) in the corpora lutea of G-Sub compared to G-C
and G-Super. There was no difference in collagen area (p=0.222) in the corpus lute-
um of the evaluated groups. Thus, we conclude that different nutritional manage-
ments in the months before puberty affect reproductive biology, blood metabolite
concentrations and modify the structure of reproductive tissues of ewes.

Keywords: Nutrition. Reproduction. Puberty. Corpus luteum. Sheep.
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RESUMO

A eficiéncia dos sistemas de producédo de carne ovina, depende de um manejo re-
produtivo intensificado para o aumento da produtividade. O inicio da puberdade e a
manutengao da fungéo reprodutiva estao fisiologicamente ligados a nutricdo, consi-
derando que variagbes nutricionais influenciam o metabolismo e a habilidade do
animal para se reproduzir. Fémeas que entram em puberdade mais cedo, tendem a
antecipar o primeiro parto, aumentando o retorno da atividade. O impacto do balan-
¢o energético na reproducéo ocorre a nivel hipotaldmico-hipofisario. O elevado esco-
re de condi¢do corporal (ECC) esta correlacionado com o acréscimo proteico e au-
mento de substancias essenciais que contribuem para o aumento da taxa de ovula-
¢ao. O estado nutricional do animal pode interferir nos mecanismos de maturagao
oocitaria, fecundagdo e desenvolvimento embrionario na fase pré-implantacional.
Portanto, novas perspectivas sobre o melhor entendimento dos efeitos nutricionais
nos mecanismos fisioldgicos no inicio da puberdade e no desempenho reprodutivo
precoce em ovelha, podem ser fundamentais para melhoria nos sistemas de produ-

¢ao ovina.

Palavras-chave: Manejo nutricional. Reprodugéao. Puberdade. Ovinos.

1. Introducgao

A carne ovina é consumida em 188 paises (DE ANDRADE et al., 2016), sendo

considerada como um produto importante no mercado de carnes, a medida que se

desenvolveu como um mercado especializado (HEJAZI et al., 2019).
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Os consumidores apreciam a carne de ovinos comumente pelo sabor
(HOFFMAN et al., 2016). As caracteristicas de qualidade da carne, como pH, cor,
perda de cozimento e for¢ca de cisalhamento, ndo sdo amplamente influenciados pela
dieta, idade ou sexo dos animais (JABOREK et al., 2018). No entanto, a intensidade
do sabor da carne ovina é proporcional ao aumento da idade dos animais
(JABOREK et al., 2020).

Em uma analise de comparagao com cordeiros, a carne de animais adultos exi-
biu uma maior proporgao benéfica de dmega-6 (n-6) para 6mega-3 (n-3) e uma por-
centagem favoravel de acidos graxos impares (OFAs). Por essas razdes, nutricionis-
tas recomendam a inclusao da carne de ovina na dieta humana, assim como incenti-
vam a producao de carne de ovinos para obtencdo de um produto de alto valor nutri-
cional (JUNKUSZEW et al., 2020).

Uma vez que os efeitos associados a idade no abate influenciam a percepc¢ao do
consumidor sobre o sabor da carne (JABOREK et al., 2020), o manejo nutricional
pode ser uma estratégia eficiente para antecipar a produtividade, além de estimular
a atividade reprodutiva, antecipando o aparecimento da puberdade (ROSALES
NIETO et al., 2015).

O periodo de 50 dias que antecede a puberdade denomina-se peripuberdade e
pode ser definida como o momento a partir do qual o animal tem a capacidade de se
reproduzir e consequentemente aumentar o rebanho (ROSALES NIETO;
THOMPSON; MARTIN, 2018). A idade e o peso séo considerados os principais fato-
res que influenciam o inicio da puberdade e o desempenho reprodutivo de ovelhas
ao longo da vida. O plano nutricional desempenha um papel importante na secregéo
de progesterona (P4), insulina e leptina, o que pode levar a puberdade sexual pre-

coce. Deste modo, a ovinocultura pode se beneficiar economicamente com estraté-
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gias para a antecipagao da puberdade, o que permite 0 aumento da eficiéncia repro-
dutiva do rebanho pela quantidade de crias geradas anualmente (MENATIAN et al.,
2020; ROSALES NIETO; THOMPSON; MARTIN, 2018; SILVA et al., 2018). Por essa
razao se faz necessario o conhecimento dos efeitos nutricionais no sistema reprodu-

tivo de ovelhas, de modo a contribuir para a otimizacdo do desempenho reprodutivo.

2. Anatomo-fisiologia do sistema reprodutivo das ovelhas

Os orgaos reprodutivos da fémea abrangem os ovarios, os ovidutos (infundi-
bulo, ampola e istmo), o utero (cornos e corpo uterino), a cérvix, a vagina e a genita-
lia externa (SCHLAFER; FOSTER, 2016). Nas espécies domésticas, o utero é for-
mado por dois cornos, um corpo e uma cérvix, sendo classificado como bicornuado
ou bipartido. A cérvix das ovelhas € formada por 4 a 7 anéis cervicais, apresenta um
formato tubular longo e € composta por tecido fibroso, conjuntivo e muscular. O
comprimento da cérvix varia entre 5,7 a 10 cm e essas variagbes ocorrem por in-
fluéncia da idade, raca, nimero de partos e estado nutricional (CRUZ JUNIOR et al.,
2014; KAABI et al., 2006; KERSHAW et al., 2005). O orificio cervical externo esta
localizado na parte ventral da vagina e a morfologia da abertura cervical é classifica-
da em 4 tipos: flap (uma prega), bico de pato (duas pregas opostas), roseta (conjun-
to de pregas) e espiral (tecido no formato espiralado). O tipo liso (fenda) foi identifi-
cado, porém nao ha protusdo da cérvix em direcdo a vagina anterior, e a abertura é
em formato de fenda (KERSHAW et al., 2005; MOURA et al., 2011).

Os ovarios séo o principal 6érgédo do aparelho reprodutivo, regulado por hor-
monios gonadotréficos do eixo hipotalamo-hipofise que regem o ciclo estral. As alte-

ragdes morfolégicas dependem do numero de foliculos em desenvolvimento, da for-
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macgao do CL no ciclo estral, prenhez, puerpério e lactacdo. Além disso, os ovarios
nas espécies uniparas, como ovelhas, tém o formato ovoide e a faixa de peso do
ovario nessa espécie € muito variavel e estdo relacionada a raga, idade, nutricio e
época do ano (RODRIGUES et al., 2007; SCARAMUZZI et al., 2006).

A puberdade é medida pela observancia do primeiro CL, uma glandula endoé-
crina transitéria que desempenha um papel na regulagao do ciclo estral e na pre-
nhez pela sintese de P4 por células esteroidogénicas e deve ser mantida em niveis
adequados em mamiferos para reproducao (STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007).
As células nao esteroidogénicas do CL, sdo compostas por células endoteliais, fi-
broblastos, que estdo associados aos componentes estruturais dos tecidos e produ-
zem colageno e citocinas, e por macréfagos que participam da resposta imune que
ocorre no periodo de regressdo do CL (RICHARDS et al., 2017; SALLES; ARAUJO,
2010).

Durante o ciclo estral, nas fases de crescimento, manutencao e regressao do
CL, a secrecgéo de progesterona pode variar por influéncia da idade, peso e equili-
brio energético, podendo afetar a precocidade sexual (MENEZES; CORDEIRO;
SATRAPA, 2020; REGO, 2019), dado que o colesterol é o precursor dos horménios
esteroides, como a progesterona e os niveis sanguineos de colesterol podem au-
mentar quando s&o utilizadas dietas ricas em carboidratos ou gorduras. Os episodios
de baixos niveis de colesterol, ocorrem quando ha deficiéncia de consumo de ali-
mentos energéticos, sendo assim, para que a sintese dos horménios esteroides nao
seja afetada, é necessaria uma dieta balanceada (GONZALEZ; SILVA, 2017).

O primeiro estro ocorre quando as borregas apresentam 30 a 50 kg de peso
vivo (JAINUDEEN; HAFEZ; 1993), que representa 60 a 70% do peso de uma fémea

adulta. No entanto, além do peso corporal ideal para atingir a puberdade, o fotoperi-
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odo determina o inicio da puberdade nas ragas que exibem estacionalidade reprodu-

tiva.

3. Ciclo estral

As ovelhas sao poliéstricas sazonais e a duracdo media do ciclo estral € de
16 a 17 dias durante a estagao reprodutiva, geralmente pode ocorrer uma diferencga
de um dia de duragéo do ciclo estral entre diferentes ragas ou idade (RAWLINGS;
BARTLEWSKI, 2006). As fases do ciclo estral s&o denominadas de proestro, estro,
metaestro e diestro.

Durante a fase de proestro, o crescimento folicular ocorre de forma rapida e
se estende do dia 4 aos dias 13 a 15 do ciclo. O estro € o tempo em que a ovelha se
mantém receptiva ao carneiro para o acasalamento e isto ocorre aproximadamente
entre 24 a 36 horas, enquanto a ovulagéo ocorre entre a metade e o final do estro. O
metaestro se inicia com o término do estro e persiste cerca de 3 dias apos a ovula-
¢ao, sendo o periodo requerido para a formagéo do CL. O CL é uma glandula transi-
téria responsavel pela sintese de P4 e manutencdo da prenhez (BARTLEWSKI;
BABY; GIFFIN, 2011). O diestro € o periodo em que o CL esta totalmente funcional,
onde o animal apresenta altas concentracdes circulantes de P4.

O periodo de anestro se refere a um periodo de quiescéncia reprodutiva de-
terminada pela sazonalidade, onde imperam maiores concentra¢des de serotonina e
menores concentracdes de melatonina, pois o ciclo de reproducédo da ovelha é sin-
cronizado pelo fotoperiodo (FERRA et al., 2010; GRANADOQOS; DIAS; SALES, 2006;
MAIA; BEZERRA, 2010). O fotoperiodo € um fator ambiental que controla o ciclo

estral e apds o solsticio de verao ocorre a diminuicdo do fotoperiodo, causando um
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aumento diario progressivo na secregcdo de melatonina e uma diminuicdo de seroto-
nina, ambos produzidos pela pineal. Uma mudanca no padrao de liberagao do GnRH
no hipotalamo, aumenta a ocorréncia de pulsos por unidade de tempo e aumenta a
amplitude dos pulsos, promovendo o inicio a puberdade (MENZIES, 2015). No en-
tanto, as racas como a Santa Inés e Dorper sao poliéstricas ndo estacionais, apre-
sentam ciclo estrais durante todo ano, possibilitando trés paricbes em dois anos

(MEXIA et al., 2004; ROSANOVA; SILVA SOBRINHO; GONZAGA NETO, 2005).

4. Puberdade

A puberdade precoce em ovelhas é uma caracteristica que permite um acrés-
cimo na produtividade por meio do aumento do rebanho, descarte de animais infér-
teis e a diminuigdo dos custos de manutencéo, sendo que o ganho de peso é um
fator determinante para o inicio da fase de puberdade (KUTLUCA KORKMAZ;
EMSEN, 2016).

A puberdade zootécnica corresponde a idade em que uma fémea alcancga a
capacidade de se reproduzir pelo desenvolvimento corporal e que a torne capaz de
sustentar de forma eficiente uma prenhez a termo, sendo o primeiro cio em torno dos
cinco meses de idade ou quando atingem de 30 a 50 Kg (FRAGA et al., 2015;
HULET; SHELTON, 2004).

A puberdade fisiologica é definida como a ativagdo do eixo hipotalamo-
hipdfise-gonadal (HHG), resultando no inicio da vida reprodutiva das fémeas a partir
da primeira ovulagdo, prosseguida pelo desenvolvimento do CL e por uma fase lute-
inica. Porém é necessario que a fémea atinja um determinado peso para ser capaz

de sustentar uma prenhez a termo (SMITH; CLARKE, 2010).
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Na peripuberdade, a secrecao de LH é pulsatil, como na ovelha adulta, mas a
frequéncia de pulsos de LH é reduzida. Assim, a mudanc¢a na frequéncia de pulsos
GnRH/LH indica ser o principal determinante da funcao reprodutiva. Os pulsos de LH
de baixa frequéncia sao incapazes de fornecer o estimulo necessario para o desen-
volvimento de um foliculo ao estagio de foliculo pré-ovulatério, impossibilitando a
producdo de E2 em concentracbes suficientes para promover um pico pré-
ovulatério de LH (SMITH; CLARKE, 2010).

Precedente ao inicio da puberdade ocorre uma diminuicdo na resposta ao
feedback negativo do E2, resultando no aumento da frequéncia de pulsos de GnRH
e, subsequentemente, de LH. Este aumento na frequéncia de pulso de LH leva ao
aumento da producdo de E2 que, por sua vez, induz o aumento subsequente de
GnRH/LH e a primeira ovulacdo. Os pulsos de GnRH s&o controlados pelas acoes
de feedback negativo de e E2 e P4, enquanto o pico de GnRH é desencadeado pelo
feedback positivo das altas concentracdes de E2 no final da fase folicular do ciclo
estral (NESTOR et al., 2012, 2018).

A P4 é produzida pelo CL formado na primeira ovulagéo silenciosa, embora o
estimulo hormonal para o estro seja o E2, um periodo de exposicdo a P4 de 5a 9
dias é essencial para que a fémea seja sensivel ao E2 (DIXON et al., 2006).

O colesterol € o precursor dos hormdnios esterdides, como o estradiol, pro-
gesterona e testosterona. As concentragdes circulantes de colesterol podem aumen-
tar quando s&o fornecidas dietas ricas em carboidratos ou gorduras. Quando ha de-
ficiéncia de consumo de alimentos energéticos foram verificadas baixas concentra-
¢des circulantes de colesterol. Para que a sintese dos horménios esterdides nao

seja afetada, torna-se necessaria uma dieta balanceada (GONZALEZ; SILVA, 2017).
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5. A influéncia da nutricao no desempenho reprodutivo de ovelhas

A relacdo entre o desempenho funcional do sistema reprodutivo e a sintese
de energia pelo organismo estdo associados especialmente em fémeas, cujos pro-
cessos reprodutivos exigem um aumento do metabolismo energético (SZLIS;
WOJCIK-GLADYSZ; PRZYBYL, 2020). O fornecimento de uma nutricdo adequada
contribui com o aumento da taxa de ganho de peso, aumento ECC e antecipacao da
puberdade (DANTAS et al., 2016; ROSALES NIETO et al., 2013).

O conhecimento e caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na puberdade
ovina contribui na reducao de intervalo entre partos e antecipa o primeiro parto, nos
quais sdo recursos que possibilitam maiores numeros de partos por ovelha durante
sua vida, garantindo o crescimento da criagdo de ovinos de corte (FERRA et al.,
2010).

O peso e a idade sao fatores que variam consideravelmente na puberdade,
pois sao determinados pelo gendtipo do animal e pelos fatores ambientais. O gené-
tipo é responsavel pela expressao de fatores intrinsecos como a interacdo entre
horménios e 6rgaos alvos que serdo influenciados por fatores ambientais, como a
nutricdo, a luminosidade, a temperatura, a umidade e a precipitacdo pluviométrica
(DUPONT; SCARAMUZZI; REVERCHON, 2014). O ganho de peso médio diario é
responsavel por 96% de desencadeamento da puberdade em ruminantes, dado que
os eventos reprodutivos que ocorrem durante a puberdade e na fémea adulta, de-
pendem de um sistema complexo controlado pela interagdo entre o cérebro, a glan-
dula pituitaria e as gbnadas, sendo que esses sinais sdo afetados pelo nivel nutrici-

onal dos animais, hormoénios e substancias do metabolismo energético, entretanto
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esses mecanismos nao estdo totalmente caracterizados (CHELIKANI; AMBROSE;
KENNELLY, 2003).

O sistema nervoso central (SNC) reconhece quando o organismo obtém o pe-
so adequado para a reproducdo através da sinalizacdo da leptina, que estimula a
secrecao do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e de insulina
(BARB; HAUSMAN; CZAJA, 2005). O IGF-1 aumenta durante a puberdade em rumi-
nantes e estimula o crescimento de foliculos pré-antrais e antrais (EL-SHAHAT,;
KHALED; EL-FAR, 2014; MONTE et al., 2019). A nutricdo pode afetar a expressao
do mRNA do sistema IGF ovariano e influenciar na regulagcéo da resposta de folicu-
los as gonadotrofinas (LENZ SOUZA; LEANDRO GRESSLER; URIBE VELASQUEZ,
2014).

Os neurdnios kisspeptina (Kiss1) sao os principais componentes das vias
neuroenddcrinas que ligam os niveis energéticos a reprodugao. O papel da Kiss1 é
preponderante para o desencadeamento do pico de LH tanto na puberdade, como
na fase adulta em varias espécies, incluindo a humana (LUQUE; KINEMAN; TENA-
SEMPERE, 2007). Estudos apontam que a baixa concentragéo circulante de IGF-1
causa a diminuicdo da expressdo do mRNA da Kiss1 (HINEY et al., 2009;
PRALONG, 2010), uma vez que o IGF-1 estimula a expresséo do gene Kiss1 no nu-
cleo anteroventral periventricular (HINEY et al., 2009).

A obtencdo de adequados indices nutricionais resulta em maiores concentra-
¢bes de glicose circulante oriundas de acidos graxos volateis metabolizados no figa-
do (VARELA; HORVATH, 2012), que estimula a secregao de insulina para garantir o
suporte nutricional na sintese de neurotransmissores que controlam a secrecédo de
GnRH em ovelhas (NESTOR et al., 2018). A glicose € a principal fonte de energia

das células e tecidos, incluindo o ovario, e a captagdo de glicose é regulada por
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horménios metabdlicos, como insulina e IGF-1 (DUPONT; SCARAMUZZI, 2016;
RABIEE; LEAN, 2000). A administracdo de solugdes glicogénicas em ovelhas au-
menta a taxa de ovulacao, em resultado da elevacdo do peso corporal ou insulina e
glicose (GUTIERREZ et al., 2011).

A glicose é transportada da circulagéo para o foliculo através do transporte
passivo de substancias pela membrana plasmatica (difusao facilitada) e de proteinas
transportadoras de glicose (GLUTs). A concentragdo de glicose no fluido folicular
depende da taxa de difuséo para o foliculo e da taxa de utilizagdo de glicose pelas
células da granulosa. Em vista disso, o fornecimento de energia e o balango energé-
tico ttm um grande efeito na reproducgéo, provavelmente mediado pela insulina, o
principal regulador do balanco energético em mamiferos (JOZWIK et al., 2007). Gra-
zul-Bilska et al. (2012) mostrou que a depender do nivel energético da dieta, a insu-
lina pode aumentar em animais nutridos ou diminuir em animais desnutridos, como
ressaltado no estudo sobre o efeito do ECC nos metabdlitos sanguineos de ovelhas,
que evidenciou menores concentragdes de glicose plasmatica em animais com ECC
1 e 2 comparadas as ovelhas com ECC 3 e 4, na escala de 1 a 5 (CALDEIRA et al.,
2007).

O efeito da nutricdo na dindmica folicular ovariana e na taxa de ovulagéo é
imediato em ovelhas com alto ECC do que em ovelhas com baixo ECC, uma vez
que a secregao de insulina e leptina estimula o surgimento da segunda onda folicular
(VINOLES et al., 2010). Os odécitos de ovelhas desnutridas apresentam uma menor
taxa de clivagem e blastocisto, consequentemente, ha uma correlagao positiva entre
peso corporal ou ECC e a formagado do blastocisto (BOROWCZYK et al., 2006).

Além disso, o ECC pode ser usado para prever o desenvolvimento embrionario em
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ovelhas, por estar associado a diminuicao da qualidade do odcito na fertilizagao in
vitro (BOROWCZYK et al., 2006).

O balango energético negativo provocado pela restricdo alimentar pode dimi-
nuir a expressao génica dos horménios reprodutivos femininos (AHMED et al.,
2012). Em ovelhas desnutridas, foi evidenciado que a concentragdes de E2 séo
maiores que em ovelhas nutridas. O aumento das concentragdes séricas de E2 em
ovelhas alimentadas com dieta restrita, pode estar relacionado a uma menor depu-
racao hepatica de E2 (GRAZUL-BILSKA et al., 2012) menos estradiol grudando na
gordura do tecido adiposo. Entretanto, a avaliagdo do desempenho reprodutivo de
ovelhas e os efeitos da alimentacdo com diferentes proporcées de volumoso nas
concentracdes séricas de P4, concomitantemente nao mostrou interacdo entre a di-
eta e a concentragao de P4 (LAGHROUR et al., 2020).

Os horménios esterdides sao essenciais na modulagéo da fisiologia uterina e
qualquer alteragdo na capacidade do utero em responder a esses hormdnios, pode
prejudicar o desenvolvimento embrionario (FERNANDEZ-FOREN et al., 2019;
MEIKLE et al., 2004). No dia 5 do ciclo estral, ovelhas ciclicas desnutridas apresen-
taram uma reducao de hormdénios esteroides e uma menor expressdao de mRNA PR
e ERa na tuba uterina ipsilateral ao CL. No entanto, nenhuma diferenca foi encon-
trada na expressao ou na analise quantitativa de imunocoloracdo de PR e ERa nos
dias 10 ou 14 do ciclo estral, isto €, as alteracdes na funcionalidade uterina durante
a fase lutea inicial sdo influenciadas pela nutricdo e regulacdo da secre¢gdo hormo-
nal, portanto podem afetar o desenvolvimento embrionario e ocasionar perda embri-
onaria precoce (GRAZUL-BILSKA et al., 2012; SOSA et al., 2004, 2006, 2008).

A produtividade de um rebanho depende do sucesso de alguns aspectos re-

produtivos (LOBATO et al., 2013). As ovelhas apresentam mecanismos fisiolégicos
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que limitam a reproducdo aos meses de outono e inverno e os nascimentos as esta-
¢des que sao favoraveis a sobrevivéncia. Em vista disso, ovelhas mantidas em con-
dicbes de pastagem inadequada, apresentam necessidades e devem ser suplemen-
tadas, do contrario é provavel que ocorra um declinio no desempenho total e conse-
quentemente perdas econbmicas em decorréncia da redugdo da reproducao
(YOKUS et al., 2006).

Os sistemas de produc¢ao animal ndo podem se limitar ao momento ou condi-
¢ao mais adequada para criarem seus rebanhos. O investimento energético na re-
producao de ovinos é consideravel, dado que as populagdes de foliculos sdo sensi-
veis a adi¢cao nutricional, isto pode contribuir na foliculogénese e no aumento da taxa
de ovulagao por meio de modificagdes nutricionais. As interferéncia nos mecanismos
reprodutivos através de alteragdes no padrao nutricional sdo uma ferramenta de ges-
tdo econbmica para controlar a taxa de ovulagao e o tamanho da ninhada, sobretudo
de baixo custo e rentavel em sistemas de produ¢do em ambientes marginais, como
as regides semi-aridas, mediterraneas e regides montanhosas (MARTIN; RODGER,;
BLACHE, 2004; SCARAMUZZI et al., 2006).

Contudo, deficiéncias nutricionais sdo mais frequentes em ruminantes, resul-
tando em uma produgéao ineficiente dos sistemas agropecuarios, e consequentemen-
te, impactam negativamente nos parametros produtivos desses animais. As dietas
balanceadas fornecem ao animal um rapido ganho de peso e a antecipagédo da pu-
berdade, viabilizando a produgdo. Dentre varios fatores que podem causar resulta-
dos negativos, a nutricdo é um dos fatores mais acessiveis a ser modificado pelo
produtor para assegurar resultados satisfatorios na reproducdo (PEREIRA et al.,
2017; PETROVIC et al., 2012). A tabela 1 compde dados de estudos de 2003 a

2021, sobre a influéncia de diferentes manejos nutricionais no peso, nos parametros
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324 bioquimicos e hormonais e nas caracteristicas reprodutivas de ovelhas durante os
325 periodos experimentais.
326 Tabela 1: A influéncia de diferentes manejos nutricionais sobre o peso, pardmetros bioquimicos e
327 hormonais e caracteristicas reprodutivas de ovelhas
Periodo
Estudo e raga Dieta da Parametros avaliados
dieta
Rosales-Nieto et al., 2021 Controle= 100% da NRC 21dias Controle= ganho de peso diario ( -104 +
(n=33) 30 g/d)* e taxa reprodutiva (100%).
Dorset X Polypay Subalimentados= 50% da Subalimentados= ganho de peso diario (-
NRC (n=33) 462 + 30 g/d)* e taxa de prenhez (82%).
Superalimentados= 200% da
NRC (n=33) Superalimentados= ganho de peso diario
(+230 + 26 g/d)* e taxa de prenhez
(145%).
*p<0,001, diferiu entre os tratamentos.
Gonzalez-Garcia et al., 2020 Controle= 100% da NRC 122dias Controle= Peso vivo (44,27+ 0,285 Kg)",
(n=12) ECC (1,92 + 0,017)°, glicose (0,55 #
] . 0,005 mg/dL)?, insulina (12,98 + 0,520
Merino d'Arles Subalimentados=  70%  da mIU/mL)’ e leptina (4,56 + 0,058 mg/dL)®.
NRC (n=12)
Superalimentados= 160% da Subalimentados= Peso vivo (41,59 =
NRC (n=12) 0,285 Kg)®, ECC (1,78 + 0,017)%, glicose
(0,55 + 0,005 mg/dL)?, insulina (11,58 +
0,520 mIU/mL)? e leptina (4,52 + 0,058
mg/dL)?.
Superalimentados= Peso vivo (47,48 +
0,446 Kg)°, ECC 2,00 + 0,027)°, glicose
(0,59 + 0,008 mg/dL)", insulina (14,96 *
0,813 mlU/mL)°e leptina (5,09 + 0,091
mg/dL)".
Prezotto et al., 2020 Controle= 100% da NRC 75dias  Controle: sem alteragdo no peso, glicose
(n=16) (73,2 £ 1,7 mg/dL) e insulina (8,9 + 0,8
. miU/mL).
Rambouillet Subalimentados= 60% da

NRC (n=16)

Superalimentados= 200% da
NRC (n=16)

Subalimentados: peso (-13,9 £ 0,1 Kg)*,
glicose (67,6 + 2,1 mg/dL) e insulina (4,4
+0,4 miU/mL).

Superalimentados: peso (+9,6 + 0,7 Kg),
glicose (76,8+2,6 mg/dL)**, insulina (15,7
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+ 1,6 mIU/mL)***,

*p<0,02, em comparagéo ao controle.
**p<0,01, em comparagao ao subalimen-
tado.

***p<0,0001, em comparagao ao controle
e subalimentado.

Macias-Cruz et al., 2017 Controle= 100% da NRC (n=2) 30dias A subalimentagdo ndo afetou a taxa de
manifestagao de estro, a taxa de prenhez,
Katahdin x Pelibuey Subalimentados= 60% da o
NRC (n=12) a perda precoce de embrides, a taxa de
aborto, a taxa de parto e a duracdo da
prenhez.
Tsiplakou et al., 2017 Controle= 100% da NRC (n=8) Controle: ganho de peso (+2 + 1,31 Kg).
60 dias
Subalimentados= 70% da Subalimentados: ganho de peso (-8 %
Friesian NRC (n=8) 0,90 Kg).
Superalimentados= 130% da Superalimentados: ganho de peso (+10
NRC (n=8) 1,07 Kg).
Hoffman et al., 2014 Controle= 100% da NRC (n=8) 32dias  Controle= peso final (111 £ 3 Kg)*.
Subalimentados= 60% da Subalimentados= peso final (95 £ 3 Kg)*.
Dorset (n=21) e Shropshire NRC (n=8)
(n=3) Superalimentados= peso final (118 + 4
Superalimentados= 126% da Kg).
NRC (n=8)
*p=0,002, em comparagao ao controle.
Murdoch et al.,2003 Controle= 100% da NRC (n=7) 50 dias  Controle= peso final (102 £ 5 Kg)*

Western-Range

Subalimentados= 50% da

NRC (n=6)

e Foliculos terciarios/ovelha (7,2 £ 0,4)**
Subalimentados= peso final (86 + 5 Kg) e
Foliculos terciarios/ovelha (3,0 + 0,6).

*=p<0,05, em comparagao ao subalimen-
tado.
**=p<0,01, em comparagao ao subalimen-
tado.

328
329
330
331
332
333

Consideragoes Finais

NRC= National Research Council; + = Aumento; = = Diminuigao.
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A lucratividade de um sistema de producdo animal esta intimamente relacio-
nada a eficiéncia reprodutiva do rebanho. A puberdade, bem como todos os eventos
reprodutivos que ocorrem na fémea adulta depende de um sistema complexo, con-
trolado por interagbes entre sinais regulatérios do cérebro, hipéfise e gbnada, que
sao altamente influenciados pelo nivel nutricional do animal e consequentemente
pelos horménios e substancias do metabolismo energético.

O estabelecimento de um manejo nutricional com estratégias que minimizam
o impacto na biologia reprodutiva de ovelhas é fundamental para a produtividade do

rebanho.
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RESUMO
Este estudo objetivou avaliar se o nivel nutricional fornecido para borregas na peripuberdade
tem influéncia sobre as concentragao circulantes (plasma e soro) de colesterol, triglicerideos,
ureia, progesterona, pesos ¢ dimensodes de ovarios e utero, populacao de foliculos antrais, na-
mero e qualidade de odcitos, dimensao fractal e porcentagem de colageno do CL. Foram utili-
zadas 25 borregas (7/8 Dorper), com 15 a 25 Kg, 6 e 7 meses de idade, distribuidas de forma
inteiramente casualizada para compor os grupos: Controle (G-C, 100-110% da exigéncia de
consumo do NRC, n=8), Subalimentado (G-Sub, 70-80% da exigéncia de consumo do NRC,
n=8) e Superalimentado (G-Super, 140% da exigéncia de consumo do NRC, n=9). Ao atingir
o peso corporal de 32 a 35 Kg, ou seja, 6 a 8 meses apos o inicio do tratamento nutricional, as
borregas tiveram as ovulagdes sincronizadas por protocolo hormonal com CIDR®. Oito dias
apo6s a retirada do CIDR®, as borregas foram abatidas e o aparelho reprodutor foi removido
para pesagem, morfometria e processamento das amostras para posterior andlise da dimensao
fractal do CL pelo método de box-counting e analise do percentual da area do coldgeno em
laminas de secgdes histologicas de CLs corados com Picrosirius Red. Os dados foram anali-
sados com o programa SAS, considerando o nivel de significancia de 5% (p=0,05). As borre-
gas do G-Super apresentaram maior peso final (p=0,0002) e ganho de peso (p=0,0006) que as
do G-C e G-Sub, mas o nimero de anéis cervicais (p<0,05) e o peso do utero (p=0,01) foram
maiores no G-Sub. As concentragdes de colesterol, triglicerideos e ureia oscilaram (p<0,05)
no G-C, G-Super e G-Sub durante o manejo nutricional. As andlises de dimensao fractal nos
CLs demostraram que no G-Sub houve aumento estrutural (p=0,0013) comparado ao G-C e
G-Super, no entanto sem alteragcdo na distribuicdo ou dimensao fractal do colageno. Conclui-
mos que a subalimentacdo nos meses que antecedem a puberdade causou diferengas anatomi-
cas e estruturais, como aumento do peso do utero, do nimero de anéis cervicais e da dimensao

fractal de CLs, além de modulagdes nas concentracdes de metabolitos sanguineos.
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Palavras-chave: Puberdade; Dimensao Fractal; Corpo luteo; Colageno; Matriz Extracelular;

Ovinos.

1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre o impacto da nutricdo na reprodug¢do de ovinos ¢ primordial
para avaliar as alteracdes nas caracteristicas reprodutivas da espécie [1]. A relagdo entre o
desempenho funcional do sistema reprodutivo e a sintese de energia pelo organismo estdao
associados, especialmente em fémeas, cujos processos reprodutivos exigem aumento do me-
tabolismo energético [2], isto ¢, o fornecimento de uma nutri¢do adequada contribui com o
aumento na taxa de ganho de peso, aumento do escore de condi¢do corporal e, consequente-
mente, na antecipacao da puberdade [3,4].

A puberdade ¢ um processo fisioldgico que requer a maturacao do sistema neuroendo-
crino reprodutivo e a nutricdo ¢ um dos fatores principais que controlam o momento da pu-
berdade [5]. Um manejo alimentar adequado reflete no desempenho produtivo e reprodutivo
de ovinos [6].

A nutricdo pode impactar a funcionalidade do corpo luteo (CL), como demonstrado
em ovelhas superalimentadas (200% da exigéncia de consumo do NRC) ndo prenhes, que
apresentaram aumento na concentracdo sérica de progesterona (P4), na vascularizacao, na
expressao de fatores angiogénicos e na proliferagao celular [7-9]. Por outro lado, o consumo
insuficiente de nutrientes pode afetar os processos reprodutivos em diferentes niveis, como a
inibicao da foliculogénese, irregularidades no desenvolvimento do o6cito e embrido, diminui-
¢do da sintese e das concentragdes circulantes de P4 inclusive no utero e interrup¢ao do reco-

nhecimento materno da prenhez [10,11].
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Desse modo, a identificagdo e quantificagdo de irregularidades morfologicas nos or-
gaos reprodutivos e, especificamente, as alteragdes histofisiologicas nos CLs de borregas sob
deficiéncia nutricional no periodo que antecede a puberdade, nos possibilita avaliar as modifi-
cacOes ocorridas no processo de peripuberdade relacionadas ao estado nutricional do ani-
mal. Neste contexto, uma analise mais completa das estruturas celulares através da dimensao
fractal pode ser uma ferramenta fundamental para quantificacdo da desorganizacao celular e
tecidual, assim como no perfil de distribui¢cdo do colageno em CLs [12,13].

Por essas razdes, hipotetizamos que a subalimentacao durante a peripuberdade de bor-
regas afeta alguns parametros, como ganho de peso didrio, as concentragdes circulantes de
colesterol, triglicerideos, ureia, progesterona, além dos pesos e dimensdes de ovarios e tutero,
populagdo de foliculos antrais, nimero e qualidade de odcitos, dimensao fractal e porcenta-
gem de coldgeno do CL, comprometendo a estrutura e funcionalidade do sistema reprodutivo.
Assim, nosso estudo teve o objetivo de avaliar o impacto do sistema alimentar nos meses que

antecedem a puberdade sobre a biologia reprodutiva de borregas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Manejo nutricional

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA (nu-
mero de protocolo: 4610), foi realizado no municipio de Presidente Prudente, Sdo Paulo, Bra-
sil (latitude de 22° 07 norte e longitude 51 © 23") e teve duracdo total de 8 meses (abril a no-
vembro).

Foram utilizadas 25 borregas (7/8 Dorper) sadias, 22,2 + 5,0 Kg, com idades entre 6 ¢

7 meses, provenientes do mesmo rebanho de matrizes e nascidas de partos sincronizados apos
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Inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) com sémen do mesmo reprodutor. Inicialmente
as borregas foram pesadas e a coleta de fezes para exame de OPG (contagem de ovos por
gramas de fezes) foi realizada, o qual foi repetida mensalmente. A seguir, as borregas foram
separadas de forma inteiramente casualizada em trés grupos experimentais: Grupo controle
(G-C, 100-110% da exigéncia de consumo do NRC; n= 8), Grupo subalimentado (G-Sub, 70-
80% da exigéncia de consumo do NRC; n= 8) e Grupo superalimentado (G-Super, 140% da
exigéncia de consumo do NRC; n=9), (Fig. 1).

Os animais do G-Sub foram mantidos a pasto (Panicum maximum cv. Tanzania), com
acesso a agua e sal mineral ad libitum [14]. O grupo controle (n=8) permaneceu a pasto (Pa-
nicum maximum cv. Tanzania), porém recebeu 1,5% do peso vivo de racdo comercial®
(FORT OVINOS 16, FORTSAL®) para ovinos contendo: proteina bruta minima (160 g/kg);
NDT estimado (720 g/kg); extrato etéreo minimo (33 g/kg); fibra bruta maxima (62 g/kg);
FDA maximo (70 g/kg); material mineral maximo (50 g/kg); calcio maximo (18 g/kg); calcio
minimo (17 g/kg) e fosforo minimo (8000 mg/kg). As borregas do G-C e G-Sub foram manti-
das em modulo de pastejo rotacionado [15], totalizando area 0,8 hectares, subdivididos em 4
piquetes de aproximadamente 2.000 m”, onde permaneceram por 9 dias em cada piquete com
periodo de descanso do capim de 27 dias e 4rea de pastagem de 22 m” por borrega.

As borregas do G-Super (n=9) permaneceram confinadas durante o periodo experi-
mental, recebendo dieta total na propor¢do volumoso/concentrado de 20:80, em cocho indivi-
dual, com acesso a agua e sal mineral (quelatado) ad libitum. Foi oferecido como volumoso
feno de Tifton e o concentrado da ragao comercial, contendo 16% de PB e 72% de NDT, vi-
sando ganho de peso diario de 200 g/dia [16]. As borregas receberam 4% do peso vivo da
dieta total (feno + racdo) [17,18]. As borregas do G-C e G-Super foram alimentadas duas ve-
zes ao dia, as oito horas da manha e quatro horas da tarde, durante o experimento, sendo pe-

sadas a cada 15 dias para o ajuste da dieta em fun¢do do peso vivo. Um animal do grupo con-
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trole morreu durante o experimento por verminose causada pelo parasita Haemon-

chus contortus.

2.2 Analise bromatologica

Foi realizada a anélise bromatoldgica da pastagem (Tabela 2) a cada 21 dias para avalia-
¢ao do valor nutricional e determinacao dos teores de matéria seca, matéria mineral e proteina
bruta, segundo as metodologias descritas por Silva e Queiroz (2002) [19]. Os teores de fibra
em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram obtidos pelo método de

Van Soest [20].

2.3 Sincronizacio do ciclo estral

As borregas foram sincronizadas ao atingir o peso corporal médio de 35 kg, o peso de
encarneiramento para a raga independente do padrao genético para a precocidade. As borregas
do G-Sub que ndo atingiram o peso de encarneiramento até 8 meses apds inicio dos experi-
mentos foram abatidas com o peso médio de 37,5+3,4 kg em razdo da alteracao da estacdo do
ano, sendo todos os abates realizados no verao. A sincronizagdo foi realizada pela inser¢ao de
um dispositivo vaginal de liberagdo de 1,9 g de progesterona (Easy-Breed CIDR®, Pfizer,
Brasil) por 12 dias. No dia da retirada do implante, foram administrados por via intramuscu-
lar, 0,075 mg de cloprostenol (Veteglan®, HertapeCalier, Brasil) e 300 UI de gonadotrofina
coridnica equina (eCG, Novormon®, MSD Saude Animal, Brasil). Apds a remocao do CIDR,
foi introduzido um rufido no piquete (1/1) e permaneceu durante 72 horas para marcagdo e

detecgdo do cio [21] (Fig. 1).
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2.4 Abate

Os abates das borregas foram realizados sempre 8 dias apds a retirada do CIDR, ou se-
ja, aproximadamente seis dias apds a provavel ovulagdo [22], conforme metodologia proposta
por Gomide (2006) , induzindo a insensibilidade instantanea e a seguir foi realizada a sangria,
pela seccao das veias jugulares e as artérias cardtidas [23].

Foram realizados 4 abates num intervalo de 70 dias. O primeiro abate ocorreu 61 dias
apo6s a divisdo dos grupos de acordo com o manejo nutricional, sendo abatidas 6 borregas (1
do G-C, 1 do G-Sub e 4 do G-Super) pesando em média 45,11 + 2,77 kg de peso vivo. O se-
gundo abate foi realizado 10 dias apos o primeiro, sendo abatidas 6 borregas (2 do G-C e 4 do
G-Super) com peso vivo médio de 47,60 + 2,11 kg. Apds 18 dias do segundo abate, foi reali-
zado o terceiro abate com 03 borregas do G-C e 01 borrega do G-Sub e G-Super pesando em
média 38,61 + 2,53 kg de peso vivo. O quarto abate ocorreu apds 42 dias do terceiro abate,

com 02 borrega do G-C e 06 borregas do G-Sub pesando em média 35,24 + 0,17 kg (Fig. 2).

Manejos nutricionais

Pesagem e coleta de sangue a cada semana Abates

Insergéo
do CIDR Rufido
12 dias 72hs

— 1° 20 o o
35 kg Remog&o 3 4

do CIDR ? n=6 n=6 n=5 n=8

oD 61D 71D 89D 131D

Periodo experimental

Figura 1. Desenho experimental do estudo: apds alcangar o peso médio de 35 kg durante os manejos nu-

tricionais, as borregas foram submetidas ao protocolo de IATF e posteriormente foram abatidas.
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Figura 2. Numero de borregas de cada grupo por abate (1° - 4° abates) realizados apds o periodo (D) de manejo

nutricional.

2.5 Dosagem do perfil bioquimico e progesterona plasmatica

Apo6s a pesagem das borregas, o sangue para as dosagens bioquimicas foi coletado em
média a cada 7 dias durante o manejo nutricional, totalizando 9 coletas. As coletas foram rea-
lizadas no periodo matutino, antes do fornecimento do concentrado, através da venopungao
jugular em tubos de ensaio Vacutainer (Becton Dickinson, USA) isentos de anticoagulante
(EDTA). Foram quantificados nas amostras de soro os niveis de colesterol total pelo método
enzimatico do CHODPAP (Kovalent®), triglicerideos pelo método enziméatico do GPO-PAP
(Kovalent®) e a ureia pelo método enzimatico da urease-GLDH (Kovalent®) [24]. Para as
dosagens plasmaticas de progesterona, foram coletadas amostras de sangue no momento do
abate através da venopungao jugular em tubos de ensaio Vacutainer (Becton Dickinson, USA)
com EDTA. As amostras de sangue foram mantidas em gelo por um periodo maximo de 2
horas e posteriormente foram centrifugadas a 2500 X g por 15 minutos para obtengdao do

plasma. Foi utilizado o Kit de radioimunoensaio em fase sélida (Coat-a-count® - Diagnostic



192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

47

Products Corporation, Los Angeles, CA, USA) e um contador gama Vitek, modelo Kineti
Count 48. Os resultados obtidos através da contagem foram transformados em unidades de
medida caracteristica do respectivo hormonio, com base nas amostras padrdes por intermédio

de um programa computacional em Gwbasic.

2.6 Morfometria do sistema reprodutor

Apo6s o abate, o aparelho reprodutor foi localizado e isolado para o processamento das
amostras. Os ovarios e corpos luteos foram medidos com paquimetro e pesados em balangas
de alta precisdo, uma vez que a presenca de CL e sua localizagdo foi considerada como um
indicativo da ocorréncia de ovulagdo. A seguir todos os foliculos antrais na superficie foram
contados e aspirados, os complexos cumulus obdcitos (COC) foram contados e classificados
como: Grau I, mais de trés camadas de células do cumulus compactas; Grau II, pelo menos
uma camada de células do cumulus; Grau III, desnudo; e Grau IV, atrésico, com células cu-
mulus escuras e sinais de degeneracdo citoplasmatica [25]. O ttero foi pesado e medido o
comprimento, largura e didmetro do corno, ipsilateral e contralateral, assim como as medidas
e quantidades de anéis da cérvix, ambos foram medidos com auxilio de um fio de nailon e

uma régua calibrada [26,27].

2.7 Analise da dimensao fractal

Para auxiliar na avaliacdo e quantificacdo das alteracdes teciduais dos CLs, foi utiliza-
do a andlise de dimensao fractal por ser um método util de deteccdo de mudangas morfologi-
cas e executa medidas quantitativas funcionais [12]. A partir disso, os CLs das 25 borregas

foram fixados em solu¢do metacarn por 2 horas e apds, foram lavados e mantidos em etanol
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70%. Em seguida, os tecidos foram desidratados em etanol graduado e incluidos em paraplast
(Oxford, LabWare, USA). Foram realizados cortes seriados de 5 um de espessura em micro-
tomo rotativo e os fragmentos dos CLs foram analisados histologicamente pela coloracao he-
matoxilina e eosina (HE) e foram fotografados (10 campos histologicos/sec¢do, aumento de
40X). A dimensao fractal foi estimada pelo método de box-counting, que considerou a analise
em duas dimensdes, permitindo a quantificagao da distribuicao de pixels. A analise de dimen-
sdo fractal se baseou na relagcdo entre a resolucdo e a escala avaliada para definir um resultado
quantitativo através do grafico log-log de N(r) em funcao de 1/r, considerando o ajuste por
regressao linear entre 0 e 2 para ndo distinguir diferentes texturas de imagens, uma binarizada
e outra em niveis de cinza através da utilizacao do software Image J (Instituto Nacional de

Satde, Estados Unidos — NIH) [12].

2.8 Analise da distribuicao de colageno

As secgoes histologicas (5 pm ) dos CLs das 25 borregas foram coradas com Picrosi-
rius Red (PSR) para analise do volume relativo de coldgeno. A captura de imagens das lami-
nas foi realizada através do fotomicroscopio Zeiss Axiophot 2 (Zeiss Jenaval, Jena, Alema-
nha), sendo fotografados 10 campos histologicos/seccdo em aumento de 40X. Para a anélise
da distribuicdo de colageno foi utilizado o programa Image J, seguindo as instru¢des do sof-
tware, apods aplicagdo de filtro nas imagens dos cortes histologicos dos CLs [12]. O processo

de quantifica¢do do colageno estd exemplificado na Figura 10.
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2.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de Cramer von Mises e a
analise de homogeneidade de variancia por meio do teste de Levene a 5% de significancia
(p<0,05).

ANOVA seguido do Teste de Tukey foram utilizados para andlise de morfometria do
sistema reprodutivo, ganho de peso, dosagem do perfil bioquimico, concentragdo de progeste-
rona e area do colageno. Para os dados ndo paramétricos, nimero de anéis cervicais, nimero
de odcitos, dimensdo fractal dos CLs e dimensao fractal do colageno, utilizou-se o teste de
Kruskal Wallis seguido do teste Student Newman Keuls. As andlises foram realizadas no pro-
grama SAS (Statistical Analysis System, Cary, North Carolina, 1999) e os valores demonstra-

dos em média e desvio padrdo, considerando 5% (p<0,05) como nivel de significancia.

3. Resultados

O manejo nutricional na peripuberdade influenciou no peso das borregas. O G-Super
apresentou maior peso final (p=0,0002) e ganho de peso (p=0,0006) entre os periodos de a-
bril a agosto e abril a setembro comparado ao G-C e G-Sub. Nao houve diferenca (p>0,05) no

ganho de peso das borregas dos 3 grupos no inicio do experimento (Tabela 1).

Tabela 1. Dados do ganho de peso de borregas durante o periodo experimental (n=8/grupo). Os dados apresen-
tados em valores médios e respectivos desvios padrio (£), seguidos por letras maiusculas distintas e em negrito
nas colunas em cada variavel, diferem entre si pelo teste ANOVA seguido do Teste Tukey (p<0,05). O asterisco

dos graficos representa diferenga entre os grupos (p<0,05).
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Grupos Abril/Maio Abril/Junho Abril/Julho Abril/Agosto Abril/Setembro
G-C 3,81+1,19 5,29+1,66 6,37+1,85 6,29+2,76° 10,23+3,67°
G-Sub 4,78+1,34 6,35+1,59 7,00+1,48 4,64+2,52"° 5,54+2,29¢
G-Super 4,54+1,07 7,14+1,55 8,69+2,25 11,50+2,46" 17,40+2,47*

O manejo nutricional das borregas G-Super, influenciou na elevag¢do da concentracao
de colesterol no dia 09 (Agosto) em comparagdo ao G-C e G-Sub. No dia 38 (setembro), o
colesterol diminuiu no G-Super em comparagdo ao G-C. O G-Sub apresentou aumento de
colesterol no dia 59 (setembro) comparado as borregas do G-C e G-Super (Fig. 3).

No dia 0, 14 (julho, agosto) e 66 (outubro), as concentragdes de triglicerideos se eleva-
ram no G-C em comparagdo ao G-Sub e G-Super. Os valores de triglicerideos foram maiores
no G-Sub no dia 45 (setembro) e 52 (setembro) em comparaciao ao G-Super (Fig. 3).

O G-C e G-Super apresentaram aumento das concentragdes de ureia nos dias 0 (julho),
10 (agosto), 38, 45 (setembro) e 66 (outubro) em comparagdo as borregas do G-Sub. No dia
10 (agosto) e 59 (setembro), ocorreu um aumento de ureia no G-Super e diminuiu no G-C e
G-Sub. No dia 52 (setembro), as concentragdes de ureia se elevaram no G-C em comparagao

as concentragdes do G-Super e G-Sub que diminuiram (Fig. 3).
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Figura 3. Dados de peso corporal, concentragdes de colesterol total, triglicerideos e ureia (mg/dL) durante o

periodo experimental (n=8/grupo). Os dados estdo apresentados em valores médios e respectivos desvios padrao

pelo teste ANOVA seguido do Teste Tukey (p<0,05). O asterisco dos graficos representa diferenca entre os

grupos (p<0,05).

O numero de anéis cervicais foi maior (p<0,05) nas borregas do G-Sub e menor nas

do G-Super em comparacgao ao G-C. O peso do tutero foi maior (p=0,01) nas boregas do G-

Sub em comparagdao ao G-C e G-Super. O peso do ovario direito (p=0,23) e esquerdo

(p=0,36), do CL direito (p=0,73) e esquerdo (p=0,87) e o nimero de foliculos antrais (p>0,05)

nao diferiu entre os grupos, assim como os diferentes manejos nutricionais na peripuberdade

nao afetaram (p=0,3039) as concentracdes plasmaticas de P4 (ng/mL), de aproximadamente 6

dias, da ovulagdo induzida pelo protocolo hormonal (Fig. 4 e tabela 2).
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Figura 4. Mensuragdes de peso corporal e do sistema reprodutor de borregas submetidas a diferentes manejos
nutricionais na peripuberdade (n=6/grupo): (A) Pesos do animal: (Pi) Peso inicial, (Pf) Peso final e (GP) Ganho
de peso, (B) Anéis cervicais, (C) Utero, (D-E) Ovario direito e esquerdo, (F-G) Corpos liteos direito e esquerdo,
(H) foliculos antrais (I) concentragdo de P4 (ng/mL) obtida 8 dias apos a retirada do CIDR. Os dados foram

apresentados em média = desvio padrdo. Os grupos com letras minusculas distintas, diferem entre si (p<0,05).

Tabela 2. Analise do nimero de odcitos de borregas submetidas a diferentes manejos nutricionais pelo teste de

Kruskal Wallis seguido do teste Student Newman Keuls.

Grupos Graul Grau II Grau III Grau IV Grau 'V rl;::,)t;lt:se
G-C (n=8) 7 10 52 6 2 77

?ni‘;;’ 2 4 28 1 3 38
GE::;’)“ 6 13 47 3 4 73
‘E;LO(;; gse)p 0,78 0,54 0,62 0,46 0,47 0,19

A dimensao fractal aumentou (p=0,0013) nos CLs das borregas do G-Sub em compa-

racdo ao G-C e G-Super (Fig. 5).
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Figura 5. Dimensdo fractal de CLs de borregas na peripuberdade submetidas diferentes manejos nutricionais,
n=6/grupo. (A) Secc¢do histologica (5 pm) de CLs de borregas do G-C, G-Sub e G-Super apos analise da dimesdo
fractal: imagem original da coloragdo HE aumentada 40 % e imagem original binarizada com o software Image J.
(B) Analise da dimensdo fractal das secgdes histologicas dos corpos luteos mostrados quantitativamente entre 0 e
2. Os dados sdo apresentados como média + desvios padrdo: letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05).

O percentual de area do coldgeno e a dimensao fractal do colageno no CL, nao apre-

sentaram influéncia dos diferentes niveis de nutri¢ao fornecidos na peripuberdade das borre-

gas (Fig. 6 e Fig. 7).
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Figura 6. Percentual da area do colageno de CLs de borregas na peripuberdade submetidas diferentes manejos
nutricionais, n=6/grupo. (A) Secg¢do histologica (5 pum) de CLs dos grupos G-C, G-Sub e G-Super apods andlise
da area de colageno: imagem original da coloragdo PSR aumentada 40 X e imagem original observada com luz
polarizada do componente preto obtida apés a separagdo de cores com o software Image J usando o plug-in
Threshold Colour (o colageno é evidenciado na cor preto/cinza escuro). (B) Andlise quantitativa das secgdes

histologicas dos corpos luteos de borregas apds medicao da area do coldgeno (colageno total).
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Figura 7. Dimensdo fractal do colageno de CLs de borregas submetidas a diferentes manejos nutricionais,
n=6/grupo. (A) Seccdo histoldgica (5 um) de CLs dos grupos G-C, G-Sub ¢ G-Super apds analise da dimensio
fractal do colageno: imagem original da coloragdo PSR aumentada 40 x e imagem original observada com luz
polarizada do componente preto obtida apds a separacdo de cores com o sofiware Image J usando o plug-in
Threshold Colour (o colageno ¢é evidenciado na cor preto/cinza escuro). (B) Analise quantitativa das secgdes
histologicas dos corpos lateos de borregas sob diferentes manejos nutricionais apds dimensio fractal do colage-

no.

A qualidade da pastagem foi estimada pela analise bromatoldgica e os pardmetros ava-

liados estdo apresentados na tabela 3.
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426

427 Tabela 3. Composi¢do quimico-bromatologica da Panicum maximum cv. Tanzania coletada a cada 21 dias. Da-

Coletas  MS (%) EE(%) MM (%) PB(%) NDT (%) FDN (%) FDA (%) Hemicelulose (%)

1 22,03 2,13 10,88 8,68 57,01 74,97 40,94 34,03
2 24,01 0,99 11,29 6,42 53,74 75,96 45,14 30,82
3 32,64 0,86 11,99 3,85 48,97 76,50 51,26 25.25
4 37,24 1,17 10,28 8,60 51,43 75,69 48,11 27.58
5 45,63 1,00 9,62 6,06 44,68 80,67 56,77 23.90
6 49,78 1,65 9,83 8,09 49,96 80,01 50,00 30,01
7 47,85 1,34 7,79 7,47 48,26 80,96 52,17 28.78
8 28,22 1,08 9,60 8,97 46,25 83,28 54,76 31,60
9 20,07 2,09 12,24 11,92 49,29 77,36 50,85 26,51
10 27,05 1,31 11,31 10,30 53,01 80,73 46,07 34,66

428 dos apresentados em valores médios.
429

430

431 MS=Matéria Seca, EE=Extrato Etéreo, MM=Matéria Mineral, PB=Proteina Bruta, NDT= Nutrientes Digestivos
432 Totais, FDN= Fibra de Detergente Neutra, FDA= Fibra de Detergente Acida.

433

434

435 4. Discussdo

436 Embora a subalimentacdo na peripuberdade atrase para adquirir o peso de encarneira-
437  mento e afete a estrutura do CL como hipotetizamos inicialmente, ndo houve efeito negativo
438  na morfometria do sistema reprodutor, ao contrario, nas borregas subalimentacdo houve au-
439  mento no nimero de anéis cervicais e no peso do utero. Este parece ser o primeiro estudo que
440  utilizou o método de dimensdo fractal e evidenciou que a subalimenta¢cdo na peripuberdade
441  aumenta a dimensao fractal de CLs de ovelhas.

442 O manejo nutricional na peripuberdade influenciou o peso final e ganho de peso, sendo
443  evidenciado maiores valores no grupo superalimentado. Houve alteragdes nas concentragdes

444  de colesterol, no entanto as concentragdes de triglicerideos foram menores nas ovelhas suba-
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limentadas e superalimentadas em comparacdo aos animais controle. O manejo nutricional
afetou as concentragdes de ureia, verificando maiores valores em ovelhas superalimentadas.

Os nossos achados sobre o aumento do nimero de anéis cervicais € peso do ttero em
ovelhas subalimentadas na peripuberdade, indicam que fatores extrinsecos causados pela des-
nutri¢ao gerem efeitos intrinsecos na anatomia cervical, ou seja, no numero, didametro interno
e distribuicao dos anéis cervicais [28]. Assim como evidenciado em ovelhas com historico de
alta condi¢do corporal, as quais se tornaram desnutridas, os animais apresentaram aumento na
expressao do receptor de GH (GHR) e uma tendéncia a proteina 5 de ligacao ao fator de cres-
cimento semelhante a insulina (IGFBPS5), visto que sdo candidatos a mediar as alteragdes nu-
tricionais na fun¢do uterina, sugerindo um mecanismo compensatério contra fatores ambien-
tais adversos em animais que tenham maior reserva corporal [29].

As ovelhas tratadas em regime de subalimentacdo mostraram um aumento nas concen-
tragdes séricas de colesterol, como demonstrado em ovelhas mesticas em um estudo que ava-
liou a desnutricdo pré e pos-acasalamento [30]. A subalimenta¢do pode provocar alteracdes de
curto prazo no metabolismo energético (maior colesterol), de forma que a mobilizacdo do
tecido adiposo como resposta imediata ao déficit nutricional gere mudancgas nas concentragdes
séricas do colesterol [31].

Durante o manejo nutricional, as concentracdes séricas de triglicerideos foram afetadas
pela subalimentagdo e superalimentagdo, visto que diminuiram em comparac¢do ao controle,
isto indica que as condigdes metabdlicas podem refletir diretamente em mudangas nas con-
centragdes de metabolitos no sangue, como triglicerideos, colesterol e ureia [30,32]. Além
disso, a diminui¢do de triglicerideos nesses grupos, sugere que o estado nutricional do animal
subalimento e superalimentado, depende de menos recursos lipidicos para o armazenamento

de energia do que ovelhas em dieta adequada [33].
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As concentracdes de ureia ndo foram afetadas pela subalimentagdo, assim como foi ava-
liado em um estudo com ovelhas subnutridas [30], apenas foi evidenciado o aumento nas con-
centracdes de ureia nos grupos controle e superalimentados, assim como maior ganho de peso
e peso final nos animais superalimentados. Os dados corroboram outro estudo de ovinos, onde
os niveis plasmaticos de ureia foram positivamente relacionados ao aumento da suplementa-
¢do de proteina [34], ainda que as concentra¢des de ureia no sangue sofram alteragdes transi-
torias.

As concentracdes de P4, do CL induzido, nao apresentaram diferenca em fun¢ao do ma-
nejo nutricional. Em outro estudo que avaliou a progesterona sérica em ovelhas sob diferentes
manejos nutricionais, o grupo com alta ingestdo nutricional apresentou menor concentragao
de progesterona comparado ao grupo de ovelhas que tiveram baixo consumo de nutrientes
[35]. Da mesma forma, o nosso resultado mostra que o manejo nutricional nao afetou as con-
centracdes de P4, assim como ndo foi capaz de influenciar no peso dos corpos luteos € no
numero de foliculos antrais e isto sugere que quando o suprimento de nutrientes ¢ limitado ou
quando a demanda por ragdo ¢ alta, as borregas utilizam suas reservas corporais na tentativa
de atender as suas necessidades e ndo acarretar efeitos negativos a reproducao [36].

No grupo subalimentado houve aumento na dimensao fractal do CL, isto sugere um efei-
to compensatdrio, que promoveu mudancas morfoldgicas e possivelmente funcionais [12]. As
andlises de geometria fractal sdo realizadas por um método matematico usado para medir a
complexidade em fendmenos naturais [37], isto ¢, identifica mudangas estruturais através da
dimensao fractal, o que permite a quantificagdo e caracteriza¢do de estruturas irregulares em
tecidos [38—41]. Os dados apresentados mostram que este método foi adequado para avaliar
as mudangas estruturais ocorridas nos CLs de ovelhas subalimentadas, assim como para ou-
tros estudos, como na avalia¢do das alteracdes teciduais ocorridas durante desenvolvimento

luteinico de vacas [12], na identificacdo da reducdo de vascularizagdo na regido uteroplacenta-
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ria em ovelhas com toxemia da prenhez subclinica [42], na distingdo de células cancerigenas
cervicais humanas [43] e de tumores ovarianos [44].

Em bovinos, a analise de dimensao fractal mostrou que remodelagdo da MEC (matriz
extra celular) durante o desenvolvimento ovariano fetal, esta relacionada com as alteragdes na
quantidade e distribuicdo das fibras de colageno [45]. O contetudo e a distribuigdo do colageno
sao modificados no ovario por alteragdes na MEC, em vista dos eventos de remodelacao do
tecido que ocorrem na transi¢do do foliculo para um corpo liteo e durante a regressao do cor-
po luteo [46].

Entretanto, ndo foi observado no presente estudo modificagdes na area do colageno dos
CLs obtidos das borregas submetidas aos diferentes manejos nutricionais na peripuberdade.
Adicionalmente, nosso estudo indica que o efeito da subalimentagdo e superalimentagao nao
foi capaz de influenciar na distribuicao do coldgeno e que as analises histomorfométricas nao
se correlacionam as analises de dimensao fractal nos corpos luteos [47].

Com base nos dados obtidos, os nossos resultados indicam que a dimensao fractal foi
um método eficaz para detectar sutis alteragdes estruturais em CLs de ovelhas Dorper subali-
mentadas, uma vez que nio evidenciamos quaisquer modificagdes no peso dos ovarios nos
grupos analisados. Além disso, as alteragdes dos metabolitos sanguineos analisados durante o
manejo nutricional, indicam que a avalia¢do do status nutricional de rebanhos pode ser efeti-
vada pela determina¢do do perfil sérico de alguns constituintes sanguineos [48], pois o nivel
nutricional pode afetar a programacao e expressdo de vias metabolicas que capacitam os ovi-
nos a alcangarem seu potencial para produgao e reproducao [49].

Para o produtor de ovinos, o desempenho da ovelha a pasto ndo ¢ constante ao longo
do ano, o que justifica a busca de manejos nutricionais que sejam capazes de minimizar os
efeitos adversos da seca e que possibilitem maior eficiéncia no sistema de producao [50].

Contudo, o conhecimento dos efeitos provocados por manejos nutricionais de longo prazo em
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ovinos criados em condi¢oes de produgdo € significativo para caracterizar as consequéncias
das modificagdes na dieta e sua interferéncia na reproducao, pois a influéncia da subalimenta-
¢do na peripuberdade sobre o sistema reprodutivo de ovelhas, evidenciou um mecanismo
compensatorio de manutengdo das caracteristicas reprodutivas nessa espécie € por iSso 0s

efeitos a longo prazo precisam ser avaliados de acordo com a epigenética.

5. Conclusio

Nos concluimos que os diferentes manejos nutricionais nos meses que antecedem a puber-
dade, impactam a biologia reprodutiva e modificam a estrutura de tecidos reprodutivos.

A subalimentagdo na peripuberdade de borregas promove um mecanismo anatomofisiolo-
gico compensatorio no sistema reprodutivo, pelo aumento do ttero e do nimero de anéis cer-
vicais, entretanto causa um aumento dos metabodlicos sanguineos, colesterol e triglicerideos; e
diminui a ureia.

Embora os diferentes manejos nutricionais nos meses que antecedem a puberdade ndo afe-
tam a morfometria do CL, a subalimenta¢do modificou estruturalmente o CL pelo aumento da
dimensao fractal e ¢ provavel que essas alteragdes venham a impactar a reproducao de borre-

gas.
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accepted. 2. Detailed disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part
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publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
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Similarity Check.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to
another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek
gender neutrality by using plural nouns ("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible
to avoid using "he, she," or "he/she." We recommend avoiding the use of descriptors that refer to
personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition unless they are relevant and valid. These guidelines are meant as a point of reference to
help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.
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For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their individual
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Formal analysis; Funding acquisition; Investigation; Methodology; Project administration; Resources;
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the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement’ form or a link to the online version
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Author rights
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should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

Pages and lines should be numbered.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods
that are already published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previously published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications
to existing methods should also be described.
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Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

s Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

¢ Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your name between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the discoverability of
your article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if any). Please
have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please
use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including
spaces, per bullet point).

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. Since an abstract is often presented separately
from the article, it must be able to stand alone. For this reason, references should generally be
avoided, but if essential, they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-
standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if their use is essential, they must be
defined at their first mention in the abstract itself. Abstracts must be limited to a single paragraph
with no more than 2,500 keystrokes (characters plus spaces).

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references;
therefore, do not include them on the title page, as a footnote to the title, etc.. List individuals who
provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or proof reading
the article, etc.), sources of financial support, and donations of products and materials.

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:
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Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Nomenclature and units

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUB: Biochemical
Nomenclature and Related Documents for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for
purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly.
For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information
present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed
in the figure legend.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

s Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

* Submit each illustration as a separate file.

* Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

AUTHOR INFORMATION PACK 17 Apr 2021 www.elsevier.com/locate/theriogenology 8

77



EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

s Supply files that are too low in resolution;

¢ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of
electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics
Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are working with LaTeX
and have such features embedded in the text, these can be left. See further under Electronic artwork.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.
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Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/theriogenology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2010;163:51-9. https://doi.org/10.1016/.5¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

[2] Van der Geer ], Hanraads J]AJl, Lupton RA. The art of writing a scientific article. Heliyon.
2018;19:e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205

Reference to a book:

[3] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 281-304.
Reference to a website:

[5] Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK, http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/; 2003 [accessed 13 March 2003].

Reference to a dataset:

[dataset] [6] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015. https://doi.org/10.17632/
Xxwj98nb39r.1.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to 'Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also Samples
of Formatted References).

Journal Abbreviation Source
Journal names should be abbreviated according to Index Medicus  journal
abbreviations: http://www.nIlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of  serial title word
abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical Abstracts Service):
http://www.cas.org/sent.html

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply
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'stills’ with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic
and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the 'Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data
refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives them a better understanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link
your dataset to your article by providing the relevant information in the submission system. For more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053;
PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and
processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your
manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process, after uploading
your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data into
a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that ensures that your
data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and made publicly available
to all upon publication (watch this video describing the benefits of publishing your data in Data in
Brief). You are encouraged to submit your data article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted, your data article
will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed, published
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open access and linked to your research article on ScienceDirect. Please note an open access fee is
payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please
use this template to write your Data in Brief data article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

Please use the following words, phrases, abbreviations, and stylistic conventions

» Avoid the word "injected," (e.g., "Cows were injected with cloprostenol") but include the generic
name, proprietary name, dosage and route of administration (e.g., "Cows were treated with
cloprostenol [Estrumate 500 pg im]").

e Either cite a P value (recommended for Abstract and for Results) or use the term
'significant' (recommended for Discussion), but generally avoid doing both.

* Terms with a specific statistical meaning (i.e. significant, tended and correlated), should only be
used in a strict statistical context.

* Numbers less than 10 are written as a word, unless followed by an abbreviation for unit of measure,
e.g. five embryos, 5 min

Use the following expressions

¢ transrectal palpation, not rectal palpation

s nucleus transfer, not nuclear transplant

s estrus (noun) synchronization, but, estrous (adjective) behavior

s sperm can be used as both noun and adjective

* 120 to 125, not 120-125

* treatment by period, not treatment X period

s gravity: 100 X g (in lieu of speed for centrifugation)

* magnification: X 100

¢ identification number of an animal: No. 10, but 30 animals: n = 30

¢ 3 d, Day 3 (define Day 0)

Standard definitions

* pogonium: female gamete before meiosis

* oocyte, primary: female gamete from onset of the first maturation division (meiosis) to extrusion
of the first polar body

s pocyte secondary: female gamete from onset of second meiosis to extrusion of the second polar body
* ovum: female gamete from the end of both meiotic divisions until the union of the male and female
pronuclei (differs from the common use of ovum as a general term for any female gamete)

* germinal vesicle: nucleus of the ovum

» zygote: a fertilized ovum, from fusion of the male and female gamete to completion of first cleavage
* embryo: a conceptus from the 2-cell stage to the stage when cell migration and differentiation are
largely complete

« fetus: a conceptus after organogenesis is mostly complete (primarily increasing in size)

» conceptus: an embryo or fetus with all its membranes and accessory structures

« abortion: expulsion of a conceptus incapable of independent life

* premature parturition: expulsion (before full term) of a conceptus capable of independent life

e stillbirth: avoid this term (use fetal death or abortion)

Abbreviations

Never use an abbreviation to start a sentence. Some abbreviations may be used anywhere else,
including the manuscript's title and in figures, table titles and legends, without definition; others may
not be used in the title, but may be used in the text without definition. In general, abbreviations
must be defined when used for the first time (this may be avoided in the ABSTRACT if necessary
to conserve space). To make reading the paper more pleasant, avoid using excessive abbreviations
and acronyms; instead use short synonyms, for instance: for "Cesarean section" instead of "CS" use
"section" or "hysterotomy."

The following abbreviations may be used in the text without definition (note that abbreviations exclude
periods):

theriochart.jpgchart

Units of Measure
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cpm - counts per min

dpm - disintegrations per min
g - gram

ga - gauge of hypodermic needle
h - hour

kg - kilogram

L - liter

mL - milliliter

uL - microliter

m - meter

min - minute

mo - month

s - second

v:v - volume ratio

wk - week

wt/vol - weight per volume
y - year

Routes of treatment

id - intradermal

im - intramuscular

iu - intrauterine

iv - intravenous

Sc - subcutaneous

po - oral

Statistical expressions
ANOQOVA - analysis of variance
CV - coefficient of variation
df - degrees of freedom

F - variance ratio

NS - not significant

P - probability

SD - standard deviation

SEM - standard error of the mean
r - correlation coefficient

r? - coefficient of regression

Additional information

» For issues of style and format not addressed here, please consult Scientific Style and Format: The
CBE Manual for Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition.

* For spelling, word formation and divisions, plurals, possessives, meanings and usage, consult the
CBE Manual or a current English language (collegiate-level or higher) dictionary.

s For conflicts between instructions in this Guide and any of the references, the Guide takes
precedence. Do not hesitate to contact the Editorial Office if you have any questions regarding
preparation of your manuscript.

AFTER ACCEPTANCE

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
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stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com
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