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MATTOS, F.C.S.Z. Influéncia da ingestdo alimentar nas concentracgdes plasmaticas de
insulina e progesterona, e na expressdo de enzimas hepaticas envolvidas no
metabolismo de progesterona em ovelhas pré-puberes. Botucatu, 2012. 54 np.
Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste experimento foi avaliar a influéncia da ingestdo alimentar nas
concentragfes plasmaéticas de insulina e progesterona (P4) e na expressdo das enzimas
hepaticas Citocromo P450 2C e 3A (CYP2C e CYP3A) e Aldo keto redutase (AKR1C e
AKR1D) responsaveis pelo metabolismo de P4, em ovelhas pré-puberes. Borregas (n=24)
F1 Dorper X Santa Inés, com idade média de 5 m e peso corporal (PC) médio de 29,4 kg
foram confinadas em baias individuais. As ovelhas foram distribuidas em blocos de acordo
com o PC inicial e divididas em dois grupos: Grupo Ad libitum (Ad), com ingestdo média
de 3,8% de matéria seca (MS) por kg de PC e Grupo Restricdo (R), com 2,0% de MS por
kg de PC. O estudo teve duracdo de 10 semanas, sendo 2 semanas de adaptacdo em
mantenca e 8 semanas nas dietas experimentais. Ao final da quarta (S4) e da oitava
semanas experimentais (S8), os animais receberam um dispositivo intravaginal de liberag&o
de P4 (0,33 g de P4, CIDR, Pfizer), caracterizando o DO. Dinoprost (PGF,,, 10 mg, i.m.,
Lutalyse, Pfizer) foi aplicado no DO e D6. No D8, sangue foi colhido as -0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6
e 7 h em relacdo ao fornecimento da dieta (0 h). Dosagens de insulina e P4 plasméticas
foram feitas por meio de radioimunoensaio. No D9, 4 h ap0s a oferta da dieta, foi realizada
biopsia hepatica e o material foi preservado em RNA later (Invitrogen, EUA) para anélise
de expressdo génica (MRNA) por PCR quantitativo em tempo real. Os dados foram
analisados pelo PROC GLIMMIX do programa SAS e apresentados como média dos
quadrados minimos = EP. O consumo diario alimentar foi de 1,8+0,04 e 0,6+0,01
kg/animal/d para o Grupo Ad e R, respectivamente (P<0,001). O grupo Ad teve um ganho
médio semanal de 1,3+0,09 kg e o grupo R ndo teve alteracdo de PC (P<0001). As



concentragdes de insulina foram maiores no Grupo Ad em relagdo ao Grupo R (8,2+0,94
vs. 1,5+£0,16 e 12,0+1,03 vs. 2,2+0,19 pUI/mL ao final da S4 e S8, respectivamente;
P<0,0001). Em geral, o pico pds-prandial de insulina ocorreu entre 3 e 5 h ap0és inicio da
ingestdo alimentar. O Grupo Ad apresentou menor (P<0,0001) P4 plasmaética do que o
Grupo R tanto ao final da S4 (3,2+0,32 vs. 5,5+0,32 ng/mL), quanto da S8 (2,8+0,29 vs.
5,2+0,29 ng/mL). Em geral, as ovelhas tiveram concentracfes mais baixas de P4 ap6s 4 h
do fornecimento do alimento. N&o houve efeito de tratamento dietético apds a ingestdo
alimentar ao final da quarta e oitava semana na expressdo de RNAm de CYP2C, CYP3A,
AKR1C e AKR1D. Portanto, diferentemente de estudos prévios, ndo foi detectado efeito
inibitério da insulina circulante na expressdo das enzimas CYP2C, CYP3A, AKRI1C e
AKR1D, assim como ndo houve evidéncia de que a insulina diminuiu o0 metabolismo de
P4. Provavelmente, a dramatica reducédo na P4 circulante apds a alimentacao ad libitum em
relagdo as ovelhas com restricdo alimentar, ocorreu devido ao elevado metabolismo de P4

em consequéncia de um maior fluxo sanguineo hepético.

Palavras-chave: ingestdo de matéria seca, hormonios esteroides, insulina, ovino.



Mattos, F.C.S.Z. Influence of feed intake on plasma concentrations of insulin and
progesterone, and expression of hepatic enzymes involved in metabolism of
progesterone in prepubertal ewes. Botucatu, 2012. 54 p. Dissertacdo de Mestrado —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
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ABSTRACT

The objective of this was to evaluate the influence of feed intake on plasma insulin and
progesterone (P4) concentrations and the expression of the hepatic enzymes Cytochrome
P450 2C and 3A (CYP2C e CYP3A), and Aldo keto resdutase (AKR1C and AKR1D)
responsible for metabolism of P4, in prepubertal sheep. Lambs (n=24) F1 Dorper x Santa
Inés, 5 m old and with an average body weight (BW) of 29.4 kg were confined in
individual stalls. The sheep were blocked according to the initial BW and divided into two
groups: Ad libitum group (Ad), with average intake of 3.8% dry matter (DM) per kg of BW
and Restriction group (R) with 2.0% DM per kg BW. The study lasted 10 weeks, with 2
weeks of a maintenance diet and 8 weeks on the experimental diets. At the end of the fourth
(W4) and the eighth experimental weeks (W8), the ewes received an intravaginal P4 release
device (0.33 g P4, CIDR, Pfizer), designated as DO. Dinoprost (PGF,,, 10 mg, im, Lutalyse,
Pfizer) was used on DO and D6. On D8, blood was collected at -0.5, 1, 2, 3, 4,5, 6 and 7 h
in relation to the time the diet was offered (0 h). Measurements of plasma insulin and P4
were done by radioimmunoassay. At D9, 4 h after diet introduction, a liver biopsy was
performed and the sample stored in RNA later (Invitrogen, USA) for analysis of gene
expression (MRNA) by quantitative real time PCR. Data were analyzed using PROC
GLIMMIX of SAS and were presented as least squares means + SE. The average daily feed
intake was 1.8+0.04 and 0.6+0.01 kg/animal/d for the Ad and R Group, respectively
(P<0.001). The Ad Group had an average weekly BW gain of 1.3+0.09 kg and the R group
had no change in BW (P<0.001). Plasma insulin concentrations were higher (P<0.0001) in
the Ad Group compared to the R Group at the end of W4 (8.2+0.94 vs. 1.5+0.16 plU/mL)
and W8 (12.0£1.03 vs. 2.2+0.19 plU/mL). In general, the postprandial peak of insulin



occurred between 3 and 5 h after initiation of feed intake. The Ad Group had lower
(P<0.0001) plasma P4 than Group R both at the end of W4 (3.2+£0.32 vs. 5.5+0.32 ng/mL),
and W8 (2.8+0.29 vs. 5.2+0.29 ng/mL). In general, ewes had the lowest P4 concentrations
after 4 h of feeding. There was no effect of dietary treatment after eating food at the end of
the fourth and eighth week in mRNA expression of CYP2C, CYP3A, and AKRI1C
AKR1D. Thus, in contrast to previous results, we did not find an inhibitory effect of
elevated insulin on CYP2C, CYP3A, AKR1C and AKR1D, as there was no evidence that
insulin led to decreased P4 metabolism. It seems likely that the dramatic decrease in
circulating P4 after ad libitum feeding was due to elevated P4 metabolism due to a greater
liver blood flow than found in ewes with feed restriction.

Keywords: Dry matter intake, steroid hormones, insulin, sheep.



1. Introducéo

Dentre os fatores que exercem influéncia na reprodugéo, a nutricdo tem um papel
reconhecidamente importante por afetar diretamente aspectos da fisiologia e desempenho
reprodutivo das fémeas ruminantes. Diversos estudos discutem a influéncia da nutricdo
sobre a queda da fertilidade, principalmente em vacas leiteiras por causa da alta ingestao de
matéria seca (IMS) (BUTLER, 2001; GONG et al., 2002a; WEBB et al., 2004). A reducéo
da eficiéncia reprodutiva, em animais com alta IMS, pode ser devido as altera¢cdes na
concentracdo dos hormonios circulantes. Uma das explicagbes para estas menores
concentracgdes circulantes é que a elevada IMS promove maior metabolismo dos horménios
esterdides e, consequentemente, menores concentracBes circulantes destes hormonios
(PARR et al.,1993a; SANGSRITAVONG et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003).

Sangsritavong et al. (2002) ao comparar 0 metabolismo de hormdnios esterdides em
vacas lactantes e ndo-lactantes, em dietas de baixa e alta ingestdo alimentar, observaram
que animais com alta ingestdo alimentar apresentaram maior fluxo sanguineo hepaético e,
consequentemente, maior metabolizagdo de progesterona (Ps) e estradiol (E,). Baixas
concentracdes circulantes de P4 devido a elevada taxa de catabolismo, podem ser
responsaveis pelo aumento das perdas de prenhez, observados principalmente em vacas
leiteiras de alta producdo, por causa da alta IMS que esses animais precisam ter para uma
maior producdo de leite.

Alguns trabalhos mostraram que tanto em vacas (SARTORI et al., 2004), quanto em
ovelhas (PARR et al., 1982), a alta IMS reduz as concentragdes circulantes de P4. Em 1982,
Parr e colaboradores observaram que a dieta pode influenciar na metabolizacéo da P, e néo,
necessariamente, na sua sintese. Tais autores mostraram que ovelhas alimentadas com dieta
restrita e recebendo suplementacdo exdgena de P4, apresentaram maiores concentracfes
circulantes de P, quando comparadas a ovelhas sob as mesmas condigdes, porém
superalimentadas. Sartori et al. (2004) relataram que vacas lactantes apresentaram menores
concentragfes circulantes de P, do que novilhas e vacas secas. Este resultado,
provavelmente, é decorréncia da maior ingestao alimentar das vacas em lactacao.

Grande parte da P4 circulante é inativada ou catabolizada nos hepatécitos pelas
enzimas citocromo P450 2C (CYP2C) e citocromo P450 3A (CYP3A; MURRAY, 1991,



1992). Embora vérios estudos tenham relatado que a P4 é catabolizada principalmente por
essas enzimas, alguns autores tem observado outra via de catabolismo através das enzimas
Aldo-keto reductase (AKR 1C e 1D), que sdo enzimas semelhantes a superfamilia do
Citocromo P450 e atuam na primeira fase da biotransformacéao de esterdides (PENNING et
al., 2000; JINN et al., 2011).

Alguns trabalhos sugerem que a insulina inibe a expressdo destas enzimas,
reduzindo assim o catabolismo hepatico de P, (LEMLEY et al., 2008a; MORIEL et al.,
2008). Lemley et al. (2008a) sugeriram que a elevacao nos niveis de insulina pode diminuir
expressdo e atividade destas enzimas hepéticas responsaveis pelo catabolismo de Py.

A insulina atua como um sinal do estado energético para o sistema nervoso central
(SCHWARTZ et al., 2000). Portanto, dietas de alta energia que disponibilizam maiores
guantidades de acetato e propionato no rdmen promovem maior secrecdo de insulina
(BERGMAN et al., 1990). Smith et al. (2006) mostraram que o propionato é mais eficiente
que 0 acetato, para aumentar as concentracBes circulantes de insulina e também para
reduzir a metabolizacéo da P.

Além disso, em um trabalho realizado recentemente por Lemley et al. (2010) foi
observado que, vacas holandesas que receberam uma dieta rica em energia apresentaram
uma diminuicdo na atividade das enzimas hepaticas CYP2C, CYP3A e AKR1C quando
comparadas a dieta de alta fibra. Entretanto, as concentracfes plasmaticas de insulina e
expressao das enzimas hepaticas ndo tiveram diferenca significativa entre as dietas
experimentais. Isto sugere que o tipo de energia fornecida pode modular a taxa de
inativacdo da P4 no figado. Portanto, fornecer uma dieta que estimula a secrecéo de insulina
no periodo pos-parto pode melhorar concentracdes periféricas de P4, principalmente nos
primeiros dias apds a inseminacdo, melhorando o desempenho reprodutivo dos animais
(GONG et al., 2002).

Ainda ha poucos estudos a respeito da regulacdo das enzimas que catabolizam a P4
em bovinos e ovinos. Entretanto, como estes mecanismos fisiologicos sdo muito
importantes, h4 a necessidade de maiores investigacdes, uma vez que a insulina e Py

circulantes estdo associadas a funcéo reprodutiva.
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2. Influéncia da ingestéo alimentar na reproducéo de ruminantes

2.1 Hormonios e metabolismo

Os hormonios esterdides sdo compostos derivados do colesterol, apresentando um
grupo de aneéis fundidos e reduzidos (ciclopentano-fenantreno), e apresentando ou néo
cadeia carbonica lateral. Esses horménios sdo produzidos pela glandula adrenal, gonadas e
placenta. Os estrogenos, androgenos, corticosterdides e a P4 sdo hormdnios esteroides. A Py
além de ser uma molécula biologicamente ativa, também serve como precursor para a
sintese de E,. Estes hormdnios possuem baixo peso molecular e s&o lipofilicos (HADLEY,
1992).

Estrogenos sdo hormonios esterdides produzidos pelos foliculos, derivados do
colesterol e possuem 18 atomos de carbono. A producdo desse hormoénio ocorre em
resposta a estimulos das gonadotrofinas hipofisarias, sendo que, as células da teca interna
sintetizam androgenos por estimulo do hormdnio luteinizante (LH), e estes irdo se difundir
para as células da granulosa, onde serdo convertidos a estrégeno por estimulo do horménio
foliculo estimulante (FSH). Entdo o estrogeno € produzido pela conversdo de androgenos
tecais pela enzima aromatase (SWENSON & REECE, 1993).

As principais fungbes do estrogeno sdo: promover o desenvolvimento dos 6rgdos e
caracteres sexuais secundarios da fémea; potencializar os efeitos da ocitocina e
prostaglandina F2 alfa (PGF2a) nas contragdes uterinas; promover o crescimento e
desenvolvimento dos ductos da glandula mamaria; agir sobre o sistema nervoso central
para induzir o estro na fémea (receptividade sexual); estimulando assim juntamente com o
FSH a producéo de receptores para o LH nas células da granulosa, e também estimulando a
secrecdo da onda pré-ovulatéria de LH; e, provocando a ovulagédo do foliculo dominante na
auséncia de P4 ou a atresia na presenca de P4, tendo por consequéncia o desenvolvimento de
nova onda folicular (SWENSON & REECE, 1993).



A P4 é um horménio esterdide fundamental para muitos processos reprodutivos. E
secretada principalmente pelo corpo luteo (CL), placenta e glandulas adrenais, assim como
0s estrogenos, ¢ derivada do colesterol (HADLEY, 1992).

Existem apenas duas enzimas e uma proteina de transporte envolvidas na producéo
de P4 & partir do colesterol. A primeira enzima citocromo P450, também conhecida como
CYP11A1, esta localizada na membrana mitocondrial interna e converte o colesterol em
pregnenolona. A pregnenolona é entdo convertida em P, por outra enzima, a 3B-
hidroxiesterdide desidrogenase (HSD3B) que esta localizada no reticulo endoplasmatico
das células (WILTBANK et al., 2012 — no prelo).

A pregnenolona e a P4 se difundem através das membranas (que sdo duas regides
hidrofilicas localizadas em cada lado da molécula), sendo assim, ndo precisam de proteinas
de transporte. O colesterol ndo pode facilmente passar através das membranas, devido a
natureza da bicamada lipidica e de sua prépria natureza (somente uma regido hidrofilica
com o restante da molécula hidrofobica). Portanto, 0 movimento de colesterol para a
membrana mitocondrial interna é mediada pela proteina de transporte, chamada de proteina
de regulacdo aguda da esteroidogenese (STAR). Assim, o caminho para a sintese de P4 a
partir do colesterol envolve o transporte de colesterol para a membrana mitocondrial interna
pela STAR, a converséo do colesterol em pregnenolona pela CYP11Al e, finalmente, a
conversdo de pregnenolona para P4 por HSD3B (Figura 1; WILTBANK et al., 2012 — no
prelo).



FIGURA 1. llustracdo esquematica da producdo e metabolismo da progesterona. (Milo
Wiltbank, 2012 — no prelo).

A sintese da P4 no CL € realizada por pelo menos dois tipos celulares, que se
diferenciam tanto morfolégica como bioquimicamente, as pequenas e as grandes células.
As pequenas originam-se das células da teca folicular e as grandes da granulosa. Mais de
80% da producdo de P4 pelo CL de ruminantes é devido as propriedades funcionais da
célula luteal grande (NISWENDER et al., 2000).

A P, tem a funcdo de preparar o endométrio para a implantacdo e manutencdo da
gestacdo através do aumento das glandulas secretoras do endométrio e também pela
inibicdo de motilidade do miométrio; impede que o animal entre em cio, pois inibe o pico
de LH necessario para ovulacdo, promovendo assim as condi¢Oes necessarias para a
gestacdo. Quando ocorre a regressdao do CL, com consequente queda nas concentragoes
plasmaticas de P, em um animal gestante, ocorre aborto ou parto, devido ao utero perder
essas condigdes necessarias a gestagdo. Além de manter a gestacdo, a P4 estimula o
desenvolvimento dos alvéolos das glandulas mamarias (HADLEY, 1992).

Baixas concentracOes séricas de esterdides tém, potencialmente, numerosas
consequéncias fisioldgicas que podem comprometer a eficiéncia reprodutiva (SARTORI et

al., 2004). Uma das explicagBes para menores concentracdes de hormonios circulantes nos
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animais com maior IMS estdo, provavelmente, relacionadas a um maior metabolismo
destes hormaonios.

O aumento do metabolismo de esterdides devido ao alto consumo de alimento (MS)
pode alterar a fisiologia da reproducdo de quaisquer espécies, sendo mais pronunciado em
animais que estdo constantemente sob alta ingestdo alimentar, como por exemplo, vacas
leiteiras de alta producéo (WILTBANK et al., 2006).

O aumento da IMS leva ao aumento do fluxo sanguineo hepatico (PARR et al.,
1993b; SANGSRITAVONG et al., 2002) onde os hormonios esterdides sdo metabolizados.
Consequentemente, com o aumento da IMS ha uma reducéo nas concentracdes circulantes

desses hormdnios, devido ao aumento da metabolizagdo (Figura 2).

FIGURA 2. Esquema da principal via fisiologica que pode produzir mudancas na fisiologia
reprodutiva observadas em vacas leiteiras de alta producdo em lactacdo (Adaptado de
Wiltbank, 2006).
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Experimentos que compararam fémeas bovinas em categorias zootécnicas distintas,
incluindo diferentes niveis de ingestdo alimentar, também descreveram alteragdes na
funcdo ovariana e na fisiologia reprodutiva desses animais, a se destacar menores
concentracdes circulantes dos hormonios esterdides (P, € E;) em fémeas com maior
ingestdo alimentar, apesar destas terem apresentado foliculos e CLs maiores (SARTORI et
al., 2004; WOLFENSON et al., 2004).

Em um trabalho realizado por Sartori et. al. (2004), onde novilhas e vacas em
lactacdo foram monitoradas por ultrassonografia ovariana diaria e dosagens hormonais,
observou-se que as vacas em lactacdo ovularam foliculos maiores e consequentemente
apresentaram volume luteal maior, porém apresentaram menor concentracdo circulante de

E, e P, (Tabela 1).

TABELA 1. Comparacdo entre novilhas e vacas leiteiras no tamanho folicular e

concentragdo hormonal — P, e E,. Adaptado de Sartori et al. (2004).

) Vacas em
Novilhas B P
lactacéo
Tamanho méaximo do maior foliculo 149+0,2 16,8 £0,5 0.0001
ovulatério (mm) (n = 54) (n =28) ’
_ 11,3+0,6 79+0,8
Pico de E; antes da ovulacdo (pg/mL) 0,0001
(n=27) (n=13)
Maéaxima concentracao sérica de Py 7,3+£04 5605 0.0001
(ng/mL) (n=27) (n=14) ’
) 5 7303 + 308 11120 + 678
Volume do tecido luteal (mm®) 0,0001
(n=27) (n=14)

O maior metabolismo de E; nas vacas lactantes induz a formagéo de um foliculo
persistente, ou seja, o foliculo precisa crescer mais para alcancar concentracdo suficiente de
E, para induzir o pico pré-ovulatorio de GnRH/LH e, consequente ovulacdo, o que pode
explicar o fato de vacas lactantes apresentarem tamanho maior do foliculo ovulatorio

(SARTORI et al., 2004).
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Em um trabalho realizado por Martins et al. (2008), onde 18 vacas aneloradas foram
divididas em dois grupos, alta ingestdo alimentar (170%) e baixa ingestdo alimentar (66%),
0s animais com alta ingestdo apresentaram menores concentracdes séricas de Eo,
provavelmente devido ao maior metabolismo desse hormonio. Por outro lado, os animais
do grupo com baixa ingestao, apresentaram pico pré-ovulatorio de E; de 17,2 £ 2,5 pg/mL e

0 grupo com alta ingestéo apresentou 9,8 + 1,2 pg/mL.

2.2 Efeitos na Reproducao

2.2.1. Duracao do estro

Alteracdes na ingestdo de energia também influenciam a reproducdo através de
mudancas na duracgdo e intensidade do estro.

Um estudo avaliou a duragéo do estro em um grupo de vacas em lactacdo utilizando
0 sistema Heat Watch. Este sistema permitiu 0 monitoramento dos animais 24 horas por dia
e pode ser usado para calcular a duracdo do estro em vacas leiteiras. Vacas com producdo
de leite acima da média do rebanho (40 kg /dia) tiveram menor (P < 0,001) duracdo do
estro (6,2 = 0,5 h) do que vacas com menor producdo de leite (10,9 £ 0,7 h; Figura 3;
LOPEZ et al., 2004).
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FIGURA 3. Relagdo entre producéo de leite e duragdo do estro. A analise incluiu todas as
ovulagBes simples (n = 350), exceto a primeira ovulacdo pos-parto. Producdo média de
leite: 10 dias antes do estro (LOPEZ et al., 2004).

Alta producdo de leite associada a alta ingestdo alimentar, leva a diminuicdo nas
concentragOes circulantes de E,, resultando em menor duragdo e intensidade do estro
(WILTBANK et al., 2006). Este efeito da IMS nas caracteristicas do estro ndo é exclusivo
de fémeas de racas leiteiras. Em um trabalho com novilhas Nelore nuliparas, onde a Unica
diferenca entre os grupos experimentais foi a quantidade de energia fornecida, os animais
submetidos a restricdo alimentar (0,7M) apresentaram duracdo do estro mais prolongada
(17 vs. 11 h) e comportamento de cio mais intenso, caracterizado por trés vezes mais
aceites de monta quando comparadas as novilhas superalimentadas (1,7M; MOLLO et al.,
2007).

2.2.2. Estruturas ovarianas (CL e foliculo)

Estudos mostraram influéncia dessas alteragdes induzidas pela nutricdo no nimero
de foliculos recrutados (GONG et al., 2002b), na taxa de crescimento folicular (MURPHY
et al., 1991; BOSSIS et al., 1999; ARMSTRONG et al., 2001), no tamanho do foliculo
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ovulatério (MURPHY et al., 1991; BOSSIS et al., 1999) e do CL (MURPHY et al., 1991).
Entretanto, a maioria destes estudos foi realizada com animais da raga européia.

No trabalho realizado por Lopez et al. (2004), onde se avaliou a duracao do estro de
vacas em lactacdo, foi verificado que as vacas com maior producédo leiteira (46,8 kg/dia)
apresentaram foliculos maiores (18,6 + 0,3 versus 17,4 + 0,2 mm de didmetro; P < 0,01),
mas com concentragdes circulantes de E; inferiores (6,8 + 0,5 vs. 8,6 £ 0,5 pg/mL, P <
0,01), em relacéo a vacas com menor producéo leiteira (32,3 £ 0,6 kg/d).

Dois estudos realizados no Brasil com fémeas da raca Nelore sob baixa (0,7M) ou
alta (1,7M) IMS avaliaram caracteristicas do ciclo estral, tanto em novilhas (MOLLO et al.,
2007) quanto em vacas ndo lactantes (MARTINS et al., 2008). No primeiro trabalho, as
novilhas submetidas a alta IMS ovularam foliculos maiores e formaram CLs maiores sem,
entretanto, apresentarem diferencas nas concentracfes circulantes de E, e P, No segundo
estudo, apesar de ndo ter sido detectada diferenca no tamanho do foliculo ovulatério entre
vacas com alta e baixa IMS, as concentracdes séricas pré-ovulatdrias de E, foram maiores

nas vacas com baixa IMS.

2.2.3 Fertilidade

O metabolismo aumentado da P4, também pode estar relacionado com a queda na
fertilidade em fémeas superalimentadas. Reduzidas concentracfes séricas de P, antes da
inseminacao artificial (1A), foram associadas a queda de fertilidade em vacas (FONSECA
etal., 1983).

Um estudo conduzido por Sartori et al. (2002), durante o inverno, onde avaliou a
producdo de embrides em vacas secas e em lactacdo, com producdo media de 459 £ 1,4
kg/d, foi observado menor percentual de embrides vidveis em vacas lactantes (52,8%),
comparado com vacas secas (82,3%), isto pode ser justificado pelo maior metabolismo de
hormdnios esteroides nas vacas lactantes.

Da mesma forma, vacas doadoras de ovocitos com concentracfes circulantes muito
baixas de P, tiveram uma menor taxa de clivagem e menor producéo in vitro de embrides
do que aquelas com concentragdes sanguineas mais elevadas de P, (PFEIFER et al., 2009).

Baixas concentracdes séricas de P, levam a um aumento na frequéncia de pulsos de LH



15

(ROBERSON et al., 1989; ADAMS et al., 1992), podendo causar matura¢do prematura dos
ovécitos (REVAH & BUTLER, 1996), queda na qualidade ovocitaria no momento da
ovulacdo e, consequentemente, da qualidade embrionaria apos a fecundacdo (AHMAD et
al., 1995). Entretanto, é importante ressaltar que no caso de producéo in vitro de embrides,
a OPU (ovum pickup) é realizada em foliculos, na sua maioria, abaixo do tamanho do
desvio folicular e, portanto, ndo possuem receptores de LH nas células da granulosa (XU et
al., 1995; BODENSTEINER et al., 1996). Desta forma, os mecanismos envolvidos com a
baixa eficiéncia de producdo de blastocistos em doadoras de ovdcitos sob concentracdes
circulantes de P, muito baixas, podem ser distintos daqueles que ocorrem em foliculos pré-
ovulatorios.

Estudos em vacas e ovelhas mostraram que suplementacdo de P, durante os
primeiros 4 a 6 dias apds a A aumentou o crescimento embrionario ou fetal (GARRETT et
al., 1988; KLEEMANN et al., 1994). Outros estudos em bovinos obtiveram resultados
semelhantes, pois com a elevacdo das concentragdes circulantes de P, através do uso de
dispositivos intravaginais de P, no Dia 3 do ciclo estral (CARTER et al., 2008) ou por
meio de superovulacdo da doadora/receptora (LONERGAN et al., 2007), os autores

obtiveram um aumento no crescimento embrionario.

3. INSULINA

A insulina é secretada pelas células B do péncreas e tem papel central no
metabolismo corporal. Além de sua acdo anabdlica, também atua como sinal do estado
energético para o sistema nervoso central. Estudos com cultivo in vitro de células
hipotaldmicas tem mostrado que a insulina pode estimular a liberacdo de horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH), sendo também necessaria para a pulsatilidade normal
de LH (ARIAS et al., 1992; BUTLER et al., 2003).

No ovario, receptores de insulina estdo amplamente distribuidos nas células da
granulosa, da teca e estroma ovariano (PORETSKY & KALIN 1987). Concentragdes
fisioldgicas de insulina, provavelmente sdo necessarias para a esteroidogénese folicular, sob
acdo do FSH, além de atuar como um potente estimulador da mitose (BOSSIS et al., 1999;

BUTLER et al., 2003). Além disso, sugere-se que a insulina também tenha efeito na
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metabolizacdo dos esterdides, uma vez que aparentemente reduz a expressdo das enzimas
responsaveis pela metabolizagdo dos mesmos (LEMLEY et al., 2008b), entretanto, estas
informacdes precisam ser confirmadas.

Em um estudo realizado por Moriel et al. (2008) com vacas ovariectomizadas e nao
lactantes, com dispositivo intravaginal de P, observou-se que as vacas com maior
concentragdo circulante de insulina também apresentavam maiores concentracoes
circulantes de P, quando comparadas a vacas com menor insulina circulante na primeira
hora apos ingestdo alimentar. Entretanto, a partir do momento em que o fluxo sanguineo
hepético atingiu 0 aumento maximo, o qual espera-se ocorrer em torno de 3 h ap6s a
ingestdo, a insulina ndo foi mais capaz de conter a metabolizacéo da P;.

Acredita-se que a insulina pode modular a concentracdo sérica de P4 pelo efeito
inibitério no catabolismo hepatico deste hormoénio. Porém, ainda ndo estd claro se esse
efeito da insulina é dose-dependente, uma vez que estes animais ndo apresentavam
concentrages circulantes de insulina muito acima dos niveis fisioldgicos.

Além disso, Smith et al. (2006) mostraram que o propionato € mais eficiente que o
acetato, para aumentar as concentracdes circulantes de insulina e também para reduzir a
metabolizacdo da P,. Dessa forma, pode-se sugerir que a composi¢do da dieta fornecida
pode atenuar a metabolizacdo da P, e manter suas concentragcfes circulantes mais elevadas,
uma vez gue dietas ricas em carboidratos ndo fibrosos sdo mais eficientes em disponibilizar
propionato aos ruminantes. Lemley et al. (2009), relataram uma diminui¢do na atividade de
CYP2C e CYP3A depois de desafiar hepatdcitos com aumento das concentracdes
fisioldgicas de insulina.

4. ENZIMAS HEPATICAS

A maioria da P4 circulante é inativada ou catabolizada nos hepatdcitos pelas
enzimas CYP2C e CYP3A, e os principais metabolitos sdo a 21-hidroxiprogesterona e a
6B-hidroxiprogesterona, respectivamente (MURRAY, 1991, 1992). Embora vérios estudos
tenham relatado que a P4 € catabolizada principalmente pelas enzimas CYP3A e CYP2C,
diversos autores tem observado outra via de catabolismo através das enzimas AKR,

enzimas semelhantes a superfamilia do Citocromo P450. As AKRs sdo enzimas que atuam
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na primeira fase da biotransformagdo de esteroides, especificamente nas posigoes 3a, 175 ¢
200 (PENNING et al., 2000; LEMLEY et al., 2010; JIN et al., 2011;Figura 4). Portanto, no
figado a P4 sofre hidroxilacdo pelas enzimas P450, principalmente CYP3A4 e CYP2C19,
ou redugdo pela via 5o redutase, principalmente as Aldo keto redutase, especificamente a
AKR1C e AKR1D.

Na segunda fase, as enzimas uridina difosfato glucuronosiltransferase (UGT, mais
especificamente 1A e 1B) conjugam o metabdlito hidroxiprogesterona com o &cido
glicurénico (Figura 4, BOWALGAHA et. al., 2007).

FIGURA 4. Esquema geral da inativacdo da progesterona nos hepatocitos. Durante a
primeira fase as enzimas envolvidas sdo Citocromo P450 2C (CYP2C), P450 3A (CYP3A)
e Aldo Keto Redutase (AKR1C), e na segunda fase as enzimas uridina difosfato
glucuronosiltransferase (UGTL1A e UGT1B). Na primeira fase 0 metabdlito conjugado é
hidroxiprogesterona e apds a segunda fase as UGTs conjugam o metabodlito

hidroxiprogesterona com o acido glicurénico. Fonte: Lemley e Wilson (2010).

Quando a P4 sofre hidroxilagdo pela AKRICI, ¢é convertida em 20a-
hidroxiprogesterona que é entdo reduzida pela AKR1DI1 em 20a-hidroxi-5p-pregnane-3-
one e pode ainda ser reduzida pelas AKR1C4,1,2,3 em 5B-pregnane-3a, 20a-diol. Seguindo

outro caminho, a P, pode ser diretamente hidroxilada pela AKR1D1. Desta forma, os
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compostos resultantes sdo 5B-pregnane-3,20-dione e 3a-hidroxi-5B-pregnane-20-one,

consecutivamente (Figura 5; JINN et al., 2011).

FIGURA 5. Esquema: Funcdo das AKRs no metabolismo de progesterona. Fonte: Jinn et
al. (2011).

As enzimas Citocromo P450 estdo presentes na maioria dos tecidos, porém a maior
parte estd altamente expressa em hepatocitos (representam de 1 a 2% da massa dos
hepatdcitos), e estdo localizadas no reticulo endoplasmatico liso (RUCKPAUL & REIN,
1984). Os citocromos P450 estdo envolvidos no metabolismo de inimeros compostos
enddgenos, incluindo a atividade da vitamina D3, o catabolismo de colesterol em acidos
biliares e o metabolismo de todas as principais classes de hormonios esterdides
(WAXMAN et al., 1991).

E importante ressaltar que embora o envolvimento das CYPs no metabolismo
hepatico em ruminantes esteja bem elucidado e tem sido descrito em muitos estudos, o
mecanismo pelo qual as AKRs estdo envolvidas no metabolismo de esterdide ndo esta

totalmente elucidado. As AKRs estdo envolvidas na reducdo da glicose, metabolismo das
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prostaglandinas, geracdo de &cidos biliares, e reducdo dos esterdides contendo grupos
aldeido ou cetona (PENNING et al., 2000). As AKRs, especificamente a AKR1C1,
AKR1C2, AKR1C3 e AKR1C4 séo encontradas em diferentes tecidos. No entanto, as
AKR1C4 sdo enzimas exclusivas do figado, com maior capacidade de metabolizacéo, além
disso, tém como produto de metabolismo apenas hormdnios esterdides (JINN et al., 2011).

Alguns trabalhos mostraram que a presenca da insulina altera a expressdo destas
enzimas. Lemley et al. (2008a) mostraram que a insulina altera a expressao destas enzimas
em vacas leiteiras. Tais autores, primeiramente induziram o aumento da insulina, por meio
de infusdo de propilenoglicol e detectaram menor expressdo da CYP3A. Posteriormente,
infundiram insulina e glicose, a fim de causar uma curva hiperinsulinémica-euglicémica e
observaram que a insulina causou um decréscimo dose-dependente na expressdo de ambas
enzimas CYP2C e CYP3A.

Em outro trabalho realizado por Lemley et al. (2008b), porém com ovelhas
ovariectomizadas e suplementadas com propionato vs. acetato, foi observada uma
diminuicdo de aproximadamente 50% na atividade de ambas enzimas (CYP3A e CYP2C) 1
h apos a alimentacdo no grupo que recebeu propionato. Estes resultados em ovinos foram a
primeira evidéncia ligando concentragGes elevadas de insulina com atividade reduzida das
enzimas responsaveis pela biotransformacao de P, in vivo.

Entretanto, Vieira (2012) observou que vacas mesticas, ovariectomizadas e nao
lactantes, recebendo infusdo intravenosa de glicose em diferentes balancos energéticos
(BE), demonstraram um aumento nas concentragdes circulantes de insulina e também um
aumento na expressdo de CYP3A em vacas em balan¢o energético negativo (BEN) quando
comparada a vacas em balanco energético positivo (BEP).

Portanto, tendo em vista essas informacdes contrastantes e havendo poucos estudos
sobre a importancia fisioldgica das enzimas CYP2C, CYP3A, AKR1C e AKR1D “in vivo”
no catabolismo de P4, esse estudo foi delineado com o objetivo de avaliar a influéncia da
quantidade de dieta fornecida nas concentragdes dos horménios esteroides, bem como dos
horménios metabdlicos, de forma que se pudesse avaliar o cenario nutricional

influenciando na expressao das enzimas hepaticas.
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5. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as concentragdes circulantes de insulinae P4 e a
expressdo de enzimas hepaticas envolvidas no metabolismo da P, em ovelhas pre-puberes

submetidas a dieta ad libitum ou dieta restrita.

6. HIPOTESES

Ovelhas superalimentadas apresentam maiores concentrac@es circulantes de insulina
por até 4 h apos a ingestdo alimentar comparadas as ovelhas em restricdo alimentar. Este
aumento é suficiente para reduzir a expressao das enzimas hepéticas, responsaveis pela
metabolizacdo da P4. Consequentemente, ovelhas com maiores concentragdes circulantes

de insulina, apresentam menor metabolismo de P,.

7. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos e protocolos envolvendo a utilizacdo de animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisas (CEUAP/ESALQ-
USP; protocolo n°: 2010-4) e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNESP;
protocolo n°: 104/2010).

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Reproducdo Animal em parceria com o
Sistema Intensivo de Producdo de Ovinos e Caprinos (SIPOC) do Departamento de
Zootecnia (LZT) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),
Piracicaba, SP, Brasil.

7.1 Animais e Dietas

Foram utilizadas 24 borregas pré-puberes, F1 Dorper x Santa Inés, com idade média

de 5 meses, confinadas em 24 baias de alvenaria individuais (Figura 6).
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FIGURA 6. Baias de alvenaria individuais onde as borregas foram manejadas na ESALQ,
USP, Piracicaba, SP.

Apdbs 15 d da fase de adaptacdo, os animais foram divididos em cinco blocos de
acordo com o peso corporal (PC) inicial, que variava de 18 a 29kg, e dentro dos blocos,
aleatoriamente designados aos dois grupos experimentais baseados no fornecimento de
alimento: dieta ad libitum e dieta restrita. A dieta restrita foi formulada para que as
borregas, apesar de estarem em fase de crescimento, mantivessem o mesmo PC durante
todo o periodo de estudo.

Os grupos permaneceram recebendo as dietas por um periodo de 8 semanas. Os
animais receberam fornecimento da mesma dieta, baseada em recomendacGes do NRC
(2000), constituida de 90% de concentrado e 10% de volumoso (Tabela 2), com alteracéo
apenas na quantidade fornecida. Metade das borregas recebeu alimentacdo com ingestéo
diaria de 2% de mateéria seca por kg de PC (dieta restrita) e a outra metade recebeu
fornecimento de dieta a vontade, com expectativa de ingestdo diaria de 3,8% de matéria
seca por kg de PC (dieta ad libitum). Além disso, todos 0s animais tiveram acesso livre a
agua. Diariamente, o consumo de matéria seca foi estimado através da pesagem da

quantidade oferecida, menos as sobras dos cochos.
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TABELA 2. Ingredientes e composicéo da dieta oferecida aos ovinos.

INGREDIENTES COMPOSICAO (%MS)
Feno de Coast cross 10,0
Milho moido 70,4
Farelo de soja 16,0
Cloreto de aménio 0,5
Calcario 1,5
Mistura Mineral* 1,6
COMPOSICAO BROMATOLOGICA
Matéria Seca 90,4
Proteina Bruta 18,0
Extrato Etéreo 4,0

* Composicao: 7,5% P, 13,4% Ca; 1% Mg; 7% S; 14,5% Na; 21,8% CI; 500 ppm Fe; 300
ppm Cu; 4600 ppm Zn; 1100 ppm Mn; 55 ppm I; 40 ppm Co; 30 ppm Se.

7.2 Colheita de Amostras

Na Gltima semana de adaptacdo foram realizadas colheitas de sangue nos intervalos:
-0,5; 1; 2; 3; 4, 5; 6 e 7 h em relagdo ao momento da oferta da dieta (O hora), a fim de
determinar a curva de insulina plasmatica e por quanto tempo as concentracdes circulantes
permaneceram elevadas ap0s a ingestao.

Apds 4 e 8 semanas do inicio do fornecimento das dietas, no DO foi realizada
colheita de sangue de todos os animais para dosagem de P4, a fim de confirmar que todas as
fémeas seriam pré-puberes. Assim ndo haveria liberagdo endégena de P, diferenciada entre
0s animais, ou seja, descartaria a possibilidade de presenca de CL em algumas fémeas no
momento da avaliagdo das concentragOes circulantes de P4 provenientes de um dispositivo
intravaginal.

Neste mesmo momento (DO0), ap6s a colheita de sangue e aplicacdo de PGF2a (i.m.,
Lutalyse; Pfizer) os animais receberam um dispositivo intravaginal de liberagdo de P4

(CIDR; 0,339 Pg4; Pfizer), permanecendo com o dispositivo por 9 dias (Figura 7). No D6 foi
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realizada outra aplicacdo de PGF2a, e no D8 foram realizadas colheitas de sangue nos
seguintes intervalos: -0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 h em relagdo ao momento da oferta da dieta (0
hora), a fim de determinar as curvas de insulina e P, plasmaticas (Figura 8). As amostras de
sangue foram colhidas por venopuncdo da veia jugular, em tubos de vacutainer com
anticoagulante (heparina sddica), e centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos. O plasma foi
armazenado em criotubos Eppendorf, devidamente identificados a -20°C, para posteriores
dosagens hormonais pela técnica de radioimunoensaio (RIA).

Por razdes de perda do implante intravaginal de P, (CIDR) de alguns animais, 0s
resultados de dosagens hormonais ndo sao necessariamente referentes aos 24 animais.

No Dy foi realizada a biopsia hepéatica desses animais para posterior analise da
expressao génica das enzimas hepaticas pela técnica de PCR em tempo real, e retirada do

dispositivo intravaginal de P.

FIGURA 7. Esquema ilustrativo das colheitas de sangue, colocacdo do dispositivo

intravaginal de P4 e aplicagdo de prostaglandina (PGF2a).
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FIGURA 8. Esquema geral do periodo experimental. Durante o periodo de adaptacéo (15
d), os animais receberam fornecimento da mesma dieta, com ingestdo diaria de 3% de
matéria seca por kg de PC. Ap6s o periodo de adaptacdo, os animais foram aleatoriamente
designados aos dois grupos experimentais baseados no fornecimento de alimento: dieta ad
libitum (alimentacdo com ingestdo diaria de 3,8% de matéria seca por kg de PC) e dieta
restrita (alimentacdo com ingestdo diaria de 2% de matéria seca por kg de PC). Apbs 4 e 8
semanas do inicio do fornecimento das dietas, no DO foi realizada colheita de sangue de
todos os animais. Neste mesmo momento (DO0), apds a colheita de sangue e aplicacdo de
PGF2a 0s animais receberam um dispositivo intravaginal de liberacéo de P, (CIDR; 0,33g),
permanecendo com o dispositivo por 9 d. No D6 foi realizada outra aplicacdo de PGF2a, e
no D8 foram realizadas colheitas de sangue nos seguintes intervalos: -0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6 e
7 h em relagdo ao momento da oferta da dieta (0 hora).

7.3 Biopsias Hepaticas

As biopsias hepaticas foram realizadas no D9, aproximadamente 4 h apds o
fornecimento da dieta seguindo o método de Lemley et al. (2010). Para a cirurgia foi
realizada a tricotomia do flanco direito, seguida de assepsia com solucdo de iodo
degermante. Estando o campo cirurgico limpo e asséptico, foi realizada anestesia local com

lidocaina, do tipo infiltrativa subcutanea, no 11° espaco intercostal, a aproximadamente 12
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cm ventral a coluna vertebral. Foi feita uma incisdo de aproximadamente 1 cm na pele com
0 bisturi, e para coletar as amostras de figado foi utilizada a agulha de bidpsia 14 GA X 15
cm (TRU-CUT,; Biocompany, Brasil; Figura 9). Apos o procedimento cirurgico o local da
incisdo foi tratado com Unguento Pearson (Eurofarma, Brasil) e com mata bicheira
(Bactrovet Prata, Konig, Alemanha) e os animais foram tratados com penicilina (Pencivet®
Plus, Shering, Brasil). As amostras de figado foram preservadas em RNAlater®
(Ambion,USA) dentro de criotubos Eppendorf, devidamente identificados e armazenados

em freezer a -20°C até as andlises laboratoriais.

FIGURA 9. Esquema ilustrativo da anestesia local com lidocaina, incisdo de
aproximadamente 1 cm na pele com o bisturi, coleta das amostras de figado utilizando a
agulha de biopsia TRU-CUT, e amostra de figado.

7.4 Avaliacdo da expressdo do RNAmM

As analises de expressdo génica foram realizadas no Laboratdrio de Biotecnologia
Animal da ESALQ/USP.

As amostras de figado foram homogeneizadas (Ika T10 basic Ultra Turrax®; Figura
10) e submetidas a extracdo total do RNA do tecido com o uso de reagente Trizol®
(Invitrogen, Brasil), de acordo com o descrito no protocolo do fabricante, o qual

corresponde a uma adaptacdo da metodologia descrita por Chomczynski e Sacchi (1987).
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FIGURA 10. Extracéo total do RNA do tecido hepético.

ApoGs a extracdo, a quantificacdo individual do RNA extraido de cada uma das
amostras foi realizada pelo Nanodrop 2000 (Thermo Scientifc, USA; Figura 11). As
amostras de RNA total foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% para

comprovacao de sua integridade (Figura 12).

FIGURA 11. Apés a extracdo, a quantificacdo individual do RNA extraido de cada uma

das amostras foi realizada pelo Nanodrop 2000.
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FIGURA 12. Amostras individuais de RNA total extraidas do tecido hepatico das borregas,
em gel de agarose (1%).

A sintese de cDNA foi realizada segundo protocolo do Kit SuperScript® 111 Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Os cDNAs foram sintetizados a partir de 1pug de RNA total das
amostras de tecido.

Os pares de primers especificos para cada um dos genes estudados foram
selecionados baseado na sequéncia dos mesmos depositadas no GenBank para a espécie
ovina (Tabela 3) e adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda e Life Technologies Brasil
(S&o Paulo, SP). Importantes consideraces para a realizacdo da técnica de RT-qPCR,
descritas por Udvardi et al. (2008) e por Bustin et al. (2009), também foram adotadas.
Todos os primers foram otimizados para amplificarem a 58°C. Para o controle interno
foram utilizados cinco genes de referéncia: B-actina; ciclofilina A (PPIA); proteina
ribossomal L19 (RPL19); glilceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH); e, ATPase,
sendo estes selecionados de acordo com a estabilidade através do software geNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002) para serem utilizados nas analises estatisticas como genes
de referéncia. A especificidade dos produtos de RT-gPCR também foi confirmada através
da eletroforese de gel de agarose. Além disso, foi realizada a analise da curva de melting
para a verificacdo da temperatura de desnaturagdo do produto amplificado, conforme

descrito por Zaros et al. (2007).
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As anélises de PCR em tempo real foram realizadas através do sistema de deteccdo Lightcycler®
480 (Roche) utilizando o kit Lightcycler® 480 SYBR Green | Master (Roche). As condigdes das
reacdes foram: 0,4uM de cada primer, 5puL do SYBR Green Mix 2X e 1uL de cDNA diluido oito
vezes a partir do estoque; o volume final foi ajustado para 10uL. Os ciclos da PCR foram feitos da
seguinte maneira: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de amplificacdo
que compreenderam etapa inicial a 95°C (5 segundos), anelamento por 30 segundos e extensdo a
72°C por 20 segundos. A seguir foi a curva de melting dos produtos: a partir de 65°C, as amostras
foram gradativamente aquecidas até 95°C, com aquisi¢do continua do sinal de fluorescéncia pelo
equipamento.

A eficiéncia individual de cada amostra foi calculada utilizando-se o programa
LingRegPCR (RAMAKERS et al., 2003), utilizando no minimo quatro pontos da curva de
amplificagdo durante a fase exponencial. Os dados de fluorescéncia obtidos no
equipamento PCR em tempo real foram exportados para o programa LingRegPCR, o qual
utiliza uma analise de regressdo linear dos dados de fluorescéncia da fase exponencial da
PCR para determinar a quantidade de RNAm e a eficiéncia de amplificacdo. Através do
LingRegPCR os valores de Ct foram determinados para cada amostra.

A partir da eficiéncia individual das amostras obtidas pelo software, foi adotado um

procedimento de correcdo dos valores de Ct para a eficiéncia ideal de amplificacdo (2.0).

7.5 Dosagens Hormonais

Insulina. As dosagens hormonais para concentracdo de insulina foram realizadas
por meio da técnica de radioimunoensaio (RIA) seguindo o protocolo do kit Coat-A-Count
— Insulina (Siemens®, Los Angeles CA, USA) em que a sensibilidade foi de 1,2 pUl/mL e
o coeficiente de variagéo intra-ensaio foi de 8,5% e inter-ensaio foi de 9,9%. Realizada no
Laboratdrio de Reprodugdo Animal do Departamento da FMVZ, UNESP/Botucatu-SP.

Progesterona. As dosagens hormonais para concentracdo de P, foram realizadas
por meio da técnica de radioimunoensaio (RIA) seguindo o protocolo do kit Coat-A-Count
— Progesterona (Siemens®, Los Angeles CA, USA) em que a sensibilidade foi de 0,02

ng/mL e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 2,9% e inter-ensaio foi de 7,4%.
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Realizada no Laboratério de Reproducdo Animal do Departamento da FMVZ,
UNESP/Botucatu-SP.

8. ANALISE ESTATISTICA

Para as anélises estatisticas foram removidos os outliers, com o auxilio da analise
via gréafico box-plot. Os dados foram analisados utilizando a metodologia dos modelos
lineares generalizados, com auxilio do procedimento PROC GLIMMIX do programa SAS.

O modelo estatistico usado para consumo alimentar continha os efeitos fixos:
blocos, tratamento nutricional (dieta ad libitum e dieta restrita), semanas das avaliagdes,
interacdo entre dieta e semana das avaliagdes, e como aleatdrio o erro experimental.

Para 0 ganho de peso médio no periodo o modelo incluiu os efeitos de bloco e
tratamento nutricional (dieta ad libitum e dieta restrita), e como aleatério o erro
experimental.

As medidas repetidas de concentracdes de insulina durante o periodo de adaptacédo

continham os efeitos de bloco, efeito de semanas das avaliac@es, e os efeitos aleatorios de
animal e erro experimental, considerando-se a melhor matriz de correlagdo entre as
medidas no mesmo animal.
Para as concentracdes de insulina e progesterona na quarta e na oitava semanas, analisadas
independentemente, o modelo inclui os efeitos de bloco, tratamento nutricional (dieta ad
libitum e dieta restrita), efeito de hora das avaliagcdes, interacdo entre dieta e hora, e 0s
efeitos aleatorios de animal e erro experimental, considerando-se a melhor matriz de
correlagéo entre as medidas do animal.

Para a quantificacéo relativa, os valores de Ct foram determinados para cada amostra
pelo programa LingRegPCR. Para a normalizagdo dos dados, os valores de Ct dos genes
referéncia foram analisados considerando-se um modelo estatistico que incluiu o efeito fixo
dos genes de referéncia (S-actina, PPIA, GAPDH, ATPase, RPL19), e um efeito aleatorio
associado ao animal, como forma de considerar a variabilidade natural do individuo

amostrado, com abordagem de modelos mistos, usando a equacao a seguir:
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Yij= L+ 0i+a+ e

Em que:

Yij € o Ct na base 2 observado para o gene referéncia i no animal j;

1 é a média geral;

gi é o efeito fixo do i gene referéncia (i= 1.....,7);

a; € 0 efeito aleatorio associado ao animal considerando a; ~ NID (0, ca?);

ej; é 0 efeito aleat6rio residual, com ej;~ NID (0, oe?’

A partir deste modelo foram obtidos os valores BLUP (Best linear unbiased
predictor) para o efeito animal, sendo estes considerados como fatores de ajustes dos
valores de Ct dos genes alvos (CYP2C e CYP3A).

Os efeitos dos tratamentos encontrados para as diferentes enzimas hepaticas,
considerando as quantificagdes obtidas relacionadas as expressdes foram avaliadas a partir
do modelo especificado a seguir:

Yij =+ Mi +gj
Em que,
Yj; = € o valor fenotipico das quantifica¢Ges obtidas relacionadas as expressdes génicas (em
Cv);
1 = é uma constante inerente a todas as observacoes;
M; = é o efeito fixo dos tratamentos para as enzimas hepaticas (CYP2C e CYP3A)

e;; = efeito aleatorio residual associado a caracteristica Y, e;; ~ NID (0, c¢°)

As equacdes utilizadas para ilustrarem os métodos de quantificacdo relativa assim
como a equacéo direta de Ct foram implementadas via SAS (Statistical Analysis System)
versdo 2000. As analises de variancias foram obtidas via o procedimento PROC GLM do
SAS (2000). Em seguida os dados foram submetidos ao teste Tukey e a diferenca entre 0s
tratamentos foi considerada significativa se os valores de probabilidade de P<0,05.

Todas as comparagdes estatisticas foram realizadas sobre as médias ajustadas pelo

método dos quadrados minimos com uma aproximacéo do teste de qui-quadrado e estdo
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apresentadas na forma de médias e erros-padrdo (EP) com as distribuicdes nas escalas
originais, pois estas podem ser facilmente interpretadas.

9. RESULTADOS

O grupo que recebeu dieta ad libitum teve consumo alimentar e uma média de
ganho de peso superior (P<0001) ao do grupo que recebeu dieta restrita (Tabela 4; Figura
13 e Figura 14).

TABELA 4. Média dos quadrados minimos + EP do consumo diario alimentar
(kg/animal/d) e ganho médio semanal de peso corporal (kg) para o grupo de dieta ad

libitum e dieta restrita respectivamente, durante todo o periodo experimental ( 8 semanas).

Ad libitum Restrita 5
(n=24) (n=24)
Ganho Médio Semanal de
1,28 + 0,09 -0,002 + 0,09 0,0001

Peso (kg)
Consumo (kg/animal/dia) 1,80 £ 0,03 0,56 + 0,004 0,0001
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FIGURA 13. Consumo diério de racdo total de acordo com os tratamentos: Ad Libitum
(3,8 % de matéria seca por Kg de peso corporal) e Restrita (2,0 % de matéria seca por Kg

de peso corporal) durante o periodo experimental.
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FIGURA 14. Peso corporal (kg) durante as semanas experimentais dos animais recebendo
dieta Ad Libitum (3,8 % de matéria seca por Kg de peso corporal) e Restrita (2,0 % de

matéria seca por Kg de peso corporal).
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Durante o periodo de adaptacdo, antes de iniciar as dietas experimentais, 0 pico
plasmatico pds-prandial de insulina ocorreu 1 h ap6s a ingestdo alimentar, atingindo 13,86
+ 2,33 pUl/mL (Figura 13).

. Dieta de Adaptacéo —m— 3% do PV (h=19)
-l
£ 257 Tempo: P < 0,0001
2 20 -
o
= 15
-0
5
8 10 A
(=1
£ 5 1
3
£ 0
-0,5 1 2 3 4 5 6 7

Horas apds alimentacéo

FIGURA 15. Média dos quadrados minimos + EP das concentracBes séricas de insulina

(LUI/mL) durante o periodo de adaptacdo (15 dias; 3% de matéria seca por kg de peso
corporal).

As concentracbes plasmaticas de insulina durante todo o periodo experimental
foram maiores para o grupo que recebeu dieta ad libitum em relacdo ao grupo que recebeu
dieta restrita (Tabela 5).

TABELA 5. Média dos quadrados minimos + EP das concentragfes circulantes de insulina
(MUI/mL) coletadas antes (-0,5h) e ap6s ingestdo alimentar (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 h) em ovelhas que
receberam dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal) e dieta restrita (2% de
matéria seca por kg de peso corporal), durante todo o periodo experimental, sendo uma coleta

realizada ao final da quarta semana e a outra ao final da oitava semana.

Ad libitum (n = 10) Restrita (n = 11) P

4 semanas 8,15+ 0,93 1,46 + 0,16 0,0001

8 semanas 11,95+1,02 2,19+0,18 0,0001
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Ao final da quarta semana experimental ndo foi detectada interacdo entre tratamento
e hora (P = 0,30), para concentracdes plasmaéticas de insulina, independentemente do
tratamento nutricional (Figura 16).

20 - Restrita (n=11)
4 semanas
£ Trat: P < 0,0001 —* AdLibitum (n=10)
S 15 A
2 Tempo: P = 0,088
@
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Horas apos alimentacéao

FIGURA 16. Média dos quadrados minimos + EP das concentra¢cdes plasmaticas de
insulina (LUI/mL) realizadas antes (-0,5 h) e ap0s a ingestdo alimentar (1, 2, 3,4,5,6e 7
h) em ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal)
e dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final das primeiras 4

semanas experimentais.

Entretanto, ao final da oitava semana, observou-se uma interacdo entre tratamento e
hora (P = 0,019) no grupo de dieta restrita entre 5 e 6 horas (P = 0,015; Figura 17).
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8 semanas

Trat: P <0,0001

Tempo: P = 0,065

Trat X Tempo: P = 0,020

FIGURA 17. Média dos quadrados minimos + EP das concentra¢des plasmaticas de
insulina (LUI/mL) realizadas antes (- 0,5h) e apds a ingestdo alimentar (1, 2, 3,4,5,6¢e 7
h) em ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal)
e dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final do experimento (8

semanas).

Concentragbes plasmaticas de P, durante todo o periodo experimental foram
menores para 0 grupo que recebeu dieta ad libitum quando comparado ao grupo de dieta

restrita (Tabela 6).
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TABELA 6. Média dos quadrados minimos + EP das concentracGes plasmaticas de P4
(ng/mL) coletadas antes (-0,5h) e apos ingestdo alimentar (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 h) em ovelhas
submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal) e dieta restrita
(2% de matéria seca por kg de peso corporal), durante todo o periodo experimental, sendo

uma coleta realizada ao final da quarta semana e a outra ao final da oitava semana.

Ad libitum (n = 10) Restrita (n = 10) P
4 semanas 3,21+0,32 5,563+0,32 0,0001
8 semanas 2,82 +0,28 5,17 + 0,28 0,0001

N&o houve interagdo entre tratamento e hora ao final da quarta semana (P = 0,11),

nem ao final da oitava semana (P = 0,31; Figuras 18 e 19).

4 semanas
8 Trat: P =0,0001 —e— Ad libitum (n=10)
7 - Tempo: P = 0,0007 Restrita (n=10)
6 4 T . - T
s * i I T i + -

Progesterona plasmatica {ng/mL)
I

0,5 1 2 3 4 5 6 7

Horas apds alimentagio
FIGURA 18. Média dos quadrados minimos + EP das concentracfes plasmaticas de
progesterona (ng/mL) realizadas antes (-0,5 h) e apds a ingestéo alimentar (1, 2, 3,4, 5,6 ¢
7 h) em ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso
corporal) e dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final das primeiras

4 semanas experimentais.
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8 semanas
Trat: P < 0,0001
Tempo: P = 0,0001

FIGURA 19. Média dos quadrados minimos + EP das concentracdes plasmaticas de
progesterona (ng/mL) realizadas antes (-0,5 h) e ap6s a ingestdo alimentar (1, 2, 3,4, 5,6 e
7 h) em ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso
corporal) e dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final do

experimento (8 semanas).

N&o houve efeito de tratamento dietético apds a ingestdo alimentar ao final da
quarta e oitava semana na expressdo de RNAm de CYP2C, CYP3A, AKR1C e AKR1D (P
> 0,05; Tabela 7 e Figuras 20, 21, 22 e 23).
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TABELA 7. Expressao relativa de RNAm de CYP2C19 , CYP3A4, AKR1C4 e AKR1D1
as 4 h apds o fornecimento de dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso

corporal) e dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final da quarta e

oitava semana experimental®

Enzimas 4 semanas (n=21) 8 semanas (n=21)

Ad libitum Restrita P Ad libitum Restrita P
CYP2C19 1860+0,66 1862+0,64 0,98 17,59 + 0,33 18,45 +0,32 0,06
CYP3A4 16,47+050 16,25+0,49 0,74 15,69 + 0,29 16,11 +0,28 0,29
AKR1C4 17,88+0,37 17,81+0,37 0,88 16,66 + 0,29 16,75+0,29 0,81
AKR1D1 21,29+0,47 20,93+0,47 0,57 2045+0,28 20,02+0,28 0,26

'Bidpsias de figado, para investigacdo da expressdo do RNAm, foram feitas as 4h ap6s o

fornecimento da dieta.

*Valores estdo expressos em Threshold Cycle (CT): é o nimero de ciclos necessarios para o

inicio da amplificacdo da sequéncia génica-alvo presente no DNA de cada amostra; ou seja,

durante a amplificacdo é construido um gréafico no lightcycler relacionando em tempo real

os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a

amplificacdo do DNA nas amostras, ciclo a ciclo. Equacdo utilizada para correcao dos

valores: Log(ef*:2).



3,0 -
m Ad Libitum (n = 10) P=091
2,5

M Restrita (n=11)

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

Expressdo relativa de mRNA (...)

-0,5

-1,0 -

FIGURA 20. Expressao relativa das enzimas hepaticas Citocromo P450 2C e 3A em
borregas 4 semanas ap0s o inicio dos tratamentos. Genes de referéncia: GAPDH, PPIA,
ATPase, RPL19 e B-actina.
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FIGURA 21. Expressao relativa das enzimas hepéaticas AKR1C e AKR1D em borregas 4
semanas apos o inicio dos tratamentos. Genes de referéncia: GAPDH, PPIA, ATPase,
RPL19 e B-actina.
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FIGURA 22. Expressdo relativa das enzimas hepaticas Citocromo P450 2C e 3A em
borregas 8 semanas apos o inicio dos tratamentos. Genes de referéncia: GAPDH, PPIA,
ATPase, RPL19 e B-actina.
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FIGURA 23. Expressao relativa das enzimas hepéaticas AKR1C e AKR1D em borregas 8
semanas apos o inicio dos tratamentos. Genes de referéncia: GAPDH, PPIA, ATPase,
RPL19 e B-actina.
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10. DISCUSSAO

ConcentracOes plasmaticas de insulina durante todo o periodo experimental foram
maiores no Grupo Ad libitum do que no Restrito, 0 que era esperado devido a alta IMS
nesse grupo, pois sabe-se que a insulina atua como um sinal do estado energético para o
sistema nervoso central, ou seja, as concentracdes séricas de insulina estdo associadas a
ingestdo de nutrientes (BUTLER et al., 2004; SCHWARTZ et al., 2000).

Alguns trabalhos demonstraram que dietas insulinémicas, que disponibilizam
maiores quantidades de acetato e propionato no rumen, induzem ao aumento das
concentracdes plasmaticas de insulina (BERGMAN et al., 1990). Sabe-se que o propionato
€ um importante precursor para a gliconeogénese no figado, aumentando assim a
disponibilidade de energia, resultando em um melhor desempenho reprodutivo em vacas
leiteiras (GONG et al., 2002; BUTLER et al., 2004), estimulando a liberacdo de GnRH e a
esteroidogenése (ARIAS et al., 1992; BEAM & BUTLER 1999).

Carboidratos sdo importantes fontes de energia. Em ruminantes sdo convertidos em
acidos graxos de cadeia curta, como resultado da fermentacdo microbiana, estimulando
assim a secrecao de insulina pelo pancreas (DE JONG et al., 1982). Corroborando nosso
trabalho, diversos estudos mostraram o efeito da alta IMS ou dietas isoenergéticas nas
concentragOes circulantes de insulina (BUTLER et al.,, 2004; LEMLEY et al., 2008;
MORIEL et al., 2008).

Durante o periodo de adaptacao, em que as ovelhas recebiam dieta de mantenca (3%
do PC), o pico pos-prandial insulinémico ocorreu 1 h apds ingestdo alimentar. Entretanto o
mesmo ndo foi observado ao final da quarta e oitava semana para o grupo Ad Libitum e
Restrito, pois ovelhas do grupo Ad libitum recebiam dieta a vontade, ou seja, ndo houve
controle total do momento da ingestdo. Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca
significativa entre as horas em cada grupo (interacdo) observou-se um aumento nas
concentragfes plasmaticas de insulina entre 2 e 5 h apds o fornecimento da dieta,
semelhantes a estudos anteriores em que vacas tratadas com glicose tiveram maiores
concentragdes plasmaticas de insulina as 3 h pés-infusdo do que em vacas que receberam
salina (VIEIRA, 2012). Em vacas ndo lactantes (Girolando), também foi observado um

aumento a partir de 2 h ap6s a ingestdo alimentar (MORIEL et al., 2008).
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De acordo com Parr et al. (1993a,b) existe uma relacdo inversa entre o nivel de
ingestdo alimentar e concentracdes plasmaticas de P, em ovelhas. No presente estudo,
ovelhas que receberam dieta Ad libitum apresentaram maiores concentracdes circulantes de
insulina, entretanto neste mesmo grupo foram observadas muito menores concentracfes
circulantes de P4, aparentemente justificado pelo elevado metabolismo de P, em
consequéncia de um maior fluxo sanguineo hepatico (PARR et al. 1987;
SANGSRITAVONG et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003).

Smith et al. (2006) mostraram que o propionato € mais eficiente que o acetato, em
aumentar os niveis circulantes de insulina e também em reduzir a metabolizagdo da Pj,.
Dessa forma, pode-se sugerir que a composi¢do e ndo s6 o volume da dieta fornecida pode
atenuar a metabolizacdo da P, e manter suas concentracdes circulantes mais elevadas, uma
vez que € sabido que dietas ricas em carboidratos soluveis sdo mais eficientes em
disponibilizar propionato aos ruminantes (BERGMAN et al., 1990). Entretanto, de acordo
com Niswender (2000), grande parte da P4 circulante é inativada ou catabolizada no figado,
portanto qualquer aumento na taxa de fluxo de sangue para o figado ird produzir um
aumento na taxa de metabolismo de P4, o que pode explicar parte dos resultados obtidos
até aqui.

A P, circulante é inativada ou catabolizada nos hepat6citos pelas enzimas citocromo
P450 2C (CYP2C) e citocromo P450 3A (CYP3A), e os principais metabdlitos sdo a 21-
hidroxiprogesterona e a 6B-hidroxiprogesterona, respectivamente (MURRAY, 1991, 1992).
Além das CYPs ha outra via de catabolismo através das Aldo AKRs, principalmente a
AKR1C e AKR1D. As AKRs sdo enzimas importantes que atuam junto com as CYPs na
primeira fase da biotransformacdo dos esterdides. Alguns trabalhos sugerem que a insulina
parece ser um inibidor da expressdao do gene e proteina para as enzimas CYP2C, CYP3A,
AKR1C e AKR1D em figado de bovino e ovino (LEMLEY et al., 2008a; LEMLEY et al.,
2010), entretanto neste estudo estes efeitos ndo foram observados. Expressdo de RNAm de
CYP2C, CYP3A, AKR1C e AKR1D néo foi afetada apos a ingestdo alimentar, ao final da
guarta e oitava semana para ovelhas do grupo Ad libitum e restrito. Entretanto, contrariando
alguns trabalhos, Vieira (2012) observou um aumento na expressao da CYP3A no grupo
que recebeu infusdo de glicose, ou seja, 0 grupo gque apresentava maiores concentracdes

sanguineas de insulina.
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Por outro lado, a maioria dos trabalhos baseou-se em cultivo de hepatdcitos in vitro
ou na infuséo de insulina, propilenoglicol ou propionato (SMITH et al., 2006; LEMLEY et
al., 2007; LEMLEY et al., 2008a). No estudo de Lemley et al. (2008a), foi observado que
mesmo com o0 aumento de 30% de insulina para vacas que recebiam propilenoglicol,
expressdo de RNAm de CYP2C em vacas recebendo &gua ou propilenoglicol ndo diferiu
entre os tratamentos, entretanto houve diminuicdo de 40% na quantidade de RNAm de
CYP3A. Neste mesmo trabalho, conforme insulina era infundida i.v. (1,0 g de insulina/kg
de PV/h), houve diminuicdo na expressdo de ambas as enzimas CYP2C (88%) e CYP3A
(45%), respectivamente. No entanto, em outro estudo realizado por Lemley et al. (2010),
curiosamente apesar das concentragfes plasmaticas de insulina ndo terem sido diferentes
entre as dietas experimentais (alto grdo X alta fibra) no momento da bidpsia hepatica (3,7 h
pos-alimentacdo), foi observado um aumento de 22% nas concentragdes de insulina no
grupo que recebeu alto grao durante o periodo de coleta de sangue (10 h). Entretanto, neste
estudo a expressdo das enzimas CYP2C e CYP3A ndo diferiu entre as duas dietas
experimentais.

Desta forma, ainda nédo esta totalmente definido se 0 aumento nas concentracdes de
insulina in vivo causado pela maior ingestdo de matéria seca e/ou energia é suficiente para
reduzir a expressao das enzimas hepéaticas CYP2C e CYP3A, AKR1C e AKR1D reduzindo

assim o metabolismo da P,.

11. CONCLUSOES

Apo6s a realizagdo deste estudo foi possivel concluir que, de fato, a dramética
reducdo na P, circulante apos a alimentacdo ad libitum em relacéo as ovelhas com restri¢cao
alimentar, ocorreu, muito provavelmente, devido ao elevado metabolismo de P, em
conseqiiéncia de um maior fluxo sanguineo hepatico causado pela maior ingestao alimentar.

Entretanto, apesar de alguns estudos sugerirem que a insulina tem um efeito
inibitério na expressdo das enzimas hepaticas responsaveis pelo metabolismo da P,
reduzindo assim o metabolismo deste hormdnio e aumentando suas concentraces
circulantes, neste estudo foi observado um efeito nulo, para expressdo das enzimas

hepaéticas.
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12. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados neste estudo ndo corroboraram estudos prévios que
mostraram que 0 aumento da insulina reduz a expressdo das enzimas hepaticas responsaveis
pelo metabolismo dos hormonios esterdides. Caso esse efeito tivesse sido confirmado,
teriamos uma estratégia bastante interessante para aumentar as concentragdes circulantes de

progesterona através da manipulacdo da dieta.

Mas contrariamente ao esperado, encontramos que a insulina ndo teve efeito
inibitdrio sobre as enzimas hepaticas. No entanto, é preciso buscar maiores informacdes a
respeito do efeito da insulina, visto que os resultados encontrados neste estudo sao
contrarios aos de trabalhos publicados previamente. Além disso, outros estudos ainda
precisam ser desenvolvidos para que seja possivel saber se a insulina esta, de fato, alterando
a atividade das enzimas hepaticas. Uma vez que o aumento da expressao das enzimas ndo

necessariamente resulta em aumento da atividade das mesmas.

Este estudo trouxe resultados bastante interessantes e o desenvolvimento do mesmo
proporcionou um grande crescimento pessoal e profissional de todas as pessoas envolvidas.
Através dele foi possivel o aprendizado de novas técnicas e de diversos conceitos e teorias
que, com certeza, contribuirdo muito com o futuro profissional na area de reproducéo

animal.
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TRABALHO CIENTIFICO

Trabalho submetido para a revista Ciéncia Animal Brasileira.

INFLUENCIA DA INGESTAO ALIMENTAR NAS
CONCENTRACOES PLASMATICAS DE INSULINA E
PROGESTERONA, E NA EXPRESSAO DE ENZIMAS HEPATICAS
ENVOLVIDAS NO METABOLISMO DE PROGESTERONA EM
OVELHAS PRE-PUBERES

Resumo

O objetivo deste experimento foi avaliar a influéncia da ingestdo alimentar nas concentracGes
plasmaticas de insulina e progesterona (P4) e na expressao das enzimas hepaticas Citocromo P450
2C (CYP2C) e Citocromo P450 3A (CYP3A) responsaveis pelo metabolismo de P4, em ovelhas
pré-pUberes. Borregas (n=24) F1 Dorper X Santa Inés, com idade média de 5 m e peso corporal
(PC) médio de 29,4 kg foram confinadas em baias individuais. As ovelhas foram distribuidas em
blocos de acordo com o PC inicial e divididas em dois grupos: Grupo Ad libitum (Ad), com ingestao
média de 3,8% de matéria seca (MS) por kg de PC e Grupo Restrigdo (R), com 2,0% de MS por kg
de PC. O estudo teve duracdo de 10 semanas, sendo 2 semanas de adaptacdo em mantenca e 8
semanas nas dietas experimentais. Ao final da quarta (S4) e da oitava semanas experimentais (S8),
0s animais receberam um dispositivo intravaginal de liberacdo de P4 (0,33 g de P4, CIDR, Pfizer),
caracterizando o DO. Dinoprost (PGF,,, 10 mg, i.m., Lutalyse, Pfizer) foi aplicado no DO e D6. No
D8, sangue foi colhido as -0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 h em relagdo ao fornecimento da dieta (0 h).
Dosagens de insulina e P4 plasmaticas foram feitas por meio de radioimunoensaio. No D9, 4 h ap6s
a oferta da dieta, foi realizada bidpsia hepatica e o material foi preservado em RNA later
(Invitrogen, EUA) para analise de expressao génica (mRNA) por PCR quantitativo em tempo real.
O consumo diario alimentar foi de 1,8+0,04 e 0,6+0,01 kg/animal/d para o Grupo Ad e R,
respectivamente (P<0,001). O grupo Ad teve um ganho médio semanal de 1,3+0,09 kg e o grupo R
ndo teve alteracdo de PC (P<0001). As concentra¢des de insulina foram maiores no Grupo Ad em
relacdo ao Grupo R (8,2+0,94 vs. 1,5+0,16 e 12,0+1,03 vs. 2,2£0,19 pUI/mL ao final da S4 e S8,
respectivamente; P<0,0001). O Grupo Ad apresentou menor (P<0,0001) P4 plasmatica do que o
Grupo R tanto ao final da S4 (3,2+0,32 vs. 5,5+0,32 ng/mL), quanto da S8 (2,8+0,29 vs. 5,2+0,29
ng/mL). A enzima CYP2C foi 1,8 vezes mais expressa no grupo Ad comparada ao grupo R na S8
(P=0,07). Entretanto, ndo houve diferenca entre os tratamentos tanto para a CYP2C na S4, quanto
para CYP3A na S4 e S8 (P>0,10). Portanto, ndo foi detectado efeito inibitorio da insulina circulante
na expressao das enzimas CYP2C e CYP3A. Provavelmente, a dramética reducdo na P4 circulante
apos a alimentacdo ad libitum em relacdo as ovelhas com restri¢do alimentar, ocorreu devido ao
elevado metabolismo de P4 em consequéncia de um maior fluxo sanguineo hepaético.

Palavras-chave: ingestdo de matéria seca, horménios esteroides, insulina, ovino.
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INFLUENCE OF FOOD INTAKE ON PLASMA CONCENTRATIONS OF
INSULIN AND PROGESTERONE, AND EXPRESSION OF LIVER
ENZYMES INVOLVED IN THE METABOLISM OF PROGESTERONE IN
SHEEP PREPUBERTAL

Abstract

The objective of this was to evaluate the influence of feed intake on plasma insulin and
progesterone (P4) concentrations and the expression of the hepatic enzymes Cytochrome P450 2C
(CYP2C) and Cytochrome P450 3A (CYP3A) responsible for metabolism of P4, in prepubertal
sheep. Lambs (n=24) F1 Dorper x Santa Inés, 5 m old and with an average body weight (BW) of
29.4 kg were confined in individual stalls. The sheep were blocked according to the initial BW and
divided into two groups: Ad libitum group (Ad), with average intake of 3.8% dry matter (DM) per
kg of BW and Restriction group (R) with 2.0% DM per kg BW. The study lasted 10 weeks, with 2
weeks of a maintenance diet and 8 weeks on the experimental diets. At the end of the fourth (W4)
and the eighth experimental weeks (W8), the ewes received an intravaginal P4 release device (0.33
g P4, CIDR, Pfizer), designated as DO. Dinoprost (PGF,,, 10 mg, im, Lutalyse, Pfizer) was used on
DO and D6. On D8, blood was collected at -0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 h in relation to the time the diet
was offered (0 h). Measurements of plasma insulin and P4 were done by radioimmunoassay. At D9,
4 h after diet introduction, a liver biopsy was performed and the sample stored in RNA later
(Invitrogen, USA) for analysis of gene expression (mMRNA) by quantitative real time PCR. Data
were analyzed using PROC GLIMMIX of SAS and were presented as least squares means + SE.
The average daily feed intake was 1.8+0.04 and 0.6+0.01 kg/animal/d for the Ad and R Group,
respectively (P<0.001). The Ad Group had an average weekly BW gain of 1.3+0.09 kg and the R
group had no change in BW (P<0.001). Plasma insulin concentrations were higher (P<0.0001) in
the Ad Group compared to the R Group at the end of W4 (8.2£0.94 vs. 1.5+0.16 plU/mL) and W8
(12.0+1.03 vs. 2.2+0.19 plU/mL). The Ad Group had lower (P<0.0001) plasma P4 than Group R
both at the end of W4 (3.2+0.32 vs. 5.5+£0.32 ng/mL), and W8 (2.84+0.29 vs. 5.2+0.29 ng/mL. The
CYP2C enzyme was 1.8 times more expressed in the Ad group compared to the R group in W8
(P=0.07). However, there was no difference between treatments for both CYP2C in W4, and for
CYP3A in W4 and W8 (P>0.10). Thus, we did not find an inhibitory effect of elevated insulin on
CYP2C or CYP3A. It seems likely that the dramatic decrease in circulating P4 after ad libitum
feeding was due to elevated P4 metabolism due to a greater liver blood flow than found in ewes
with feed restriction.

Keywords: Dry matter intake, steroid hormones, insulin, sheep.

Introducéo

Dentre os fatores que exercem influéncia na reproducgéo, a nutricdo tem um papel
reconhecidamente importante por afetar diretamente aspectos da fisiologia e desempenho
reprodutivo das fémeas ruminantes. Diversos estudos discutem a influéncia da nutrigdo
sobre a queda da fertilidade, principalmente em vacas leiteiras por causa da alta ingestao de
materia seca (IMS) (BUTLER, 2001; GONG et al., 2002a; WEBB et al., 2004). A reducéo
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da eficiéncia reprodutiva, em animais com alta IMS, pode ser devido as altera¢cdes na
concentragdo dos hormonios circulantes. Uma das explicagbes para estas menores
concentracgdes circulantes é que a elevada IMS promove maior metabolismo dos hormonios
esterdides e, consequentemente, menores concentracdes circulantes destes hormonios
(PARR et al.,1993a; SANGSRITAVONG et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2003).

Sangsritavong et al. (2002) ao comparar o metabolismo de horménios esterdides em
vacas lactantes e ndo-lactantes em dietas de baixa e alta ingestdo alimentar observaram que
animais com alta ingestdo alimentar apresentaram maior fluxo sanguineo hepatico e
consequentemente maior metabolizagdo de progesterona (Ps) e estradiol (E;). Baixas
concentragOes circulantes de P, devido a elevada taxa de catabolismo, podem ser
responsaveis pelo aumento das perdas de prenhez, observados principalmente em vacas
leiteiras de alta producdo, por causa da alta IMS que esses animais precisam ter para uma
maior producdo de leite.

Alguns trabalhos mostraram que tanto em vacas (SARTORI et al., 2004) quanto em
ovelhas (PARR et al., 1982) a alta IMS reduz as concentraces circulantes de P,. Em 1982,
Parr e colaboradores observaram que a dieta pode influenciar na metabolizacdo da P, e néo,
necessariamente, na sua sintese. Tais autores mostraram que ovelhas alimentadas com dieta
restrita e recebendo suplementacdo exdgena de P, apresentaram maiores concentracGes
circulantes de P, quando comparadas a ovelhas sob as mesmas condi¢Ges, porém
superalimentadas. Sartori et al. (2004) relataram que vacas lactantes apresentaram menores
concentragOes circulantes de P, do que novilhas e vacas secas. Este resultado,
provavelmente, é em decorréncia da maior ingestdo alimentar das vacas em lactacao.

Grande parte da P4 circulante € inativada ou catabolizada nos hepatdcitos pelas
enzimas citocromo P450 2C (CYP2C) e citocromo P450 3A (CYP3A; MURRAY, 1991,
1992). Embora varios estudos tenham relatado que a P4 € catabolizada principalmente por
essas enzimas, alguns autores tem observado outra via de catabolismo atraves das enzimas
Aldo-keto reductase (AKR 1C e 1D), que sdo enzimas semelhantes a superfamilia do
Citocromo P450 e atuam na primeira fase da biotransformacéao de esterdides (PENNING et
al., 2000; JINN et al., 2011).

Alguns trabalhos sugerem que a insulina inibiu a expressdo destas enzimas,
reduzindo assim o catabolismo hepatico de P, (LEMLEY et al., 2008; MORIEL et al.,
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2008). Lemley et al. (2008) sugeriram que a elevacao nos niveis de insulina pode diminuir
expressdo e atividade destas enzimas hepéticas responsaveis pelo catabolismo de Py.

A insulina atua como um sinal do estado energético para o sistema nervoso central
(SCHWARTZ et al., 2000). Portanto, dietas de alta energia que disponibilizam maiores
quantidades de acetato e propionato no rimen promovem maior secrecdo de insulina
(BERGMAN et al., 1990). Smith et al. (2006) mostraram que o propionato é mais eficiente
que o acetato, para aumentar as concentracfes circulantes de insulina e também para
reduzir a metabolizacéo da P.

Além disso, em um trabalho realizado recentemente por Lemley et al. (2010) foi
observado que vacas holandesas que receberam uma dieta rica em energia apresentaram
uma diminuicdo na atividade das enzimas hepaticas, CYP2C, CYP3A e AKR1C quando
comparadas a dieta de alta fibra. Entretanto as concentracfes plasmaticas de insulina e
expressdo das enzimas hepaticas ndo tiveram diferenga significativa entre as dietas
experimentais. Isso sugere que o tipo de energia fornecida pode modular a taxa de
inativacdo da P4 no figado. Portanto, fornecer uma dieta que estimula a secre¢do de insulina
no periodo pos-parto pode melhorar concentracdes periféricas de P4, principalmente nos
primeiros dias ap6s a inseminacdo, melhorando o desempenho reprodutivo dos animais
(GONG et al., 2002).

Ainda ha poucos estudos a respeito da regulacdo das enzimas que catabolizam a P,
em bovinos e ovinos. Entretanto como estes mecanismos fisiolégicos sdo muito
importantes, ha a necessidade de maiores investigacdes, uma vez que a insulina e Py

circulantes estdo associadas a funcdo reprodutiva.

Material e Métodos

Todos os procedimentos e protocolos envolvendo a utilizagcdo de animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisas (CEUAP/ESALQ-
USP; protocolo n°: 2010-4) e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNESP;
protocolo n°: 104/2010).

Este estudo foi conduzido no Laboratorio de Reproducdo Animal em parceria com o
Sistema Intensivo de Producdo de Ovinos e Caprinos (SIPOC) do Departamento de
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Zootecnia (LZT) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),

Piracicaba, SP, Brasil.

Animais e Dietas

Foram utilizadas 24 borregas pré-puberes, F1 Dorper x Santa Inés, com idade média
de 5 meses, confinadas em 24 baias de alvenaria individuais. Apos 15 dias da fase de
adaptacdo, os animais foram divididos em blocos de acordo com o peso corporal (PC)
inicial e dentro dos blocos, aleatoriamente designados aos dois grupos experimentais
baseados no fornecimento de alimento: dieta ad libitum e dieta restrita. A dieta restrita foi
formulada para que as borregas, apesar de estarem em fase de crescimento, mantivessem o
mesmo PC durante todo o periodo de estudo.

Os grupos permaneceram recebendo as dietas por um periodo de 8 semanas. Os
animais receberam fornecimento da mesma dieta, baseada em recomendacées do NRC
(2000), constituida de 90% de concentrado e 10% de volumoso (Tabela 1), com alteracdo
apenas na quantidade fornecida. Metade das borregas recebeu alimentacdo com ingestdo
diaria de 2% de matéria seca por kg de PC (dieta restrita) e a outra metade recebeu
fornecimento de dieta a vontade, com expectativa de ingestdo diaria de 3,8% de matéria
seca por kg de PC (dieta ad libitum). Além disso, todos os animais tiveram acesso livre a
agua. Diariamente, o consumo de matéria seca foi estimado através da pesagem da

quantidade oferecida, menos as sobras dos cochos.
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Tabela 1. Ingredientes e composicao da dieta oferecida aos ovinos.

INGREDIENTES COMPOSICAO (%MS)
Feno de Coastcross 10,0
Milho moido 70,4
Farelo de soja 16,0
Cloreto de aménio 0,5
Calcario 1,5
Mistura Mineral* 1,6
COMPOSIGAO BROMATOLOGICA
Matéria Seca 90,4
Proteina Bruta 18,0
Extrato Etéreo 4,0

* Composicao: 7,5% P, 13,4% Ca; 1% Mg; 7% S; 14,5% Na; 21,8% CI; 500 ppm Fe; 300
ppm Cu; 4600 ppm Zn; 1100 ppm Mn; 55 ppm I; 40 ppm Co; 30 ppm Se.

Colheita de Amostras

Na Gltima semana de adaptacdo foram realizadas colheitas de sangue nos intervalos:
-0,5; 1; 2; 3; 4, 5; 6 e 7 h em relacdo a0 momento da oferta da dieta (0O hora), a fim de
determinar a curva de insulina plasmatica e por quanto tempo as concentracdes circulantes
permaneceram elevadas ap0s a ingestao.

Apdbs 4 e 8 semanas do inicio do fornecimento das dietas, no DO foi realizada
colheita de sangue de todos os animais para dosagem de P4, a fim de confirmar que todas as
fémeas seriam pré-puberes. Assim ndo haveria liberagdo endogena de P, diferenciada entre
0S animais, ou seja, descartaria a possibilidade de presenca de CL em algumas fémeas no
momento da avaliagdo das concentragOes circulantes de P4 provenientes de um dispositivo
intravaginal.

Neste mesmo momento (DO0), ap6s a colheita de sangue e aplicacdo de PGF2a (i.m.,
Lutalyse; Pfizer) os animais receberam um dispositivo intravaginal de liberacdo de P4
(CIDR; 0,33g P4; Pfizer), permanecendo com o dispositivo por 8 dias. No D6 foi realizada
outra aplicacdo de PGF2a, e no D8 foram realizadas colheitas de sangue nos seguintes

intervalos: -0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7 h em relacdo ao momento da oferta da dieta (0 hora), a
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fim de determinar as curvas de insulina e P4 plasméticas (Figura 1). As amostras de sangue
foram colhidas por venopungdo da veia jugular, em tubos de vacutainer com anticoagulante
(heparina sddica), e centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos. O plasma foi armazenado
em criotubos Eppendorf, devidamente identificados a -20°C, para posteriores dosagens
hormonais pela técnica de radioimunoensaio (RIA).

No Dy foi realizada a biopsia hepéatica desses animais para posterior analise da

expressao génica das enzimas hepaticas pela técnica de PCR em tempo real.

Figura 1. Esquema geral do periodo experimental.

Biopsias Hepaticas

As biopsias hepaticas foram realizadas no D9, aproximadamente 4 h apds o
fornecimento da dieta seguindo o método de Lemley et al. (2010). Para a cirurgia foi
realizada a tricotomia do flanco direito, seguida de assepsia com solu¢do de iodo
degermante. Estando o campo cirdrgico limpo e asséptico, foi realizada anestesia local com
lidocaina, do tipo infiltrativa subcutanea, no 11° espaco intercostal, a aproximadamente 12
cm ventral a coluna vertebral. Foi feita uma incisdo de aproximadamente 1 cm na pele com
o bisturi, e para coletar as amostras de figado foi utilizada a agulha de bidpsia 14 GA X 15
cm (TRU-CUT; Biocompany, Brasil). Apos o procedimento cirdrgico o local da inciséo foi
tratado com Unguento Pearson (Eurofarma, Brasil) e com mata bicheira (Bactrovet Prata,
Konig, Alemanha) e os animais foram tratados com penicilina (Pencivet® Plus, Shering,
Brasil). As amostras de figado foram preservadas em RNAlater® (Ambion,USA) dentro de
criotubos Eppendorf, devidamente identificados e armazenados em freezer a -20°C até as

analises laboratoriais.
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Expressdo RNAmM

As analises de expressdo génica foram realizadas no Laboratdrio de Biotecnologia
Animal da ESALQ/USP.

As amostras de figado foram homogeneizadas (lka T10 basic Ultra Turrax®) e
submetidas a extracao total do RNA do tecido com o uso de reagente Trizol® (Invitrogen,
Brasil), de acordo com o descrito no protocolo do fabricante, o qual corresponde a uma
adaptacdo da metodologia descrita por Chomczynski e Sacchi (1987).

ApoGs a extragdo, a quantificacdo individual do RNA extraido de cada uma das
amostras foi realizada pelo Nanodrop 2000 (Thermo Scientifc, USA). As amostras de RNA
total foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% para comprovacdo de sua
integridade.

A sintese de cDNA foi realizada segundo protocolo do Kit SuperScript® 111 Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Os cDNAs foram sintetizados a partir de 1pug de RNA total das
amostras de tecido.

Os pares de primers especificos para cada um dos genes estudados foram
selecionados baseado na sequéncia dos mesmos depositadas no GenBank para a espécie
ovina e adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda e Life Technologies Brasil (Sdo Paulo,
SP). Importantes consideracdes para a realizacdo da técnica de RT-qPCR, descritas por
Udvardi et al. (2008) e por Bustin et al. (2009), também foram adotadas. Todos o0s primers
foram otimizados para amplificarem a 58°C. Para o controle interno foram utilizados cinco
genes de referéncia: B-actina; ciclofilina A (PPIA); proteina ribossomal L19 (RPL19);
glilceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH); e, ATPase, sendo estes selecionados de
acordo com a estabilidade através do software geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002)
para serem utilizados nas andlises estatisticas como genes de referéncia. A especificidade
dos produtos de RT-gPCR também foi confirmada através da eletroforese de gel de
agarose. Além disso, foi realizada a analise da curva de melting para a verificacdo da
temperatura de desnaturagdo do produto amplificado, conforme descrito por Zaros et al.
(2007).

As analises de PCR em tempo real foram realizadas através do sistema de detec¢éo
Lightcycler® 480 (Roche) utilizando o kit Lightcycler® 480 SYBR Green | Master (Roche).
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As condicgdes das reacdes foram: 0,4uM de cada primer, 5puL do SYBR Green Mix 2X e
1uL de cDNA diluido oito vezes a partir do estoque; o volume final foi ajustado para 10pLL.
Os ciclos da PCR foram feitos da seguinte maneira: desnaturacao inicial a 95°C por 5
minutos, seguido por 40 ciclos de amplificacdo que compreenderam etapa inicial a 95°C (5
segundos), anelamento por 30 segundos e extensé@o a 72°C por 20 segundos. A seguir foi a
curva de melting dos produtos: a partir de 65°C, as amostras foram gradativamente

aquecidas ate 95°C, com aquisicao continua do sinal de fluorescéncia pelo equipamento.

A eficiéncia individual de cada amostra foi calculada utilizando-se o programa
LingRegPCR (RAMAKERS et al., 2003), utilizando no minimo quatro pontos da curva de
amplificagdo durante a fase exponencial. Os dados de fluorescéncia obtidos no
equipamento PCR em tempo real foram exportados para o programa LingRegPCR, o qual
utiliza uma analise de regressédo linear dos dados de fluorescéncia da fase exponencial da
PCR para determinar a quantidade de RNAm e a eficiéncia de amplificacdo. Através do
LingRegPCR os valores de Ct foram determinados para cada amostra. A
partir da eficiéncia individual das amostras obtidas pelo software, foi adotado um

procedimento de corregdo dos valores de Ct para a eficiéncia ideal de amplificagéo (2.0).

Resultados

O grupo que recebeu dieta ad libitum teve consumo alimentar e uma média de

ganho de peso superior (P<0001) ao do grupo que recebeu dieta restrita (Tabela 2).
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Tabela 2. Média dos quadrados minimos + EP do consumo diario alimentar (kg/animal/d) e
ganho médio semanal de peso corporal (kg) para o grupo de dieta ad libitum e dieta restrita

respectivamente, durante todo o periodo experimental.

Ad libitum Restrita 5
(n=24) (n=24)
Peso Corporal (kg) 1,28 + 0,09 -0,002 £ 0,09 0,0001
Consumo (kg/animal/dia) 1,80 £ 0,03 0,56 + 0,004 0,0001

Durante o periodo de adaptacdo, antes de iniciar as dietas experimentais, 0 pico
plasmatico pds-prandial de insulina ocorreu 1 h ap6s a ingestdo alimentar, atingindo 13,86
+ 2,33 pUI/mL (Figura 2).

Dietade Adaptacao —m— 3% do PV (n=19)
25

20

15 -

10 -

Insulina plasmatica (mcU/mL)

Horas apés alimentacao

Figura 2. Média dos quadrados minimos + EP das concentracbes séricas de insulina
(LUI/mL) durante o periodo de adaptacdo (15 dias; 3% de matéria seca por kg de peso

corporal).

As concentragdes plasmaticas de insulina durante todo o periodo experimental
foram maiores para o grupo que recebeu dieta ad libitum em relacdo ao grupo que recebeu
dieta restrita (Tabela 3).



65

Tabela 3. Média dos quadrados minimos + EP das concentragdes circulantes de insulina
(LUI/mL) coletadas antes (-0,5h) e apds ingestdo alimentar (1, 2, 3, 4,5, 6 € 7 h) em
ovelhas que receberam dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal) e
dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal), durante todo o periodo
experimental (4 e 8 semanas).

Ad libitum (n = 10) Restrita (n = 11) P
4 semanas 8,15+ 0,93 1,46 £ 0,16 0,0001
8 semanas 11,95+ 1,02 2,19+0,18 0,0001

Ao final da quarta semana experimental ndo foi detectada interacdo entre tratamento
e hora (P = 0,30), para concentracdes plasmaticas de insulina, independentemente do
tratamento nutricional (Figura 3). Apesar de ndo ter sido encontrada interacdo entre
tratamento e hora, observou-se um aumento entre 2 e 5 horas ap6s ingestdo alimentar no

grupo de dieta ad libitum.

—e— Ad Libitum (n=10)

co
|

4 semanas

~J
1

—— Restrita (n=10)

[
1

Progesterona plasmatica (ng/mL)
I

[y
1

o

-0,5 1 2 3 4 5 6 7

Horas apos alimentagdo

Figura 3. Média dos quadrados minimos + EP das concentra¢fes plasmaticas de insulina
(LUI/mL) realizadas antes (-0,5 h) e apds a ingestdo alimentar (1, 2, 3, 4,5, 6 e 7 h) em

ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal) e
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dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final das primeiras 4 semanas

experimentais.

Entretanto, ao final da oitava semana, observou-se uma interacdo entre tratamento e
hora (P = 0,019) no grupo de dieta restrita entre 5 e 6 horas (P = 0,015; Figura 4).

8 —— Ad Libitum (n=10)
8 semanas
7 —&— Restrita (n=10)

Progesterona plasmatica {(ng/mL)
I

Hora apds a alimentacao

Figura 4. Média dos quadrados minimos + EP das concentra¢fes plasméticas de insulina
(LUI/mL) realizadas antes (- 0,5h) e apds a ingestdo alimentar (1, 2, 3, 4,5, 6 e 7 h) em
ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal) e
dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final do experimento (8

semanas).

Concentracbes plasmaticas de P, durante todo o periodo experimental foram
menores para 0 grupo que recebeu dieta ad libitum quando comparado ao grupo de dieta
restrita (Tabela 4).



67

Tabela 4. Média dos quadrados minimos + EP das concentracbes plasmaticas de P4
(ng/mL) coletadas antes (-0,5h) e apos ingestdo alimentar (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 h) em ovelhas
submetidas a dieta ad libitum (3,8% de mateéria seca por kg de peso corporal) e dieta restrita

(2% de matéria seca por kg de peso corporal), durante todo o periodo experimental (4 e 8

semanas).
Ad libitum (n = 10) Restrita (n = 10) P
4 semanas 3,21+0,32 5,53+0,32 0,0001
8 semanas 2,82+0,28 5,17 +£0,28 0,0001

N&o houve interagdo entre tratamento e hora ao final da quarta semana (P = 0,11),
nem ao final da oitava semana (P = 0,31; Figuras 5 e 6).

—e— Ad Libitum (n=20)

ca
|

4 semanas
—— Restrita (n=20)

=~
1

Progesterona plasmatica (ng/mL)
I

(=]

-0,5 1 2 3 4 5 6 7
Horas apds alimentagao
Figura 5. Média dos quadrados minimos + EP das concentragfes plasmaticas de
progesterona (ng/mL) realizadas antes (-0,5 h) e ap6s a ingestdo alimentar (1, 2, 3,4,5,6 e
7 h) em ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso
corporal) e dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final das primeiras

4 semanas experimentais.
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8 —— Ad Libitum (n=20)
8 semanas
7 4 —a— Restrita (n=20)

Progesterona plasmatica {ng/mL)
I

Hora apds a alimentacao

Figura 6. Média dos quadrados minimos + EP das concentracBes plasméticas de
progesterona (ng/mL) realizadas antes (-0,5 h) e ap0s a ingestdo alimentar (1, 2, 3,4,5,6 e
7 h) em ovelhas submetidas a dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso
corporal) e dieta restrita (2% de matéria seca por kg de peso corporal) ao final do

experimento (8 semanas).

Para a expressdo de RNAm de CYP2C e CYP3A, ndo houve efeito de tratamento
dietético apds a ingestdo alimentar ao final da quarta semana (P = 0,98; Tabela 5).
Entretanto, ao final da oitava semana, foi observado que a CYP2C foi 1.8 vezes mais
expressa no grupo que recebeu dieta ad libitum quando comparada ao grupo que recebeu

dieta restrita (P = 0,06), mas 0 mesmo nao foi observado para a CYP3A (Tabela 5).
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Tabela 5. Expressdo relativa de RNAmM de CYP2C e CYP3A as 4 h ap6s o fornecimento de
dieta ad libitum (3,8% de matéria seca por kg de peso corporal) e dieta restrita (2% de

matéria seca por kg de peso corporal) ao final da quarta e oitava semana experimental

Enzimas 4 semanas (n=21) 8 semanas (n=21)

Ad libitum Restrita P Ad libitum Restrita P
CYP2C 18,60+ 0,66 18,62+0,64 0,98 17,59 + 0,33 18,45 +0,32 0,06

CYP3A 16,47+0,50 16,25+0,49 0,74 1569+0,29 16,11+0,28 0,29

IBiopsias de figado, para investigacio da expressdo do RNAm, foram feitas as 4h apés o
fornecimento da dieta.

2Valores estdo expressos em Threshold Cycle (CT): é o nimero de ciclos necessarios para o
inicio da amplificacdo da sequéncia génica-alvo presente no DNA de cada amostra; ou seja,
durante a amplificacdo é construido um gréafico no lightcycler relacionando em tempo real
os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a
amplificacdo do DNA nas amostras, ciclo a ciclo. Equacdo utilizada para correcdo dos

valores: Log(ef*:2).

Discussao

Concentracdes plasmaticas de insulina durante todo o periodo experimental foram
maiores no Grupo Ad libitum do que no Restrito, 0 que era esperado devido a alta IMS
nesse grupo, pois sabe-se que a insulina atua como um sinal do estado energético para o
sistema nervoso central, ou seja, as concentragdes séricas de insulina estdo associadas a
ingestdo de nutrientes (BUTLER et al., 2004; SCHWARTZ et al., 2000).

Alguns trabalhos demonstraram que dietas insulinémicas, que disponibilizam
maiores quantidades de acetato e propionato no rdmen, induzem o aumento das
concentracdes plasmaticas de insulina (BERGMAN et al., 1990). Sabe-se que o0 propionato
¢ um importante precursor para a gliconeogénese no figado, aumentando assim a

disponibilidade de energia, resultando em um melhor desempenho reprodutivo em vacas
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leiteiras (GONG et al., 2002; BUTLER et al., 2004), estimulando a liberacdo de GNRH e a
esteroidogenése (ARIAS et al., 1992; BEAM & BUTLER 1999).

Carboidratos sdo importantes fontes de energia. Em ruminantes sdo convertidos em
acidos graxos de cadeia curta, como resultado da fermentacdo microbiana, estimulando
assim a secrecdo de insulina pelo pancreas (DE JONG et al., 1982). Corroborando nosso
trabalho, diversos estudos mostraram o efeito da alta IMS ou dietas isoenergéticas nas
concentracdes circulantes de insulina (BUTLER et al., 2004; LEMLEY et al., 2008;
MORIEL et al., 2008).

Durante o periodo de adaptacdo, em que as ovelhas recebiam dieta de mantenca (3%
do PC), o pico pds-prandial insulinémico ocorreu 1 h apds ingestdo alimentar. Entretanto o
mesmo nao foi observado ao final da quarta e oitava semana para o grupo Ad e R, pois
ovelhas do grupo Ad libitum recebiam dieta a vontade, ou seja, ndo houve controle total do
momento da ingestdo. Apesar de n&o ter sido encontrada diferencga significativa entre as
horas em cada grupo (interacdo) observou-se um aumento nas concentragcdes plasmaticas de
insulina entre 2 e 5 h apds o fornecimento da dieta, semelhantes a estudos anteriores em
que vacas tratadas com glicose tiveram maiores concentracdes plasmaticas de insulina as 3
h pos-infusdo do que em vacas que receberam salina (VIEIRA, 2012). Em vacas nao
lactantes (girolando), também foi observado um aumento a partir de 2 h apds a ingestéo
alimentar (MORIEL et al., 2008).

De acordo com Parr et al. (1993) existe uma relacdo inversa entre o nivel de
ingestdo alimentar e concentracdes plasmaticas de P, em ovelhas. No presente estudo,
ovelhas que receberam dieta Ad apresentaram maiores concentragdes circulantes de
insulina, entretanto neste mesmo grupo foram observadas muito menores concentracfes
circulantes de Py, justificado pelo elevado metabolismo de P, em consequéncia de um
maior fluxo sanguineo hepatico (PARR et al. 1987; SANGSRITAVONG et al., 2002;
VASCONCELDOS et al., 2003).

Smith et al. (2006) mostraram que o propionato € mais eficiente que o acetato, em
aumentar os niveis circulantes de insulina e também em reduzir a metabolizagdo da Pj.
Dessa forma, pode-se sugerir que a composi¢do e ndo s6 o volume da dieta fornecida pode
atenuar a metabolizacdo da P, e manter suas concentragdes circulantes mais elevadas, uma

vez que € sabido que dietas ricas em carboidratos ndo fibrosos sdo mais eficientes em
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disponibilizar propionato aos ruminantes (BERGMAN et al., 1990). Entretanto, de acordo
com Niswender (2000), grande parte da P4 circulante é inativada ou catabolizada no figado,
portanto qualquer aumento na taxa de fluxo de sangue para o figado ird produzir um
aumento na taxa de metabolismo de P4, o que pode explicar parte dos resultados obtidos
até aqui.

A P, circulante é inativada ou catabolizada nos hepatdcitos pelas enzimas citocromo
P450 2C (CYP2C) e citocromo P450 3A (CYP3A), e os principais metabdlitos sdo a 21-
hidroxiprogesterona ¢ a 6B-hidroxiprogesterona, respectivamente (MURRAY, 1991, 1992).
Além das CYPs ha outra via de catabolismo através das Aldo AKRs, principalmente a
AKR1C e AKR1D. As AKRs sdo enzimas importantes que atuam junto com as CYPs na
primeira fase da biotransformacéo dos esterdides. Alguns trabalhos sugerem que a insulina
parece ser um inibidor da expressdo do gene e proteina para as enzimas CYP2C, CYP3A, AKR1C e
AKR1D em figado de bovino e ovino (LEMLEY et al., 2008; LEMLEY et al., 2010), entretanto
neste estudo estes efeitos ndo foram observados. Expressao de RNAm de CYP2C e CYP3A néo
foi afetada apds a ingestdo alimentar, ao final da quarta semana para ovelhas do grupo Ad
libitum e restrito. Entretanto, contrariando alguns trabalhos, ao final da oitava semana,
embora ndo tenha sido observada alteracdo na expressao génica para a CYP3A, a CYP2C
foi 1.8 vezes mais expressa no grupo Ad quando comparada ao grupo R, o que foi
inesperado, pois este grupo apresentou maiores concentragdes circulantes de insulina.
Corroborando o presente estudo, Vieira (2012) também observou um aumento na expressao
da CYP3A no grupo que recebeu infusdo de glicose, ou seja, 0 grupo que apresentava
maiores concentracdes sanguineas de insulina.

Por outro lado, a maioria dos trabalhos baseou-se em cultivo de hepatécitos in vitro
ou na infusdo de insulina, propilenoglicol ou propionato (SMITH et al., 2006; LEMLEY et
al., 2007; LEMLEY et al., 2008). No estudo de Lemley et al. (2008), foi observado que
mesmo com o aumento de 30% de insulina para vacas que recebiam propilenoglicol,
expressdao de RNAm de CYP2C em vacas recebendo agua ou propilenoglicol néo diferiu
entre os tratamentos, entretanto houve diminuicdo de 40% na quantidade de RNAm de
CYP3A. Neste mesmo trabalho, conforme insulina era infundida i.v. (1,0 g de insulina/kg
de PV/h), houve diminuigdo na expressdao de ambas as enzimas CYP2C (88%) e CYP3A
(45%), respectivamente. No entanto, em outro estudo realizado por Lemley et al. (2010a),
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curiosamente apesar das concentra¢fes plasmaticas de insulina ndo terem sido diferentes
entre as dietas experimentais (alto grdo X alta fibra) no momento da bidpsia hepética (3,7 h
pos-alimentacdo), foi observado um aumento de 22% nas concentracdes de insulina no
grupo que recebeu alto grao durante o periodo de coleta de sangue (10 h). Entretanto, neste
estudo a expressdo das enzimas CYP2C e CYP3A néo diferiu entre as duas dietas
experimentais.

Desta forma, ainda nédo esta totalmente definido se 0 aumento nas concentracdes de
insulina in vivo causado pela maior ingestdo de matéria seca e/ou energia € suficiente para
reduzir a expressao das enzimas hepéaticas CYP2C e CYP3A, AKR1C e AKR1D reduzindo

assim o metabolismo da Pg.

Conclusodes

Apo6s a realizacdo deste estudo foi possivel concluir que, de fato, a dramética
reducdo na P, circulante apos a alimentacdo ad libitum em relacdo as ovelhas com restricao
alimentar, ocorreu, muito provavelmente, devido ao elevado metabolismo de P, em
consequéncia de um maior fluxo sanguineo hepético causado pela maior ingestdo alimentar.

Entretanto, apesar de alguns estudos sugerirem que a insulina tem um efeito
inibitério na expressdo das enzimas hepaticas responsaveis pelo metabolismo da P,
reduzindo assim o metabolismo deste horménio e aumentando suas concentracfes
circulantes, neste estudo foi observado um efeito nulo, ou at¢ mesmo contrério, para

expressao de algumas enzimas hepaticas.
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