UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia

Dissertacao

Utilizac&o estratégica de insulina durante protocolos

de sincronizacao da ovulacdo em bovinos

Andressa Stein Maffi

Pelotas, 2016



Andressa Stein Maffi

Utilizacao estratégica de insulina durante protocolos de sincronizacao da

ovulacdo em bovinos

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial & obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias (area do
Conhecimento: Reproducdo Animal e

Transtornos Metabdlicos).

Orientador: Marcio Nunes Corréa
Coorientador(es): Cassio Cassal Brauner
Joabel Tonellotto dos Santos
Francisco Augusto Burket Del Pino
Viviane Rohig Rabassa

Pelotas, 2016



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

M187u Maffi, Andressa Stein

Utilizacao estrategica de insulina durante protocolos de
sincronizacao da ovulacao em bovinos / Andressa Stein
Maffi ; Marcio Nunes Corréa, orientador ; Cassio Cassal
Brauner, Joabel Tonellotto dos Santos, coorientadores. —
Pelotas, 2016.

60 f. :il.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao
em Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento
Tecnologico, Universidade Federal de Pelotas, 2016.

1. Diametro folicular. 2. Pos-parto. 3. Reproducao. 4.
Vaca. |. Corréa, Marcio Nunes, orient. Il. Brauner, Cassio
Cassal, coorient. lll. Santos, Joabel Tonellotto dos, coorient.
IV. Titulo.

CDD: 636.2

Elaborada por Maria Beatriz Vaghetti Vieira CRB: 10/1032

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Fabio Gallas Leivas (UniPampa, Curso de Medicina Veterinaria )
Prof. Dr. Bernardo Gasperin (UFPel, Faculdade de Veterinaria)
Prof. Dr®. Carolina Jacometo (UFPel, Faculdade de Veterinaria)

Prof. Dr. Marcio Nunes Corréa (Orientador, UFPel, Faculdade de Veterinaria)



Agradecimentos

A Deus pela vida, pelo dom de cuidar dos animais, pelo amparo nos

momentos mais dificeis e por me acompanhar ao longo desta jornada.

Aos meus pais Euzébio e Lucilda, minhas irmas Everla e Amanda e minha
avo Helga, pelo amor incondicional, apoio, e amparo. Vocés sdo essenciais em

minha vida.

As meus amigos, pelo companheirismo e 0s momentos que passamos

juntos. Vocés tornaram essa jornada mais alegre.

Ao meu orientador Dr. Marcio Nunes Correa e co-orientadores Dr. Cassio
Cassal Brauner e Dr. Joabel Tonellotto dos Santos, pelos ensinamentos, confianca,

oportunidades e por serem exemplos de profissionais.

A toda familia NUPEEC, ao auxilio para realizacdo desse trabalho, e ao

crescimento pessoal e profissional que me proporcionaram.

A Granja 4 Irmdos S/A a empresa In Vitro Sul e a Cabanha Aguada pela

disponibilidade dos animais que foram utilizados nas avaliagdes.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concesséo da bolsa de Mestrado.



Resumo

MAFFI, Andressa Stein. Utilizacdo de Insulina durante protocolos de
sincronizagdo da ovulagdo em bovinos. 2016. 60 f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A reproducao animal € um dos fatores de maior importancia na bovinocultura e afeta
diretamente a eficiéncia e a rentabilidade do sistema. O aumento das concentracdes
sanguineas de NEFA e BHBA, enquanto as concentracdes de IGF-I, glicose e
insulina estdo baixas, afeta o crescimento, maturacdo e ovulacdo do foliculo
dominante. O objetivo geral foi avaliar a utilizagdo de insulina em protocolos de
sincronizacdo da ovulacdo em bovinos. Dois estudos foram realizados, o primeiro
com objetivo de avaliar o efeito da utilizacdo de insulina sobre o crescimento do
foliculo dominante, producéo de estradiol e progesterona em vacas holandés. Foram
utilizadas vinte e uma vacas primiparas da raca Holandés, com média de 70 dias em
lactacdo, mantidas em um sistema semi-extensivo. Os animais foram submetidos a
um protocolo de inseminacao artificial em tempo fixo que consistiu na aplicacdo de 2
mg de benzoato de estradiol e a insercdo de um dispositivo de libertacdo lenta de
progesterona no dia 0. Aplicacéo de 12,5 mg de dinoprost no dia 8 e 5 mg de GnRH
no dia 9 do protocolo. No dia 8, os animais foram divididos em grupo controle (GC; n
9) e grupo insulina (Gl; n 12), que recebeu uma aplicagcéo de 0,25 Ul/kg de insulina.
O segundo estudo, foi dividido em dois experimentos com objetivo de avaliar o efeito
da utilizacdo de insulina sobre o crescimento do foliculo dominante, producédo
progesterona e taxa de prenhez em vacas de corte. No experimento 1, 215 vacas
Bos Taurus foram submetidas a um protocolo de IATF que consistiu ha aplicacao de
2 mg de BE e insercéo de um dispositivo de liberagéo lenta de progesterona no dia
0. No dia 9 remocao do dispositivo de progesterona, a aplicacdo de 0,5 mg de
cipionato de estradiol, 12,5 mg de dinoprost e divisdo dos animais em GC 109 e Gl
106, que recebeu a aplicacédo de 0,25 Ul / kg de insulina. No experimento 2, foram
usadas 85 vacas Bos Taurus, durante um protocolo de transferéncia de embrides.
No dia 0 fez-se a aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol e insercdo de um
dispositivo de liberacéo lenta de P4. No 5° dia do protocolo, procedeu-se com a
aplicacdo de 0,150 mg de d-Coprostenol. No 8° dia retirada da progesterona,
aplicacdo de 20 mg de foltropina de pituitaria suina e divisdo dos animais em grupo
controle (GC 49) e grupo insulina (Gl 36) que recebeu a aplicacdo de 0,25 Ul/ kg de
insulina, no 9° dia aplicou-se 1 mg de benzoato de estradiol e no dia 17 do protocolo
procedeu-se com a inovulacdo. No primeiro estudo, a aplicacdo de insulina ndo
aumentou o diametro do foliculo dominante producédo de estradiol, area lutea e
producdo de P4, porém os animais do GC apresentaram uma reducdo numeérica da
area lutea e dos niveis de P4 da primeira para a segunda avaliacdo. No segundo
estudo, a aplicagdo de insulina ndo aumentou o didmetro do foliculo dominante
producao de P4, e taxa de prenhez.

Palavras-Chave: Diametro Folicular, Pos-parto, Reproducéo, Vaca .
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Abstract

MAFFI, Andressa Stein. Use of insulin during synchronization protocols of
ovulation in cattle. 2016. 60f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de PGs-
Graduacao em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The animal reproduction is one of the major important factors in cattle and directly
affects the efficiency and profitability of the system. The increase in blood
concentrations of NEFA and BHBA, while IGF-I concentrations, glucose and insulin
are low, affects the growth, maturation and ovulation of the dominant follicle. The
overall aim was to evaluate the use of insulin in synchronization protocols of
ovulation in cattle. Two studies were conducted, the first to evaluate the effect of the
insulin on the growth of the dominant follicle, production of estradiol and
progesterone. Twenty-one primiparous holstein cows were used, averaging 70 days
in milk, maintained in a semi-extensive system. The animals were submitted to a
fixed-time artificial insemination protocol which consisted of the application of 2 mg of
estradiol benzoate and insertion of a slow release of progesterone device on day O.
Application of 12,5 mg of dinoprost on day 8 and 5 mg of GnRH on day 9 of the
protocol. On day 8, the animals were divided into control group (GC, n 9) and insulin
group (Gl, n 12), which received an application of 0,25 IU / kg of insulin. The second
study was divided into two experiments to evaluate the effect of the insulin on the
growth of the dominant follicle, P4 and pregnancy rate in beef cows. In experiment 1,
215 Bos taurus cows were subjected to a fixed-time artificial insemination protocol
which consisted of the application of 2 mg of estradiol benzoate and insertion of a
slow release of progesterone device on day 0. On day 9 progesterone removal
device, the application of 0,5 mg of estradiol cypionate, 12,5 mg of dinoprost and
division of animals GC 109 and GI 106, which received application of 0,25 IU / kg
insulin. In experiment 2, they were used 85 cows Bos taurus, for an embryo transfer
protocol. On day 0 was made the application of 2 mg of estradiol benzoate and
insertion of a slow release of progesterone device. On day 5 of the protocol, it
proceeded with the application of 0.150 mg of d-Coprostenol. On the 8th day of
removal progesterone application of 20 mg of porcine pituitary folltropin and division
of animals in GC 49 and GI 36 which received application of 0,25 IU / kg insulin in the
9th day was applied 1 mg of estradiol benzoate and 17 of the protocol proceeded
with embryo transfer. In the first study, the application of insulin did not increase the
diameter of the dominant follicle, estradiol production, luteal area and production of
P4, but the animals in the control group showed a numerical reduction of luteal area
and P4 levels of the first to the second evaluation. In the second study, the
application of insulin did not increase the diameter of the dominant follicle production
P4, and pregnancy rate.

Keywords: Follicular diameter, Postpartum, Playback, Cow.
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LH- Hormonio Luteinizante

LHR- Receptor do Hormbnio Luteinizante
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1 INTRODUCAO GERAL

A reproducgédo animal constitui-se em um dos fatores de maior importancia
dentro da bovinocultura e afeta diretamente a eficiéncia e a rentabilidade do sistema
(Hess et al., 2005). Em vacas leiteiras o Balanco Energético Negativo (BEN), € o
fator chave relacionado a reduzida eficiéncia reprodutiva. Esse desequilibrio
energético ocorre devido o pico de producdo de leite que se da semanas antes ao
pico da Ingestdo da Matéria Seca (IMS), sendo que nas ultimas semanas pré-parto
devido a fatores hormonais e anatbémicos jA se observa um decréscimo da IMS
(Bauman & Currie, 1980, Hayirli et al., 2002), que s6 retorna aos niveis normais a
partir da terceira semana poés-parto. Com isso, a energia necessaria para
manutencao e producao de leite é superior a capacidade de ingestdo e absorcao de
energia através da alimentacdo, promovendo alteracdes metabdlicas e ocasionando
uma reducao da eficiéncia reprodutiva (Butler & Smith, 1989). O BEN caracteriza-se
metabolicamente pelo aumento das concentracdes sanguineas de NEFA e Beta-
hidroxibutirato (BHBA), enquanto as concentracdes de fator de crescimento
semelhante a insulina- | (IGF-I), glicose e insulina estdo baixas (Gutierrez et al.,
2006). Leon et al., (2004) observaram uma relagéo direta entre perda de condigao
corporal e reducdo dos niveis circulantes de insulina, IGF-I e horménio do
crescimento (GH), sendo que a alteracdo nos niveis sanguineos dessas substancias
estd geralmente associada ao comprometimento da funcdo ovariana e fertilidade
(Leroy et al., 2005), pois ocasionam um decréscimo na liberagdo de horménio
luteinizante (LH) (Butler & Smith, 1989, Williams, 1990, DeRouen et al., 1994,
Wiltbank et al., 2002) comprometendo o crescimento folicular e ovulagao (Grimard et
al., 1995).

Na bovinocultura de corte, a condicdo nutricional das vacas no pos-parto
recente também esta associada a reduzida eficiéncia reprodutiva, devido
principalmente a associacdo de baixa quantidade de reservas corporais e presenca
do terneiro. Como a lactagdo é um estado dominante sobre outras atividades
fisiologicas, a vaca prioriza a producdo de leite para o terneiro em relagdo a
atividade reprodutiva (Short et al., 1990, Bauman, 2000). Além disso, a presenca do
terneiro libera horménios opidides fazendo com que a frequéncia de liberacéo
pulsatil de Horménio Liberador das Gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo seja

reduzida, ou até mesmo bloqueada (Williams, 1990) .
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Uma das alterativas para minimizar o efeito do anestro pos-parto, reduzindo
o intervalo parto concepcao e os dias em aberto, € o emprego de biotecnologias
reprodutivas que visam a sincronizacdo da ovulacdo a partir de protocolos
hormonais. O maior desafio ainda é encontrado quando essas biotécnias séao
empregadas em animais com baixa condi¢cdo corporal, devido a relacdo desse
parametro com o diametro do foliculo dominante. Em bovinos Bos Taurus segundo
Pfeifer et al., (2009) foliculos menores que 13 mm apresentam reducédo da taxa de
prenhez e da producdo de progesterona quando transformados em Corpo Luteo
(CL), e foliculos menores que 11 mm ocasionam maiores perdas embrionarios (Perry
et al., 2005). Em bovinos leiteiros, sabe-se que a inducdo a ovulacdo de foliculos <
11,5 mm, gera CL pequenos que secretam baixos niveis de progesterona
(Vasconcelos et al.,, 2001) e vacas que ovularam foliculos com 14mm tiveram
melhores taxas de prenhez e maior producéo de progesterona pelo CL (Vasconcelos
et al., 2001, Colazo & Ambrose, 2015).

Com a finalidade de incrementar o didmetro do foliculo dominante no
momento da ovulacdo, tem-se realizado estudos manipulando a duragdo do
proestro, utilizando hormoénios reprodutivos como Hormoénio foliculo estimulante
(FSH), FSH/LH e Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) (Savio et al., 1993,
Barruselli, 2004, Colazo & Ambrose, 2015). Porém, um ponto importante a ser
ressaltado e estudado, € a participagdo de hormbnios metabdlicos no
desenvolvimento folicular, com énfase no foliculo ovulatério, pois o desenvolvimento
do foliculo dominante depende, além de hormdnios reprodutivos, da interacdo de
fatores locais e fatores de crescimento circulantes (Gong et al., 1991). Neste sentido,
a associacao de insulina ao eCG durante protocolo de IATF em bovinos de corte da
raca Angus com baixa condicdo corporal promoveu melhora da taxa de prenhez
(Schneider et al., 2010) e o emprego de insulina em um protocolo de superovulacéo
aumentou o diametro de foliculos grandes (Simpson et al., 1994). Os beneficios da
insulina no ambito reprodutivo jA sdo bem estudados in vitro, porém, ainda ha
poucas pesquisas realizadas in vivo, 0 que torna necesséria a realizacdo de mais
estudos associando a utilizagdo da insulina aplicada a protocolos de sincronizagao
da ovulacdo em bovinos, podendo posteriormente elucidar mecanismos fisiol6gicos

relacionados a reproducéao animal e humana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Foliculogénese em bovinos

A foliculogénese é um evento iniciado na vida pré-natal dos bovinos e pode
ser definida como o processo de formacdo, crescimento e maturacéo folicular,
comecando com a formacgéo do foliculo primordial e culminando com o estadio de
foliculo pré-ovulatorio (Van den Hurk & Zhao, 2005). O ovario dos mamiferos é
constituido, ao nascimento, por milhares de foliculos primordiais, os quais séo
considerados o pool de reserva dos foliculos ovarianos, entretanto, mais de 99,9%
destes foliculos nunca atingem a ovulacdo, visto que a maioria morre por um
processo fisioldgico designado atresia folicular (Markstrom et al., 2002).

O processo de foliculogénese pode ser dividido nas fases pré-antral e antral,
onde a regulacdo de cada fase é complexa e envolve fatores endécrinos, paracrinos
e autocrinos, que controlam diversos processos (Silva & Price, 2000, Webb et al.,
2003, Acosta & Miyamoto, 2004, Fortune et al., 2004).

2.1.1 Fase Pré- antral

As fémeas bovinas nascem com uma reserva de foliculos conhecidos como
primordiais, que possuem uma Unica camada de células da granulosa com a forma
pavimentosa e que permanecem quiescentes até seu recrutamento (Van den Hurk &
Zhao, 2005). Durante a vida reprodutiva, apenas um pequeno numero desses
foliculos sdo estimulados a crescer (Yang et al., 1998). A transicdo de foliculo
primordial até o diametro aproximado de 4 mm ocorre na auséncia de
gonadotrofinas, indicando ser coordenado por fatores intrafoliculares e metabdlitos
sanguineos (Gong et al., 1996), sendo essa fase conhecida como recrutamento. Ao
ser iniciado o processo de recrutamento, ocorre alteracdo da morfologia celular,
gerando desenvolvimento do odcito, multiplicacdo e diferenciacdo celular (Bristol-
Gould et al., 2006). O odcito passa a ser circundado por uma camada completa de
células da granulosa de morfologia cubica, e os foliculos sdo denominados primarios
(Gougeon, 1996). Com o decorrer do crescimento comegam a ser sintetizadas as
proteinas que formardo a zona peldcida (Lee, 2000), e as células da granulosa se

multiplicam formando véarias camadas entorno do odcito, passando a serem



100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

12

chamados de foliculos secundarios. Posteriormente inicia-se a formacao das células
da teca externa e os foliculos passam a ser sensiveis ao FSH (Van den Hurk &
Zhao, 2005), passando para a fase antral.

O crescimento dos foliculos ovarianos, de aproximadamente 0,3 para 3 e
para 5 mm de diametro, leva em torno de 30 dias, mas o desenvolvimento
subsequente € rapido, com taxas de crescimento de até 2 mm/dia em foliculos

antrais maiores (Lussier et al., 1987).

2.1.2 Fase Antral

Na fase antral, os foliculos passam a ser denominados terciarios ou antrais,
com o crescimento e a organizacdo das células da granulosa em varias camadas,
ocorrendo a formacao de uma cavidade repleta de liquido denominada antro. A partir
deste estadio, o didmetro folicular aumenta acentuadamente devido a multiplicacéo
das células da granulosa, da teca e ao aumento do fluido antral (Driancourt, 2001).
Nesta fase, os foliculos passam a ser dependente de horménios hipofisarios, sendo
que até a fase de divergéncia folicular, o FSH apresenta-se como o principal
horménio para o crescimento, que ocorre em ondas sincronizadas (Adams et al.,
1992, Fricke et al.,, 1997, Fortune et al.,, 2001). Em bovinos, os intervalos
interovulatorios apresentam 2 ou 3 ondas foliculares sempre precedidas pelo
aumento dos niveis de FSH (Sirois & Fortune, 1988, Adams et al., 1992 ).

A partir do diametro de 6 e 9 mm ocorre o0 processo de divergéncia em Bos
Indicus e Bos Taurus respectivamente que € associado com um aumento nha
concentracdo folicular de estradiol (Gong et al., 1996, Roche, 1996, Mihm et al.,
2000, Fortune et al., 2001), reducao na dependéncia de FSH (Mihm et al., 2006)
associado a um aumento na expressao do gene para o receptor de LH (Beg et al.,
2001) nas células da granulosa. O aumento do nivel de estradiol gerado pelo foliculo
dominante diminui a expressao e a estabilidade do gene que codifica a subunidade
beta do FSH (Roche, 1996), com isso gerando uma diminuicdo dos niveis
plasmaticos desse horménio (Evans et al.,, 1997, Austin et al., 2001) e inibindo a
capacidade esteroidogénica dos foliculos subordinados, com consequente inicio do
processo de atresia via apoptose (Ginther et al., 1996). J& o foliculo dominante, com
o aumento do diametro folicular passa a adquirir receptores funcionais de LH e

consequentemente maior capacidade ovulatoria (Sartori et al., 2001) sendo que a
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expressdo do RNAm do LHR mostrou-se correlacionada com o diametro folicular em
células da granulosa (Sartorelli et al., 2005).

O ultimo estaddio do desenvolvimento do foliculo € denominado de pré-
ovulatério. Nesta fase o o6cito é circundado pelas células do cumulus, as células da
granulosa do foliculo param de se multiplicar em resposta ao LH e se inicia o
processo de luteinizagdo. Ao atingir 10 mm o foliculo dominante adquire capacidade
ovulatoria, porém é necessario uma dose maior de LH para induzir ovulacdo em
comparacao com foliculos maiores (Martinez et al., 1999). A ovulacdo do complexo
cumulus-odcito é induzida por um aumento da secre¢éao de LH que culmina entdo no
pico de LH necessario a ovulacao (Kanitz et al., 2001) e requer condicdes
enddcrinas favoraveis.

Sabe-se que além da acéo das gonadotrofinas, também se tornou evidente
que fatores de crescimento produzidos localmente e horménios metabdlicos
constituem moléculas estimuladoras e reguladoras chave para os foliculos antrais,
atuando por meio de mecanismos paracrinos e endocrinos (Fortune et al., 2004,
Ginther et al.,, 2001, Webb et al., 2003). O controle sincronizado desse
desenvolvimento se da através do sistema neuroendocrino envolvendo o GnRH, a
pituitaria que armazena gonadotrofinas, LH e FSH, e os horménios sexuais,
incluindo esteroides sexuais e fatores peptidicos (Garnsworthy & Webb, 1999,
Tena-Sempere & Huhtaniemi, 2003, Webb et al., 2004, Webb et al., 2007). O GnRH
é sintetizado no hipotalamo na Area Pré-6ptica (POA) e é responsavel pela ativacio
do eixo gonadotrofico na puberdade, e sua manutencdo ao logo da vida produtiva.
Enquanto o controle metabdlico esta localizado no Nucleo Argueado (ARC), e é

influenciado por niveis circulantes de glicose, IGF-I e insulina.

2.2 Agéo dainsulina sobre o sistema reprodutivo de bovinos

A insulina € uma pequena proteina globular de cerca de 5,7 kDa, sintetizada
e secretada pelas células (- pancreaticas (Gonzalez & Silva, 2006) responsavel pelo
transporte da glicose da corrente sanguinea para o interior das células, estando
envolvida na homeostase da glicose e no metabolismo. Esse hormbnio desempenha
um papel central no organismo, sendo um sinalizador do estado de energia para o

sistema nervoso central (Ingvartsen & Andersen, 2000). O mecanismo de acao da
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insulina se da através da familia de receptores de fatores de crescimento, 0s quais
possuem atividade tirosina-quinase intrinseca (Carvalheira et al., 2002) em diversos
tecidos corporais, tais como figado, musculos e ovario (Sasaki et al., 2002). Sua
estrutura é composta por duas subunidades, a subunidade a que é extracelular e
com dominio rico em cisteina e serve como sitio para ligacdo da insulina, e a
subunidade B que possui um dominio transmembranario e um intracelular, o qual é
responsavel pela transmissdo do sinal e contém um sitio de ligacdo Adenosina
Trifosfato (ATP) e varios sitios tirosina de auto-fosforilacéo (Belfiore et al., 2009). Ao
ser fosforilado, o receptor de insulina interage com uma série de proteinas
intracelulares, desencadeando uma cascata complexa de reacdes de fosforilacéo e
defosforilagdo (Cheatham et al., 1996).

A ligacdo da insulina ao seu receptor também ativa a proteina quinase
mitogenicamente ativada (MAPK) através de fosforilacdo (Cheatham et al., 1996,
White, 1996). A ativacdo dessa proteina desencadeia os efeitos de crescimento
promovidos pela insulina (Lawrence et al., 2007).

Além de atuar no hipotdlamo, interagindo com neurotransmissores
envolvidos no mecanismo de controle da fome-saciedade (Volp et al., 2008), a
insulina também desempenha um importante papel na sinalizacéo reprodutiva tanto
a nivel hipotalamico quanto gonodal, demonstrando sua acdo neuroendocrina na
reproducdo (Werther et al., 1987). Pesquisas relatam presenca de receptores de
insulina no hipotdlamo, (Havrankova et al., 1978, Van Houten et al.,, 1980) em
neurénios que expressam o GnRH (Werther et al., 1987) e estudos genbmicos
sugerem que a eliminacédo seletiva de receptores de insulina em neurdnios KISS1,
neurénios que modificam a atividade neuronal de GnRH para iniciar a puberdade e
manter a fertilidade, causou atraso da maturidade pubere em ratos (Qiu et al., 2013).
Outras populac¢des neuronais, no qual a insulina induz respostas excitatérias sado os
Pré-opiomelanocortina (POMC), responsaveis pela producdo de peptideos que
desempenham acdes sobre a ingestdo de alimentos e atividade sexual (Qiu et al.,
2014).

A acdo da insulina a nivel gonodal é demonstrada através de diversos
trabalhos in vitro em diferentes espécies animais. Em bovinos sé&o observadas acoes
em células da granulosa, da teca e na enzima aromatase, através do aumento da
proliferacdo e taxa de diferenciacdo celular e atividade esteroidogénica (Poretsky et
al., 1984, Poretsky et al., 1985, Spicer et al., 1993, el-Roeiy et al., 1993, Simpson et
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al., 1994, el-Roeiy et al., 1994, Shimizu et al., 2008). Um estudo cultivando células
da granulosa e da teca in vitro, de foliculos de diferentes estagios de
desenvolvimento, demostrou expressao de receptores de insulina em todas as
fases, com maior quantidade em foliculos dominantes pré- ovulatérios (Shimizu et
al., 2008). Além disso, o numero de receptores para insulina foi aumentado com a
adicdo de FSH (Shimizu et al., 2008). A adicao de insulina aos meios de cultivo de
células da granulosa promoveu aumento no numero de células, na producdo de
progesterona e de estrogénio (Spicer et al., 1993), e quando associada com o FSH,
incrementou a atividade da aromatase em foliculos pequenos (2-4 mm) (Maio &
Schomberg 1981, Amsterdam et al.,1988, Gutierrez et al., 1997, Bhatia & Price,
2001), sendo que doses elevadas de insulina promoveu estimulo independente da
presenca de FSH (Bhatia & Price, 2001). E a adicdo de insulina em meios de cultivo
de células da teca, estimulou a producédo de andrégenos (Bergh et al., 1993). As
acOes da insulina também foram testadas na producéo in vitro de embrides (PIV), e
sua adicdo ao meio de cultivo aumentou o niamero de células do embrido (18%),
taxa de clivagem (6%), numero de blastocistos (33%) e reduziu o niamero de células
apoptoéticas, demonstrando um potencial efeito mitogénico e antiapoptotico
(Augustin, 2003). Byrne et al.,, (2002) também observaram uma diminui¢do
significativa no indice apoptdtico com o uso desse horménio, porém nao houve
diferencas nas taxas de desenvolvimento embrionario e no nimero de células.
Efeitos benéficos da insulina sobre o desenvolvimento de embrides bovino foram
observados apenas quando o meio de cultura foi suplementado com glicose (Matsui
et al., 1995). Como a acao da insulina esta fortemente relacionada a presenca de
glicose no meio (Pantaleon et al., 1997), a auséncia ou diferentes concentracdes de
glicose no meio pode ser uma das razdes dos diferentes resultados em pesquisas
com producao in vitro de embrides bovinos (Augustin, 2003).

Estudos realizados in vivo demonstram que a insulina € um fator importante
para o sistema reprodutor, pois permite que o ovario recupere a atividade ciclica
pos-parto. Gong et al., (2002) demonstraram que a oferta de dieta alto amido até os
50 dias pOs-parto aumentou a circulagcdo de insulina e incrementou 0 niumero de
vacas ciclicas antes dos 50 dias po6s parto, de 55% para 90%, sem alterar a
producéo de leite e o balango de energia. A utilizacdo de insulina em protocolos de
inducdo a ciclicidade em bufalas em anestro exerceu efeito positivo sobre a

retomada da atividade ovariana, apresentacédo de cio e taxa de ovulacdo (Gupta et
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al., 2010). Em vacas no inicio da lactagcdo, mostrou uma correlacéo positiva entre 0os
niveis de insulina e niveis de estradiol, demostrando a capacidade esteroidogénica
deste horménio (Argov et al., 2004). A atuacdo da insulina também pode ser
observada a nivel folicular. Argov et al., (2004) observaram uma relacdo entre o
namero de foliculos grau 1 e 2 e os niveis circulantes desse horménio. Garnsworthy
et al., (2009) ofertando uma dieta alta insulina também observaram um aumento no
namero total de foliculos com uma tendéncia a maior numero de foliculos de 5 mm.
Ao avaliar seu efeito sobre o diametro folicular, a utilizacdo desse horménio em
protocolo de superovulagédo em vacas Brahman e Angus nao interferiu no tamanho
dos foliculos pequenos e médios, tendo um aumento do didmetro dos foliculos
maiores, apenas em vacas da raca Brahman, os quais também apresentaram
maiores niveis de estradiol (Simpson et al., 1994). Suas acfGes também se refletem
no tamanho e qualidade do corpo Iiteo e na taxa de prenhez. Vacas recebendo uma
dieta de baixa energia e insulina via oral apresentaram maior quantidade e peso do
corpo luteo, quando comparado aos animais recebendo uma dieta de baixa energia
sem insulina (Harrison & Randel, 1986). Quando associado insulina ao eCG durante
protocolo de IATF em bovinos de corte da raca Angus houve uma melhora da taxa
de prenhez em animais com baixo Escore de Condi¢cdo Corporal (ECC) (Schneider
et al., 2010).

A partir dos estudos relatados acima, assume-se que a insulina participa da
retomada da atividade ovariana, desenvolvimento folicular, esteroidogénese, e
desenvolvimento embrionario. Porém sdo necessarios mais estudos in vivo
investigando a atuacdo da insulina em vacas de diferentes ragcas, com diferentes

condicbes metabdlicas e a sua aplicabilidade em biotecnias reprodutiva



259
260
261
262

263
264

265
266
267

268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279

17

3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

A utilizacdo de insulina incrementa o desenvolvimento final do foliculo

dominante, aumentando a area lutea e producao de progesterona.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar a utilizacao de insulina em protocolos de sincronizagéo da ovulagéo

em bovinos.

3.3 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da aplicagdo de insulina sobre o crescimento do foliculo
dominante, &rea lutea, producdo de estradiol e progesterona em vacas
leiteiras da raca holandés desafiadas metabolicamente.

e Avaliar o efeito da aplicagdo de insulina sobre o crescimento do foliculo
dominante, e taxa de prehez em bovinos de corte.

e Avaliar o efeito da aplicacdo de insulina sobre a producédo de progesterona

em bovinos em boa condig&o corporal
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4 CAPITULOS

4.1 Manuscrito 1- Avaliacdo do crescimento folicular de vacas da raca holandés
desafiadas metabolicamente e tratadas estrategicamente com insulina
Andressa Stein Maffi", Joabel Tonellotto dos Santos”, Cassio Cassal Brauner”, Eduardo

Gularte Xavier®, Marcio Nunes Corréa’
"NUPEEC, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.
"Granjas 4 Irmaos S/A, Rio Grande, RS, Brasil.
Manuscrito submetido a revista Journal of animal Sciece

Resumo

A privacdo de energia reduz a frequéncia de pulsos de horménio luteinizante,
prejudicando o crescimento, maturagéo folicular e a ovulagcdo. O objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito da utilizacdo estratégica de insulina como um co-fator energético durante
protocolo de IATF, sobre o crescimento folicular de vacas da raca holandés pds-parto,
desafiadas metabolicamente. Foram utilizadas 21 vacas primiparas da raca holandés entre 2 e
3 anos de idade com aproximadamente 70 dias em lactacdo, manejados em um sistema semi-
extensivo. No dia 0 do protocolo realizou-se a aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol e
insercdo de um dispositivo de liberagdo lenta de progesterona. Aplicacdo de 12.5 mg de
dinoprost no dia 8 e a aplicacdo de 2,5 mg de GnRH no dia 9 do protocolo. No 8° dia, 0s
animais foram divididos entre grupo controle (GC=9 animais) e grupo insulina (GI=12) que
recebeu a aplicacdo de 0,25 Ul/kg de insulina. Avaliacdes do diametro folicular e coletas de
sangue foram realizadas diariamente do dia 8 do protocolo até a ovulacdo e posteriormente 5
e 13 dias ap0Os ovulacdo para mensuracdo da area lutea. A partir das amostras de sangue
foram analisados os niveis de estradiol, progesterona, glicose e Acidos Graxos N&o
Esterificados. A taxa de crescimento diario, didmetro do foliculo ovulatério, e os niveis de
estradiol, ndo diferiram entre os grupos. A area lutea 5 e 13 dias ap6s a ovulacdo e o0s niveis
de progesterona foram semelhantes entre 0s grupos, porém observou-se uma reducao
numérica desses parametros da primeira para a segunda avaliacdo no grupo controle equato o
grupo insulina apresentou um aumento numérico. Com isso concluimos que a aplicacdo de
uma Unica dose de insulina ndo foi capaz de incrementar o didmetro do foliculo, producéo de
estradiol, area l(tea e producdo de progesterona.

Palavras Chave. bovinos, diametro folicular, metabolismo, reproducé
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Introducgéo

Nas Ultimas décadas a bovinocultura leiteira passou por uma intensa selecdo genética
voltada a producéo de leite, ndo sendo acompanhado pela sele¢do de parametros reprodutivos
(Butler, 1998). Estima-se que nas primeiras semanas pos- parto, 80 % das vacas leiteiras
atravessam um grande desafio metabolico devido as altas demandas de energia para lactacéo
(Nebel & McGilliard, 1993). Nesse periodo sdo encontrados altos niveis de S-Hidroxibutirato
(BHBA) e Acidos Graxos Nao Esterificados (NEFA) e baixos niveis de insulina e glicose, 0s
quais sdo sinalizadores negativos para a reproducdo (Gutierrez et al., 2006).

Uma nova onda folicular se inicia entre 5-7 dias ap6s o0 parto, em resposta a
concentragfes plasméaticas de Horménio Foliculo Estimulante (FSH) elevadas, e
independentemente do Balango Energético Negativo (BEN) um foliculo comeca a crescer
(Butler et al., 2003). Entretanto, nem sempre este foliculo produz estradiol (E,) suficiente a
ponto de induzir uma onda pré-ovulatéria de Horménio Luteinizante (LH). Essa falha na
ovulagdo das primeiras ondas pos-parto tem sido relacionada com 0 momento mais acentuado
do BEN (Butler, 2000). A privacdo de energia reduz a frequéncia de pulsos de LH,
prejudicando assim o crescimento e maturacdo folicular e a ovulagéo (Butler & Smith, 1989,
Canfield et al., 1990, Beam & Butler, 1997, 1998, Silva et al., 2007), e com isso aumentando
os dias em aberto (Butler & Smith, 1989, Nebel & McGilliard, 1993, Snijders et al., 2001).

A fim de reduzir o intervalo parto/concep¢do e aumentar a eficiéncia reprodutiva,
tém-se disponiveis ferramentas de manejo como os protocolos de Inseminacdo Artificial em
Tempo Fixo (IATF). A IATF promove a sincronizagdo da ovulagdo, permitindo a
inseminacao artificial sem a necessidade de deteccdo do estro (Pursley et al., 1997). Poréem as
taxas de gestacdo medias ao redor de 30% ainda apresentam um grande espaco para melhora.
Estudos tém apresentado uma importante relacdo entre o diametro do foliculo ovulatorio e o
sucesso reprodutivo durante protocolos de IATF (Vasconcelos et al., 2001, Vasconcelos et

al., 2013, Colazo & Ambrose, 2015). Foliculos pré-ovulatérios com diametro reduzido
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resultaram em menores concentragcdes de estradiol (E;) no soro e funcdo do corpo luteo
reduzida apos a ovulacdo (Vasconcelos et al., 2009) com consequente reducdo das taxas de

concepcao (Bello et al., 2006).

O crescimento folicular em bovinos leiteiros é influenciado pelo déficit energético
(Beam & Butler, 1999) e concentracfes de insulina tem sido positivamente correlacionadas
com o crescimento folicular (Beam & Butler, 1999, Gong et al., 2002), sendo um importante
sinalizador da dinamica folicular em bovinos (Webb et al., 2004). A associacdo de insulina ao
eCG durante protocolo de IATF em bovinos de corte promoveu melhora da taxa de prenhez
em animais com baixa condicdo nutricional comparado a animais que receberam apenas eCG
(Schneider et al., 2010). Nossa hipdtese é que a aplicacdo de insulina promove um maior
crescimento final do foliculo dominante, maior producdo de E,, e consequente aumento da
area lutea e secrecdo de progesterona (P,4). Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito da utilizacdo estratégica de insulina como um co-fator energético durante protocolo de
IATF, sobre o crescimento folicular, producdo de E,, tamanho da area lGtea e secrecédo de Py,

em vacas da raca holandés pds-parto.

Material e métodos
Animais

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo comité de ética e
experimentacdo animal da Universidade Federal de Pelotas sob nimero 6773.

O trabalho foi realizado em uma propriedade leiteira localizada na cidade de Rio
Grande-RS, distrito do Taim, nas coordenadas geograficas 32° 16 's, 52° 32', no periodo de
agosto a setembro de 2015. Foram utilizadas 21 vacas primiparas da raca holandés, entre 2 e
3 anos de idade com aproximadamente 70 dias em lactacdo e producdo média de 20 litros/dia.
Os animais foram manejados em um sistema semi-extensivo sendo ordenhadas duas vezes ao

dia e recebendo apos cada ordenha uma dieta total.
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Tratamento hormonal

Os animais selecionados passaram por uma avaliacdo ginecoldgica através de
palpagdo retal, para determinacgdo da ciclicidade ovariana, além disso, fez-se a avalia¢do do
Escore de Condicao Corporal (ECC) e posteriormente iniciou-se o protocolo de IATF. No dia
zero (DO) fez-se a insercdo do dispositivo de liberagcdo lenta de P4 contendo 1,9 g de P4,
CIDR® (Zoetis, Sdo Paulo, Brasil) e a aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol —, 1
mg/mL™, Gonadiol® (Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). No 8° dia do protocolo realizou-se a
aplicacéo 12,5 mg de dinoprost — i.m., 5 mg/ mL™*, —, Lutalyse® (Zoetis, Sdo Paulo, Brasil).
No 9° dia realizou-se a aplicacdo de 2,5 mg de GnRH- i.m., 2,5 mg/mL, Gestran® Plus—,
(Tecnopec, S&o Paulo, Brasil ). No 8° dia do protocolo os animais foram divididos entre
grupo controle (GC=9 animais) e grupo insulina (GI=12 animais) considerando-se a
mensuracdo do diametro do foliculo dominante, ECC, producdo de leite e ciclicidade. Os
animais do GI receberam uma aplicacdo de 0,25 Ul/kg de insulina Humana, Novolin® N
(Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) via subcutanea (Figura 1).
Avaliacdo ultrassonogréafica

A avaliagdo do didmetro do foliculo dominante foi realizado a cada 24 horas, a partir
do 8° até o 12° dia do protocolo, por via retal através de ultrassom Aloka PROSOUD?2
(Aloka Co., Toquio, Japdo) equipado com transdutor linear de 7,5 MHz. Essa avaliacdo foi
realizada diariamente, logo ap6s a ordenha e anterior a oferta de dieta total aos animais. A
ovulacédo foi determinada pelo desaparecimento do foliculo dominante. No 15° e 23° dia do
protocolo (5° e 13° dia apos a ovulagéo) realizou-se uma nova avaliacdo ultrassonografica
dos ovarios nos animais ovulatorios a fim de verificar a area do corpo luteo formado (Figura
1). Os dias das avaliagdes foram escolhidos levando em consideragéo que o CL é classificado
como jovem (1-4 dias), maduro (5-16 dias), e em fase de regressdo (17° dia) até lutedlise

completa (Pieterse et al., 1990).
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Coletas de sangue

As coletas de sangue foram realizadas nos dias 0, 8 (antes da aplicacédo do
tratamento e 12 horas apo6s o tratamento), 9, 10, 11, 12, 15, 23 do protocolo (Figura 1),
concomitante as avaliagcBes ultrassonogréficas, através do complexo arteriovenoso da
coccigea em tubos sem anticoagulante para avaliacdo dos niveis circulantes de NEFA, E; e P,
e em um tubo contendo fluoreto de sddio para avaliagdo dos niveis circulantes de glicose. Os
tubos foram centrifugados a 1000 xg e o soro foi separado e alocado em microtubos

devidamente identificados e armazenados a -20°C até a realizagdo das analises.

Analises bioguimicas

A avaliacdo de NEFA foi realizada nas amostras dos dias 0, 8 (0 hora do tratamento)
e 10 do protocolo, com Kit para avaliacdo de NEFA da empresa Wako no leitor de placas
Termo Plate. Os niveis de glicose foram avaliados nos dias 0, 8 (0 e 12 horas do tratamento),
9, 10, 11, 12, 15 e 23 do protocolo, com Kit para avaliacdo de glicose da empresa Labtest no

leitor automatico Lambax Plenno.

Anélises hormonais
A avaliacdo dos niveis de E; foi realizada nos dias 8, 9 e 10 e dos niveis de P4 nos
dias 15 e 23, ambos através da técnica de quimiluminescéncia com Kit para avaliacdo de E; e

P, da empresa Siemens no aparelho Adivia Centaur.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa NCSS (2005) considerando-se como
fator fixo o tratamento. Para as analises da taxa de crescimento do foliculo dominante, area
Iutea, niveis de E,, Py, glicose e NEFA foi utilizado a analise de medidas repetidas. Os
resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média. Sendo considerados

significativos valores iguais ou inferiores a P <0,05.

Resultados e discussao
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No decorrer do experimento foram excluidos 4 animais do Gl (trés vacas por
afeccdes clinicas e uma vaca por ndo apresentar crescimento folicular). Sendo realizado o
acompanhamento ultrassonografico do crescimento folicular e coletas de sangue em 17

animais (GC=9, GI=8).

Podemos observar uma reducdo (P= 0,01) dos niveis circulantes de glicose 12 horas
apos a aplicacdo de insulina no Gl (39,5+ 2,65 mg/dL) em relacdo ao GC (57,5+ 2,81 mg/dL)
(Figura 2 A), com retorno dos seus niveis 24 horas ap0ds. Esse efeito deve-se ao estimulo da
insulina a entrada de glicose nos tecidos (Vernon, 1989). Desta forma, pode-se comprovar
que a utilizacdo da insulina neste experimento realizou sua funcdo fisiologica. Além disso,
no decorrer das avaliac6es os niveis de glicose (Figura 2 A) se mantiveram dentro dos valores
fisiolégicos para a espécie, que é de 45 a 74,88 mg/dL (Kaneco et al., 1997, Lago et al.,
2004). Em relacdo aos niveis de NEFA (Figura 2 B) os animais de ambos os grupos
apresentaram um comportamento semelhante (P=0,30), com valores dentro do fisioldgico que
¢ <0,7 mmol/L em vacas lactantes (Corréa et al., 2010). Nao encontramos uma relacdo dos
niveis de NEFA (Figura 2 B) com o ECC (Figura 2 C), pois ao avaliarmos o ECC dos
animais de ambos os grupos, ao longo dos manejos observamos que estes apresentaram uma
perda de condi¢do corporal significativa do dia 0 e 8 (ECC 2,3) em relacdo aos dias 10 (ECC
2,0) 15 (ECC 1,9) e 23 (ECC 2,1) (P<0,001), indicado um quadro de catabolismo, e isso nos
leva a acreditar que os baixos niveis de NEFA se devam a pouca deposicdo de gordura que 0s

animais ja apresentavam no inicio das avaliacdes (Figura 2 C).

O crescimento do foliculo dominante entre o dia 8 e 10 (GC 1,61+0,21 mm Gl
0,81+0,22 mm) (Figura 3 A P=0,11) nédo foi influenciado pelo maior transporte de glicose
para 0s tecidos 12 horas apo6s a aplicacdo insulina no GI (Figura 2 A), e a taxa de crescimento
diaria também foi semelhante (P=0,11) entre 0 GC 0,53+0,21mm e o grupo insulina

0,26£0,22mm, porém, inferior ao encontrado por outros pesquisadores (Rodhes, 1995,
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Rajmon et al., 2012). Deve-se considerar que 0s animais de nosso experimento, encontravam-
se em catabolismo com perda de condigdo corporal (Figura 2 C), que se relaciona a baixos
niveis circulantes de IGF-I, insulina e glicose (Leon et al., 2004) e essa privacdo de energia
reduz a frequéncia de pulsos de hormodnio luteinizante (LH), prejudicando assim o
crescimento, maturacgdo folicular e a ovulacdo (Butler & Smith, 1989, Canfield et al., 1990,
Beam & Butler, 1997, 1998). Além da questdo metabdlica, ao analisarmos o didmetro do
foliculo dominante dos grupos (Figura 3 A), podemos observar que apesar de ndo apresentar
diferenga (P>0,05) os animais do grupo insulina apresentavam um maior didmetro folicular

no dia 8 do protocolo, momento da divisdo dos grupos e aplicacdo do tratamento.

O diametro folicular do foliculo dominante ndo foi incrementado pelo tratamento
(Figura 3 A P=0,27). Porém, ao avaliarmos o diametro folicular, independente do grupo,
observamos um incremento significativo (P<0,001) do didmetro folicular entre o dia 8
(11,39£ 0,15mm) e 10 (12,60 0,15mm). Esse crescimento reflete o aumento das células
foliculares e a capacidade esteroidogénica do foliculo. Porém, mesmo com esse crescimento
entre o dia 8 e 10, o didmetro do foliculo pré-ovulatério de ambos os grupos de nosso estudo,
foi inferior ao relatado por outros autores (Peters & Benboulaid, 1998, Colazo & Ambrose,
2015) e isso refletiu no nimero de animais que tiveram capacidade de ovular. Dos 17 animais
acompanhados 10 ovularam, sendo 5/9 do GC e 5/8 do GI representando 55,5% e 62,5%
respectivamente. As vacas do Gl e GC ovularam em um intervalo de 24 a 48 horas ap0s a
aplicacdo do indutor de ovulacdo GnRH, sendo semelhante ao padréo de ovulacdo encontrado

no estudo de Peters & Benboulaid, (1998).

O diametro do foliculo dominante apenas das vacas que ovularam (Tabela 1), ndo
diferiu entre os grupos (P=0,74), com diametro minimo ovulatério em ambos de 11,5 mm e
méaximo de 15,0 mm. No estudo de Colazo & Ambrose, (2015) todos os foliculos ovulatorios

excediam 11 mm de didmetro também. Porém o didametro médio ovulatorio de nosso estudo
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foi inferior aos 16,1 mm encontrado por Colazo & Ambrose, (2015) e entre 15 e 20 mm por
Peters & Benboulaid, (1998). Foliculos de menor diametro apresentam menor capacidade
ovulatoria, pois esse evento esta associado com a aquisicdo de receptores de LH nas células
da granulosa no momento da divergéncia folicular (Xu et al., 1995). Acreditamos que 0
menor didmetro do foliculo dominante das vacas ovulatorias de nosso estudo (Tabela 1)
quando comparado aos estudos realizados por outros pesquisadores, seja também
consequéncia da perda de condi¢cdo corporal ao longo das avaliacBes. A aplicacdo de uma
Unica dose de insulina ndo foi capaz de minimizar os efeitos supressores do baixo ECC e
incrementar o diametro do foliculo ovulatério. O didmetro do foliculo dominante das vacas
anovulatérias (11,3+0,63mm), como esperado, foi menor (P=0,02) comparado as vacas
ovulatorias (13,45+0,53mm), porém nado foi diferente entre os grupos (GC 11,2 mm

1,00lmm e GI 11,5mm £1,01mm) (P=0,87).

Os niveis de E, sanguineo ndo diferiram na média do periodo avaliado (P=0,44)
entre 0 GC 26,70+ 3,4 pg/ml e GI 30, 77+ 3,83 pg/ml nem entre os dias (Figura 3B, P=0,45).
As concentragfes de estradiol-173 aumentam com o crescimento dos foliculos (Rahman et
al., 2008), devido ao aumento do nimero de células da granulosa e a atividade da aromatase
(Khan et al., 2012, Kor, 2013). Em nosso estudo como o diametro folicular em ambos os
grupos foi similar e o crescimento foi em uma taxa pequena 0s niveis se mantiveram
semelhantes ao longo das avaliac@es. Foliculos com diametro reduzido resultam em menores
concentracdes de E, (Vasconcelos et al., 2001, 2009) que reflete na apresentacdo de cio

(Perry et al, 2014).

A area litea no 15° e 23°dia do protocolo ndo apresentou diferenca entre 0S grupos
(P=0,44 e P=0,11 respectivamente) (Tabela 1). Um animal do GI apresentou ciclo estral curto
ndo sendo detectada a presenca do CL na segunda avaliacdo ultrassonografica. Esse evento

ocorre devido a lutedlise prematura, (Hinshelwood et al., 1982, Garcia-Winder et al., 1986,
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Eger et al., 1988), e esta relacionada a producdo inadequada de E, pelo foliculo pré-
ovulatorio, levando a uma inadequada inibicao dos receptores de ocitocina no Utero (Mann &
Lamming, 2000). Apesar de nao ter sido detectada diferenca (P=0,30), o0 GC apresentou uma
reducdo numerica da area lutea da primeira para a segunda avaliacdo enguanto no Gl ocorreu
um incremento numeérico (P=0,82) desse parametro entre as avaliacGes. Diferentemente do
observado no GC, Rodhes, (1995) ndo observou alteracdo da area lutea em animais que
passaram por restricdo alimentar. Essa reducdo da area refletiu nos niveis de P4 (Tabela 1), os
quais foram semelhantes entre 0s grupos nas duas avaliagdes (P>0,05), porém, assim como na
area lutea, observa-se uma reducdo numeérica (P=0,77) dos niveis de P, da primeira para a
segunda avaliacdo no GC, devido ao fato de 3 dos 5 animais desse grupo apresentarem
concentracdes inferiores a 1 ng/ ml, indicado lutedlise. Enquanto no GI houve um
incremento numérico da P4 (P=0,15). Essa relacdo entre a area litea e a P, observada em
nosso estudo deve-se ao fato das concentragdes de P, refletirem o crescimento, a manutencao
e a regressao luteal (Spano & Silva, 1992). Sendo que uma correlacdo positiva (r=0,80,
P<0,05) foi encontrada em nosso estudo entre a 4rea litea e os niveis de progesterona no dia
23. Os niveis de P, sanguineo de nosso estudo foram inferiores ao relatado por (Badinga et
al., 1994). Cinco animais, sendo 3 do Gl e 2 do GC apresentaram corpo liteo cavitario, para
avaliacdo da éarea lutea desses foliculos, subtraiu-se o didmetro da cavidade interna do
didametro externo do foliculo. O tempo de permanéncia dessas cavidades depende da
reorganizacao gradual do tecido luteal e tende a desaparecer com o transcorrer do ciclo estral
e a presenca da cavidade luteal ndo altera a concentracdo plasmatica de P4 (Kito et al., 1986).
Pode-se inferir que o desafio metabdlico imposto a estes animais, o qual é
semelhante ao que ocorre em propriedades leiteiras comerciais, tenha influenciado
negativamente o desenvolvimento do foliculo ovulatorio, e a aplicacdo de uma Unica dose de
insulina ndo foi capaz de superar essa condi¢cdo metabdlica. Mais pesquisas devem ser

realizadas com diferentes formas de aplicacdo, liberacdo controlada de insulina, com um
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nimero maior de animais, assim como utilizar novas metodologias como injecao

intrafolicular para elucidar possiveis mecanismos fisiologicos locais do foliculo dominante.

Concluséo
A aplicacao de uma Unica dose de 0,25 UI/Kg de insulina via subcutanea néo foi
capaz de incrementar o didametro do foliculo, producéo de estradiol, area lutea e producdo de

progesterona em vacas leiteiras.
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643 Figura 1. Delineamento experimental realizado em vacas holandés primiparas tratadas com insulina durante
644  protocolo de IATF.
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656  Tabela 1. Parametros das novilhas ovulatérias da raca holandés acompanhadas durante protocolo de IATF,

657  tratados com Insulina (GI) comparado a animais que ndo receberam a aplicagdo de Insulina (GC).

GC (média + erro Gl (média + erro Valor de
padrao) padrao) P
Diametro do foliculo 13,4+0,65 13,70,65 0,74
ovulatério (D10) (mm)
Area Lutea D15 (mm?) 28,03+3,77 35,64+3,77 0,44
Area Litea D23 (mm?) 22,04+3,77 38,07+4,21 0,11
P, (D15) ng/mL 4,02+1,23 3,77+1,23 0,85
P4(D23) ng/mL 3,38+1,23 6,54+1,37 0,27

658
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4.2 Manuscrito 2 — Avaliacdo do crescimento folicular de vacas Bos Taurus tratadas
estrategicamente com insulina
Andressa Stein Maffi’, Mityelle Chaves’, Lucas Balinhas Farias’, Cassio Cassal
Brauner’, Joabel Tonellotto dos Santos, Carlos Gomes Martin’, Marcio Nunes

Corréa’
"NUPEEC, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil.
fMédico Veterinério , In Vitro Sul, Rio Grande, RS, Brasil.
Manuscrito submetido a revista Journal of Animal Science
Resumo

O momento do retorno a ciclicidade ap6s o parto determina a eficiéncia reprodutiva de um
rebanho de cria em bovinos de corte. A associacdo da baixa condicdo corporal e a
amamentacdo causam baixos niveis sistémicos de IGF-I, insulina e glicose, modificando a
frequéncia de pulsos de LH e, consequentemente, comprometendo o crescimento folicular. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo estratégica de insulina sobre o
crescimento folicular, producdo de progesterona e taxa de prenhez em bovinos de corte.
Foram realizados 2 estudos, no experimento 1, 215 vacas (GC=109 GI=106) foram
submetidas a um protocolo que consistiu na aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol e
insercdo de um dispositivo de libertacdo lenta de progesterona no dia 0 e avaliou-se o
crescimento folicular e a taxa de prenhez. No dia 9, procedeu-se com a remoc¢do de Py, a
aplicacdo de 0,5 mg de cipionato de estradiol, 12,5 mg de dinoprost e aplicagdo de 0,25 Ul /
kg de insulina, nos animais tratados e no dia 11 procedeu-se com a inseminacao artificial. O
experimento 2 foi realizado com 85 vacas (GC=49 GI=36) submetidas a um protocolo de
Transferéncia de Embrido em Tempo Fixo e avaliou-se 0s niveis de progesterona. No dia 0
fez-se aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol e a insercdo de um dispositivo de liberagédo
lenta de progesterona. No 5° dia do protocolo, fez-se a aplicacdo de 0,150 mg de d-
Cloprostenol. No dia 8 fez-se a remocéo do dispositivo de P4, aplicacdo de 20 mg foltropina
de pituitaria suina e de 0,25 Ul / kg de insulina nos animais tratados, no dia 9 foi aplicado 1
mg de benzoato de estradiol e no dia 17 procedeu-se com a transferéncia dos embrides. No
experimento 1 a taxa de crescimento folicular e a taxa de prenhez foram semelhantes entre 0s
grupos (P > 0,05) e a producdo de P4 ndo foi diferente no experimento2. A utilizacdo
estratégica de insulina em vacas de corte ndo altera o didmetro do foliculo ovulatério, niveis
de progesterona e taxa de prenhez.

Palavras Chave: bovinos de corte, didmetro folicular, progesterona, reproducéo.
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Introducéo

O momento do retorno a ciclicidade apds o parto em vacas de corte é o fator
determinante da eficiéncia reprodutiva geral do rebanho e como consequéncia da eficiéncia
econémica dos sistemas de cria (Hess et al., 2005). Fisiologicamente o p0s-parto é marcado
por um periodo em torno de 30 dias de anestro onde ocorrem processos necessarios para o
reestabelecimento das condicgdes fisioldgicas do sistema reprodutivo (Short et al., 1990). Na
segunda semana pos-parto se observa um aumento dos niveis circulantes de Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH) e o recrutamento de uma onda folicular (Yavas & Walton, 2000),
porém alguns fatores como perda de condi¢do corporal e amamentacdo (Lucy, 2003,
Williams, 1990) ocasionam baixos niveis sistémicos de Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina (IGF-1), glicose e insulina, que alteraram a frequéncia de pulsos de Hormoénio
Luteinizante (LH), comprometendo, consequentemente, o crescimento folicular (Butler &
Smith, 1989, Grimard et al., 1995, Williams, 1990, Wiltbank et al., 2002, Hess et al., 2005).
Com isso, vacas comprometidas nutricionalmente podem permanecer aciclicas alem dos 100
dias pds-parto (Williams, 1990; Short et al., 1990).

A fim de reduzir o intervalo entre parto e concepcdo, podem ser utilizados
protocolos hormonais como a Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF), porém a
resposta frente a esses tratamentos hormonais ainda mostra uma grande variacdo dos
resultados (Baruselli et al., 2004, Colazo & Ambrose, 2015) e parte disso, deve-se a presenca
do terneiro e o baixo ECC, que afetam negativamente o diametro do foliculo dominante no
momento da IATF e sdo barreiras a obtengdo de melhores resultados. Foliculos menores que
11,5 mm ddo origem a corpos IUteos pequenos os quais produzem niveis de progesterona
inferiores (Vasconcelos et al., 2001) reduzindo a taxa de concepcdo (Lamb et al., 2001) e
elevando as taxas de perdas embrionarias (Perry et al., 2005). Sendo que em bovinos Bos
taurus, foi observado uma melhora na taxa de prenhez de animais que apresentavam foliculos

entre 13 e 15 mm no momento da IATF (Pfeifer et al., 2009).
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Os efeitos da Gonadotrofina Coridnica Equina (eCG) quando empregado nas
condicdes descritas acima com o intuito de melhorar a eficiéncia dos protocolos de
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) ja estdo bem descritos na literatura
(Barruselli, 2004 Rostami, 2011). Entretanto ainda sdo poucas as pesquisas estudando a acao
de hormonios metabdlicos como da insulina, a qual é um importante sinalizador da dinamica
folicular em bovinos (Webb et al., 2004, Hess et al., 2005), com capacidade de estimular a
proliferacdo celular e a esteroidogénese folicular (Wettemann & Bossis, 2000). Um estudo
realizado por nosso grupo demonstrou que a associacdo de insulina ao eCG durante protocolo
de IATF em bovinos da raca Angus, promoveu melhora da taxa de gestacdo em animais com
ECC menor que 2,5 (em uma escala de 1 a 5), com cria ao pé, quando comparado a animais
que receberam apenas eCG (Schneider et al., 2010). Sendo assim, a hipdtese de nosso estudo
é que a aplicacdo de insulina auxilia no desenvolvimento final do foliculo dominante,
producdo de progesterona e taxa de gestacdo. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da
aplicacdo de uma dose de insulina sobre o crescimento folicular, producdo de progesterona e

taxa de prenhez em bovinos.

Material e métodos

Experimeto 1

Animais

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo comité de ética e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas, sob nimero 6773.

O experimento 1 foi realizado em duas propriedades destinadas a produgéo de
bovinos de corte localizadas no municipio de Pinheiro Machado-RS, nos meses de fevereiro e
dezembro de 2015. Ao todo foram avaliadas 215 vacas cruzas européias (predominantemente
Angus e Hereford), sendo que na propriedade 1 foram avaliados 71 vacas cruzas e Hereford

com cria ao pé e na propriedade 2 foram avaliadas 144 vacas sendo 80 com cria ao pé, e 64
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vacas sem cria ao pé. Os animais possuiam entre 3 e 9 anos de idade e entre 40 e 90 dias pos-
parto e foram manejados em pastagens de campo nativo com livre acesso a agua e sal

mineral.
Tratamento hormonal

Os animais de ambas as propriedades foram submetidos a um protocolo de IATF
que consistiu na aplicacéo de 2 mg de benzoato de estradiol —, 1 mg/mL™, Gonadiol® (Zoetis,
S&o Paulo, Brasil) e insercéo de um dispositivo de liberacédo lenta de progesterona (P4) 1,9 g
de progesterona CIDR®-, (Zoetis, S0 Paulo, Brasil) no dia 0. No 9° dia do protocolo,
procedeu-se com a retirada da P4, aplicacdo de 0,5 mg de cipionato de estradiol — i.m., 2
mg/mL™, E.C.P® —, (Zoetis, Sd0 Paulo, Brasil) e 12.5 mg de dinoprost — i.m., 5 mg/
mL™, Lutalyse® —, (Zoetis, S&o Paulo, Brasil) (PGF,a). No 11° dia do protocolo realizou-se a
inseminacao artificial (1A). A divisdo dos animais entre grupo tratado com insulina (n=106) e
grupo controle (n= 109) foi realizada no 9° dia do protocolo homogeneamente a partir do
diametro do foliculo dominante e ECC. As vacas do grupo tratado receberam a aplicacdo de

0,25 UI/ kg de insulina, Novolin N® —, (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) via subcutanea.
Pardmetros avaliados

O ECC foi avaliado no dia 0 do protocolo, em uma escala de 1 a 5 (Moraes et al.
2007), (onde 1 = muito magro e 5 = muito gordo) nos 215 animais, além disso todos os
animais foram marcados na garupa com bastdo marcador no dia 9 para identificacdo dos
animais gque apresentaram cio que foi realizada no 11° dia do protocolo através da presenca
ou auséncia da tinta na garupa e 30 dias apos a IA fez-se o diagnostico de gestagdo com
auxilio de ultrassom Welld Wed-3000V Vet, acoplado a uma probe linear 7,5 MHz, inserida
via transretal. A avaliacdo do didmetro do foliculo dominante foi realizado apenas nos 71

animais da propriedade 1 através de ultrassom Welld Wed-3000V Vet, acoplado a uma probe
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linear 7,5 MHz inserida via transretal., sendo realizada a primeira avaliacdo do didametro do

foliculo dominante no dia 9 e uma segunda avaliacdo no dia 11.
Experimeto 2
Animais

O experimento 2 foi realizado durante os meses de janeiro a marco de 2015 em duas
propriedades destinadas a producdo de vacas de corte utilizadas como receptoras de embrido,
totalizando 85 animais avaliados (GC GI). A propriedade 1 localizada na cidade de Santa
Vitoria do Palmar-RS e a propriedade 2 localizada na cidade de Arroio Grande-RS. Na
propriedade 1 foram avaliadas 48 vacas receptoras de embrides da raca Hereford e cruzas
(Bos Indicus x Bos Taurus), solteiras, 3 anos de idade, manejadas em pastagem cultivada de
azevém (Lolium multiflorum) e trevo branco (Trifolium Repens). Na propriedade 2 foram
avaliadas 37 vacas receptoras de embrides da raca Abeerden Angus e cruzas (Bos Indicus x
Bos Taurus), com cria ao pé, de 4 a 6 anos de idade, manejadas em campo com pastagem

cultivada de azevém (Lolium multiflorum) e aveia (avena strigosa) e sal mineral a vontade.
Protocolo Hormonal

O protocolo de sincronizagdo para a TETF em ambas as propriedades consistiu dos
seguintes passos, dia 0 aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol , 1 mg/mL™?, RIC-BE®-,
(Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil) e insercdo de um dispositivo de liberacdo lenta de
progesterona (P4) 1,9 g de progesterona, CIDR®—, (Zoetis, Sdo Paulo, Brasil). No 5° dia do
protocolo, procedeu-se com a aplicagdo de 0,150 mg de d-Cloprostenol — i.m., 0,150 mg / 2
mL *,Prolise® —, (Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil) (PGF.0). No 8° dia retirada da P4, aplicacio
de 20 mg de foltropina de pituitaria suina —i.m., 20 mg/ 1 mL %, Folltropin® —, (Tecnopec,

S&o Paulo, Brasil) e a divisédo dos animais em grupo controle (GC 50) e grupo tratado (Gl

36) que recebeu a aplicacdo de 0,25 Ul/ kg de insulina, Novolin® N (Novo Nordisk,
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Bagsvaerd, Denmark), no 9° dia aplicou-se 1 mg de benzoato de estradiol —, 1 mg/mL™, RIC-
BE® (Tecnopec, S&o Paulo, Brasil) e no dia 17 do protocolo procedeu-se com a inovulacéo
nas vacas que responderam ao protocolo de TETF. Cada receptora recebeu uma anestesia
epidural baixa antes da inovulacdo com 4mL de cloridrato de lidocaina 2%. A camisa
sanitaria plastica foi usada para prevenir a contaminacdo uterina e removida quando o
inovulador alcancava o primeiro anel cervical. O inovulador, com a bainha e a palheta
contendo o embrido, era levado a porc¢éo cranial do corno ipsilateral ao CL, onde o embrido

foi depositado, tendo a palpacéo retal como ferramenta de orientacao.
Pardmetros avaliados

O ECC foi avaliado no dia 0 do protocolo, de forma visual (escala de 1 a 5) (Moraes
et al., 2007). A taxa de utilizacdo dos animais foi calculada a partir da porcentagem de
animais que apresentavam corpo lateo (CL) grau 1 no dia 17 do protocolo em relacdo ao
namero de animais que foram protocolados. E o diagnostico de prenhez foi realizado 30 dias
apos a inovulacgdo por via retal, com aparelho de ultrassom (Scaner B-mode, Aloka SSD 500,

Tokyo, Japan) conectado a uma probe 7.5 MHz linear.
Coletas de sangue

No 17° dia do protocolo realizou-se uma coleta de sangue através do complexo
arteriovenoso da coccigea em dois tubos sem anticoagulante, para avaliacdo dos niveis
sanguineos de progesterona (P4). Os tubos foram centrifugados a 1000 xg e o soro foi
separado e alocado em microtubos devidamente identificados e armazenados a -20°C até a

realizacdo das analises.
Anélises hormonais

Foi realizada avaliagdo dos niveis de progesterona no dia 17 do protocolo de TETF de

39 animais (GC, n:21; GlI, n:18), através de quimiluminescéncia com Kit para avaliacdo de
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P4 da empresa Siemens no aparelho Adivia Centaur. Desse total de animais, 16 vacas

estavam vazias aos 30 dias pos 1A e 23 estavam prenhez.

Analise estatistica

Os fatores fixos considerados foram o tratamento (Insulina e controle). O ECC e o0s
niveis de progesterona foram avaliados por anélise de variancia. O crescimento folicular foi
avaliado por medidas repetidas e a taxa de utilizacdo e as taxas de prenhez, foram analisadas
pelo teste de Qui-quadrado. Todas as analises foram realizadas através do programa NCSS
(2005). Os resultados sdo apresentados como média = erro padrdo da média. Sendo

considerados significativos valores iguais ou inferiores a P <0,05.

Resultados e discussao

Os animais do experimento 1 apresentaram em média um ponto a menos de
condicdo corporal (2,9) que os animais do experimento 2 (3,9).

A taxa de crescimento diario do foliculo entre 0 9° e 11° dia do protocolo avaliada
em 71 animais do experimento 1, ndo foi diferente ( P= 0,20) entre os grupos (Tabela 1). Esse
crescimento diario foi inferior a taxas de crescimento diérias relatadas em outros estudos
(Lussier et al., 1987, Rhodes et al, 1995). Sabe-se que foliculos antrais podem ter uma taxa de
crescimento de até 2 mm/dia (Lussier et al., 1987) com taxas de 1,2 mm/ dia em animais
desafiados nutricionalmente (Rhodes et al, 1995). Ao analisar os diametros dos foliculos no
dia 11 do protocolo em nosso estudo, alguns animais apresentaram reducdo do diametro
folicular em relacdo a primeira avaliacdo (D9), o que acabou reduzindo a média do
crescimento folicular avaliado. O ECC dos animais pode ter influenciado a taxa de
crescimento, uma vez que este reflete o equilibrio energético e relaciona-se com niveis
sistémicos de IGF, insulina, GH e Neuropeptidio Y, os quais alteram a frequéncia dos pulsos
de LH (Keisler & Lucy, 1996 , DiCostanzo et al., 1999, Wettemann & Bossis, 2000, Leon et

al., 2004). Isto fica evidente quando constatamos que 0s animais com baixa condi¢do
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corporal, ECC<2,5 apresentaram um decréscimo de 0,15mmz= 0,44mm, indicando uma
possivel atresia do foliculo dominante. Enquanto isso, os animais com ECC > 3,0
apresentaram um crescimento de 0,93mmz 0,28mm (P=0,04). Sendo assim, este dado
corrobora outros trabalhos que evidenciam a melhor eficiéncia de protocolos de IATF em
animais em ECC igual ou superior a 3 (Hess, 2005, Bridges, 2012).

O diametro folicular no 11° dia do protocolo, dos 71 animais, ndo diferiu (P=0,54)
entre os grupos (Tabela 1). Porém independente do grupo ocorreu um incremento (P<0,009)
do diametro do foliculo dominante entre o dia 9 e 11 do protocolo. Esperava-se um maior
incremento do didmetro folicular nos animais tratados, em funcdo do potencial anabdlico da
insulina, e de resultados de outros estudos, como o realizado por Simpson et al., (1994), que
observaram um maior diametro de foliculos grandes em Bovinos Bos Indicus tratados com
insulina durante protocolo de superovulacdo. Ao avaliarmos a apresentacdo de cio das 215
vacas observamos uma porcentagem maior (P< 0,05) de cio no GC em relacdo ao Gl (Tab.
1). Embora a média do ECC tenha sido semelhante entre os grupos houve uma maior
porcentagem de animais com condicdo corporal acima de 3 (67,0% 71/ 208) no GC em
relacdo aos animais tratados com insulina (62% 64/208), o que pode nos indicar uma melhor
condicdo metabdlica (Leon, 2004) para alguns animais do grupo controle. Esperdvamos uma
maior apresentacdo de cio no Gl, com base nos resultados encontrados por Gupta et al., 2010
que trataram bufalas em anestro com insulina associada ao GnRH, onde a insulina promoveu
uma maior apresentacdo de cio, porém nesse estudo, foram realizadas 3 aplicacfes de
insulina diferente de nosso estudo que foi em dose Unica.

A taxa de prenhez avaliada nos 215 animais, ndo apresentou diferenca (P=0,64)
entre 0s grupos GC e GI (Tabela 1). Em um estudo realizado por Schneider et al., (2010), a
aplicacdo de insulina quando associado ao eCG promoveu uma melhora na taxa de gestacao
de vacas Bos Taurus com baixo ECC (2,0). No nosso estudo ndo relacionamos a taxa de

prenhez com o ECC devido ao baixo niUmero de animais por grupo, no entanto, dividimos 0s
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animais pelo diametro folicular em maior ou menor que 11mm. A taxa de prenhez dos
animais com foliculos maiores de 11 mm foram semelhantes numericamente entre 0s grupos
Gl (68,75 % 11/16) e GC (53,33 % 8/15). Entretanto observamos um incremento numérico
da taxa de prenhez nos animais com foliculos menores que 11mm e tratados com insulina
(38,89% 7/18) em relacdo aos animais com foliculos menores que 1lmm e que nao
receberam a aplicacdo de insulina (17,65% 3/17). Devido ao baixo nimero de animais em
cada grupo ndo é possivel afirmar essa relagdo, mas associamos essa resposta, ao estimulo
energético que a insulina promoveu, agindo como um sinalizador metabdlico, como relatado
no estudo Schneider et al., (2010).

A taxa de utilizacdo dos animais como receptoras de embrido avaliada no
experimento 2, foi semelhante (P > 0,05) entre os grupos GC (77,1% 37/48) e Gl (78,9%
30/38). Acreditamos que uma das explica¢bes para ndo obtermos efeito da insulina sobre a
taxa de utilizacdo neste experimento tenha sido o adequado ECC (3,9) e a relacdo desse
parametro a niveis circulantes de insulina glicose e IGF-1 (Leon et al., 2004) que se
relacionam a adequada liberacéo de LH, diametro do foliculo ovulatério e qualidade do corpo
luteo, com isso ndo sendo possivel observar nenhum efeito da insulina, uma vez que 0s
animais ndo estavam passando por um periodo de caréncia nutricional.

A producdo de P4 também foi semelhante (P>0,05) entre os grupos (Figura 3), com
niveis superiores ao relatado em outros estudos (Frade et al., 2014, Leal et al., 2009,
Battochio et al., 2003, Solano et al., 2003). Existe uma correlagdo positiva entre as
concentracdes plasmaticas de P, e qualidade do CL (Ambrose et al. , 1999), sendo que os CLs
grandes produzem maior quantidade de progesterona em relacdo aos pequenos e médios (Leal
et al. 2009). Este resultado era esperado em nosso estudo, uma vez que foram utilizados
apenas animais com CL grau 1, de acordo com a avaliagdo prévia realizada por palpacao
retal. Além disso, os niveis de P4 produzidos no dia 17 ndo tiveram relacdo (P>0,05) com a

taxa de prenhez dos animais.
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O resultado da taxa de utilizacdo e os niveis de P4 do estudo 2, associado aos
resultados encontrados por Schneider et al., (2010) onde a aplicacédo de insulina associada ao
eCG em animais em boa condicdo corporal ndo incrementou a taxa de prenhez, nos leva a
acreditar em um potencial efeito da insulina apenas em animais nutricionalmente desafiados.
Porém um numero maior de pesquisas deve ser realizado e com um nUmero maior de
animais, relacionando a aplicacdo de insulina com ECC e diametro folicular, para obtencao
de resultados mais concisos. Além disso, acreditamos que a falta de resposta dos animais
tratados em ambos os estudos, se deva ao curto tempo de acdo da insulina (24 horas) em
funcdo da aplicacdo Unica, quando comparado ao trabalho realizado por Simpson et al.,

(1994) que aplicaram insulina 2 vezes ao dia durante 5 dias.

Concluséo
A aplicacdo de uma Unica dose de insulina em vacas de corte ndo afeta o diametro do

foliculo ovulatorio, niveis de progesterona e taxa de prenhez.
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Tabela 1. Descrigdo dos pardmetros reprodutivos avaliados ao longo do Experimento 1.

Variaveis GC (média+ Gl (média * erro P
erro padréo) padrao)

Diametro D9 (mm) (71) 11,28+ 0,23 11,45+ 0,23 0,80

Diametro D11(mm) (71) 12,20+ 0,23 11,80+ 0,52 0,54

Crescimento folicular (mm) (71) 0,91+ 0,32 0,33+ 0,32 0,20

Apresentacao de cio (%) (215) 82,6 (90/109) 69,8 (74/106) 0,02

Taxa de prenhez (%) (215) 42,3(41/97) 35,7(35/98) 0,64
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5 CONCLUSAO GERAL

A aplicacdo em dose uUnica de insulina ndo foi capaz de incrementar o
diametro do foliculo ovulatério, esteroidogénese e area lutea de vacas leiteiras
desafiadas metabdlicamente. Nao exercendo acdo também sobre o didmetro
folicular e taxa de prenhez de vacas de corte desafiadas metabolicamente e na area

lutea e producéo de progestrona de vacas de corte em adequada condi¢cao corporal.



1009
1010

1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056

55

6 REFERENCIAS

ACOSTA, T.J.,, & MIYAMOTO, A. (2004). Vascular control of ovarian function:
ovulation, corpus luteum formation and regression. Animal reproduction
science. 82(83). p. 127-140.

ADAMS, G.P., MATTERI, R.L., KASTELIC, J.P., KO, J.C., and GINTHER, O. J.
(1992). Association between surges of follicle-stimulating hormone and the
emergence of follicular waves in heifers. Journal of reproduction and fertility.
94. p. 177-188.

AMSTERDAM, A., MAY, J.V., SCHOMBERG, D.W. (1988) Synergistic effect of
insulin and follicle-stimulating hormone on biochemical and morphological
differentiation of porcine granulosa cells in vitro.39(2) . p. 379-90.

ARGOV, N., ARAV, A., SKLAN, D. (2004). Number of oocytes obtained from cows
by OPU in early, but not late lactation increased with plasma insulin and
estradiol concentrations and expression of mMRNA of the FSH receptor in
granulosa cells. Theriogenology. 61(5). p. 947-962.

AUGUSTIN, R., POCAR, P., WRENZYCKI, C., NIEMANN, H., FISCHER, B.
(2003). Mitogenic and anti-apoptotic activity of insulin on bovine embryos
produced in vitro. Reproduction. 126. p.91-99.

AUSTIN, E.J. et al. (2001). Alterations in intrafollicular regulatory factors and
apoptosis during selection of follicles in the first follicular wave of the bovine
estrous cycle. Biology of reproduction. 64. p. 839-848.

BARUSELLI, P.S., REIS, E.L., MARQUES, M.O., NASSER, L.F., BO, G.A. (2004).
The use of hormonal treatments to improve reproductive performance of
anestrous beef cattle in tropical climates. Animal reproduction science. 82(83).
p. 479-486.

BAUMAN, D.E. & CURRIE, W. B. (1980). Partitioning of nutrients during pregnancy
and lactation: a review of mechanisms involving homeostasis and
homeorhesis. Journal of dairy science. 63. p.1514-1529.

BAUMAN, D.E. (2000). Regulation of nutrient partioning during lactation:
homeostasis and homeoresis. In:Ruminant physiology. Digestion, metabolism,
growth and reproduction (ed. P.B. Cronjé), p.311-328.

BEG, M.A., BERGFELT, D.R., KOT, K., WILTBANK, M.C., GINTHER, O.J. (2001) .
Follicular-fluid factors and granulosa-cell gene expression associated with
follicle deviation in cattle. Biology of reproduction. 64. p. 432-441.

BELFIORE, A., FRASCA, F., PANDINI, G., SCIACCA, L., VIGNERI, R. (2009).
Insulin receptor isoforms and insulin receptor/insulin-like growth factor
receptor hybrids in physiology and disease. Endocrine reviews. 30. p. 586-
623.

BERGH, C., OLSSON J.H., SELLESKOG, U., HILLENSJO, T. (1993). Steroid
production in cultured thecal cells obtained from human ovarian follicles.
Human reproduction. 8. p. 519-524.

BHATIA, B. & PRICE, C.A. (2001). Insulin alters the effects of follicle stimulating
hormone on aromatase in bovine granulosa cells in vitro. Steroids. 66. p. 511-
519.

BRISTOL-GOULD, S.K. et al. (2006). Postnatal regulation of germ cells by activin:
the establishment of the initial follicle pool. Developmental biology. 298. p.
132-148.


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14757479

1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106

56

BUTLER, W.R. & SMITH, R.D. (1989). Interrelationships between energy balance
and postpartum reproductive function in dairy cattle. Journal of dairy science.
72.p.767-783.

BYRNE, A.T., SOUTHGATE, J., BRISON, D.R., LEESE, H.J. (2002). Regulation of
apoptosis in the bovine blastocyst by insulin and the insulin-like growth factor
(IGF) superfamily. Molecular Reproduction and Development. 62. p. 489-495

CARVALHEIRA, J.B.C., ZECCHIN, H.G. SAAD, M.J.A. 2002. Vias de Sinalizacdo da
Insulina. Arg Bras Endocrinol Metab. 46(4). p. 419-425.

CHEATHAM, B. et al. (1996). Insulin-stimulated translocation of GLUT4 glucose
transporters requires SNARE-complex proteins. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America. 93. p. 15169-15173.

COLAZO, M.G. & AMBROSE, D.J. (2015). Effect of initial GhnRH and duration of
progesterone insert treatment on the fertility of lactating dairy cows.
Reproduction in domestic animals. 50. p. 497-504.

DEROUEN, S.M. et al. (1994). Prepartum body condition and weight influences on
reproductive performance of first-calf beef cows. Journal of animal science.
72.p.1119-1125

DRIANCOURT, M.A. (2001). Regulation of ovarian follicular dynamics in farm
animals. Implications for manipulation of reproduction. Theriogenology. 55. p.
1211-12309.

EL-ROEIY, A. et al. (1993). Expression of insulin-like growth factor-I (IGF-I) and IGF-
Il and the IGF-I, IGF-II, and insulin receptor genes and localization of the gene
products in the human ovary. The Journal of clinical endocrinology and
metabolism. 77. p. 1411-1418.

EL-ROELIY, A. et al. (1994). Expression of the genes encoding the insulin-like growth
factors (IGF-1 and Il), the IGF and insulin receptors, and IGF-binding proteins-
1-6 and the localization of their gene products in normal and polycystic ovary
syndrome ovaries. The Journal of clinical endocrinology and metabolism. 78.
p.1488-1496.

EVANS, A.C., KOMAR, C.M., WANDJI, S.A., FORTUNE, J.E. (1997). Changes in
androgen secretion and luteinizing hormone pulse amplitude are associated
with the recruitment and growth of ovarian follicles during the luteal phase of
the bovine estrous cycle. Biology of reproduction. 57. p. 394-401.

FORTUNE, J.E., RIVERA, G.M., EVANS, A.C., TURZILLO A.M. (2001).
Differentiation of dominant versus subordinate follicles in cattle. Biology of
reproduction. 65. p. 648-654.

FORTUNE, J.E., RIVERA, G.M., YANG, M.Y. (2004). Follicular development: the role
of the follicular microenvironment in selection of the dominant follicle. Animal
reproduction science. 82(83). p. 109-126.

FRICKE, P. M. et al. (1997). Effect of gonadotropin treatment on size, number, and
cell proliferation of antral follicles in cows. Domestic animal endocrinology. 14.
p. 171-180.

GARNSWORTHY, P.C., FOULADI-NASHTA, A.A., MANN, G.E., SINCLAIR, K.D.
and WEBB, R. (2009) Effect of dietary-induced changes in plasma insulin
concentrations during the early postpartum period on pregnancy rate in dairy
cows. Reproduction. 137. p. 759-768.

GARNSWORTHY, P.C. and WEBB, R. (1999) The Influence of nutrition on fertility in
dairy cows. In Recent Advances in Animal Nutrition - 1999 (Eds P.C.
Garnsworthy and J. Wiseman), pp 39-57, Nottingham University Press,
Nottingham.



1107
1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155

57

GINTHER, O.J., BERGFELT, D.R., BEG, M. A., KOT, K. (2001). Follicle selection in
cattle: role of luteinizing hormone. Biology of reproduction. 64. p. 197-205.

GINTHER, O.J., WILTBANK, M.C., FRICKE, P.M., GIBBONS, J.R., KOT, K. (1996).
Selection of the dominant follicle in cattle. Biology of reproduction. 55. p. 1187-
1194.

GONG, J.G. et al. (1996). Suppression in the secretion of follicle-stimulating hormone
and luteinizing hormone, and ovarian follicle development in heifers
continuously infused with a gonadotropin-releasing hormone agonist. Biology
of reproduction. 55. p. 68-74.

GONG, J.G., BRAMLEY, T., Webb, R. (1991). The effect of recombinant bovine
somatotropin on ovarian function in heifers: follicular populations and
peripheral hormones. Biology of reproduction. 45. p. 941-949.

GONG, J.G., LEE W.J., GARNSWORTHY, P.C., WEBB, R. (2002). Effect of dietary-
induced increases in circulating insulin concentrations during the early
postpartum period on reproductive function in dairy cows. Reproduction. 123.
p. 419-427.

GONZALEZ, F.H.D. & SILVA, S.C. (2006). Introducdo a bioquimica clinica
veterinaria. Porto Alegre: Grafica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.357p.

GOUGEON, A. (1996). Regulation of ovarian follicular development in primates: facts
and hypotheses. Endocrine reviews. 17. p. 121-155.

GRIMARD, B. et al. (1995). Influence of postpartum energy restriction on energy
status, plasma LH and oestradiol secretion and follicular development in
suckled beef cows. Journal of reproduction and fertility. 104. p. 173-179.

GUPTA, V., THAKUR, M.S., AGRAWAL, R.G., QUADRI, M.A., SHUKLA, S.N.
(2010). Effect of pretreatment with insulin on ovarian and fertility response In
true anestrous buffaloes to gonadotrophin-releasing hormone. Buffalo bulletin.
29(3). p.172-179.

GUTIERREZ, C.G., OLDHAM, J., BRAMLEY, T.A., et al. (1997). The recruitment of
ovarian follicles is enhanced by increased dietary intake in heifers. Journal of
Animal Science.75. p.1876-84.

GUTIERREZ, J.P., NIETO, B., PIQUERAS, P., IBANEZ, N., SALGADO, C. (2006).
Genetic parameters for canalisation analysis of litter size and litter weight traits
at birth in mice. Genetics, selection, evolution GSE, 38. p. 445-462.

HARRISON, L.M., & RANDEL R.D. (1986). Influence of insulin and energy intake on
ovulation rate, luteinizing hormone and progesterone in beef heifers. Journal
of animal science. 63. p. 1228-1235.

HAVRANKOVA, J., ROTH. J., BROWNSTEIN, M. (1978). Insulin receptors are
widely distributed in the central nervous system of the rat. Nature. 272. p. 827-
829.

HAYIRLI, A., GRUMMER, R.R., NORDHEIM, E. CRUMP, V. P. M. (2002). Animal
and Dietary Factors Affecting Feed Intake During the Prefresh Transition
Period in Holsteins. J. Dairy Sci. 85:3430-3443.

HESS, B.W., LAKE, S.L., SCHOLLJEGERDES, E.J., WESTON, T.R., NAYIGIHUGU,
V., MOLLEAND, J.D.C., MOSS, G.E. (2005). Nutritional controls of beef cow
reproduction. American Society of Agronomy. 83(13). p. 90-106.

INGVARTSEN, K.L., ANDERSEN, J.B. (2000) Integration of metabolism and intake
regulation: a review focusing on periparturient animals. J Dairy Sci. 83(7). p.
1573-97.


https://www.agronomy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ingvartsen%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10908064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andersen%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10908064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10908064

1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
1184
1185
1186
1187
1188
1189
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
1203
1204
1205

58

KANITZ, W., BRUSSOW, K., BECKER, F., TORNER, H., TOMEK, F., WOLFGANG.
(2001). Comparative Aspects of Follicular Development, Follicular and Oocyte
Maturation and Ovulation in Cattle and Pigs. Arch. Tierz. 44. p. 9-23.

LAWRENCE, M.C., MCKERN, N.M., WARD, C.W. (2007). Insulin receptor structure
and its implications for the IGF-1 receptor. Current opinion in structural
biology.17. p. 699-705.

LEE V.H. (2000) Expression of rabbit zona pellucida-1 messenger ribonucleic acid
during early follicular development. Biol Reprod. 63. p.401-408.

LEON, H.V., HERNANDEZ-CERON, J., KEISLERT, D.H., GUTIERREZ, C.G. (2004).
Plasma concentrations of leptin, insulin-like growth factor-l, and insulin in
relation to changes in body condition score in heifers. Journal of animal
science. 82. p. 445-451.

LEROQOY, J.L. et al. (2005). Non-esterified fatty acids in follicular fluid of dairy cows
and their effect on developmental capacity of bovine oocytes in vitro.
Reproduction. 130. p. 485-495.

LUSSIER, J.G., MATTON, P., DUFOUR, J.J. (1987). Growth rates of follicles in the
ovary of the cow. Journal of reproduction and fertility. 81. p. 301-307.

MARKSTROM, E., SVENSSON, E., SHAO, R., SVANBERG, B., BILLIG, H. (2002).
Survival factors regulating ovarian apoptosis dependence on follicle
differentiation. Reproduction. 123. p. 23-30.

MARTINEZ, M.L., VERNEQUE, R.S., TEODORO, R.L., PIMENTEL, A.A.,
FERREIRA, W.J. (1999). Analise Comparativa de Procedimentos
Metodoldgicos para a Avaliacdo Genética de Vacas para a Producao de Leite.
Rev. bras. zootec. 28(3). p. 495-503.

MATSUI, M., TAKAHASHI, Y., HISHINUMA, M., KANAGAWA, H. (1995) Stimulatory
effects of insulin on the development of bovine embryos fertilized in vitro.
Journal of Veterinary Medical Science. 57. p. 331-336.

MIHM, M. et al. (2000). Identification of potential intrafollicular factors involved in
selection of dominant follicles in heifers. Biology of reproduction. 63. p. 811-
819.

MIHM, M. et al. (2006). Molecular evidence that growth of dominant follicles involves
a reduction in follicle-stimulating hormone dependence and an increase in
luteinizing hormone dependence in cattle. Biology of reproduction. 74. p.
1051-1059.

PANTALEON, M., HARVEY, M.B., PASCOE, W.S., JAMES, D.E., KAYE, P.L.
(1997). Glucose transporter GLUT3: ontogeny, targeting, and role in the
mouse blastocyst. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America. 94. p. 3795-3800.

PERRY, G. A. 2005. Comparison of the Efficiency and Accuracy of Three Estrous
Detection Methods to Indicate Ovulation in Beef Cattle. Department of Animal
and Range Sciences. p.122-127.

PFEIFER, L.F. et al. (2009). Effects of low versus physiologic plasma progesterone
concentrations on ovarian follicular development and fertility in beef cattle.
Theriogenology. 72. p. 1237-1250.

PORETSKY, L. et al. (1984). Specific insulin binding sites in human ovary. The
Journal of clinical endocrinology and metabolism. 59. p. 809-811.

PORETSKY, L., GRIGORESCU, F., SEIBEL, M., MOSES, A.C., FLIER, J.S. (1985).
Distribution and characterization of insulin and insulin-like growth factor |
receptors in normal human ovary. The Journal of clinical endocrinology and
metabolism. 61. p. 728-734.



1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227
1228
1229
1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1246
1247
1248
1249
1250
1251
1252
1253
1254
1255

59

QIU, J. et al. (2014). Insulin excites anorexigenic proopiomelanocortin neurons via
activation of canonical transient receptor potential channels. Cell metabolism.
19. p. 682-693.

QIU, X., DOWLING, A.R., MARINO, J.S., FAULKNER, L.D., BRYANT, B., BRUNING,
J.C., ELIAS, C.F., HILL, JW. (2013). Delayed puberty but normal fertility in
mice with selective deletion of insulin receptors from Kissl cells.
Endocrinology. 154(3). p. 1337-48.

ROCHE, J.F. (1996). Control and regulation of folliculogenesis - a symposium in
perspective. Journal of Reproduction and Fertility.1. p. 19-27.

SARTORELLI, E.S., CARVALHO, L.M., BERGFELT, D. R., GINTHER, O. J.,
BARROS, C. M. (2005). Morphological characterization of follicle deviation in
Nelore (Bos indicus) heifers and cows. Theriogenology. 63. p. 2382-2394.

SARTORI, R., FRICKE, P.M., FERREIRA, J.C., GINTHER, 0.J., WILTBANK, M.C.
(2001). Follicular deviation and acquisition of ovulatory capacity in bovine
follicles. Biology of reproduction. 65. p. 1403-1409.

SASAKI, S. (2002). Mechanism of insulin action on glucose metabolism in ruminants.
Animal Science Journal. 73(6). p. 423-433.

SAVIO, J.D. et al. (1993). Effects of induction of low plasma progesterone
concentrations with a progesterone-releasing intravaginal device on follicular
turnover and fertility in cattle. Journal of reproduction and fertility. 98. p. 77-84.

SCHNEIDER, A., PFEIFER, L.F.M., SCHMITT, E., BIANCHI, I., VIEIRA, M.B.,
XAVIER, E. G., DEL PINO, F. A. B.,, CORREA, M. N. (2010). The use of
insulin to improve fertility of timed-inseminated postpartum suckled beef cows.
Pesq. agropec. bras. 45(10). p.1219-1221.

SHIMIZU, T. et al. (2008). Involvement of insulin and growth hormone (GH) during
follicular development in the bovine ovary. Animal reproduction science. 106.
p. 143-152.

SHORT, R.E., BELLOWS, R.A., STAIGMILLER, R.B., BERARDINELLI, J.G.,
CUSTER, E.E. (1990). Physiological mechanisms controlling anestrus and
infertility in postpartum beef cattle. Journal of animal science. 68. p. 799-816.

SILVA, J.M., & PRICE C.A. (2000). Effect of follicle-stimulating hormone on steroid
secretion and messenger ribonucleic acids encoding cytochromes P450
aromatase and cholesterol side-chain cleavage in bovine granulosa cells in
vitro. Biology of reproduction. 62. p. 186-191.

SIMPSON, R. B. et al. (1994). Effect of exogenous insulin on plasma and follicular
insulin-like growth factor I, insulin-like growth factor binding protein activity,
follicular oestradiol and progesterone, and follicular growth in superovulated
Angus and Brahman cows. Journal of reproduction and fertility. 102. p. 483-
492.

SIROIS, J. & FORTUNE J.E. (1988). Ovarian follicular dynamics during the estrous
cycle in heifers monitored by real-time ultrasonography. Biology of
reproduction. 39. p. 308-317.

SPICER, L.J., ALPIZAR, E., ECHTERNKAMP, S.E. (1993). Effects of insulin, insulin-
like growth factor I, and gonadotropins on bovine granulosa cell proliferation,
progesterone production, estradiol production, and(or) insulin-like growth
factor | production in vitro. Journal of animal science. 71. p. 1232-1241.

TENA-SEMPERE, M. & HUHTANIEMI, 1. (2003). Gonadotropins and gonadotropin
receptors. In: Reproductive Medicine — Molecular, Cellular and Genetic
Fundamentals (ed. B. C. J. M. Fauser), pp. 225-244. Parthenon Publishing,
New York.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qiu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dowling%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marino%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faulkner%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bryant%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Br%C3%BCning%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Br%C3%BCning%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elias%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hill%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23392256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23392256
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/asj.2002.73.issue-6/issuetoc

1256
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286

60

VAN DEN HURK, R. & ZHAO J. (2005). Formation of mammalian oocytes and their
growth, differentiation and maturation within ovarian follicles. Theriogenology
63. p. 1717-1751.

VAN HOUTEN, M., POSNER, B.l.,, KOPRIWA, B.M., BRAWER, J.R. (1980). Insulin
binding sites localized to nerve terminals in rat median eminence and arcuate
nucleus. Science. 207. p. 1081-1083.

VASCONCELOS, J.L.,, SARTORI, R., OLIVEIRA, H.N., GUENTHER, J.G,,
WILTBANK M.C. (2001). Reduction in size of the ovulatory follicle reduces
subsequent luteal size and pregnancy rate. Theriogenology. 56. p. 307-314.

VOLP, A.C.P., REZENDE, F.A.C., ALFENAS, R.C.G. (2008). Insulina: mecanismo de
acdo e a homeostase metabdlica. Rev. Bras. Nut. Clin. 23(2). p. 158-64.

WEBB, R. et al. (2003). Mechanisms regulating follicular development and selection
of the dominant follicle. Reprod Suppl. 61. p. 71-90.

WEBB, R., GARNSWORTHY, P.C., CAMPBELL, B.K., HUNTER, M. G. (2007). Intra-
ovarian regulation of follicular development and oocyte competence in farm
animals. Theriogenology. 68(1). p. 22-29.

WEBB, R., GARNSWORTHY, P.C., GONG, J.G., ARMSTRONG, D.G. (2004).
Control of follicular growth: local interactions and nutritional influences. Journal
of animal science. 82. p. 63-74.

WERTHER, G. A. et al. (1987). Localization and characterization of insulin receptors
in rat brain and pituitary gland using in vitro autoradiography and
computerized densitometry. Endocrinology. 121. p. 1562-1570.

WHITE, M. F. (1996). The IRS-signalling system in insulin and cytokine action.
Philosophical transactions of the Royal Society of London. Series B, Biological
sciences. 351. p. 181-189.

WILLIAMS, G. L. (1990). Suckling as a regulator of postpartum rebreeding in cattle: a
review. Journal of animal science 68: 831-852.

WILTBANK, M.C., GUMEN, A., SARTORI, R. (2002). Physiological classification of
anovulatory conditions in cattle. Theriogenology. 57. p. 21-52.

YANG, X. et al. (1998). Control of oocyte maturation in cows-biological factors.
Theriogenology. 49. p. 471-482.



